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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Das Schwere akute Atemnotsyndrom (SARS)

1.1.1 Epidemiologie

Im November 2002 trat in der sidchinesischen Provinz Guangdong
erstmals das schwere akute Atemnotssyndrom auf. Von dort aus breitete
es sich zunachst in Asien aus. Die Krankheit zeichnete sich durch eine
atypische Lungenentziindung aus, die zundchst keinem bekannten
Erreger zugeordnet werden konnte. Am 14. Februar 2003 meldete das
chinesische Gesundheitsministerium der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) den Ausbruch einer atypischen Lungenentziindung in der Region
Guangdong. Ein an dieser atypischen Lungenentzindung erkrankter 65-
jahriger Arzt aus Guangdong reiste am 21. Februar nach Honkong und
infizierte dort in einem Hotel mehrere Personen. Dies setzte die globale
Ausbreitung der Infektion in Gang. Fur die WHO bestatigte sich durch
diesen Fall der Verdacht, dass die SARS-Falle mit der seit November
2002 in Guangdong grassierenden Epidemie atypischer
Lungenentziindungen in engem Zusammenhang standen. Dr. Carlo
Urbani, ein Spezialist fur Infektionskrankheiten, meldete der WHO am 28.
Februar 2003 einen Fall dieser atypischen Lungenentziindung aus dem
Franzosischen Krankenhaus von Hanoi in Vietnam. Urbani verstarb spater
in Thailand selber an den Folgen der Infektion. Am 15. Méarz 2003 wurden
ein aus Singapur kommender Arzt, seine Frau und seine Mutter in das
Universitatsklinikum von Frankfurt am Main mit dem Verdacht auf SARS
eingeliefert. Zur gleichen Zeit traten SARS Verdachtsfalle in Toronto
Kanada auf. Um die Weltweite Ausbreitung der Erkrankung zu bekampfen,
wurde von der WHO am 17. Mérz 2003 ein internationales Treffen von
Spezialisten einberufen. Durch die dort festgelegten Mal3hahmen, wie
Isolierung der Patienten und die Warnung der Offentlichkeit, konnte die
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Ausbreitung der unbekannten Infektionskrankheit eingedammt werden.
Das fur die Erkrankung verantwortliche Virus wurde am 24. Marz 2003 als
eine neue Form der Coronaviren identifiziert (Drosten et al., 2003; Homes
et al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Peiris et al., 2003; Marra et al., 2003;
Rota et al., 2003). Am 15 Mai 2003 wurde schlief3lich bestatigt, dass das
SARS Coronavirus (SARS CoV) die Koch'schen Postulate erfillt
(Fouchier et al. 2003). Von diesem Zeitpunkt an galt SARS CoV als
Erreger der atypischen Lungenentzindung (Kuiken et al., 2003). Seit Juni
2003 nahm die Neuerkrankungsrate so stark ab, dass von einem Ende der
SARS-Epidemie gesprochen werden konnte. Nach den Zahlen der WHO
waren bis zum 01. Juli 2003 weltweit 8.445 Menschen erkrankt und 812
Personen gestorben.

Mit einem erneuten Ausbruch der Krankheit SARS muss jederzeit
gerechnet werden. Am 22. Mai 2003 &auf3erten Wissenschaftler der
Universitdt von Hongkong den Verdacht, dass das Virus von einer
Schleichkatzenart, der so genannten Zibetkatze (Pagima larvata) (Abb. 1)
auf den Menschen ubertragen wurde (Guan et al., 2003). Die Zibetkatze
gilt in Sudchina als eine Delikatesse und steht daher im engen Kontakt
zum Menschen. Im Januar 2004 wurden auch Ratten, Dachse und
Waschbaren als potentielles tierisches Reservoir fur das Virus diskutiert.
Spater im Oktober 2004 wurden dann in Flughunden der Gattung
Miniotperus spp. (Abb. 1) Coronaviren entdeckt. Seit dieser Zeit werden
auch diese Tiere als Reservoir des SARS CoV diskutiert (Poon et al.,
2004).

B

Abb. 1: Tierisches Reservior von SARS CoV

Bild A zeigt einen Flughund der Spezies Miniopterus. Bild B zeigt eine Schleichkatze der
Art Pagima larvata. Beide sind Trager von Coronaviren und werden als tierisches
Reservoir des SARS CoV diskutiert.
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Die genauen Mechanismen die zur Ubertragung des Virus vom Tier auf
den Menschen fuhren sind bis heute nicht bekannt. Durch Mutationen im
Oberflachenglykoprotein (Spike-Protein) des Virus wurde die Ubertragung
vom Tier auf den Menschen mdglich. Dies bildet auch die Grundlage fur
die Ubertragung von Mensch zu Mensch, welche zur Epidemie 2003
fuhrte (Poon et al., 2004). Die Mutation erfolgte im Spike-Protein genauer
in der S1 Doméne. Diese enthélt die Wirtszellrezeptorbindungsstelle und
Virus neutralisierende Epitope. Vermutlich sind viele Tiere in China SARS
CoV infiziert, so dass ein neuer Ausbruch der Krankheit durch eine weitere
Mutation denkbar ist (Simmons et al., 2005; Guan et al., 2004). Im Januar
2004 sind in Singapur zwei weitere SARS Falle als Folge einer
Laborinfektion aufgetreten (Schmitz und Dorsten, 2004). Dies verdeutlicht

nochmals die hohe Kontagiositat des SARS Coronavirus.

1.1.2 Kilinik und Pathogenese

SARS ist eine virusinduzierte Pneumonie. Als Inkubationszeit gelten 2-10
Tage (Lee et al.,, 2003). Als Symptome treten hohes Fieber, trockener
Husten, Atemnot, Kurzatmigkeit und Kopfschmerzen auf. Frihe
Rontgenaufnahmen der Lunge zeigen kleine fokale einseitige diffuse
interstitielle Infiltrate. Diese konnen sich rasch auf den anderen
Lungenfligel ausbreiten. Bei einigen SARS-Patienten konnen
Rontgenaufnahmen der Lunge jedoch wéahrend des gesamten
Krankheitsverlaufs auch unauffallig bleiben (Zambon et al., 2003).
Hypoxdmie, = Lymphopenie und die leichte  Erh6éhung des
Aminotransferaseniveaus sind weitere Charakteristika von SARS. In der
ersten Woche der Erkrankung kann es zu einer spontanen Besserung der
Symptome kommen, die dann jedoch von einer rapiden Verschlechterung
des Gesundheitszustands gefolgt wird. Wahrend dieser Zeit kann es durch
die alveolaren Schaden zu einer progressiven respiratorischen Insuffizienz

kommen, die zum Tod des Patienten fuhrt (Avendano et al., 2003; Booth
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et al., 2003). Die Sterberate von SARS ist stark abhéangig vom
allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten und seinem Alter. Ohne
Einbeziehung dieser Kriterien liegt sie weltweit bei rund 10%. Die
Ubertragung der Krankheit findet nachweislich Uber eine
Tropfcheninfektion statt. Mittlerweile kann nicht mehr ausgeschlossen
werden, dass sich das SARS CoV auch uber groRere Entfernungen tber
die Luft, Gber das Trinkwasser, Fakalien oder sogar die Klimaanlagen
verbreiten kann. Nach dem derzeitigen Wissensstand tberlebt das SARS
CoV unter normalen Bedingungen aul3erhalb eines Organismus
mindestens 24 Stunden. Im Nasopharynxsekret, Urin und Kot von
Patienten ist das Virus noch 10-21 Tage nach der Infektion nachweisbar
(Peiris et al., 2003).

1.2 Coronaviren

1.2.1 Allgemein

Coronaviren sind weltweit verbreitet und verursachen im Menschen leichte
respiratorische oder auch gastrointestinale Erkrankungen. Daher werden
bis zu 30% der Erk&ltungskrankheiten im Menschen den Coronaviren
zugeschrieben. Bei Tieren jedoch treten meist schwere Formen von
respiratorischen, sowie gastrointestinalen Erkrankungen auf und sind
daher in der Viehzucht von Schweinen und Gefligel sehr gefurchtet
(Holmes, 2003). Coronaviren sind meist sehr wirtsspezifisch.

Die Einteilung der Coronaviren erfolgt aufgrund von serologischen und
phylogenetischen Analysen in 3 Gruppen, wobei das SARS-Coronavirus
entfernt verwandt mit der zweiten Gruppe ist. (Eickmann et al., 2003;
Snijder et al., 2003).
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1.2.2 Taxonomie

Das SARS-Coronavirus gehért zur Familie der Coronaviridae, die
zusammen mit den Virusfamilien der Arteriviridae, Toroviridae und
Roniviridae der Ordnung Nidovirales angehdren (Gorbalenya et al., 2006).
Die Coronaviridae werden aufgrund von phylogenetischen Analysen,
basierend auf Vergleiche der Polymerasegene und der S1-Doméne der
Oberflachenglykoproteine in 3 Gruppen von Coronaviren eingeteilt
(Tabelle 1).

Tabelle 1:
Gruppe Vertreter

Gruppel Humanes Coronavirus (HCoV-229E)
Schweine Diarrhoe Virus (PEDV)
Katzen Peritonitis Virus (FIPV)
Ubertragbares Gastroenteritis Virus (TGV)
Hunde Coronavirus (CCV)

Gruppe2 Maus Hepatitis Virus (MHV)*
Rinder Coronavirus (BCoV)
Humanes Coronavirus (HCoV-OC43)
Sialodacryoadenitis Virus der Ratte (SDAV)
hamaglutinierende Encephalomyelitis-Virus der Schweine
(PHEV)

Gruppe3 Vogel Bronchitis Virus (IBV)*
Truthahn Coronavirus (TCV)*

* Spike-Protein wird in S1 und S2 Domane gespalten

Die Analysen der SARS-CoV Gene zeigt, des es sich von allen 3 Gruppen
der bisher bekannten Coronaviren deutlich unterscheidet, jedoch am
meisten Ahnlichkeit zu den Coronaviren der Gruppe 2 (Abb.2) aufweist
(Holmes, 2003; Stadler et al., 2003).
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SARS-CaoV

Gruppe 3

PEDY
HCoW-2239E

Gruppe 1

Abb. 2: Schematische Darstellung der phylogenetisch en Verwandtschaft des SARS
CoV zu anderen Coronaviren

Basierend auf Sequenz vergleichenden Analysen der Polymerase Proteine und der S1-
Domane der Oberflachenglykoproteine der Coronaviren, zeigt sich, dass sich das SARS
CoV von allen 3 Gruppen der bisher bekannten Coronaviren unterscheidet. Es weist
jedoch am meisten Ahnlichkeit zu den Coronaviren der Gruppe 2 auf (Stadler et al.,
2003)

1.3 Das SARS Coronavirus

1.3.1 Morphologie

Die membranumhdllten Virionen haben einen Durchmesser von 60 bis
130nm (Ksiazek et al., 2003) und sind pleomorph. Im Inneren des
Partikels liegt das helikale einzelstrangige plusstrangorientierte RNA-
Genom assoziiert mit dem N-Protein als Nukleokapsid vor. Die Helix hat
einen Durchmesser von 10 bis 20nm. Definierte Aminosauren im N-
Protein interagieren mit der carboxyterminalen Doméne des in die
Membran eingelagerten glykosylierten  M-Proteins. Uber diese
Proteinwechselwirkung ist das Nukleokapsid an die Innenseite der
Membran assoziiert. Neben dem M-Protein sind noch zwei weitere
Proteine in die Membran eingelagert. Das in geringer Menge vorhandene

E-Protein, das als Dimer vorliegt und den Viren die hamagglutinierende
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Aktivitat verleint und das ebenfalls glykosylierte S-Protein. Ein
dreidimensionales Model eines SARS Coronavirus wird in Abb. 3 gezeigt.
Das S-Protein liegt in keulenférmigen Homotrimeren vor (Song et al.,
2004), die etwa 20nm aus der Membranoberflache herausragen und fir
das typische Erscheinungsbild der Coronaviren im Elektronenmikroskop
(EM) (Abb. 4) verantwortlich sind (Lai et al., 1997).

N und RNA

Abb. 3: Model eines SARS Coronavirus
Von innen nach auBen sind folgende Virusbestandteile dargestellt der
Nukleokapsidkomplex bestehend aus dem Nukleoprotein (N) und der RNA, dann die in

der Membran liegenden Proteine Envelope-, Membran-, und Spike-Protein.

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme freier, p leomorpher-Coronaviren

Die Viren wurden in Vero-Zellen angezogen und Uber einen Rohrzuckergradienten
gereinigt, anschlielend mit Phosphorwolframséure negativ kontrastiert und an einem
Elektronenmikroskop (EM101; Zeiss) einzelne Viruspartikel dargestellt. Zum
GroRenvergleich ist ein 100nm Balken angegeben. Die Abbildung wurde mir
freundlicherweise von Frau Dr. L. Kolesnikova, Institut fir Virologie der Philipps-

Universitat Marburg, zur Verfiigung gestellt.



EINLEITUNG

1.3.2 Genomaufbau

Das 29750 Nukleotide grof3e polycistronische Plusstrang- RNA- Genom
der Coronaviren stellt eines der grol3ten Genome aller bekannten RNA-
Viren dar. Die RNA ist infektios und kodiert 13 offene Leserahmen (ORF,
open reading frame), die fur Struktur- und Nichtstrukturproteine codieren
(Abb. 5). Der am 5 Ende des Genoms gelegene offene Leserahmen
ORF1 nimmt dabei den groéf3ten Teil ein und wird in die Untereinheiten
ORF1la und ORF1b eingeteilt. Der ORF 1b tberlappt mit dem ORF 1a in
einem kleinen Bereich und kann durch einen ribosomalen
Leserasterschub (frameshift) wahrend der Translation abgelesen werden.
Dieser Leserasterschub erfolgt aufgrund einer definierten
Sekundéarstruktur der RNA, die am Ende des ersten Leserahmens eine
Haarnadelstruktur ausbildet. Diese Leserahmenverschiebung kommt in
20-30% der Translationsereignisse vor und ermdoglicht die Synthese des
offenen Leserahmens. Beide ORF’'s kodieren zunachst fur grole
Vorlauferproteine der Replikationsmaschinerie. Diese  Vorlaufer-
polyproteine werden synthetisiert und anschlieend durch die Aktivitat
einer chymotrypsindhnlichen Cysteinprotease, die im Vorlauferpolyprotein
enthalten ist, autoproteolytisch in ihre funktionsfahigen Untereinheiten
gespalten (Gorbalenya et al., 2006; Ziebuhr et al., 2000). Weitere Enzyme,
die in den beiden Polyproteinen der ORF’s 1a und lab codiert werden,
sind eine aktive RNA-abhangige RNA-Polymerase, eine Helikase mit Zink-
bindender Domane und ein Magnesium-abhangiges Enzym, namens
NendU, das essentiell fir die Replikation der Coronaviren ist (Gorbalenya
et al., 2006).

Die nachfolgenden offenen Leserahmen codieren fur die Strukturproteine
N (Nukleoprotein), M (Matrixprotein), E (Hullprotein) und S (Oberflachen-
glykoprotein), die in allen Coronaviren stark konserviert sind (Marra et al,
2003; Rota et al, 2003). Die Proteine werden nicht direkt von dem
Posititvstrang-RNA-Genom  synthetisiert, sondern zunéchst in sub-

genomische RNA- Strange Ubersetzt, von denen die Strukturproteine dann
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abgelesen und synthetisiert werden. Am 3’ nahen Ende des Genoms
befinden sich weitere 7-8 teils Uberlappende offene Leserahmen, die fir
sogenannte akzessorische Proteine kodieren. Diese Proteine treten in
verschiedener Anzahl und nur bei den Familien der Corona- und Toroviren
auf. Sie werden ebenfalls wie die Strukturproteine zunéchst in Subgenome
Ubersetzt. Neuste Erkenntnisse besagen, dass diese akzessorischen
Proteine zur Einteilung der Untergruppen der Coronaviren herangezogen
und in Zusammenhang mit den verschiedenen Pathogenitatsfaktoren der
Coronaviren gebracht werden koénnen. Ebenfalls konnten sie fur die
spezifische Anpassung des Virus an ihren Wirt verantwortlich sein
(Gorbalenya et al., 2006).
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EINLEITUNG

1.3.3 Replikationzyklus

Der Replikationszyklus des SARS CoV beginnt mit der Bindung des
Spike-Proteins an den Wirtszellrezeptor Angiotensin konvertierendes
Enzym 2 (ACE2) (Prabakaran et al., 2003; Wong et al., 2004). Es gibt
einige Erkenntnisse die daraufhin deuten, das es durch diese Bindung zu
einer  Konformationsanderung des  Spike-Proteins mit daran
anschlielender endosomalen Proteolyse an einer oder mehreren Stellen
in seine Untereinheiten kommt (Simmons et al., 2005). In eukaryotischen
SARS CoV infizierten Zellen konnten die Spaltung des S-Protein gezeigt
werden (Wu et al., 2004). Des Weiteren wurde gezeigt, das durch
Inhibition der Protease Cathepsin L der Virus Eintritt in die Zielzelle
verhindert werden kann (Simmons et al., 2005; Huang et al. 2005). Dies
deutet darauf hin das Cathepsin L fir die Spaltung des S-Protein
verantwortlich ist. Ob gespaltenes Spike-Protein in SARS Corona-
viruspartikel eingebaut wird und welchen Einfluss die Spaltung auf die
Funktionen des Proteins hat wird kontrovers diskutiert.

Als nachster Schritt des Replikationszyklus ereignet sich die durch die S-
Proteins vermittelte Membranfusion zwischen Virus und Wirtszelle (Petit et
al., 2005). Die Fusion wird sowohl als pH unabhéngig (Simmons et al.,
2004) wie auch als pH vermittelter Vorgang (Yang et al., 2004)
beschrieben. Endozytose des Viruspartikels wurde anfangs nicht
beobachtet (Zhang et al., 2004). Nach neueren Untersuchungen kommt es
beim Viruseintritt in die Wirtszelle zum Clathrin vermittelter Endozytose
(Inoue et al., 2007).

Aus der Fusion von Virusmembran mit Wirtszellmembran resultiert die
Freisetzung des viralen RNA Genoms ins Cytoplasma. Die Transkription
und Translation der viralen Proteine sowie die Replikation der viralen RNA
erfolgt im Cytoplasma. Es kommt als erstes zur Translation des
Polyproteins ORF la /1b. Dieses wird durch autoproteolytische Aktivitat
einer im C-terminalen Bereich des Polyproteins enthaltenen

chymotrypsindhnlichen Cysteinprotease in seine einzelnen Proteine
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gespalten (Gorbalenya et al., 2006; Ziebuhr et al., 2000). Diese Proteine
sind eine aktive RNA-abhangige RNA-Polymerase, eine Helikase mit Zink-
bindender Doméane und ein Magnesium-abhangiges Enzym, namens
NendU, das essentiell fir die Replikation der Coronaviren ist (Gorbalenya
et al., 2006).

Die RNA abhangige RNA-Polymerase schreibt nun das Plusstrang RNA
Genom in einen Negativstrang um. Dieser dient als Matrize fur die
Synthese von neuen Plusstrang RNA Genomen sowie fur die
diskontinuierliche Transkription der subgenomischen mRNA Spezies fir
die Nichtstrukturproteine (NSP) und die Strukturproteine S, E, M, und N.
Die subgenomischen mRNA's sind alle am 5 Ende identisch modifiziert
mit einer Cap Gruppe und einer Leader Region (Ziebuhr et al., 2000). Von
dem Satz geschachtelter (nested) mRNA Transkripte wird immer nur der
am 5" Ende gelegene ORF translatiert (Thiel et al., 2001; Lai et al., 1997).
Das N-Protein und die genomische Plusstrang RNA assemblieren im
Cytoplasma zum helikalen Nukleokapsidkomplex. Von den verbleibenden
Struktur Proteine S, E und M werden im Cytoplasma zunachst kurze
Stucke translatiert und zum rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER)
tranportiert. Dort werden die Strukturprotein in das Lumen des ER’s
synthetisiert. Durch Interaktion des Nukleokapsids mit dem M-Protein
kommt es zur Knospung neuer Viruspartikel an intrazellularen Membranen
zwischen dem ER und dem Golgi Apparat. Wéahrend des Transports durch
das Golgi Netzwerk werden die Zuckerseitenketten des S-Proteins
modifiziert (Stadler et al.,, 2003). Nicht bei allen, aber bei einigen
Coronaviren erfolgt hier in Abhéangigkeit der Spaltstellensequenz die
Spaltung des S-Proteins in seine Untereinheiten. Das S-Protein von Maus
Hepatitis Virus (Sturman und Holmes, 1985), Truthahn Coronavirus (Day
et al., 1989) und Vogel Bronchitis Virus (Jackwood et al., 2001) werden
proteolytisch durch Furin an einer multibasischen Spaltstelle gespalten.
Nicht in die Viruspartikel eingebautes S-Protein wird Uber das Golgi
Netzwerk an die Zelloberflache transportiert. Als letztes werden die SARS

CoV Partikel Giber Exosytose freigesetzt.
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1.3.4 Das Spike-Protein

Das SARS CoV Spike-Protein S ist in der viralen Hillmembran inseriert
und spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion von Virus und seinem
Rezeptor, der Virusaufnahme und dem zellularen Tropismus. Das S-
Protein wird vom ORF2 (21492 bis 25259) kodiert und umfasst 3767
Basen, die fur 1255 Aminosauren kodieren, welche eine theoretische
molekulare Masse von 139kDa haben (Stadler et al., 2003). Aus der
Primarsequenz konnen zwei hydrophobe Doméanen, ein N-terminales
Signalpeptid, das fur die Translokation in das raue endoplasmatische
Retikulum verantwortlich ist und C-terminal die Transmembrandomane zur
Verankerung des Proteins, abgeleitet werden. Auf der Aminosaure-
sequenz des S-Proteins befinden sich 17 potentielle N-Glykosylierungs-
stellen der Bauart Asn-X-Ser/Thr ableitbar (Abb. 4). Es konnte gezeigt
werden das diese 17 N-Glykosylierungstellen tatsachlich genutzt werden
(Krokhin et al., 2003), somit hat die glykosylierte Form des S-Proteins eine

theoretische molekulare Masse von 190kDa.

SP 1.-3.PS
1 T 1t " 1t ™

t 11t
| | RBS | A A A 4 [HR1] [HR2[ [] |

1255AS

e

Abb. 4: Schematischer Aufbau des Spike-Proteins

Das Spike-Protein ist ein Protein mit 1225 Aminosauren (AS). Es besitzt eine N-terminal
gelegene Signalpeptidsequenz (SP). Von Aminosaure 303 bis 537 liegt die Rezeptor-
Binde-Stelle (RBS) fur Angiotensin-Converting Enzym 2 (ACE2). An Aminosaureposition
667 (1.PS), 761 (2.PS) und 796 (3.PS) befinden sich potentielle Spaltmotive fir
Endoproteasen. C-terminal enthélt es eine Transmembrandoméane. Somit gehért das S-
Protein zu den Typl-Membranproteinen. Des Weiteren hat das Protein 17 N-
Glykosylierungsstellen (T) und zwei Heptad Repeats (HR1 und HR2) in der C-terminalen
Halfte.

An Aminosaureposition (AS) 796 besitzt es ein konserviertes Arginin. N-
terminal wird dieses von einem Lysin flankiert. Beide Aminoséuren bilden

ein dibasische Spaltmotiv fur zellulare Proteasen. Andere Coronaviren,
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wie das Vogel Bronchitis Virus und das Truthahn Coronavirus haben an
dieser Aminosaureposition ein multibasiches Furinspaltmotiv der Bauart
R-R-F/S-R-R (Jackwood et al.,, 2001). Das Maus-Hepatis-Virus wird an
diese AS-Positon an einem tetra- basichem Spaltmotiv in seine
Untereinheiten gespalten (Sturman und Holmes, 1985). Des Weiteren
befinden sich auf dem SARS-CoV S-Protein ein monobasisches
Spaltmotiv an AS667 und ein basisches Tetrapeptid als Spaltmotiv fur
Furin an AS 761 (Bergeron et al., 2004).

