ERGEBNISSE

4 Ergebnisse

41 Klonierung des Gesamtgenoms P/1C1

Das Genom des TTV-Isolats P/1C1 (3756 bp) lag zu Beginn der Arbeiten als unvollstindige
Sequenz (3688 bp) im Vektor pGEM-T vor (59) (Abb. 4-1A). Um das Transkriptionsprofil
und das daraus resultierende Expressionsmuster dieses Isolates zu ermitteln, musste die
fehlende 68 bp Sequenz vervollstindigt werden. Durch anschlieBende Amplifizierung des
Gesamtgenoms war die Klonierung in den Vektor pGl3-Promotor mdglich. Das fertige
Konstrukt wurde fir die weiterfiihrenden Versuche zur Replikations- und

Transkriptionsanalyse eingesetzt.

4.1.1 Konstruktion des Plasmids pGEM/TTVKus2a (6728 bp) - Auffullen der
68 bp Deletion

Die Vervollstindigung des Genoms erfolgte durch Auffiillen der 68 bp-Deletion (Position im
viralen Genom: 114 bp - 181 bp), wobei einander iiberlappende Oligonukleotide in einer
Hybridisierungsreaktion eingesetzt wurden (Abb. 4-1B) (s. 3.2.8). Die
Restriktionsschnittstellen der Uberhiinge des hybridisierten Konstruktes wurden so gewihlt,
dass eine gerichtete Klonierung iiber nur einmal in der Sequenz vorhandene Schnittstellen
erfolgte. Im Genom wurde Pst I (Pos. 306 bp) und innerhalb der multiplen Klonierungsstelle
(MCS) Sac 1 ausgewihlt. Fiir die Insertion der neu generierten 68 bp Sequenz mussten also
auch die Bereiche der schon vorliegenden Vektor- und Genombereiche neu hybridisiert
werden. Die durch Hybridisierung entstandenen Multimere wurden in einem sequenziellen
Verdau mit Pst1 und Sacl geschnitten. Das so konstruierte DNA-Fragment (Pos.
301 - 104 bp) wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, aufgereinigt und in den Pst 1/Sac 1
restringierten pGEM/TTVKus kloniert. Im so entstandenen pGEM/TTVKus2a (6728 bp) lag
das P/1C1-Genom mit einer Lange von 3766 bp im Vektor pGEM-T vor.
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Abbildung 4-1: Generierung des pGEM/TTVKus2a. (A) Ausschnitt aus dem pGEM/TTVKus. (B) Ausschnitt
aus dem pGEM/TTVKus2a. Der schraffierte Bereich markiert den durch Oligomerisierung klonierten Abschnitt.
Die Darstellung unterhalb zeigt die hybridisierten Oligonukleotide mit Positionsangabe innerhalb des Genoms.
Positionsangaben oberhalb der Plasmidausschnitte beschreiben die Position im Genom, Angaben unterhalb der
Ausschnitte beschreiben die Position im Vektor.

4.1.2 Konstruktion des Plasmids pGI3-P/1C1

Um das P/1C1-Genom zu mobilisieren, wurde unter Verwendung der Primer 879 und 878 das
Gesamtgenom ausgehend vom Vektor pGEM/TTVKus2a amplifiziert. Aufgrund der Linge
des Genoms und der GC-reichen Sequenz wurde die LA Taq Polymerase zur Amplifikation
eingesetzt und der fiir GC-reiche Sequenzen optimierte Puffer GC I verwendet (s. 3.1.1.2).
Nach Aufreinigung der DNA im Anschluss an eine Agarosegelektrophorese wurden die
DNA-Enden aufgefiillt und phosphoryliert (s.3.4.1; 3.2.2; 3.2.4). Das Konstrukt wurde
religiert, mit dem Restriktionsenzym Kpn I (Pos. 1269 bp) linearisiert und in den Vektor
pGL3-Promoter eingefiigt (Abb. 4-2) (s. 3.2.5, 3.2.1). Das virale Genom lag im Anschluss an
die Insertion revers im Vektor vor. Die fiir die Klonierung verwendeten Primer, die

Annealingtemperatur und die verwendete Matrize sind im Anhang (A.1, A.2) aufgefiihrt.
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Abbildung 4-2: Vektorkarte des pGI3-P/1C1 (P/1C1: 6-3762; SV40 Promotor: 3810-4012; Firefly Luciferase
luct: 4042-5694; SV40 late Poly(A)-Signal: 5726-5947; B-Laktamase (Amp'): 7034-7894; f1 Ori: 8026-8481;
Poly(A)-Signal: 8612-8765)

4.2 Untersuchung eukaryotischer Zelllinien hinsichtlich
TTV-spezifischer DNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zelllinien Huh7 (humane Leberzelllinie), HelLa
(humane Zervixkarzinomzelllinie), HEK 293 (humane Nierenzelllinie), Vero (Green Monkey
Nierenzelllinie) und PS (Schweinenierenzellline) verwendet (Informationen zu den Zelllinien
s.2.1.10, 3.9.1). Da die Seroprdvalenz von TTV bei Menschen und Tieren sehr hoch ist,
wurden zu Beginn der Arbeit die verwendeten Zelllinien hinsichtlich humaner
TTV-spezifischer DNA untersucht, um eine Verfilschung nachfolgender Experimente durch
eine eventuelle Kontamination zu vermeiden. Zu diesem Zweck wurde eine etablierte UTR-A
PCR verwendet (s. 3.1.1.3) (13). Diese semi-nested PCR amplifiziert einen bei humanen
TTV-Isolaten hochkonservierten Bereich innerhalb der UTR. Als Positivkontrolle wurde das
zirkularisierte P/1C1-Genom eingesetzt. Im ersten PCR-Zyklus wurde mit den Primern

NG343 und NG344 ein 132 bp DNA-Fragment amplifiziert, welches im zweiten PCR-Zyklus
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als Matrize fiir die Primer NG343 und TTSPEN diente. Das aus dieser Amplifikation
resultierende 114 bp DNA-Fragment diente als Nachweis TTV-spezifischer DNA.

NK PK Huh7 Vero  Hela 293 PS

M 1 2 I 2 I 2 1 2 1 2 1 2 1 2 M
200bp
100bp
Abbildung 4-3: UTR-A-PCR zur Bestimmung eventueller TTV-Kontaminationen der verwendeten
Zelllinien. Amplifikate des ersten und zweiten semi-nested PCR-Zyklus wurden in einem 2%igem Agarosegel

aufgetragen und mittels Ethidiumbromid visualisiert. NK: Negativkontrolle; PK: Positivkontrolle
(zirkularisiertes P/1C1 Genom). Marker (M): 100 bp DNA Ladder

In Abbildung 4-3 ist das Ergebnis der diagnostischen UTR-A-PCR zur Bestimmung
moglicher TTV-spezifischer Kontaminanten dargestellt. Fiir die untersuchten Zelllinien war
nach dem ersten Zyklus keine virale DNA nachweisbar. Allerdings war nach dem zweiten
Zyklus bei den humanen Zelllinien und der Affenzelllinie ein schwaches Bandenmuster zu
erkennen. Ein DNA-Amplifikat in der zu erwartenden Grofle trat nicht auf, was auf eine
unspezifische Amplifikation hindeutete. Die humanen Nierenzellen HEK 293 zeigten ein
schwaches Signal, dass im Vergleich zur TTV-Referenz groBBer ausfiel. Um auszuschlieBen,
dass es sich um ein TTV-spezifisches Signal handelte, wurde das Amplifikat aus dem Gel
extrahiert und in den Vektor pCR2.1 kloniert (s. 3.2.6). Die nachfolgende Sequenzierung

ergab, dass die Zellen nicht mit TTV kontaminiert waren.
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4.3 Kartierung der Transkripte von P/1C1

TTV ist durch eine hohe Sequenzdiversitdt der unterschiedlichen Genotypen gekennzeichnet.
Auf Ebene der genomischen Sequenz wird eine Abweichung von iiber 40 %, auf der
Aminosdureebene sogar von iiber 60 % festgestellt (55, 140, 178). Doch trotz dieser
Diversitit ist fiir viele TTV-Isolate die Synthese von drei mRNAs (2.8 kb, 1.2 kb und 1.0 kb)
nachgewiesen worden (78, 139). Diese sind durch ein gemeinsames Spleiflereignis vor dem
kodierenden Bereich charakterisiert. Wéahrend die 2,8 kb-mRNA nur dieses eine
SpleiBereignis aufweist, werden die 1,2 kb- und die 1,0 kb-mRNA durch einen zusétzlichen
Spleiprozess gebildet. Fiir das TTV-Isolat HEL32 aus der Genogruppe I wurden
SpleiBinitiationsstellen definiert und die Expression von sechs Proteinen ausgehend von
diesen Transkripten gezeigt (157). In einer kiirzlich verdffentlichten Studie ist fiir mehrere
TTV-Isolate das Vorkommen zusitzlicher Spleilereignisse beschrieben worden, die auf die
Expression weiterer Proteine hindeuten (90).

Das in der Arbeit untersuchte TTV-Isolat P/1C1 wird der Genogruppe 1 zugeordnet und weist
zu HEL32 eine Sequenzhomologie von 70,4 % auf. Fiir dieses Isolat sollte ein

Transkriptionsprofil erstellt werden.

4.3.1 cDNA-Synthese ausgehend von mRNA aus P/1C1 transfizierten
Leberzellen (Huh?7)

Fiir die Synthese der cDNA wurde die mRNA P/1Cl-transfizierter Huh7-Zellen nach 48 h
extrahiert und mittels des optimiertem Reaktionsansatz aus Superscript III (Invitrogen) und

RLM RACE Kit (Ambion) umgeschrieben (s. 3.1.2.1 und 3.1.2.2).

4.3.2 Synthese der 5’- und 3’-RACE von TTV-Transkripten

Zur Charakterisierung der viralen Transkripte wurden die mRNAs so modifiziert, dass sie
unter Verwendung eines 3’-Adapter-Primers oder eines 5’-Adapter-Primers in cDNA
umgeschrieben werden konnten (s. 3.1.2.1 und 3.1.2.2). Fiir das zur Genogruppe 1 gehérende

TTV-Isolat HEL32 waren die SpleiBinitiationsstellen kartiert. Diese Informationen wurden
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auf die Sequenz des P/1CI {iibertragen, um sequenzspezifische Primer zu generieren. Diese
wurden in einer 5’- und 3°-RACE sowohl zur Identifizierung von SpleiBakzeptor- und
SpleiBdonorstellen als auch zur Kartierung der 3’- und 5-Enden eingesetzt (Abb. 4-4). Die
RACE wurde sowohl als semi-nested PCR als auch als nested-PCR durchgefiihrt. Dafiir
wurden die 5’-RACE Adapter-Primer 5#1 und 5#2 sowie die 3’-RACE Adapter-Primer 3#1

und 3#2 mit sequenzspezifischen Primern oder auch nur sequenzspezifische Primer

verwendet.
A TATA PolyA
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Abbildung 4-4: Strategie zur Durchfiihrung der 3’-RACE und der 5’-RACE (A) P/1C1 Genomausschnitt
mit Skalierung (B) 5’-RACE, 5#1: 5’RACE Outer Primer, 5#2: 5’-RACE Inner Primer (C) 3’-RACE, 3#1:
3’-RACE Outer Primer, 3#2: 3’-RACE Inner Primer; Positionsangaben und Sequenzen der genspezifischen
Primer sind im Anhang A.1 aufgelistet.

4.3.3 Sequenzanalyse der 5’- und 3’-RACE-Produkte

Die aus der RACE-PCR gewonnenen Amplifikate wurden zunéchst in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.5.1). Dabei traten neben den erwarteten Fragmentgrofen
weitere Amplifikate auf. Fiir die Sequenzierung wurden Fragmente der erwarteten GroB3e und
Amplifikate, die im zweiten PCR-Zyklus verstiarkt amplifiziert worden waren, aus dem
Agarosegel extrahiert und aufgereinigt (s. 3.3.1, 3.4.5). 200 - 400 bp grof3e Fragmente wurden
in den Vektor pCR2.1 kloniert und anschlieBend mit den Primern M13F und MI3R
sequenziert (s. 3.2.6; s. 3.4.5). Fragmente mit einer Linge >400 bp wurden direkt mit den
RACE-Primern sequenziert. Die Sequenzen wurden mit der Software SeqMan und
MacVector mit der genomischen Sequenz von P/1Cl1 verglichen. Die beobachteten

SpleiBstellen sind in Abbildung 4-5 dargestellt.
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Abbildung 4-5: Ergebnis der Transkriptkartierung. Darstellung der RACE-Produkte hinsichtlich ihrer
Position im P/1C1-Genom (oben schematisch dargestellt) Die per RACE kartierten SpleiBinitiationsstellen sind
durch vertikal gestrichelte Linien dargestellt. Die Positionsangaben der Spleiidonor- und SpleiBakzeptorstellen
(SD und SA) sind iiber dem Genom angegeben.

Das cDNA-Amplifikat e ist das Produkt einer semi-nested PCR, wobei im ersten Zyklus der
genspezifische Primer 960 und der Adapterprimer 3#1 eingesetzt wurden. Im zweiten
PCR-Zyklus wurde unter Anwendung der Primer 797 und 960 ein 425 bp Amplifikat erzeugt,
das zwei SpleiBinitiationsstellen trégt. Die erste SpleiBdonorstelle liegt an Position 183 bp
(SD1), die erste SpleiBBakzeptorstelle (SA1) an Position 282 bp. Dieses erste 99 nt Intron trat
auch im 5’-RACE-Produkt a und in den cDNA-Amplifikaten f-4 auf. Eine weitere
SpleiBdonorstelle an Position 394 bp (SD2) sowie eine Spleilakzeptorstelle an Position
2500 bp (SA3) resultieren in einem 2106 nt-Intron.

