Aus dem Institut fur Virologie des Fachbereichs Medizin
der PhilippsUniversitat Marburg
Direktor: Prof. Dr. Stephan Becker

Die Nipahvirus Glykoproteine

Ihre Verteilung in infizierten und transfiziertepolarisierten

Epithelzellen und die Identifizierung basolateraler Transportsignale

InauguraiDissertation
Zur Erlangung des Doktorgrades der Biologie

(Dr. rer. nat.)

dem Fachbereich Biologie
der PhilippsUniversitat Marburg

vorgelegt von

CarolinWeise

aus Rathenow

Marburg an der Lahn

November2011



VVom Fachbereich Biologie

Der PhilippdJniversitat Marburg als Dissertation &é.12.201langenommen.

Erstgutachter: Prof. DkVolfgang Buckel
Zweitgutachter: Prof. DAndrea Maisner

Tag der mundlichen Prufung ait3.01.2012



I.Inhaltsverzeichnis

2.

Zusammenfassung
Einleitung
Das NipahvirugNiV)
1.1. Taxonomie
1.2. Epidemiologie
1.3. Klinik, Pathogenese und Diagnose
1.4. Prophylaxe und Therapie
1.5. Virusaufbau
1.5.1. Genomauflau und Replikation
1.5.2. Die viralen Glykoproteine
1.5.2.1. Das Fusionsprotein (F)
1.5.2.2. Das Glykoprotein (G)
Polarisierte Epithelzellen
2.1. Gerichteter Proteintransport in polarisierten Epithelzellen
2.2. Transportsignale von Proteinen in polarisierten Epithelzellen
2.2.1. Signale fur den apikalen Proteintransport
2.2.2. Signale fur den basolateralen Proteintransport
2.2.3. Zellulare Adaptorprotein(ARjomplexe
2.3. Virusinfektion von polarisierten Epithelzellen
Fragestellung und Zielsetzung
Material
Methoden
Molekularbiologische Methoden
1.1. PolymeraseKettenreaktion
1.2 Gezielte Mutagenese (Austausch einzelner Aminosauren)
1.3. Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel
1.4. Restriktionsverdau
1.5. Vektorverdau und Dephosphorylierung
1.6. Ligation
1.7. Hitzeschockransformation
1.8. DNAPré&paration
1.9. Quantiizierung von Nukleinséaure

Zellbiologische Methoden

0o o A W W W R

10
10
13
13
15
16
17
19
19
19
20
22
24
26
36
36
36
37
37
39
39
40
40
41
42
42



I.Inhaltsverzeichnis

2.1. Zellkultur 42
2.2. Kultivieren von MDCEellen auf permeablen Filtermembranen 43
2.3. Transfektion durch Lipofektion 44
2.3.1. Transfektion von nicht polaren ZellenKulturschalen oder auf Deckgléaschen
durch Lipofektion 45

2.3.2. Transfektion von polarisierten MD&¢llen durch Lipofektion 45
2.4. Herstellung stabiexpimierender MDCRellen 46
2.4.1. Stabile Proteinexpression in MDZKllen durch Lipofektion 46
2.4.2. Stabile Proteinexpression in MDZKllen durch Transduktion mit retroviralen
Pseudotypen 48

2.4.2.1. Transfektion von 293Zellen 49
2.4.2.2. Transduktion von MDCRellen 51
2.5. Nipahvirusinfektion 51
2.5.1. Infektion von Vereoder MDCKzZellen auf Deckglaschen 51
2.5.2. Infekion von polarisierten MDGZellen auf TranswekHiltern 52

2.5.3. Bestimmung der Virustitam Kulturiiberstand mittels Endpunkttitration

(TClly-Methode) 52

3. Biochemische und immunologische Nachweismethoden 53
3.1. GFPFluoreszenz Nachweis 53
3.2. Intdirekte immunfluoreszenzanalyse (IF) 53

3.2.1. IF zur Untersuchung der Lokalisation der-Ridteine in infizierten

polarisierten MDCK Zellen 54
3.2.2. IFFarbung zum Nachweis der Glykoprot&ixpression in stabil

transfizierten nichipolaren Zellen 55
3.2.3. IFFarbung von polasierten MDCKZellen zur Untersuchung der Lokalisation

der NiV Glykoproteine mittels konfokaler Mikroskopie 56
3.2.4. IFFarbungzur Untersuchung endogener Adaptorprotein(ARYmplexe in

Vero-und MDCKzZellen 56
3.2.5. IFFarbung zur Untersuchuritansient exprimierter ARKomplexe

mit einem cterminalen Flagag in Vereund MDCKZellen 57
3.3. Etablierung eines FussicAssayzum Nachweis des Einflusses der

basolateralen Expression der NiV Glykoproteine in polaren MZ20&n 58

3.3.1. FusionsAssayin nicht-polaren MDCKellen 58



I.Inhaltsverzeichnis

3.3.2. FusionsAssaysn polarisierten MDCEellen 59
V. Ergebnisse 61
1. Infektion von polarisierten MDCHKellen 61
1.1. Untersuchung NiNhfizierter MDCKzZellen durch indirekte
Immunfluoreszenzanalyse 61
1.2. Verteilung der NiNGlykoproteine in infizierten MDCRellen 65
2. Polaritat der NiVVGlykoproteine in transient und stabil transfizierten MDCZellen 66
2.1. Transiente Expression der N8lykproteine in polarisierten MDCZellen 67
2.2. Erzeugung stabil exprimierender MDZ&len durch Lipofektion 69
2.3. Herstellung stabil exprimierender MD€llen durch retrovirale Pseudotypef@0
2.4. Verteilung von NiV F und G in stabil exprimierenden MBRélken 72
2.5. Einfluss der Mutation in potentiellen Sortierungssignalen auf die basolaterale
Verteilung der NiVGlykoproteine in polarisierten MD&Zellen 74
2.5.1. Verteilung der mutierten NiNGlykoproteine auf der Oberflache polarisierter
MDCHKzZellen 75
2.5.2. Fusionsaktivitat der wildtypischen und mutierten NbWkoproteine in
polarisierten und unpolarisierten MD&Z€llen 78
3. Rolle der Adaptorprotein(ARKomplexe beim basolateralen Transport der
NiV-Glykoproteine in MDCKellen 82
3.1. Untersuchung endogenen Adaptorprotein(ARmplexe in MDGKellen durch
Immunfluoreszenzanalyse 83
3.2. Interaktion transient exprimierter fUntereinheiten der AlKomplexe mit
wildtypischen NiVGlykoproteinen durch Koimmunfluoreszenz analyse 84
3.3.  Untersuchung der Interaktion stabil exprimierteiyntereinheiten der
ARKomplexe mit den wildtypischen N{#ykoproteinen durch
Koimmunfluoreszenzanae 87
3.4. Untersuchung der Interaktion von endogenenkémplexe und den
wildtypischen NivGlykoproteinen in Ver&ellen mittelsKoimmun
fluoreszenzanalyse 89
VI. Diskussion 93
VII. Literaturverzeichnis 109
VIIl. Anhang 121



|. Zusammenfassung

.  Summary

The highly pathogenic Nipah va{NiV) is aeriallfransmitted and replicates initially in
polarized epithelial cells of the respiratory tract. Subsequently NiV spreads
systemically, with extensive endothelial involvement leading to vasculitis, which is
mostly responsible for the clinical diseas® pigs and in about half of human
infections symptomatic respiratory illnesis alsoobserved®?” 8" 1% 1%t is assumed
that the patients with symptomatic respiratory tract infectiomgere responsible for
humanto-human transmissiof” Thus, NiV infection of the airway mucosa is relevant
not onlyfor primary NiV infection, serving as a portal of virus entry, dsb for virus
shedding and transmission to other hosts. Begiglgpiratory epithelia, epithelial cells

in the kidney andladderhave been shown to be infectad vivoand are suggested to
beimportant sites of release of progeny virions into the uriffe®: % 109 162)

The aim of this studwas to elucidate the molecular mechanisms of NiV spredildin
epithelial cells, focustp on the roles of the two surfacglycoproteins G and F.
Preliminary analysishowed the both glycoproteins are expressed at the basolateral
surface of polarized MDCK célf It is known that basolateral expression of viral
gylcoproteinsn polarized cells can mediate ctllcell fusion and therefore disruption

of the epithelial barrierin viva In this study it could be shown that Nivection of
polarizedMDCK cells leads to the formation of viral foci. Timeling that both NiV
glycqoroteinsare not only apically expressdalit also at lateral membranes in infected
cells adjacento noninfected cellssuggestghat the infectionspreads by celio-cell
fusion. Supporting tls idea basolateral targeting signalsere identified in the
cytoplasmic domains of both NiMycoproteins. Tyrosine 525 in the F protein is part of
an endocytosis sigrfat” and is also responsible ftwasolateral sorting. Surprisinglg,
dityrosine motif atposition 28/29 in the G protein was identifléo mediatepolarized
targeting. A dileucine motif predicted to function as sorting signal is not involved.
Mutation of the targeting signal in one of the NiV glycoproteins prevented the fusion
of polarized cells, suggesting thaasolateral or bipolar Bnd G expression facilitates

the spread of NiV within epithelial cell monolayetisereby contributing to efficient
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virus spread in mucosal surfaces in early and late phases of infe€boglucidate the
molecular mechanisms of the basolateral transporblocalization and Yeast
Two-Hybrid studies with adaptor protein (AP) complexes were performed. The results
indicate that APLBseems to banvolved in basolateral sorting of NiV F and4Amay

play a role for polarized targeting of NiV G.
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II. Einleitung

1. Das NipahvirugNiV)

1.1. Taxonomie

Zusammen mit dem Hendravirus HeV bildet das hochpathogene NiV das Genus der
Henipaviren innerhalb der Familie dBaramywviridae (Tab. 111.).%%® Paramyxoviren
besitzen ein einzelstrangiges, nicht segmentiertes f&¢Aom in negativer
Orientierung und sind umhdllt. Aufgrund dieser Bgnschaften werden die
Paramyxoviridagzusammen mit den FidpRhabde und Bornaviren zur Ordnung der

Mononegaviralegusammengefasét??)

Unterfamilie Genus charakteristische Vertreter
Paramyxovirinae Respirovirus Humane Parainfluenzaviren (HPIV)
Typ lund 3
Sendai Virus (SeV)
Rubulavirus Mumpsvirus (MuV)

Simian Virus 5 (SV5)
Humane Parainfluenzaviren (HPIV)

Typ2und 3
Avulavirus NewcastleDisease Virus (NDV)
Morbillivirus Masernvirus (MV)

Hundestaupevirus (CDV)
Rinderpestvirus (RPV)

Henipavirus Nipahvirus (NiV)
Hendravirus (HeV)
Pneumovirinae Pneumovirus Humanes Respiratorisches

Synzytialvirus (HRSV)

BovinesRespiratorisches

Synzytialvirus (BRSV)
Metapneumovirus humanes Metapneumovirus (HMPV

Tab. 11.1: Charakteristische Vertreter der Paramyxoviridae.
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1.2. Epidemiologie

Zwischen Herbst 1998 und Fruhjahr 1999 kam es in Malaysia und Singapur zu
Ausbruchschwere, fiebriger Enzephalitien beim Menschen. Anfanglich wurde das
Japanische BEmphalitis Virus (JEV) fur die Ausbriiche verantwortlich gemdeine
Ausbreitung der Erkrankundconnte jedoch weder durch Eindammung der als
Ubertrager bekannten Moskitospoch durch Vakzinierung gegen JEV verhindert
werden. Die Beobachtung, dass sich hauptsachlich Schrighter und Mitarbeiter
von Schlachtbetrieben infiziert&? und dass es scheinbar direkte Zusammenhange
zwischen Schweinetransporten und dem Auftreten der Erkrankuyapn®® sprach
ebenfalls gegen diese Theoriem Marz 1999 konnte schliel3lich der ursachliche
Erreger, das Nipahvirus identifiziert werden. Benannt wurde dasldhin unbekannte
Paramyxovirus nach dem DorKampung Sungai Nipahaus dem das erste
Patientenisolat stammte. Ultrastrukturell, antigenisch und molekular swiiV
Ahnlichkeit zu dem 1994 in Australien identifizierten HendravitdsV) auf.?®: 1%
Wahrend des ersten NiXusbruches in Malaysia wurden 2&skrankte Personen
gemeldet, wovon 105 an den Folgen der Infektion verstarb@viortalitatsrate
~40%).% %3 Hier wurde das NiV primar von Schweinen auf den Menschen
Ubertragen, wobei die Aufnahme des Virus vermutlich durch Kontakt mit tierischen
Ausscheidungen tiber Aerosole stattfaftt 1*® Untersuchungen deuten darauf hin,
dass das NiVbereits seit 1996 fur Infektioen von Schweinen in Malaysia

verantwortlich war und tiber Viehtransporte nach Singageliangt isf**”

Das natirliche Reservoir des NiV stellen Flughunde der GatRtegopus dar
(Abb.Il.1.) die jedoch bei einer Infektion keine Krankheitssymptome ausbilden,
sondern das Virus lediglich tbertragefi® Das Virus konnte aus Flughund
populationen in Kambodscha, Indien, Thailand und mittlerweile auch Afrika isoliert und
die virale RNA bzw. Aktirper gegen Henipaviren nachgewiesen wer@éarbreitung
siehe Abb. II.2.(f7' 43,125, 153)
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Abb. I.1.: Der naturliche Wirt. Der
Flughund der Gattung Pteropus stellt d¢
natlrliche Reservoir des NiV dar. Quell
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:
Pteropus_giganteus_fg01.JPG
(FritzGellerGrimm)

Die Ubertragungdes NiV beim ersten Ausbruch 1998/99 in Malaysia ist vermutlich
Folge menschlicher Eingriffe in den naturlichen Lebensraum der Flughwodeych

die Schweinezucht in unmittelbare Naker Nistplatze gelangtund es zur Infektion
von Schwein@ kommen konnte Vermutlich infizieren sich die Schweine Uber den
Kontakt mit den Ausscheidungen der Flughunde bzw. {ber angefressene,
kontaminierte Frichtelnnerhalb der Schweinepopulatidoreitete sich das NiV sehr
schell aus, da die beengte Haltung optimale Bedingungen fur die Verbreitungniot
NiVtinfizierte Schweine hoch kontagios sifftd Um eine weitere Ausbreitung der
Krankheit zu verhindern, wurde in den betroffenen Gebieten eine Notschlaghton
tiber einer Million Schweinen durchgefutif! Neben dem Menschen, Schweinen und
Flughunden kénnen auch Hunde, Katzen, Pferde, Meerschweinchen, Hamster und
Frettchen durch das Virus infizieserden ?®: 5 98 161, 167)

Seit 2001 kam es in Nordindiéh %% 8und Bangladesh®® ¢ 8 8&mmer wieder zu
Ausbrichen NiV-induzierter Erkrankungenmit tddlichen Emephalitiden beim
Menschen In diesen Fallen stieg die Mortalitatsrate im Vergleich zum initialen
Ausbruch auf 67 bis 94 Hierbei wurde das Virus direkibn Flughunderauf den
Menschen ubertragen. AuRerdem wumle Menschzu-Mensch Ubertragungn
beobachtet®’ 66 87 88)

DadasNiVim Menschen zu einer hohen Mortalitat fihrt und es bislang keine Therapie
oder V&zne gibt, wurdedas NiV als hochpathogenes Virus der 8itteitsstufe 4
(BSE4) eingestuft.


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pteropus_giganteus_fg01.JPG
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pteropus_giganteus_fg01.JPG

ll. Einleitung

wnuettog, "

T

i~ PO

Ll
o'

X
ooy B o
Cauununy -

anw e,

LA
.
.
.
.