Der zellulare Rezeptor fur SARS CoV wurde im Januar 2004 identifiziert.
Es handelt sich dabei um das Angiotensin-Converting Enzym 2 (ACE2)
(Hoffmann et al., 2005), eine Metallopeptidase auf der Oberflache von
eukaryontischen Zellen. Die S1 Untereinheit des Glykoproteins bindet an
ACE2 (Li et al.,, 2005; Wong et al., 2004). Die Rezeptor-Binde-Stelle
(RBS) liegt im Bereich der Aminosauren 303-537 (Prabakaran et. al,
2004). Die S2-Untereinheit vermittelt den Eintritt des Virus in die Wirtszelle
durch eine interne fusogene Region, die aus zwei sogenannten heptad
repeats (HR1 und HR2) besteht (Keng et al., 2005; Beniac et al., 2006).
Wie die Glykoproteine der anderen Coronaviren bildet das S-Protein
Homo-Trimere (Song et al., 2004). Bei der Reifung des S-Protein spielen
die Faltung, Disulfidbriicken, homooligomere Formation und N-
Glykosylierung eine wichtige Rolle. All diese co- und posttranslationalen

Prozesse sind fest mit dem intrazellularen Transport verbunden.

1.4 Aktivierung viraler Oberflachenproteine durch
proteolytische Spaltung

Der Eintritt membranumhdliter Viren in die Wirtszelle erfordert héufig eine
proteolytische Spaltung der Oberflachenproteine der Viren in der Néhe
einer Fusionsdoméane, welche die Fusion mit einer zellularen Membran

ermdglicht (Nagai und Klenk, 1977). Ein Fusionsprotein wird zunachst als
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inaktives Protein synthetisiert, danach in der Regel wahrend der Reifung
durch Proteasen aktiviert (Klenk und Garten, 1994). Diese Aktivierung
kann aber alternativ auch beim Eintritt der Virionen in eine Zielzelle
geschehen gezeigt fur Influenza A Stamm WSN (Boykott et al., 1994).
Durch diese Aktivierung kommt es in der Regel bei Orthomyxo-,
Paramyxo-, und Retroviren zur Freisetzung eines aminoterminalen
Fusionspeptids. Durch ein solches Fusionspeptid wird der erste Prozess
der viralen und zellularen Membranverschmelzung eingeleitet. Es kbénnen
prinzipiell zwei Wege beschritten werden. Einerseits kann es zu einer
rezeptor-vermittelten Endozytose kommen, bei der die Verschmelzung der
beiden Membranen erst im Endosomen statt findet, wie bei Influenzaviren
gezeigt wurde (Klenk und Garten, 1994). Andererseits kann die
Verschmelzung nach Rezeptor- oder Korezeptorbindung schon an der
Plasmamembran geschehen wie dies fur HIV-Virus oder Masernvirus

nachgewiesen wurde (Dimitrov et al., 1997).

1.5 Endosomale/Lysosomale Proteasen

Proteasen vermitteln die Hydrolyse von Peptidbindungen. Ihre
Klassifikation in Aspartat-, Cystein-, Serin- oder Metallproteasen erfolgt
anhand ihres katalytischen Zentrums (Barrett et al., 1994). Der Grol3teil
der lysosomalen Proteasen sind Aspartat- oder Cysteinproteasen (Honey
und Rudensky, 2003). Die meisten aber nicht alle der lysosomalen
Cysteinproteasen sind Cathepsine (McGrath, 1999). Alle Cathepsine
fungieren als Endopeptidasen. Fiur Cathepsin B ist zusatzlich beschrieben
das es eine Exopeptidase-Aktivitat besitzt (Bohley und Seglen, 1992). Die
Aktivitat der Cysteinproteasen ist pH abhéngig. Ihr Optimum wird bei
einem sauren pH Wert zwischen 5 und 6 beschrieben (Kirschke et al.,
1987).
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Unter den lysosomalen Cysteinproteasen, die nicht nur im Lysosomen,
sondern in allen endosomalen Kompartimenten vorkommen und zum Tell
auch sezerniert werden, lassen sich die ubiquitar exprimierte Cathepsine
von gewebs- und zelltypspezifisch Cathepsinen unterscheiden. Zu den
ubiquitar exprimierten Cysteinproteasen zahlen Cathepsinen B, C, F, H, L,
O und Z. Eine gewebsspezifische Expression konnte bislang fur Cathepsin
K, S, W und V (auch L2 genannt) nachgewiesen werden (Rawlings und
Barrett, 2000; Reinheckel et al., 2001; Turk et al, 2000).
Gewebsspezifische Cathpsine spielen eine wichtige Rolle bei
physiologischen und pathologischen Prozessen. Sie werden bei der
Antigenprozessierung, der Aktivierung von Prohormonen,
Wachstumsfaktoren und Toxinen bendtigt (Authier et al., 1996; Bidere et
al., 2003; Turk und Guncar. 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass Cathepsine Einfluss auf virale Infektionen haben. Bei Infektionen mit
Viren der Ordnung der Mononegavirales aus der Familie der
Paramyxoviren, dem Hendra und Nipha Virus ist Cathepsin L an der
proteolytischen Prozessierung des Fusions Proteins beteiligt (Pager et al,
2004; 2006). Fur SARS CoV konnte gezeigt werden das Inhibition von
Cathepsin L die Infektion der Wirtzelle verhindert (Simmons et al. 2005).
Dies deutet daraufhin das Cathesin L bei der proteolytischen Aktivierung

des SARS CoV S-Proteins ein wichtige Rolle spielt.
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2 PROBLEMSTELLUNG

Das Spike-Protein (S) des akuten schweren Atemnotsyndroms
Coronavirus (SARS-CoV), ein enger Verwandter der Gruppe 2
Coronaviren, ist ein Typ | Glykoprotein, das in hochmolekularer
komplexverzuckerter Form (500kDa) als Trimeres S-Protein in der Hille
der Viren vorhanden ist. Die Ektodomaine des Proteins ist stark
N-glyoksyliert und ist essentiell fir den Virus- Wirtszell- Kontakt. Das S-
Protein ist 1255 Aminosduren grof3. Aus der Primarsequenz sind 17
potentielle N- Glykosylierungsstellen, ein Signalpeptid zur Translokation
des Proteins in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) und
eine C-terminaler Membrananker deduzierbar. Einige S-Proteine (MHV,
HCoV-OC43, AIBV and BCoV) aber nicht alle (TGV, FIPV, HCoV-229E)
werden proteolytisch in zwei Untereinheiten, S1 und S2, an einem
multibasischen Spaltmotiv von der zellularen Endoprotease Furin
gespalten. Ob diese Spaltung essentiell fir die Funktion des S-Proteins ist
wird kontrovers diskutiert. Neueren Daten zufolge ist die Spaltung des S-
Proteins fur die Zell-Zell Fusion, aber nicht fur die Fusion der Virushille

mit der Membran der Zielzelle essentiell.

Die Ziele dieser Doktorarbeit waren:
Die Herstellung von S-Protein spezifischen Antikdrpern
Die Chrakterisierung des S-Proteins

Die Untersuchung der proteolytischen Spaltungen des S-Proteins

A

Die Identifizierung der fur die Spaltung verantwortlichen zellularen

Proteasen
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3 MATERIAL

3.1 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Aceton

Acrylamidlésung Gel 30

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ampicillin (Natrium-Salz)

Aprotinin (Trasylol®)

APS (Ammoniumpersulfat)
Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid (CacCly)

DAPI (4,6 Diamidino-2-Phenylindol)
Didesoxynukleotide (ANTP)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DOC (Desoxycholat, Na-Salz)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Geneticin

Glycerin

Glycin

Giemsa-L6sung

Hyperfilm™

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck Eurolab, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bayer, Leverkusen
Biorad, Minchen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck Eurolab, Darmstadt
Molecular Probes, Leiden
Stratagene, Heidelberg
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck Eurolab, Darmstadt
Riedel-de-Haén, Seelze
Riedel-de-Haén, Seelze
Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinhein

GE Healthcare, Miinchen
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Isopropanol

Jodacetamid

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Kaliumhydroxid (KOH)

L-Cysteine

Lipofektamine™2000
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Malonsaure

Methanol (MeOH)

Mowiol 4-88

Natriumacetat (NaOAc)

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Paraformaldehyd (PFA)
Protein-A-Sepharose

Pyronin G

Salzsaure (HCI)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sulfo-NHS-SS-Biotion

Riedel-de-Haén, Seelze
Sigma-Aldrich, Steinhein
Roth, Karlsruhe

Merck Eurolab, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinhein
Invitrogen, Karlsruhe
Topfer, Dietmannsried
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinhein
Riedel-de-Haén, Seelze
Calbiochem, Bad Soden
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Riedel-de-Haén, Seelze
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Pierce, Rockford (USA)

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin) Biorad, Minchen

Trasylol® (Aprotinin)
Tris (Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan)
Triton X-100

Tween 20

Bayer, Leverkusen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Die in dieser Liste nicht aufgefiihrten Standardchemikalien wurden von

den Firmen Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim) und Riedel-de-Haen

(Seelze) bezogen.
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3.2 Gerate

Agarosegelkammer

Analysewaage excellence

Biofuge A

Brutschrank

Drehrad neoLab—Rotator
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
Feinwaage

GeneAmp PCR System 2700

Heizblock

Incubator Shaker Model G25
Lichtmikroskop Wilovert
LS55 Spektrophotometer

MegaBACE 500 CE DNA Sequenzierer
Microfuge 20
Microfuge 22 R

Microcentrifuge Il

Mikrowelle

Odyssey Infrared Imaging System

pH—Meter

Photometer Gene Quant Pro

Photosystem Bio Rad 2000
Rotanta 460R

Harnischmacher Labor—
und Kunststofftechnik,
Kassel

Sartorius AG, Gottingen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
neolLab, Heidelberg
Zeiss, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen
Applied Biosystems,
Darmstadt

Heidolph, Schwabach
New Brunswick, Nurtingen
Will, Wetzlar

Perkin ElImer, Rodgau-
Jugesheim

Amersham Biosciences,
Munchen

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen
Chiron Scientific, Inc.,
Sylvania USA
Samsung, Schwalbach
LI-COR Biosciences,
Bad Homburg

Inolab, Weilheim
Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala
BioRad, Munchen

Kendro, Langenselbold
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Ruhrer MR 3000
Electrophoresis Power Supply (EPS 301)

Thermomixer comfort

Thermostat 5320

Ultraschallgerat Sonifier B—-12
Ultrazentrifuge OptimaTM L—-100K
Vortexer REAX 2000

Wasserbad GFL 1003
Zellzahlkammer nach Neubauer

3.3 Kits

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit |
HiSpeed Plasmid Maxi Kit
QIAfilter® Plasmid Maxi Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit

QuickChange™ Site-Directed Mutagensis Kit

SuperSignal®
Taqg PCR Core Kit

34 Verbrauchsmaterial

Cryordhrchen
Deckglaser

DNA-Langenstandard (1kb, 100bp)

Heidolph, Schwabach
Amersham Biosciences,
Munchen

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Branson, Danbury, USA
Beckman Coulter, Krefeld
Heidolph, Schwabach
hilab.de, Dusseldorf

W. Schreck, Hofheim/ Ts.

Peqgleb, Erlangen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Stratagene, Heidelberg
Pierce, Rockford, USA
Qiagen, Hilden

Corning, Niederlande
Menzel-Glaser,
Braunschweig

NEB, Schwalbach
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DNA-Probenpuffer (6x)

Gewebekulturschalen 6¢cm
Immersionsol
Immobilion™-P (PVDF)

Protran® Nitrozellulosemembran, 0,45 pm

Objekttrager

PageRuler Prestained Protein Ladder

Parafilm

PCR—Tubes

Pipetten (Plastik)

Petrischale (35/10 mm)

Petrischale (60x15 mm)

Petrischale (94/16 mm)
Polystyrolréhrchen TC-Tube

PP—Test tubes (15 und 50ml)

Prestained Protein Marker, Broad Range
ProLong Gold antifade reagent with DAPI
Quarzkivetten

Rainbow™ molecular weight markers
Rontgenfilme Biomax MR
Save-Lock—Tubes

Spritzen

TipOne—Pipettenspitzen

Whatman 3MM-Filterpapier

MBI Fermentas,

St. Leon—Rot

Greiner, Frickenhausen
Zeiss, Gottingen
Millipore Corporation,
Billerica USA

Schleicher & Schuell,
Dassel

Menzel-Glaser,
Braunschweig

MBI Fermentas,

St. Leon—Rot

Structure Probe Inc.,
Munchen

Biozym Diagnostik,
Hess. Oldendorf
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
NEB, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe
Hellma, Rabenau—Londorf
GE Healthcare, Miinchen
Kodak, Rochester, USA
Eppendorf AG, Hamburg
Braun, Melsungen
Starlab GmbH, Ahrensburg
Schleicher & Schuell,

Dassel
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Zellkulturflaschen (25 cm?) Greiner, Frickenhausen
Zellkulturflaschen (75 cm?) Costar® Corning,
Fischer Scientific GmbH,
Schwerte—Geisecke
Zellkulturflaschen (162 cm?) Costar® Corning,
Fischer Scientific GmbH,
Schwerte—Geisecke

Zellkulturplatten mit 6, 12 oder 24 Vertiefungen Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen Becton Dickinson,
Heidelberg
Zellschaber Sarstedt, Newton, USA

Zentrifugenrohrchen Ultra Clear (SW32/SW55) Beckman Coulter, Krefeld

3.5 Enzyme

Cathepsin B Calbiochem, San Diego,
USA

Cathepsin L Sigma-Aldrich, Steinheim

EndoH = Endoglykosidase H New England Biolabs
(NEB), Frankfurt a. M.

Pfu turbo- Polymerase Stratagene Europe,
Amsterdam

Peptid N-Glykosidase F (PNGaseF) NEB, Frankfurt a. M.

Restriktionsendonukleasen NEB, Frankfurt a. M.

T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim

TPCK-Trypsin Sigma-Aldrich, Steinheim

Weitere hier verwendete Enzyme stammen aus den entsprechenden Kits

und werden an dieser Stelle nicht gesondert aufgefihrt.
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3.6 Antikorper

3.6.1 Kommerzielle Antikoérper

Anti-Kaninchen-lgG aus der Ziege Pierce, Rockford, USA
HRP gekoppelt

Anti-Mouse-IgG aus der Ziege Pierce, Rockford, USA
HRP gekoppelt

Anti-Kaninchen-lgG vom Schwein, DAKO, Hamburg

HRP gekoppelt

Anti-Kaninchen-lgG vom Schwein, DAKO, Hamburg

FITC gekoppelt

3.6.2 SARS CoV Spike-Protein spezifische Antikdrper

Polyklonale polyspezifische Kaninchen- Antiseren:

Kaninchen-Antiseren (11/03) Institut fir Virologie, Marburg
S1P Institut far Virologie, Marburg
S2P Institut far Virologie, Marburg
S6 Institut fir Virologie, Marburg
S8L Institut fur Virologie, Marburg
S10 Institut far Virologie, Marburg
S1 Dr. Konrad Stadler, Sienna, Italien
S2 Dr. Konrad Stadler, Sienna, Italien
S1/S2 Dr. Konrad Stadler, Sienna, Italien
HR1 Dr. Konrad Stadler, Sienna, Italien
HR2 Dr. Konrad Stadler, Sienna, Italien

Monoklonale Maus- Antiskorper:
F26G6 Dr. Jody D. Berry, Winnipeg, Kanada
F26G8 Dr. Jody D. Berry, Winnipeg, Kanada
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F26G18 Dr. Jody D. Berry, Winnipeg, Kanada
F26G19 Dr. Jody D. Berry, Winnipeg, Kanada

3.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Tib Molbiol
Syntheselabor GmbH (Berlin) bezogen und sowohl fir die
Sequenzierreaktionen als auch fir die Polymerasekettenreaktionen (4.1.1)
eingesetzt. Die Nukleotidpositionen der eingesetzten Oligonukleotide
beziehen sich auf die Sequenz des pcDNAS3.1-Vektors, in den das
kondonoptimierte SARS-Spike- Protein inseriert wurde. Dieses Konstrukt

wurde von Dr. Deng aus China hergestellt (siehe Abb.3 in 2.8).

3.7.1 Oligonukleotide fir die Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz 5°-3° Nukleotid—
positionen
Seql-h CAGGACAGGAACACCAGG 2295
Seql-r GATCAGGTCCCTGGCGTT 2526
Seq2-h CTGCTCCAGTACGGCAGCTTCTGCACC | 3154
Seq2-r GATCAGGTCCCTGGCGTTGATGTCGCC | 3457
Seq3-h ATCACACCTGGCACCAACGCCAGCAGC | 2711
Seq3-r TCACCACGTCGCAGTTGCCGCTCACG 4295
Seqg4-h GAGGATCTACAGCACCG 2818
Seqg4-r TCACCTCGGTGGTGATGC 3086
Seq5-h GCCAAGACCAGCGTGGAC 3100
Seq5-r GGTCGGGCAGGATCTGGC 3332
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3.7.2 Mutagenese—Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5°-3° Nukleotid—
positionen

Hin3347-KA CTTCAGGGGGTCGGG 3326
CCCGACCCCCTGAAGCCCACCGCGAGG

Rev3349-KA AGCTTCATCGAG 3364
CTCGATGAAGCTCCTCGCGGTGGGCTT

Hin3350-RA CAGGGGGTCGGG 3326
CCCGACCCCCTGAAGCCCACCAAGGCG

Rev3352-RA AGCTTCATCGAG 3364
CTCGATGAAGCTCGCCTTGGTGGGCTC

HINAA3347 AGGGGGTCGGG 3326
CCCGACCCCCTGAAGCCCACCGCGGCG

RevAA3352 AGCTTCATCGAG 3364
CTCGATGAAGCTCGCCGCGGTGGGCTT
CAGGGGGTCGGG

HinRA2960 CCGTGAGCCTGCTGGCGAGCACCAGCC | 2960
AGAAGAGCATCGTGGCC

RevRA2962 GGCCACGATGCTCTTCTGGCTGGTGCT | 2960
CGCCAGCAGGCTCACGG

HinKA2975 CCGTGAGCCTGCTGAGGAGCACCAGCC | 2975
AGGCGAGCATCGTGGCC

RevKA2977 GGCCACGATGCTCGCCTGGCTGGTGCT | 2975
CCTCAGCAGGCTCACGG

HinAA2960 CCGTGAGCCTGCTGGCGAGCACCAGCC | 2970
AGGCGAGCATCGTGGCC

RevAA2960 GGCCACGATGCTCGCCTGGCTGGTGCT | 2970

CGCCAGCAGGCTCACGG
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R451A/R454A ACTACAACTACAAGTACGCGTACCTGGC | 1961/1967
GCACGGCAAGCTGAGGC

R559A/R663A GCACGGCAAGCTGGCGCCCTTCGAGGC | 1979/1988
GGACATCAGCAAC

Die fett unterstrichenen Nukleotide stellen den Substitutionsbereich dar.

3.8 Vektoren

Vektor : pcDNA3.1(+)-SARS-CoV-Gen des Spike Proteins

INSERT

WSARS- Spike

+ mam:v"azs T
Ex= .S %o TaE
( )| SCIIICE |[URSRRSIQ

pcDNA3.1 (+/-)

5428/5427 bp

Abb. 5: Die Abbildung =zeigt den Vektor pcDNA3.1(+) in den Uber die
Restriktionsendonukleaseschnittstellen BamH | und EcoR V in der multiplen Klonierungs-
stelle das Gen des SARS-CoV- Spikeprotein inseriert wurde. Das Konstrukt weist somit
eine GrolRe von 9248bp auf. Besonderheiten dieses Vektors sind eine Plasminogen-
Aktivierungssequenz, sowie die Einfligung von 42 AS-Resten des cytoplasmatischen
Endes des Sendai Virus. Weiterhin wurde eine Angleichung der verwendeten Kodons an
Ubliche humane Kondons vorgenommen. Dieser Vektor wurde uns freundlicherweise von

Prof. Dr. G. Herrler von der Technischen Hochschule Hannover zur Verfiigung gestellt.
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3.9 Prokaryotische Zellen

3.9.1 Bakterien

E. coli, Stamm DH5a NEB, SchwalbachF O™ recAl endAl hsdR17 (rx-,mg’),
A(lacZYA-argF)u169¢80d lacZAM15 supE44 thi-1
gyrA96 relAl; (Woodcock et al., 1989)

3.9.2 Medien und Zusatze fur die Bakterienkultur

Luria Bertani Medium (LB): Pepton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 10g
aqua bidest. ad 1l

LB—Agarplatten: Pepton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 10g
Bacto—Agar 15¢g
aqua bidest. ad 1l

LB—Medium”™"/ LB—Agar*™: LB—Medium/ LB—Agar

+ 0,1mg/l Ampicillin

»rranformation Storage Solution Puffer* (TSS-Puffer) zur Herstellung

tranformationskompetenter Bakterien:

LB-Medium 850ml
Polyethylenglycol 100g
DMSO 50ml
MgCl; 10,179

ad 11 dH,0

Steril filtriert, mind. 4 Wochen bei 4C haltbar
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3.10 Antibiotika

Ampicillin Sigma—Aldrich, Steinheim
Gentamicin (Refobacin) Ratiopharm, Ulm
Penicillin G Jenapharm, Jena

3.11 Eukaryotische Zellen

Die eukaryotischen Zellen befinden sich in der Stammbhaltung des Instituts
fur Virologie, Marburg.

CHO-K1: ATCC Nummer: CCL-61, Organismus: Chinesischer
Hamster, (Cricetulus griseus), Gewebe:
Ovarienepithelzellen

Vero: ATCC Nummer: CCL-81, Organismus: Cercopithecus
aethiops (Grune Meerkatze), Gewebe: Niere, normal

MDCKII ATCC Nummer: CCL-34, Organismus: Cockerspaniel

(Canis familiars), Gewebe: Niere, normal

3.11.1 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Dulbecco’s modified Eagle’s medium Gibco BRL, Eggenstein
(DMEM)

DMEM ohne Cystein und Methionin Sigma-Aldrich, Steinheim
Fotales Kalberserum (FKS) Gibco BRL, Eggenstein
Geneticin (G418) Gibco BRL, Eggenstein
L-Glutamin Gibco BRL, Eggenstein
Lipofektamin 2000 Gibco BRL, Eggenstein
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OptiMEM Gibco BRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin 100x Gibco BRL, Eggenstein
Trypsin/EDTA-LAsung Gibco BRL, Eggenstein
3.12 Viren

SARS-CoV: Isolat Frankfurt

(Stadler, et al. 2003)
VSVAG-G (mit rekombinantem GFP)  Stamm Indiana
Prof. Dr. G. Zimmer,
TiHo Hannover, Institut fir

Virolgie

3.13 Puffer far Zellkultur

PBS® (Phosphate Buffered Saline deficient): 8 g NaCl
0,2 g KCl
1,15 g Na;HPO,
0,2 g KHoPO,
ad 11 dH,0

PBS*" (Phosphate Buffered Saline): PBS® mit
0,1 g MgCl;
0,13 g CaCl,
ad 11 dH,O
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RIPA-Puffer (pH 7,5): 10% Triton X-100 100ml
10% DOC 100ml
10% SDS 10ml
IM Tris/HCI (pH 7,5)  20ml
0,5M EDTA (pH 8,0)  20ml
1:20 Trasylol 50ml
(Ampullen)

10mM Jodacetamid 925mg

3.14 Puffer fir Natriumd
(SDS-PAGE)

10xSDS-Laufpuffer: SDS

ad 11 dH,0

odecylsulfat-PAGE

10g

Tris/HCI 30g

Glycin

4xSDS-Probenpuffer (pH 6,8):

144g
ad 1l H,O

0,5M Tris/HCI (pH 6,8) 400ml

SDS 409
Glycerin 400mi
2% Bromphenolblau  10ml
3-Mercaptoethanol 40ml

ad 11 dH,0
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3.15 Puffer fiir die Ubertragung von in der SDS-Page

aufgetrennten Proteinen auf Nitrozellulose

Anodenpuffer | (pH 9,0) 1M Tris/HCI (pH 9,0) 300ml
Methanol 200ml
ad 1l dH,O

Anodenpuffer Il (pH 7,4) 1M Tris/HCI (pH 7,4) 25ml
Methanol 200ml

ad 1l dH,0lI

Kathodenpuffer (pH 9,0) 1M Tris/HCI (pH 9,0) 25ml

Aminocapronséaure 5,25¢g
Methanol 200ml
ad 11 dH,0

3.16 Puffer fir Agarosegelelektrophorese

10xTBE-Puffer (pH 8,3): Tris/HCI (pH 8,3) 108g
Borsaure 55¢g
0,5M EDTA (pH 8,0)  40ml
ad 10ml dH,0
6xProbenpuffer: Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Saccharose 40% (w/v)
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3.17

Puffer P1 (pH 8,0):

Puffer P2:

Puffer N3 (pH 4,8):

Puffer QB (pH 7,0):

Puffer QF (pH 8,0):

TE-Puffer (pH 8,0)

3.18

Blocking Puffer:

Tris/HCI
EDTA
RNAse

Natriumhydroxid
SDS

Kaliumacetat

Natriumchlorid
MOPS
Ethanol

Natriumchlorid
MOPS
Ethanol

Tris/HCI
EDTA

BSA

Glycerol

Tween

NaN3

gelost in PBS

Puffer zur Plasmid-DNA-Isolierung (Fa. QIAGEN)

50mM
10mM
400pg/ml

200mM
1% (w/v)

255mM

1M
50mM
15% (w/v)

1,2M
50mM
15% (w/v)

10mM
1ImM

Puffer fir die Immunfluoreszenz

2% (w/v)
5% (w/v)
0,05% (w/v)
0,05% (w/v)
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4 METHODEN

Soweit nicht anders angegeben, entsprechen die in der Arbeit
angewendeten molekularbiologischen Methoden den Standardverfahren
nach Sambrook et al. (1989).