Das cDNA-Amplifikat f mit 737 bp resultiert ebenfalls aus der oben beschriebenen
semi-nested PCR. Zusitzlich zum ersten Intron wurde eine zweite SD an Position 706 bp
(SD3) beschrieben, die in Kombination mit SA3 ein 1794 nt-Intron ergibt.

Das cDNA-Amplifikat g ist das Produkt einer semi-nested PCR mit den schon beschriebenen

Primern im ersten PCR-Zyklus und unter Anwendung des genspezifischen Primers 994 im
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zweiten PCR-Zyklus. Das daraus resultierende 571 bp-Amplifikat weist ein zweites Intron
von 1601 nt auf, welches durch die SD3 und SA2 an Position 2307 bp entsteht.

Die Existenz eines Transkriptes mit nur einem Intron, welches in der Literatur mehrfach
beschrieben worden ist und dem 2,8 kb-Transkript entspricht (78, 139), wurde mit den
Primerpaaren 3#1/960 und 3#2/960, 3#1/961 und 3#2/962 sowie 3#1/962 und 3#2/962
untersucht. Ein entsprechendes Transkript wurde nicht amplifiziert. Der Einsatz von
genspezifischen Primern, welche im Sequenzbereich 706 bp bis 2307 bp binden, sollte
ebenfalls das Bestehen eines nur einfach gespleifiten Transkriptes, das dem kompletten
Leserahmen orf] entspricht, nachweisen. Die Kombination der Primerpaare 960/994 und
960/908 in der semi-nested PCR resultierten in einem 2036 bp-Amplifikat. Dieses
Transkript 2 besitzt nur das erste Intron und umfasst zusdtzlich den Bereich 706 bp bis
2287 bp, welcher in den drei vorher charakterisierten Transkripten durch alternative
SpleiBBvorgénge nicht mehr vorhanden ist.

Das 3’-RACE-Amplifikat » wurde mit dem Primerpaar 907/3#1 im ersten PCR-Zyklus und
dem Primerpaar 914/3#2 in der zweiten PCR-Runde amplifiziert. Der Primer 914 kann
hierbei nur binden, wenn es sich um ein einfach gespleiites 3'-RACE-Produkt handelt. Die
Existenz des Transkriptes 2,8 kb wird durch die Amplifikate ¢ und i bestdtigt. Die aus den
Sequenzanalysen resultierenden Kombinationen von SD und SA sind in Abbildung 4-6
zusammengefasst. Die Sequenzen der SpleiBinitiationsstellen entsprechen dabei den
eukaryotischen Konsensussequenzen fiir SD und SA.

Den 3’-RACE-Amplifikaten b, ¢ und d ist ein Polyadenylierungssignal an Position
2971 - 2976 bp gemein (Abb. 4-5; Abb. 4-7B), welches mit dem Stoppcodon 744 iiberlagert.
In allen analysierten Transkripten trat ab Position 2994 bp die Poly(A)-Sequenz auf.
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SpleiRdonorsequenz SpleiBakzeptorsequenz
©©
Konsensussequenz Exon gA GT%AGT 7?N.|E-Aq§ Exon

Genom SD1(183) GGGTGCCGAAGGTGAGTTTACACA TTACAGAAAGAA SA1(282)
cDNA GGGTGCCGAAG......_.__ AAAGAA

Genom SD2(394) GAGAGAAACTGGTACGAGAGTTGC CTACAGGACCAC SA3(2500)
cDNA GAGAGAAACTG......... GACCAC

Genom SD3(706) CTCGTCGAAGAGTAAGGAGGCGCA AAACAGGTCGTC SA2(2307)
cDNA CTCGTCGAAGA.......... s GTCGTC

Genom SD3(706) CTCGTCGAAGAGTAAGGAGGCGCA CTACAGGACCAC SA3(2500)
cDNA CTCGTCGAAGA GACCAC

Abbildung 4-6: Sequenzanalyse der SpleiBdonorsequenzen und Spleifakzeptorsequenzen. Die SD und SA
sind grau unterlegt, die Initiationsnukleotide durch Fettdruck hervorgehoben. Die Konsensussequenzen
entsprechen der eukaryotischen SD und SA.

Die Amplifikation der 5’-RACE-Produkte erfolgte mit den genspezifischen Primern 992, 993,
908, 994 und 789, welche stromabwiérts der SA1 binden, und den Adapterprimern 5#1 und
5#2. Die Mehrzahl der erhaltenen 5’-RACE-Amplifikate (9 von 11) wies einen mdglichen
Transkriptionsstartpunkt an Position 111 bp auf und stimmt in der Sequenz mit dem al
Amplifikat ~ iiberein. Das 5’-RACE-Amplifikat a2 (3 von 11) wies den
Transkriptionsstartpunkt an Position 129 bp auf (Abb. 4-7).

Mit Hilfe der 5’-RACE wurden die nicht-kodierenden 5°-Bereiche charakterisiert und die in
der 3’-RACE identifizierten SpleiBinitiationsstellen SD1 und SA1 verifiziert.

111 129
A 83 87 | ;
Genom ATAATATAAGAAGGTGCACTTCCGAATGGCTGAGTTTTCCACGCCCGTCCGCAGCGGTGA

a1 cDNA AGTTTTCCACGCCCGTCCGCAGCGGTGA

a2 cDNA GCAGCGGTGA
29]73 29I94

genome .. TTCCAATAAAATTTTCAAGGCCGTGGGAGTTTCACTTGT

b cDNA ...TTCCAATAAAATTTTCAAGGCCGTGGGRAAAAAAAAAAA

c cDNA ...TTCCAATAAAATTTTCAAGGCCGTGGGAAAAAAAAAAAA

d cDNA .. TTCCAATAAAATTTTCAAGGCCGTGGGAAAAAAAAAAAA

Abbildung 4-7: Darstellung der 3’- und 5’-RACE. (A) 5’-RACE cDNA-Amplifikate al und a2. Die
TATAA-Box ist in der genomischen Sequenz durch eine graue Box markiert. (B) 3’-RACE Produkte. Der
Poly(A)-Anhang ist in einem schattierten Rahmen dargestellt.
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4.3.4 Transkriptionskarte und Expressionsmuster

Die Expression von sechs Proteinen ausgehend von drei mRNAs des Genotyps HEL32 wurde
2005 von Qiu et al. nachgewiesen. Dabei wurde gezeigt, dass die Sequenz des ersten Exons
vom Transkriptionsstartpunkt bis zur ersten SD keine Startkodons aufweist, sodass sich die
Translationsstartpunkte im zweiten Exon befinden miissen. Die Sequenz des P/1C1 weist bis
zur Position 182 nt (SD1) ebenfalls kein Startkodon auf, Exon 1 ist demzufolge nicht
kodierend. Auf dieser Grundlage wird fiir das TTV Isolat P/1C1 die Expression der folgenden
Proteine postuliert (Abb. 4-8):

Vom 2,8 kb-Transkript, welches nur das erste Intron aufweist, wird ab dem ATG an Position
583 nt das ORF1-Protein (733 As) und ab Position 347 nt das ORF2-Protein (120 As)
exprimiert. O1AUG’® (GCCAUGG) entspricht der Kozak-Konsensussequenz fiir das
eukaryotische Startkodon ((GCC)RCCAUGG) und ist das erste AUG im Leserahmen 1. Das
erste Startkodon in der 2,8 kb-mRNA ist das O2AUG*"" (AUUAUGU), welches geringfiigig
von der Konsensussequenz abweicht.

Das 1,2 kb-Transkript weist ein weiteres Intron auf. Die im zweiten Exon vorhandenen
Translationsstartpunkte O1AUG® und O2AUG’*’ sind auch Startpunkte fiir die Expression
der Proteine ORF1/1 (199 As) und ORF2/2 (284 As). Aufgrund des gemeinsamen O1AUG™™
und des Stoppkodons 744 an Position 2784 nt stellt das ORF1/1-Protein ein alternatives
Spleiprodukt zum ORF1-Protein dar. Das Stoppkodon fiir das ORF2/2-Protein ist das TGA
an Position 2803 nt.

Fiir die Expression der Proteine ORF1/2 (141 As) und ORF2/3 (277 As) ausgehend vom
1,0 kp Transkript sind wiederum O1AUG™® und O2AUG*" die Translationsstartpunkte. Das
Stoppkodon 744 des ORF2/3 iiberlappt mit dem Poly(A)-Signal an Position 2971 - 2976 nt.
Fir das 0,6 kb-Transkript kann laut Computeranalyse ein alternatives Spleilprodukt des
ORF2/3-Proteins (173 As) gezeigt werden. Die Nomenklatur der Proteine bezieht sich auf den
Leserahmen, in dem das Protein kodiert wird. So setzt sich das Protein ORF1/2 aus Exon 1 im
ersten Leserahmen und dem kodierenden Bereich des Leserahmens 2 im Exon 3 zusammen.
Da fiir das Protein ORF2/3 zwei unterschiedliche Spleivarianten vorliegen, wird ORF2/3
vom Transkript 1,0 kb im Folgenden als ORF3 und ORF2/3 vom Transkript 0,6 kb als ORF4
bezeichnet.

Die Expression eines Proteins ausgehend von einem O3AUG"7; O3AUG™* oder O3AUG®
im Transkript 1,2 kb, 1,0 kb und 0,6 kb im zweiten Exon ist durch stromabwértsliegende
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Stoppkodons 744°*® und TAG’® im dritten Leserahmen nicht moglich. Diese

Schlussfolgerungen werden durch die Transkriptionsstudie von Qiu et al. 2005 unterstiitzt.

TAITA SI|D1 S:{-\1 SD|2 SIIDS SA|2 S/IA3 P0|)|/(A)
83-86 183 282 3% 706 2307 2500 2971
mRNA
— — e 77 22
583 2784 ORF1 (733 As)
~ 2,8 kb
—_ _— orf 2 (363 nt)
N a4y 709 ORF2 (120 As)
— —a 777 00
583 705 e 2308 2784 ORF1/1 (199 As)
~1,2kb
—.  —E O 77 %M
T aa7 705 e T 308 2803 ORF2/2 (284 As)
— —. - 0777 2
583705 e T e 2803 ORF1/2 (141 As)
~1,0kb .
— . O 7 %M
N 705 e T g 2975 ORF3 (277 As)
~06k0| —. —@- - O Y 2
Nsaraes T Ty 2075 ORF4 (173 As)

Abbildung 4-8: Schematische Darstellung der potentiellen Leserahmen der Kkartierten Transkripte.
Unterhalb der genomischen Sequenz mit Angabe der SD und SA sowie der Transkriptionsinitiationsstelle 7474
und dem Poly(A)-Signal 44TAAA sind die vier kartierten Transkripte dargestellt. Die drei verschiedenen
Leserahmen sind farbig gekennzeichnet (Leserahmen 1: blau; Leserahmen 2: rot; Leserahmen 3: griin).

4.3.5 Sequenzanalyse der Proteine des TTV-Isolates P/1C1

Das ORF1-Protein setzt sich aus 733 As zusammen und ist durch einen argininreichen
N-Terminus gekennzeichnet, welcher die As 1 - 68 des Proteins umfasst. Das Protein tragt
zwei der vier spezifischen Motive, welche fiir Proteine, die die Replikation {iber den Rolling
Circle Mechanismus vermitteln, charakterisiert sind. Dem Motiv I (FTL, Pos. 124 - 126 As)
ist bisher keine Funktion zugeschrieben worden, doch fithren Mutationen zur Blockierung der
Initiation der viralen Replikation (105). Das Motiv III (YXXK) ist in der ORF1-Sequenz
zweimal vorhanden: YKDK (349 - 352 As) sowie YLTK (430 - 433 As). Dieses Motiv wurde
fiir die Katalyse des FEinzelstrangbruchs zur Initiation der Replikation als essentiell

beschrieben (88, 172, 181).
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Das ORF1/1-Protein umfasst 199 As und stellt die gespleifite Form des ORF1-Proteins dar,
wobei die ersten 41 As des ORF1/1-Proteins mit den 158 As des C-Terminus des
ORF1-Proteins durch alternatives Spleilen verbunden sind. Das Protein trigt einen
argininreichen N-Terminus (1 - 68 As) und einen glutaminreichen C-Terminus. Die fiir den
ORF1-Proteins beschriecbenen RCM-Motive werden durch den Spleilvorgang im
ORF1/1-Proteins entfernt.

Das ORF1/2-Protein umfasst 141 As und trigt den argininreichen N-Terminus, welcher schon
fir das ORFI1/1-Protein beschrieben wurde, unterscheidet sich aber durch eine
Leserasterverschiebung am C-Terminus in der entsprechenden Aminosduresequenz. Diese ist
durch einen arginin-/lysinreichen Anteil (78 - 92 As), welcher von zwei Serin-Gruppen
(65 - 74 Asund 97 - 119 As) eingeschlossen wird, gekennzeichnet.

Das ORF2-Protein umfasst 120 As und tridgt das Motiv WX;HX;CXCXsH (16 - 36 As),
welches fiir das VP2-Protein des CAV beschrieben worden ist (55, 151).

