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1 Einleitung

Viren sind infektiose Partikel, die sich extrazellular verbreiten, aber fur ihre Vermeh-
rung auf den Wirtsmetabolismus einer Zelle angewiesen sind. Dabei greifen sie fur
ihre Replikation auf die Proteinfunktionen der Wirtszelle im Kern und/oder Zytoplas-

ma zurick.

Influenza A und B Viren sind die Erreger der saisonalen Grippeepidemien. Beide In-
fluenzavirustypen konnen zu schweren Krankheitsverlaufen und letalen Verlaufen
fuhren. Sie haben eine Reihe von gemeinsamen, aber auch diffenzielle Eigenschaf-
ten, z. B. die Funktionen einiger viraler Proteine (siehe Kapitel 1.1.3), ihre Wirtsspezi-
fitat (siehe Kapitel 1.1.1) und die Kodierungsstrategie einiger Gensegmente ihres

Negativstrang-RNA-Genoms (siehe Kapitel 1.1.2).

Im Zentrum dieser Arbeit stehen die Proteinaktivitaten des Nichtstrukturproteins 1
(NS1) von Influenza B Virus mit besonderem Fokus auf den hochkonservierten Be-
reich 121-Y-P-x-x-P-x-(K/IR)-127, der Homologien zu Klasse I[I-SH3-Bindemotiven
(PxxPxK/R) zeigt. Die Peptidsequenzen der NS1-Proteine von Influenza A und B Vi-
ren (A/NS1 bzw. B/NS1) unterscheiden sich zu mehr als 75 %. Dennoch haben diese
multifunktionellen Virulenzfaktoren beider Influenzavirustypen sowohl unterschiedli-
che als auch Uberlappende Eigenschaften, wie z. B. den Einfluss auf die virale Repli-
kation und auf die Immunabwehr der Wirtszelle (siehe Kapitel 1.1.5). Die molekula-
ren Mechanismen fur diese Funktionen sind fur das B/NS1-Protein bisher
vergleichsweise weniger gut untersucht, als fur das A/INS1-Protein.

Far die Entwicklung antiviraler Therapien ist die Kenntnis molekularer und funktionel-
ler Eigenschaften viraler Proteine von entscheidender Bedeutung. In der vorliegen-
den Arbeit wurde deshalb erstmals der Einfluss des in silico-identifizierten hochkon-
servierten Aminosauremotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 auf die Funktionen des
B/NS1-Proteins, im Hinblick auf dessen Aktivitaten wahrend der Virusreplikation, auf
die zellulare Signaltransduktion und auf Protein-Protein-Interaktionen von Virus und

Wirt untersucht.

1.1 Das Influenzavirus

Influenzaviren sind die Erreger der Virusgrippe und werden uberwiegend Uber Aero-
sole, aber auch indirekt durch Kontaktinfektion Ubertragen. Nach Transmission drin-
gen die Viren zunachst in die Epithelzellen des Nasen- und Rachenraumes ein und
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breiten sich dann im oberen Respirationstrakt aus. Ein bis vier Tage nach Infektion
treten mit plotzlichem Krankheitsbeginn Symptome wie Fieber, Husten, Halsschmer-
zen, Rhinitis, Glieder- und Kopfschmerzen auf, die meist sieben bis 14 Tage andau-
ern. Bei schweren Verlaufen, die vor allem altere und immunsupprimierte Menschen
treffen kdnnen, verbreiten sich die Viren bis in den unteren Respirationstrakt. Dies
kann zu einer interstitiellen Lungenentzindung oder einer sekundaren Pneumonie
durch Bakterieninfektion des geschwachten Organismus fuhren. Pneumonie, Menin-
gitis, Enzephalitis, Kreislaufschaden und Myokarditis konnen die Folgen einer In-
fluenzainfektion sein und im schlimmsten Fall zu einem letalen Krankheitsverlauf fuh-
ren (WHO, 2009). Der Krankheitsverlauf lasst keine Unterscheidung zwischen einer
Influenza A oder B Virusinfektion zu. Beide Influenzasubtypen kozirkulieren jahrlich
mit wechselnder Dominanz wahrend der saisonalen Epidemien (Abb. 1).
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Abb. 1: Saisonale Verteilung von Influenza A und B Viren seit 1990/91 in Prozent. Quelle: AG In-
fluenza-Saisonberichte 2008/09 und 2011/12.