4.1 Zellbiologische Methoden

41.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Alle verwendeten Zelllinien (3.11) wurden in Brutschranken mit einer

konstanten Temperatur von 37C und unter einer 5%igen CO,-

Atmosphare kultiviert. Als KulturgefalR3e dienten 250ml Plastikflaschen mit

einer Flache von 75cm?2.

4.1.2 Passagieren von eukaryontischen Zellen

Ablésen und Teilen adharent gewachsener Zellen: Alle 3 bis 7 Tage
wurden die konfluent gewachsenen Zellen passagiert. Das Medium wurde
abgenommen und der Zellrasen mit 5 ml PBS4e¢ gewaschen, so dass

Zellreste und zweiwertige Kationen herausgewaschen wurden. Mit 5ml
Trypsin/EDTA, was die interzellularen Proteinverbindungen l6st, wurden
die Zellen fur etwa 2 bis 5min bei 37<C inkubiert und durch mehrfaches
Aufziehen in eine Pipette vereinzelt. Uberschiissiges Trypsin, daR die
Zellen schéadigt, wird durch Zugabe von 1x DMEM (3.12) mit 5-10%
fotalem Kalberserum (FKS) inaktiviert. Die Zellen wurden in einem fur jede
Zellart spezifischen Verhaltnis beziglich der Flache der Zellkulturflasche

ausgesat.
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4.1.3 Einfrieren von eukaryontischen Zellen

Fur das langerfristige Aufbewahren von eukaryontischen Zellen werden
diese in 10% DMSO bei -196T Uber flussigem Stickst off gelagert. Der
Zellrasen einer dichtbewachsenen 250ml Kulturflasche wurde mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden nach Trypsinbehandlung und Vereinzelung
in 10ml 1x DMEM mit 10% FKS aufgenommen und bei 4T fur 5min mit
500x g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde dann in 2ml 1x DMEM mit
10% FKS und 10% DMSO aufgenommen, und je 1ml in ein
Einfrierréhrchen gegeben.

Um die Zellen kontinuierlich herunterzukihlen, wurden sie 24h in
Isopropanol-geflllte Gefrierbehalter bei -80T gela gert, und daraufhin tGber
flissigen Stickstoff (-196C) aufbewahrt.

4.1.4 Auftauen von eukaryontischen Zellen

Um gefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das
Einfrierrdhrchen aus dem Stichstofftank in ein 37C Wasserbad Uberfuhrt.
Sobald die Zellen aufgetaut sind, wurde der Inhalt in 10ml, ebenfalls auf
37<C vorgewéarmtes, 1x DMEM mit 10% FKS gegeben und bei RT und
500x g fur 5 min zentrifugiert. Mit diesem Waschschritt wurden der fur
Zellen schadlichen Anteile an DMSO entfernt. Das Zellsediment wurde in
1x DMEM mit 10% FKS resuspendiert, in eine 250ml Kulturflasche mit
20ml 1x DMEM mit 10% FKS gegeben und bei 37C und u nter 5% CO»

inkubiert.
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4.1.5 Lyse von eukaryontischen Zellen

Die Zellen wurden auf Eis zweimal mit eiskalten PBS™ gewaschen.
Anschlieiend wurde 1ml RIPA-Puffer (3.14) auf die Zellen einer 60mm
Kulturschale gegeben, diese 10min lysiert und das Zell-Lysat in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfiihrt. Es folgte eine Ultraschallbehandlung
bei 40 Watt (30x 1 Sekunde) und 4 in dem Sonifier 450 (Fa. Branson),
die genomischer DNA im Lysat fragmentiert. Unl6sliche Aggregate wurden
durch Zentrifugation fir 30min bei 13000UpM und 4T sedimentiert. Der
Uberstand wurde bei -20C gelagert. Fur eine immuno logische Fallung
wurden 300-500ul des Gesamtlysats eingesetzt.

In dem Fall des immunologischen Nachweis des exprimierten Proteins im
Immunoblot, d.h. ohne vorangestellter Immunprazipitation, wurden die
Zellen direkt in 4 x Proben-Puffer (3.15) lysiert, Mercaptoethanol zugesetzt
und mittels der SDS-PAGE (4.3.1) aufgetrennt.

4.1.6 Transfektion eukaryontischer Zellen

Um Fremdgene in eukaryotischen Zellen zur transienten Expression zu
bringen, wurden die Zellen mit gereinigter Plasmid-DNA transfiziert. Fur
die Transfektion wird die Plasmid-DNA mit Hilfe von Lipiden komplexiert.
Diese DNA-Lipidkomplexe kénnen dann durch die Zellmembran hindurch
in das Zytoplasma bzw. den Zellkern gelangen. In dieser Arbeit wurde das
Transfektionsreagens Lipofektamine™ 2000 (Fa. Invitrogene) gemal den
Herstellerangaben benutzt.

Die Zellen wurden so ausgesat, dass sie am Tag der Tansfektion auf
Zellkulturschalen (oder auf Deckglaschen fir die Immunfluoreszenz) eine
Zelldichte von 80 bis 90% erreichen hatten.
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Je nach Flache und Zellkulturschale wurden folgende Ansatze verwendet:

Platte mit 6 Vertiefungen 9cm Schale

Lsg. 1 1 ml 1x Optimem 1,5 ml 1x Optimem
+ 10 pl Lipofektamin 2000 | + 25 ul Lipofektamin 2000

Lsg. 2 1 ml 1x Optimem 1,5 ml 1x Optimem
+ 4ug Plasmid-DNA + 5ug Plasmid-DNA

Die Losungen 1 und 2 wurden separat in Polystyrolrrohrchen angesetzt
und jeweils 2min inkubiert, anschlieRend zusammengegeben und fir
25min bei RT zur Komplexbildung inkubiert.

Wahrenddessen wurde der Zellrasen einmal mit warmem PBSges, Sowie 1-
2x mit warmem Optimem gewaschen. Danach wurde das Medium
abgenommen und das Transfektionsmedium auf die Zellen gegeben.

Es folgte eine Inkubation von 6h im 37T Brutschrank bei 5% CO,-
Begasung danach wurde das Transfektionsmedium durch Kulturmedium
(DMEM) ersetzt und die transfizierten Zellen fur weitere 24h im

Brutschrank inkubiert.

4.1.7 Herstellung stabil exprimierender Zelllinien

Um eine stabil exprimierende Zelllinie zu erzeugen, macht man sich die
Tatsache zu Nutze, dass in wenigen Fallen eine Zelle nicht nur fremde
Plasmid-DNA (3.8) aufnimmt, sondern diese auch in das zellulare Genom
integriert und somit das gewilnschte Gen und einen Selektionsmarker
stabil exprimiert.

CHO-Zellen wurden in 9cm Petrischalen ausgesaht und bis zu einer
Konfluenz von 80% angeziichtet. Die Transfektion (4.1.6) erfolgte fir 6

Stunden mit Lipofektamin 2000. Nachfolgend wurde das Transfektions-
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medium abgenommen und Kulturmedium mit Geneticin (1pg/ul) zugesetzt.
Nach 2-3 Tagen starben die ersten nicht Geneticin-restistenten Zellen ab.
Das Selektionsmedium wurde wahrend der Absterbephase taglich
gewechselt. Nach ca. 8-10 Tagen hatten sich aus Einzelzellen wieder
Zellklone entwickelt, die unter sterilen Bedingungen unter dem Mikroskop
mit einer Pipette aufgenommen und in 24-Well-Zellkulturplatten mit
frischem Medium uberfihrt wurden. Nach Erreichen der Konfluenz wurden
die Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten, als nachstes in 25cm?2
Zellkulturflaschen und schlie3lich in 75cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Zur
Expressionskontrolle wurden Proben jedes Klons in einer 6-Well-
Zellkulturplatte angeziichtet und mittels SDS-PAGE (4.3.1) und
anschlieBendem Immunoblot (4.3.2) auf die korrekte Expression des
Fremdgens kontrolliert. Positive Klone wurden weiter passagiert und in
niedrigen Passagen Uber flissigem Stickstoff eingefroren.

4.1.8 Herstellung von SARS Coronavirus infizierten

Zelllysaten

Die Virusinfektion wurde im Hochsicherheitslabor (BLS4) am Institut far
Virologie in Marburg durchgefuhrt.

Zur Herstellung von infizierten Zelllysaten wurden in 175 cm?-
Zellkulturflaschen konfluent gewachsene Vero-Zellen einmal mit PBSges
gewaschen und im nachsten Schritt mit SARS CoV der multiplicity of
infection (MOI) von 1 infiziert. Die Zellen wurden mit 5ml einer
entsprechenden Virusverdinnung in 1XXDMEM ohne FCS inokuliert und fur
1h bei 37T unter 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das
Inokulum abgenommen und die Zellen mit 1XDMEM, welchem 2% FCS
zugesetzt wurde wieder im Brutschrank bei gleichen Bedingungen 24—-48h

inkubiert. Danach zeigten die Zellen einen deutlichen zytopatischen Effekt
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(CPE). Nun wurden die Zellen in 1% SDS lysiert und bei 100C fur 10 min
aufgekocht.

4.1.9 Virusreinigung

Fur die Virusreinigung wurden funf konfluent mit Vero Zellen bewachsene
175 cm2-Zellkulturflaschen wie in 4.1.8 beschrieben mit SARS
Coranavirus infiziert und fir 48h im Brutschrank inkubiert. Die
Zellkulturiberstande wurden abgenommen und durch eine niedertourige
Zentrifugation (10 min, 4000 rpm) von Zelltrimmern befreit. Danach wurde
das SARS Coranavirus mittels Ultrazentrifugationen (UZ) aufgereinigt. In
der UZ wurde das Virus in einem SW28 Ausschwingrotor sedimentiert.
Hierfir wurde in den SW28 Ro6hrchen ein 20%iges Rohrzuckerkissen
(5ml) mit dem vorbehandelten Zellkulturiiberstanden tberschichtet und bei
28000 rpm und 4% fur 2h zentrifugiert. Das Virus wird in PBS™

aufgenommen und bei -80<C eingefroren.

4.1.10 Fusionsassay

Zellen die das SARS COV S-Protein auf ihrer Oberflache exprimieren,
konnen mit ihren Nachbarzellen fusionieren, wenn diese den Rezeptor
Angiotensin Converting Enzym 2 (ACE2) tragen. Diese Fusion fuhrt zur
Bildung von Riesenzellen, sogenannten Synzytien.

Es wurde die Fusionsaktivitat von stabil exprimierenden Zellen mit und
ohne inhibitorische Peptide getestet. Hierfir wurden die Zellen auf Platten
mit 6 Vertiefungen bis zu einer Zelldichte von 90-100% kultiviert.
Anschliel3end wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und mit Methanol
fur 10 min bei RT fixiert. Danach wurden die Zellen fur mindestens 30 min

mit einer 1:20 in H,O verdiinnten Giemsa-L6sung gefarbt. Die Zellen
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wurden mit einem Lichtmikroskop betrachtet und zur Dokumentation und
Auswertung fotografiert. Die Auswertung erfolgt durch z&hlen von

Polykaryen groRer zwei Zellkerne.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die

Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR= Polymerase chain reaction)
ermdglicht die Amplifikation von DNA-Fragmenten, die sich zwischen zwei
mit der Matrizen-DNA antiparallel hybridisierenden Oligonukleotiden
befindet (Mullis et al., 1987).

4.2.2 Rekombinante PCR (nach Higuchi et al. 1988)

Die rekombinante PCR ist eine Methode, mit der Deletionen, Insertionen
sowie Substitutionen in Gene einfihren oder Abschnitte verschiedener
Gene miteinander fusionieren kann. Zunachst wurden durch eine PCR-
Reaktion (4.2.1) zwei Uberlappende Fragmente synthetisiert, bei dem das
5-Ende des einen Fragments komplementar zum 3’-Ende des anderen
Fragmentes war. In der sich anschlieBenden Hybridisierungs- und
Auffiullreaktion wurden die beiden Einzelstrange miteinander fusioniert und
aufgefullt und durch eine zweite PCR- Reaktion amplifiziert. Das
Fusionsprodukt wurde im folgenden Schritt durch
Restriktionsendonukleasen geschnitten und in den entsprechenden
Genabschnitt ligiert.
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" forwérts Innenprimer
forwarts

AuBenprimer \
5 = 3
Ausgangsplasmid
3 —5
riickwérts
riickwarts Innenprimer AuBenprimer

1. PCR / \
Hybridisierungsreaktion \ /

forwarts AufRenprimer
—l
—
Spezifische riickwarts AuRenprimer
2.PCR Schnittstelle 1 l
Verdau mit den Spezifische
spezifischen Enzymen Schnittstelle 2

Ligation in den gewiinschten Vektor tber die gewahlten Schnittstellen

PCR-Ansatz

Fur die Amplifikation wurde die ,Pfu turbo Polymerase® und der
zugehdrige 10x-Reaktionspuffer verwendet und der gewinschte DNA-
Abschnitt in folgendem Reaktionsansatz in 200ul-PCR- Reaktionsgefalien
im ,Thermozycler* (GeneAmp PCR System 2700) vervielféltigt.

Reaktionsansatz: Komponenten Volumen
10x Reaktionspuffer Sul
dNTP-Mix S (10mM) 1pl
Oligonukleotid 1(hin) 100ng
Oligonukleotid 2(rtick) 100ng
Matrizen-DNA 100ng

Pfu turbo DNA-Polymerase (5 U/pl)  1pl
agua bidest. Ad 50l
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Anzahl Zyklen Vorgang Temperatur Dauer
1 Denaturierung | 95C 2 Minuten
Denaturierung | 95C 30 Sekunden
30 Hybridisierung | 65C 30 Sekunden
Polymerisation | 72C 1 Minute
1 Polymerisation | 72C 10 Minuten
4C 0

Die Temperatur der Hybridisierung richtet sich nach den verwendeten
Oligonukleotiden.
Das PCR-Amplifikat wurde zur Kontrolle durch Agarose-Gelelektrophorese

analysiert (4.2.4).

4.2.3 Mutagenese von DNA mittels Quickchange Multi

Mit dieser Methode konnen gleichzeitig bis zu fiunf verschiedene
Mutationen gesetzt werden. Durchgefuhrt wird die Reaktion in drei
Schritten. Der erste Schritt beinhaltet die Synthese der DNA. Fur die
Synthese wird der folgende Reaktionsansatz im ,Thermozycler®
(GeneAmp PCR System 2400) vervielféltigt.

Reaktionsansatz:  Komponenten Menge
Vektor 100ng
10x  QuickChange® Multi  2,5ul
Reaktionspuffer
QuickSolution 0,75ul
Mutagenese Primer 100ng
dNTP mix 1l
QuickChange® Multi 1l
PfuTurbo®
agua bidest. ad 25ul
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Anzahl Zyklen Vorgang Temperatur Dauer
1 Denaturierung 95¢C 1 Minuten
1 Minute

Denaturierung 95C
30 Hybridisierung 55C
Polymerisation 65T

1 Minute
2 Minuten/ kb

des Plasmids

Nach der PCR wird der Reaktionsansatz fur zwei Minuten auf Eis gestellt
und so auf 37C abgekuhlt. Der zweite Schritt beinh altet nun den Verdau
mit 1ul der Endonuklease Dpnl. Diese ist spezifisch fir den Abbau der
parentalen DNA, welche aus E. coli Zellen isoliert und somit in den
meisten Fallen dam methyliert ist.

Im dritten und letzten Schritt des Protokolls wird der Reaktionsansatz mit
der einzelstrangigen DNA in XL10Gold® ultracompetente Zellen
transformiert. In diesen Zellen wird die zirkulare Einzelstrang DNA in
doppelstrangige Plasmid DNA konvertiert.

4.2.4 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsau ren im

Agarosegel

Die Agarosegel-Elektrophorese eignet sich zur Auftrennung von PCR-
Produkten, zur Kontrolle von mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen
Plasmiden, zur Bestimmung der DNA-Fragmentlange und zur Uberpriifung
der Reinheit von DNA, indem die DNA-Fragmente im Agarosegel nach
ihrer Grol3e aufgetrennt werden. Die DNA-Molekile sind im verwendeten
Puffer aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen und wandern
daher im elektrischen Feld zur Anode. Die Laufgeschwindigkeit der
Nukleinsdure im Agarosegel nimmt mit zunehmender Anzahl von
Basenpaaren (bp) ab. Die Trennleistung der Agarosegele liegt zwischen

wenigen hundert bis zu mehreren tausend Basenpaaren. Abhangig von
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der GroRRe der zu trennenden Fragmente kann die Agarosekonzentration
zwischen 0,5 und 2% variieren. Da das dem Gel zugesetzte
Ethidiumbromid bzw. das im anschlie@enden Farbebad enthaltende
Ethidiumbromid in doppelstrangige DNA interkaliert, lassen sich die DNA-
Banden im UV-Licht sichbar machen. Die Fragmentlangen der Banden
und deren DNA-Menge kann anhand der mitgefihrten Langenstandards
(Marker) abgeschétzt werden.

In dieser Arbeit wurde 1% Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht und in
den Gelschlitten mit entsprechendem Kamm gegossen, der die
Probetaschen frei von Agarose héalt. Nach dem Erkalten der Agarose
wurde der Gelschlitten in die Laufkammer gestellt und diese mit 1x TAE-
Puffer geflllt, bis das Agarosegel mit dem Laufpuffer ca. 1cm bedeckt war
und der Kamm gezogen. Vor dem Auftragen der Proben in die Taschen
wurden diese mit 6x konzentriertem Auftragspuffer versetzt, der ein
Absinken der Proben in die Taschen sicherstellte. Fir analytische Gele
wurden 5ul DNA-Probe mit 1pl 6 x Probenpuffer versetzt und aufgetragen.
Als Marker wurde der entsprechende GroRRenstandard verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel wurde unter einer
Spannung von 5V/cm, bezogen auf den Abstand der Elektroden,
vorgenommen. Die Laufzeit betrug, je nach Fragmentgréf3e, 30 bis 60min.
Im Anschluss daran wurde die DNA mittels Ethidiumbromidbad (10ug/ml
in 1XTAE-Puffer) fir 20min auf dem Schuttler gefarbt. Die Betrachtung und
Dokumentation der DNA-Auftrennung wurde unter langwelligem UV-Licht

bei einer Wellenlange von 360nm durchgefuhrt.

4.2.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Agarose  gel

Zur Extraktion der DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden die DNA-
Fragmente unter langwelligem UV-Licht mit dem Skalpell ausgeschnitten
und die DNA aus dem Gel mittels ,QIAquick Gel Extraction Kit* (Fa.
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Qiagen, Hilden) (3.3) aufgereinigt. Hierbei ist zu beachten, dass
kurzwelliges UV-Licht DNA schadigt (z.B durch Bildung von
Purindimeren). Daher wurde zum Ausschneiden langwelliges UV-Licht
(320nm) verwendet und die Expositionszeit moglichst kurz gehalten. Im
Anschluss daran wurde die Gelextraktion nach dem Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass DNA nach
dem Aufschmelzen der Agarose unter hohen Salzkonzentrationen und
einem pH wvon Uber 7,5 an eine Silikagel-Membran bindet.
Verunreinigungen wie Salze und Enzyme sowie Oligonukleotide mit einer
GrofRe von bis zu 100bp binden unter diesen Bedingungen nicht und
werden durch Waschschritte mit ethanolhaltigem Waschpuffer entfernt.
Abschliel3end wird die DNA mit 30ul Wasser eluiert.

4.2.6 Hybridisierungs- und Auffillreaktion

Die Produkte aus der ersten PCR werden nach der Aufreinigung in einer
zweiten PCR hybridisiert, aufgefullt und schlieBlich das Fusionsprodukt
amplifiziert. Zunachst werden dazu die beiden komplementaren Enden
durch Erhitzen denaturiert, beim darauf folgenden Abklhlen hybridisieren
die komplementaren Enden miteinander und schliel3lich wird der jeweilige
fehlende Teil des Gegenstranges aufgefullt und amplifiziert.

Dazu wurden ca. 10-50ng der gereinigten DNA-Fragmente mit den
passenden Uberlappenden Enden aus der ersten PCR zum zweiten PCR-
Reaktionsansatz gegeben, welcher die beiden &uf3eren Primer enthalt
(3.7.2).

Das gewonnene Fusionsprodukt wurde mit Hilfe des QIAquick PCR
Purification Kit von stérenden Nukleotiden, Primern und Enzymen
gereinigt und im Agarosegel auf GroRe und Reinheit Uberprift und

anschlielend einem Restriktionsendonukleaseverdau unterzogen.
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4.2.7 Analytischer Verdau von DNA mittels

Restiktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die DNA an spezi-
fischen Nukleotidsequenzen schneiden. Diese Erkennungssequenzen
liegen haufig in Form von gegenlaufigen identischen Sequenzen vor, auch
Palindrom genannt. Durch die Behandlung mit Restriktionsendonukleasen
lasst sich doppelstrangige DNA in Fragmente mit festgelegten 3’-und 5'-
Enden und bekannter GroRe zerlegen.

Diese Methode wird daher fur die Herstellung vektorkompatibler PCR-
Fragmentenden, Klonierungen und den Endonukleaseverdau zur Kontrolle
von Plasmiden mit diversen Endonukleasen sowie flr die Linearisierung
von Expressionsvektoren verwand. Der Verdau mit Restriktions-
endonukleasen wurde im Gesamtvolumen von 10ul angesetzt, fir eine bis
zwei Stunden unter restriktionsenzymspezifischer Temperatur und
Pufferbedingungen im Wasserbad inkubiert und danach in einer

Agarosegel-Elektrophorese (4.2.4) analysiert.

Reaktionsansatz: Komponenten Volumen
ds DNA 10-50ug
10xRestriktionspuffer 1yl

Restriktionsendonuklease 1pl

Aqua bidest. ad 10ul

Fur einen Endonukleaseverdau von DNA mit zwei unterschiedlichen
Restriktionsenzymen ist auf den Einsatz eines fur beide Endonukleasen

optimalen Restriktionspuffers zu achten.
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4.2.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente aus PCR- oder Restriktionsansatzen enthalten meistens
neben der linearisierten Vektor-DNA noch Enzyme, Nukleotide und ein
ungeeignetes Puffermilieu. Bevor diese DNA-Fragmente fiir eine Ligation
eingesetzt werden konnen, muss die darin enthaltene DNA aufgereinigt
werden. Dies erfolgte mittels ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Fa. Qiagen,
Hilden) (3.3). Das hierbei zugrunde liegende Prinzip bildet die reversible
Bindung der DNA an eine Silikamatrix bei hohen Salzkonzentrationen und
Elution bei niedrigen Salzkonzentrationen bzw. bei aqua bidest. Alle
Zentrifugationen wurden in einer Mikro 22 R Zentrifuge bei 13.000 Upm
durchgefuihrt. Zum Probenansatz wurde das 5-fache Volumen Puffer PB
zugegeben und der Ansatz auf die QIAquick Silikamembransaule
gegeben. Die Saule wurde fur 1min zentrifugiert, der Durchfluss verworfen
und die Silikamembran mit 750ul PE Puffer gewaschen. Pufferreste
wurden vollstandig entfernt durch eine weitere Zentrifugation. Die
Membran wurde mit 30ul aqua bidest. Gberschichtet und zum Iésen der
DNA 2min bei RT inkubiert und schliel3lich durch Zentrifugation von der
Silikamembran eluiert.

Der Hersteller macht zu den Puffern und Saulen keine Angaben.