Das ORF2/2-Protein besteht aus 284 As und ist am N-Terminus mit der Aminosdurensequenz
des ORF2-Proteins und mit den letzten 100 As des C-Terminus mit dem ORF1/2-Protein
identisch. Somit trdgt auch dieses Protein am N-Terminus das Motiv WX;HX;CXCXsH
(16 - 36 As) und am C-Terminus den arginin-/lysinreichen Bereich (212 - 237 As), welcher
zwischen zwei serinreichen Regionen (208 - 217 und 240 - 262) liegt.

Das ORF3-Protein setzt sich aus 277 As zusammen und besitzt mit den ersten 120 As den
gleichen N-Terminus wie das ORF2/2-Protein. Die folgenden 156 As werden nach Spleiflen
im dritten Leserahmen kodiert und weisen einen prolinreichen Bereich auf (176 - 265 As).
Das ORF4-Protein stellt eine gespleifite Variante des ORF3-Proteins dar und umfasst 173 As,
wobei nur die ersten 16 As dem N-Terminus und die restlichen 157 As dem C-Terminus des

ORF3-Proteins entsprechen.

Die Aminoséduresequenzen der einzelnen viralen Proteine sind in Anhang A.3 angegeben. Die
arginin- und lysinreiche Sequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben; die prolin-, serin-
und glutaminreichen Sequenzen sind unterstrichen, konservierte Motive sind grau unterlegt.

Die Sequenzinformationen sind der Internetseite http://myhits.isb_sib.ch/cgi-bin/motif-scan,

die spezifischen Motive der Literatur entnommen.
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4.3.6 Klonierung der viralen Leserahmen in den Vektor pcDNA3.1(+)

Die viralen Proteine sollten hinsichtlich ihrer Grof3e, ihrer Lokalisation in der Zelle und ihrer
homologen und heterologen Interaktion untersucht werden. Fiir diese Experimente wurden die
offenen Leserahmen (orf) in den Vektor pcDNA3.1(+) zwischenkloniert, wodurch ihre
Transkription unter der Kontrolle eines CMV-Promotors stand. Fiir die Amplifizierung von
orfl und orf2 wurde pGEM/TTVKus als Matrize eingesetzt (s.3.1.1.1). Nach der
Amplifikation erfolgte die Aufreinigung der Amplifikate aus dem Agarosegel und die
Klonierung in pcDNA3.1(+) (s. 3.3.1). Um die gespleiliten Leserahmen orfi1/1, orf1/2, orf2/2,
orf3 und orf4 zu erhalten wurden humane Leberzellen (Huh7) mit dem Gesamtgenom von
P/1C1 transfiziert und die Gesamt-RNA nach 48 h isoliert (s. 3.6.1.2; 3.8.5). Nach dem
Umschreiben der RNA in ¢cDNA wurden die unterschiedlichen Leserahmen mit Super Taq
Polymerase amplifiziert (s. 3.1.3). Nach Verdau mit geeigneten Restriktionsenzymen wurden
die DNA-Fragmente in pcDNA3.1(+) kloniert (s.3.3.1, 3.2.1, 3.5.2). Die Primer, deren
Annealingtemperatur und die Restriktionsschnittstellen sind in Anhang A.1 und A.2

aufgefiihrt.

4.4 Subzellulare Lokalisation von TTV-Proteinen

Zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation der viralen Proteine wurden die orfs nach
Amplifikation aus den pcDNA-Plasmiden in den Expressionsvektor pCMV-HA subkloniert
(s. Anhang A.2), von welchem die viralen Proteine N-terminal HA-fusioniert exprimiert
werden konnten. Der Hémagglutinin-Epitop-Tag (HA-Tag) besteht aus neun Aminosiuren
(5’-YPYDVPDYA-3’), welche ein Molekulargewicht von 1102.15 Dalton (Da) aufweisen.
Die Anwesenheit dieses Epitops erlaubte die Detektion der TTV-Fusionsproteine mittels

indirekter Immunfluoreszenz.
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441 Klonierung der ungespleiBten ORF1-Isoform ORF1*

Die Ergebnisse der RACE-Analyse geben Hinweise auf die Expression des ORF1-Proteins
und der gespleiiten Form ORF1/1. Zur Analyse sollte ein ORF1-Konstrukt generiert werden,
welches an der SD3 mutagenisiert ist, sodass ausschlieBlich die ungespleiite Isoform
exprimiert wird. Bei der Mutagenese der Nukleotidsequenz wurde durch den Austausch von
G zu A an Position 124 bp im Triplett GTA die hydrophobe (unpolare) Aminosdure Valin
durch Isoleucin aus der gleichen chemischen Gruppe substituiert (Abb. 4-9).

Die Mutation wurde unter Verwendung der mutierten Primer 1088 und 729 in SD3 eingefiigt
(s. 3.2.1.1). Als Ausgangskonstrukt fiir die Amplifikation diente pcDNA-ORF1. Mit den
Mutageneseprimern wurde ein 2103 bp DNA-Fragment amplifiziert, das nach Restriktion mit
dem Restriktionsenzym Aar I (Fermentas) in vier Nukleotiden mit dem Amplifikat der Primer
730 und 1089 {iberlappt. Nach Aufreinigung und sequentiellem Verdau mit den
Restriktionsenzymen BamH I und Xho I wurden die rekombinanten Fragmente in den zuvor
restringierten Vektor pcDNA3.1(+) ligiert und anschlieBend transformiert (s. 3.2.5, 3.5.2).
Ausgehend vom konstruierten pcDNA-ORF1* erfolgte die Klonierung des p>CMVHA-ORF1*
(s. A.2), der in den Experimenten zur subzelluliren Lokalisation unmittelbare Anwendung

fand.

& SD3 (706 nt)

ORF1 & -..CGCCGCTTTCGA CCT CGT CGA AGA A AGG AGG CGC AGG GGG CGG ... -3
ORF1* &5 -..CGC CGC TTT CGA CCT CGT CGA AGA[ATIA AGG AGG CGC AGG GGG CGG ... -3

B
ORF1 RRF RPR RRV'?** RRR RGR
ORF1* RRF RPR RRI'* RRR RGR

Abbildung 4-9: (A) Nukleotidsequenz des mutagenisierten ORF1*-Bereichs; (B) Aminosiiuresequenz von
ORF1 und ORF1*

4.4.2 Detektion der viralen Proteine in Huh7-Zellen

Die Detektion der exprimierten viralen Proteine erfolgte mittels indirekter
Immunofluoreszenz in Huh7-Zellen. Dabei wurden die Zellen mit dem entsprechenden

Expressionsplasmid transfiziert und nach 48 h fixiert. Die viralen Proteine wurden mit einem
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FITC-gekoppelten anti-HA Antikorper (griin) markiert und die Lokalisation mittels
konfokaler Laserscanmikroskopie untersucht. Um eine Lokalisation in den Nukleoli
nachzuweisen, wurde ein primdrer anti-human Nukleoli Antikdrper mit einem
Rhodamin-gekoppelten Sekundérantikdrper (rot) aus der Maus eingesetzt. Eine eventuelle
Kolokalisation tritt in der Uberlagerung der roten und griinen Signale als gelbe Firbung auf

(Abb. 4-10).

Nukleoli FITC a HA Merge

Kontrolle

ORF1

ORF1/1

ORF1*
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Nukleoli FITC a HA Merge
- .

Abbildung 4-10: Subzelluliire Lokalisation der TTV-Proteine in Huh7-Zellen nach 48 h. Die Visualisierung
erfolgte in der indirekten Immunofluoreszenz mit einem FITC-gekoppelten anti-HA Antikorper aus Maus bzw.
einem primdren anti-human Nukleoli Antikérper und einem anti-Maus IgG Rhodamin-Konjugat im konfokalen
Laserskanmikroskop (63fache Vergroferung). In der ersten Spalte sind die Nukleoli durch Rhodamin (rot)
angefirbt und in der zweiten Spalte die durch FITC (griin) markierten viralen Proteine sichtbar. In der dritten
Spalte wird durch Uberlagerung der beiden Signale die Lokalisation bestimmter TTV-Proteine in den Nukleoli
der Zelle sichtbar.

86



ERGEBNISSE

In Abbildung 4-10 ist die Lokalisation der HA-fusionierten Proteine in Huh7-Zellen
dargestellt. Mit Ausnahme des HA-ORF2, das im Cytoplasma beobachtet wurde, waren alle
TTV-Proteine im Zellkern priasent. Unter Verwendung des Nukleoli-Markers war eine
genauere Bestimmung der Lokalisation moglich. Die Proteine HA-ORF1, HA-ORFI1/1,
HA-ORF1* sowie HA-ORF1/2 wurden in die Nukleoli der Huh7-Zellen transportiert. Diesen
vier Proteinen sind die ersten 41 As des N-Terminus gemein, der durch einen hohen Anteil an
Argininresten gekennzeichnet ist. Die Proteine HA-ORF3 und HA-ORF4 sind im
Nukleoplasma in einer granuldren Struktur nachweisbar. Das HA-ORF2/2-Protein war in
verschiedenen Arealen des Nukleus zu detektieren (Abb. 4-10 und 4-11). In Abbildung 4-10
liegt das Protein sowohl in den Nukleoli als auch im Nukleoplasma vor. Eine dreifache
Vergroflerung der Abbildung 4-10 zeigt die Lokalisation von HA-ORF2/2 in punktférmigen
Strukturen, welche nicht den Nukleoli entsprechen (Abb. 4-11).

Nukleoli FITC a HA Merge

Abbildung 4-11: Lokalisierung des HA-ORF2/2-Proteins in punktféormigen Strukturen in Huh7-Zellen.
Dreifache Vergroflerung der Abbildung 4-10.

4.4.3 Nachweis der ORF1-Expression mittels Antiserum AK47

Die Expression des ORF1-Proteins ausgehend vom viralen Genom im Western Blot wurde
bislang von anderen Arbeitsgruppen nicht nachgewiesen (157). Um dies zu erreichen, erfolgte
die Transfektion von Huh7-Zellen mit dem P/1C1-Genom und nach 48 h die Analyse der
Zellextrakte im Western Blot. Fiir die Detektion der ORF1-Isoformen wurde das Antiserum
AKA47 verwendet, welches gegen den C-Terminus (402 - 733 As) des ORF1-Proteins gerichtet

ist und durch Immunisierung von Kaninchen generiert wurde (Dissertation A. Mérz).
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4.4.3.1 Detektion der ORF1-Isoformen mittels Antiserum AK47 im Western Blot

Die Huh7-Zellen wurden mittels ,,Effectene® mit dem Gesamtgenom von P/1C1 bzw. den
Expressionsplasmiden pCMVHA-ORF1, pCMVHA-ORF1* und pCMVHA-ORFI1/1
transfiziert (s.3.6.1.2). Die exprimierten Fusionsproteine HA-ORF1, HA-ORF1/* und
HA-ORF1/1 wurden zum GroBenvergleich eingesetzt. Nach 48 h erfolgte der Aufschluss der
Zellen (s.3.8.6), die Auftrennung der Proteine im SDS-Gel und der Transfer auf eine
PVDF-Membran (s. 3.5.2.1; 3.8.5). Die Proteine wurden mit AK47 und nachfolgend mit
einem anti-Kaninchen Sekundérantikorper, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert war,

angefarbt (Abb. 4-12).

Abbildung 4-12: Expression der
100 KDa =— ORF1-Isoformen in Huh7-Zellen.
Spur 1: pCMV-HA; Spur 2: HA-ORF1

75KDa R o Ok Protein; Spur 3: HA-ORF1/1 Protein;
’ Spur 4: HA-ORF1*; Spur 5: P/1CI1.

50 KDg = [ o -
37KDa— | ™

>

<— ORF1/M1

25KDa — | *
20 KDa = | -
15 KDa =

In Abbildung 4-12 ist die Expression der ORF1-Isoformen dargestellt. Spur 1 zeigt als
Kontrollansatz mit dem Leervektor transfizierte Zellen. In der zweiten Spur wurde der
Zellextrakt der mit pCMVHA-ORF1 transfizierten Zellen aufgetragen. Zwei Banden sind
zusétzlich zu den in der Kontrolle sichtbaren unspezifischen Signalen zu erkennen. Mit einer
apparenten molekularen Masse von ca. 80 kDa entspricht das groBere Signal dem
ORF1-Protein, wiahrend das kleinere Signal, mit ca. 27 kDa, dem ORF1/1-Protein, d.h. der
gespleiten Isoform des ORF1-Proteins entspricht. Spur3 zeigt nach Expression des
ORF1/1-Proteins nur das kleine Protein, wéhrend in Spur 4 die Expression der ungespleiliten
ORF1-Protein Variante ORF1* ausgehend von pPCMVHA-ORF1* nachweisbar ist. Es kann
festgehalten werden, dass in Zellkultur ausgehend vom subklonierten orf7-Gen von P/1C1

sowohl die ungespleifite als auch die gespleilite Form des ORF1-Proteins exprimiert wird. Im
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Vergleich dazu wurde in Spur 5 der Zellextrakt von P/IC1 transfizierten Huh7-Zellen
aufgetragen, wobei aber weder die Expression des ORFI-Proteins noch die des

ORF1/1-Proteins beobachtet werden konnte.