Trotz verfugbarer Impfstoffe kommt es jahrlich zu Hospitalisierungen und Todesfallen
infolge von Grippeepidemien. Allein in der Grippesaison 2011/2012 gab es in
Deutschland schatzungsweise 2,1 Millionen Exzesskonsultationen, 1,1 Millionen Ar-
beitsunfahigkeiten und 7.400 Hospitalisierungen. Die Todesfallzahlen sind sehr vari-
abel. In den letzten 20 Jahren wurden in Deutschland jahrlich 0-26.300 Exzess-

Todesfalle als Folge einer Influenzavirusinfektion ermittelt (AG Influenza, Saisonbe-
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richt 2011/2012). Die saisonalen Grippeepidemien sind durch die genetische Variabi-
litat der Viren bedingt, die zu einer hohen Antigenflexibilitat der Erreger fuhrt. Die feh-
lende Korrekturlese-Aktivitat der Influenzavirus RNA-Polymerase fuhrt zur Bildung
von standig neuen Virusvarianten mit Anderungen in den viralen Oberflachen-
Antigenen HA und NA, die der bestehenden Immunitat einer Population gegen fruhe-
re Influenzaviren entgehen konnen (Palese und Shaw, 2007). Neben diesem Mecha-
nismus des antigenic drift, der zur Adaptierung von Influenza A und B Viren an die
humoralen Abwehrmechanismen fuhrt, konnen sich die antigenen Eigenschaften des
Influenza A Virus auch uber den Mechanismus des antigenic shift drastisch veran-
dern und zum Auftreten eines neuen Subtyps fuhren. Dies geschieht Uber den Me-
chanismus der Genreassortierung des segmentierten Influenzavirusgenoms. Virus-
reassortanten entstehen durch Doppelinfektion einer Zelle mit zwei verschiedenen
Virussubtypen. Dabei kommt es am Ende des Replikationszyklus zur Assemblierung
von Viren, die Genomsegmente beider Subtypen tragen konnen (Palese, 1977;
Neumann et al., 2009). Fuhrt diese Reassortierung neben weiteren Adaptationen zur
Mensch-zu-Mensch-Transmission sowie zu starken Veranderungen der antigenen

Eigenschaften des Virus, kann es zu weltweiten Pandemien kommen.

In den letzten 100 Jahren kam es zum Ausbruch von vier Pandemien: 1918 die
~opanische Grippe®, 1957 die ,Asiatische Grippe“, 1968 die ,Hongkong Grippe® und
2009 die ,Neue A/H1N1-Grippe“. Mit Ausnahme der ,Neuen A/H1N1“-Pandemie, die
durch relativ milde Krankheitsverlaufe gekennzeichnet war, kam es bei den anderen

Pandemien zu schweren Verlaufen mit Millionen Todesopfern.

Die genetische Variabilitat der Influenzaviren stellt das Gesundheitssystem vor medi-
zinische und 6konomische Herausforderungen. Die zur Impfung verwendeten Stam-
me werden je nach Empfehlung der Weltgesundheitsorganisation (World Health Or-
ganization — WHO) alle ein bis drei Jahre an die zirkulierenden Viren angepasst. Die
antivirale Therapie durch Amantadine und Oseltamivir ist spezifisch gegen die Vi-
rusproteine M2 (Matrixprotein 2) bzw. NA (Neuraminidase) gerichtet (siehe Kapitel
1.1.3). Hohe Mutationsraten, kurze Replikationszeiten, die Populationsgrof3e und das
kompakte Genom befahigen das Virus dem Selektionsdruck durch die virusspezifi-
sche Medikation durch Resistenzentwicklung zu entgehen (Geller et al., 2012). Bei
einer antiviralen Therapie, die spezifisch fur die Virusreplikation essentielle Wirtsfak-
toren angreift, waren die Therapieaussichten vielversprechender. Die Viren waren in
ihrer Replikationsfahigkeit beeintrachtigt und mussten fur dieselbe zellulare Funktion
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uber mehrere Proteinmutationen die Fahigkeit zur Nutzung eines anderen Signalwe-
ges erwerben. Dies wurde die Resistenzentwicklung erschweren. Daher ist die
Kenntnis Uber Protein-Protein-Interaktionen von Virus und Wirt fur die Entwicklung
neuer antiviraler Therapien von grol3er Bedeutung. Besonders das NS1-Protein, das
viele Wirtszellproteine in ihrer Funktionsweise manipuliert (siehe Kapitel 1.1.5) ist von

grolRem Interesse.

1.1.1 Taxonomie

Influenzaviren geh6ren zusammen mit den Thogoto- und den Isaviren zur Familie der
Orthomyxoviridae (griech.: ortho = richtig; myxa = schleim). Diese Membran-
behllten Viren kennzeichnet ein segmentiertes einzelstrangiges RNA-Genom in Ne-
gativorientierung. Influenzaviren werden aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften
und der antigenen Eigenschaften ihrer Strukturproteine NP (Nukleoprotein) und M1
(Matrixprotein) in Influenza A, B und C Viren unterteilt. Sie unterscheiden sich auch
durch die Breite ihres Wirtsspektrums. Wahrend Influenza A Viren neben dem Men-
schen viele andere Sauger sowie domestizierte und Wildvogel infizieren kdnnen,
wurden Influenza B Viren bisher nur aus Menschen und Seehunden isoliert. In-
fluenza C Viren sind bei Menschen und Schweinen trotz hoher Seropositivitat nur
von geringer klinischer Bedeutung (Modrow et al., 2003). Aufgrund der serologischen
Eigenschaften der Oberflachenproteine HA (Hamagglutinin) und NA (Neuraminidase)
lassen sich Influenza A Viren in weitere Subtypen unterteilen. Bisher sind 17 HA-
Molekule (H1 bis H17) und neun NA-Molekule (N1 bis N9) identifiziert worden (Tong
et al.,, 2012). Die Nomenklatur erfolgt durch ein festgelegtes Schema: Dem In-
fluenzavirustyp folgt der Wirt, das Jahr der Erstisolation, die Nummer des Isolats, das
Jahr der Isolation und bei Influenza A Viren die Angabe des Subtyps; Beispiel:
A/Viktoria/3/75 (H3N2). Bei humanen Isolaten wird die Wirtsspezies nicht angege-