4.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-Ligase

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 Kkatalysiert die kovalente
Verknupfung von 3’-Hydroxylgruppen mit freien 5°-Phosphatgruppen zu
Phosphodiesterbindungen. Daher eignet sie sich fur die Ligation von
Fremdgenen in Vektoren, wenn diese kompatible Enden in der korrekten
Orientierung besitzen. Dabei kann es sich sowohl um tUberhangende als

auch um glatte Enden handeln.
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Die DNA-Konzentration von Restriktionsenzym-behandeltem Plasmid bzw.
Insert wurde nach Auftrennung im Agarosegel und der Ethidiumbromid-
farbung (4.2.4) anhand der Bandenintensitat im Vergleich zum
verwendeten DNA-Langenstandard bestimmit.

Eine hohe Ligationseffizienz wurde dadurch gewahrleistet, dass das
molare Verhéltnis von Vektor und dem zu klonierenden DNA-Fragment 1:3
bis 1.5 betrug. Die Effizienz der Verknupfungsreaktion wird durch ein

kleines Reaktionsvolumen und eine hohe Konzentration an T4-Ligase

gefdrdert.

Reaktionsansatz:  Komponenten Volumen
Vektor 2ul
DNA-Insert 8ul
10 x Ligationspuffer 1,5ul

(0,5 M Tris/HCI, pH 7,6 0,1 M
MgClp, 50 mM DTT, 10 mM

ATP)
T4-DNA-Ligase (5U/ul) 1ul
Aqua bidest. ad 15ul

Die Ligationsreaktion wurde fur 16 Stunden im 16T -Wasserbad oder
Uber 2 Tage bei 4C im Kihlschrank inkubiert. Fir die folgende
Transformation (4.2.10) in kompetente Bakterien wurde der gesamte

Ligationsansatz verwendet.

4.2.10 Transformation

Verschiedene Bakterienstamme wie z.B. E.coli DH5a kénnen durch die
Behandlung mit geeigneten Chemikalien wie TSS-Puffer bestehend aus
10% PEG, DMSO und Magnesiumchlorid (Chung et al., 1998) oder durch
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Glycerin und Calciumchlorid zur Aufnahme von DNA-Molektlen befahigt
werden. Durch einen Hitzeschock oder einen elektrischen Impuls kann
dann die Effizienz der DNA-Aufnahme in diese Bakterien erhéht werden.
Erfolgreich transformierte Bakterien kdonnen Uber eine plasmidkodierte

Antibiotikaresistenz selektioniert werden.

4.2.10.1 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakter  ien mittels

Calciumchlorid

Durch die Behandlung mit Calciumchlorid kann in E. coli DH5a
Transformationskompetenz induziert werden. Dazu wurden zu 100ml LB-
Medium 1ml einer Ubernachtkultur von E. coli DH5a —Zellen gegeben und
bei bei 37C auf dem Schuittler bis zu einer ODgyp von 0,6-0,8
herangezogen. Darauf folgte eine Inkubation von 10min auf Eis bevor die
Zellen fur 10min bei 4000UpM und 4<C zentrifugiert wurden. Das Pellet
wurde in 50ml steriler 50mM Calciumchloridlésung resuspendiert und fur
30min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 10min,
4000UpM und 4<C wurden die Zellen in 3,3ml eisgekih Ilter 50mM CacCl,-
Losung resupendiert und erneut fir 30min auf Eis inkubiert. Diese
Suspension wurde mit Glycerin in einer Endkonzentration von 15%
versetzt.

Die Zellen wurden abschlieRend zu je 100ul aliquotiert und sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80C

gelagert.

4.2.10.2 Transformation Hitzeschock- kompetenter Ba  kterien mit
Plasmid- DNA

Der komplette Ligationsansatz bzw. 0,2ug DNA wurden mit 100pl

Calciumchlorid-kompetenten Zellen zunachst fur 30min auf Eis inkubiert
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fur 2min einem Hitzeschock bei 42T ausgesetzt und in weiteren Verlauf
fur 2min auf Eis inkubiert. Als n&chstes wurden 500ul vorgewarmtes LB-
Medium zu den Zellen gegeben und die Suspension zur Ausbildung der
Antibiotikaresistenz fir Ampicillin 1h bei 37C auf dem Schiuttler (200UpM)
inkubiert. Es wurden jeweils 60ul (1/10) und das Restvolumen (9/10) auf
LB-Agarplatten, die Ampicillin (100pg/ml) enthielten, ausplattiert.
Unter diesen Selektionsbedingungen wachsen wahrend der 12-
16sttindigen Inkubation bei 37<C nur transformierte Bakterienklone heran.
Als Kontrolle dienten

a. kompetente Zellen ohne Vektor

b. kompetente Zellen mit Expressionsvektor ohne Insert.
Die bewachsenen Platten wurden bis zu weiteren Verwendung bei 4C

gelagert.

4.2.11  Kultivierung von Bakterien

Alle bendtigten Kulturen von Escherichia coli wurden in LB-Medium bzw.

auf LB-Agarplatten bei 37 angezogen.

4.2.12  Herstellung einer Ubernachtkultur

Hierfir wurden 5ml LB-Medium mit einer steril gepickten E. coli- Kolonie
von einer LB-Agarplatte angeimpft und Uber Nacht bei 37T auf einem
Schttler (200 UpM) mit 100ug/ml Ampicillin inkubiert.
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4.2.13 Isolierung und Quantifizierung von Plasmid-D  NA aus

Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse
der Bakterien angewendet (Birnboim et al., 1979). Die Plasmid-DNA
wurde an eine Silikamatrix (bei kleinen Praparationen) oder
Anionenaustauschersaulen (fur Praparationen im groRen Mal3stab) in
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen adsorbiert (Vogelstein et al.,
1979). Die DNA wurde in Wasser eluiert.

4.2.13.1 Plasmid-DNA-Isolierung im kleinen Mal3stab

Zur Praparation von bis zu 20pg Plasmid-DNA wurde das ,E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit 1 (3.3) der Fa. PEQLAB, Erlangen, samt der
mitgelieferten Puffer verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurden
alle Zentrifugationen fur 1min bei 13.000UpM und RT in einer
Mikrozentrifuge (3.2) durchgefihrt.

Zur Anzucht einer Kultur wurden 5 ml LB-Medium (100ug/ml Ampicillin)
mit einer transformierten Bakterienkultur beimpft und Uber Nacht auf
einem Schuttler bei 37<C inkubiert. 1,5ml dieser Ub ernachtkultur wurden
fur 5min bei RT pelletiert, der Uberstand verworfen und das
Bakteriensediment zur Zellwandlyse und zur enzymatischen Degradierung
zellularer RNA in 250ul eiskaltem Lyse-Puffer (Lésung I/RNase A)
resuspendiert. Nach Zugabe von 250l des zweiten Lyse-Puffers (Losung
[I) wurde das Gefald mehrmals invertiert und 5min bei RT inkubiert bis ein
klares Lysat entstand. Durch Zugabe von 350l der Losung Il wurde das
Lysat neutralisiert, die Plasmid-DNA renaturiert und die genomische DNA
sowie Proteine gefallt. Die unldslichen Bestandteile wurden anschlie3end
durch eine 10-minutige Zentrifugation abgetrennt.

800p! des klaren, plasmidhaltigen Uberstandes wurden auf eine HiBind®-

Miniprep-Zentrifugensaule uberfihrt, so dass die Plasmid-DNA wéhrend
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der darauf folgenden Zentrifugation an die Silikamatrix binden konnte. Sie
Saule wurde zur Beseitigung von Kontaminationen und Enzyminhibitoren
einmal mit 500ul HB- und danach einmal mit 750ul DNA-Waschpuffer
gewaschen. Es folgte eine einmalige Leerzentrifugation um alle
Pufferreste zu entfernen. Die Plasmid-DNA wurde in 30ul Aqua bidest.
eluiert.

Der Hersteller macht weder Angaben zur Zusammensetzung der
verwendeten Puffer sowie den HiBind®- Miniprep- Zentrifugensaulen, noch

zu weiterfuhrender Literatur.

4.2.13.2 Plasmid-DNA-Isolierung im grof3en Mal3stab

Zur Gewinnung von bis zu 500ug Plasmid-DNA wurde das ,HiSpeed
Plasmid Maxi Kit* (3.3) der Firma Qiagen, Hilden samt den mitgelieferten
Puffern verwendet.

Es wurden 150ml LB-Medium (100pug/ml  Ampicillin) mit einer
Ubernachtkultur (4.2.12) transformierter Bakterien 1:1000 angeimpft und
Uber Nacht bei 37<C inkubiert. Die Bakteriensuspens ion wurde fir 10min
auf Eis abgekuhlt und anschlie3end bei 4.600 UpM (Rotanta 460 R) fir 15
Minuten pelletiert und das Bakterienpellet in 10ml kaltem Puffer P1 (mit
RNAse A) resuspendiert. Durch Zugabe von 10ml Puffer P2 beginnt die
alkalische Lyse der Bakterienkultur, die nach funfminttiger Inkubation
durch Zugabe von 10ml Puffer P3 gestoppt und neutralisiert wurde. Der
Ansatz wurde daraufhin in eine QIlAFilter-Kartusche Uberfuhrt. Wahrend
der zehnminitigen Inkubation bei RT bilden sich an der Oberflache
unlésliche Komplexe bestehend aus genomischer DNA, Proteinen und

Zelltrmmern.
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Saulchenchromatographie (Anionenaustauschersaulen):

Das Lysat wurde im nachsten Schritt durch den Filtereinsatz gedriickt und
auf eine zuvor mit 10ml Puffer QBT equilibrierte QIASaule gegeben, um
die DNA an das Saulenmaterial zu binden. Die S&aule wurde mit 60ml
Puffer QC gewaschen und die DNA danach mit 15ml Puffer QF eluiert.

DNA-Fallung:

Die gel6ste DNA wurde mit dem 0,7-fachen Volumen (10,5ml) Isopropanol
gemischt und 5min bei RT inkubiert. Das Prazipitat wurde durch das
QIlAprecipitator Modul gefiltert, wobei die DNA an die Matrix des Moduls
binden konnte. Nachdem die DNA mit 2ml 70%igem Ethanol gewaschen
und anschlieRend getrocknet wurde, wurde sie mit 800-1000ul aqua

bidest. eluiert und bei -20C gelagert.

4.2.14  Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-

LOosungen

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA wird die Beziehung des
Lambert Beer'schen Gesetzes angewendet. Die DNA-Konzentration
wurde anhand der Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm gegen
einen Leerwert (aqua bidest.) gemessen. Es wurde eine Quarzkivette mit
500ul  Fidllvolumen und einer Schichtdicke von einem Zentimeter
verwendet. Um den linearen Messbereich von 0,01-0,8 einzuhalten wurde
die zu bestimmende DNA-L6sung 1:100 mit aqua bidest verdinnt.

Die Reinheit der DNA wurde durch eine weitere photometrische Messung
bei einer Wellenlange von 280nm bestimmt, da Proteine bei dieser

Wellenlange ultraviolettes Licht absorbieren. Das Verhaltnis OD,g,/OD5g
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sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Falls nicht, sollte ein weiterer
Reinigungsschritt angeschlossen werden.

Fur die Konzentrationsbestimmung gilt folgende Beziehung:

ODyg = 1 enstpricht ~50ug doppelstrangiger DNA pro ml, oder
OD260
OD260

1 enstpricht ~40ug einzelstrangiger DNA pro ml, oder

1 enstpricht ~20ug Oligonukleotide pro ml

4.2.15 Sequenzierung von DNA nach Sanger et al. (1977)

Die Methode basiert auf der enzymatischen Synthese von DNA und
Kettenabbruch durch Didesoxynukleotide (Sanger et al., 1977). Dabei wird
eine  PCR-Reaktion mit nur einem Primer durchgefihrt. Im
Reaktionsansatz befinden sich neben den vier Desoxynukleotiden
(NTPs) zu einem geringen Anteil auch mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierte  2’,3’-Didesoxynukleotide  (ddNTPs), wobei jedes der
verschiedenen ddNTPs mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
ist. Wahrend der DNA-Synthese kommt es durch den Einbau der ddNTPs
zu statistisch verteilten Kettenabbrichen, da die ddNTPs nicht die
notwendige 3'OH-Gruppe fur die 5-3’-Phosphodiesterbindung besitzen.
Somit entstehen unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die alle das
gleiche 5’-Ende besitzen und deren letztes Nukleotid am 3’-Ende jeweils
ein Fluoreszenzmarkiertes ddNTP enthalt. Dadurch werden die DNA-
Fragmente abhéangig von dem Nukleotid, bei dem die Synthese
abgebrochen ist, mit einem bestimmten Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Nach der Aufreinigung werden die DNA-Fragmente elektrophoretisch der
Lange nach aufgetrennt, wobei ein Laser die Fluoreszenz des jeweiligen
Fragments detektiert. Die Auswertung der Sequenzierreaktion erfolgt

durch eine spezielle Software.
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Die Proben wurden mit dem MegaBACE 500 CE DNA Sequenzierer (3.2)

sequenziert und mittels Chromas- Software ausgewertet.

4.3 Biochemische- und Immunologische-Methoden

4.3.1 SDS-Polya crylamid-G_elelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die Natrium- Dodecylsulfat (SDS)- PAGE lassen sich Proteine unter
denaturierenden Bedingungen aufgrund ihrer Massenunterschiede in
einem diskontinuierlichen hochauflésenden Polyacrylamid Puffersystem
trennen (Laemmli, 1970). Die Proteine werden mit einem SDS-haltigen
Probenpuffer versetzt, wobei das Detergenz fast alle nicht-kovalenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort. Die SDS-Anionen binden
an die Proteine, so dass diese eine negative Gesamtladung erhalten,
welche bei Protein>60.000 MW ungefahr proportional zur Masse der
Proteine ist. Zur Reduktion von mdglichen Disulfidbricken wird -
Mercaptoethanol zugesetzt.

Fur die elektrophoretische Auftrennung werden chemisch inerte
Polyacrylamid- Gele verwendet. Der Vernetzungsgrad wird durch das
Verhéltnis von Acrylamid und Bisacrylmid nach der Polymerisation
bestimmt. Im Gel werden die aufgetrennten Proteine durch Coomassie-
oder Silberfarbung detektiert, bzw. radioaktivmarkierte Proteine durch
Auflegen eines Rontgenfilms auf das fixierte und getrocknete Gel mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Proteine kdnnen des Weiteren
durch ,Elektroblotting” (4.3.2) auf eine geeignete Membran transferiert und
mittels Antikdrper immunchemisch nachgewiesen werden.

Zunachst wurden die Glasplatten der Gelapparatur mit Ethanol gereinigt
und mit Abstandshalter (Spacer) in die GieRBapparatur eingebaut. In dieser
Arbeit wurden ausschlie3lich 10%ige Polyacrylamidgele (Trenngel 6ml)

verwendet, die mit einem 3,75%igem Polyacrylamidgel Uberschichtet
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wurden, das als Sammelgel diente. Ein Kamm, der luftblasenfrei in das
noch nicht polymerisierte Sammelgel eingesetzt wurde, formte dabei die

Probentaschen.

Folgende Chemikalien wurden fir das Trenn- und Sammelgel verwendet:

Trenngel: Trenngel: | Sammelgel:
8% 10% 3,75%
Acrylamidlésung Gel 30 2,65ml 3,3ml 1,7ul
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml 2,5ml
1 M Tris/HCI pH 6,8 3,4ml
10% (w/v) SDS 100l 100l 133l
aqua bidest. 4,65ml 4,0ml 8,2ml
Pyronin G S3ul
10% (wiv) APS 100l 100yl 53l
TEMED 25ul 25ul 28l

Die Proteinproben wurden in 4x Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol
aufgenommen (3.15) und 5min bei 96T aufgekocht, ku rz abzentrifugiert
und in die Geltaschen aufgetragen. Als Marker zur Abschatzung des
Molekulargewichts wurde der RPN800- Marker von Amersham verwendet.
Die Proben wurden in 1x SDS-Laufpuffer (3.15) bei 20mA fir ca. 90-
100min aufgetrennt, bis die Bromphenolblau-Bande des Probenpuffers die

untere Gelkante erreicht hatte.

4.3.2 Elektroblotting auf Nitrocellulose- bzw. PVDF -

Membranen

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kdnnen elektrophoretisch

auf eine Nitrocellulosemembran (NC-Membran) bzw. auf eine
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Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) (3.4) transferiert werden.
Dabei wandern die durch SDS stark negativ geladenen Proteine im
elektrischen Feld in Richtung Anode und binden als denaturiertes Protein
irreversibel an die Membran (siehe Aufbau). Die bendtigte Stromstarke ist

proportional zur Flache des Gels und betragt 0,8mA/cmz.

Es wurde das ein Verfahren nach Kyhse-Anderson (1984) mit folgendem

Aufbau zwischen zwei Graphit-Plattenelektroden verwendet:

Kathode (-)

9 Filterpapiere in Kathodenpuffer getrankt
Gel

NC- oder PVDF-Membran

3 Filterpapiere in Anodenpuffer Il getrankt

6 Filterpapiere in Anodenpuffer | getrankt

Anode (+)

Der Transfer von Proteinen erfolgte fir 90min bei einer Stromstérke von
0,8mA/cm? Gel.
(Verwendete Puffer siehe 3.16)

4.3.3 Immunchemischer Nachweis von Proteinen auf NC -
bzw. PVDF-Membran

Die auf der NC- bzw. PVDF-Membran gebundenen Proteine wurden
indirekt durch proteinspezifische Antikérper nachgewiesen. Die
proteinhaltige Membran wurde Uber Nacht in 3% BSA in PBS mit 0,1%
TWEEN®20 geschwenkt und dadurch mit Protein abgeséttigt. Es folgte
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dreimaliges Waschen der Membran in PBS mit 0,1% TWEEN®20 firr je 10
min. Der Blot wurde daraufhin mit dem spezifischen Erstantikdrper in einer
Verdiinnung 1:1000-1:5000 in PBS mit 0,1% TWEEN®20 firr 1h inkubiert.
AnschlieBend wurde die NC dreimal in PBS mit 0,1% TWEEN®20
gewaschen und daraufthin 1h mit dem erstantikbrperspezifischen
Zweitantikoérper inkubiert. Es wurde fir den Nachweis mittels Odyssey-
Gerat ein fluoreszenzmarkierter Zweitantikbrper und fur den Nachweis
mittels Chemolumineszenz ein Peroxidase-gekoppelter Zweitantikorper,
verdiinnt 1:1000-1:10000 in PBS mit 0,1% TWEEN®20, eingesetzt. Die
Membran wurde nach der einstiindigen Inkubation des Zweitantikérpers
dreimal 10min in PBS mit 0,1% TWEEN®20 und einmal fir 10min in
PBSq4et. gewaschen. Danach  schloss sich ein  spezifischer
Chemoluminiszenz-Nachweis (4.3.4) oder ein Nachweis am Odyssey®-

Infrarot-Imaging System (4.3.5) an.

434 Nachweis mittels Chemoluminiszenz

Die an die Zweitantikdrper gekoppelte Peroxidase (POX) wurde durch
Chemoluminiszenz mit SuperSignal® West Dura nachgewiesen. Dabei
wurde dem Enzym als Substrat ein cyclisches Diacylhydrazid (Luminol)
angeboten, das von POX oxidiert wird und dessen Elektronen in einen
angeregten Zustand Uberfiihrt. Beim Ubergang in den Grundzustand wird
die freiwerdende Energie als Licht emittiert. Dieses Licht wiederum kann
einen Rontgenfilm schwarzen. Auf diese Weise lasst sich das Antikorper
spezifisch-gebundene Protein auf dem Blot lokalisieren. Der Nachweis
wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Expositionszeit des

Rontgenfilmes variierte von 1s bis 2min.
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4.3.5 Nachweis mittels Odyssey®-Infrarot-Imaging Sy  stem

Fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper, die kovalent an den Erstantikorper
binden, konnen mit Hilfe des Odyssey®-Infrarot-Imaging System direkt
nachgewiesen werden. Vorteile des Systems gegeniber dem
Chemilumineszenz-Nachweis sind eine erhdhte Sensitivitat, eine direkte
Detektion sowie durch eine genaue Quantifizierung gegeben. Ebenfalls
ermdglichen zwei unabhéngige Diodenlaser eine Anregung bei 680nm
und 780nm, so dass gleichzeitig zwei spezifische Zweitantikdrper mit

unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern eingesetzt werden kénnen.

4.3.6 Nachweis exprimierter Proteine durch indirekt e

Immunfluoreszenz

Diese  mikroskopische Methode Dbasiert auf einem spezifisch
immunologischen Nachweis von zellularen oder viralen Antigenen in
fixierten Zellen. Auf diese Weise kann die intrazellulare Lokalisation in den
verschieden Zellkompartimenten des jeweiligen Proteins gezeigt werden
(Fixierung mit Methanol-Aceton), sowie seine Lokalisation an der
Zelloberflache (Fixierung mit Paraformaldehyd). Die Zellen wurden dazu
bis zu einer Konfluiditdt von 80% auf sterilen Deckglaschen, die in den

Kulturschalen ausgelegt waren, herangezogen.

Fixierung mit Methanol-Aceton:

Die Deckglaschen wurden in eine Kulturplatte mit 24 Vertiefungen
transferiert, zweimal mit eiskaltem PBSdef. gewaschen und mit eiskaltem
Methanol:Aceton (1VT:1VT) fir 10-20min zur Fixierung Uberschichtet.
Nach der Inkubation wurde der Uberschuss abgesaugt und die Platte zum
vollkommenen Abdampfen des Methanol-Aceton-Gemisches fir 5min
unter den Abzug gestellt. Die Zellen wurden als nachstes mit
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Blockierungspuffer (3.19) fur 5-10min rehydriert und konnten dann dem
indirekten immunologischen Nachweis unterzogen werden. Durch die
Behandlung mit Methanol/Aceton findet neben der Fixierung auch eine

Permeabilisierung der Zellen statt.

Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA):

Die Deckglaschen wurden dreimal mit eiskaltem PBS** gewaschen und
mit einer 3%igen Paraformaldehydlésung in PBS*t fur 20min bei RT
fixiert. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS** gewaschen und zur
~Absattigung” freier Aldehydgruppen des PFAs 10min mit 50mM
Ammoniumchlorid in PBS** inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal
mit PBS** gewaschen und waren dann fir eine Darstellung der

Oberflachenlokalisation eines exprimierten Proteins vorbereitet.

Indirekter immunologischer Nachweis:

Das mikroskopische Préparat, die fixierten Zellen, werden mit einem
spezifischen Erstantikdrper fir 1Stunde inkubiert. Dieser wurde in
Blockierungspuffer (3.19) 1:100-1:200 verdinnt und pro Glasplattchen
50ul dieser Lésung auf ein Stiick Parafilm gegeben, der in einer feuchten
Kammer lag. Danach wurde das Glasplattchen dreimal mit PBSger.
gewaschen und mit einem FITC-gekoppelten Zweit-antikbrper inkubiert,
der gegen die Fc-Ketten des spezifischen Erst-antikbrpers gerichtet war.
Dieser FITC-Antikdrper wurde 1:250 in Blockierungspuffer (3.19) verdinnt
und 1 Stunde im Dunkeln inkubiert.

Danach wurden die Deckglaschen 3x in PBSger. und dann in dH,0 gespuilt,

um storende Salze zu entfernen und schliel3lich auf Filterpapier
abgetropft. Die Deckglaschen wurden auf Objekttragern mit 10ul Mowiol
fixiert. Nach dem die Eindeckflissigkeit fur mehrere Stunden im Dunkeln
bei RT getrocknet wurde, konnen die Praparate direkt mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie ausgewertet werden. Die Pr&parate sind

dunkel und kihl gelagert fir Monate haltbar.
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Herstellung des Eindeckmediums:

Es wurden 2,4g Mowiol 4-88 und 6g Glycerin in 6ml entionisiertem Wasser
Uber Nacht gequollen. Danach wurden 12ml 0,2M Tris-Puffer (pH 8,5)
dazugegeben und der Ansatz unter Rihren bei 50 bis 60T erhitzt, bis
sich alle Komponenten gel6st hatten. Es folgte die Zentrifugation bei
4000UpM fir 15min und der klare Uberstand wurde abgenommen und mit
10% (w/v) DABCO versetzt. Das fertige Eindeckmedium wurde aliquotiert

bei —20C gelagert und zur Verwendung frisch aufget aut.