4.4.3.2 Detektion der ORF1-Isoformen mittels Antiserum AK47 in Zellkultur

In Kapitel 4.4.3.1 wurde gezeigt, dass ausgehend vom klonierten orf7-Gen sowohl das
Volllingenprotein ORF1, als auch das gespleiite ORF1/1-Protein exprimiert wurde, wahrend
die Transfektion von Huh7-Zellen mit dem gesamten Virusgenom von P/1C1 im Western
Blot nicht zum Expressionsnachweis der ORF1-Isoformen fiihrte. Dies konnte sowohl auf
eine zu schwache Expression des ORF1-Proteins in der Zellkultur durch den viruseigenen
Promotor als auch auf die Verdiinnung der Proteinmenge durch nicht-transfizierte Zellen
zuriickzufiihren sein. Alternativ wurde die Expression der Proteine ausgehend vom Genom
durch indirekte Immunofluoreszenz untersucht. Vergleichend zur P/1CIl-vermittelten
ORF1-Expression in Zellkultur sollten die N-terminal HA-fusionierten ORF1-Varianten
ausgehend von pPCMVHA-ORF1, pPCMVHA-ORF1* und pCMVHA-ORF1/1 untersucht und
deren Lokalisation in den Nukleoli bestétigt werden.

Mit DNA der entsprechenden ORF1-Konstrukte wurden Huh7-Zellen transfiziert und nach
48 h die Lokalisation der Isoformen untersucht (Abb. 4-13).
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a Nucleoli AK47 Antiserum Merge
Kontrolle .
ORF1*
ORF1/1

Abbildung 4-13: Lokalisation der ORF1-Isoformen in den Nukleoli von Huh7-Zellen nach 48 h. Die
ORF1-Derivate wurden unter Anwendung des primédren Antiserum AK47 und des sekundiren Antikdrper
anti-Kaninchen IgG FITC-Konjugat angefdrbt. Die Markierung der Nukleoli erfolgte mit dem priméren
anti-human Nukleoli Antikérper und Visualisierung mit dem Sekundérantikdrper anti-Maus IgG
Rhodamin-Konjugat. Die Expression und Lokalisation der ORF1-Derivate wurde anschlieBend durch konfokale
Laserscanmikroskopie analysiert.
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In Abbildung 4-13 ist die Expression von HA-ORF1, HA-ORF1/1 und HA-ORF1* in
Huh7-Zellen dargestellt. Im Gegensatz zu dem unter 4.4.2 geschilderten Experiment erfolgte
die immunologische Detektion der Proteine iiber das Antiserum AK47, das gegen den
C-Terminus der ORF1-Varianten gerichtet ist. Ubereinstimmend mit der Detektion der
N-terminalen Epitop-gekoppelten ORF1-Isoformen, welche in Abbildung 4-10 dargestellt ist,
wurde die Lokalisation aller ORF1-Varianten exklusiv in den Nukleoli der Zellen bestitigt.
Zudem konnte gezeigt werden, das dass Vollldngenprodukt ORF1, die modifizierte Variante
ORF1* und die verkiirzte Variante ORF1/1, nicht nur im Western Blot, sondern auch in der

Immunfluoreszenz vom Antiserum AK47 erkannt wurden.

a Nucleoli AK47 Antiserum Merge Kontrolle

Huh7

HelLa

293

Abbildung 4-14: Expression der ORF1-Isoformen ausgehend vom Gesamtgenom P/1C1 in Zellkultur.
Humane Leberzellen (Huh7), Zervixkarzinomzellen (HeLa) und Nierenzellen (HEK 293) wurden mit dem
religiertem Gesamtgenom von P/1Cl1 transfiziert und 48 h nach der Transfektion fixiert. Die ORF1-Derivate
wurden mit AK47 und anti-Kaninchen IgG FITC-Konjugat angefarbt und anschlieBend in der konfokalen
Laserscanmikroskopie analysiert (griin). Die Visualisierung der Nukleoli erfolgte mittels anti-human Nukleoli
(rot). Spalte 1: Nukleoli; Spalte 2: ORFI1-Derivat; Spalte 3: Uberlagerung der beiden Signale; Spalte 4:
mock-transfizierte Kontrollansitze mit visualisierten Nukleoli
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Da die Expression der ORFI-Isoformen ausgehend vom Gesamtgenom P/1C1 im Western
Blot nicht beobachtet, sollte eine eventuelle Expression in Zellkultur ebenfalls mittels
Immunfluoreszenz untersucht werden. Die Transfektion erfolgte mit dem religierten
Gesamtgenom des P/1C1 in Huh7-, HeLa- und HEK 293-Zellen und die Visualisierung nach
48 h.

In Abbildung 4-14 ist die Expression von ORFI-Varianten ausgehend von P/1C1 in
verschiedenen Zelllinien dargestellt. Es zeigte sich, dass im Gegensatz zum Western Blot in
der Immunfluoreszenz die Expression von ORF1 in allen drei Zelllinien nachzuweisen war.

Die Verteilung war fiir die drei Zelllinien identisch.

4.4.4 Kartierung der Kernlokalisationssequenzen (NLS) des ORF1-Proteins
der TTV-Isolate P/1C1 und J01B6

Im Gegensatz zu den vorgelegten Resultaten zur Lokalisation des ORF1-Proteins von P/1C1
in den Nukleoli wurde in der von Qiu et al. veréffentlichten Studie das ORF1-Protein des
Isolats HEL32 ausschlieBlich im Cytoplasma beobachtet (157). Dies ist das bisher einzige
Experiment zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation des ORF1-Proteins. Die Isolate
P/1C1 und HEL32 sind beide der Genogruppe 1 zugehorig.

Im Folgenden sollten mogliche NLS in der Aminosduresequenz des ORF1-Proteins kartiert
werden. In diese Analyse wurde JO1B6 als weiteres TTV-Isolat einbezogen. JO1B6 wird der
Genogruppe 5 zugeordnet und weist eine Homologie von 40 % zur As-Sequenz des
ORF1-Protein des P/1C1 auf (Abb. 4-15). Die Aminosduresequenzen sind im Anhang A.3
aufgefiihrt.
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ORF1 {JO1B6}
ORF1 {P/1Cl}

GWWKRRRKW W R R|(RF A G R RWTRR th P R R|K|R|V[R R R RRGRPRRRLF K|[R R| 60
GWWGRRR—— W R R|WR T R w TRRRR RR P R R|F P|R R R RRGRWRRRYR W[R R| 58
R R R R R

R R R K
orFl {JoiBe} 61 L[R|-[R|x R k QKlIIREHQPAMVRRCYIlGYMAGLVS HG S F s K[N|y s s[H]L E[D|R[T]|L Y 119
ORF1 {P/1Cl} 59 R|R G R|R T H KKIIIKQ QPNFIRRCYIIGYLPLIFC ENTTAN|N[F A T|H[s D|p|M[T|a W 118
R G R R KITITI RRCYITIGY N KGP
ORF1 {Jo01B6} 120 H s[T|r r[F]|s[t]y v F YSNQ FGA FTAY P'I PI w RKT LG179
ORF1 {P/1cl} 119 M T|Z|T K|F|T|L|R T w VSNE vsc LIFF PT PI ’I‘EP 178
T F L L T HPT DFI N
ORF1 {JOIBG)TBOGNILTAPSLHPG MM!. RKVIIPSLETRPKG KTIKF GPPT DKHYF K IAa L T 239
ORF1 {P/1cCc1l} 179 DTNLTAAQIHPG MM!. KHILlPsLKTRPSR HRVVV VGPPR QDKHYP s[p|L c|p|T v 238
LTA HPG MML PSL TRP R GPP L Q D
ORF1 {JO1B6} 240 N L N I[T]o PF SP cv FQ anISKWT SNSLNKI E F[E]o 0 o 299
ORF1 {P/1C1l} 239 sV F alE|a PFGSP PCV FQ K anxss'rN TTNKQHY N T|L|F N K 297
LL T CDL HLS IS s D L
ORF1 {J01B6} 300 F P M S G[E[k V[Elp LN AL N[ElrrRTEGCF s ue[gi[K|esxEe[S|res IPSGm ALWGDP I[¥]c 35
ORF1 {P/1C1l} 298 I EL YN|E[FQ|F|IAQLKE|F|GOLTNLWNEGV|Q|N - -TTAL PKG ATIS - - - - - TWYKGNT K 350
T T T Q0 KK s T N D Y
ORF1l {JO1B6} 360 N S N N D A K|E|S SGVIKIIKQNMISY KKMOQDIEQ YPOSWIGSPALTHLT F I 419
ORF1 {P/1Cl} 351 DK I KELA[E[K|F[RSRFAAATEKAALPN[¥[PTIMS - - - - - - - - — TDLYETYHS Y s 401
E T EQYPQSWIG s
ORF1 {J01B6} 420 s p[E|1 Fle]|L KEILYNPYTDKGKGNMI L[¥]n DR Q L[z]|x[D]M CACF I D 479
ORF1l {P/1cCcl} 402 Y F|E|T P A TDVIYNPFTDKG GNMV I T K N K E F v ATFT s E 461
E G ¥ Y N P W LTK D Y SKC I D PLW G Y
ORF1 {JO01B6} 480 W I K[K|[ELDNWEAPF D Y[R|[IL F I v[P]lx M ¥ u p[s|z[P]c ¥[e]v Fls]y o ale]o D T y[v e I]k 539
ORF1l {P/1Cl1l} 462 F C s VTGDTATIHLTA V V VR E ML IDH D N R F Y F N E K G S K|V P I|R 521
K R cPYT P s P G VP s FG G MP GS VPI
ORF1 {J01B6} 540 W[R]|c P H anqx s ¢ p|r[alr[K]o N v P[S]Vv o[E]a T k[Fla Fr n[wee NP I|VE[Q|I p[P]|s 599
ORF1 {P/1Cl} 522 M|[R|A v N[M|F|H © O|E s e Plr|a|v|K|c D I kK[S|A V|L|T M R|F|JH WKW G GNP I|sK|Q|V N|B|c 581
R KWY M HOQOQ sSGP A L KY F WGGNPI ) P
ORF1 {JO1B6} 600 T QP T YELP GA[GNL P R[RV i[o e v]c FsznIR T[F]s[k]s s sEQ[S[EMAEPSF 65
ORF1 {P/1C1l} 582 S T S S T S AGHR|G|- -|PR|SI viD P v|T SWDIK L G A G Q Q0E DALY TIPT 639
GNLPR Qv v P R G F K I KRM S
ORF1 {J01B6} 660 E G P[RR P R|I[D|L ¢ P[o]a 0 o p - - Fle|s[rR]a RDE'NPWESEQM ETEAAQEEETL s[V[rR Qo 717
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Abbildung 4-15: Sequenzvergleich des ORF1-Proteins der TTV-Isolate P/1C1 und J01B6. Mittels der
Computersoftware MacVector wurde ein Abgleich der Aminosduresequenzen durchgefithrt. Homologe Bereiche
sind durch grau unterlegte Felder gekennzeichnet.

4.4.4.1 Kartierung der NLS des ORF1-Proteins (Isolat P/1C1)

Die Akkumulation des ORF1-Proteins von P/1C1 in den Nukleoli wurde sowohl iiber die
Detektion des N-terminal fusionierten HA-Epitops (Abb. 4-10) als auch durch das den
C-Terminus erkennende Antiserum AK47 nachgewiesen (Abb. 4-13). Proteine bis zu einer
Grofle von ca. 50 kDa oder 9 nm konnen den Kernporenkomplex energieunabhingig durch
freie Diffusion passieren (30). Fiir die Mehrzahl der im Kern lokalisierten Proteine ist jedoch
ein sequenzvermittelter, aktiver Transport in den Zellkern beschrieben. Die Vielzahl der
Signalsequenzen ldsst sich nicht auf eine definierte Konsensussequenz reduzieren, doch sind
diese Sequenzen durch eine oder mehrere Gruppen basischer Aminosiduren wie Arginin (R)
oder Lysin (K) gekennzeichnet. Klassische Kernlokalisationssequenzen (nuclear localization
sequence, NLS) konnen einteilig (monopartit) oder zweiteilig (bipartit) auftreten (76, 162).

Verfiigen Proteine nicht iiber eine eigene NLS, kdnnen sie in Wechselwirkung mit anderen
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Proteinen in den Zellkern translozieren. Die Nukleoli-Lokalisationssequenzen (NuLS) sind
fiir die Akkumulation in den Kernkorperchen verantwortlich und ebenso wie die NLS durch
basische Aminosduren gekennzeichnet. Genauere Sequenzanforderungen sind bisher nicht
nédher charakterisiert. Die fiir das ORF1-Protein in vitro ermittelte Gro3e von ca. 80 kDa ldsst
einen aktiven Transport in den Zellkern vermuten. Im Folgenden sollten mogliche NLS und
NuLS des ORF1-Proteins kartiert werden.

Zur Kartierung der NLS und NuLS wurden iiberlappende Fragmente des ORF1-Proteins
N-terminal an das enhanced-green-fluorescent-protein (EGFP) fusioniert. EGFP ist eine
kodonoptimierte Variante und weist gegeniiber dem Wildtyp GFP eine 5-10fach stérkere
Expression auf. Die Klonierung erfolgte iiber Generierung eines PCR-Fragments von orf1,
wobei als Matrize das Plasmid pcDNA-ORF1 eingesetzt wurde. Die verwendeten Primer und
die Annealingtemperatur sind in Anhang A.2 aufgefiihrt. Nach Amplifikation der
gewiinschten Fragmente und sequenzieller Restriktion wurden die Fragmente in den
Expressionvektor pEGFP-2C kloniert. Durch die Klonierung des orf7-Gens in den pEGFP-2C
wurde der N-Terminus des ORFI-Proteins mit dem EGFP fusioniert. Die erhaltenen

Konstrukte sind in Abbildung 4-16 schematisch dargestellt.