ben.

1.1.2 Aufbau und Genomorganisation des Influenzaviruspartikels

Influenza A und B Viren sind membranumhdllte Viren mit kugelférmiger bis pleomor-
pher Gestalt und haben einen Durchmesser von 80 bis 120 nm (Abb. 2A). Ihre acht
segmentierten Nukleokapside werden bei Knospung aus der Wirtszelle von deren
Membran umhdllt (Kates et al., 1962). In der Membran befinden sich Homotetramere
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aus Neuraminidasemolekulen, sowie Homotrimere, die aus HA-Proteinen bestehen.
Diese viralen Glykoproteine vermitteln Rezeptorbindung und Fusion (HA) bzw. die
Abspaltung endstandiger N-Acetylneuraminsauren (NA). Bei Influenza A Viren ist au-
Rerdem das M2-Protein in die Membran eingelagert, das als Protonenkanal fungiert
(Pinto et al., 1992; Sugrue und Hay, 1991). Das entsprechende Influenza B Virus-
Membranprotein mit lonenkanalaktivitat ist das BM2-Protein, das wie auch das NB-
Protein in die Hullmembran inseriert ist (Betakova et al., 1996; Odagiri et al., 1999;
Paterson et al., 2003). Das Matrixprotein M1 kleidet die Innenseite der Hullmembran
aus und bindet gleichzeitig die viralen Ribonukleoproteinkomplexe (VRNP). Diese
bestehen jeweils aus einem der acht RNA-Segmente, sind uber die volle Lange mit
Nukleoproteinen komplexiert und tragen den Polymerasekomplex (Compans et al.,
1972). Aullerdem liegen im Virion einige Kopien des nuklearen Exportproteins
NS2/NEP vor (Yasuda et al., 1993) (Abb. 2B). Das Nichtstrukturprotein 1 (NS1) wird
nicht in die Influenzapartikel eingebaut, sondern erst in der infizierten Zelle gebildet.

Die genetische Information der Influenzaviren ist auf acht RNA-Segmenten mit einer
Lange von 0,9 bis 2,4 Kilobasen (kb) kodiert. Das Gesamtgenom hat eine Lange von
13,6 kb (Influenza A Virus — Flu A) bzw. 14,6 kb (Influenza B Virus — Flu B). Das ein-
zelstrangige RNA-Genom mit seiner negativen Orientierung dient als Vorlage zur
Bildung positivstrangiger Boten-RNA (messenger RNA — mRNA). Die kodierenden
Bereiche der viralen Segmente werden von konservierten nicht-kodierenden Berei-
chen flankiert, die als Erkennungsregion der viralen RNA-Polymerase dienen (Des-
selberger et al., 1980; Flick et al., 1996). Diese haben am 5-Ende der RNA-
Segmente eine Lange von 13 (Flu A) bzw. 11 (Flu B) Nukleotiden und am 3’-Ende
eine Lange von 12 (Flu A und Flu B) Nukleotiden. Uber komplementére Bereiche
kann es zur Basenpaarung zwischen dem 3’- und dem 5’-Ende des RNA-Segmentes
kommen (Crescenzo-Chaigne et al., 2008). Die dadurch ausgebildete Haarnadel-
schleife stabilisiert die Interaktion zwischen der Promotorregion und dem Polymera-

sekomplex und ist essentiell fur die Synthese viraler RNA (VRNA) und mRNA.

Die RNA-Segmente der Influenzaviren werden mit abnehmender Nukleotidzahl
durchnummeriert. Die Segmente 1, 4 und 5 kodieren jeweils fur ein virales Protein
(Flu A: PB2, HA und NP; Flu B: PB1, HA und NP). Segment 2 kodiert neben der Po-
lymerase-Untereinheit PB1 bei Influenza A Viren in einem alternativen Leserahmen
auch fur das proapoptotische Protein PB1-F2 (Chen et al, 2001). Segment 3 von In-
fluenza A Viren kodiert fur die PA-Untereinheit der Polymerase und das Protein PA-X,
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das durch eine +1 Leserasterverschiebung des Ribosoms an der mRNA gebildet wird
(Jagger et al., 2012).