4.3.7 Endoglykosidasenbehandlung

Um den Glykosylierungsstatus einzelner Proteine zu bestimmen, erfolgt
ein Verdau mit spezifischen Endoglykosidasen. Endoglykosidase H
(EndoH) katalysiert die Spaltung zwischen den beiden N-
Acetylglucosaminresten mannosereicher Oligosaccharidketten. Peptid -N-
Glykosidase F (PNGaseF) spaltet dagegen sowohl mannosereiche als
auch komplexe N-glykosidisch gebundene Oligosacchairdseitenketten
durch Hydrolyse der Bindung zwischen dem Asparaginrest des Proteins
und dem Glykanrest des Zuckers. Zur Endoglykosidasebehandlung
wurden die Enzyme EndoH und PNGaseF der Firma New England

Biolabs entsprechend den Protokollangaben des Herstellers verwendet.

4.3.8 In-virto Peptidspaltungstest

Der in-vitro  Peptidspaltungstest basiert darauf, dass die
Fluoreszenzemission Fluoreszenz-markierter Peptide intramolekular
unterdruckt wird (Abb. 6) (Lazure et al. 1998). Als Substrat fir den Test
dienten Oligopeptide, welche potentielle Spaltstellen des Spike-Proteins

imitierten (Abb. 6). Der aminoterminale Teil des Substrats dient als
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Fluoreszenzdonator mit einer im UV-Licht fluoreszierenden 2-
Aminobenzoyl-Gruppe(Abz). Der carboxyterminale Peptidanteil hingegen
enthdlt einen 3-Nitro-Tyrosinrest als Fluoreszenzakzeptor, der die
Fluoreszenz unterdrickt (quenching). Durch Spaltung des Substrats
werden Fluoreszenz-donator und -akzeptor voneinander getrennt, so dass
es zu einer Fluoreszenzsteigerung kommt. Dieser gemessene Anstieg in
der Fluoreszenz zeigt die Enzymaktivitdt der getesteten Endoproteasen
(fluorescence dequenching). Die Fluoreszenzmessungen wurden in
schwarzen Platten mit 96 Vertiefungen mittels des Lumineszenz
Spektrometer LS-55 (Perkin Elmer) durchgefihrt.

\ f intramolekulare
H2N-Abz-DPLKPTK RSFIEDLL-3-nitroY-N-CONH2 Unterdriickung

der Fluoreszenz

Spaltung durch Protease
z.B. l6sliches Trypsin

H2N-Abz -DPLKPTK R SFIEDLL-3-nitroY-N-CONH2 , _Ermission
der Fluoreszenz
H2N-Abz Fluoreszenzdonator
3-nitroY-N-CONH2 Fluoreszenzakzeptor

Abb. 6: Prinzip der intramolekular unterdriickten Fl uoreszenz
Nach Spaltung eines Oligopeptids durch eine Protease (z.B. Trypsin) kommt es zu einem

Fluoreszenzanstieg der gemessen wird.
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5 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurde das SARS CoV Spike-Protein
(S-Protein), sowie seine Untereinheiten identifiziert. Dartber hinaus wurde
die Spaltung des Proteins durch Endoproteasen und die funktionelle
Bedeutung dieser Spaltung untersucht. Hierzu wurden ein Zell-Zell-
Fusionstest und ein Peptidfloureszenztest etabliert. Des Weiteren wurde
eine Mutationsanalyse an potentiellen Spaltstellen in einem vektoriellen
Expressionssystem durchgefihrt.

5.1 Herstellung polyklonaler polyspezifischer Antis eren
gegen das SARS CoV S-Protein

Als Voraussetzung fiur die Untersuchung wurden Kaninchen mit
gereinigtem inaktiviertem Virus, bakteriell exprimiertem S-Protein und
synthetischen Peptiden immunisiert. Diesen Kaninchen wurde vor der
ersten und nach jeder weiteren Immunisierung Blut abgenommen und
daraus Antiserum fur immunologische Tests gewonnen.

Daruber hinaus wurden auch die freundlicherweise von Dr. K. Stadler und
Dr. J.D. Berry zur Verfigung gestellten Antikérper zum Nachweil3 des S-

Proteins und seiner Fragmente eingesetzt.
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5.2 Identifikation und Charakterisierung des SARS C oV
S-Proteins mit etablierten und noch zu testenden

Antikorpern

5.2.1 Fluoreszenz-immunologische Darstellung des S-  Protein in
SARS CoV infizierten Vero-Zellen

Zur Detektion und Lokalisation des S-Proteins wurden infizierte Vero-
Zellen durch die Methode der indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie
untersucht. Hierzu wurden Vero-Zellen 24h vor der Infektion auf
Deckglaschen ausgesat und bei einer Konfluenz von 80% mit einer MOI
(Multiplicity of Infection) von 1 mit SARS CoV im Sicherheitslabor (BSL-4)
infiziert. Eine Stunde nach Virusabsorption wurden die Zellen mit DMEM in
Gegenwart von 2% FCS weiter inkubiert. Nach 24h wurden die Zellen mit
4% Paraformaldehyd (PFA) uUber Nacht fixiert. Erst danach konnten die
Zellen aus dem Sicherheitslabor ausgeschleust und das S-Protein mit den
spezifischen Antiseren markiert und anschlieend durch Inkubation mit
einem FITC-gekoppelten anti-Kaninchenantikérper sichtbar gemacht
werden. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Vero-Zellen, die wie die
infizierten Zellen mit Antikérpern inkubiert wurden. Die polyklonalen
polyspezifischen Antikorper aSARS CoV, aS1/S2 und aS1 detektieren das
S-Protein in der Oberflachen- (Abb 7) und der intrazellularen (Abb. 8)
indirekten Immunfluoreszenz. Die Vero-Zellen zeigten mit keinem der
verwendeten Antikdrper eine spezifische Immunfluoreszenz. Aus diesem
Grund ist hier exemplarisch fur die Oberflachen- (Abb 7) und Intrazellulare
(Abb. 8) Immunfluoreszenz nur das Ergebnis des Antikdrpers aSARS CoV
(Vero/aSARS CoV) abgebildet.

Fur das S-Protein zeigte sich mit den Antiseren aSARS CoV, aS1/S2 und
aS1 eine homologe Verteilung an der Zell-Oberflache. Mit dem aHR2

Antikdrper lasst sich kein S-Protein an der Zell-Oberflache detektieren.
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Vero/aSARS CoV

Abb. 7: Oberflachen Immunfluoreszenz-Mikroskopie vo n SARS CoV infizierten
Vero-Zellen

Vero-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit SARS CoV infiziert und 24h nach Infektion
mit PFA fixiert. Als Kontrolle fur die unspezifische Fluoreszenz der Antiseren dienten
unbehandelte Vero-Zellen. Die fixierten Zellen wurden mit den anti-Spike-Antikérpern
aSARS CoV, aS1/S2, aS1 und aHR2 inkubiert. Fur die Fluoeszenzmarkierung wurde ein
FITC-gekoppelten anti-Kaninchenantikdrper eingesetzt. Die polyklonalen
polyspezifischen Antikérper aSARS CoV, aS1/S2 und aS1 detektieren das S-Protein an
der Zell-Oberflache von infizierten Vero-Zellen. Der aHR2 Antikdper zeigt wie die mit
aSARS CoV Antikdrper behandelte Kontrolle keine Zell-Oberflachen Detektion des S-

Proteins.

Intrazellular I&sst sich durch Detektion mittels der Antiseren aSARS CoV,
aS1/S2 und aS1 eine Assoziation des S-Proteins an das
Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat feststellen. Der aHR2
Antikdrper detektiert auch intrazellular keine S-Protein. Die Vero-Zellen
weisen keine intrazellulare Immunfluoreszenz auf. Die Ergebnisse aller
getesteten Antiseren sind im Anhang in Abb. 34 zusammengefasst

dargestellt.

aSARS CoV

Abb. 8: Intrazellulare Lokalisation des Spike-Prote  ins in infizierten Vero-Zellen
Vero-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit SARS CoV infiziert und 24h nach Infektion

mit PFA fixiert und anschlieBend permeabilisiert. Als Kontrolle fir die unspezifische
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Fluoreszenz der Antiseren dienten unbehandelte Vero-Zellen. Alle verwendeten
Antikoérper waren in der Kontrolle negativ. Deshalb wurde hier exemplarisch nur der
0SARS CoV abgebildet. Mit den Antikbrpern aSARS CoV, aS1/S2 und aS1 wurde das
S-Protein intrazellular detektiert. Es zeigte eine verstarkte Lokalisation im
Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat. Mit dem aHR2 Antikdper konnte

keine intrazellulare Detektion des S-Proteins gezeigt werden.

5.2.2 Immunoblot zur Identifikation des S-Protein u nd seiner

Untereinheiten in infiziertenVero-Zellen

Vero-Zellen wurden in 75cm? Zellkulturflaschen ausgesat und bei einer
Konfluenz von 80% mit einer MOI von 1 mit SARS CoV infiziert. Nach
einer Virusvermehrung von 24-48h wurden die infizierten Zellen geerntet
und inaktiviert. Als Kontrolle dienten die nicht infizierten Vero-Zellen. Das
so erhaltene Proteingemisch wurde in der SDS-PAGE (4.3.1) aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran (3.4) Ubertragen. Das S-Protein und seine
Untereinheiten wurden via Immunofarbung (4.3.3) unter Verwendung der
Antiseren aS1/S2, aS1 und aHR2 und eines Zweitantikorpers, der gegen
Kaninchen Immunglobulin gerichtet ist, nachgewiesen (Abb. 11).

In der Grafik A (Abb. 9) ist die Aminosauresequenz des C- und N-
Terminus sowie der drei postulierten Spaltstellen dargestellt. Die
Spaltstelle 1 an AS454-463 und die Spaltstelle 1l an AS676 sind
multibasische Spaltmotive. Die Spaltstelle 11l an AS797 ist ein dibasisches
Spaltmotiv. Die Grafiken B und C (Abb. 9) zeigen schematisch die zu
erwartenden Spaltprodukte (S1-S9) bei Einzel-, Doppel- und Dreifach-
Spaltung des Volle-Lange S-Proteins. Die theoretisch errechneten
molekularen Massen des S-Proteins (SO0) und seiner Spaltprodukte (S1-
S9) in glykosylierter und deglykosylierter Form sind in Abb. 10

zusammengefasst.
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C-Terminus

S5 80kDa
S6 60kDa
S6 60kDa
S6 60kDa

S4 109kDa
S5 80kDa
S6 60kDa

AST797
v

R 797
R 797
R 797

S8 20kDa

R 676
R 676
R 676 S8 20kDa R 797

S0 190kDa
S7 29kDa
S9 49kDa
R 676
S7 29kDa

R 463
R 463
R 463
R 463

AS676
v v
MFIFL-4 YKYRYLRHGKLRPFERDIS #-VSIRSTSQKSIV -+~ KPTKRSFI -+~ KLHYT

v

ASf-54 AS459 AS463

S3 81kDa
S2 110kDa
S3 81kDa
S2 110kDa
S3 81kDa
S3 81kDa

N-Terminus

< m @

Abb. 9: Schematische Darstellung des S-Proteins und seiner Spaltfragmente

(A) Zeigt die Aminosauresequenz des N- und C-Terminus sowie der Spaltstellen des S-
Proteins. Potentiell gespalten wird nach dem Fettgedruckten Arginin. Der Pfeil markiert
die Spaltstelle fur die Endoproteasen. Die Aminosaurepositionen(AS) fur die Spaltstellen
lauten AS454, AS459, AS463, AS676 und AS797. Der Strich der mit // durchgestrichen
ist steht fur die Aminoséuresequenz zwischen den Spaltstellen

(B) und (C) stellen das S-Protein (SO) und seine Spaltprodukte (S1-S9) nach Einfach-
und Mehrfach-Spaltung durch Endoproteasen dar. Die theoretisch errechneten
Molekularen Massen (Peptid Mass; Swiss-Prot/TrEMBL) der Spaltfragmente sind in kDa

angegeben.
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Voll-Lange S-Protein

glykosyliert deglykosylier t
kDa kDa
SO 190 139

N-Terminale Fragmente

glykosyliert deglykosylier t

kDa kDa

S1 130 88
S2 110 74
S3 81 51

C-Terminale Fragmente

glykosyliert deglykosylier t

kDa kDa

S4 109 88
S5 80 65
S6 60 51

Fragmente nach Doppelspaltung

glykosyliert deglykosylier t

kDa kDa

S7 29 23
S8 20 14
S9 49 37

Abb. 10: Tabellarische Ubersicht der theoretischen

Proteins (SO) und seiner C- und N-Terminalen Spaltf

Molekularen Massen des S-

ragmente (S1-S9) glykosyliert

und deglykosyliert

In dem Immunoblot (Abb. 11) wurden in den Spuren der SARS CoV
infizierten Vero-Zellen die Banden flr das S-Protein und seine Fragmente,
im glykosylierten Zustand detektierten. An Hand der in der Kontrollspur
auftretenden Banden zeigt sich die unspezifische Farbung des jeweiligen
Antiserums.

Das aS1 Antiserum ist gegen die N-terminalen Domaine des S-Proteins
gerichtet und erkennt im Immunoblot die Banden des Volle-Lange Spike-
Proteins bei 190kDa=S0, ein Spaltfragment bei 130kDa=S1, ein weiters
bei 110kDa=S2 und das Dritte S3 bei 81kDa (Abb. 11). Gegen den C-
terminalen Bereich ist das Antiserum aHR2 gerichtet. Es identifiziert in der

Immunofarbung die Banden fur die C-terminalen Fragmente S4-S6
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(S4=109kDa, die fur S5 bei 80kDa und S6 bei 60kDa) und des Vorlaufers
S0. Auch aHR2 detektiert das Volle-Lange S-Protein bei 190kDa (Abb.
11). Das dritte Antiserum aS1/S2 ist in der Lage sowohl den Vorlaufer SO,
als auch die C- und N-treminalen Spaltprodukte S1-S6 zu detektieren.
Zusatzlich wurde noch eine Bande bei 49kDa erkannt, die der
theoretischen molekularen Masse von S9 entspricht (Abb. 11). Die
kleineren Fragmente S7 und S8 konnten im 10% SDS-PAGE nicht

dargestellt werden.

-+ -+ - + SARS CoV Infektion
kDa kDa |

175- ': _:SO _:SO 175- @ ==—S0

=32 Ny
83- - ~ _§S4 83- -_—S
62- —-35  62- —
S6 S6
48- —so 48 =
33- - 33-
aS1 aS1/S2 oHR2

Abb. 11: Immunoblot zum Nachweis des S-Proteins und seiner Untereinheiten aus
infizierten Zellkulturiiberstanden

Die Immunoblots zeigen die Detektion von in der SDS-PAGE aufgetrenntem und auf
PVDF-Membran Ubertragenem SARS CoV S-Protein und seiner Untereinheiten. Als
Probe wurden Extrakte SARS CoV infizierter Vero-Zellen sowie unbehandelter Zellen
verwendet. Das Antiserum aS1 erkennt spezifisch die N-terminalen Spaltfragmente
(S1=130kDa, S2=110kDa und S3=81kDa), aHR2 ist spezifisch gegen die HR2 Region im
C-terminalen Bereich des S-Proteins gerichtet und erfasst die C-terminalen
Spaltfragmente (S4=109kDa, S5=80kDa und S6=60kDa) und aS1/S2 detektiert 7
Spaltprodukte (S1-S6) und ein Protein mit dem theoretischen Molekulargewicht von
49kDa, dass S9 reprasentiert. Alle drei Antiseren detektieren das Volle-Lange S-Protein
(S0=190kDa).

Die ndherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Fermentas Prestained Protein Markers Broad
Range“ (3.4)
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Zur ldentifikation der molekular kleineren Spaltfragmente wurde ein 15%
SDS-PAGE verwendet. In der 15% SDS-PAGE wurden die Proteine der
molekularen Masse von 60-20kDa aufgetrennt. Hier lasst sich mit dem
Antiserum aS1/S2 neben der Bande fur S9 eine weitere Bande bei 29kDa
detektieren. Dies entspricht damit der theoretischen molekularen Masse
von S7.

Keins der getesteten Antiseren detektiert das theoretisch bei 20kDa

liegende Spaltfragment S8.

kDa

170
1300\ —
95—
72—

55 =—

+ - SARS CoV Infektion

43—
34—

26—

aS1/82

Abb. 12: Immunoblot zum Nachweis der Spaltprodukte mit geringer molekularer
Grolke (S7,S8 und S9)

Der Immunoblot zeigt die Detektion von in der SDS-PAGE aufgetrennten und auf PVDF-
Membran Ubertragenem SARS CoV S-Protein und seiner Untereinheiten. Das Antiserum
0aS1/S2 erkennt neben den groRen Banden bei 170-72 kDa (S0-S6) noch weitere
Proteinbanden bei 49kDa und eine weitere bei 29kDa die dem Molekulargewicht von S9
und S7 entsprechen.

Die ndherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,New England Biolabs Prestained Protein
Markers Broad Range” (3.4)

Die in den Immunoblots (Abb. 11 und Abb. 12) detektierten Spaltprodukte
S1-S9 deuten auf eine Mehrfachspaltung des SARS CoV S-Proteins in
infizierten Vero-Zellen hin.

Die getesteten mono- und polyklonalen Antiseren und die fir sie
erhaltenen Ergebnisse im Immunoblot, sowie in der Oberflachen- und
Intrazellularen-Immunfluoreszenz sind im Anhang in Abb. 34 und 35

zusammengefasst dargestellt.
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5.2.3 ldentifikation des S-Proteins und seiner Spal  tfragmente

aus sedimentierten SARS CoV

Zellkulturiberstande von SARS CoV infizierten Vero-Zellen wurden per
Ultrazentrifugation aufgereinigt. Hierfir wurde eine Zellkulturflasche mit zu
80% konfluenten Vero-Zellen (1x10’ Zellen) mit SARS CoV der MOI 1
infiziert und 24-48h weiter kultiviert. Die Zellkulturiiberstdnde wurden
zuerst von Zelltrimmern befreit (4.1.5). Als Nachstes erfolgte die
Aufreinigung der Proben durch eine Ultrazentrifugation Uber einen
Optiprep Gradienten. Die so erhalten Proben wurden in SDS Proben
Puffer aufgenommen und in der SDS PAGE nach Ihrer relativen
Molekularen Masse aufgetrennt und auf PVDF Membran tUbertragen. Die
S-Protein spezifischen Banden wurden durch die Antisera aS1/S2, aS1
und aHR2 detektiert und durch einen Zweitantikbrper, der gegen
Kaninchen Immunglobolin gerichtet ist, dargestellt (Abb. 13). Als
Negativkontrolle dienten gereinigte Zellkulturiberstande von
unbehandelten Vero-Zellen. Fir die Positivkontrolle wurden SARS CoV
infizierte Vero-Zellkulturiiberstdnde ohne Aufreinigung verwendet. Die
Spuren 1 und 4-6 zeigen unterschiedliche Proben von aufgereinigten
SARS CoV aus infizierten Vero-Zellkulturiiberstanden. Das Antiserum
aS1/S2 erkennt auch aus dem aufgereinigtem SARS CoV das Volle-
Lange S-Protein (S0) und seine theoretische erwarteten 6 Spaltfragmente
(S1=130kDa, S2=110kDa, S3=81kDa, S4=109kDa, S5=80kDa und
S6=60kDa) siehe Spur 1 (Abb. 13). Der Antikorper aS1l hingegen
detektiert in der Viruspraparation nur noch die 190kDa (S0), 130kDa (S1)
und die 110kDa (S2) grol3e Bande (Abb. 13). Die 81lkDa grole S3
Untereinheit ist nach der Aufreinigung nicht mehr detektierbar. Das
Antiserum aHR2 erkennt im Immunoblot aus gereinigtem Virus Banden
mit dem Molekulargewicht von 190kDa (S0), 109kDa (S4), 80kDa (S5) und
60kDa (S6). Auch hier tritt durch die Virus Praparation ein Verlust der
Spaltprodukte S4 und S6 ein. Sie sind nicht mehr mit dem Antikoérper

detektierbar.
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Abb. 13: Immunoblot des S-Proteins und seiner Spalt  fragmente aus aufgereinigtem
Virus

Zellkulturuberstande von SARS CoV infizierten Vero-Zellen wurden durch
Ultrazentrigugation aufgereinigt. Die gereinigten Proben wurden in SDS PAGE nach ihre
relativen Molekularen Masse aufgetrennt und auf PVDF Membran bertragen. Die
Banden fur das S-Protein und seine Spaltprodukte wurden von den Antiseren aS1/S2,
aS1 und aHR2 erkannt. Das Antiserum aS1 erkennt auch aus gereinigtem Virus
spezifisch Banden bei 190kDa (S0), 130kDa (S1) und 110kDa (S2). aHR2 hingegen
detektiert spezifisch Banden bei 190kDa (S0), 109kDa (S4), 80kDa (S5) und 60kDa (S6)
und aS1/S2 detektiert alle 6 Spaltprodukte(S1-S6). Alle drei Antiseren detektieren das
Volle- Léange S-Protein (S0=190kDa).

Im Zuge der Virus Aufreinigung kommt es zum Verlust der S-Protein Spaltfragmente.
Spur 1 = gereinigtes SARS CoV

Spur 2 = neg. Kontrolle Vero-Zellen

Spur 3 = pos. Kontrolle SARS CoV infizierte Vero-Zellen

Spur 4-6 = unterschiedliche aufgereinigte SARS CoV Proben

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers “ (3.4)
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5.2.4 Untersuchung zur Glykosylierung des S-Protein s und
seiner Spaltfragmente durch Behandlung mit

Endoglykosidasen

Anhand der Sensitivitat fur bestimmte kompartimentspezifische
Glykosidasen kdnnen Aussagen Uber den intrazelluraren Transport von
Glykoproteinen getroffen werden. Wahrend das Enzym EndoH nur
mannosereiche Zucker abspaltet, die im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) angeflugt werden, entfernt das Enzym PNGaseF auch komplexe
Zucker, mit denen Glykoproteine erst im Golgi-Apparat modifiziert werden.
Zelllysate von SARS CoV infizierten Vero-Zellen, eine Zellfreie
Viruspraparation von SARS CoV und Uberstande von unbehandelten
Vero-Zellen (4.1.8) wurden mit EndoH und PNGaseF behandelt und
anschlieBend mittels SDS-PAGE und Immunoblot untersucht. Die drei
Proben wurden unbehandelt (Spur 1,4,7), sowie EndoH (Spur 2,5,8), oder
PNGaseF (Spur 3,6,9) (4.3.7) behandelt und in der SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Spuren 1-3 zeigen den unspezifischen Hintergrund von
Vero-Zellen. In der Spur fir die unbehandelte Vero SARS Probe stellt sich
das typische Bandenmuster dar. Die S-Protein Banden S0-S6
(S0=190kDa, S1=130kDa, S2=110kDa, S3=81kDa, S4=109kDa,
S5=80kDa und S6=60kDa) wurden detektiert. Fir das gereinigte SARS
CoV zeigt sich eine quantitative Verringerung der Spaltfragmente (Abb.
14, Spur 7-9). Die Proben Vero SARS und SARS CoV sind EndoH und
PNGaseF sensitiv (Abb 14 Spur 5,6,8 und 9). Nach Behandlung mit
Endoglycosidasen sind die teilweise und vollstandig deglykosylieten
Banden fir die S-Proteinfragmente SO0-S6 detektierbar. In Spur 5 und 8
wurden neben den teilweise deglykosylierten Proteinbanden auch die
EndoH Resistenten als Banden mit diffusem Laufverhalten detektiert. Die
Produkte nach vollstéandiger Deglykosylierung durch PNGaseF aus beiden
Proben liegen fur den Vorlaufer SO bei 139kDa, die Spaltprodukte S1 bei
88kDa, S2 bei 74kDa, S3 bei 51, S4 bei 88kDa, S5 bei 65kDa und S6 bei
51kDa (Abb. 14, Spur 6 und 9). Auch hier ist die Menge an nachweisbaren
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Spaltprodukten in der SARS CoV Probe geringer als in der Vero SARS
CoV Probe. Das SARS CoV S-Protein wird also Uber das ER und den
Golgi-Apparat der Zelle transportiert. Diese Daten deuten weiter auf eine

Mehrfachspaltung des S-Proteins hin.