Abb. 112.: Die geographische Verbreitung des natirlichen Wirtes sowie die Verteilung der
Henipaviren : HenipavirusRisikogebiete, Il : Gebiete mit Henipaviru8usbriichen,
@ : Orte Henipavirusnduzierter Erkrankungen, : Fundorte Henipavirupositiver Flughunde,
. Verbreitungsgebiet der Gattung Pteropus, === : Verbreitungsgbkiet der verwandte Art
Eidolon, Quelle: http://www.who.int/csr/disease/nipah/en/index.html

1.3. Klinik, Pathogenese&nd Diagnose

Nach einer Inkubationszeit von vier bigl Tagentreten zunachst unspezifische,
grippeahnliche Symptome wie Fiebdfdalschmezen Muskelschmerzen (Migie),
Erbrechen undKopkschmerzenbis hin zu Bewusstseist®rungen auf. Klinische
Anzeichen der folgenden Eephalitis reichen von segmentalévlyoklone, Hyper
tension Tachykardie, Areflexie und Hypotonie und fiihren zumeist Koma'*®®

Die Mortaltatsrate bei NiV Infitionen liegt zwischen 40 und 98 wobei es bei 156

der nicht lethalen Krankheitsverlaufe zu bleibenden neurologischen Schaden kommit.
Es konnten aullerdem sogenannte Ruckfaltder relapseEnzephalitiden, sowie
late-onsetEnzephalitlien nach asymptomatischem Infektionsverlauf beobachtet
werden®*" %9 Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass das Virus im zentralen
Nervensystem (ZNS) persistiert. Der Zeitraum zwischen Erkrankung und Wieder
ausbruch betragt im Schnitt,8 Monate**”) Die Matalitatsrate lag bei den spater
auftretenden Enzephalitiden mit 1®deutlich unter dervon akuten Enzepélitiden.®®

Neueste Untersuchungen im Hamstermodell haben gezeigt, dass der Verlauf und die
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Schwere der Erkrankung erheblich von der Dosis der Infekidtvéngen Werden die
Hamster mit einer geringen Dosis infiziekilden sie hauptsachlich neurologische
Erkrankungen verbunden mit einer systemischen Infektion &msGegensatz dazu
fuhrte die Infektion mit einer hohen Dosis zu einer k#@r respiratorischen
Erkrankungnmit einer schwachesystemische Ausbreiturdy”

Histopathologische und immunhistochesohe Untersuchungemleuten darauf hin,
dass das NiV zunachst Respirationstraktepliziert Der initialen Replikation folgend
bildet sich eine systemische Infektion des Endothels kleiner und mittlerer Geféal3e aus,
die im ZNS am starksten ausgepragtAsier auch did_unge das Herz und die Nieren,
jedochnicht die Lebersindinfiziert.**® Neben einer generellen Vaskulifassen sich

wie fur Paramyxoviren typischmehrkernige Riesenzellen (Synzytien), die durch
virusinduzierte ZelZellFusion desEndothels hervorgerufen weden, beobachten.
Wenn sich die fusionierten Endothelzellen aus dentlvEeband |6sen und in das
Gefaumen gelangenkdnnen zudemdichte Thrombosen entstehéf® Im ZNS, dem
Hauptort der Endothelinfektion, beobachtet man eine diffuse Vaskulitis im zerebralen
Kortex sowie im Hirnstamm mit Ausbreitung in das parenchymale Gewebe, wo
extensive lytische Nekrosen (Plaques) vorgefunden weldef? 1*?Fokale Ischamien
oder Infarkte im Gehirn, die durch Sytienbildung im mikrovaskularen Endothel
Nekrosen und vaskulare Entziindungen hervorrusowie die Infektion volNeuronen
fuhren vermutlich zu den auftretenden neurologischen Ausfaftérd®

Wahrend des ersten Ausbruchs wurdair Diagnose mangels eines spezifischensTest
auf ELISAEnzyme Linked Immunosorbent Agsayiickgegriffender IgM und IgQles

nah verwandten HeMetektieren konnte Nach der Entwicklung N8pezifischer ELISA
wurde im Falle enes zweifelhaften Ergebnisses eine Probe der Cerobrispinalfliissigkeit
(CSF) anhand des Elektronenmikroskayisdie Anwesenheit von N'ahalysiert(z“) Zur
Untersuchung von Gewebeprobenfizierter Mensclten oder Tierewurden mmun-
histochemische Methoden verwend&P Nach der vollstandigen molekularen
Charakterisierung der beiden NBtamme Malaysia und Bangladesch war es mdglich
virale RNA aus Serum, Urin und CSF durclPGH zu detektierefr > %2 Die

Herstellung von monoklonalen Antikbrpern und rekomlmitean Ni\lAntigenen fur
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ELISA haben einen weiteren Fortschritt fir die Entwicklung spezifischer
Diagnosemethoden gebracKP In den letzten Jahren wurden auRerdem Serum
neutralisationstess (SNT) entwickelt, die au¥esikularen Stométs Virus (VSV-
Pseudotypen basieren und somit eine Handhabung ohneuNdWesBSLE4-Bereiches

ermoglichen™ 149

1.4. Prophylaxe undlherapie

Im Moment steht eine Prophylaxe in Form einégkzne fur den Menschen noch nicht
zur Verfugung. Es konnte im Tiermodel jedoch gezeigt werden, dass eine
Immunisierung mit den NiV @bflachenglykoproteinen einen Schutz gegen die
Infektion hervorrufen kann. Mause, die mit einem rekombinanten Vacciniavirus, das
die NifHillproteine exprimiert, immunisiert wurden, bildeten fusionshemmende und
neutralisierende Ankiorper.!*® Katzen konnten durciGabe l6slicher He\bder NiV
Glykoproteine vor einer Virusinfektion geschiitzt werdé® Wurden die Tiez mit
l6slichen HeMGlykoproteinernund zusatzlicimit Adjuvanz behandeltyurde eine noch
deutlichere Immunantwort nachgewiesen, die zu eitg®, IgM, und IgAvermittelten
Immunitat sowohl gegerHeV, als auch gegemiV fiihrte®® Des Weiteren konnten
Schweine unter Verwendung eineskombinanten fur NiV F und G kodierenden
Canarypoxektors immunisiert werden. Hier konnte sowohl die Replikation als auch
die Freisetzung der Viren tber die Schleimhaute verhindert wefdénAktuelle
Studien zeign, dass Virughnliche Partikel\Virus like particlesVLPs) bestehend aus
den beiden Glykoproteinen F und G und dem Matrixprotein zumindesitro die
angeborenelmmunabwehrder Zellen aktivieren und somit ein vielversprechenden
Ansatz fiir einen Impfstoff bieten konntét? In der Vergangenheit wurdeaufgrund
eines fehlenden geeigneten Impfstoffes Schweine in den Risikogebieten zur
Vorbeugung erneuter Ausbriiche in regelmaligen Abdtén auf NiVAntikbrper
getestet. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) berichtet, dass heutzutage-regel
mafige Reinigungen und Desinfektionen der Schweinefarmen mit Natirumhypochlorid

und &hnlichen Mitteln zur Vorbeugung von Infektionen ausreichen. Im Fall von
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Infektionen sollendie Farmen sofort unter Quarantdne gestellt werden und die
Schweine unter kontrollierten Bedingungen getttet und verbrannt obeerdigt
werden, damit das Risiko einer Ubertagung @ef Menschen minimiert wird.

Eine antivirale Therapie gegen NiV gibt esnzetzigen Zeitpunkt noch nicht. Eine
Reihe mogther Ansatze wurde jedodieschrieben. So konnte zum Beispiel die Gabe
des BasenanalogonRibavirin die Mortalititsrate um bis zu 3% senken® Im
Hamstermodell konnte Ribavirin und OMRDecarboxylasénhibitoren eine NiV
Infektion abschwachen, aber nicht verhindern, wahrend in fiinf von sechs Féllen
Interferon-induzierendes poly@poly(G.U) den letalen Verlauf der Infektion
verhinderte®® In in vitro Experimentenfilhrte die Gabe von Peptiden, die den
Gterminalen heptad repeatsder Fusionsproteine von NiV und HeV entsprechzm,
Inhibition der ZellZellFusion und stellt somit einen weiteren mdoglichen
Therapieansatdar.*?

Im Frettchenmodelfuhrte die Gabevon humanen monoklonale\ntikbrpem gegen

das NiV Foder GProtein zum Schutz vor eéer Infektion mit NiVe* 167 18Hjerpej

hatte die Gabe vorgegen das G Protein gerichtetemonoklanalen Antikérpernein
hoheres Potential eine Nifektion zu verhinderrals Antkbrper gegen das-Protein
Diese monoklonalen Antikérper kdnnten zusatzlich in der Prophylaxe sowie in der
Diagnose Verwendung findéty 168 89

Eiren weiteren Therapieansatz kdonnte diehandlung mitsmall interferingRNAs
(siRNAs) die die Genexpression homologer mRNAsgibieren die fur die viralen
Proteine kodieren darstellen Im MinigenomReplikationssystem konnte gezeigt
werden, dass verschietie siRNAs, die gegatas Gen dePolymerase L gerichtet
waren, die Rplikation inhibieren konntenEinen Einfluss auf die Replikation wahrend
einer Infektion mit NiVin vitro Ubte hingegereine gegen das Gen des Nukleoproteins

N gerichtetesiRNA au&'®
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1.5. Virusaufbau

Das NiV ist ein pleomorphesmhilites Paramyxovirus (Abb.3l) mit einer Grof3e von

40 bis 600nm. Infektiose Viruspartikel sind zumeist von sphérischer Morphologie, es
kommen daneben manchmal aber auch filamentdetikel vor.?® In die von der
Wirtzelle abstammende Hullmembran sind die Oberflachenglykoproteine, das
rezeptorbindende Glykoprotein G und das fusarmittelnde Glykoprotein F,
integriert. Im Inneren des Virian befindetsich das einzelstrangige, nichtsegmentierte
RNAGenom, welches komplexiert mit dem Nukleoprotein (N), dem Phosphoprotein
(P) und der Polymerase (L) als helikales Nukleokapsid vorliegt. Uber das Matrixprotein
(M) interagiert das Nukleokapsid nden beiden Oberflachenglykoproteinen usdmit

mit der Virushiille.

$ (-)ssRNAGenom
< Phosphoprotein(P)
A Polymerase(L)
O Nukleoprotein (N)
. Glykoprotein (G)
‘ Fusionsprotein(F)

o Matrixprotein (M)

™\ Lipidmembran

Abb. I1.3: Struktur des Nipahvirus. (A) Schematische Darstellung des alipirus (B)
Elektronenmikroskopische Aufnahme von NipahwRagikeln aus dem Uberstand infizierter
VeroZellen(Aufnahme vorDr. L. Kolesnikova)

1.5.1 Genomaufbawnd Replilation

Das NiV besitzein einzelstrangigg nichtsegmentiertss RNAGenom in negativer
Orientierung welches mit 18246 Basen deutlich langeist als das anderer
Paramyxoviren. Es folger rule of sixwas bedeutet, dass die Anzaldr Basen durch

sechs teilbar ist. Dgst fur dieReplikation von entscheidender Bedeutung, dejedes

10
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NukleoproteinMonomer ist mit sechs Nukleotiden assozi&tund die Aktivitat des
Promotors am 3Ende des Genoms ist von der relativen Lagelen NMonomeren
abhangid®® Somit sind 3041 Nukleoproteine mit der viralen RNA assoziert und bieten
Schutz vorzellularen Nukleasen Der Aufbau des Genomstgpricht cem anderer
Paramyxoviren (Abb. 45+ & DSy 2Y 0 S a iAHndeleindeader anfl any S Y
a S Ay $EMde pindtrailer-Sequenz. Beide kodieren nicht fiir Aminosauren, spielen
aber eine Rolle bei der Transkription und Replikatiom. -@ Q wung¥dgendie fiir die
entsprechenden viralen Proteineodierenden Genen der ReihenfolgdN-P-M-FG-L.

Die Gene sindvon nichtkodierenden sogenannten intergenichen Regionen
unterbrochen, welche bei den Henipavirdroch konserviertsind®® | Y -gn@e
befindet sich einetrailer-Sequenz, die cigktive Initiationssignale fir de®tart der
Syntheseneuer Virusgenomesowie Verpackungssignafér die RNA wahrend des

Viruszusammenbaugésembly enthalt©®

ow pl

| ] ] O I I |

Leader Trailer

Stoppsequenz / intergenische Region / Startsequebz

Abb. 11.4: Genomorganisation der NipahviremN: Nukleoprotein; P: Phosphoprotein; M: Matrixprotein;
F: Fusionsprotein; G: Glykoprotein; L: Polymerase; V/W/C: Nichtstrukturproteine (nach H‘gjr&ourt

Im Wesentlicherverlauft die Replikation des NiV wie bei den andereraigxoviren
auch (Abb. 11.5.%9 Sie beginnt mit der spezifischen Bindungs d¢iVG-Proteins an
einen der beiden zellularen Rezeptoren EphrinB2 oder EphrinB3. NaamatH
hangiger, FProteinvermittelter Fusion der Virushiille mit der Wirtsmembf&r wird
das Nukleokapsid ins Zytoptaa der Zelle entlassen, wo die Replikation stattfindet.
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ll. Einleitung

Zunachst werden die viralen Genedurch die virale Polymerase L in mRNA
umgeschriebenDazu bindet dr Komplex auder RNAPolymerase Ldem N- und dem

Pt N2PGSAY |y RSY -edd@Segen2udd synyhetisel Mihe k@ze
leadermRNA, deren Funktiorderzeit noch nicht geklart ist. Die Polymerase
transkribiert nacheinander die Gene fi, P, M, F, G und L, wobei sie nach jeder
Transkriptionseinheit stopp die intergenische Region Uberliest uhdY" -Emde des
folgenden Genes wieder mit der Synthese beginDiese Wiederaufnahme der
Transkription am nachsten Gen findeticht immer erfolgreich staft da der
Polymerasekomplex von der RNAF 6 ¥ ft €t Syd {Fyy dzy R RAS ¢ NI
Promotor amo -#nde aufgenommen werden mud3aher entsteht mit der Zeit ein
Transkriptionsgradient wv@ N- zum LGen®™® Dementsprechend gibt es vom
N-Protein am meisten und von der Polymerase L am wenigsten mRNA, was sich auch in

der Proteinmenge wiederspiegelt.

Adsorption
Virus—ZAe”'FU} —
EphrinB2/B3
p— assembly
Transkripti eplikation ;
(-) Genom ranskripton ——————————— (+) Genom buddlng
v

D
t
- —— () Genom

MRNA = = = = /v
AA Zo°
-

o
N \
K > I
&Nukleus @
e
L]
d / Endosomales
'ER Golgi Kompartiment

L
F, inaktiv

F,, aktiv

Abb. I1.5: Schematische Datellung des Replikationszyklus von NiV.
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ll. Einleitung

Die mRNAs der Oberflachenglykoproteine F und G werden an den Ribosomen des
rauen endoplasmatischerRetikulums (rER) translatiert und tbéen sekretorischen
Transportweg zur Plasmamembran transportiestobei sieglykosyliertwerden Das

auf der Zelloberfiche zunachst als inaktiver Vorlaufeorliegende FProtein wird
mittels Clathrinvermittelter Endozytose internalisiert, im endosomalen Kompartiment
durch die Protease Cathepsin L proteolytisch aktiviert und dann zurtick zur
Zellobeflache transportierf3#3¢ 117 15pje Synthese der Nifoteine N, P, M und L
findet an freienRibosomen im Zytoplasma der Zelle st&é werden von dortausan

die Plasmamembran transportiert Sobald eine gewisse Menge an-Phbtein
synthetisiert wurde, wechselt die Polymerase von der Transkription auf die Replikation
viraler Genome Das NProtein dient hierbei als Antiterminator undzwingt die
Polymerase zumAblesen der intergenischen Regionen. Somit entsteht eein
durchgangigePlusstrangRNA (Antigenom) die als Matrize fir die Syntheseuer
RNAGenone negativer Orientierungient. Das neu gebite RNAGenom wird durch
N-Proteine enkapsidiert und es werdeneue Ribonukleoproteinkomplexe gebildet.
Beim anschlieBendessemblyder Viren ander Phsmamembran vermittelt das
M-Protein durch die Interaktion mit dem Nukleokapsid und den zytoplasmatmsche
Domanen der Glykoproteh den Zisammenbau der Viruspartikel. AnschlieRend

werden die neu entstandenen Viren freigesettatdding).®

1.5.2 Die viralen Glykoproteine

Beide NiV Oberflachenglykoproteine F un@A®b. 11.6) sind fir den Viruseintritt von
entscleidender Bedeutung, da sie zurimen dieAdsorpion des Virus an die Wirtszell

und zum aderen die BEsion der Virushille mit der lmamembran vermitteln.

1.5.21. Das Fusionsprotein (F)

Das Fusionsprotein(Rbb. 11.6B) besteht aus 546 Aminosauren und hat ein Molekular
gewicht von 6(kDa. Esst ein Tygd-Membranprotein und liegt auf der Oberflache von

infizierten Zellen wie andere paramyxovirakPfoteinevermutlichals Trimer vof®?