RNA-Polymerase
(PB1, PB2, PA)

C
Segment 1 Segment 7
HO-3'=—] PB1 [ — Segment 4 Ho'e’ﬁ 5
HO-3‘—_— 5" Termination
Segment 2 U-Reinitiation
HO-3* PB2 5" Segment 5
—I l_ Segment 8

HO-3 5

Segment 3

:

Segment 6
HO-3'=—] PA 5 o3

5
Alternatives

f

Spleil}
Alternative pleten
Initiation

Abb. 2: Aufbau und Genomorganisation des Influenzavirus. A: Elektronenmikroskopische Aufnahme.
Durchmesser ~ 100 nm. (Quelle: Knipe et al., 2007) B: Schematische Darstellung eines Influenza B
Virions (modifiziert nach Neumann et al., 2009). C: Genomorganisation des Influenza B Virus.

Das sechste RNA-Segment kodiert fur die Neuraminidase und bei Influenza B Viren
aullerdem fur das NB-Protein (Shaw et al., 1983). Die beiden kleinsten RNA-
Segmente sind bei Influenza A und B Viren bicistronisch aufgebaut und kodieren fur
jeweils zwei Proteine. Segment 7 kodiert bei Influenza A Viren fur die Proteine M1
und M2, wobei M2 von gesplei3ter mRNA translatiert wird. Influenza B Viren expri-
mieren vom siebten Segment neben dem M1- das BM2-Protein, dessen Transkripti-
on durch das Start/Stopp-Pentanukleotid UAAUG initiiert wird. Dieses dient gleichzei-
tig als Terminationssequenz fur die M1-Transkription (Horvath et al., 1990). Das
achte Segment kodiert bei beiden Subtypen fur das NS1-Protein, das nur in der infi-
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zierten Zelle vorliegt, sowie fur das nukleare Exportprotein NS2/NEP, das von ge-
spleifdter mRNA translatiert wird (Inglis und Brown, 1981; Lamb und Lai, 1980)
(Abb. 2C). Die Segmentspezifitaten sowie die Funktion der kodierten Proteine sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

A/PR/8/34 B/Lee/40
Segmente VRNA kodiertes VRNA kodiertes Funktion
(nt) Protein (AS) (nt) Protein (AS)
1 2341 PB2 (759 2396 PB2 (769 Untereinheit der viralen RNA-
(759) (769) Polymerase, bindet mMRNA-Caps
Katalytische Untereinheit der
2 2341 PB1 (757) 2368 PB1 (752) viralen RNA-Polymerase, Endo-
nukleaseaktivitat
Mitochondriale Lokalisation;
PB1-F2 (87) Induktion von Apoptose
Untereinheit der viralen RNA-
Pol Endonukl ktivi-
3 2233 PA (716) 2304 PA (726) té‘: ymerase, Endonuiieaseardiv
Rolle in host-cell shutoff, Regula-
PA-X (270) tion der Expression von Wirtsge-
nen
Hamagglutinin, Typ | Membran-
protein, Rezeptorbindung, Memb-
4 1778 HA (566) 1882 HA (584)

ranfusion, Induktion neutralisie-
render AK

Nukleoprotein, Enkapsidierung
5 1565 NP (498) 1841 NP (560) von VRNA und cRNA, iiber NLS
Kernlokalisation der RNPs

Neuraminidase,
6 1413 NA (454) 1557 NA (466) Typ Il Membranprotein

NB (100) Strukturprotein

Matrixprotein, wichtig fir Morpho-
7 1027 M1 (252) 1191 M1 (248) genese

lonenkanal, Ansduerung der
Virionen, Schutz der HA-

M2 (97) Konformation
BM2 (109) lonenkanal
Post-transkriptioneller Regulator
8 890 NS1 (230) 1096 NS1 (281) ;r&dRI-IZII\I(;Qir;t?ugnc;mst, inhibiert
NS2/NEP (121) NS2/NEP (122) Nuklearer Exportfaktor

Tab. 1: Eigenschaften der vVRNA Segmente und viralen Proteine von Influenza A und B Virus (modifi-
ziert nach Wolff und Snacken, 2003). Nukleotide (nt); Aminosauren (AS).



1.1.3 Replikation

Influenzaviren sind fur ihre Replikation auf den Metabolismus ihrer Wirtszellen ange-
wiesen. Sie gelangen uber rezeptorvermittelte Endozytose in die Zellen, die durch
Bindung der Hamagglutininmolekule auf der Virusoberflache an endstandige N-
Acetylneuraminsauren zellularer Rezeptoren eingeleitet wird (Skehel und Wiley,
2000).