Vero Vero SARS
Mock SARS CoV CoV
Endo H + + +
PNGase F + + +
kDa - ; T —
175- . ’. ——50
—
- -
P —
= THE =
62- i = N
48- N8
123 45 6 7 8 9
aS1/S2

Abb. 14: Immunoblot der Endoglykosidase behandelten SARS CoV Proben
Unbehandelten Vero-Zellkulturiberstdanden (Vero Mock), SARS CoV infzierten
Zellkulturiberstanden (Vero SARS CoV) und aufgereinigtes SARS CoV wurden mit
EndoH und PNGaseF behandelt und anschlieBend durch SDS PAGE und Immunoblot
untersucht. Das Antiserum aS1/S2 detektiert sowohl die glykosylierten Formen sowie die
nach Proteolyse mit EndoH und PNGaseF entstehenden teilweise oder komplett
deglykosylierten Formen des Volle-Lange SO und seiner Spaltfragmente S1 bis S6.

Spur 1-3 zeigt den unspezifischen Hintergrund der Vero-Zellen. Vero SARS CoV
unbehandelt ist in Spur 4 dargestellt. Hier wurden das volle Léange SO bei 190kDa, S1 bei
130kDa, S2 bei 110kda, S3 bei 81kDa, S4 bei 109kDa, S5 bei 80 und S6 bei 60kDa
detektiert. In Spur 7 beim SARS CoV ohne Endoglykosidase ist ein Teil dieser
Spaltfragmente nach Aufreinigung nicht mehr detektierbar. Spur 5 und 8 zeigen die durch
EndoH Behandlung teilweise deglykosylierten Vero SARS und SARS CoV Proben. Nach
Behandlung durch PNGaseF sind in beiden Proben Spur 6 und 9 die deglykosylierten
Formen S0-S6 (S0=139kDa, S1=88kDa, S2=74kDa, S3=51kDa, S4=88kDa, S5=65kDa
und S6=51kDa) zu detektieren.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Fermentas Prestained Protein Markers Broad
Range” (3.4)
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5.3 Etablierung und Charakterisierung einer solitar SARS

CoV S-Protein exprimierenden Zelllinie

Um das Spike-Protein weiter zu charakterisieren und die Bedeutung und
Funktion der Spaltungen (z.B. Aktivierungsspaltung) weiter untersuchen
zu kénnen, wurde eine stabil SARS CoV S-Protein exprimierende Zelllinie
etabliert. Hierfir wurde als Konstrukt das synthetisch hergestellte S-
Protein von Nie Y. et al., 2004 verwendet. Bei diesem Konstrukt wurde zur
Verstarkung der Expression die Aminosauresequenz des Spike-Proteins
an die humane Aminosaure- Codon- Nutzung angepasst, des Weiteren
wurden die Signalsequenz des Plasminogen Aktivator und der
cytoplasmatische Tail des Sendai Virus Oberflachenglykoproteins
eingefuhrt.

Fir die stabile Transfektion wurden CHO-Zellen verwendet. Diese wurden
in einer 9cm Zellkulturschale bis Sie eine Konfluenz von 80% kultiviert. Die
Transfektion erfolgte durch Lipofectamin 2000 (3.1). Neben dem Spike-
Protein tragt der Vektor pcDNA3.1 noch ein Gen flr einen eukaryotischen
Selektionsmarker (Geneticin). Durch Zugabe einer flr nicht transfizierte
Zellen letalen Konzentration Geneticin wurden Zellklone selektioniert, die
das Geneticin-Gen in das zellulare Genom integriert hatten. Der Nachweis
der Integration des S-Proteins erfolgte sowohl mittels indirekter
Immunfluoreszenz (4.3.6), als auch durch Immunofarbung (4.3.3).

5.3.1 Fluoreszenz-immunologische Darstellung des S-  Proteins

aus solitar exprimierenden CHO-Zellen

Zur Detektion und Lokalisation des stabil exprimierten S-Proteins wurden
Geneticin positive Klone auf Deckglaschen ausgesat und bei einer
Konfluenz von 80-90% entweder mit 4% PFA, oder Methanol/Aceton

fixiert. Die Anwesenheit von S-Protein wurde anhand des spezifischen
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Antiserums aS1/S2 getestet. Dieses Antiserum wurde anschliel3end durch
Inkubation mit einem FITC-gekoppelten anti—Kaninchenantikorper
detektiert. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte CHO-Zellen. In der
Oberflachen Immunfluoreszenz zeigt sich nach solitarer Expression des S-
Proteins (Abb. 4.1.7) die gleiche Verteilung wie in infizierten Vero-Zellen
(Abb. 4.1.8). Der polyspezifische Antikorper aS1/S2 zeigt eine homogene
Zell-Oberflachen-Verteilung des S-Proteins. Die Negativkontrolle weist

keine Oberflachen Immunfluoreszenz auf.

AR

Vero Vero SARS

Abb. 15: Oberflachen Immunfluoreszenz-Mikroskopie d  es solitAr S-Protein

exprimierenden Zellklons im Vergleich zu SARS CoVi  nfizierten Vero-Zellen

Der S-Protein postive Zellklon und SARS CoV infizierte Vero-Zellen wurde auf
Deckglaschen kultiviert, fixiert mit 4% PFA und mit dem anti-Spike-Antikdrper aS1/S2
inkubiert. Zur Darstellung wurde ein FITC-gekoppelten anti-Kaninchenkdrper eingesetzt.
Der polyklonale polyspezifische Antikdrper aS1/S2 detektiert das S-Protein bei SARS
CoV infizierten Vero-Zellen und beim stabilen Zellklon an der Zell-Oberflache. Dort liegt
es in homologer Verteilung vor. Als Kontrolle fiir die unspezifische Immunfluoreszenz des
Antiserums dienten unbehandelte CHO-Zellen sowie unbehandelte Verr-Zellen. Diese

zeigten keine Fluoreszenz.

Intrazellular lasst sich, wie bei infizierten Vero-Zellen, durch Detektion per
aS1/S2 Antiserum auch bei solitarer Expression des S-Proteins eine
Assoziation an das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat
feststellen. Die Negativkontrolle weist keine intrazellulare

Immunfluoreszenz auf.
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CHO Zellklon

Vero SARS

Abb. 16: Intrazellulare Lokalisation des S-Proteins nach solitdrer Expression im
Vergleich zu SARS CoV infizierten Vero-Zellen

Mit den Antikdrper aS1/S2 wurde das S-Protein intrazellular nach solitarer Expression
und nach Infektion detektiert. Das S-Protein zeigt sowohl bei den infizierten Vero-Zellen,
als auch nach solitéarer Exprssion eine verstarkte Lokalisation im Endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgi-Apparat. Als Kontrolle fur die unspezifische Fluoreszenz des

Antiserums dienten unbehandelte CHO-Zellen und unbehandelte Vero-Zellen.

Das solitar exprimierte S-Protein verhalt sich in der Oberflachen und

intrazellularen Immunfloureszenz wie S-Protein in infizierten Vero-Zellen.

5.3.2 Immunoblot zur Identifikation des S-Protein i n solitar

exprimierenden CHO-Zellen

Stabile Zellklone des S-Proteins wurde in Zellkulturschalen mit 6
Vertiefungen ausgesat und bei einer Konfluenz von 80-100% geerntet, die
Proteine der Zellen wurden in SDS-Probenpuffer gelost. Das in dem
Zelllysat enthaltene Proteingemisch wurde in der SDS-PAGE (4.3.1)
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran (3.4) Ubertragen. Das S-Protein
und seine Untereinheiten wurden mittels Immunofarbung (4.3.3) unter
Verwendung des polyspezifischen Antiserums aS1/S2 und eines
Zweitantikorpers, der gegen Kaninchen Immunglobulin gerichtet ist,
nachgewiesen (Abb. 17). Das solitare S-Protein zeigt im Immunoblot das
identische Bandenmuster wie SARS CoV infizierte Vero-Zellen. Die S-
Proteinbanden fur S0=190kDa, S1=130kDa, S2=110kDa, S4=109kDa,
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S3=81kDa, S5=80kDa, S6=60kDa und S9=49kDa wurden vom
polyklonalen polyspezifischen Antiserum aS1/S2 erkannt. Das solitar
exprimerte S-Protein verhalt sich auch im Immunoblot wie das S-Protein
aus SARS CoV infizierten Vero-Zellen.

L
> &
QO &
% Fa
Q& %]
X
kDa o° & &
IS
250 — 2
. « S0 190kDa
105 — ¥ S1 130kDa/ S2 110kDa/ S4 109kDa
75— o £S53 81kDa/S5 80kDa
_ « S6 60kDa
+ 59 49kDa
35 ——
aS1/S2

Abb. 17: Immunoblot zur Charakterisierung des solit ar exprimierten S-Proteins

Der Immunoblot zeigt die Detektion von in der SDS-PAGE aufgetrennten und auf PVDF-
Membran (bertragenem solitdr in CHO-Zellen exprimiertem S-Protein und seiner
Untereinheiten. Das polyspezifische Antiserum aS1/S2 hat sowohl in Vero SARS als,
auch im S-Protein Zellklon den volle Ladnge SO Protein Vorlaufer bei 190kDa, sowie die
Spaltprodukte S1=130kDa, S2=110kDa, S4=109kDa, S3=81kDa, S5=80kDa, S6=60kDa
und S=9 bei 49kDa detektiert. Das solitar exprimierte S-Protein zeigt im Immunoblot das
gleiche Bandenmuster wie in SARS CoV infizierten Vero-Zellen. Als Kontrolle fir den
unspezifischen Hintergrund des Antiserums wurden CHO-Zellen verwendet.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)
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5.3.3 Untersuchung zur Glykosylierung des solitdr e~ xprimierten
S-Proteins und der Spaltfragmente durch Behandlung mit
Endoglykosidasen

Wie oben schon an gereinigtem SARS CoV (5.2.4) dargestellt, wurde hier
die Zuganglichkeit des solitar exprimierte S-Proteins fur Endoglykosidasen
und die Detektierbarkeit der Spaltprodukte im Vergleich zum Vero SARS
untersucht. Als Antikorper wurde der Mausmonoklonale oF26G8

verwendet.

Virus Stabile Zellinie
Verao SARS CoV S-Protein Klon
+ + EndoH
kDa + + PNGaseF
250 =
160 + S0 190kDa
105 = E Lo +~ S4 109kDa
[C . « S5 80kDa
-——
50 =

-
1 2 3 4 5 6
aF26G8

Abb. 18: Immunoblot des solitdr exprimierten S-Prot  eins nach Behandlung mit
Endoglykosidasen

Mittels des aAntikdrper F26G8 wurden in der Vero SARS CoV Probe unbehandelt das
ungespaltene SO bei 190kDa, sowie die Proteinbanden fur die Spaltprodukte S4 bei
109kDa und S5 bei 80kDa detektiert. Diese Banden zeigen nach Deglykosylierung die
erwartete Reduktion des Molekulargewichts (S0=139kDa, S4=88kDa und S5=60kDa).
Fur den unbehandelten S-Protein Klon wurden nur die SO und S4 Bande detektiert. Nach
der Deglykosylierung wurden auch nur fir SO die 139kDa und fur S4 die 88kDa
Proteinbande detektiert.

Die nédherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarker” (3.4)

In der unbehandelten Vero SARS CoV Probe (Spur 1) wurden Protein-
banden fur das ungespaltene SO, sowie die C-terminalen Spaltprodukte

S4 und S5 detektiert. Diese waren sowohl EndoH (Spur 2), als auch
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PNGaseF (Spur 3) sensitiv. Nach totaler Deglykosylierung ist SO bei
139kda, S4 bei 88kDa und S5 bei 60kDa detektierbar (Spur3). Fir den S-
Protein Klon zeigt sich ein anderes Bild. Unbehandelt wurden nur SO und
S4 detekiert. Nach EndoH Inkubation zeigt sich das ein Teil des
ungespaltenen SO und das S4 EndoH Resistent sind. Erst nach
vollstandiger Deglykosylierung wurde SO bei 139kDa und S4 bei 88kDa

detektiert. S5 wurde nicht aus dem S-Protein detektiert.

5.4 Identifikation der Mehrfachspaltung des S-Prote  ins

Monoklonale Antikorper sind immunologisch aktive Proteine, die von einer
auf einen einzigen B-Lymphozyten zurickgehenden Zelllinie (Zellklon)
produziert werden und die sich gegen ein einzelnes Epitop richten.

Der hier benutzte monoklonale Antikdrper wurde freundlicherweise von Dr.
J.D. Berry zur Verfigung gestellt. Dieser Antikdrper bindet an einer C-

terminalen Region des S-Proteins.

Codon
kDa Vero  Vero- CHO- gptimiertes

SARS CoV Zellen Zellen g protein

250 =
<+ S0 190kDa
160 ==
105 <+ 54 109kDa
75 == e @) -« S580kDa

a F26G8
Abb. 19: Immunoblot zum Nachweis einer Mehrfachspal  tung des S-Proteins

Der Immunoblot zeigt die Detektion von in der SDS-PAGE aufgetrenntem, auf PVDF-
Membran Ubertragenem und immunogefarbtem S-Protein und seiner Untereinheiten.
SARS CoV infiziert Vero-Zelllysat und Zelllysat des S-Protein solitéar exprimierenden
CHO-Zellklons wurden verwendet. Der Maus-monoklonale Antikérper aF26G8 bindet C-
terminal im S-Protein. Er erkennt neben dem ungespaltenen S-Protein SO bei 190kDa
noch zwei Spaltfragmente. Eines bei 109kDa, welches fiir S4 steht und eine weiteres bei
80kDa, welches fur S5 steht. In den Spuren von Vero-Zellen und CHO-Zellen werden

keine unspezifischen Banden detekiert.
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Die nédherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)

Anhand eines Immunoblots wurden SARS CoV infizierte Vero-Zellen und
der S-Protein solitar exprimiernde CHO-Zellklon mit dem Antikorper
untersucht. Als Kontrolle wurden unbehandelte Vero- und CHO-Zellen
verwendet. Der monoklonale Antikérper erkennt sowohl bei infizierten
Vero-Zellen wie auch bei solitdr exprimiertem S-Protein aus CHO-Zellen
drei Proteinbanden. Die 190kDa Bande steht fur den Vorlaufer SO. Die
beiden andern sind C-terminale Spaltprodukte S4 bei 109kDa und S5 bei
80kDa. Der monoklonale Antikdrper detektiert nur zwei Proteinbanden fur
das S-Protein, wenn dieses ofter als einmal gespalten wurde. Diese Daten

sind ein erster Beweis fur eine Mehrfachspaltung des S-Proteins.

5.5 Substitutionsanalyse der potentiellen Spaltstel len des

S-Proteins

Anhand der Substitutionsanalyse der drei postulierten Spaltmotive des S-
Proteins sollte die Spaltstellen genauer charakterisiert werden. Durch
einzel-, doppel- oder vierfach Substitution wurden die Spaltstellen
verandert. Die Substitutionen wurden mittels rekombinanter PCR (4.2.2)
eingefuhrt. Die verwendeten Oligonukleodide sind 3.7.2 aufgefuhrt. Nach
Transfektion (4.1.6) und eukaryotischer Expression (4.1.7) der Konstrukte
in CHO-Zellen wurden die Zellen geerntet. Das Proteingemisch der
Mutanten und des unveranderten S-Proteins wurde in der SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran (3.4) Ubertragen. Das S-Protein
und seine Untereinheiten wurden mittels Immunofarbung (4.3.3) unter
Verwendung des monoklonalen Antikorpers aF26G8 und eines
Zweitantikorpers, der gegen Maus Immunglobolin gerichtet ist,
nachgewiesen. Die erzeugten Mutanten und die erhaltenen Ergebnisse
sind in den Abb. 20 bis 22 dargestellt.
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SARS Co-V Spike 790-PLKPTKRSFI-800
SARS Co-V Spike-K796A 790-PLKPTARSFI-800
SARS Co-V Spike-R797A 790-PLKPTKASFI-800
SARS Co-V Spike-K796A R797A 790-PLKPTAASFI-800
&
EN (\o"
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Abb. 20: Immunoblot der Substitutionsmutanten an AS -Position R797

Die Immunofarbung wurde mit dem Antikdrper aF26G8 inkubiert. Die Spur S-Protein
zeigt die Banden fir das unveranderte S-Protein (S0=190kDa, S4=109kDa, S5=80kDa).
Bei den drei Mutanten der Spaltstelle K796A, R797A und K796A, R797A wurden die
Proteinbande fir SO und S4 detektiert. S5 bei 80kDa konnte nicht mehr detektiert
werden.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)

Das Antiserum aF26G8 detektiert nach transienter Expression des
unveranderten S-Proteins drei Proteinbanden (Abb 20). Diese stehen fur
das ungespaltene SO bei 190kDa und fir die zwei C-terminalen
Spaltfragmente S4 bei 109kDa und S5 bei 80kDa. Nach der Mutagenese
PCR an der Spaltstelle K796, R797 war sowohl nach einzel- als auch
doppel- Alaninsubsitution keine Proteinbande mehr bei 80kDa
detektierbar. Das 109kDa groRe Spaltfragment fir S4 konnte

nachgewiesen werden.
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SARS Co-V Spike 660-HTVSLLRSTS QKSIVAYTMS-680
SARS Co-V Spike-R677A 660-HTVSLLASTS QKSIVAYTMS-680
SARS Co-V Spike-KG682A 660-HTVSLLRSTS QASIVAYTMS-680

SARS Co-V Spike-R667A K682A  660-HTVSLLASTS QASIVAYTMS-680
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Abb. 21: Immunoblot der Substitutionsmutanten an AS -Position R667

Die Immunofarbung wurde mit dem Antikdrper aF26G8 inkubiert. Die Spur S-Protein
zeigt die Banden fur das unbehandelte S-Protein (S0=190kDa, S4=109kDa, S5=80kDa).
Bei den drei Mutanten der Spaltstelle R667A, K672A und R667A, K672A wurden die
Proteinbande fur SO und S4 detektiert. S5 bei 80kDa konnte nicht mehr detektiert
werden.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)

Fur die Spaltstelle R667K672 wurde das identische Ergebnis wie flr die
Spaltstelle K796, R797 erzielt (Abb. 21).

Die vierfach Alaninsubstitution an dem Spaltmotiv R451R454R459R463
fuhrt dazu, dass aufRer dem ungespaltenen S0=190kDa keine weiteren
Spaltprodukte des S-Protein mehr detektiert wurden. Fir das
unveranderte S-Protein wurden wieder die drei Proteinbanden (S0, S4 und
S5) detektiert (Abb. 22)
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SARS Co-V Spike 450-YRYLRHGKLRPFERDI-465
SARS Co-V Spike-R451A, R454A, R559A, R463A 450-YAYLAHGKLAPFEADI-465

<« S4 109kDa

<+ S5 80kDa

aF26G8

Abb. 22: Immunoblot der Substitutionsmutanten an AS -Position
RRRR451-463

Die Immunofarbung wurde mit dem Antikérper aF26G8 durchgeftihrt. Die Spur S-Protein
zeigt die Banden fur das unbehandelte S-Protein (S0=190kDa, S4=109kDa, S5=80kDa).
Bei der Substitutionmutate der vier Arginine zu Alanin wurde nur noch das ungespaltene
S-Protein S0=190kDa detektiert. Fur die Spaltprodukte wurden keine Proteinbanden
mehr detektiert.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)

5.6 Untersuchung zur Spike-Protein Spaltung durch
Endoproteasen mittels in-vitro Peptidspaltungstest

Um die Zugénglichkeit der postulierten Spaltstellen des Spike-Proteins fur
potentielle Proteasen zu testen, wurde ein in-vitro Peptidspaltungstest
(4.3.8) durchgefihrt. Es wurden fluoreszierende Peptide Uber die drei
potentiellen Spaltstellen (Abb. 23) und als Negativkontrolle, eins mit einer
Doppel Alanin Substitution an AS-position 796/797 (Abb. 23) synthetisiert.
10uM eines jeden fluoreszierenden Peptids dienten als Substrat fur diese
Untersuchung. Die Spaltung der Peptide resultiert in einem dequenching

der Fluoreszenz, die anschlielend gemessen werden kann. Die
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Eigenfluoreszenz der Peptide ohne Protease wurde als Kontrolle
gemessen. Sie war fur alle verwendeten Peptide Uber die Zeit konstant
(Abb. 24 A-D). Das zeigt, dass alle Peptide stabil sind und in 30 min nicht
unspezifisch degradiert werden. Als Positivkontrolle wurden 10 U TPCK-
Trypsin eingesetzt, da Trypsin in jedem Fall die Peptide an basischen
Aminosaureresten Arginin spaltet. Im Versuchsansatz wurden die Enzyme
Cathepsin L, Cathepsin B (jeweils 0,1mU) und Elastase (10 U) verwendet.

1. Peptid K786
H2N-Abz-DPLKPTKRSFIEDLL-3-nitroY-N-CONH2

2. Peptid R667
H2N-Abz-VSLLRSTSQKSIV-3-nitroY-N-CONH2

3. Peptid R451R453R459R463
H2N-Abz-NYKYRYLRHGKLRPFERDISN-3-nitroY-N-CONH?2

4. Peptid A796A797
H2N-Abz-DPLKPTAASFIEDLL-3-nitroY-N-CONH2

Abz = Fmoc 2 Aminocbenzoesiure
3-nitro Y = 3-Nitrotyrosin

Abb. 23: Ubersicht der verwendeten Peptide

Die Enzymaktivitat wurde mit einem Perkin Elmer LS55 Spektrometer
(Exzitation von320nm, Emmission von 460nm) gemessen. Die relativen
Fluoreszenzeinheiten fur die einzelnen Enzyme zu den Zeitpunkten 0, 1,
2, 3,4, 5und 30 min sind in Abb 24 A-D aufgetragen.
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1. Peptid KR796
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Abb. 24 A: 1. Peptid KR796
Das Diagramm stellt die Ergebnisse fur das Peptid Uber die potentielle Spaltstelle KR796

dar.

Dieses Peptid zeigt eine Fluoreszenzemission, durch Inkubation mit der

Positivkontrolle Trypsin und Cathepsin L. Fir Cathepsin B und Elastase ist kein

Fluoreszenzanstieg messbar.

2. Peptid R667
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Abb. 24 B: 2. Peptid R667

Das Diagramm stellt die Ergebnisse flr das Peptid tber die potentielle Spaltstelle R667

dar. Es zeigt sich ein Anstieg der relativen Fluoreszenz nach Inkubation mit der

Positivkontrolle Trypsin und Elastase.

Fluoreszenzanstieg.

Bei

Cathepsin B und L zeigt sich kein
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3. Peptid R451R454R459R463

relative
re
N
o

0 1 2 3 5 30

Zeit [min]

@ ohne Protease m Trypsin O Cathepsin B m Cathepsin L O Bastase

Abb. 24 C: 3. Peptid R451R454R459R63

Das Diagramm stellt die Ergebnisse fiir das Peptid Uber die potentielle Spaltstelle
R451R454R459R463 dar. Dieses Peptid zeigt eine Fluoreszenzemission durch
Inkubation mit der Positivkontrolle Trypsin und Cathepsin L. Die Cathepsin L Fluoreszenz
ist im Vergleich zu Trypsin um ca. 50% schwéacher. Fur Cathepsin B und Elastase ist kein

Fluoreszenzanstieg messbar.

D 4. Peptid A796A797

40

S 30
¢

B g 20

£S10
LL

0

0 1 2 3 5 30
Zeit [min]

O ohne Protease B Trypsin O Cathepsin B @ Cathepsin L @ Hastase

Abb. 24 D: 4. Peptid A796A797

Das Diagramm stellt die Ergebnisse fir das Peptid zur Trypsin Negativkontrolle dar.
Dieses Peptid zeigt nur nach Inkubation mit Elastase einen Anstieg der Fluoreszenz. Bei
Trypsin, Cathepsin B und L zeigt sich keine Fluoreszenz.

Die Inkubation der drei Peptide KR796, R667 und R451R454R459R463
mit TPCK-Trypsin fiuhrt wie erwartet zu einer Fluoreszenzemission (Abb.
24 A-C). Diese zeigt die Spaltung der Peptide an. Fir die Negativkontrolle,
das Peptid A796A797, wurde nach der Inkubation mit TPCK-Trypsin keine
Fluoreszenzfreisetzung detektiert (Abb 24 D). Dieses Peptid enthélt kein
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Spaltmotiv fir Trypsin, wurde somit nicht gespalten. Die Inkubation aller
hier verwendeten Peptide mit Cathepsin B fuhrt bei keinem zu einem
Fluoreszenzanstieg (Abb. 24 A-D). Das bedeutet Cathepsin B spaltet in
vitro an keiner der drei postulierten Spaltstellen des S-Proteins. Elastase
spaltet wie erwartet nur die Trypsin Negativkontrolle A796A797 und das
R667 Peptid, da nur in diesen Peptiden kleine ungeladen Aminosauren ftr
die Elastase Spaltung zuganglich sind.