13



ll. Einleitung

Die Cterminale zytoplasmatische DoméaneesiFProteirs besteht aus 28 Amino
sauren® gefolgt vonder Transmembrandoméne, die das Protein in der Plasma
membran verankert. Am {ierminalen Ende der ;FUntereinheit befindet sich das
Fusionspeptid, welches aus einer Folge von 20 hydrophoben Aminosduren besteht.
Das Fusionspeptid ist sowohl fur die VidelFusion, als auch fur die Z&klHFusion

von entscheidender Bedeutungla es wahrend des Fusionsprozessedian Zel
membran inseriert’” Wahrend des Fusionsprozesses sind aufRerdem zvheiikale
Domanenm der F-Untereinheit die sogenanntemeptad repeats/on entscheidender
Bedeutung denn diese interagieren miteinder und bildencoiled-coiled-Bundel, die
durch ein Wegklappen nach aufRen zur Verschmelzung der Membranen f&ffen

Das FProtein besitzt funf potentielle NGlykosylierungsstellen, von denen die
Glykosylierungsstellen N67 und N99 in detJRtereinheit und N414 und N464 in der
F-Untereinheit genutzt werdeff®® Die NGlykosylierung des-Froteins ist unter
anderem wichtig fur die &bindung zwischen dem- kind GProteinund beeinflusst

die Fusionseigenschaften des Glykoprot&immplexes entscheiderfd

Die proteolytische Aktivierung des VorlauferproteinseFolgt an der monobasischen
Spaltstelle (Arginin) an Position 168" Nach Syrttese wird das 4Protein zunéchst
ungespalten an die Zelloberflache transportiert. Aufgrund eines klassischen
Endozytosesignals der Form YRSL an PositicBZ2Kann das Protein durch Clathfin
vermittelte Endozytose aufgenommen werden und trifft inendosomalen
Kompartiment auf die Aktivierungsprotease CathepsibDik aktiven Untereinheiten £

und kb, welche durch Disulfidbriicken miteinander verbunden bleibewerden
anschlieBendzuriick zur Zelloberflache transportiert und in neu entsteheMitonen
eingebaut. Diese sind somit infektioss und koénnen neue Zellen durch Fusion der
Virushiille mit der Zellmembran infizier&ty 3¢ 117 51

Die zytoplasmatische Doméarges NiV FProteinsbesitzt eintribasischesKKRMoitv,
welches iber insideout signalingdie Fusionsakitvitat der Ektodoméane beeinflussen
kann.Wird das erste Lysin gegen ein Alanin ausgetauscht, steigt die Fusionsaktivitat
um das 5,5ache, wahrend eine Mutation des zweiten Lysin odes Arginin zu einer

Reduktion der Fusgenitat fuhrt (3 bis 5fach). Begrindet liegt diese Hypbzw.

14



ll. Einleitung

Hyperfusionsaktivitdt darin, dass dMutationen zu einer veranderten Konformation
der Ektodomane fuhren, was wiederum zu entweder einer schnellerenm taey
sameren Ausbildung dewiled-coiled-Biindelund damit verbundenen Fusidiihrt.®

Das NiV fProtein ist wahrend der Infektion fur zwei Fusionsprozesse wichtig. Zum
einen vermittelt esdie pHunabhéngige Fusion der Virushille mit der Zellmembran
beim Viruseintritt’* zum anderen spielt es eine entscheidende Rolle bei deizz#ll
Fusion infizierter Zellen mit Rezeptivtagenden benachbarten Zellen. So wird eine

Ausbreitung der Ifektion ohne vorherige Virusfreisetzung ermogli€tit***

A
i J 13 3 3 3
N— CD |TMD G-Protein —C
B SS
777 | y A
F F TMD] CD
Spaltstell Cysteinreiche Region
Fusionspeptid LeucinZipper

7 = PotentielleGlykosylierungsstellen

Abb. 11.6: Schematischéarstellungder Ni\tGlykoproteine.(A) Das rezeptorbindende -Brotein und
(B)das FProtein in der proteolytisch aktivierten ForfiD: Transmembrandoméne, CD: zytoplasmatische
Domane.

1.5.22. DasGlykoprotein (G)

Das Glykoprotein G (Abb. 11.6A) besteht aus 602 Aminosauren, hat ein
Molekulargewicht von 6KDa und enthalt sieben potentielleN-Glykosylierungs
stellen® Es ist ein Typ-Transmembranprotein, das strukturelle Ahnlichkeit zu
anderen paramyxaralen Rezeptorbindenden Proteinen zeigDer Nterminalen, 45
Aminosauren umfassenden zytoplasmatischeomiane folgt die Transmembran

doméne, die kurze extrazellulare Stielregion und drofRe globuléare Ekttoméane.Das
15



ll. Einleitung

G-Protein ist Uber intermolekulare Disulfidbricken, welche nahe der Transmem
brandomane liegen, zu Dimeren verbunden. Im Viruspartikel und auf der Oberflache
von infizierten Zellen liegen diese Homodimere nichtkovalent zu Tetrameren assoziiert
vor.*® 1 wie alle Rezeptebindenen Proteine der Paramyxoviren vermittelt das
G-Proteine die Adsorption an den N8pezifischen zellularen Rezeptan diesem Fall
EphrinB2/B8% 114 115 143nd ist neben dem-Protein fiir die Fusion der Virushiille mit
der Plasmamembranunerlasslicd*® Im Gegensatz zum Hamagglutiniti) der
Morbilliviren und der HamagglutinigNeuraminidase (HN) der Paramyxe und
Rubulaviren besitzt das -Brotein weder eine hamagglutinierede noch eine

NeuraminidaseAktivitat,*°>

2. Polarisierte Epithelzellen

Epithelzellen kleiden die innere und aulRere Oberflache des Korpers aus und erfillen
eine Vielzahl von Aufgaben. Sie dienen dem Schutz vor mechanischen Einflissen und
eindringend& Mikroorganismen, nehmen in Sinnesorganen sensorische Aufgaben
wahr oder dieen im Respirationsund Gastrointestinaltraktzur Adsorption und
Sekretion. Je nach Gewebespezifitat kdnnen Epithelzellen sehr unterschiedliche
Formen annehmen. Gemeinsam haben sie jedoch ihre polarisierte Organisationsform,
was bedeutet, dass ihre Plasmambranin eine basolaterale und apikaMembran
domane unterteilt ist*** %9 Diese zwei Doméanen besitzen véllig unterschiedliche
Protein und Lipidompositionenentsprechend ihrer Aufgaben und Funktion@n'3?)

In einlagigen polarisierten Zellschichten (Monolayern) weist die apikale Seite nach
aul3en oder zum Lumen, wahreé die basolateral Seite im Kontakt mit dem darunter
liegenden Gewebe und dem Blutsystem steht. Die Proteine flr die epithelspezifischen
Aufgaben befinden sich meist auf der apikalen Seite, wahrend Proteine, die fur den
grundsatzlichen Stoffwechsel bendtigerden, sich hauptsachlich in der basolateralen
Membrandoméane befindenDamit es zu keiner Durchmischung dieser Proteine und
Lipide kommt, sind sie durdight- und adherens jactions sowiedurch Desmosomen

voneinander getrennt® 2%
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ll. Einleitung

Auch in Zellkultur kdénnen Epithelzellen einen polarten Phanotyp ausbilden.
Werden beispielsweiseMadingDarby canine kidne{MDCKJZellen eine Epithel
zelllinie aus der Niere eines Cockersparff8lsauf einer permeable Filtermembran
kultiviert, bilden sie einen polarisierten PhanotypsaDieses System bietet also eine
gute Maoglichkeit zur Untersuchunder Virusinfé&tion von Epithelzellersowie ge-

richteter Transportvorganggon Proteinenn vitro.?%

2.1. Gerichteter Proteintransport in polarisierten Epithelzellen

Um die spezifische Zusammensetzung der apikalen undldtessden Membran
domane aufrecht zu erhalten, missen neu synthetisierte Pretejezielt zu ihrer
Zieldomane transportiert werdefi” In allen Zelltypen gibt es fiir die Sortierung und
Verteilung von Proteinen ein hochkomplexes System, welches Uber die Erkennung
spezifischer Signalin den Proteinen funkoniert. In polarisierten Zellen wird neben
diesem generellen System ein gerichteter Transport zur apikalen und basolateralen
Membrandomane bendtigt. All@ransmembranmteine werden m ER synthetisiert

und gelangen Uber den Golgpparat zuntrans GolgiNetzwerk (TGN. Von dort aus
kdnnen die Proteine unterschiedliche Wege zu den Membrandomdamgren (Abb.

[1.7.). Zum Einen kodnnen die Proteine direkt vom TGN aus zur apikalen oder
basolateralen Membandoméne transportiert werdenZum Andererkdnnen Se aber

auch Uber dasecycling endosoméRE) indirekt sortiertverden Dies kann entweder
vom TGN Uber daBEgeschehen oder aber Uber Endozytose gefolgt von Transzytose
von der einen Membrandomane zur anderen (von apikal nach basolateral oder
umgekehr). 8 49 129 136\nacher Weg letztendlich genutzt wird, hangt vom Protein
selbst,sowievom Zelltyp ab. In Hepatozyten beispielsweise scheint der indirekte Weg
starker genutzt zuwverden, wahrend fur MDCKellen dskutiert wird, dass hier der

direkte Weg haufiger genutzt wird* 17
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ll. Einleitung

Apikale Membran

Tight Junction

a 47

l BasolateraleMembran

Abb. 1.7.. Basolaterale und apikale Transportwege in polarisierten Epithelzell8chematische
Darstellung der verschiedenen Wege des apikalen oder basolateralen Transportes in polarisierten
Epithelzellen.(1) Raftabhangiger und (2Raftunabhangiger Tmasport zur apikalen Membran, (3)
indirekter und (4) direkter Weg zur basolateralen Membran, (5) direkter Weg zur basolateralen
Membran Uber dagarly endosomeDie Fragezeichen bedeuten, dass diese Wege noch nicht vollstandig
aufgeklart sind AEE =apicalearly endosomeARE =apical recycling endosom8EE basolateral early
endosome RE zecycling endosomémodifiziert nach Félsésﬁ))

Beim gerichteten Transport zur Plasmembran spielt neben diesen Mechanismen
auch das Zytoskelett und die extrazellulare Matrix eine Rolle. So wird beispielsweise
die Na/kATPase in MDCXRellen erst zu beiden Membrandoménen trangpent. Die
basolateral transportierten Molekile gehen dann stabile Komplexe mit dem- Zyto
skelett ein wohingegen die nicht mit dem Zytokortex komplexierte apikal trans
portierte Na/kATPase endozytiert und zur basolateralen Membrandomane umsortiert
wird.®® Fir die Sucrosesomaltase (SI), die zur apikalen Membrandomane trans

portiert wird, wurde gezeigt, dass diese Verteilung aktirifgig stattfindetf®®
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ll. Einleitung

2.2. Transportsignale von Proteinen in polarisierten Epithelzellen

Der Proteintransport zur apikalemnd basolateralenMembrandoméanewird durch
spezifische Transportsignale vertalt. Es wird vermutet, dass apikale und baso
laterale $gnale um deren Erkennung konkurierewenn sie gleichzeitig vorhanden

sind GV

2.2.1. Signale furden apikalen Proteintransprt

Lipid raftssind Mikrodomanen bestehend Cholesbl und Sphingolipiden unspielen

bei der apikalenSortierung vonProteinen eine wichtige Roll&€3* ¥ Lipid rafts
entstehen am TGN, wo die Proteine mit diesafis interagieren und in apikale Vesikel
verpackt werden. Diese Interaktion kann, wie beispielsweise fur das Influenza
Hamagglutinin beschrieberiiber die Transmembrandoménesd Proteine oder Uber
sogenannteGlykosyPhosphatidylnositol (GPHAnker geschehen. Mutiert man die
zytoplasmatische Domane basolateral transportierter Proteine dahingehend, dass sie
einen GPRAnker kovalent binden koénnen, werden diese Proteine statr zu
basolateralen zur apikalen Membrandomane transportf&t®* ® Ebenfalls fiir den
apikalen Transport verantwortlickdnnenN- und O-Glykanesein*?% *3?Djese kénnen

mit Lektineninteragieren, welche die glykosylierten Proteine in spezifische apikale
Versikel verpackef{? Es ist aber auch denkbar, dass sie eher indirekt auf den apikalen
Transport einwirken, indem sie fur die korrekte Faltung eines Proteins sorgen und
somitdas apikaleSortierungssignal in der Proteinsequdiiz die zellulare Sortierungs
maschinerie besser zugénglich maché&?® Eine gewisse Funktion beim apikalen
Transport wird auch den Motorproteinen zugeschrieben. So ist beispielsweise bekannt,
dass die zytoplasmatische Doméane von Rhodopsit Dynein, einem Mikrotubuli
Motorprotein, interagiert unddaduch zur apikalen Plasmamembran transportiert

wird. 244

2.2.2. Signale fur den basolateralen Proteintransport

Die Information fur die basolaterale Sortierung befindet sich meist in Form Kkleiner

Peptidmotive in der zytoplasaischen Domane dieser Proteine. Meist sind diese
19
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Signale von einer aromatischen Aminoséure, in der Regeiregliyrosin (Y), abhangig.
Dieses Tyrosin befindet sich haufig im Motiv YXX@, wobei das X jede beliebige und das
@ eine hydrophobe Aminosaue darsteDieses Motiv wird haufig ebenfalls fur die
Qathrin-vermittelte Endozytose genutZ¥ *Firr eine Reihe zellularer Proteine (z.B.
low-density lipoproteinLDLRezptor*®) konnte bereits gezeigt werden, da¥¥X-

Motive fur den basolateralen Transpoverantwortlich sind. Auch fur einige virale
Glykoproteine ist bekannt, dass diezieltebasolaterale Verteilungon diesem Motiv
abhangig ist Dies gilt zum &spiel fiir das gp160 des H Einweiteres Beispiel ist

das FProtein des Masernvirus (MVDies besitztmit seiner YVRSISequenz ein
degeneriertes YX%Motiv fiir den basolateralen Transport und die Endozytd%d
Ahnliches gilauchfiir das Glykoprotein degSVimit dem Unterschied, dasias YX&-

Motiv hier keine Funktionbei derEndozytosdat.*®)

Neben diesa klassischen YXXdotiven gibt es noch eine weiteres Tyrosabhangiges

Motiv fur den kasolateralen TransportNPXY(N steht fur Asparaginund P fur
Prolin)*?® Aber nicht alle Transportsigrealsind abhangig von einer aromatischen
Aminosaure. So gibt es auRerdem Signale, die aus zwei hydrophoben Aminosauren
bestehen. Haufig sindes zwei Leucire (DrLeucinMotiv), die den basolateralen
Transport vermitteln Dies konnte beispielsweise fir denouse macrophage Fc
receptor (FCRHB2)®” sowie fir viele andere Proteine gezeigt werder'® Die
Konsensussequenz fiir die-BucinMotive ist (D/E)XXXL(LAY

2.2.3. Zellulare Adaptorprotein(AP}Komplexe

Signale fur die basolaterale Sortieruwgn Transmembranproteinersind Tyrosin
(YXXQ, NPXY) oderucirabhangigg[D/EXXX[L/I]) Motive in den zytoplasmatischen
Domanen von Transmembranproteinen. Diese Peptidsequekéanen von Adaptor
protein(AP)Komplexen erkannt werderwelche danniber direkte Interaktion die
Verpackung itesa / | NJA 2rdstehendeVesikelsteuern. Somit vermitteln sieden
Transport entlang verschiedenertiazellularer Transportwegé® '2® Bislang waren
vier verschieden&lassen diser APKomplexebekannt AR1A, AR2, AR3A und AP4
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(Abb. 11.7.) Dabei handelt es sich um Heterotetramere, die aus zwei cakR@O
groRen Untereinhegn 6+ = h = + 2 RSiNSr mittledzy ¢a. 5&Da groRen
Untereinheit (utp4) und einer kleine ca. 2kDa groRBen! Yy i SNBA Y KA G o
bestehen™ " Alle APKomplexe haben eine Y 2 -REgian(trunk) bestehendaus der
mittleren und der kleinen Untereinheit, sowie dent&fminalen Anteilen der grof3en
Untereinheitenund eine o h KR&Bion(ear) die durch die Gterminalen Anteile der

zwei grofRen Untereinheitergebildet wird (Abb. 11.8). Die verschiedenen Unter
SAYKSAGSY NoOSNYySKYSyYy dzy i S NHreehfRROMAARKS | dzF
AR2 und APR3 fir die Bindung aiathrin zustandig. AR hingegenscheint nichtin
Verbindung mitQathrin zu steherf™® Die pUntereinheten vermitteln die Interaktion

der ARKomplexe an die spezifischen Signale NPXY, YXX@-uadche.** ¢” Aber

I dzO K -URtkr8inhét scheintin der Lage zu seian dieDiLeucinMotive binden zu
konnen“®) Fir AP1A wurde beschrieben, dass es beiTransport vom TGN zu den
Kompartimenten des endosomalen/lysosomalen Systeense Rolle spielt. AR
hingegen vermittelt diedathrin-abhangige Endozytose von der Plasmamembran. Den
Transport vom TGN zum Lysosom iilbas Endosonvermittelt AR3A. Neben den
ubiquitar exprimierten AlRKompekxen gibt es die zelltyppezifischa Varianten APLB

und AR3B. APLB unterscheidet sich von APA nurdurch das Vorhandensein einer
anderen pUntereinheit, namlich p1B. Die restlieh Untereinheiten sind identisch®

Die Variante APLB kommt ausschliellichin polarisierten Ejhelzellen vor,
wohingegen ARA hier nicht exprimiert wird AR1B ist fir den basolateralen
Transport von Transmembranproteineilber das basolaterale oder gewdhnliche
recycling endosomeustandig®® 5? Die Variante ABB kommt nur in Neuronen vor
und ist crt bei der Biogenese vosynaptichen Vesikén beteiligt **? Bei AP4 handelt

es sich um einen Proteinkomplex, der mit dem TaShbziiert isund genauwie AR1B
Proteine zur basolateralen Membran transportiert, jedoch nicht in Verbindung mit
clathrin coated vesiclesteht ®* ¢ ¥)Dje konkrete Rolle von AR beim zelluldren
Transportist aber nach wie vanoch nicht ganz klar.