S\

e
78 it

“— W2\
I“I"II \ 0.
End / \/_, - J%f . E'Z 3
>l — L
U

mRNA Synthese| ,
. |RNA Replikation| //

A AN » r \ER Golgi S &
mRNA \_} 4 y -
0% Frihe
&< Proteine Spate 97g
PA NP A . Proteine i
EDLNE gog M1, BM2 /)
i A NS2INEP ?;‘l\"llll/l"fg

mRNA

Abb. 3: Replikationszyklus von Influenza B Viren. Modifiziert nach Neumann et al., 2009.

In den gebildeten Endosomen kommt es im weiteren Verlauf durch die Erniedrigung
des pH-Wertes zur Konformationsanderung der HA-Proteine, sodass das hydropho-
be Fusionspeptid der HA,-Untereinheiten exponiert wird. Dieses kann in die Endo-
somenmembran eindringen und bewirkt dadurch die Fusion der Endosomen- und
Virushuallmembran (Skehel und Wiley, 2000). Gleichzeitig kommt es uber die M2-
lonenkanale in der Membran zum Protoneneinstrom und zur Ansauerung des Virus-
partikels. Infolgedessen wird die Interaktion der Matrixproteine M1 mit den vRNPs
destabilisiert und die vVRNP-Partikel werden Uber die Fusionsporen in das Zytoplas-
ma entlassen (Helenius, 1992; Abb. 3). Das BM2-Protein der Influenza B Viren ist ein
strukturelles Homolog zum Influenza A M2-Protein und vermittelt vermutlich den glei-
chen Prozess (Betakova et al., 2006). Allerdings kann die Funktion der BM2-Proteine
durch das antivirale Therapeutikum Amantadin nicht gemindert werden (Modrow et
al., 2010). Bei Influenza A Viren bewirkt dieses Virostatikum durch die Blockade des
lonenkanals M2 die Inhibition der Virusreplikation (Hay, 1992).
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Kernlokalisationsignale im Nukleoprotein und in den Polymeraseuntereinheiten sowie
die Interaktion des NP mit zellularen Importin-Molekulen vermitteln den vRNP-
Transport in den Zellkern (Cros et al., 2005). Dort findet durch die RNA-abhangige
RNA-Polymerase die Transkription und Replikation des viralen Genoms statt. Bei der
Primer-abhangigen Transkription bedient sich die virale Polymerase des sogenann-
ten cap-snatching-Mechanismus. Dazu bindet die PB2-Untereinheit des Polymerase-
komplexes die 5&’-Methylguanosin-Cap-Strukturen neu synthetisierter zellularer
MRNAs. Die Endonukleasefunktion der PA-Untereinheit fuhrt ungefahr 10-13 Nukleo-
tide hinter der Cap-Struktur zur Abspaltung des 5’-Caps von der zellularen mRNA
(Yuan et al., 2009). Nach Anlagerung dieses zellularen Primers an das 3’-Ende der
viralen RNA nutzt die PB1-Untereinheit dessen freie 3’-OH Gruppe zur Initiation der
Transkription viraler RNA (Neumann et al., 2004). Durch diesen Mechanismus der
Transkriptionsinitiation wird die zellulare Proteinsynthese unterbrochen und der
Wirtsmetabolismus fur die virale Proteinsynthese genutzt. Die PB1-Untereinheit ver-
langert die Nukleotidkette bis zu einer uridinreichen Sequenz am 5’-Ende der viralen
RNA, die zur Polyadenylierung der viralen mRNA fuhrt (Luo et al, 1991). An zellula-
ren SpleiRosomen wird die mRNA fur die M2- und NS2/NEP-Proteine gebildet. Nach
dem Export der viralen mRNA ins Zytoplasma werden die Membranproteine am rau-
en endoplasmatischen Retikulum (rER) und die Ubrigen viralen Proteine an den
freien Ribosomen translatiert. Die Kernlokalisationssignale von PB1, PB2, PA, NP,
NS1 und M1 fihren zu deren Transport in den Nukleus (Smith et al., 1987).

Wahrend der viralen Replikation wird die negativstrangige vVRNA (-) nicht nur als Mat-
rize zur Bildung positivstrangiger mRNA (+) fur die Proteinsynthese genutzt, sondern
auch zur Synthese komplementarer copyRNA (cRNA) (+), die wiederum als Vorlage
fur die Bildung neuer vVRNA-Strange (-) fur die Nachkommenviren dient. Der vollstan-
dige Gegenstrang zur vRNA besitzt weder 5’-Cap noch eine 3’-poly(A)-Struktur und
wird wie die virale RNA ohne einen Primer synthetisiert. Das Umschalten von Tran-
skription auf Replikation wird vermutlich Uber die NP-Konzentration im Zellkern regu-
liert. Im Gegensatz zur mRNA werden neu synthetisierte cRNA und vRNA-Molekule
vollstandig von Nukleoproteinen enkapsidiert und werden somit moglicherweise vor
Degradation geschutzt. Eine andere Erklarung ist die Stabilisierung des Polymerase-
komplexes durch das NP, was die Ablosung der Polymerase an der uridinreichen
Sequenz der RNA verhindert (Vreede et al., 2004, Beaton und Krug, 1986). Zusam-
men mit den Polymerasekomplexen bilden die enkapsidierten vVRNAs neue VRNPs
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die im spaten Infektionsverlauf durch Interaktion mit dem Matrixprotein M1 und dem
nuklearen Exportprotein NS2/NEP aus dem Zellkern transportiert werden (O’Neill et
al., 1998, Paragas et al., 2001).