94



ERGEBNISSE

Argininreich
8-68
EGFP-ORF1(1-733) [EGFPHI I
EGFP-ORF1(69-733) [EGEP H |
EGFP-ORF1(1-68) EGFP H]
EGFP-ORF1(69-253) [EGEP H |

EGFP-ORF1(228-401) [EGFP H |

EGFP-ORF1(368-568) [EGEP H |

EGFP-ORF1(535-733) [EGFP H

Abbildung 4-16: Schematische Darstellung der EGFP-fusionierten ORF1-Fragmente (P/1C1). Der
argininreiche Bereich (8 - 68 As) ist rot hervorgehoben. Das N-terminal an die ORF1-Fragmente fusionierte
enhanced-green-fluorescence-protein (EGFP) ist als griine Box dargestellt, die weilen Balken bezeichnen die
eingesetzten ORF1-Fragmente.

Die Plasmid-DNA der entsprechenden verkiirzten ORFI1-Fragmente wurde mittels
,Effectene” in Huh7-Zellen transfiziert (s. 3.6.1.2) und deren Lokalisation nach 48 h durch
konfokale Laserscanmikroskopie untersucht.

Die Verteilung der ORF1-Fragmente in den Zellen ist in Abbildung 4-17 gezeigt. Die
Expression des gesamten ORF1, fusioniert mit EGFP, resultiert in einer Anreicherung des
Fluoreszenzsignals in den Nukleoli und bestétigt damit das Ergebnis der Lokalisationsanalyse
von ORF1 mit dem Antiserum AK47 und des N-terminal fusionierten HA-ORF1 (s. 4.4.2;
4.43.2). Das Konstrukt pEGFP-ORF1(1-68), welches ausschlieBlich den basischen
N-Terminus umfasst, war nach Transfektion in den Nukleoli angereichert, zeigte aber
zusétzlich eine Verteilung des Fluoreszenzsignals in der gesamten Zelle. Die Akkumulation
von EGFP-ORF1(1-68) in den Nukleoli deutet auf das Vorhandensein einer NuLS innerhalb
dieser Sequenz hin. Nach Transfektion der Konstrukte pEGFP-ORF1(69-253),
EGFP-ORF1(228-401) und pEGFP-ORF1(368-569) war das Fluoreszenzsignal sowohl im
Zellkern als auch im Cytoplasma zu beobachten. Das Verteilungsmuster entspricht dem des
von Plasmid pEGFP-2C exprimierten EGFP und ldsst somit auf das Fehlen einer NLS
schlieBen. Das Konstrukt EGFP-ORF1(535-733) zeigt eine Verteilung im Zellkern unter
spezifischer Aussparung der Nukleoli. Dieses ORF1-Fragment trdgt vermutlich eine weitere
NLS, aber keine NuLS.

Fiir das ORF1-Protein kann somit das Vorhandensein von mindestens zwei Kerntransport-
vermittelnden Sequenzmotiven nachgewiesen werden. Eine erste NLS liegt im

Aminosduresequenzbereich 1 - 68, eine weitere NLS ist im Bereich 535-733 As zu
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vermuten. Fir die Lokalisation des ORF1-Proteins in den Nukleoli ist der N-Terminus des
Proteins ausreichend. Die Expression von EGFP-ORF1(69-733) gelang nicht, moglicherweise
sind RNA oder Protein instabil.

Abbildung 4-17: Kartierung nukledrer Lokalisierungssequenzen (NLS) des ORF1-Proteins. Huh7-Zellen
wurden mit den entsprechenden ORF1-Plasmiden transfiziert und nach 48 h fixiert. Die Visualisierung erfolgte
in der direkten Immunofluoreszenz durch Anregung des EGFP. (a) pEGFP-2C, (b) EGFP-ORFI,
(c) EGFP-ORF1(1-68), (d) EGFP-ORF1(69-733), (e) EGFP-ORF1(69-253), (f) EGFP-ORF1(228-401),
(g) EGFP-ORF1(368-569), (h) EGFP-ORF1(535-733). Die Markierung der Nukleoli erfolgte mit dem
anti-human Nukleoli Antikdrper und dem Sekundérantikérper anti-Maus IgG Rhodamin-Konjugat.

Betrachtet man die Aminosduresequenz des ORF 1-Proteins hinsichtlich mdglicher NLS- und
NuLS-Sequenzmotive, so weist der N-Terminus (1-68) mit 40 Argininresten die
erforderlichen basischen As-Folgen auf. Der C-Terminus trigt ebenfalls basische
Aminosduren wie Arginin und Lysin, welche entsprechend der Definition von bipartiten NLS
die Translokation in den Kern vermitteln konnten. Eine solche Sequenz konnte beispielsweise

die Aminosédurenfolge K616RX4KX3KR627 sein.

4.4.4.2 Kartierung der NLS des ORF1-Proteins (Isolat JO1B6)

Um einen Einfluss der Aminosdure-Divergenz phylogenetisch abweichender TTV-Isolate zu
untersuchen, sollte auch fiir das Isolat JO1B6 die Lokalisation des ORF1-Proteins bestimmt
und die verantwortlichen Sequenzen kartiert werden. Fiir die Kartierung moglicher NLS

wurde der oben beschriebene Versuchsablauf gewéhlt. Die verwendeten Fragmente sind in
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Abbildung 4-18 dargestellt. Es wurden der N-Terminus (1-68) und der C-Terminus (69-750)
als EGFP-Fusion exprimiert, sowie die iiberlappenden Fragmente ORF1(69-295),
ORF1(231-430), ORF1(398-597) und ORF1(545-750). Die Lokalisation wurde in
Huh7-Zellen mittels konfokaler Laserscanmikroskopie bestimmt. Die verwendeten Primer,
die Annealingtemperatur und die verwendete Matrize fiir die Erzeugung der Konstrukte sind

im Anhang A.2 dargestellt.

Argininreich
7-69
EGFP-ORF1(1-750) [EGFPHI I
EGFP-ORF1(69-750) [EGEP H ]
EGFP-ORF1(1-69) EGFP H]
EGFP-ORF1(70-195) [EGEP H |

EGFP-ORF1(231-430) [EGEP [H |

EGFP-ORF1(398-597) [EGFP H |

EGFP-ORF1(545-750) [EGFP_ H ]

Abbildung 4-18: Schematische Darstellung der EGFP-fusionierten ORF1-Fragmente von J01B6. Der
argininreiche Bereich (7-69) ist rot hervorgehoben. Der N-terminal an die ORF1-Bereiche fusionierte
EGFP-Anteil ist als griine Box dargestellt, das ORF1-Fragment als weier Balken.

In der Abbildung 4-19 ist die zelluldre Lokalisation des ORF1-Protein von JO1B6 sowie die
Kartierung potentieller NLS in Huh7-Zellen dargestellt. Die EGFP-ORF1-Fusion und das
N-terminale Fragment EGFP-ORF1(1-69) waren nach Férbung mit einem anti-human
Nukleoli Antikdrper und mit dem Sekundirantikorper anti-Maus IgG Rhodamin-Konjugat
ebenfalls in den Nukleoli der Zellen zu beobachten (Abb. 4-19). Der C-Terminus (69-750)
konnte nicht in den Zellen exprimiert werden (Abb. 4-19), was auf eine Instabilitdt dieses
Proteins hinweisen konnte. Im Ergebnis weicht das Lokalisationsmuster nicht von dem fiir
P/1C1  bestimmten ab. Die EGFP-fusionierten JO1B6-Fragmente ORF1(69-295),
ORF1(231-430) und ORF1(398-597) sind diffus iiber die gesamte Zelle verteilt. Das
EGFP-ORF(545-750) Fragment war ausschlieBlich im Nukleus unter Aussparung der
Nukleoli zu sehen.

Es zeigte sich, dass auch fiir das ORF1-Protein des JO1B6 ebenfalls zwei Bereiche die
Lokalisation im Zellkern vermitteln: Der durch 36 Arginin- und 8 Lysinreste basische
N-Terminus triagt offensichtlich zumindest eine NuLS, wihrend der C-Terminus von JO1B6

dhnlich dem ORF1-Protein des P/1C1 eine Vielzahl von basischen Sequenzen tragt, wobei die
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Folge R®RX,KX,KR®’ Ahnlichkeit zum Sequenzmotiv K°'’RX,KX:KR®*' des
ORF1-Proteins des P/1C1 aufweist und einer bipartiten NLS entspricht.

Abbildung 4-19: Kartierung nukleirer Lokalisierungssequenzen (NLS) des ORF1-Proteins (Isolat J01B6)
in Huh7-Zellen nach 48 h. Die Visualisierung erfolgte in der direkten Immunofluoreszenz durch Anregung des
EGFP. (a) pEGFP-2C, (b) EGFP-ORFl, (c) EGFP-ORFI1(1-69), (d) EGFP-ORF1(69-750),
(e) EGFP-ORF1(70-195), (f) EGFP-ORF1(231-430), (g) EGFP-ORF1(398-597), (h) EGFP-ORF1(545-750). Die
Markierung der Nukleoli erfolgte mit dem anti-human Nukleoli Antikdrper und dem Sekundérantikorper
anti-Maus IgG Rhodamin-Konjugat. Die Fluoreszenzanalyse wurde im cLSM durchgefiihrt.

4.5 In vitro Replikationsstudien

Das ORF1-Protein von TTV weist zwei der vier As-Motive auf, die fiir Replikation iiber den
Rolling Circle Mechanismus (RCM) charakteristisch sind. Das MotivI (FTL), dessen
Funktion noch nicht nidher charakterisiert wurde, ist an Position 124-126 As lokalisiert. Das
Motiv III hingegen ist essentiell fiir die Initiation des Replikationszykus und tritt zweimal im
ORF1-Protein auf: YKDK (349-352 As) und YLTK (430-433 As). Fiir die Untersuchung
einer moglichen Replikationsfunktion des ORFI1-Proteins wurde ein Luziferaseassay
durchgefiihrt (s. 3.6.1). Bei diesem Test ist die Initiation der viralen Replikation iiber die
Expression eines Reportergens messbar. Dafiir werden zwei Plasmide kotransfiziert, eines
trigt neben dem Replikationsursprung des zu untersuchenden Replikons ein konstitutiv
exprimiertes Reportergen (Luziferase), dessen Aktivitit zur Bestimmung der Replikation

herangezogen wird. Replikation kann initiiert werden, wenn die fiir die Replikation in trans
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agierende Replikase durch das zweite Plasmid zur Verfligung gestellt wird. Initiierte
Replikation ist durch Erh6hung der Kopiezahl des Luc-Plasmides bzw. der Luziferaseaktivitét
mess- und quantifizierbar (107). Die Standardisierung des Assays erfolgte durch die
Transfektion eines dritten Plasmids, das ein B-Galaktosidasegen trigt (pRSVB-Gal). Die
Gal-Werte werden zur Normierung gegen Schwankungen in der Transfektionseffizienz

benutzt, indem der Quotient aus Luc-Werten und Gal-Werten gebildet wird.

4.5.1 Analyse der essentiellen Replikationskomponenten von TTV

Fiir diesen Versuch wurden HeLa-Zellen mit den Plasmiden pRSVB-Gal und pGl3-P/1C1
transfiziert. Von pGl3-P/1C1 werden keine viralen Proteine exprimiert, da die Schnittstelle
zur Integration des Genoms in den Vektor pGL3-Promotor innerhalb des kodierenden
Bereiches liegt. Der Vektor pGL3-P/1C1 trigt zusdtzlich zum Replikationsursprung ein
Luziferasegen (/uc) unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors. Als in trans
Komponente wurde das religierte Gesamtgenom P/IC1 eingesetzt. Durch diesen
Versuchsaufbau ist sichergestellt, dass ausgehend von P/1C1 die fiir die Replikation
notwendigen  Faktoren  synthetisiert ~werden und Plasmid pGI3-P/1C1  den
Replikationsursprung  trdgt. Wird ausgehend von P/ICl1 die Replikation am
Replikationsursprung initiiert steigt die Kopienzahl des pG13-P/1C1 und somit die Anzahl der
exprimierten Luziferasemolekiile. Im Anschluss an die Transfektion wurde die
Luziferaseaktivitdt bestimmt, die nach Standardisierung als MaB fiir die Replikation gelten
kann.

Um das optimale Verhéltnis der beiden Plasmide zu ermitteln, wurde der Versuch bei
konstanter Kopiezahl von pGI3-P/1C1 mit steigenden Mengen von P/1C1 durchgefiihrt. Um
eine gleich hohe DNA-Menge in allen Ansitzen einzusetzen, wurde pcDNA-MULT1 als
Ausgleichsplasmid verwendet. Es exprimiert das MULT1 Protein (murines UL-16-binding
protein-like transcript), welches keinen Einfluss auf Replikation oder Transkription von TTV
besitzt.