Neuste Untersuchungen geben Anlass zu der Vermutung, dass ein weiterer AP

Komplex, namlich AB existiert®” Dieser ahnelt von seiner Struktur her stark den
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bereits bekannten Komplexen und spielt vermutlich ebenfalls beim Transport vom
Endosom in andere Kompartimente eine Rolle. Ebenso wiel AdRsteht keine

Interaktion mit Cléhrin.

cLC
Clathrin k
NPXY

Ear

Hinge

Trunk Bl& !

AP-1
YXX2
[DEIXXXLILI]
AP-2 AP-3
YXXO YXXO
[DEJXXXL[LI] [DEJXXXL[LI]
NPXY

Abb. 11.8: Schematische Darstellung der Adaptorprotein(ARdmplexe und ihrer Interaktion mit

Qathrin. Die bis jetzt bekannten AP 2 YLX SES 06S5SaGSKSy 2S6SAta ldza 1 6SA
im0 SAY§NKNAGdA EBNSY y-'S iNintgréinBeit \EFiie/Untéreinineit vor@athrin ist

hier ebenfalls dargestellt. Déeinteragiert mit den ARKomplexen uber ihre terminale Doméane (TD) und

besteht dariiberhinaus aus jeweils drei schweren (CHC) und dreitxicfCLC) Ketten. AR AR2 und

AR3 interagieren mit @@thrin, ARP4 hingegen nicht. Die Sortierungssignale sind unter den
ARKomplexen in grauen Buchstaben aufgefiihrt. (modifiziert nach Bonifacino und*fjaub

2.3. Virusinfektion von polarisierten Epithelzellen

Epithelzellen bilden e oder mehtagge Zellschichte aus, die die gesamte
Korperoberflache auf3en und innen auskleidem s&llensie fur Mikroorganismen die
erste Barriere zum Eintritt in den Korpear undwerden daher auch fur viele Vireau
wichtigen Ziekellen Ihre polarisierte Organisation wirkt sich haufig auf den

Infektionsverlauf aus. So bestimmt z.B. die polarisierte Vertetamg/irusrezeptoen,
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von welcher Seit&pithelzellen infiziert werden kdnnebas Hepatitis A Viru@ sowie

das Respiratorische Synajirus (RSV®® konnen polarisierte Ephelzellen
beispielsweisenur von der apikalen Seitimfizieren da sich die genutzten zellularen
Rezeptoren ausschliel3lich auf dieser Seite befindes Bumane Cytomegalléirus
(HCMV? und das Vesikulare Stomatitisvirus (V8Wonnen hingegen bedingt durch

die Rezeptorexpressiomur von der basolateralen Zellseite infiziereNeuste
Untersuchungen haben fur dddasernvirusgezeigt dass es zum Wiedereintritt in die
Epithelzellen des Respirationstraktes nach der systemischen Phase das lateral
exprimierteadherens junctiosProteinnectin4 als Rezeptonutzt.!*V

Neben dem Viruseintritt kann auch di&/irusfreisetzung polarisiert erfolgen.
Ausschlagebend ist hier oft die polarisierte Verteilung der viralen Glykoproteine. So
fuhrt beispielsweise die apikale Expression des Hamaglutinins und der Neuraminidase
zum apikalerbuddingvon neugebildeteninfluenzaviren Im Fall von VSV koordiniert

die basolaterale Lokalisation desRgoteins die ebenfalls basolaterale Freisetzung
neuer Viren. Dasdie Verteilung der Gkoproteine aber nicht zwingend den Gater
Knospung neuer Viren bestimmen muss, erigas Marnvirus (MV)*® sowie das
Marburgvirus (MARVY“*®.  Hier ist nicht die Verteilung de Glykoproteine
ausschlaggebendondern vielmehr die Verteilung des viralen Matrixproteins.

Auch fir den weiteren Verlauf einer Infektiospielt die polarisierte Freisetzung von
Viren eine entscheidend®olle Werden die neuen Virenwie z.B. Influenz&™ nur

uber die apikale Membrandoméne entlassen, kommt es in der Regel nur zu einer
lokalen Infektion da die Viren die Epithelbarriere nicht Gberwinden kdnnen.
Basolaterals budding hingegen erlaubt dem Virus dieféktion des subepithelialen
Gewebesund den Ubergang ins Blutsystewas letztendlich zu einer systemischen

Infektion fluhrt.
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3. Fragsstellungund Zielsetzung

Das NiV repliziert, nachdem es Uber Aerosole in den Korper aufgenommen wurde,
vermutlich in denpolarisierten Epithelzellen des Respirationstrakts, tberwindet diese
Barriere und verursacht eine systemische Infektion. Dabei kommt es zur Infektion von
Endothelzellen kleiner Blutgefal3en ZNS ist diese Infektion am stétdn ausgepragt

und fuhrt letzendlich zu einer Vaskubt mit Nekrosen und Thrombose8pat in der
Infektion gelangtdas Viruserneut in Epithelzellen zum einen irder Lunge undzum
anderen Uber Epithelzellender Niere. Dies ist letztendlich verantwortlich fir eine
NiV-Ausscheidung (dr Aerosole und UrinPolarisierte Epithelzellen spielen also
sowohl beim Eintritt, als auchbei der Ubertragungler NiV Infektion eine wichtige
Rdle.

In einer frilheren Arbet®® konnte gezeigt werden, dass beide M\{koproteine in
polarisierten MDCKzZellen hauptsachlich basolateral exprimiert werden. Es ist bekannt,
dass die bsolaterale Expression fusogen@&itykoproteine zur Fusion benachbarter
Zellen fuhrt, wodurch der polarisierte Zellverband zerstért wird giah die Infektion

in vivo in das subepitheliale Gewebe ausbreiten kann. Daher sollte zunachst die
Verteilung der NiMGlykoproteine in infizierten polarisierten MD&llen untersucht
werden. Hierfur sollten aufTransweliilter kultivierte polarisierte MDCEellen im
Hochsicherkitslabor infiziert werden und danacklie Oberflachenerteilung der
NiV-Glykoproteine durch indirekte Immunfluoreszenzanalyse und konfokale
Mikroskopie analysiert werden.

Kleine Peptidmotive in en zytoplasmatischen Domanen, die haufig mit Motiven fur
die Endozytose Uberlappersind in der Regel fir die basoalterale Sortierung von
Transmembranproteinen verantwortlichBeide NiVGlykoproteine besitzensolche
potentielle Motive. Das NiV {rotein hat an der Position 41/42 ein-Deucin und an

der Position 28/29 ein DiTyrosinmotiv. Das NiV-Frotein besitzt ebenfalls ein
DiTyrosinmotiv (542/543), aber auch ein klassisches basolaterales Sortierungssignal
Ys2sSR.. Fir letzteres wurde bereitegeigt, dass es fir die Endozytose und damit die
Aktivierung des {Proteins unerlasslich it 3¢ 117 150 154 dieser Arbeit sollte nun

der Einfluss dieser potentiellen Signale auf den basolateralen Transpaktdie
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Fusionsaktivitat in polarisierten Zellverb&andemtersucht werda. Hierflr sollten
wildtypische und mutierte~ und GProteire stabilin MDCKZellenexprimiert werden
auf Transwelliltern polarisiert angezichtet und die Oberflachenverteilungd die
ZellZeltFusionsaktivitat der Glykoproteine mittels konfokaler Immunfluoreszenz
analyse untersudhwerden.

Zur ndheren Charakterisierung des intrazellularen Transportes deGNRoproteine
sollte im Weiteren die Interaktion mit zellularen A®mplexen (AR, AR2, AR3 und

AR4) analysiert werden.
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1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Aceton

Agarose NAUtra pure
Ampicillin (NatriuraSalz)
BactcAgar

Borsaure

Bromphenolblau (BPB)

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion 5

Calciumchlorid (Cagl

DABCO (1;Diazabicyclo[2,2,2]octan)
DAPI (4,@iamidine2-Phenylinal)
Desoxycholsaure (DOC)
Didesoxynukleotide (ANTPs)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure

Ethanol, abs. (EtOH)
Ethidiumbromid (EtBr)

Fotales Kalberserum (FCS)

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KIPQ,)

Riedelde Haen, Seelze
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Becton Dickinson, Heidelberg
Fisher Scientifid,eiceistershire,
GroR3britannien

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Fermentas, St. LeeRot
WAKChemie, Steinbach
Roth, Karlsruhe
Riedelde HaenSeelze
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
PANBiIotech, Aidenbach
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Kanamycin

L-Glutamin

Lipofectaminé™ 2000 Transfektionsreagenz
Magnesiumchlorid (Mgl

Mass Rulé? DNA Ladder, Mix

I -Mercaptoethanol

Methanol

Mowiol 4-88

MRA Mycoplasma Removal Aggnt
Natriumbutyrat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat

Paraformaldehyd (PFA)

PEG (Polyethylenglykol)
Penicillin/Streptomycin (P/S)

Pepton aus Casein

Polybrene (Hexadimethrine Bromide)
Prestained Protein Marker Broad Range
Salzsaure (HCI)

Sucrose

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)
Triton X100

Zeocin™

2. Enzyme

SAP (shrimp alkaline phosphatase)
T4 DNA Ligase
Trypsin/EDTA

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. LeeRot
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Calbiochem, San Diego, USA
MP Biomedicals
SigmaAldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, Deisenhofen
NEB, Frankfurt a.M.
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Acros, Geel, Belgien
SigmaAldrich, Steinheim
InvivoGen, San Diego, USA

Fermentas, St. LeoRot
Fermentas, Sl.eonRot
Gibco BRL, Bgnstein
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Velocity DNAPolymerase
KAPA HiFi DNRolymerase
Restriktionsendonukleasen:
. Y1 IG"GAPGB Q0

. 0 b ETACTAGH Q0

t & iCTGCA® QU

- K2 ECNTECBA® QU

Bioline, Luckenwalde

Kapa Biosystems, Woburn, US/

NEB, Frankfurt a.M.
NEB, Frankfurt.®.

NEB, Frankfurt a.M.
NEB, Frankfurt a.M.

Die entsprechenden Puffer wurden von den jeweiligen Firmen bezogen.

3. Antikorper

Primarantikorper:

Spezies

anti-NiV-Serum gp3 (Serum eine Meerschweinchen Dr. H. Weingartl und Dr. M.

infiziertenMeerschweinchens)
anti-Flag

anit-AP1S1, Adapterelated
Protein Complex 1, Sigma 1
Subunit, human

anitAR2p1 (H122): s€99026

anti-AR3u (H55): s€99186

anti-ARn ° -16)5se€18491

anti ECadherin
mMAK antiNiV F (mAb 92)

MAK antiNiV G (mAb26)

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Ziege

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Czub, Winnipeg, Kanada
Sigma Aldrich, Steinheim
LifeSpan Biosciences, Seatt
USA

Santa Cruz Biothechnology,
Inc., Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biothechnology,
Inc., Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biothechnology,
Inc., Santa Cruz, USA
Sigam Aldrich, Steinheim
Benhur Lee, Los Angeles,
USA

Benhur Lee, Los Angeles,
USA
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Sekundarantikorper:

Spezies
anti-Maus IgG/ Alexa Fluor 488  Ziege Invitrogen,Oregon, USA
anti-Maus IgG/ Alexa Fluor 568  Ziege Invitrogen, Oregon, USA
anti-Meerschweinchen IgG/ Ziege Invitrogen, Oregon, USA
Alexa Fluor 488
anti-Meerschweinchen IgG/ Ziege Invitrogen, Oregon, USA
Alexa Fluor 568
anti-Meerschweinchen IgG/ Esel Thermo Fischer Scientific,
DyLight405 Waltham, USA
anti-Meerschweinchen IgG/ Ziege Dianova, Hamburg
FITC
anti-Meerschweinchen IgG/ Ziege Dianova, Hamburg
Rhodamin
anti-Meerschweinchen IgG/ Kaninchen DAKO, Glostrup, Danemark
Peroxidase
4. Kits
peqGOLDrlasmid MiniPrep Kit Il Peglab, Erlangen
QIAGEN HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN PlasmislusMaxi Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Die Komponenten der Kits und digusammensetzung der jeweils enthaltenen

Ldsungen kdnnen den entsprechenden Firmenprotokollen enthommen werden.
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5. Plasmide

pCAGGS leer
pCAGGS NiBcodonopt.
PCAGGS Nif
PCZCEGNIV Ryt
PCZCFGNIV Fysa2/543a
PCZCFGNIV Fysosa
PCZCFGNIVRa
PCZCEGNIV Gy
PCZCFGNIV Gyt
PCZCFGNIV Gy2g/20a
PCZCFGNIV Gy2sa
PCZCFGNIV Gy29a
PCZCFGNIV GLa1/a24

pIG |

pCG pu ARA mouse d¢ag
pCG u ARB human d¢ag
pCG u AR mouse dag
pCG p ABA rat ctag
pCG u AR human etag
pczCFGYSV G

pHit60

Boris Lamp, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg
Boris Lamp, AG Maisner, Institut Niirologie, Marburg
Eva Haller, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg
Dr. M. Czub, Winnipeg, Kanada

Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marbure
Carola Vogt, AGlaisner, Institut fur Virologie, Marburg
Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marbure
Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg
Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virolodwarburg
Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marbure
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Carola Vogt, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg
Prof. Dr. W. Garten

Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fur Virologwgrburg
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Carolin Weise, AG Maisner, Institut fir Virologie, Marbt
Dr. Jurgen Schneid&chaulies, Wirzburg

Dr. Jurgen Schneid&chaulies, Wirzburg
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6. Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG

(Ebersberg) synthetisiert.

Die Sequenzen der Primer siRdy -o {Ridhtung angegeben.