Die Peptide KR796 und R451R454R459R463 zeigen nach Inkubation mit
Cathespin L einen deutlichen Fluoreszenzanstieg (Abb. 24 A u. D). Dieser
fallt fur KR796 starker aus als fur R451R454R459R463. Das KR796
erreicht im Vergleich zur Positivkontrolle TPCK-Trypsin eine fast genauso
starke Fluoreszenz, wahrend die relative Fluoreszenz fur das
R451R454R459R463 Peptid nur halb so stark ist wie die von TPCK-
Trypsin. Das zeigt, dass nur zwei der vier potentiellen Spaltstelen in vitro
durch Cathepsin L gespalten werden kdnnen. Diese Daten sind ein erster
Hinweis auf die Cathepsin L Spaltung und deren Aminosaureposition im
SARS CoV S-Proteins. Das A796A797 Peptid zeigt keine
Fluoreszenzemission nach Cathepsin L Behandlung. Dies deutet weiter
darauf hin, dass Cathepsin L das S-Protein nach dem Arginin an AS-

Position 796 spaltet.

5.7 Fusionsaktivitdt von SARS CoV S-Protein

Um die biologische Aktivitat von SARS CoV S-Protein zu erforschen
wurde seine Fahigkeit Zell-Zell-Fusion zu vermitteln untersucht.

Fur die Untersuchung wurde ein heterologer Zell-Zell-Fusionstest etabliert.
Es wurde der in dieser Arbeit beschriebene stabile SARS CoV S-Protein
exprimierende CHO-Zellklon verwendet (5.3.2). Der stabile Rezeptor
(ACE2) exprimierende L292-Zellklon wurde freundlicherweise von der
Gruppe um Prof. Dr. E. Snijder (Universitat Leiden; Niederlande) zur
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Verfiigung gestellt. Diese Zellen wurden fur den Fusionstest heterolog im
Verhaltnis 1/20 (CHO-Spike/L292-ACE2) in 6cm Zellkulturschalen bis zu
einer Dichte von 80-90% kultiviert. Die Fixierung der Zellen erfolgt fir zehn
Minuten in Methanol und zur besseren Darstellung der Zellen wurden
diese mit Giemsa gefarbt. Die Dokumentation erfolgt mit Hilfe eines
Lichtmikroskops. Die mehrkernigen Zellen (Polykaryen) wurden gezahit
und das Ergebnis wurde graphisch dargestellt. Diese Polykaryen stellen
das Ergebnis einer Virus-induzierten Zell-Zell-Fusion (Synzytienbildung)
dar.

Die Bilder der CHO-Zellen (Abb. 25) zeigen einen gleichmaRig
gewachsenen Zellrasen. Nur im Bild der kokultivierten
L292-ACE2 und CHO-Spike-Zellen (Abb. 25) ist eine deutliche Bildung
von Synzytien zu detektieren.

Ibe 07
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25y
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ST TIRALS

Abb. 25: Lichtmikroskopische Aufnahmen des heterolo gen Zell-Zell-Fusion-Tests
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Gezeigt sind die L292 und CHO-Zellen homolog kultiviert, die stabil exprimierenden
Zellen (CHO-Spike und L292-ACE2), sowie die Kontrollen der gemischten Zellen (L292-
ACE2/CHO und L292/CHO-Spike). Bei keiner dieser Kulturen zeigen sich Synzytien. Im
Bild der gemischt gewachsenen Zellen (L292-ACE2/CHO-Spike) ist Zell-Zell-Fusion

anhand von Synzytienbildung zu sehen. Die Pfeile markieren beispielhaft Synzytien.
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Zur graphischen Darstellung der Fusion wurden die Zellen von je flnf
Bildausschnitten einer Zellart in Doppelbestimmung ausgezahlt. Gezahlt
wurden alle Zellkerne eines Bildausschnitts, sowie die Zellkerne in
Polykarion. Diese Zahlen wurden gemittelt und das Verhéltnis der Kerne in
Synzytien zur gesamt Anzahl an Kernen errechnet. Dargestellt wurde der
prozentuale Anteil an Kernen in Synzytien (Abb 26). Als Synzytium

wurden alle Zellen mit mehr als drei Kernen gezahlt.

Fusion

30 -

25 A

@ L292-ACE2/CHO-Spike
® L292-ACE2/CHO-Mock
0 L292/CHO-Spike

15 4 0O CHO-Spike

B CHO-Kontrolle

@ L292-Kontrolle

® L292-ACE2

N
o
I

=
o
I

Zellkerne in Polykaryen
in Prozent [%)]

Abb. 26: Darstellung des prozentualen Anteils der Z  ellkerne in Synzytien im

Verhaltnis zur Gesamt Zellkernzahl

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich in den CHO Zellen nur wenig
Zellkerne in Synzytien befinden. Die Zahl liegt deutlich unter 5%, wobei
sich in der heterologen Zellkultur aus Rezeptor (L-292-ACE2) und SARS
CoV Oberflachenglykoprotein (Spike-Protein) 27% aller Zellkerne in
Synzytien befinden. Dies zeigt das sowohl ACE2 als auch Spike-Protein
fur Zell-Zell-Fusion unerlasslich sind.
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5.8 Untersuchung der Fusions-inhibitorischen Wirkun g

von Peptiden

Zur genaueren Untersuchung des Einflusses der Spaltung des SARS CoV
Spike-Proteins auf die Zell-Zell-Fusion wurde versucht diese durch die
Blockierung der moglichen Spaltstellen mittels Peptiden zu unterbinden,
oder eine deutliche Reduktion zu erreichen. Dazu wurden die im
Peptidspaltungstest untersuchten Peptide Uber die postulierten
Spaltstellen des S-Proteins, sowie die AA796 Substitutionsmutation
eingesetzt.

Die Mischung von L-ACE2- und CHO S-Protein-Zellen wurde in
Anwesenheit von 1, 10 und 100uM der Peptide der jeweiligen postulierten
Spaltstellen in 6cm Zellkulturschalen bis zu einer Zelldichte von 80-90 %
kultiviert, fixiert und fotografiert (Abb. 27A, 28A u. 29A). Die graphische
Darstellung der Fusionsinhibition erfolgte wie in Abschnitt 5.7 beschrieben.
Dargestellt wurde der prozentuale Anteil an Kernen in Synzytien (Abb
27B, 28B u. 29B). Als Synzytium wurden alle Zellen mit mehr als drei
Kernen gezahlt.

B.

Zellkerne in Polykaryen

1uM Peptid

||:|0hne Inhibition @ KR796 DRSTSQKEE7 mR463 @ AATIE |

Abb. 27: Lichtmikroskopische Aufnahmen und Graphisc he Darstellung der Zell-
Zell-Fusionsinhibition mit 1 uM Peptid

A.:Gezeigt sind die als Kontrolle heterolog kultivierten L292/CHO-Spike Zellen. Diese
zeigten keine Synzytienbildung. Die L292-ACE2/CHO-Spike die unter Anwesenheit von
1uM eines der jeweiligen Peptide Uber die postulierten Spaltstellen oder der AA796

Mutante kultiviert wurden zeigten alle Zell-Zell-Fusion anhand von Synzytienbildung.
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B.: Graphische Darstellung der inhibitorischen Wirkung von 1uM des jeweiligen Peptids
auf den prozentualen Anteil der Zellkerne in Synzytien im Verhaltnis zur Gesamt

Zellkernzahl

__ RSTSQKE67

3 ; Zellkerne in Polykaryen

10uM peptid

|-0hne Inhibition @ KR796 gRSTSQKGET mR463 @AATIE |

DN, o NSV B P
Abb. 28: Lichtmikroskopische Aufnahmen und Graphisc he Darstellung der Zell-
Zell-Fusionsinhibition mit 10 puM Peptid
A.: Gezeigt sind die als Kontrolle verwendeten heterolog kultivierten L292/CHO-Spike
Zellen. Diese zeigten keine Synzytienbildung. Die L292-ACE2/CHO-Spike die unter
Anwesenheit von 10uM eines der jeweiligen Peptide Uber die postulierten Spaltstellen
oder der AA796 Mutante kultiviert wurden zeigten alle Zell-Zell-Fusion anhand von
Synzytienbildung.

B.: Graphische Darstellung der inhibitorischen Wirkung von 10uM des jeweiligen Peptids
auf den prozentualen Anteil der Zellkerne in Synzytien im Verhéltnis zur Gesamt
Zellkernzahl

Zellkerne in Polykaryen

[%]

100uM peptid

e SRR -
e e .-'Jn‘-,_;: % [. ohne Inhibitionl @ KR796 gRSTSQKGET mR462 m AATIG |
SRS it

Abb. 29: Lichtmikroskopische Aufnahmen und Graphisc he Darstellung der Zell-
Zell-Fusionsinhibition mit 100 M Peptid

A.: Als Kontrolle fiir diese Test wurden heterolog kultivierten L292/CHO-Spike Zellen
verwendet. Diese zeigten keine Synzytienbildung. Die L292-ACE2/CHO-Spike die unter
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Anwesenheit von 100uM eines der jeweiligen Peptide Uber die postulierten Spaltstellen
oder der AA796 Mutante kultiviert wurden zeigten alle Zell-Zell-Fusion anhand von
Synzytienbildung.

B.: Graphische Darstellung der inhibitorischen Wirkung von 10uM des jeweiligen Peptids
auf den prozentualen Anteil der Zellkerne in Synzytien im Verhaltnis zur Gesamt

Zellkernzahl

Nach Auszéhlung der Kerne in Synzytien im Vergleich zu unbehandelten
Zellen, lasst sich bei keiner der Konzentration 1,10 oder 100uM fir eins
der verwendeten Peptide eine inhibitorische Wirkung auf die Zell-Zell-
Fusion feststellen (Abb 27-29).

5.9 Charakterisierung des S-Proteins im VSV~ AG System

Es sollte herausgefunden werden ob gespaltenes S-Protein in die VSV AG
Pseudotypen eingebaut wird. Des Weiteren sollte der Einfluss der
Spaltung des S-Proteins auf die Infektidsitdt im VSV AG System
untersucht  werden. Hierfir wurde das S-Protein in ein
replikationsdefizientes Vesikular—Stomatitis—Virus VSVAG-G eingebaut.
Im VSVAG-G —-Genom wurde das Gen fur das Oberflachenprotein G
deletiert, stattdessen kodiert das Genom fir ein GFP-Gen. SARS CoV S-
Protein exprimierende BHK-Zellen wurden mit diesem Virus infiziert und
das entstehende VSV AG S-Protein Virus geerntet und sedimentiert. Das
sedimentierte und in PBSge resuspendierte VSV AG S-Protein Virus
wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. G. Herrler

(Tiermedizinische Hochschule; Hannover) zur Verfigung gestellt.
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5.9.1 Identifikation des S-Proteins und seiner Spal  tprodukte
aus VSV AG S-Protein Viren

Das VSV AG S-Protein Virus wurde in der SDS-PAGE untersucht. Hierfur
wurden 30ul VSV AG Spike-Protein Virus Losung in der SDS-PAGE
(4.3.1) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran (3.4) Ubertragen. Das S-
Protein und seine Untereinheiten wurden mittels Immunofarbung (4.3.3)
unter Verwendung der Antikorper aS1/S2 und aF26G8 markiert. Flur das
polyspezifische aS1/S2 wurde ein Zweitantikdrper, der gegen Kaninchen
Immunglobulin gerichtet ist verwendet, wahrend fir das Mausmonoklonale
aF26G8 ein Zweitantikorper, der gegen Maus Immunglobulin gereichtet ist
eingesetzt wurde.

In diesem Experiment (Abb. 30) wurden Zelllysate von SARS CoV
infizierte Vero-Zellen als Positivkontrolle herangezogen. In den Vero
SARS Spur zeigt sich das typische Proteinbandenmuster fiur das S-
Protein. Die Antiseren aS1/S2 und aF26G8 erkennen das ungespaltene S-
Protein (S0) bei 190kDa und die Spaltproduktdoppelbanden S2/S4 bei
110kDa und S3/S5 bei 80kDa. In den VSV AG Spike Spuren wurden
durch keinen der verwendeten Antikorper Spaltprodukte erkannt. Das
bedeutet, dass in die VSV AG Viren nur ungespaltenes S-Protein
eingebaut wurde(Abb. 30).
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k::() _ Aé § § | RN\
160 — .- - «S0 190kDa
105 — . +S2 110 kDa/S4 109kDa
75 — +S3 81 kDa/S5 80 kDa
55 — -
aS1/S2| aF26G8

Abb. 30: Immunoblot des VSV  AG S-Proteins

Der Blot zeigt fir SARS CoV infzierten Zellkulturiiberstédnden (Vero SARS) das typische
Bandenmuster. Detektiert wurden SO bei 190kDa, die Doppelbande S2/S4 bei
110kDa/109kDa und die Doppelbande S3/S5 bei 81kDa/80kDa. Weder mit aS1/S2 noch
mit aF26G8 Antikorper sind S-Protein Spaltprodukte in den VSV AG Spike Pseudoviren
zu detektieren.

Die ndherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers Broad Range* (3.4)

5.9.2 Nachspaltung des VSV AG Spike mit potentiellen

Endoproteasen

An Hand des ungespaltenen S-Proteins auf den VSV AG Viren wurden
potentielle Proteasen getestet. Die Kandidaten waren Trypsin, Cathepsin
B und Cathepsin L. Im diesem Versuchsansatz wurden 50pul einer VSV AG
S-Protein Viruslosung mit den Enzymen Cathepsin L, Cathepsin B (jeweils
0,1mU) und Trypsin (10 U) fur 15min bei 37T inkubi ert. Danach wurden
die Proben mittels SDS-PAGE (4.3.1) aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran (3.4) Ubertragen. Das S-Protein und seine Spaltfragmente

wurden mittels Immunofarbung (4.3.3) unter Verwendung der Antiseren
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aS1/S2 und eines Zweitantikorpers, der gegen Kaninchen Immunglobulin
gerichtet ist, nachgewiesen.

VSV AG Spike A
| = | &
@ KR p X
FELE O
kDa F& &S &
250 — :
L - . v + S0 190kDa
160 — +S1130 kDa
105 — 0 £S2 110 kDa/S4 109kDa
75— | | | £5381kDa/S5 80 kDa
55 © " e B9 «S660kDa
aS1/S2

Abb. 31: Immunoblot des auf VSV  AG Viren nachgespaltenen S-Proteins

Der der Immunoblot zeigt die detektierten S-Proteinbanden der unbehandelten und der
mit Cathepsin B, Cathepsin L und Trypsin inkubierten VSV AG S-Protein Viren. Vero
SARS CoV dient als Positivkontrolle. Nur mit Trypsin lasst sich das identische
Bandenmuster der S-Proteinspaltung der SARS CoV infizierten Vero-Zelllysate
generieren. Fur Cathepsin B und L wurden keine Spaltfragmente detektiert.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers Broad Range” (3.4)

Das Ergebnis in Abb. 31 zeigt, dass weder Cathepsin B noch L in der
Lage sind das S-Protein auf den VSV AG Viren nach zu spalten. Nur
durch Inkubation mit Trypsin wurde eine Spaltung des S-Proteins erreicht.
Die erhalten Proteinbanden der Spaltprodukte waren identisch mit denen
in SARS CoV infizierten Zellkulturiberstdnden. Es wurden die
Proteinbanden fur S0-S6 detektiert (Abb. 31).

5.9.3 Infektionsstudien mit dem VSV  AG S-Protein Virus

VSV l6st einen zytopathischen Effekt (CPE) aus. Dies fuhrt bei

erfolgreicher Infektion zur Abrundung der Zellen und Loslésung aus dem
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Zellverband mit anschlieRender Zelllyse. Die Infektion kann durch die
GFP—-Expression der infizierten Zellen 24h nach der Infektion im
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M) beobachtet und dokumentiert
werden. Die Virusadsorption an Vero- und CHO-Zellen erfolgte in
Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen. Nach zweimaligem Waschen mit
PBSger, wWurden die Zellen mit Virussuspension in Kulturmedium mit 1%

FKS fir eine Stunde im Brutschrank auf dem Schwenktisch infiziert.

Abb. 32: GFP-Fluoreszenz der VSV AG Spike infizierten Vero- und CHO-Zellen

Die infizierten Vero- und CHO-Zellen waren aufgrund des CPE abgeldst und abgekugelt.
Bild A und D zeigen die uninfizierten Vero- und CHO-Zellen als Kontrolle. Die Bilder B
und E zeigen die mit unbehandelte VSV AG Spike Viren infizierten Zellen. In den Bilder C
und F wurden die Zellen mit Trypsin behandelten VSV AG Spike Viren infiziert. Das S-
Protein auf der Oberflache dieser Viren war gespalten. Die Spaltung des S-Proteins
fuhrte hier nicht zu einer Erhéhung der Infektitsitat der VSV AG Spike Viren

Nach der Infektion wurden die Vero- und CHO-Zellen wiederum zweimal
mit PBSger gewaschen und mit Kulturmedium mit 1% FCS weiter 24h im
Brutschrank kultiviert. Als Kontrolle wurden uninfizierte Vero- (Abb. 32 A)
und CHO-Zellen (Abb. 32 D) im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die mit
VSV AG S-Protein infizierten Zellen zeigten die typische grine GFP-
Fluoreszenz und der CPE war zu erkennen (Abb. 32). Die Zellen wurden
mit ungespaltenem (Abb. 32 B und E) und mit TCPK-Trypsin
nachgespaltenem VSV AG Spike Viren (Abb. 32 C und F) infiziert. Die
Nachspaltung des S-Proteins fiihrte nicht zu einer hdheren Zahl an

infizierten Zellen im Vergleich zum unbehandelten Virus. Das bedeutet im

97



ERGEBNISSE

VSV AG Spike System wurde kein Einfluss der Spaltung des S-Proteins
auf die Infektidsitat nachgewiesen.

5.9.4 Identifikation der Spaltung des S-Proteinsvi a

Serinproteasen des Respirationstrakts

Die human airways trysin-like protease (HAT) und TRMPSS2 sind zwei
Serinproteasen, welche im Respirationstrakt des Menschen vorkommen.
Sie sind fur die proteolytische Aktivierung des Oberflachenglykoprotein
Hamaglutinin (HA) von Influenzaviren verantwortlich. Diese Spaltung hat
bei den Influenzaviren einen Einfluss auf die Infektidsitdt und die
Ausbreitung (Bottcher E. et al, 2006).

Hier wurde untersucht, ob diese Serinproteasen auch das S-Protein des
SARS CoV spalten und welche Spaltfragmente entstehen. Die transiente
Expression des S-Proteins wurde in MDCKII-Zellen, welche die Protease
induzierbar enthielten, durchgefuhrt. Diese MDCKII-Zellen mit der
jeweiligen Protease wurden freundlicherweise von E. Bottcher aus der AG
Garten zur Verfugung gestellt. Das Gen fur die Protease steht in diesen
Zellen induzierbar unter der Kontrolle eines Doxycyclin-Promotors. Erst
nach Zugabe von Doxycyclin wurde die entsprechende Protease HAT
oder TMPRSS2 exprimiert.
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Abb. 33: Immunoblot der HAT und TRMPSS2 Nachspaltun g

Die Immunofarbung wurde mit dem Antikérper aF26G8 durchgefiuhrt. In der Vero SARS
und der HAT Probe wurden die Spaltprodukte S0=190kDa, S4=109kDa und S5=80kDa
erkannt. Fir TRMPSS2 wurde keine Spaltung detektiert. Die MDCK Spur zeigt den
Hintergrund der MDCKII-Zellen. In den transient S-Protein exprimierenden MDCKII-Zellen
wird noch eine Bande gré3er 190kDa detektiert. Diese kann durch andere Faltung des
Proteins oder andere Glykosylierung entstanden sein.

Die naherungsweise Bestimmung der molekularen Massen anhand des Laufverhaltens in
der SDS-PAGE erfolgte in kDa mittels des ,Rainbowmarkers” (3.4)

Fur TRMPSS2 ist keine Spaltung des S-Proteins erkennbar. Nur die HAT
Protease spaltet das S-Protein in die Proteinbanden der Grof3e der
Spaltprodukte in  SARS CoV infizierten Zellen. Mit dem
Mausmonoklonalen Antikorper aF26G8 wurden in den beiden Spuren
Vero SARS und HAT Protease die Proteinbanden fiur S0=190kDa,
S4=109kDa und S5=80kDa detektierbar (Abb. 33). Hier wurde gezeigt das
neben Cathepsin L auch noch HAT in der Lage war das SARS CoV S-

Protein zu spalten.
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6 DISKUSSION

6.1 Identifikation des Spike-Proteins und derausd  er

Primarsequenz deduzierten Spaltstellen

Bei Coronaviren wird die Spaltung des Spike-Protein und dessen Funktion
seit Jahren kontrovers diskutiert. Bei nahen Verwandten des SARS CoV,
Vertreter der Gruppe Il der Coronaviren, konnte eine Spaltung des Spike-
Proteins durch Endoproteasen gezeigt werden. Fir das Maus Hepatitis
Virus (MHV), Vogel Bronchitis Virus (IBV) und Truthahn Coronavirus
(TGEV) konnte die Spaltung an einem multibasischen Spaltmotiv der
Bauart R-X-X-R, das homolog zum dibasischen K-R Motiv an Position 796
des SARS CoV Spike-Proteins liegt, nachgewiesen werden siehe Abb. 34
(Sturman et al., 1985; Stauber et al., 1993; Evelyne et al., 1995; Bos et al.,
1997; Yamada et al., 1998).

dibasisches Peptid AS797

SARS CoV GFNFSQILPDPLKPT-----=-==e=mmemm- KRSFIEDLLFNKVTL
FIPV GGLYFDGLSSLLPPKIG-------------- KRSAVEDLLFNKVVTS
basisches Tetrapeptid

PRCoV GFWLEGLKYILPSDNSK------- RKYRSAIEDLLFSKVVTS
TGEV GSWLEGLKYILPSHNSK------- RKYRSAIEDLLFDKVVTS
IBV ---RFRR---

MHV-A59 ---RAHR---

monobasisch Peptid

HCoV 229E DYNLSSVIPSLPTSGSRVAG------------- RSAIEDILFSKIVTS

Abb. 34: Sequenzvergleich der Spike-Protein Spaltst ellen verschiedener
Coronaviren

Das Arginin an AS-Position 796 ist hoch konserviert bei den Coronaviren.
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Die Spaltung erfolgt bei diesen Viren vor der Bildung der Virionen und
deren Freisetzung aus der Wirtszelle. Aus der Spaltung resultieren ein
90kDa groRe S1 Domane und eine nicht kovalent gebundene
membranverankerte S2 Domane mit einer Masse ebenfalls von 90 kDa
(Jackwood et al., 2001). Es wurde postuliert, dass die S1 Untereinheit der
Coronaviren mit spaltbarem S-Protein, die Rezeptorbindedoméne und
Virus-neutraliserende Epitope enthalt. Die S2 Untereinheit ist bei diesen
Viren am Fusionsprozess wahrend der Virusinvasion in die Wirtszelle
malfdgeblich beteiligt ist (Rota et al., 2003). Inzwischen wurde fur das
SARS CoV die Rezeptorbindestelle auf der S1 Domane nachgewiesen (Li
et al., 2005; Wong et al., 2004; Prabakaran et al., 2004) und das
Fusionspeptid auf der S2 Untereinheit nahe des N-terminus identifiziert
(Sainz et al., 2005).

Die Spaltung des SARS CoV Spike-Protein wurde an infizierten Vero-
Zellen entdeckt (Wu et al., 2004). Daruber hinaus wurde gezeigt, das
SARS CoV Spike-Protein durch Furin in Fragente der Grol3en von 110
und 80kDa gespalten wird (Bergeron et al., 2004). Hier wird ein Arginin an
Aminosaure-Position 667 als Spaltmotiv benannt. Bei der Infektion von
Vero-Zellen mit rekombinanten Vaccinia Virus welches das SARS CoV
Spike-Protein tragt wurden ebenfalls Spaltprodukte detektiert. Diese sind
120 und 70kDa grof3, was zur Annahme des R-N-T-R Spaltmotivs an AS-
Position 761 fuhrte (Xiao et al., 2003).

Somit sind zwei Spaltstellen publiziert und zwei weitere werden aufgrund
der Daten dieser Arbeit postuliert (Abb. 35).