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 4-20 dargestellt.
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Abbildung 4-20: Die Replikation von pGI3-P/1C1 nimmt mit steigender Menge an P/1C1 zu. HeLa-Zellen
wurden mit pGL3-P/1C1 und steigenden Mengen an religiertem P/1C1 transfiziert. Zur Standardisierung wurde
als drittes Plasmid pRSVB-Gal eingesetzt. Die Luc- und Gal-Aktivitdt der Zellextrakte wurde bestimmt. Als
Kontrolle dienten der Leervektor pGI3P (Balken 1), der Leervektor unter Kotransfektion des P/1C1 (Balken 2)
und das Plasmid pGI3-P/1C1 (Balken 3). SLU: specific luminescence units

Als Negativkontrolle fungiert das Plasmid pGl3-Promotor (pGI3-P), von dem das
Luziferasegen konstitutiv exprimiert wird (Balken 1). Dieser Ansatz ist ein MaB fiir die basale
Aktivitdt der Luziferase. Im zweiten Ansatz wurde das Gesamtgenom von P/1C1 zusitzlich
zu pGl3-P transfiziert, womit ein moglicher Effekt viraler Proteine auf die Expression der
Luziferase untersucht werden sollte. Dabei wurde ein schwacher Anstieg der
Luziferaseaktivitit beobachtet (Balken 2). Der dritte Ansatz zeigt die Luziferase-Aktivitit
ausgehend vom pGl3-P/1C1 (Balken 3). Eine hohe Luziferaseaktivitidt wurde verzeichnet, was
auf mogliche Enhancerelemente innerhalb des klonierten TTV-Fragmentes hindeutet. In den
Ansitzen 4 bis 7 wurde P/1C1 im Verhiltnis 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8 zu pGI13-P/1C1 eingesetzt.
Eine Zunahme der Luziferaseaktivitit war messbar, die bis zum Faktor 1:4 einen linearen
Verlauf nahm, wéhrend des Verhiltnis 1:8 einen mehr als neunfachen Anstieg der Luziferase
Aktivitdt aufwies. Resultierend aus diesem Anstieg der Luziferaseaktivitit gegeniiber dem
Basalwert wurde auf Replikation geschlossen.

Dieses Experiment zeigte erstmalig, dass die Replikation von TTV wie erwartet durch

Genom-kodierte Faktoren initiiert wird und dass das Genom des P/IC1 ein
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replikationsrelevantes in cis aktives Element trdgt. Damit konnten Replikase und

Replikationsursprung kartiert werden.

4.5.2 Klonierung der verkurzten UTR in den pGl3-Promotor

Das TTV-Genom umfasst zu zwei Dritteln kodierende Bereiche. Die nicht-kodierende
Sequenz (UTR) schlieft eine 113 nt GC-reiche Sequenz mit ein, die vermutlich
Sekundérstrukturen ausbildet und den Replikationsursprung enthalten konnte. Fiir die
Kartierung des Replikationsursprungs wurde der Bereich Pos. 3205 - 103 bp mit den Primern
958 und 959 aus pGI3-P/1C1 amplifiziert und nach Restriktion mit Sac I in pGl3-P kloniert.
Das 656 bp groe Fragment lag im Anschluss an die Klonierung revers orientiert im
Expressionsvektor pGl3-P vor. Das so konstruierte Plasmid pGl3-UTR(3205-103) wurde in

weiteren Experimenten mit P/1C1 im Verhiltnis 1:4 eingesetzt.

4.5.3 Kartierung des Replikationsursprungs

Das ORF1-Protein des TTV trigt zwei der vier RCM-Motive, was auf eine Funktion dieses
Proteins als Replikase hinwies. Um dieser Frage nachzugehen wurde das Plasmid
pGI3-UTR(3205-103) zusammen mit pcDNA-ORFI1, von welchem ausgehend das
ORF1-Protein ohne Fusionstag exprimiert wird, im Replikationsassay untersucht. Ebenso, wie
in 4.5.1 beschrieben, wurde pcDNA-MULT1 als Ausgleichsplasmid verwendet, um eine

gleich hohe DNA-Menge in allen Ansétzen zu verwenden.
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Abbildung 4-21: Der Replikationsursprung von TTV ist im Bereich der verkiirzten UTR(3205-103)
lokalisiert; das ORF1-Protein des TTV Isolates P/1C1 wirkt als Replikase. HeLa-Zellen wurden mit
pGL3-UTR(3205-103) (UTR) und steigenden Mengen an pcDNA-ORF1 (ORF1) tranzfiziert. Die Luc- und
Gal-Aktivitdt der Zellextrakte wurde bestimmt. Als Kontrollen dienten der Leervektor pGI3P (Balken 1), der
Leervektor unter Kotransfektion des pcDNA-ORF1 (Balken2) und das Plasmid pGI3-UTR (Balken 3).
SLU: specific luminescence units

In Abbildung 4-21 ist das Ergebnis des Replikationsassays dargestellt. Die Ansédtze 1 und 2
dienten als Negativkontrollen. Ausgehend vom Reportergenplasmid pGI3-P erfolgte die
Expression der Luziferase, so dass die basale Luziferaseaktivitit ohne externe Beeinflussung
gemessen wurde. Im zweiten Ansatz wurde zum Reportergenplasmid der Expressionsvektor
pcDNA-ORF1 im Verhéltnis 1:1 kotransfiziert, um eine Beeinflussung der Luziferaseaktivitit
auszuschlieBen. Im dritten Ansatz wurde nur pGl3-UTR(3205-103) transfiziert, was zu einer
anndhernd 10fachen Zunahme der Luziferaseaktivitdt fiihrte. Diese Verdnderung ist nicht auf
die Aktivitdt einer Replikase zurlickzufiihren, da der Ansatz keinen in trans agierenden Faktor
enthdlt. Es ist vielmehr zu vermuten, dass in der UTR Enhancerelemente vorhanden sind,
welche die Transkription des Luziferasegens verstérkten. Fiir die Bestimmung der Replikation
wird dieser Wert als basale Luziferaseaktivitit zugrunde gelegt. Mit zunehmendem
Konzentrationsverhdltnis von UTR zum ORFI1-Protein war eine Erhdhung der
Luziferaseaktivitidt zu beobachten. Dieses Ergebnis liel die Schlussfolgerung zu, dass der
UTR-Bereich 3205 - 103 bp den Replikationsursprung triagt und dass das ORF1-Protein ein

essentieller Faktor fiir die virale Replikation ist.
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4.5.4 Identifizierung der Replikase und Austauschbarkeit von

Replikationsfaktoren

Aus den vorangegangenen Experimenten konnte geschlossen werden, dass P/1CI1 fiir
replikationsrelevante Proteine kodiert und der UTR-Bereich, von Position 3205 - 103 bp, den
Replikationsursprung  tridgt. Zudem wurde gezeigt, dass das ORFI1-Protein die
Replikationseffizienz beeinflusst. Damit stellte sich die Frage, ob das ORFI-Protein
hinsichtlich der Initiation der viralen Replikation ausreichend ist. Da multiple
TTV-Infektionen nachgewiesen wurden (8), sollte zusétzlich untersucht werden, ob das
ORF1-Protein eines heterologen TTV-Isolates Replikation am Replikationsursprung des
P/1C1 initiieren kann. Die Aminosdure-Sequenzhomologie zwischen den ORF1-Proteinen
von P/1C1 und JO1B6 (Genogruppe 5) betrigt ca. 40 % (Abb. 4-15). Zudem trégt auch das
ORF1-Protein des JO1B6 zwei der vier klassischen RCM-Motive (FSL: 124 -126;
YYKK: 383 - 386 oder YTDK: 435 - 438) (Abb. 4-22).

Arg-reich FTL YKDK YLTK

ORF1 Protein (P/1C1) [ | | | |
1 8-68 124-126 349-352 430-433 733
Arg-reich FSL YYKK YTDK

ORF1 Protein (J01B6) ([ | | | |
1 7-68 125-127 383-386 435-438 750

Abbildung 4-22: Schematische Darstellung der ORF1-Proteine der TTV-Isolate P/1C1 und JO01B6.
Konservierte Motive sind blau, der argininreiche Bereich rot dargestellt.

Das orfl-Gen von JOIB1 wurde mit den Primern F737 und B738 aus dem Plasmid
pUC-JO1B6 amplifiziert und nach Verdau mit den Restriktionsenzymen X%o I und BamH I in
den Vektor pcDNA3.1 kloniert (s. A.2). Das resultierende Plasmid pcDNA-ORF1(J0O1B6)
wurde im Replikationsassay in einem Verhéltnis von 1:4 zum pGI3-UTR(3205-103) des
P/1C1 eingesetzt.
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Abbildung 4-23: Das ORF1-Protein des P/1C1 ist ausreichend fiir die Initiation der Replikation am
homologen Replikationsursprung und das ORF1-Protein des TTV-Isolates JO1B6 initiiert die Replikation
am heterologen Replikationsursprung. HelLa-Zellen wurden mit pGL3-UTR(3205-103) transfiziert und die
Replikationsaktivitit des P/1C1, ORFI(P/IC1) und ORF1(JO1B6) an der verkiirzten UTR(3205-103)
(pGI3-UTR: UTR) bestimmt. Zur Standardisierung wurde als drittes Plasmid pRSVB-Gal eingesetzt. Die Luc-
und Gal-Aktivitét der Zellextrakte wurde bestimmt. Als Kontrollen dienten der Leervektor pGI3P (Balken 1), der
Leervektor unter Kotransfektion des P/1C1 (Balken 2), des ORF1-Proteins (P/1C1) (Balken 3) sowie des
ORF1-Proteins (JO1B6)(Balken 4) und die alleinige Transfektion des pGl3-UTR(3205-103). SLU: specific
luminescence units

In Abbildung 4-23 ist das Ergebnis zum Nachweis der Replikaseaktivitit des ORF1-Proteins
dargestellt. Neben den bereits vorgestellten Kontrollen zur Basalexpression (Balken 1), der
in trans Komplementation mit P/1C1, ORF1(P/IC1) und ORF1(J01B6) (Balken 2 bis 4)
sowie der alleinigen Transfektion des pGl3-UTR(3205-103) (Balken 5) wurde zusitzlich zu
pGI3-UTR(3205-103) das Gesamtgenom P/1Cl1 transfiziert. Es war eine vierfache Zunahme
der Luziferaseaktivitidt messbar. Damit wurde erneut gezeigt, dass P/1C1 fiir eine Replikase
kodiert (Balken 6). Wurde statt P/1C1 das Plasmid pcDNA-ORF1 mit pGI3-UTR(3205-103)
kotransfiziert, wurde ein vergleichbarer Wert beobachtet (Balken 7). Das ORF1-Protein des
TTV-Isolates P/1C1 ist demnach sowohl essentiell als auch hinreichend fiir die Initiation der
viralen Replikation. Die Kotransfektion des pcDNA-ORF1 vom TTV Isolat JO1B6 resultierte

in einem 2,5fachen Anstieg der Luziferaseaktivitit. Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass

104



ERGEBNISSE

das ORFI1-Protein von JOIB6 die Initiation der Replikation am heterologen

Replikationsursprung von P/1C1 trans-komplementieren kann (Balken 8).

4.5.5 Nachweis der Replikation in unterschiedlichen Zelllinien

Das Vorkommen replikativer doppelstrangiger TTV-DNA  wurde invivo in
Knochenmarkzellen, peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) und Leberzellen
nachgewiesen (143, 145, 196). Es wird daher vermutet, dass in diesen Zellen virale
Replikation stattfindet. Zur Untersuchung der Replikation von TTV in vitro in eukaryotischen
Zelllinien unterschiedlicher Spezies und Organe wurde ein Replikationsassay durchgefiihrt.
Dazu wurden die humane Leberzelllinie Huh7, die humane Zervixkarzinomzelllinie HeLa, die
Nierenzellline Vero der griinen Meerkatze, die Schweinenierenzelllinie PS und die humane

embryonale Nierenzelllinie HEK 293 verwendet.

50,000 -
45000+— Huh7 ——+  Hela - |  Vero | PS __| 293

40,000
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25,000 -
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Abbildung 4-24: Replikation von TTV in verschiedenen Zelllinien. Zelllinien unterschiedlicher Spezies
wurden mit pGI3-UTR(3205-103) sowie ORF1(P/1C1) im Verhéltnis 1:4 transfiziert. Als Kontrolle wurde der
Vektor pGl3-P und zur Bestimmung der basalen Aktivitdt das Plasmid pGI3-UTR(3205-103) transfiziert. Die
Zelllinien Huh7, HeLa, Vero, PS und HEK 293 wurden eingesetzt.

In Abbildung 4-24 ist die Replikationsaktivitit 48 h nach der Transfektion in
unterschiedlichen Zelllinien wiedergegeben. Die in Huh7-Zellen ermittelte basale

Luziferaseaktivitit fiir den die UTR tragenden pGI3-UTR(3205-103) war sehr hoch. Die
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Zugabe der Replikase fiihrte zu keinem weiteren Anstieg der Luziferaseaktivitét. Im Falle der
Vero-Zellen konnte ein nahezu dreifacher Anstieg, fir HeLa- und die PS-Zellen ein
zweifacher Anstieg und fiir die HEK 293-Zellen ein 1,3facher Anstieg verzeichnet werden. Es
ist festzuhalten, dass Replikation in allen verwendeten Zelllinien mit Ausnahme der humanen
Leberzellen nachgewiesen wurde. Die Replikationsaktivitét schwankte und die Transkription

ausgehend von der UTR fiel unterschiedlich stark aus.