Die viralen Membranproteine werden vom rER uUber den Golgi-Apparat und das
Trans-Golgi-Netzwerk zur Zellmembran transportiert. Dabei werden sie zu Tetrame-
ren (NA) oder Trimeren (HA) zusammengelagert sowie mit komplexen und mannose-
reichen Zuckerketten N-glykosyliert und palmitoyliert (Palese und Shaw, 2007,
Abb. 3). Durch die Neuraminidase werden die endstandigen Neuraminsauren der
komplexen Zucker entfernt, um eine Quervernetzung der Viruspartikel durch Bindung
des HA-Proteins an diese Zuckerseitenketten zu verhindern (Samson et al., 2013).
Bei einigen hochpathogenen Viren der Subtypen H5 und H7 wird das HA-Protein be-
reits im Trans-Golgi-Netzwerk durch die Subtilisin-ahnliche Protease Furin an seiner
multibasischen Spaltstelle in die Untereinheiten HA1 und HA; gespalten. Beide Un-
tereinheiten bleiben Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden (Stieneke-
Grober et al., 1992). Diese proteolytische Spaltung des HA ist fur die Initiation eines
Replikationszyklus essentiell, da die strukturelle Umlagerung der HA,-Untereinheit
und damit die Exposition des Fusionspeptides in den angesauerten Endosomen nur
mit gespaltenem HA moglich ist (Klenk und Garten, 1994). Die HA-Proteine der Ubri-
gen Influenza A Virussubtypen und der Influenza B Viren besitzen eine monobasi-
sche Spaltstelle und konnen durch extrazellulare Trypsin-ahnliche Proteasen (z. B.
HAT und TMPRSS2) an der Zelloberflache oder nach Freisetzung der Virionen ge-
spalten werden (Kido et al., 1999; Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). In Zellkultur
kann die Spaltung des HA-Proteins durch Zugabe von Trypsin induziert werden, so-
dass eine multizyklische Infektion stattfinden kann.

Befinden sich ausreichend virale Oberflachenproteine in der Zellmembran, kommt es
durch Anlagerung der M1-vRNP-Komplexe zur Knospung der Virionen aus der Zelle
(Abb. 3). Hierbei ist die Neuraminidase der Viren von Bedeutung, da sie endstandi-
gen Neuraminsauren auf der Zelloberflache abspaltet. Dadurch verhindert sie die
Bindung der HA-Proteine an die Sialinsauren und ermoglicht die Freisetzung der Vi-
ruspartikel von der Zelloberflache (Palese et al., 1974).

1.1.4 Influenzaviren und Apoptose

Die Infektion mit Influenza A und B Viren fuhrt zur Induktion von Apoptose und damit

uber komplexe Signaltransduktionswege zum programmierten Zelltod der Wirtszellen
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(Hinshaw et al., 1994). Lange Zeit wurde dieser ,Selbstmord“ hauptsachlich als Ab-
wehrmechanismus der infizierten Zellen betrachtet, um eine Ausbreitung der Viren zu
verhindern. Durch die Expression antiapoptotischer Proteine kdnnen viele Viren die-
sen antiviralen Mechanismus umgehen. Influenzaviren konnen jedoch die proapopto-
tischen Ereignisse in der Zelle auch nutzen, um ihre Replikationseffizienz zu steigern
(Herold et al., 2012).

Die Apoptose wird in zwei Phasen unterteilt: Initiations- und Effektorphase. In der
Initiationsphase unterscheidet man den extrinsischen und den intrinsischen Signal-
weg. Der extrinsische Signalweg wird durch Transmembranrezeptoren der TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) -Proteinfamilie vermittelt und hauptsachlich durch
die Liganden TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand) und FasL (Fas Ligand) aktiviert. Dies fuhrt in der Effektorphase Uber
die Aktivierung von Caspasen zur Spaltung von Zielproteinen sowie Fragmentierung
der DNA und schlief3lich zum Zelltod (Herold et al., 2012). Die intrinsische Apoptose-
Signaltransduktion wird nicht Uber Rezeptor-vermittelte Stimuli induziert, sondern
durch die Bcl-2-Proteinfamilie reguliert. Diese steuert durch proapoptotische und an-
tiapoptotische Signale die Permeabilitat der Mitochondrienmembran. Durch
proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie kommt es zur Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren — wie z. B. Cytochrom C — aus den Mitochondrien (EImo-
re, 2007). Die Bindung von Cytochrom C und dATP an Apaf-1 (apoptotischer Pro-
tease-Aktivierungsfaktor-1) ermoglicht die Interaktion mit Procaspase 9 und fuhrt
dadurch zur autokatalytischen Aktivierung der Caspase 9. Der entstandene Komplex
wird Apoptosom genannt. Analog zur Initiator-Caspase 8 spaltet und aktiviert Caspa-
se 9 eine weitere Gruppe von Cysteinproteasen, die Caspasen 3, 6 und 7 der Ef-
fektorphase. Dies fuhrt — wie beim extrinsischen Signalweg — zur Auflosung zellularer
Strukturen und zum Zelltod (Thornberry und Lazebnik, 1998).