456 667 761 797
MFIFL....YKYEYLEHGKLBPFEBDIS....LB‘STSQK ..... AEQDRNTREVF..... KPTKRSFI...KLHYT
Spaltmotiv 1 N.G. Seidah S. Dimitrov Spaltmotiv 2
N-terminus S 190kDa C-terminus
S 81 kDa 463 S 109 kDa
S 110 kDa 667 S 80 kDa
S 120 kDa 761 S 70 kDa
S 130 kDa 79 S 60 kDa

Abb. 35: Schematische Darstellung der SARS CoV Spik  e-Protein Spaltstellen
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Es wurden polyklonale Antiseren gegen das SARS CoV Spike-Protein
hergestellt und immunochemisch getestet. Mit den polyklonalen
Antikérpern aS1, aS1/S2 und aHR2 wurden das Spike-Protein und seine
Untereinheiten erstmals nachgewiesen. Es wurden mehr als drei
Proteinbanden detektiert, dies war ein erstes Indiz fur die Spaltung des
Spike-Proteins an mehr als einer Spaltstelle. Die fur die unbehandelten
und total deglykosylierten Spaltprodukte identifizierten Proteinbanden
haben die GroRe der Fragmente nach Spaltung an Aminosaureposition
463 (Spaltmotivl), 667 (Bergeron et al., 2004) und 796 (Spaltmotiv2)
(Abb. 11 und 14). Die Spaltfragmente fiur die Spaltung an Aminosaure-
position 761 (Xiao et al., 2003) wurden weder unbehandelt und
deglykosyliert detektiert (Abb. 11 und 14). Auf Grund der in dieser Arbeit
erhalten Ergebnisse wurde die Spaltung an AS-Position 761 widerlegt.

Durch die Mausmonoklonalen Antikorper (Gubbins et al., 2005) konnte in
dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass das Spike-Protein in
infizierten Vero-Zellen und im solitaren Expressionssystem mindestens
zweimal gespalten wird. Der verwendete Antikorper bindet an einem
Epitop im C-terminalen Bereich des Spike-Proteins (Gubbins et.al, 2005)
und ist in der Lage drei Spike-Protein Banden im Immunoblot zu
detektieren. Neben dem ungespaltenen SO sind dies die zwei C-
terminalen Spike-Proteinuntereinheiten S4 u. S5 (Abb 19). Diese
Spaltprodukte entstehen nach Spaltung des Spike-Proteins an
Aminosaureposition 463 und 667 (Abb. 9). FUr das Respiratirische
Synzytial Virus (RSV) wurde gezeigt, dass das F-Protein an zwei
Spaltmotiven des Typs R-X-(K/R)-R durch Furin gespalten wird (Zimmer et
al., 2001). Erst nach der Spaltung liegt das Fusions-Protein (F) in seiner
aktiven Form bestehend aus F1 uns F2 vor. Ein 29kDa grol3es
Spaltprodukt, entsteht, welches den Bereich zwischen den beiden
Spaltstellen an Aminosaureposition R109 und R136 umfasst. Bei der
Infektion mit HIV-1 spielt das Glykoprotein gp120 eine wichtige Rolle bei
der Bindung des Virus an den CD4 Rezeptors. Diese Bindung erfolgt erst

nach Prozessierung des gpl120 in zwei Proteinspezies der GréRe 70 und
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60kDa. Fur diese Zweifachspaltung zur Aktivierung des gpl120 ist die
Trytase2 (TL2) verantwortlich (Kido et al., 1999). Die moglichen
Funktionen der Zwei- oder Mehrfachspaltung des SARS CoV Spike-
Proteins und die Herhausgespaltenen Peptidfragmente mussen noch

weiter untersucht werden.

6.2 Prosseszierung des Spike-Proteins durch zellula  re

Proteasen

Virale Glykoproteine kdnnen entweder in verschiedenen intralzelluléaren
Kompartimenten, an der Zelloberflache oder in dem Zell umgebenden
Medium aktiviert werden. Einige Glykoproteinevorlaufer werden wéahrend
ihres Transports auf dem sekretorischen Weg durch intrazellulare
Proteasen proteolytisch prozessiert. Das Lassavirus Glykoprotein GP-C
z.B. wird im ER durch die Subtilisin-Protease SKI-1/S1P C-terminal am
Spaltmotiv RRLL gespalten (Lenz et al., 2001). SKI-1/S1 ist auch fur die
Aktivierung des Glykoproteins des Lymphozytaren Choriomeningitis Virus
(LCMV) verantwortlich, wobei diese erst im spaten Golgi-Apparat erfolgt
(Beyer et al., 2003). Fur andere Glykoproteine, wie das Masernvirus (MV)
F-Protein, das gp160 des Humanen Immundefizienzvirus (HIV) oder das
Hamagglutinin (HA) aviarer Influenzaviren, konnte gezeigt werden, dass
die Spaltung durch das ubiquitdr exprimierte Furin oder ein anderes
Mitglied der Familie der Proteinkonvertasen vermittelt wird. Die Substrate
werden C-terminal eines multibasischen Motivs, zumeist der Form R-X-
K/R-R, im trans-Golgi oder dem trans-Golgi-Netzwerk gespalten
(Hallenberger et al., 1992; Klenk und Garten, 1994; Watanbe et al., 1995).
Dagegen werden z.B. das HA von Influenzaviren der Subtypen H1, H2
und H3 oder das Sendai Virus F-Protein C-terminal von einer einzelnen
basischen Aminosaure prozessiert. Hier erfolgt die Aktivierung erst nach

Erreichen der Zelloberflache durch Trypsin-ahnliche Proteasen (TLPS),
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wie z.B Tryptase Clara, Plasmin oder HAT (human airway trypsin-like
protease) (Bottcher et al., 2006; Kido et al., 1999; Klenk und Garten, 1994;
Tashiro et al, 1992; Yasuoka et al. 1997). Die zellulare
Aktivierungsprotease ist neben dem Rezeptor eine weitere wichtige
Determinante, die das Wirtsspektrum, den Gewebetropismus und die
Pathogenitat des Virus entscheidend beeinflussen kann (Klenk und
Garten, 1994; Maisner et al., 2000). Es ist bekannt, dass die
proteolytische Aktivierung von Fusions-vermittelnden viralen Proteinen
unabdingbare Voraussetzung fur die Virusinfektiositat ist.

Fiur das SARS CoV Spike-Protein wird Cathepsin L als
Aktivierungsprotease postuliert, da die Inhibition dieser ubiquitar
exprimierten Cysteinprotease zu einer Blockierung der SARS CoV
Infektion fiihrt (Simmons et al., 2005).

In einer in-vitro Fluoreszenzpeptidanalyse wurden die Spaltmotive und die
zugehdrigen Aktivierungsproteasen fur das aviare Influenzavirus Hong
Kong (HKV), das Ebolavirus (EBV) und das Respiratorische Synzytial
Virus (RSV) charakterisiert (Basak et al., 2001). Eine in-vitro Analyse der
drei potentiellen Spaltmotive des SARS CoV Spike-Proteins hinsichtlich
der fur die Prozessierung verantwortlichen Protease zeigt, dass nur die
Spaltmotive an Aminosaureposition 463 und 796 von Cathepsin L
gespalten wurden. Alle drei Spaltstellen Aminosaureposition 463, 667 und
796 werden durch Trypsin gespalten. Die Spaltung des Spike-Proteins des
SARS CoV durch Tryspin nach in-vitro Translation konnte schon frihrer
gezeigt werden (Diplomarbeit Kursawe, 2004).

In-vivo konnte die Cathepsin L Spaltung des Spike-Proteins bis zu diesem
Zeitpunkt nicht gezeigt werden. Die Nachspaltung von transient, solitar
exprimiertem sowie in VSV AG eingebautem Spike-Protein durch
Cathepsin L ist nicht gelungen. Dafir zeigte die Untersuchung der
proteolytischen SARS CoV Spike-Protein Spaltung in-vivo erstmals, dass
das Spike-Protein durch die Proteasen Trypsin und HAT gespalten wird.
Die Spaltfragmente waren identisch mit den aus SARS CoV infizierten

Vero-Zellen. Die entstandenen Spaltprodukte deuten darauf hin, dass
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Spaltung héchst wahrscheinlich an Aminosaureposition 463 und 667 nach
einem basischen Argininrest stattfand. Die Proteasen TRMPSS2,
Cathepsin B und L zeigen in-vivo keine Spaltung. Diese Daten machen
HAT zu einem Kandidaten fir die Aktivierungsprotease des SARS CoV
Spike-Proteins.

6.3 Einfluss der Prozessierung des Spike-Proteins a  uf die

Zell-Zell-Fusion

Bei umhiullten Viren mit Klasse I-Fusionsproteinen muss eine Konforma-
tionsdnderung des viralen Glykoproteins stattfinden, um den
Fusionsprozess von Virushuille mit zellularer Membran einzuleiten. Diese
Anderung kann durch die Bindung des Glykoproteins an dem zellularen
Rezeptor hervorgerufen werden. Dies gilt fir die pH-unabhangige Fusion
an der Plasmamembran, welche z.B bei Paramyxoviren stattfindet. Hier
wird das F-Protein entweder intrazellular durch Furin, oder auf der
Zelloberflache durch Trypsin-dhnliche Proteasen gespalten (Earp et al.,
2005). Eine weitere Strategie ist pH-abhangige Fusion. Diese ist fir
Orthomyxoviren, fir Ebolaviren und SARS CoV beschrieben. Sie verlangt
nach Rezeptorvermittelter Endozytose des Viruspartikels eine pH-
abhangige Konformationsanderung der Glykoproteine. Erst dadurch
werden die viralen Glykoproteine vollstdndig fusionskompetent und
konnen die Fusion der Virusmembran mit der Endosomenmembran auch
noch nach Viruseintritt vermitteln (Chandran et al., 2005; Simmons et al.,
2005). Ein ahnlicher Mechanismus wird moglicherweise von einem
humanen Influenzavirus (H1N1), dessen HA-Spaltung von einer Trypsin
ahnlichen Protease abhangig ist genutzt, da es einige Zelltypen auch in
Abwesenheit von exogenen Proteasen produktiv infizieren kann (Boycott
et al.; 1994). Bei den Coronaviren ist bekannt, dass verschiedene

Mitglieder einer Virusfamilie unterschiedliche Wege fur die Spaltung des
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viralen Fusionsproteins und den Viruseintritt in die Zelle nutzen kdnnen.
Das Maus Hepatitis-Virus (MHV-2) und das SARS CoV bendtigen fur die
Aufnahmen Uber Endozytose und anschlieRende Proteolyse Cathepsine
(Qui et al., 2006, Simmons et al., 2005), wahrend fur die Infektion das
aviare infektiose Bronichtis Virus lediglich einen saurer pH erforderlich ist
(Chu et al., 2006). Nach neueren Untersuchungen kommt es beim
Viruseintritt von SARS CoV in die Wirtszelle zum Clathrin vermittelter
Endozytose (Inoue et al., 2007). Dagegen kdénnen der MHV-A59 Stamm
oder das humane CoV NL63 die Zelle durch pH-unabhangige Fusion an
der Plasmamembran infizieren (Huang et al., 2006; Qui et al,
2006)Daruber hinaus wurde fur das MHV A59 gezeigt das die Inhibition
der Spike-Protein Spaltung durch einen Furin-Peptidinhibitor die Zell-Zell-
Fusion inhibiert, aber keinen Einfluss aus die Virus-Zell-Fusion hat. Dies
iIst eine Anzeichen dafur, dass die Prozesse zwei unterschiedliche
Anforderungen an das Spike-Protein stellen (de Haan et al., 2004). Beim
SARS CoV verhélt es sich anders. Hier erhdht die Furinspaltung des
Spike-Proteins die Zell-Zell-Fusion, aber hat keine Einfluss auf die Virus-
Zell-Fusion (Follis et al.,, 2006). Dies verdeutlicht die Komplexitat des
Viruseintritts in die Zielzelle bei Coronaviren.

Ein weiteres wichtiges Kriterium flr Fusion ist die Rezeptorverteilung auf
der Zeilzelle. Fir SARS CoV wurde ,angiotensin converting enzym 2°
(ACE2) als Rezeptor identifiziert (Li et al., 2005). ACE2 ist ein
Carboxypetidase, die fur die Umwandlung von Angiotensin verantwortlich
ist. Hauptsachlich wird diese Exopeptidase in den Endothelzellen der
Gefalle des Herzens und der Niere gebildet. Sie kommt aber auch in der
Lunge, dem Magen und der Leber vor (Prabakaran et al., 2004).

Der heterologe Zell-Zell-Fusionstest zeigt das sowohl ACE2 wie auch
SARS CoV Spike-Protein fur die Fusion benétigt werden. Die Fusion findet
in diesem System pH-unabhéngig statt. Dies deutet daraufhin, das die
Fusion des SARS CoV ahnlich ablaufen konnte, wie die des Aviaren-
Leukose-Virus (ALV). Das ALV vereint die beiden Mechanismen der pH-

abhangigen und pH-unabhéngigen Fusion. Die Virusbindung an den
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Rezeptor induziert eine pH-unabhanige Konformationsanderung im
Fusionsprotein, die das Protein sensitiv fur die nachfolgende pH-abhangig
Fusion im endosomalen Kompartiment macht (Barnard et al., 2004). Eine
andere Moglichkeit fur die erhaltene pH-unabhangige Fusion ist, dass das
SARS CoV neben dem ACE2 noch einen anderen Rezeptor oder einen
Co-Rezeptoer fur die Fusion nutzt. Fir das HIV-1 sind neben dem CD4-
Protein auf T-Lymphozyten auch noch andere Proteine als Co-Rezeptor
identifiziert worden. Hierzu zahlen der Chemokin-Rezeptor CCR5 an
monozytaren Zellen und CXCR4 Rezeptoren an T-Zellen (Dragic et al.,
1996; Zou et al., 1998).

6.4 Inhibition der Fusion

Um die Inhibition der Infektion des SARS CoV zu untersuchen, wurden
Peptide benutzt die gegen, die ,heptad repeats* HR1 und HR2 Region und
den Loop zwischen den zwei HR Bereichen gerichtet waren (Yuan et al.,
2004; Sainz Jr. et al, 2006). Die in vitro Untersuchung der Spaltstelle des
Lassa Virus Glykoproteins hat ergeben, dass die Spaltung durch Oligo-
peptide die gegen das Spaltmotiv gerichtet sind irreversible inhibiert wird
(Pasquato et al., 2006). Fur das Haus Hepatitis Virus ist gezeigt, das die
Inhibition der Furinspaltung des Glykoproteins durch Peptide die Zell-Zell-
Fusion inhibiert (de Hann et al., 2004) Die Spaltung der SARS CoV Spike-
Proteins mittels Furin zeigt eine Verstarkung der Zell-Zell-Fusion (Follis et
al., 2006) Die in dieser Arbeit durchgefuhrte in vivo Untersuchung der
inhibitorischen Wirkung von Oligopeptiden (Abb. 23), die gegen die SARS
CoV Spike-Protein Spaltmotive (Abb. 35) gerichtet waren hat keinen Effekt
auf die Zell-Zell-Fusion ergeben. Das lasst darauf schliel3en, dass die

Spaltung keinen Einfluss auf die Zell-Zell-Fusion hat.
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6.5 Einfluss der Prozessierung des Spike-Proteins a  uf die

Infektion

Aufgrund der hohen Infektionsrate und Mortalitat bestimmter human
pathogener Viren, wie z.B. dem SARS CoV und Ebola Virus, wurde diese
in die Biologische Sicherheitsstufe 3 bzw. 4 (BSL3 bzw. BLS4) eingestuft.
Um Funktionsstudien an Glykoproteinen dieser Viren unter geringeren
Sicherheitsbedingungen  durchfihren zu  kbnnen, wurde ein
replikationsdefizientes rekombinates Vesikulédre Stomatitis Virus (VSV) AG
hergestellt. Dieses Glykoprotein defiziente Virus ist in der Lage nach
Infektion von Zellen, Glykoproteine von anderen Viren als fremde
Glykoproteine in die Virushille der Nachkommenviren zu inkorperieren.
Das VSV AG System wurde fur die Untersuchungen des Ebola Virus
Reston Glykoproteins genutzt (Takada et al., 1997) und konnte in der
Folge auch fir das Influenzavirus C Glykoprotein erfolgreich verwendet
werden (Hanika et al., 2005). Fur das SARS CoV wurde mit dem VSV AG
die Infektion an der apikalen Seite von polar wachsenden ,colon
carcinoma Zellen* (Caco2), ,lung carcinoma zellen (Calu-3) und Vero-
Zellen gezeigt (Ren et. al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass die VSV AG Spike-Protein Viren nur ungespaltenes Spike-
Protein von SARS CoV auf der Oberflache tragen, wenn dies in den VSV
AG infizierten Zellen exprimiert wird. Dieses ungespaltene Spike-Protein
lasst sich durch Cathepsin L oder B nicht spalten. Nur nach Zugabe von
exogenem Trypsin erfolgt eine Spaltung des Spike-Proteins des SARS
CoV im VSV AG, die identisch ist mit der des Spike Proteins in SARS CoV
infizierten Vero-Zellen. Diese Nachspaltung des Spike-Proteins hat keine
Erh6éhung der Infektionsrate zur Folge. Der gleiche Effekt wurde fur die
Furinspaltung des Spike-Proteins des SARS CoV und des Maus Hepatitis
Virus beschrieben. Auch diese Spaltung hat keinen Einfluss auf die
Aufnahme des Virus in die Zelle (Follis et al., 2006; de Haan et al., 2004).
Dies konnte durch notwendige Mehrfachspaltung des Spike-Proteins

erklart werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

FuUr einige S-Proteine von Coronaviren ist eine proteolytische Spaltung in
zwei Untereinheiten, S1 und S2, an einem multibasischen Spaltmotiv von
der zellularen Endoprotease Furin nachgewiesen. Ob diese Spaltung
essentiell fur die Funktion des S-Proteins ist, wird kontrovers diskutiert.
Neueren Daten zufolge, ist die Spaltung des S-Proteins fur die Zell-Zell
Fusion essentiell. Fur die Fusion der Virushille mit der Membran der
Zielzelle ist die Bedeutung der Spaltung nicht gezeigt.

Die Ziele dieser Arbeit waren (i) die Chrakterisierung des S-Proteins, (ii)
die Untersuchung der proteolytischen Spaltung, (iii) die Herstellung von S-
Protein spezifischen Antikdrpern zu Untersuchung des Spaltstellen und
(iv) die Identifizierung der verantwortlichen zellularen Proteasen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit ist es gelungen Antikérper gegen das
SARS-CoV S-Protein und seine Untereinheiten herzustellen und immuno-
chemisch zu charakterisieren. Darlber hinaus konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass das S-Protein mindestens an drei unterschiedlichen
Erkennungssequenzen fur zellulare Proteasen gespalten wird. Diese
Spaltmotive liegen auf dem S-Protein an Aminosaureposition 451-463,
667 und 797. Ein Viertes in der Literatur diskutiertes Spaltmotiv an
Aminosaureposition 761 konnte anhand der erhaltenen Daten
ausgeschlossen  werden.  Fluoreszierende  Peptide aus den
Sequenzbereichen der postulierten Spaltstellen konnten mit den
Proteasen Cathespin L und Trypsin gespalten werden.

Ein solitdres Expressionssytem fir das S-Protein konnte hergestellt
werden und mit diesem wurde ein Zell-Zell-Fusionsassay etabliert. In
diesem System konnte kein Einfluss der Spaltungen auf die Zell-Zell-
Fusion festgestellt werden.

Das S-Protein konnte in das VSV AG System eingebaut, identifiziert und
durch Trypsin nachgespalten werden. Die Nachspaltung hat hier keine

Erh6hung der Infektionsrate zur Folge.
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das SARS CoV S-
Protein durch die Serinprotease HAT (human trypsin-like protease)
gespalten wird. Die Spaltung resultiert in Spaltfragmenten gleicher GroRRe

wie bei Trypsinspaltung des S-Protein.
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9 ANHANG

9.1 Zusammenfassung der getesteten Antiseren

Antikdrper | Ursprung Spezifitéat | Immunfluor- | Immunfluor- | Immunoblot
eszenz eszenz Farbung
Oberflach- | Intrazellulare
enfarbung | Férbung

a SARS inaktiviertes Virus | S, N, M +++ +++ +++

CoV

a S1P bakteriell S1 ++ ++ ++

a S2P bakteriell S2 + ++

a S6 Peptide S + -

a S8L Peptide S - -

a S10 Peptide S - -

a S1/S2 bakteriell S + Sk +4++

a Sl bakteriell S1 +++ +++ +++

a HR1 Peptide S2 - - +

a HR2 Peptide S2 - - +++

a F26G6 | inaktiviertes Virus | S +++ +++ +++

a F26G8 | inaktiviertes Virus | S +++ +++ +++

a F26G18 | inaktiviertes Virus | S ++ ++ ++

a F26G19 | inaktiviertes Virus | S - - -

Abb. 34: Zusammenfassung der Ergebnisse fir die get

esteten Antiseren

Dargestellt sind die Ergebnisse der Oberflachen-, Intrazellularen-lImmunfloureszenz und

der Immunobl

ot Farbung.

Die positiv getesteten Antiseren sind grau hinterlegt.

Die plus und minus Zeichen stehen fiir die Detektion:

+++ = sehr gute

+ = schwache

- = keine

++ = gut

+/- = sehr schwach;
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9.2 Ubersicht welcher Antikorper welches S-Protein

Spaltfragment detektiert

SO
aS1/82, aS1, aHR2, aF26G6

S3 S4
aS1/S2, asS1 aS1/S2, aHR2, aF26G8
S2 S5
aS1/S2, asS1 aS1/S2, aHR2, aF26G8
S6
aS1/S2, aS1 aS1/S2, aHR2
S3 S7 S5
aS1/S2
S2 S8 S6
S3 S9 S6
aS1/S2

Abb. 35: Graphische Darstellung der in dieser Arbei t entdeckten der S-

Proteinspaltprodukte und der Antikdrper die Sie det ektieren
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Abklrzungsverzeichnis

a

Abb.
ACE2
AK
APS
AS
ATP
bp
BSA
°C

C
C-terminus
Da
DMEM
DNA
dNTP
ddNTP
def
dH,O
DMSO
DNA
dsDNA
E.coli
EDTA
ER
EtBr
EtOH
FKS
FITC

g

g
G

GTP
h
HAT
HIV

anti

Abbildung

Angiotensin Converting Enzyme 2
Antikorper

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

Cytosin

Carboxyterminus

Dalton

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynucleosidtriphosphat
Didesoxynucleosidtriphosphat
defizient

deionisiertes Wasser

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
endoplasmatisches Retikulum
Ethidiumbromid

Ethanol

fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Gramm

Gravitationskoeffizient

Guanin

Guanosintriphosphat

Stunde

“human airways trypsin-like protease*
“Human Immundefeciency Virus”
Immunoblot

Immunfluoeszenz

Kalium

Kilodalton

Liter

Milli-

Molar

Multiplicity of Infection

Mikro-
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MG
min
m-RNA
Na
NaAc
NC
N-terminal
oD
ORF
PAGE
PBS

PCR

pH
PNGase F
RIPA
RNA
RT
RT-PCR
S-Protein
sec
SARS
SDS
SP
ssDNA
T

Tab.
TBE
TEMED
™

Tris
TSS
TTP
U.N.
UNK
us
UpM

U

uv

\

viv
VSV
w/v
WHO
Wt

Molekulargewicht

Minuten

Botenribonukleinsaure

Natrium

Natriumacetat

Nitrozellulose

Aminoterminus

optische Dichte

offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate
buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
potentia hydrogenii
Peptid-N4-(N-acetyl-3-Glukosaminyl)Asparagin Aminase F
Radio Immunoprecipitation assay
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Spike-Protein

Sekunden

Schwere akute Atemnotssydrom
Natriumdodecylsulfat

Signalpeptid

einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure
Thymidin

Tabelle

Tris-Borsaure-EDTA Puffer
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Transmembrandomane
Trishydroxymethylaminomethan
Transformation and Storage Solution
Thymidintriphosphat

Uber Nacht

Ubernachtkultur

Uberstand

Umdrehungen pro Minute
internationale Einheit

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen

Vesikulares Stomatitis Virus
Gewicht/Volumen
Weltgesundheitsorganisation
Wildtyp
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Abklrzungen der Aminosauren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
His
Gly
lle

® I m m OO >

Lys
Leu
Met
Asp
Pro
GlIn
Arg
Ser
Thr
Val
Try

< s< 4»vw IO Tz X

Tyr

Die Abkirzungen fir Sl-Einheiten,

entsprechen den international verbindlichen Normen.

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Histidin
Glycin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin

Aminosauren

und Nukleotide
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