4.6 Untersuchungen hinsichtlich homologer und heterologer

Interaktion zwischen viralen Proteinen in Hefezellen

In den vorangegangenenen Studien wurde gezeigt, dass das ORFI1-Protein fiir die virale
Replikase kodiert. Fiir viele Replikationsenzyme ist eine Komplexierung mit ihren Isoformen
als zwingend notwendig beschrieben worden, so z. B. auch fiir die Initiation der Replikation
von PCV. Hierbei ist die Wechselwirkung des Rep-Proteins mit dem Rep’-Protein essentiell
(173). Um zu iiberpriifen, ob auch die TTV-Replikase mit sich selbst bzw. ihren Isoformen in
Wehselwirkung tritt und so einen Replikationskomplex ausbildet, wurden diese Interaktionen
in Hefezellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden ORF1 und ORF1/1 als Fusionsprotein mit
der Bindedoméne (BD) bzw. der Aktivierungsdoméne (AD) des Hefetransaktivators Gal4
fusioniert. Werden durch eine Protein:Protein-Interaktion der TTV ORF1-Proteine die BD
und AD in rdumliche Néhe gebracht, rekonstituiert sich der Gal4-Transkriptionsfaktor. Es
kommt nachfolgend zur Expression von Reportergenen, die das Wachstum der verwendeten
Hefezellen AH109 auf Selektionsmedium ermdglichen.

Die Expression erfolgte ausgehend von den Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7
welche die TTV-Proteine als Gal4-BD-Fusionsprotein  (pGBKT7) bzw. als
Gal4-AD-Fusionsprotein ~ (pGADT7) mit N-terminalem c¢-Myc (pGBKT7) oder
HA-Epitop-Tag  (pGADT7)  ermoglichen. Zur  Kontrolle der  konstruierten
Expressionsvektoren wurden die Fusionsproteine in vitro exprimiert.

Des Weiteren sollten homologe Interaktionen von ORF1/2, ORF2, ORF2/2, ORF3 und ORF4

im Hefesystem untersucht werden.
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4.6.1 Klonierung und Expressionskontrolle der N-terminalen HA- und c-Myc-

Fusionsproteine

Die Generierung der fiir das ,,Yeast Two-Hybrid“-System verwendeten Fusionsproteine
erfolgte durch PCR-Amplifikation und anschlieBender Insertion der Fragmente in die
Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7 (s. Anhang A.2). Nach Sequenzierung der
Konstrukte wurden die N-terminal HA- und c-Myc-Fusionsproteine in vitro mittels des
,TNT® T7 Coupled Wheat Germ Extract System* exprimiert (s. 3.7.8). Als Matrize wurden
jeweils 1 ug pGBKT-ORF1, -ORF1*, -ORF1/1, -ORF1/2, -ORF2, -ORF2/2, -ORF3 und
-ORF4 bzw. 1 ug pGADT-ORF]1, -ORF1*, -ORF1/1, -ORF1/2, -ORF2, -ORF2/2, -ORF3 und
-ORF4 eingesetzt.

Die GroBe der Fusionsproteine wurde unter Verwendung eines geeigneten GroBenstandards
im  Immunoblot  kontrolliert.  Folgende  Molekularmassen =~ wurden  fiir  die
c-Myc-Fusionsproteine nach Expression der pGBKT7-ORF-Konstrukte ermittelt: 80 kDa
(ORFlund ORF1%*), 27 kDa (ORF1/1), 25 kDa (ORF1/2), 19 kDa (ORF2), 40 kDa (ORF2/2),
37 kDa (ORF3) und 23 kDa (ORF4) (Abb. 4-25). Fiir die pPGADT-ORF-Konstrukte wurden

vergleichbare Daten ermittelt.
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Abbildung 4-25: In vitro Expression der c-Myc-gekoppelten TTV-kodierten Proteine des Isolates P/1C1.
Spur 1: Leervektor pPGBKT7 als Kontrolle; Spur 2: ORF1; Spur 3: ORF1/1; Spur 4: ORF1*; Spur 5: ORF1/2;
Spur 6: ORF2; Spur 7: ORF2/2; Spur 8: ORF3 und Spur 9: ORF4. Die Pfeile deuten auf die TT-Proteine. Die
untere Abbildung zeigt einen Ausschnitt mit stirkerem Kontrast. Die Pfeile zeigen die Expression des
Fusionsproteins c-Myc-ORF1. Als Groflenstandard wurde der Precision Plus Protein™ eingesetzt.
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4.6.2 ,Yeast Two-Hybrid“ - ORF1 Derivate bilden keine homologen oder

heterologen Komplexe in Hefezellen

Die ,,Yeast Two-Hybrid“-Analyse wird in Abhidngigkeit von der Aufgabenstellung in
unterschiedlichen TransformationsmaBstdben durchgefiihrt. Die homologe oder heterologe
Interaktion der TTV-Proteine wurde zunichst im kleinen MaB3stab durchgefiihrt, der geeignet
ist, um DNA-BD- oder AD-Fusionsproteine zu identifizieren, die als Transkriptionsfaktoren
wirken und um toxische Effekte festzustellen. Beim Auftreten moglicher Interaktionen und
bei Durchfiihrungen mit dem ORF1-Protein, wurden die Versuchsansitze in grofem Malstab
wiederholt.

Die durchgefiihrten Kotransformationen sind in Tabelle 4-1 aufgelistet.

Die DNA der die zu untersuchenden Interaktionspartner kodierenden Plasmide wurde in

Hefezellen transformiert.

Diese wurden auf Néhrbodenplatten mit hoher Stringenz

(-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-a-Gal) ausplattiert und fiir mindestens 5 Tage bei 30 °C inkubiert.

Tabelle 4-1: YTH Ansétze

Ansatz DNA-BD-Fusionsprotein AD-Fusionsprotein Transformations-
malstab

Negativkontrolle

BD-Lamin C:AD-SV40 T- pGBKT7-lam pGADT7-T small

Antigen

Positivkontrolle

BD-p53:AD-SV40 T-Antigen pGBKT7-53 pGADT7-T small

Homologe Interaktion

BD-ORF1:AD-ORF1 pGBKT7-ORF1 pGADT7-ORF1 small | large
pGBKT7 pGADT7-ORF1 small
pGBKT7-ORF1 pGADT7-T small

BD-ORF1/1:AD-ORF1/1

pGBKT7-ORF1/1

pGADT7-ORF1/1

small / large

pGBKT7 pGADT7-ORF1/1 small
pGBKT7-ORF1/1 pGADT7-T small
BD-ORF1*:AD-ORF1* pGBKT7-ORF1* pGADT7-ORF1* small
pGBKT7 pGADT7-ORF1* small
pGBKT7-ORF1* pGADT7-T small
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Ansatz DNA-BD-Fusionsprotein AD-Fusionsprotein Transformations-
malstab
BD-ORF1/2:AD-ORF1/2 pGBKT7-ORF1/2 pGADT7-ORF1/2 small
pGBKT7 pGADT7-ORF1/2 small
pGBKT7-ORF1/2 pGADT7-T small
BD-ORF2:AD-ORF2 pGBKT7-ORF2 pGADT7-ORF2 small
pGBKT7 pGADT7-ORF2 small
pGBKT7-ORF2 pGADT7-T small
BD-ORF2/2:AD-ORF2/2 pGBKT7-ORF2/2 pGADT7-ORF2/2 small
pGBKT7 pGADT7-ORF2/2 small
pGBKT7-ORF2/2 pGADT7-T small
BD-ORF3:AD-ORF3 pGBKT7-ORF3 pGADT7-ORF3 small / large
pGBKT7 pGADT7-ORF3 small
pGBKT7-ORF3 pGADT7-T small
BD-ORF4:AD-ORF4 pGBKT7-ORF4 pGADT7-ORF4 small | large
pGBKT7 pGADT7-ORF4 small
pGBKT7-ORF4 pGADT7-T small
Heterologe Interaktion
BD-ORF1:AD-ORF1/1 pGBKT7-ORF1 pGADT7-ORF1/1 large
BD-ORF1/1:AD-ORF1 pGBKT7-ORF1/1 pGADT7-ORF1 large
BD-ORF3:AD-ORF4 pGBKT7-ORF3 pGADT7-ORF4 large
BD-ORF4:AD-ORF3 pGBKT7-ORF4 pGADT7-ORF3 large

Der qualitative Nachweis einer Protein:Protein-Interaktion erfolgte iiber die Aktivierung der
Reportergene, in deren Folge sich Hefekolonien auf Selektionsmedium mit X-a-Gal blau
verfarbten. Falsch-positive Ergebnisse konnen Proteine hervorrufen, die durch eine eigene
DNA-Bindedoméne an den Promoter binden und somit selbst als Transkriptionsfaktoren
wirken. Um die Rate an falsch-positiven Kandidaten zu ermitteln, wurden die ,leeren*
Expressionsplasmide pGBKT7 und pGADT7 mit den AD-TTV-Expressionsplasmiden bzw.
mit den BD-TTV-Expressionsplasmiden kotransfiziert (Tab. 4-1). Als Positivkontrolle diente
die Kotransformation der Plasmide pGBKT7-53 und pGADT7-T, welche die Interaktion
zwischen dem Protein p53 und dem T-Antigen von SV40 gewihrleisten (69, 91). Als
Negativkontrolle und somit als Nachweis der Spezifitit fungierte die Kotransformation von
pGBKT7-Lam und pGADT7-T, da Lamin C und das SV40 T-Antigen keine Komplexe

ausbilden (10, 193). Die Kontrollansitze wurden auf Selektionsmedium mit niedriger
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(-Leu/-Trp) und mit hoher (-Leu/-Trp/-His/-Ade) Stringenz ausplattiert (s. Abb. 4-26). Unter
hoher Stringenz wuchs nur die Positivkontrolle (pGBKT7-53 und pGADT7-T), nicht aber die
Negativkontrolle (pGBKT7-Lam und pGADT7-T) (Abb. 4-26).

Abbildung 4-26: Transformationskontrollen fiir den ,Yeast Two-Hybrid“-Assay. a) und ©c¢)
pGADT7-T + pGBKT7-Lam (Negativkontrolle), b) und d) pGADT7-T + pGBKT7-53 (Positivkontrolle) nach
Transformation in den Hefestamm AH109. Die Ansédtze wurden auf einer Platte mit geringer Stringenz
(-Leu/-Trp) kultiviert (a, b) bzw. auf einer Platte mit hoher Stringenz (-Leu/-Trp/-His/-Ade Platten +X-o-Gal)
(c, d).

Beim Test auf Autoaktivierung der TTV-Fusionsproteine wurde nach Kotransfektion von
pGADT7 und pGBKT-ORF4 ein Wachstum von Hefezellen und deren Blaufdarbung auf
Néhrboden mit hoher Stringenz beobachtet, sodass hier von falsch-positiven Resultaten
ausgegangen werden muss (s. Abb. 4-27). Dabei weist das Wachstum im Kontrollansatz auf
eine mogliche Funktion des Proteins ORF4 als Transaktivator hin. BD-ORF4 bindet iiber die
Bindedoméne an den Promotorbereich und eine durch den ORF4 bereitgestellte AD vermittelt
die Initiation der Transkription. Bei der Kombination von pGBKT7 + pGADT-ORF4 konnte
nach fiinf Tagen kein Wachstum beobachtet werden. Geht man davon aus, dass die Gal4-BD
spezifisch an das Promotorelement bindet, wird diese fiir andere BD, welche unspezifisch

binden, blockiert und es kann keine Transkription nachgewiesen werden.
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a . b Abbildung  4-27:  Untersuchung der
Fusionsproteine auf Autoaktivierung. Die
Analyse erfolgte auf hoch-stringenten Platten
(-Leu/-Trp/-His/-Ade Platten + Xalpha Gal). a)
pGADT7 + pGBKT7-ORF3, b) pGADT7-
ORF3 + pGBKT7; ¢) pGADT7 + pGBKT7-
ORF4, d) pGADT7-ORF4 + pGBKT7.

Die Analyse moglicher homologer und heterologer Interaktionen der Fusionsproteine erfolgte
in der ersten Durchfiihrung im kleinen MalBstab (s. Tab. 4-1). Fiir die ORF1-Isoformen und
die ORF2-Derivate wurde keine Interaktionen im ,,Yeast Two-Hybrid*“-Assay beobachtet. Die
Ausbildung heterologer Komplexe wurde ausschlieBlich fiir die Proteine ORF3 und ORF4
sowohl in der Kombination BD-ORF3/AD-ORF4 als auch fiir BD-ORF4/AD-ORF3 gezeigt
(s. Abb. 4-28c, d). Die Blaufarbung ist dabei im Falle der Kombination BD-ORF3/AD-ORF4
stiarker als fiir den inversen Ansatz (BD-ORF4/AD-ORF3).

Die Analyse der homologen Interaktion der Proteine ORF3 und ORF4 ergab einen positiven
Befund und wird in Abbildung 4-28a und b veranschaulicht. Damit konnte die Befdhigung
von ORF3 und ORF4 zur Ausbildung von ORF3:0RF3, ORF4:0RF4 Komplexen gezeigt
werden. Die Ausbildung einer heterologen Interaktion zwischen ORF3 und ORF4 wurde
ebenfalls nachgewiesen Abbildung 4-28c und d.

Durch das positive Ergebnis im Experiment zum Nachweis der Autoaktivierung des
BD-ORF4, kann der Interaktionsnachweis zwischen ORF4:0RF4 und ORF4:0RF3 vorerst
nur kritisch betrachtet werden. Eine Moglichkeit zur Verminderung der Autoaktivierung wire
die Zugabe von 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) zum Reaktionsansatz. Dieses Reagenz ist ein
kompetitiver Inhibitor des His3-Proteins und unterdriickt somit das Wachstum auf Histidin-
defizientem Medium. Des Weiteren erfordert eine im ,,Yeast Two Hybrid“-Assay gezeigte
Protein-Interaktion die Bestédtigung durch mindestens ein weiteres Experiment. Im Falle der

hier dargestellten Interaktionen wurde die Koimmunopréazipitation angewendet (s. 4.7).