Bezeichnung Sequenz

pCG seq MCS for CAT GTT CAT GCC TTC TTC

pCG seq MCS rev CAT TGC AAT AGT GTGTTG G

AR1A BamHI for CGG GAT CGGC CGC CAT GTC CGC CAG

AR1A Xbal rev GCT CCG GAC CCA GGA TTA CAA GGA TGA CGA CGy
ACT CTAGAGC

AR1B Xbal for GCT CTA GAG CGC CAC CAT GTCCGCC

AR1B Xbal rev CTT CGT ACC AGC GAT TAC AAG GAT GAC GAC GA1
CTC TAG AGC

AR2 Xbal for GCT CTA GAG CGC CAC CAT GAT CGG AGG CTTATT C

AR2 Xbal rev GAA ACC CGC TGC GAT TAC AAG GASAGAEGAT AAG T/
CTC TAG AGC

AR3A BamHI for CGG GAT CCC GGG GAA AAT GAT CCA CAG TCT AT
CAAC

AR3A Pstl rev CCA AGT GAG GAC AGA TTA CAA GGA TGA CGA CGA
ACT GCA GCG

AR4 Xbal for GCT CTA GAG CGC GGC CAT GAT TTC CCAATT CTT C£

AR4 Xbal rev GTC ATT CGG ATC GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT
CTC TAG AGC
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7. Zellkulturmedien

5dzft 6 S002Qa az2RATASR 9| Invitrogen, Karlsruhe

(DMEM)

FCS (fotales Kéalberserum)

Geneticin

KulturgefalRe

L-Glutamin

Minimial Essential Medium (MEM)

OptiMEM

Penicillin/Streptomycin

PETTranswelCA t 6 SNE nxn >Y
PETTranswelCAf 6 SNE mMXZn >Y

Zeocin

8. Zelllinien
MDCK I
(Madin-Darby canine kidngy

Vero

MDCK Il Okt 04,F Carola VogtAG
Maisner

MDCK Il Nov 04/kz254322 Carola VogtAG

Maisner
MDCK Il ¥525a2 Carola VogtAG

Maisner
MDCK Il Nov 04/k Carola VogtAG

Maisner

Invitrogen, Karlsruhe

GreinerBio-One, Frickenhausen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Greiner BieOne, Frickenhausen
Greiner BieOne, Frickenhausen

InvivoGen, San Diego, USA

Nierenepithelzelllinie eines
Cockerspaniel@Canis familiaris)
Nierenepithelzelllinie einer
afrikanischen Grinen Meerkatze
(Ceropithecus aethiops)

siehe MDCK I,

exprimiert NiV Fwstabil

siehe MDCK I,

exprimiert NiV Fsaz/s43a5tabil
siehe MDCK I,

exprimiert NiV Fszsastabil

siehe MDCK I,

exprimiert NiV Fastabil
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MDCK Il Sept 055 Carolin WeiseAG siehe MDCK I,

Maisner exprimiert NiV G stabil

MDCKII Sept 05 Ggo0a6 Carolin WeiseAG siehe MDCK I,

Maisner exprimiert NiV Gpgooastabil
MDCK Il Jan 10/6sa1 Carolin WeiseAG siehe MDCK I,

Maisner exprimiert NiV Gpgastabil
MDCK Il Jan 10,6322 Carolin WeiseAG siehe MDCK I,

Maisner exprimiert NiV Gpgastabil
MDCK Il Sept 05/63/420a5 Carolin WeiseAG siehe MDCK I,

Maisner exprimiert NiV Gg1/42aStabil

9. Medien fur Bakterien

LBMedium
10g
59
10g
LBAgar (1,5%0)
3,759

10. Bakterien

Eschericha colBtamm XL-Blue

11. Viren

Nipahvirus (NiVY)solat aus humanem Hirngewebe

Pepton
Hefeextrakt
NaCl

ad 11dHO

autoklavieren

BactcAgar
ad 250 ml LB/Medium

Stratagene, Heidelberg

Dr. J. Cardosa, Malays
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12. Puffer

BPBProbenpuffer (6x) fur Agarosegele
0,25% Bromphenolblau (BPB)
40% Sucrose

in dHO aufnehmen

PBS def.ghosphate buféred saline deficient
8¢ NacCl
0,29 KCI
029 KHPQ
1,15¢g NaHPQ

ad 11 HO
PBS++
0,19 MgCh
0,13 g Cadl
ad 1| PBSef

TBEPuffer (10x)
121,2 g Tris

51,449 Borsaure
3,79 EDTA
ad 11 HO
Tfb-Puffer 1
30 nM Calciumacetat
50 nM MnCh
100 nM KCI
10 nM Cadl
15 % Glycerin

steril filtern
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Tfb-Puffer 2
10 nM NaMOPS (pH 7)
10 nM KCI
75 nM Cadl
15% Glycerin
sterilfiltern
13.  Mowiol

Mowiol wird zum Eindeckeln der Praparate der Immunfluoreszenz benutzt.

2,449 Mowiol 4-88
60 Glycerin
6 ml HO
Uber Nacht quellen lassen
2 ml 0,2 M Tris (pH 8,5)

Der Ansatz 16st sich bei 8D °Cunter standigem Ruhren. Anschlie3end wird er fur 15
min bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit DABC@ (10

w/v) versetzt. Das Mowiol wird aliquotiert und b&0 °Cgelagert.
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V. Methoden

1. Molekularbiologische Methoden

1.1. PolymeraseKettenreaktion

Bei der Polymeraselettenreaktion wird ein durch eineforward und einenreversen
Primer eingegrenzter DNAbschnitt selektiv amplifiziert. Primer sind Olig&taotide,

die an dieeinzelstrangige DNA binden und der Polymerase als Startpunkt fir die
Synthese dienen. Neben der Ausgaid¢$A femplate) und den Primern enthélt ein
PCRANnsatz Desoxynlgotide (dNTPs) und eine hitzestabile DRélymerase.

Die Reaktion lauft in mehreren 4gk ab, die jeweils aus drei Phasen bestehen. In der
ersten Phase, der Denaturierungsphase, wird die DNA bei hohen Temperaturen
aufgeschmolzen. In der zweiten Phase, dammealing hybridisieren die Primer bei
deutlich niedrigeer Temperatur mit dem DN#£emplate. Die Hybridisierungs
temperatur wird hierbei individuell auf die Schmelztemperatur der Primer abgestimmt.
In der dritten Phase, ddéElongation wird ausgehend von den gebundenen Primern die
DNA zum Doppelstrang ergénzt.

In dieser Arbeit wurde haupéichlichdie Velocity DNAPolymerase verwendet. Diese
Polymerase besitzt einen Korrekturlesemechanismus, d.h. nicht oder falsch eingebaute
bdzl £t S23GARS ¢ S NRByExordeddedktivitst Ahgrausgesddnitten und
anschlieBed korrekt ersetzt. Die Zusamensetzung der Reaktionsansatze und Zyklen
der Polymeras&ettenreaktion entsprachen den Angaben des Herstellers.

Durch Anpassen der Nukleotidsequenz der Primer konnten dem zu amplifizierenden
DNAStuck neue Nukleotide angehangt oder ausgetauscht werdaes Dvurde
beispielsweise verwendet, um neue Schnittstellen flr Restriktionsendonukleasen

einzufugen.
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1.2 Gezielte Mutagenese (Austausch einzelner Aminosauren)

Die sogenannteQuickChang&lethode ermdglicht den Austausch oder die Deletion

von einer oder meferen Aminosauren in einem Protein durch Einfihren von
Punktmutationen oder Deletionen in das fur da®tein kodierende Gen (Abb. V).

Zwei Primer forward und reversg, die die gewlnschte Mutation tragen und zur
PlasmidDNA komplementar sind, wurdem ieiner Polymeras&ettenreaktion mit

Hilfe der KAPA HiFi2zft @ YSN} &aS ovY! t! .A2aedampByYav:
Exonukleaseaktivitat eine hohe Genauigkeit bei der Synthese aufweist, tber das ganze
Plasmid verlangert. Dabei entstanden doppelstrangige Plasmdidedie gewinschte
Mutation auf einem Strang trugen, deren Einzelstrdnge aber nicht kovalent
3Sa0Kt2aalSy ¢l NBys -Bnfle/ RighNIBrucle &usvwdeseh.aDiel Y p
parenterale PlasmidDNA wurde durch Zugabe des Enzybpnl welches spezifisch
methylierte und halbmethylierte DNA schneidet, verdaut. Das in die Reaktion
eingesetzte maternale Plasmid ohne Mutation wurd somit zerstort und Ubrig blieben

die Plasmide, die die Mutation trugen. Nach Transformation (Kap. IV 1.7.) in Tfb
kompetente Bakterien wurdeulie Einzelstrangbriche geschlossen. Die Selektion der
Bakterien geschah (ber eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz. Nach dieser

Methode wurden in dieser Arbeit die mutiertenf&oteine Gogaund Gagahergestelit.

1.3. Elektrophoretische Auftrennunggon DNA im Agarosegel

Im elektrischen Feld wandern DN#agmente auf Grund ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen zur Anode. lhre Laufgeschwindigkeit im Agarosegel nimmt dabei mit
zunehmender Lange der Fragmente ab. Die Trennleistung durch Agarosegelgt be
sich zwischen wenigen hundert bis zu mehreren tausend Basenpaaren. Durch Variation
der Agarosekonzentration zwischen 0f%und 2% kann die Trennleistung des
Agarosegels bestimmt werden. Im Agarosegel ist Ethidiumbromid enthalten, das in
doppelstrangije DNA interkaliert und unter UMcht fluoresziert. So werden DNA
Banden im Gel sichtbar gemacht. Die Fragmentlangen und dieMEge kann man

Uber im Gel mitgefiihrte Langeond Mengenstandards (Marker) abschéatzen.
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Die Agarose wurde in 0,5fachefBEPufier in der MikrdNelle aufgekocht bis sie
vollstandig geldst war. Nach Abkihlen auf etwa°6@vurde EthidiumbromielLdsung
(10mg/ml) bis zu einer Endkonzentration von Opfg/ml zugegeben und die
geschmolzene Agarose in einen mit einem Kamm bestlickten Htést gegossen.

Nach dem Erstarren des Gels wurde es mit dem Schlitten in die Elektrophoresekammer
eingesetzt und mit 0,5fachem T®ffer Uberschichtet. Alle Proben wurden vor dem
Auftragen mit 6fachem Probenpuffer versetzt und dann in die Tascdennach
Entfernen des Kammes entstehgpipettiert, wobei die im Probenpuffer enthaltene
Saccharose das Absinken der Proben gewébhrleistete. Die Elektrophorese wurde bei
einer Spannung von 100 (bei analytischen Gelen) bis 18Qbei praparativen Gelen)

fur unterschiedliche Zeiten (2@in bis 15h) durchgefuhrt. AnschlielBend konnten die
DNABanden im Gel uer U\tLicht (254hm) sichtbargemacht und ausgeschnitten

oder fotografiert werden.

Gen im Plasmid mit Stelle
(=) der gewtinschten Mutation

Denaturieren des Plasmids und
Binden der Mutageneseprimesé )
die die Mutation & ) tragen

Synthese der neuen Einzelstrange, d
Mutageneseprimer werden dabei
inkorporiert, die Einzelstrange sind
nicht kovalent miteinander verbunder

Durch Zugabe des EnzyDpniwird
die methylierte, nichtmutierte
parenterale DNA verdaut

Nach Transformation in kompetente
Zellen werden die Einzelstrange der
DNA kovalent miteinander verbundel

OrO-@-Q-©

Abb. IV.1: : Schematische Darstellungrdjerichteten Mutagenese

38



V. Methoden

1.4. Restriktiomrsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die DNA an oder in der Nahe von
spezifischen Sequenzen schneiden. Diese Erkennungssequenzen sind oft Palindrome,
also kurze Abschnitte innerhalb dererBes { G NNy 3S> 2SgSAta 02y
gleiche Sequenz haben. Durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen lasst sich
doppelstrangige DNA in Fragmente definierter L&dnge mit ebenfalls definierten,
Uberhangenden Endersticky endy oder nicht Gbenangenden Endenblunt end3
zerschneiden.

Far analytische Restriktionsverdaus wurden Oufgy bis 1ug DNA n  einem
Reaktionsvolumen von 1d eingesetzt, flr praparative Zwecketg, in entsprechend
gréRerenReaktionsansatzen. Es wurdeJbits eines Regltionsenzyms praug DNA
verwendet. Die Reaktionspuffer und Inkubationstemperaturen wurden entsprechend
der Herstellerangaben fir das jeweilige Restriktionsenzym ausgewahlt, die
Inkubatbnszeit betrug meist zwischenh2und 3h, fur einen praparativen Verdu bis

zu 16h. AnschlieRend wurde die DNA mit 6x Probenpuffer versetzt, in einétigen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch den interkalierenden Farbstoff
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Fir préaparative Zwecke wurden die
entsprechenden Baden unter langVeligem UVLicht (254nm) ausgeschnitten und

die DNA mit demQIAquick Gel Extraction Kier Fa. Qiagemach Herstellerangaben

isoliert.

1.5. Vektorverdau und Dephosphorylierung

Nach Verdau des Plasmuektors mit den jeweilen Enzymerwurde dieser mit

alkalischer Phosphatase (SABhrimp Alkalischer Phosphatdsbehandelt. Diese

p

SYGFSNYyiGd RAS pQ 3ISt S3IASySy PtastmddntdethinddNHzLILIS y

somit eine Rezirkularisierung des Vektors. Hierfur wudigelinearisierte RIsmidDNA
1h bei 37°Cmit 5U SAP in SAPuffer inkubiert. AnsdireRend wurde das Enzym bei
65 °Cinaktiviert.
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1.6. Ligation

Um Inearisierte Vektor und InsertDNA miteinanderzu verbinden, verwendet man
DNALigasen. Diese verknipfen unter AV&braut die freien 0 -QHGruppen und

p -Bhosphatreste durch eine Phosphodiesterbindung kovalent miteinander. Nachdem
durch Abschatzen der Bandenintensitaten die Konmgitnen der Vektor und
InsertDNA in einem Agarosegel bestimmt wurden, wurden diese in eimeiaren
Verhaltnis von 1:3 vermischt und tiber Nacht bei Raumtemperatur zusammen it 10
der T4DNALigase inkubiert. Die Ligationsansatze wurden abschlieBend mittels
Hitzeschocktransformation (vgkap. 1V. 1.7.in kompetenteEscherichia coliE. colj

eingebracht.

1.7. HitzeschocKkTransformation

Bestimmte Bakterien, wie z.BE.colj sind in der Lage durchBehandlung mit
Chemikalien fremde PlasmiBNA aufunehmen®® Eine Steigerung der Effizienz dieser
DNAAufnehme lasst sich durch Hitzeeinwirkung, den sogenannten Hitzeschock,
erreichen Uber eine Plasmilodierte Antibiotikaresistenz erfolgt die Selektion der
erfolgreich transformierten Bakterien.

Bei der Tfb(transformation buffe)-Transformation wurden 106l LBMedium mit

1 ml einer E.cokUbernachtkultur des Stammes X%Blue angeimpft und bis zu einer
ODyoo bei 37°Cschitelnd inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien bei 3608

fir 10min und bei £Czentrifugiert, das Medium verworfen und das Bakteriehgt
nach Resuspendieren in 48 Tfb-Pufferl fur 20min auf Eis inkubiert. Nacerneuter
Zentrifugation fur 8nin bei 3000pm und 4°C wurde das Bakterienpellet in
Tfb-Puffer2 aufgenommen undanschlielBend in 10l Aliquots bis zuVerwendung
bei-80°Cgelagert.

Fur die Transformation wurden di&.cokBakterien aufEis aufgetaut, mit jug
PlasmidDNA vermischt und 2@in auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzschock bei@i2
fur 90sec und aie eneute Inkubation auf Eis furrain. Kodierte das Plasmid fur eine

AmpicillinResistenzwurden die Bakterien sofort nach der Transformation auf eine
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LBPlatte mit Ampicillin ausgestrichen. Lagdoch eine Kanamycinresistenz vor,
mussen die Béaterien zuvor fir 60min in 500ul LBMedium ohne Antibiotikum
schittelnd bei 37C inkubiert werden. Da Kanamycin durch Binden an die kleine
Untereinheit der Ribosomen die Proteinbiosynthes direkt unterbindet, ist es notig die
Bakterien zuerst fur eine bestimmtgeit in Medium ohne Kanamycin kultivieren,
damit die Proteinmsynthese durchgefiihrt werden kann, um die Resistenz gegen
Kanamycin auszubilden. Dash wurden die Bakterien auf {Hatten mit Kanamycin
ausgestrichen und tGber Nacht bei 3Zinkubiert.

Resistente Kolonien wurde zur Gewinnung von DNA mittels -BNifaration in 2nl
Medium mit Antibiotikum fir eine Minioder in 150ml Medium mit Antibiotikum fur

eine MaxiDNAPraparationiberfihrt und Gber Nacht bei 37TCschiittelnd inkubiert.

1.8. DNAPraparation

Zur Isolierung von PlasdhiDNA aus Bakterien wurde dasAXGEN Plasmid Maxi Kigs
QIAGEN HiSpeeBlasmidMaxi Kit das QIAGEN Plasnidus Maxi Kitoder Peglab
E.Z.N.A.Plasmid Miniprep Kit verwende Diese PréparationKits nutzn alle das
Prinzip der alkalischen Lyg&). Nach Zelllyse und Neutralisation des Lysats wurden die
Proteine wnd die chromosomale DNA geféllt und durch Zentrifugieren bei der
Miniprep-Methode oder durch Filtration bei der Maxipréyethode von der geldsten
PlasmidDNA getrennt. Bei der Miraparation wird die PlasmidNA unter
Hochsalzbedingungen an eine Silikanfgan gebunden. Durch Waschen mit xH
kann die gebundene DNA eluiert werden. Im Gegensatz dazu bindet die DNA bei der
MaxiPraparation unter Niedrignlzbedingungen an eine Aniorarstauschsaule, von
der sie nach einem Waschschritt mit einéfochsalzpuffer eluiert, mit é¢ropanol aus
dem Eluat prazipitiert, mit 7@dgem Ethanol gewaschen und in fiHaufgenommen

wird. Die Praparationen wurden nach den Angaben defH@tstellerdurchgefihrt.
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1.9. Quantifizierung von Nukleinsaure

In Wasser geloste DNA absorbiert ultraviolettes Licht bei einem Absorptionsmaximum
von 260nm. Nach dem LambeBeerschen Gesetz besteht zwischen deroiybison

und der Konzentration deabsorbierten Stoffes in einem gewissen Bereich ein linearer
Zusammenhag, so dassnan die Konzentration der DNA durch Messung der Extinktion
bei 260nm bestimmen kann. Da eine optische Dichte ;D= 1 einer DNA
Konzentration von 5Qug/ ml entspricht, gilt bei Verwendung ein&livette mit einer
Schichtdickezon 10mm:

Cona= ODgo w50 pg/ mlwVerdinnungfaktor

2.  Zellbiologische Methoden

2.1. Zellkultur

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit permanenten Zelllinien gearbeitet.
Hauptsachlich wurden MDEZellen, polar wachsende Epithelzellen ader Niere
eines Cockersmiels verwendet. Verschiedene Versuche wurden dartber hinaus in
VeroZellen, Nierenepithelzellen aus der afrikanischen Griinen Meerkatrel
293TFZellen, humanen Nierenepithelzellenlurchgefihrt.