Influenzaviren haben — wie viele andere Viren auch — Proteinfunktionen entwickelt,
um den Apoptose-Signalweg zu regulieren. Neben dem Virulenzfaktor PB1-F2 und
dem lonenkanal M2, exprimieren Influenza A Viren das Nichtstrukturprotein 1, um

den Vorgang des programmierten Zelltods zu manipulieren.

Das PB1-F2-Protein hat bei der Replikation einiger Virusstamme (z. B. A/PR/8/34)
eine proapoptotische Funktion. Durch Interaktion mit mitochondrialen Komponenten
tragt es zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von

proapoptotischen Faktoren bei (McAuley et al., 2010). Aul3erdem wird angenommen,
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dass PB1-F2 durch Rekrutierung von Leukozyten, die z. B. den Liganden TRAIL sek-
retieren, den extrinsischen Apoptoseweg stimuliert (Herold et al., 2008).

Fir das M2-Protein von Influenza A Viren wurde eine Inhibition der Makroautophagie
beschrieben. Autophagozytose beschreibt den Abbau von zelleigenen Bestandteilen
und kann das Absterben von Zellen verursachen. Aul3erdem spielt sie durch Abbau
von Viren, Bakterien und Fremdeiweil3en eine Rolle bei der Immunantwort. Das M2-
Protein verhindert vermutlich die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen und

reduziert damit eine Induktion der Apoptose (Gannage et al., 2009).

Fur das NS1-Protein von Influenza A Viren wurden sowohl antiapoptotische als auch
proapoptotische Mechanismen beschrieben (Herold et al., 2012; Abb. 4). Ein attenu-
iertes delta-NS1 Virus fuhrte im Vergleich zum Wildtypvirus zu verstarkter Apoptos-
einduktion in infizierten Zellen. Da in Interferon-defizienten Zellen die Unterschiede
der Apoptoseinduktion von Wildtyp- und delta-NS1-Virus weniger stark ausgepragt
waren, wurden die antiapoptotische Funktionen des NS1-Proteins durch dessen IFN-
antagonistischen Eigenschaften begrundet (Zhirnov et al., 2002). Im Gegensatz zu
diesen Beobachtungen zeigten Schultz-Cherry und Kollegen, dass die transiente Ex-
pression des NS1-Proteins zu einer schnellen Apoptoseinduktion fuhrt (Schultz-
Cherry et al., 2001). Demnach scheinen andere virale Faktoren, sowie die fortschrei-
tende Virusreplikation die Rolle des NS1-Proteins bei der Apoptoseinduktion zu be-
stimmen (Herold et al., 2012).

NS1

Abb. 4: Rolle des Vviralen
Nichtstrukturproteins 1 (NS1) von

J_ Influenza A Viren in der Apoptose-
\, regulation infizierter Zellen. Aus-
wirkungen der NS1-Interaktion
j \ bzw. die PKR-Inhibition sind durch
rote Pfeile oder Balken dargestellt.
\ l Details siehe Text.
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Ein Beispiel fur die antiapoptotische Wirkung des NS1-Proteins ist die Inhibition der
Proteinkinase R (PKR). Aktivierte PKR induziert die FADD- (Fas-Associated protein
with Death Domain) vermittelte Caspase-8-Aktivierung (Abb. 4), die wiederum Uber
zwei Signalwege die Apoptose in infizierten Zellen induziert. Zum einen wird durch
proteolytische Spaltung die Effektor-Caspase-3 aktiviert und zum anderen wird Uber
Induktion der Bid/Bax-Interaktion (Proteine der Bcl-2-Familie) die Freisetzung von
Cytochrom C aus Mitochondrien und damit die Bildung des Apoptosoms (Apaf-
1/Cytochrom C/Caspase-9) ausgelost. Demzufolge fuhrt die Inhibition der PKR durch
das NS1-Protein zur Reduktion des programmierten Zelltods der infizierten Zellen
(Garcia et al., 2007).