111



ERGEBNISSE

a > b Abbildung 4-28: Die viralen Proteine ORF3
und ORF4 bilden heterologe und homologe
Komplexe aus. Der Nachweis erfolgte im
»Yeast Two-Hybrid“-Assay auf hoch-
stringenten  Platten  (-Leu/-Trp/-His/-Ade
Platten + Xalpha Gal): a) pGADT7-ORF4 +
pGBKT7-ORF4, b) pGADT7-ORF3 +
pGBKT7-ORF3; ¢) pGADT7-ORF3 +
pGBKT7-ORF4, d) pGADT7-ORF4 +

d pGBKT7-ORF3

4.7 Koimmunoprazipitation

Die im ,,Yeast Two-Hybrid“-System ermittelte homologe und heterologe Wechselwirkung
der Fusionsproteine AD-ORF3, BD-ORF3, AD-ORF4 und BD-ORF4 sollte in einem
alternativen System verifiziert werden. Neben dem Pull-Down-Assay kommt héufig die
Koimmunoprizipitation zur Anwendung (33), die auch in der vorliegenden Arbeit zur
Bestétigung der Interaktion eingesetzt wurde. Die Proteine ORF3 und ORF4 mussten hierzu
mit einem Epitoptag fusioniert exprimiert werden. Dafiir wurden die Expressionsplasmide
pGADT-ORF3, pGADT-ORF4, pGBKT-ORF3 und pGBKT-ORF4 verwendet, von denen
ausgehend das ORF3- und ORF4-Protein N-terminal HA- bzw. Myc-fusioniert in vitro
exprimiert werden kann. In diesem System konnen keine Spleilprozesse ablaufen, sodass die
ausschlieBliche Expression des ORF3-Proteins oder ORF-4 Proteins gewéhrleistet ist. In der
Koimmunoprizipitation werden zwei Proteine miteinander kombiniert und durch die
Prizipitation mit einem, in diesem Fall gegen den HA-Tag gerichteten, Antikdrper ausgefallt.
Eine Wechselwirkung der beiden Kandidaten wird in der darauf folgenden Western
Blot-Detektion iiber den Antikorper, der das andere Epitop des Bindepartners (hier: c-Myc)
erkennt, nachgewiesen (s. Abb. 4-29).
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M 1 2 3 4 Abbildung 4-29: Heterologe Interaktion
zwischen den Proteinen ORF3 und ORF4.

50 kDa — -- W e () Przipitat aus HA-ORF3 und Myc-ORF4,

der Pfeil markiert das ca. 23kDa
Myc-ORF4-Protein; 2) Prizipitat  aus
37kDa— - Myc-ORF3 und HA-ORF4, der Pfeil markiert
das ca. 37kDa Myc-ORF3-Protein. Kontrollen:
. S ——— —— (3) Prizipitat aus Myc-ORF3 und pCMV-HA;
(4) Prézipitat aus Myc-ORF4 und pCMV-HA
25 kDa— i Unterhalb der Gelspuren sind die jeweiligen
*‘A . 4 Interaktionspartner im Rohlysat durch Detektion
20 kDa — mit einem anti-HA Antikérper nachgewiesen:
(1) HA-ORF3; (2) HA-ORF4; (3) und (4)

pCMV-HA.

Die Abbildung 4-29 zeigt die Interaktion zwischen den Proteinen ORF3 und ORF4. Im
Ansatz 1 wurden die Konstrukte pPGADT-ORF3 und pGBKT-ORF4 in vitro exprimiert, was
zur Synthese von HA-ORF3 und Myc-ORF4 fiihrte. Das ORF3-Protein wurde mit dem
anti-HA Antikorper prézipitiert. Die Detektion erfolgte im anschlieenden Western Blot mit
einem anti-Myc Antikorper, der zur Markierung des ORF4-Protein (23 kDa) eingesetzt
wurde. Die Visualisierung erfolgte durch Chemilumineszenz nach Anwendung -eines
Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikdrpers. Im zweiten Ansatz wurden die Proteine mit
dem heterologen Tag fusioniert exprimiert und das ORF3-Protein (37kDa) detektiert. Da in
beiden Ansédtzen nach Immunprizipitation der jeweilige Reaktionspartner immunologisch
nachgewiesen wurde, konnte die Interaktion zwischen ORF3 und ORF4 bestitigt und die
Ergebnisse des YTH-Assay verifiziert werden.

Die Abbildung 4-30 zeigt das Ergebnis eines gleichartigen Experiments, dass die Di- oder
Multimerisierung von ORF3 und in einem separaten Ansatz von ORF4 untersuchte. Fiir
Ansatz 1 wurde das ORF3-Protein sowohl HA- als auch c-Myc-fusioniert exprimiert und
gemeinsam inkubiert. Die Prézipitation erfolgte mittels eines anti-HA-, die Detektion mit
Hilfe eines anti-c-Myc Antikorpers. Die auftretende Bande von 37 kDa zeigte, dass nach
Prizipitation von HA-ORF3 auch das Myc-fusionierte ORF3-Protein nachgewiesen werden
kann. In Ansatz2 wurde nach dem gleichen Prinzip die homologe Bindung von

ORF4-Molekiilen bestétigt.
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Abbildung 4-30: Homologe Interaktion zwischen
der Proteine ORF3 und ORF4.

(1) Prézipitat aus HA-ORF3 und Myc-ORF3, der Pfeil
markiert das ca. 37kDa Myc-ORF3-Protein; (2)
Prizipitat aus Myc-ORF4 und HA-ORF4, der Pfeil
markiert das ca. 23kDa  Myc-ORF4-Protein.
Kontrollen: (3) und (4) der Abb. 29. Unterhalb der
Gelspuren sind die jeweiligen Interaktionspartner im
Rohlysat durch Detektion mit einem anti-HA
Antikdrper nachgewiesen: (1) HA-ORF3; (2)
HA-ORF4.

50 kDa—. 50 kDa —
-
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4.8 Untersuchung zur subzellularen Lokalisation der
TTV-Proteine ORF3 und ORF4

Da die Proteine ORF3 und ORF4 sowohl homolog als auch heterolog interagieren und beide
Proteine im Nukleoplasma von Huh7-Zellen lokalisiert waren (s. 4.3.3), sollten in einem
weiterfilhrenden Experiment die Proteine in Huh7-Zellen koexprimiert und auf

Verdnderungen des Lokalisationsmuster untersucht werden.

4.8.1 Detektion der Proteine ORF3 und ORF4 im Nukleoplasma

Um die Synthese von Myc-fusionierten ORF3- und ORF4-Proteinen zu gewéhrleisten,
mussten orf3 und orf4 in den Vektor pCMV-myc kloniert werden. Orf3 und orf4 lagen im
Vektor pGBKT7 unter Kontrolle des T7 Promotors vor und konnten deshalb nicht in
eukaryotischen Zellen exprimiert werden. Die fiir die Klonierung notwendigen Primer, die
Annealingtemperatur und die verwendete Matrize, der fiir die Bestimmung der
Zelllokalisation verwendeten Konstrukte, sind im Anhang A.2 dargestellt.

Zur Bestimmung der Lokalisation der Proteine ORF3 und ORF4 nach Koexpression wurden
die Plasmide in Huh7-Zellen kotransfiziert und die Lokalisation der exprimierten Proteine

nach 48 h bestimmt. In Abbildung 4-31 ist die Lokalisation der Proteine in den Huh7-Zellen
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dargestellt. Nach Uberlagerung des griinen Fluoreszenzsignals (FITC) fiir ORF3 und des
violetten Signals (Cy5) von ORF4 ergab sich eine hellblau-weifle Verteilung, die auf eine
Kolokalisation hindeutete. Die Nukleoli verblieben in der Uberlagerung der Signale als rotes
Fluoreszenzsignal und blieben demzufolge von ORF3 und ORF4 ausgespart (Abb. 4-31b
und ¢). Mit diesem Ergebnis wird das unter 4.3.3 gezeigte Resultat bestdtigt, zu einer

Umverteilung der koexprimierten Proteine kam es nicht.

Abbildung 4-30: Die Proteine ORF3 und ORF4 sind im Nukleoplasma lokalisiert. Huh7 wurden mit
Expressionsplasmiden fiir ORF3 und ORF4 kotransfiziert und nach 48 h fixiert. Das ORF3-Protein wurde mit
dem FITC-konjugierten Antikdrper anti-HA aus Kaninchen angefarbt, wéhrend das ORF4-Protein erst mit dem
priméren Antikorper anti-c-Myc aus Kaninchen (SIGMA, USA) und anschlieBend mit dem Sekundérantikérper
anti-Kaninchen 1gG Cy5-Konjugat (SIGMA, USA) markiert wurde. Die Lokalisation der viralen Proteine wurde
anschlieBend durch konfokale Laserscanmikroskopie untersucht. (a) Huh7-Zellen mit den Vektoren pCMV-HA
und pCMV-myc transfiziert, Markierung der Nukleoli mit anti-human Nukleoli Antikérper und anti-Maus IgG
Rhodamin-Konjugat); (b) Visualisierung des HA-fusionierten ORF3 (c¢) Visualisierung des c-Myc-fusionierten
ORF4, (d) Uberlagerung der Fluoreszenzsignale in der Durchlichtmikroskopie von Huh7-Zellen.

4.9 Einfluss der Proteine ORF3 und ORF4 auf die virale

Transkription

Um zu iiberpriifen, ob das ORF3-Protein und das ORF4-Protein die Transkription von P/1C1
begilinstigt, wurde ein Luziferaseassay durchgefiihrt, indem das die UTR tragende Plasmid
pGI3-UTR(3205-103) mit den jeweiligen Expressionsplasmiden pcDNA-ORF3 oder
pcDNA-ORF4 kombiniert eingesetzt wurden. Da die Sequenzen der Proteine ORF3 und
ORF4 keine Replikase-typischen Sequenzen tragen, wurde im folgenden Experiment davon
ausgegangen, dass ein Anstieg der Luziferaseaktivitit auf transaktivatorische Einfliisse

zuriickzufiihren ist. Um einen Einfluss auf die Replikation experimentell vollstindig
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ausschliefen zu konnen, hitte eine Plasmidvariante konstruiert werden miissen, die einen
replikationsdefekten Replikationsursprung trigt, was im Rahmen der zur Verfiigung
stehenden Zeit nicht moglich war. Als in cis agierendes Fragment wurde die UTR
(3205-103 bp) eingesetzt, welche auch Enhancerelemente tragt (174). Als Vergleichswert
wurde die Luziferasektivitidt nach Replikation durch Kotransfektion des Gesamtgenoms von

P/1C1 gemessen.
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Abbildung 4-31: Die Proteine ORF3 und ORF4 zeigen geringen transaktivatorischen Einfluss.
pGI3-UTR(3205-103). HeLa-Zellen wurden mit pGL3-UTR(3205-103) transfiziert und ein viral induzierter
transaktivatorischer Effekt ausgehend vom P/1C1, ORF3 und ORF4 an der verkiirzten UTR(3205-103)
(pGI3-UTR: UTR) bestimmt (Verhédtnis UTR:in trans Faktor: 1:4). Zur Standardisierung wurde als drittes
Plasmid pRSVB-Gal eingesetzt. Die Luc- und Gal-Aktivitdt der Zellextrakte wurde bestimmt. Als Kontrollen
dienten der Leervektor pGI3P (Balken 1), der Leervektor unter Kotransfektion des P/1C1 (Balken 2), des ORF3
(Balken 3) sowie des ORF4 (Balken 4) und die alleinige Transfektion des pGl3-UTR(3205-103) (Balken 5).
SLU: specific luminescence units

In Abbildung 4-32 ist das Ergebnis des Luziferaseassay dargestellt. Die ermittelte basale
Luziferaseaktivitit fiir den Ansatz pGI3-UTR(3205-103) (Balken 5) zeigt einen erhohten
Wert gegeniiber den Kontrollwerten, bei denen nur das den Basalpromotor und das
Luziferasegen tragende Plasmid pGl3-P bzw. der Vektor mit den in trans agierenden
Interaktionspartnern in die Zellen kotransfiziert wurde (Balken 1-4). Dies deutet auf einen
Einfluss der Enhancerelemente innerhalb der UTR hin, welche die Transkription begiinstigen.

Wird dieses Plasmid zusitzlich zu P/1C1 transfiziert (Balken 6), war ein Anstieg der
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Luziferaseaktivitit messbar. Bislang wurde davon ausgegangen, dass dieser Anstieg allein auf
die Replikaseaktivitit des ORF1-Proteins zuriickzufiihren ist. Die nachfolgenden Befunde
deuten allerdings an, dass auch die Proteine ORF3 und ORF4 durch Steigerung der
Transkriptionsaktivitit dazu beitragen: Werden anstelle von P/1Cl1 die Plasmide
pcDNA-ORF3 bzw. pcDNA-ORF4 kotransfiziert, ist ein weniger stark ausgeprédgter Anstieg
der Luziferaseaktivitit zu messen. Diese Zunahme kann vermutlich nicht auf Replikation
zuriickgefiihrt werden, da die beiden Proteine keine Homologie zu bekannten Replikasen
aufweisen. Die Proteine ORF3 und ORF4 induzieren keine Steigerung der Luziferaseaktivitét
im Falle der Kotransfektion mit dem pGI3-P, was auf eine Interaktion mit den

TTV-spezifischen Enhancerelemente in der UTR hinweist.
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