Alle Zellen wurden zweimal pro Woche passagiert und wanredharent bei 37C und

5% CQ. Vero und 293FZellen wurden in5 dzf 6 SMitn2alhadium (DMEM) mit
10%fotalem Kalberserum (FC®gr Aminosaure 4Glutamin,100U/ml Penicillin und
100pg/ml Streptomycin kultiviert, wahrend MD&&€llen inMinimal Essential Medium
(MEM) unter Zugabe voi0% FCS der Aminosaure -Glutamin und Antibiotikum
kultiviert wurden. Fir MDCKZellen, die bestimmte Plasmide stabil exprimierten,
wurde dem Mediumein Selektionsantibiotikum hinzugefugtGénetizin und/oder
Zeozinsiehe Kap. IV. 2.

Zur Passage wurden die Zellen nach Abnahme des Zellkulturmediums ndefPBS
grindlich gewaschemnschlieRendvurde 3 ml Trypsin/EDTAuUf die Zellen gegeben,

die Zellen damit unter Schwenken benetzt und nach kurzer Inkubatimh #ieder
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entnommen und verworfenDamit die Zellen sich vom Untergrund alilés, wurden

sie abhangig vom Zelltypriin (293TZellen) bis 28nin (MDCKZellen) mit dem Rest
Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubidbturch Zugabe von Zellkulturmedium %

FCS wide das Trypsin inaktiviert. Je nach Wachstumsverhalten wurden die Zellen 1:10
bis 1:30 umgesetzt, was bedeutet, das 1/10 bis 1/30 der Zellsuspension in eine neue
Zellkulturflaschegleicher Gro3enit 20 ml frischem Zellkulturmedium tberfihrt wurde.

Die Zden wurden dann wieder be87 °Cund 5 % CQ bis zur vollstédndigen Konfluenz

kultiviert.

Zum Einfrieren wurde die Zellen einer @%-Zellkulturflascle wie oben beschrieben
mit Trypsn/EDTA abgel6st, in Zellkulturmedium aufgemoen und fur Smin bei
2000rpm und Raumtemperatur (REentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in ¥f a9 A y F NJo&Steér Raisdnérinalem Zellkultur
medium mit 10%FCS und zusatzlictD % sterilem Glyzerinaufgenommen. Je fl

(1/2 Zellkulturflasche)vurde in entsprechende Einfrierrdhrchen tberfuhrt. Die Zellen
wurden in speziellen Einfrierboxen, die mit Isopropanol gefillt waren, Uber Nacht
langsam und schonend heruntergekihlt, um dann am nachsten Tag in den
Stickstofftank fir die langfristegLagerury Uberfihrt zu werden.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu bringen, wurden die Zellen b¥C 37
Wasserbad aufgetaut und in zwei 267-Zellkulturflaschen tberfuihrt. Nach mehreren
Stunden(8 bis 16n) Inkubation wurde das Medium gegen frischésllkulturmedium

ausgetauscht, um sowohl tote Zellesds auch das Glyzerin zu entfernen.

2.2. Kultivieren von MDCKZellen auf permeablen Filtermembranen

MDCKZellen bilden bei Wachstum auf portsen Filtermembran&rariswelFilter,

siehe Abb. IV.1) einepolarisierten Phénotyp aus. In diesem Filtersystem sind die
Zellen von der apikalen und basalen Seite her zuganglich, was eine selektive
Markierung von Proteinen auf der apikalen oder basolateralen Membrandoméne

durch z.B. Biotin oder Antikorper zulasstdusomit die polarisierte Expression von

43



V. Methoden

Proteinen untersucht werden kann. In dieser Arbeit wurden Filter von der Firma
Greiner mit einer PorengroRe von Quh oder 1,0um und einer Flache von 4¢h
verwendet. Auf eine Filtermembran wurde 1/40 einer koefit bewachsenen

75 cmé-Kulturflasche ausgesat. Die Zellsuspension wurde in die apikale Kammer des
Filtereinsatzes, die zuvor mit 1pal Kulturmedium gefullt wurde, gegeben. In die
basale Kammewurden 3 ml Kulturmediumgegeben Die MDC¥ellen wurden bigur
Auspragung einer vollstandigen Polaritd? STag auf den Filtern kultiviert, wobei das
Medium jeden Tag in beiden Kammern durch frisches ersetzt wimgeal: 2ml,

basal: 3ml).

Die Polaritat der Zellen Iasst sich tber eine Widerstandsmessung &beschdenn ein
polarisierter Epithelverband setzt Strom durch die ausgebilddiggnt junctionseinen
hoheren Widerstand entgegen als unpolarisierte Zellen. Der transepitheliale Wider
stand wurde mit Hilfe eines Messgeréats (Millicell ERS, Firma Milliper&lgt, und
erreichte Werte von bis zu 150. Als polarisiert angesehen wurden MDZ&len,

wenn abziiglich des Leerwiderstandes mehralm503SYSaaSy 6SNRSy 2y

N\ -~
| Apikale
Epithelzellen a Kammer
Monolayer elofelefe]e]e
pad -
yd “\\ Basale
Pordse Filtermembran Kammer

Abb. IV.2: Schem#&che Darstellung des Transwdilter-Systems zur Kultivierungon polarisierten
Epthelzellen

2.3. Transfektiondurch Lipofektion

Um Fremdgene in eukaryotische Zellen transient oder stabil zur Expression zu bringen
wird gereinigte PlasmiDNA mittels Lipofektion in die Zellen eingebracht. Dabel

komplexieren polykabnische Lipide mit der Plasmi@NA und erlauben die
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Uberwindung der Zellmembran in das Zytoplasma bzw. den Zellkern. Die Fremdgene
werden dann im Zellkern unter der Kontrolle eines konstitutiven Pramsotwie

zellulare Gene transkribiert.

2.3.1. Transfektion von nicht polaren Zellen in Kulturschalen oder auf

Deckglaschemlurch Lipofektion

In dieser Arbeit wurde das Transfektionsreagenz Lipfekta20®0 (LFA) gemald den
Herstellerangaben verwendet.

DieZellen wurden am Vortag so ausgesat, dass s&080 %konfluent waren. Fir die
Transfekion eines Deckglaschens im -PdellFormat wurde 11,5pul LFA mit 5@l
OptiMEM gemischt und &in bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurdgdDNA mit 5Qul
OptiMEM @mischt und zum LFAnsatz gegeben. Wéend einer 2@ninttigen
Inkubationszeit des DNBFAGemisches wurde das Kulturmedium der Zellen gegen
Transfektionsmedium (ohne Antibiotikum) ausgetauscht. Danach wurde der
Transfektionsansatz auf die Zellen getropdtach einer Inkubationszeit vongh bei
37°C und 5% CQ wurde das Transfektionsmedium entnommen und frisches
Kulturmedium auf die Zellen gegeben.

Fur die Transfektion im -@&ellFormat wurden 7,8.0ul LFA und %l DNA

aufgenommen in jeweils 250 OptiMEM wie oben beschrieben verwendet.

2.3.2. Transfektion von polarisiertetMDCKZellendurch Lipofektion

Um polarisierte MICKZellen zu transfizien, missen dietight und adherens
junctions die die basolaterale und die apikal@m&ne der Zellen treren und die
Zelen zu einem fest geschlesnen Verband machen, aufgeldst werden, damit die DNA
nicht nur der wesentlich kleineren Oberflache der apikalen Seite, sondern auch der
basolateralen Seite zuganglicist. Hierfur wurde 0,6 %Trypsin/0,53mM EDTA
verwendet, wobei das EDTA di€alzumionen, die fur die Aufrechterhaltung der
junctions benétigt wird, bindet. Hierfir wurden die auf dem Filter paddert
gewachsenen MDCRellen mit PBS def. gewaschen, um das Kulturmedium vollstandig

45



V. Methoden

zu entfernen. Danactvurde sowohlin die apikale, als atrcin die basale Kammerriil
0,05% Trypsin/0.53mM EDTA gegeben und fir @in bei RT inkubiert. Zum Stoppen
der Reaktion wurde in die basale und apikale Kammer frisches Kulturmedium gegeben.
Das FCS des Mediums inalaivihierbei das TrypsirEDTA und verhindert somit ein
weiteres Verdauen der Zellen. Zum Uberprifen der erfolgreichen Offnung der
junctions wurde der tansepithdiale Widerstand nach erneutem Wechsel gegen
Transfektionsmedium gemessen. In der Regel waAbisinken des Widerstandes um

ca. 5080 Kmessbar.

Vor de Behandlung der Zellen mit 0.06Trypsin/0.53mM EDTA wurde das
Transfektionsgemisch wie in Abschnitt B4 beschriebervorbereitet Es wurden fur
einen Filter mit einer Flache von 4,267 15ul LFA ud 10pl DNA verwendet. Nach
5-6 Stunden wurde das Medium gegen frisches Kulturmedium mit Antibiotikum

getauschtund erneut der transepitheliale Widerstand gemessen

2.4. Herstellung stabHexpimierender MDCKZellen

2.4.1. Stabile Proteinexprasion in MDCKellen durch Lipofektion

Damit Fremdgene dauerhaft in Zellkultur exprimiert werden, muss es nach der
transienten Transfektion zur Integration von PlasBiNA ins Zellgenom kommen.
Enthalt das Fremdgen tragende Eegsionsplasmid ein Antibidik-Resistenzgen oder
wird ein weiteres Resistenzgaéragendes Plasmid kotransfiziert, kbnnen Zellen, bei
denen eine Integration der PlasmizNA stattgefunden hat, durch Antibiotikagabe
selektioniert werden. Beiites zur Verfigung standen MD&gllen mit fojenden NiV
FProteinen:Fu,. Frsasa Frsazsaza Fra(C. Vogtt™®).

Fur diese Arbeit wurden weitere MD&E€lllinien hergestellt, die entweder das
wildtypische oder eines der mutierten NiV Gu{®zw. Gasizg Grasa Graoa Gaziazd
stabl exprimieren. Hierfir wurden ni 3,5cm-Schalchen 580% konfluente
MDCKZellen mit den fur die @roteire kodierenden Plasmiden (pczCFRS-G bzw.
PCZCFGBIV-Gyg/29 PCZCFGHIIV-Gyogp  PCZCFGHIIV-Gyogp  PCZCFGHBIIV-G 421430

transfiziert. Diese Plagde enthalten zusatzlich zu degaenen fir dieNiV G-Proteine
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ein durch eine IRES getrerm# Fusionspotein aus GFP und einenZeozin
Resistenzprotein. Zusatzlich wurden die Zellen mit einem zweiten Plasmid (plG),
welches einGenetizin(Neomyn)-Resistazgen enthalt, kotransfiziert. Durch Selektion

mit Zeozinund Genetizinkdnnen nur Zellen, die beide Plasmide stabil eingebaut
haben, Uberleben. Somit beschleunigt man die Selektion positiver Klone um ein
Vielfaches. Fur die Transfektion wurden jeweils {,5FA bzw. 4,Ag pczCFGBNA

und 0,5ug pIGDNA (Verhdltnis 1:10) in 2%0 OptiMEM aujerommen. Die
Transfektion wurde wie inV. 2.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach einem Tag wurd
die Transfektioneffizienz mittels Analyse der &ilreszenz der lebelen Zellen am
Fluoreszenzmikroskop untersucht. War die Transfektionseffizienz gut, wurden die
Zellen auf eine Schale mit 10 cm Durchmesser umgesetzt. Wieder einen Tag spéater
wurde das normale Zellkulturmedium (MEM #FCS mit Penicillin und Streptomycin)
gegen das gleiche Medium mitndg/ml Zeozin und 1,5hg/ml Genetizirausgetauscht.

Das Selektiomsedium wurde im Folgenden alle dis 3 Tage erneuert. Unter dem
Mikroskop konnte man nach etwainer Woche eine Veranderung der nicht
ZeozinGenetizinresistenen Zellen beobachten: sie teilten sich nicht mehr, wuchsen
zum Teil flachig aus oder bildeten lange Auslaufer. Nach 2 bis 3 Wochen hatten sich die
nicht resistenten Zellen weitgehend abgeldst, und resistente Zellen warerzunonit
bloRem Auge sichtbaren ®lonien herangewachsen. Diese wurden mit Hilfe von
Klonierungsringen isolierind einzeln abtrypsiniert80 der abtrypsinierten Zellen
wurden in Vertiefungen von 12Well-Platten und20% der Zellen authamber slides
(Objekttrager, die mit €2 Plastikkammern besetzt sind zum gleichzeitigen
Untersuchen verschiedener Zellealisgesat Nachdem die Zellen in diesehamber
slideseinen konfluenten Zellrasen ausgebildet hattemurde die Expression mittels
indirekter Immunfluoreszenzanalys@gl. Kap. IV. 3.2.dzy G SNB dzOK{ dzy R a %
(nicht Klone im eigentlichen Sinne, da im seltensten Fall aus einer Zelle
hervorgegangen) mit einem guten Expressionsmuster weiterketjvintersucht und
eingefroren.

Zum Herstellervon MDCKZellen, die digu-Untereinheitender ARKomplexe (U1A,

1B, p2, u3A und p4) stabil exprimieremurde wie oben beschrieben verfahren. Da
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jedoch das ExpressiofdasmidpCG, in welches die Gene fiur die verschiedenen
p-Untereinheiten derARKomplexeinseriert war, keinezusatzlicheResistea tragt,

wurde nur mitGenetizinselektioniert.

2.4.2 Stabile Proteinexpression in MDGRellen durch Transduktion mit

retroviralen Pseudotypen

Da es mitunter sehr schwierig waiV Gstabil exprimierendeMDCKZellen mittels
Lipofektion herzustellen, diein sehr gutes Expressionsmuster aufwiesen, wurde auf
eine weitere Methode der Herstellungtabil exprimierende Zellen zuriogegriffen:

das retrovirale Gentransfersystem. Diese Methode wurde in unserer Arbeitsgruppe
durch Dr. Stephanie Erbar etabliertlierba werden Wirtszellen mit inakten,
replikationsinaktiven  Virionen infiziert, wodurch FrerdNA in die Zellen
eingeschleust wird (Transduktion).

Es wurde das so genannteansient threeplasmid expression systé!) verwendet,
wobei retrovirale Strukturgene, das Fremdgen und ein geeignetes Hullprotein in
293TFZellen transfizieriwurden, um nicht replikationsfahige Partikel zu produzieren,
die jedoch mch die Fahigkeibesitzen FremdDNA stabil auf Zielzellen zu Ubertragen.
Grundlage diese Gentransfersystems ist das bei neugeborenen Mausen zur Ausbildung
eines TZellLymphoms fiihrendéMoloney Murine LeukemiaVirus (MoMLV). Die zur
Transfekton der 293%Zellen verwendeten Pémid sind: pHIBO, pczCFGHEIVG und
pczCFGYSVYG. Das pHIB0-Plasmid kodiert fur die zur Integration des viralen
Genoms und die Virionbildung notwendigen Proteine und Enzyme gag und pol, die sich
unter der Kontrolle eines CMRramotors befindenund einen SV4@ri besitzt Das
Plasmid pczCF@%VG kodiert fur diegenes of interestin diesem Fall das NiV
OberflacherGlykoprotein G. Sie beinhalten zusatzlich BepzinResistenzgen unter
der Kontrolle eines SV4@romotors. Die Genen pczCFGSBIiVG werden von
retroviralen LTRsldng terminal repeats flankiert, welche dahingehend modifiziert
aAYRZI RI-RegionRdie®iormaiweise fiir einen retroviralen Promotor kodiert,

gegen einen CMYromotor ausgetauscht wurde, so dass dieanskription der
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integrierten viralen DNAIber den CMWPromotor gesteueriverden kannNeben dem
pczCFGP®lasmid fir das wildtypische-&otein wurden noch Plasmide, die fir die
mutierten GProteine Gyagpe UNd Guazasa Kodieren, benutzt.Das dritte Plasnid,
pczCFGYSVG, ebenfalls unter der Kontrolle eines CiAkbmotors, kodiert fir das
Glykoprotein G das vesikularen Stomat¥isus (VSV), welches den gebildeten Pseudo
typen alsenvelopeProtein dient und eine Rezeptorerkennung und damit das Ein
dringen der Pseudotypen in fast jeden Zelltyp ermdgldle verwendeten Plasmide
pczCF&/SVG und pHIBO wurden uns von JurgeSchneideBchaulies aus Wirzburg
freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Zur Einbringung der drei Plasmidh die 293%Zellenwurde Polyethyleninme (PEI)
verwendet. In den 293Zellen sollten nun, gesteuert Uber die gagj-Proteine,
Viruspartikel gebildet werden, die das NiVGen verpacktund in deren Hulle das
VSVG-Protein eingelagert ist. Diese Viruspartikel bezeichnet @mlarPseudotypen, da
sie zwar ein retrovirales Genom enthalten, aber von einem fremden Hullprotein
umgeben sind. Diese Pseudotypen werden nun zur Transduktion von Zielzellen
verwendet, damit die Frem®NA in das Wirtsgenom integriert werden kann. Sie sind

jedoch nicht replikationsfahig und bilden somit keine neuen infektiosen Parktikel.

2.4.2.1. Transfektion von 293¥ellen

Zur Transfektion von 2924ellen wurde in dieser ArbeiPolyehtylenimine(PEI)
verwendet. Das kationische Polymere PEI bindet und kexmgat die DNA Uber
elektrostatische Interaktionen in stabile Komplexe, so genannte Polyplexe. Diese
werden von den Zellen wahrscheinlich Uber Endozytose aufgenommen. Der genaue
Mechanismus der DNAufnahme ist jedoch noch nicht geklart. Verwendet wurde
dieses Transfektionsreagenz da es verglicheh aer Ublichen KalziuAPhosphat
Transéktion eine hohere Effizienz auméist.

Am Vortag der Transfektion wurde mittels Neubau&hlkammer die Zellzahl einer
konfluenten Kulturflasche 293Zellen bestimmt und 6° Zellen pro 1@&m-

Kulturschale ausgesat. Daed293FZellen mit Mykoplasmen kontaminienvaren

49



V. Methoden

wurde dem Kulturmedium der ausgesaten Zeleycoplasma removal ageRA)im
Verhéltnis 1:100 zugefigt.

Far eine 1@m-Kulturschale wurden zwei Ansatzerbereitet. Ansatz A beinhaltetdie

DNA bestehend aus|ig pHIT, fug pczCFGHIV G und fug pczCFGYSY G. Dieses
DNAGemsich wurde auf 7000 Endvolumen mit DMEM ohne FCS und ohne
Antibiotikum aufgefillt. Fir den Ansatz B wurde45PEI (Ing/ml) mit DMBM ohne

FCS und ohne Antibiotikum auf 7ADEndvolumen aufgefillt. Ansatz A und B wurden
gemischt und 2@nin bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Kulturmedium
der Zellen durch DMEM ohne FCS und Antibiotikum ausgetauscht. AnschlieRend wurde
das Tansfektionsgemisch noch einmal gemischt und tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Nach -3 h Inkubation m Brutschrank bei 37C und 5% CQ wurde das
Medium gegen Kulturmedium mit0 %~CS und Antibiotikum gewechselt.

Am nachsten Tag wurde die Transfek8effizienz mittels Uberprifung der
GFPFluoreszenz kontrolliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Natriumbutyrat in
der Endkonzentration 1M behandelt. Natriumbutyraverstarktden CMVPromotor

des fur das VS@lykoprotein kodierenden Expressionsplacsn

Nach 8nh Inkubation bei 37C wurde erreut das Medium gewechselt und eine
mikroskopische Kontrolle durchgefuihrt. Am darauf folgenden Tag wurde der
Uberstand, der die Pseudotypen enthalt, geerntet und fiir eine nochmalige Ernte
frisches Kulturmedium aufie Zellen gegeben. Der gewonnene Uberstand wurde zum
Entfernen vonZellriickstanden fur 1Bin bei 4°Cund 3000°rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann in ein Ultrazentrifugenrohrché@w41 Beckman)iberfihrt

und mit 1ml 20% Sacharose unterschidit. Nach 2h Zerrifugation bei 30.00Gpm

und 4Flee°C in der Ultrazentrifuge wurde der Uberstand verworfen und die
pelletierten Pseudotypen in 50 PBS++/2BSA aufgenommen. Die gereinigten
Pseudotypenwurden bei -20°C aufbewahrt oder direkt fir die Transduktion von
MDCKZellen verwendet.

Es wurden Pseudotypen hergestellt, die zum einen@an fir das wildtypische NiV
GProtein (Gy), sowie verschiedene Mutanten dieses Gens mit jeweils zwei

Aminosaureaustauschen {&apoa G 42434 €nthielten.

50



V. Methoden

2.4.2.2. Transduktion von MDC¥ellen

Fir die Transduktion der MD&¢llen wurden diese am Vodain die Vertiefungen
einer 24Well-Platte ausgesat und im Brutschrafiber Nacht (U.N.Jnkubiert. Vor
Zugabe der Pseudigpen wurden die Zellen mit Polybrene (Or@g/ml, 1:100
eingesetzt) behandelt. Polybrene sind Polykationen, die die elektrostatischen
AbstoRBungskrafte zwischen Virus und Zellmembran neutralisieren und somit die
Effektivitat der retroviralen Infektion sigfikant (1001000fach) steigerf®

Im Anschluss wden jeweils D pl der gereinigten Pseudigpen zu den Zellen getropft.
Nach 58 h wurde das Medium durch normales Kulturmedium ersetzt.

Im Folgenden wrde mit den Zellen so verfahren, wie Kap. IV2.4.1 beschrieben.

Die stabil exprimierende MDCKZellen wrden mittelsZeozinhaltigem Kulturmedium
selektioniert und anschlieRend mit Klonierungsringen abtrypsiniert und weiter

kultiviert.

2.5. Nipahvirusinfektion

2.5.1. Infektion von Vere oder MDCKZellen auf Deckglaschen

Alle NiVinfektionen wurden im Hdusicherheitslabor (BS4) des Instituts fur Virologie
(Marburg) von Frau Dr. Sandra Diederich und Frau Dr. Stephanie Erbar durchgefihrt.
Fir die Infektion wurden Ver@der MDCKZellen auf Deckglasern so ausgesat, dass sie
am Tag der Infektion ca. P@ konfluent waren. Die Zellen wurden dann mit einer
multiplicity of infection(MOI) von 1 infiziert. Nach einer Inkubation voh bei 37°C
wurde das Inokulum entfernt, die Zellen zweimal gewaschen und mit frischem
Zellkulturmedium mit 26 FCS bei 37Ckultiviert. Oh, 8h, 13h, 16h, 24h, 39h oder

48h nach der Infektionpostinfection p.i.) wurden Uberstande fur die Bestimmung
des Virustiters im Zellkulturiberstand mittels T&iBethode (vgl. Kap. IV. 2.5.3.
abgenommen De Deckglaschen fur die indirekte Immunfluoreszenzanalyge Kap.

IV. 3.2) wurden zweimal gewaschen und anschlielend ¥ Raaformaldehyd (PFA)
U.N. bei £Cinkubiert. Am folgenden Tag wurden die Deckglaser in frischent,5
Schalen uberfuhrt und wderum mit 4% PFA versetzt. Zum Ausschleusen aus dem
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BSE4-Labor wurden die Schalen in der chemischen Dusche ftitMicrochem von
aulR3en desinfiziert. Aul3erhalb des BBlLabors mussten die Deckglaser vor einer
weiteren Verwendung nochmals fur P4in 4% PFA gelagert werden. Vor der
Anfarbung der Antigene mittels indirekter Immunfluoreszenzanalyse wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen, dann fiir i bei 4°Cin Zellkulturmedium mit 106 FCS
inkubiert, um mdgliche unspezifische Bindungsstellen aitiigen, und anschliel3end

erneut mit PBS gewaschen.

2.5.2. Infekion von polarisierten MDC¥ ellen aufTransweltFiltern

Die Zellen wurden wien Kap.IV. 2.2 beschrieben aufranswellFiltem kultiviert. Fur

die Infektion wurde das Kulturmedium der kamdnten und polarisierten MDCRellen
abgenommen. In die apikale Kammer wurde das in DMEM ohne FCS verdiunnte Virus
(MOI 10) gegeben, wahrend in die basale Kammer nur DMEM ohne FCS gegeben
wurde. Nach 1,5 Adsorption wurde das Inokulum von den Zellen genan und
frisches Medium mit 26 FCS zugegeberAnschlieBend wurde verfahren wie in
Kap.lV.2.5.1. beschrieben.

2.5.3. Bestimmung der  Virustiter im Kulturtiberstand mittels

Endpunkttitration (TCly,-Methode)

Zur Bestimmung der Virusmenge (Titer) einer $®aspn wird bei der
Endpunkttitration die hochste Verdinnungsstufe einer Virusldsung ermittelt, bei der
50% der infizierten Kulturen einen zytopathischen Effekt (CPE) aufweisen. Hierbei
reicht fur die Infektion einer Zellkultur bereits ein infektiosesusjrartikel aus. Der in
dieser Verdunnung enthaltene Virustiter wird dissue culture infectious dose 50
(TCllgy) angegeben.
Die Quantifizierung der Nipahvirustiter im Zellkulturiiberstand mittels J@@¥Drde im
BSk4-Labor von Frau Dr. Sandra DiederideioFrau Dr. Stephanie Erbar durchgefihrt.
Um den Virustiter zu ermitteln, wurden in jede Vertiefung einer-L@g8hPlatte
100 DMEM/2%FCS vorgelegt. In die erste Vertiefung einer Reihe wurden @&s
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jeweiligen Zellkulturiiberstandes gegeben und danne geometrische Verdinnung
sreihe von 5 bis 5 hergestellt. AnschlieRend wurden 4®eroZellen in 10Ql
DMEM mit 26 FCS proVertiefung zugegeben. Fur die Titerbestimmung wurden
jeweils vier Parallelansatze hergestellt. Nach 5 Tagen Inkubation B@uid 5% CQ
wurden die Zellkulturen hinsichtlich ihres CPE betrachtet und der Nipahvirustiter als

TCIQy bestimmt.

3.  Biochemische undmmunologische Nachweismethoden

3.1. GFPFluoreszenz Nachweis

Die Plasmide, die fUr die Ni¥ycoproteine kodieren, besitzen zusatzlich ein Gen fir
ein green fluorescent proteifGFP). Somit kann man die Expression transient oder
stabil transfizierter Zae#ih auch ohne indirekte Immunofluoreszenz nachweisen. Diese
Eigenschaft kann man sich zu Nutze machen, wenn man z.B. nach erfolgter
Transfektionderen Effizienz in lebenden Zellen untersuchen méchte. Hierflr wurden
die Zellen in den entsprechenden Schalclkigmekt mittels desFluoreszenzmikroskops
(AxiovertApoTome, Fa. Zeiss) betrachtet.

Wenn die GHFluoreszenz in fixiertem Zustand untersucht werden sollten, wurden die
Zellen zunachst 3x mit PBYjewaschen und anschlieRend fir @@ bei RT mit

2 %PFA ikiert. Nach nochmaligem s¢chen mit PBSund anschlid®®encem Waschen

mit Wassermwurden die Zellen mit Mowiol eingedeckelt und nach dem Ausharten mit

dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

3.2. Intdirekte immunfluoreszenanalyse(IF)

Bei der indirekten Immufluoreszenanalysekonnen Antigene auf der Oberflache von
Zellen und nach Permeabilisieren auch im Zellinneren mittelgigpeher Antikdrper
(Primarantkorper) nachgewiesen werden. Nach Zugabe von spezifischen Flouresezenz

gekoppelten Sekundarantikorperkann der AntigemAntikbrperKomplex mit Hilfe
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eines Fluoreszenzmikroskops detektiert werden. Fluoreszenzfarbstoffe besitzen die
Eigenschaft, bei Bestrahlung mit KWelligem Licht (U\Licht), Licht einer langeren
Wellenlange zu emittieren und somit dasankierte Antigen sichtbar zu machen. Das
Fluoreszenzsignal wird verstarkt, da an jeden gebundenen Primarantikbrper mehrere

Sekundarantikérper binden kénnen.

3.2.1.IF zur Untersuchung der Lokalisation der NPvoteine in infizierten
polarisierten MDCK Z&dn

Auf TranswelFiltem flr 3-7 Tage polarisiert gewachsene MDCK Zellen wurden nach
Infektion unter BSHY Bedingungen wie irkKap. IV.2.5.1 beschriebenaus dem
Hochsicherheitslabor ausgeschleust. Am folgen@lag wurden die Filter zunachst mit
PBS’ gewaschen und dann fiir & in DMEM/10%FCS inkubiert. AnschlieRend wurden
die Filter mittels eines Skalpells aus der Halterung geldst und geviertelt. Je nachdem,
wie viele unterschiedliche Farbungen gemacht wurden, wurden entsprechend viele
Filterviertel weierverarbeitet. Dierestlichen Viertel wurden in PESei 4°Chbis zur
weiteren Verwendung gelagert.

Die entsprechenden Filterviertel wurden anschlieBend funmi® mit 0,1M Glyzin in
PBS" inkubiert um den durch lange Fixierung in PFA entstehenden
Fluoreszenzhintergrund zu minimieren. Nach dreimaligem waschen mit ®BSlen

die Zellen mit einem aniNiV-Serum aus einem infizierten Meerschweinchen (gp89,
1:500 in PBY0,35% BSA) zur Defgion beider NivGlykoproteine auf der Zellober
flache inkubiert. Zur selektiven Farbung wurden monoklonalé-lnimab92 1:200 in
PBS70,35% BSA) oder aniG-Antikoper (mab26 1:200 in PB®,35% BSA) aus
immunisiertenKaninchen verwendéf) Die Antikorper wurden uns freundlicherweise
von Benhur Lee (USA) Aderfligung gestelltDie Inkubation erfolgte in der sogenan
nten feuchten Kammer, die aus einer Petrischale, ausgelegt mit einem befeuchteten
Filterpapier und einem darUber liegenden Parafilm, besteht. Es wurdepl 2@r
Antikorperverdinnung auf den Pariaf pipettiert, der Filter wurde mit der von Zellen

bewachsenen Seite (apikale Seite der Zellen) nach unten auf den Tropfen AntikGrper
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verdunnung gelegt und anschliel3end wurde auf die nun nach oben zeigende Seite des
Filters (basale Seite der Zellen) eirit@rer Tropfen von 2@l Anitkdrperverdiinnung
pipettiert. Nach einer Inkubationszeit vonh2bei 4°Cwurden die Filterviertel in die
Kulturschale zuriick gelegt und 3x mit PR@waschen.

In einem zweiten Schritt wurde die Filterviertelbenfalls in derfeuchten Kammer
entweder mit einem Rhodamimoder einem Alexa Fluor 5&$koppelten Sekundér
antikérper (1:200 in PBS fur 1,5h bei 4°Cinkubiert. Zur Visualisierung der Zellkerne
wurde dem Sekundarantikdrper DAPI in einer 1:10000 Verdinnung higebee.

Sollte gleichzeitig neben den NiV Glykoproteinen nde@adherin als zelluléares
Markerprotein fur die Zellkontakte gefarbt werden, wurden die Zellen fiimb bei RT
mit eiskaltem Methanol/Aceton (1:1) pereabilisiert. Die Filter wurden dann wie oben
beschrieben in der feuchten Kammer flrh2mit einem monoklonalen Antikorper
gegen daddherers JunctionProtein ECadherin(1:100 in PBYS) inkubiert, gefolgt von
einer 1,5h langen Inkubation mit isem FITE oder Alexa Fluor 488ekoppelten
Sekundéarantikorper.

Nach weiterem Waschen mit PBSvwurden die Filterviertel in di0 geschwenkt und
mit Mowiol eingedeckelt. Dazu wurden 0 Mowiol auf den Objekttrager pipettiert,
worauf das Filterviertel mit den Zellemach oben pleziert wurde. Auf die Oberseite
des Filters, also auf die Zellen, wurden ebenfallgll@owiol pipettiert Anschliel3end
wurde ein passendes viereckiges Deckglas mdglidasenfrei auf den Filter gelegt
und mit der Spitzeeiner Pinzette voishtig angedrickt. Zum Ausharten und Lagern
wurden die Objekttrager im Dunkeln bei’@aufbewahrt. Die Praparate wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 208poTome, Fa. Zeiss) oder einem

konfokalenLaser Scanniniflikroskop Axioplan 2 LSM51@®a.Zeiss) untersucht.

3.2.2. IFFarburg zum Nachweis der GlykoproteiBxpression in stabil

transfizierten nichtpolaren Zellen

Zur Analyse der Expression der XBlWkoproteine wurden die stabil transfizierten

MDCKZellen auf Deckgldschen ausgesat. Am falgen Tag wurdn die Zellen
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zunachst 3x mit P8 gewaschen und unfixiert mit einem asii\-Serum aus
infizierten Meerschweinchen (gp3 1:500 in PBB3 %BSAuNd miteinem Alexa Flour
568-gekoppelten Sekundarantikérper (200 in PBS/0.3% BSA)in der fuchten

Kammer (beschrieben iKap. 1V.3.2.1) inkubiert. Die Praparate wurden mit einem

Fluoreszenzmikroskopg\kioplan odeAxiovert ApoTome, Fa. Zeiss) betrachtet.

3.2.3. IFFarbung von polarisierten MDGCERellen zur Untersuchung der

Lokalisation der NV Glykoproteine mittels konfokaler Mikroskopie

Zur Untersuchung der Verteilung der NiV Glykoproteine in polarisierten Epithelzellen
wurden MDCK Zellen, die die NiV Glykoproteine stabil exprimieren auf
TranswelFiltem ausgesat. Nach-3% Tagen Inkubation é 37°C und 5%CQ und
taglichem Wechsel des Kulturmediums wurden die Filter 3x mit Ri8vaschen
Anschlielend wurde die Membran unter Verwendung eines Skalpells aus der
Halterung heraus getrennt. Die Filter wurden geviertelt und entweder weiearbeit

wie Filtermit infizierten Zellenoder nach 20min Inkubation mit2 °%PFA flr spatere
Farbungen in PBSbei 4°Caufbewahrt.

Zur Anfarbung der-Foder GProteine in stabil exprimierenden MD&gllen wurden

die Filter unfixiert fir 2h in derfeuchten Kammerwie in Kap. IV3.2.1, beschrieben

mit einem antiNi\-Serum aus einem infizierten Meerschweinchen (gp3, 1:500 in
PBS$70,35% BSA)und mit einem Alexa Flud68-gekoppelten Sekundarantikorper
inkubiert. Die Praparate wurden mieinem lonfokalen Laser Scanning/likroskop
(Axioplan 2 LSM51@a. Zeiss) untersucht.

3.2.4. IFFarbung zur Untersuchungndogener AdaptorproteifAP) Komplexe
in Vero-und MDCKZellen

Zum Etablieren einer Farbemethode zUmntersuchung der Lokalisatioendogen

exprimerter ARKomplexe waden MDCK bzw. VereZellenin die Vertiefungen von

24-Well-Platten auf Deckglaschen ausgeséat und am folgenden ety 3x Waschen

mit PBS" wurden die Zellen auf zweierlei Weise fixiert und permeabilisiert. Entweder
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wurden die Zelleritir 5min mit eiskaltem Methanol/Aceton (1:1) oder fur &tin mit
2% PFA bei RT behandelt. Nach der #eAandlung, die lediglich die Zellen fixiert,
mussten diese mit @,% Triton X100 fur 10min permeabilisiert werden. Um den
unspezifischen Fluoreszenatergrund, der durch die PFBehandlung entsteht, zu
reduzieren, wurden die Zellen auRerdem mit M1Glyzin/PBSlef fir 10min bei RT
inkubiert. Nach nochmaligem Waschen mit PBBurden die Zellen in der feuchten
Kammer wie irKap. IV3.2.1 beschrieben mikommerziell erhaltlichemnonoklonalen
Antikdrpemn gerichtet gegen einzelne Untereinheiten der-Kémplexe(ARL: ", Ap2:

H, AR3A: 4, AR4: ") inkubiert. Zum Austesten der optimalen Antikdrperkonzentration
wurden Verdiunnungen von 1:10,50, 1:100, 1:250 und 1:300 PBS70,35% BSA
verwendet Dazu wurden20 ul der Antikérperverdinnung auf den Parafilm getropft
und das Deckglaschen mit den Zellen nach unten auf den Tropfen gHigh. 1h
Inkubation bei £Cwurden die Deckglaschen mitBE8" gewaschen und im zweiten
Schritt mit einem Alexa Flu&68 oder 488gekoppelten Sekundarantikérper fur
45min in der feuchten Kammer inkubierNacherneutem Waschen mit PBSund
kurzem Schwenken in d8 wuden die Deckglaschen mit Mowiol eingedeitkend
zum Ausharten tber Nacht béi°Cim Dunkeln aufbewahrtDie Praparate wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert ApoTome, Fa. Zeiss) betradiddiei stelle
sich heraus, dass die Farbung der endogenetJAtereinheiten fir MDCiellen nicht
mdglich war. Fur Verdellen wurden die optimale Fixierung/Permeabilisierung mit

Methanol/Aceton (1:1) und die beste Antikdrperverdiinnung von 1:100 festgestellt.

3.2.5 IFFarbung zur Untersuchung transientexprimierter Adaptor
proteine(AP}YKomplexemit einem cterminalen Fagtag in Vere und
MDCKZellen

Zur Untersuchung der Lokalisation transiemprimierter Adaptor Proteine wurden die

Zellenin die Vertiefungen von 2¥ellPlatten auf Deckglaschen ausgesat und am

folgenden Tag wie iKap. 1IV2.3.1 besdrieben transfiziert. Hierfir wue jeweils 1ug
DNA und 1,5l LFA verwedet. Nach ca. 24 Expression walen wie Zellen 3x mit
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PBS gewaschen und zum Permehdieren fur 5min mit einkaltemMethanol/Aceton
(1:1) behandelt. Nach nochmaligem Wascheih PBS" wurden die Zellerwie in Kap.
IV. 3.2.11beschriebem der feuchten Kammemit einem monoklonalen Antikorper
gegen das Flagg (1:100 in PB30,35 %BSAundim zweiten Schritt mit einem Alexa
Fluor 568 oder 488gekoppelten dem Sekundarantikorpamkubiert Die Praparate
wurden mit einem knfokalen Laser ScanningMikroskop (eica SP5, Fa. Leica)

untersucht.

3.3. Etablierung eines Fussiomsssayszum Nachweisdes Einflusses der

basolateralenExpression der NiV Glykoproteine in polaren MDEXellen

Um den Einfluss der basolateralen Expression der NiV Glykoproteine in polaren MDCK
Zellen zu untersueen, wurde in dieser Arbeit elRussiorAssayetabliert. Werden die
fusogenen NiV Glykoproteine F und G whelen Tyrosin oder Leucinmutantenin

nicht polaren MDCKellen kexprimiert, sollte es in jedem Fall zu einer ZallFusion
kommen, d.h. es sind mittelimdirekter Immunfluoreszenz Syytien zu detektieren.
Werden die NiV Glykopteine in polaren MDGCRellen kexprimiert, tritt nur noch
ZeltZeltFusion auf, wenn bde fusogenen Glykoproteine an der basolateralen

Membran exprimiert werden.

3.3.1. FusionsAssayin nicht-polaren MDCKZellen

Fur den folgenden Versuch wurden stabjl-&xprimierende MDGCKellen (10046
positiver Klon) subkonfluent auf Deckglaschen ausgesat und am nachsten Tag mit den
PlasmidenpczCFGHIiVG,:, pcz CFGINIVGyzg209a PCZ CFGINIV G 41/424 transfiziert

(vgl. Kap. 1vV2.3.1). Nach 24 Inkubation wurden die Deckglaschen weKap. IV.

3.2.2 beschrieben mit einem monoklonaleanti-FAntikdrper (mab92 1:200 in
PBS70,35 % BSA)und mit dem Alexa Fluor 568ekoppelten Sekundarantikorpén

der feuchten Kammer (beschriebenkmap. 1IV3.2.1) inkubiert. Die Praparate wurden

mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert ApoTome, Fa. Zeiss) betrachtet.
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3.3.2. Fusons-Assaysn polarisierten MDCKZellen

Um die Fusionsaktivitat der NiV Glykoproteine in stabil exprimierenden ipiggen
MDCKZellen zu untersuchen, wurden stabil,«+F und Fsossexprimierende
MDCKZellen konfluent aufTranswellFiltem ausgest Nach 5 Tagen Inkubation bei
37°Cund 5%CQ und taglichem Wechsel des Kulturmediums wurden die Zellen nach
einer kurzen Behandlung mit 0,05 Trypsin/0,53 mM EDTA transfizierg(vKap. IV
2.3.2).Nach grindlichem Waschen der Filter mit REBESwurden daftirin die apikale
und basale Kammer fur I@in 1ml 0,05% Trypsin/0,53 mM EDTA gegeben. Zum
Stoppen der Reaktion wurde Medium mit ¥WFCS gegebergefolgt von einer
Uberprufung des tansepithelialen Widerstandes nach Wechsel gegen frisches
Medium. Vor der Trypsinbehandlung wurde der Transfektionsansatz wiam V.
2.3.2 beschrieben angesetzt. Hierbei wurden @ DNA (pczCFG54&m3a und
pczCFG5 gg294 und 15ul LFAeingesetzt. Nach 4B Inkubation bei 37Cund 5%CQ

und taglichen Mediumwechsel kombiniert mit einer Uberprifung des
transephitelialen Widerstandes, wurden die Filter 3x mit PBfewaschen
AnschlieBendwurde die Membran aus der Halterung unter Vemdung eines
Skalpells heraus getrennt. Die Filter wurden geviertelt und entweder weiterveratbeite
oder nach 20min Inkubation mit Z6PFA fiir spatere Farbungen in PBiSei 4°C
aufbewahrt.

Im Weiteren wurden die Filter im ersten Schritt in der feuchitemmer wie irKap. IV.
3.2.3 beschrieben mit einem Gpezifischen monoklonalen Antikdrper (mab26 1:200
in PBS70,3 %BSA) fir & inkubiert. Nach3x Waschemmit PBS" wurden die Zellen

mit einem Alexa Fluob68-gekoppelten Sekundarantikorper fur 1h5in der feuchten
Kammer bei 4C inkubiert. Nach Permeabilisieremit eiskaltem Methanol/Aceton
(1:1) far 5min bei RT wurden die Zellen mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das
Adherers JuctiorProtein ECadherin (1t00in PBS70,3 %BSA) fiir & bei 4°Cin der
feuchten Kammer inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit einem Alexa HB88r
gekoppeltenSekundaratikorper fur 1,5h. Zum Nachweis det00%gen Expression
der stabil F- und Rs:5sMDCKZellen wurdenparallel andere Viertel des gleichen

Fiters mit einem Fspezifischen monoklonalen Antikérper (mab92 1:200 in
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PBSY0,3 %BSA) fur 2 inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit einem Alexa Fluor
568-gekoppelten Sekundarantikorper fur Ihaei 4°Cin der feuchten Kammer.

Fur Doppelfarbungenler zum Einen stabil und zum Anderen transient transfizierten
NiV Glykoproteine wurden dief bzw. G, stabil exprimierenden MDCRellen
konfluent auf TranswelFiltem ausgesti Nach 5 Tagen Inkubation bei 32 und
5%CQ und taglichem Wechsel des Kudinediums wurden die Zellen wia Kap. IV.
2.3.2. beschrieben mit0,05% Trypsin/0,53 mM EDTA behandelt und danach mit
Plasmiden, die fur § bzw. Rs:sa kodieren (pczCFG5,Fund pczCFG5 vEsa
transfiziert. Nach 48 Inkubation bei 37C und 5% CQ und taglichem
Mediumwechsel mit Kontrolleles transephelialen Widerstandes wurden die Filter
nach dreimaligem Waschen mit PB&us der Halterung mittels eines Skalpells heraus
gelost, geviertelt und entweder direkt weiterverarbeitet oder nach n@@utiger
Fixierung ir2 % PFA in PBSgewaschen unaufbewahrt. Im ersten Schritt wurden die
Filter mit einem Fbzw. Gspezifischen monoklonalen Antikérper (mab92 bzw. mab26
1:200 in PBY0,3 %BSA) von beiden Seiten furh2in der feuchten Kammer wie in
3.2.3beschrieben inkubiert. Nach 3x Waschen mit PRB@rden die Zellen von beiden
Seiten mit einem Alexa Flu®68-gekoppelten Sekundarantikérper fur 1h5in der
feuchten Kammer inkubiert. Nach 3x Waschen mit ‘PB&rden die Zellen zur
Absattigung noch freileBindungsmaoglichkeiten an den Antig@ntikbrper-Kompelxe
mit einem Kainchenserum (1:20 in PB®,3 %BSA) fiir 3@nin bei 4°C in der
feuchten Kammer von beiden Seiten inkubiert. Nach wiederholtem Waschen niit PBS
wurden die Zellen zum Nachweis desnisgent transfizierten Proteins (g Fys2s4 von
beiden Seiten mit einem-Gzw. Fspezifischen monoklonalen Antikérper (mab26 bzw.
mab92 1:200 in PB®0,3 %BSA) in der feuchten Kammer fiih 2nkubiert gefolgt von
einer Inkubation mit einem Alexa Fluor 488koppelten Sekundarantikorper fur 1h5
bei 4°Cin der feuchten Kammer. Danach wurden die Filter wie in 3.2.3 beschrieben
mit Mowiol eingedecklt und mittels eines konfokalelbaser Scanniniglikroskg (Leica

SP5, Fa. Leipantersucht.
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V. Ergebnisse

1. Infektion von polarisierten MDC¥ellen

Es ist bekannt, dass polarisierte Epithelzellen fir den Verlauf und die Ausbreitung einer
Infektion von entscheidender Bedeutung sind. In immunhistochemischen
Untersuchungerin vivokonnten viruspositive Epithelzellen sowohl in der Lunge, als
auch in derNiere detektiert werded®® Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit
wurden MDCKzZellen verwendeteine etablierte Zelllinie aus der Niere des Hundes, die

denin vivoinfizierten Epithelzelle sehr nahe kommt.

1.1. Untersuchung NiV-infizierter = MDCHKZellen  durch indirekte

Immunfluoreszenzanalyse

Um die Ausbreitung der Infektion in Zellkultur zu untersuchen, wurden MIEIE&N

auf TranswelFiltern ausgesat und Uber funf Tage kultiviemaglich wurde das
Kulturmedium gegen frisches Medium getauscht und die Ausbildung der Polaritat
durch Messung des transepithelialen Widerstandes verfolgt. Nach finf Tagen
konfluentem Wachstum wurden die Zellen im BiSlLabor mit NiV infiziert (Dr.
Stephangé Erbar). 18 bzw. 24 Stunden spater wurden die Filter flin 48t 4%PFA
fixiert, um die Viren zu inaktivieren. Nach Ausschleusen aus dem Hochsicherheitslabor
wurden die Zellen sowohl von der apikalen als auch von der basalen Seite mit einem
polyklonalenanti-NiV Serum und einem Rhodargekoppelten Sekundarantikérper
behandelt (vgl. Kap. IV. 3.2.1.). Zur Darstellung derZédlKontakte wurde nach
Permeabilisieren und Fixieren der Zellen mit Methanol/Aceton mit einem
monoklonalen Antikorper gegen-Gadherin und einem FITgekoppelten Sekundar
antikorper gefarbt. Untersucht wurden die Praparate mit einem konfokaleser
ScanningMikroskop Axioplan 2 LSM510 der Fa. Zeiss. Wie in Abb. V.1. zu sehen, sind

MDCKZellen gut mit NiV infizierbar. Weiterhin isti erkennen, dass die Infektion in
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MDCKZellen zur Ausbildung sogenanntdéoci fuhrt. Diese foci umfassen zum
Zeitpunkt 18nh p.i. im Durchschnitt ca. 20 Zellen, wohingegen ed 2hi. (post
infection nach Infektion)schon ca. 50 Zellen sind. Die Bilduhgr foci, oder auch
Synzytien genanntzeigt eindeutig, dass sich die Nifektion von Zelle zu Zelle
ausbreiten kann. Dies kann einerseits Uber Virusfreisetzung und Neuinfektion von

Nachbarzellen oder Uber Ausbreitung Uber die lateralen Zellverbindupgssieren.

NiV E-Cadherin Merge

Mock

18 h p.i.

24 h p.i.

Abb. V.1.:Infektion von polarisierten MDCKellen.MDCKZellen wurden aufrranswelFilter ausgeséat

und fur 5 Tage bis zum Ausbilden der vollstandigen Polaritat kultiviert. Dann wurden die Zellen
entweder mit NV infiziert oder uninfiziert mitgefuhrt (Mock). Nach b&.i. sowie 24 p.i. wurden die
Zellen fur 4& mit 4%PFA fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem-dg@zifischen
Meerschweinchenserum (gp3, 1:500) und RhodagekoppeltenZweitantikdrper von der apikalen und
basalen Seite gefarbt. Nach Permeabilisieren und Fixieren mit Methanol/Aceton wurden die
ZeltzellkKontakte mittels eines monoklonalen Antikdrpegegen ECadherin und einem FITC
gekoppelten Sekundarantikdrper dargedteAxioplan 2 LSM510 Fa. Zeiss, VergrolRerung: x630, Balken:
10pum
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