Eine weitere antiapoptotische Funktion, die auf das NS1-Protein von Influenza A Vi-
ren beschrankt ist, fuhrt zur Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges. Die direkte Bin-
dung des A/NS1-Proteins Uber sein konserviertes 89-YxxxM-93-SH2-Bindemotiv an
die Untereinheit p85 der PI3-Kinase fuhrt in der spaten Infektionsphase zur Phospho-
rylierung des Effektorproteins Akt. Dies wiederum fuhrt zur Inhibition von proapopto-
tischen Faktoren, wie z. B Caspase-3 und -9 (Ehrhardt und Ludwig, 2009; Abb. 4)
und steigert die virale Vermehrung (Hale et al., 2006; Ehrhardt et al., 2007b; Shin et
al., 2007). Das NS1-Protein von Influenza B Viren besitzt hingegen kein erkennbares
SH2-Bindemotiv, interagiert folglich nicht mit der p85-Untereinheit der PI3-Kinase
und ist daher auch nicht in der Lage die PI3K/Akt-Signaltransduktion zu induzieren
(Ehrhardt et al., 2007). Influenza B Viren bendtigen lediglich frih im Infektionsverlauf
(bis 30 min nach der Infektion) die PI3K-Aktivitat und sind offenbar auf diesen antia-

poptotischen Mechanismus nicht angewiesen.

Neben dem genannten SH2-Bindemotiv besitzt das NS1-Protein vieler aviarer In-
fluenza A Viren, sowie des Virus der ,Spanische Grippe“ von 1918, ein SHS3-
Bindemotiv mit der Konsensussequenz 212-PPLPPK-217. Prolinreiche SH3-
Bindemotive interagieren mit SH3-Proteindomanen, die in Vertebraten - mit allein
409 Kopien im humanen Proteom - die haufigsten Prolin-Erkennungsdomanen sind
(Li, 2005). In einem breiten Screening potenzieller SH3-Interaktionspartner konnte
eine Interaktion des A/NS1-Proteins mit der N-terminalen SH3-Domane des Adap-
torproteins Crk (CT10 Regulator of Kinase) gezeigt werden (Heikkinen et al., 2008).
Diese Adaptorproteine binden zahlreiche zellulare Proteine und sind durch Bildung
von Proteinkomplexen an der Regulation vieler zellularer Signalwege beteiligt (Feller,
2001). Die Crk-A/NS1-Interaktion bewirkt die Reprimierung des JNK/ATF2-
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Signalweges (Hrincius et al., 2010). Dadurch wird die Expression proapoptotischer
Gene, wie TNF-a oder FasL, sowie die Interferenz von JNK mit antiapoptotischen
Bcl-2-Proteinen in den Mitochondrien gehemmt (Dhanasekaran und Reddy, 2008;
Abb. 4). Die Crk-A/NS1-Interaktion wurde ausschlieBlich in Stammen nachgewiesen,
die ein SH3-Bindemotiv im NS1-Protein aufweisen (Heikkinen et al., 2008). Auch fur
das B/NS1-Protein wurde in der AG Wolff eine Interaktion mit dem Crk-
Adaptorprotein beobachtet (Sadewasser, Kramer, Wolff, nicht publiziert). Eine Ziel-
stellung der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der biologischen Funktion dieser
Crk-B/NS1-Interaktion in infizierten Zellen (Kapitel 3.3 und 4.2).

Trotz nachgewiesener antiapoptotischer Funktionen in infizierten Zellen, fihrt eine
transiente Expression des A/NS1-Proteins in Zellkultur zur Caspase-3 und -9-
Aktivierung und zur Apoptose der Zellen (Zhang et al., 2011; Schultz-Cherry et al.,
2001). Eine mogliche Ursache dafur ist die Interaktion von A/NS1 mit dem Chaperon
HSP90 (Heat Shock Protein 90), die in einer verminderten HSP90-Apaf-1 und einer
erhohten Apaf-1-Cytochrom C-Interaktion resultiert. Die verstarkte Bildung des
Apoptosoms in NS1-exprimierenden Zellen kdnnte die Induktion des programmierten
Zelltods erklaren (Zhang et al., 2011; Abb. 4).

Apoptotische zellulare Funktionen wirken nicht ausschlief3lich antiviral, sondern kon-
nen die Virusvermehrung in begrenztem Umfang auch stimulieren. So konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2, sowie die
Behandlung infizierter Zellen mit Caspase-Inhibitoren zu einer verringerten Virusver-
mehrung fuhrt (Olsen et al., 1996; Wurzer et al., 2004). Mechanistisch wird diese
Blockade der Virusvermehrung durch Retention der gebildeten VRNP-Komplexe im
Zellkern erklart (Wurzer et al., 2003). Neben dem Crm 1-abhangigen aktiven Trans-
port scheinen die Viren einen Caspase-regulierten vVRNP-Export zu nutzen, der mog-
licherweise durch Erweiterung der Kernporen eine passive Diffusion der vRNP-
Komlexe ermdglicht (Elton et al., 2001; Herold et al., 2012; Faleiro und Lazebnik,
2000). Dieser Mechanismus befahigt die Influenzaviren trotz erhdhter Caspase-
Aktivitat, welche unter anderem die Spaltung von zellularen Proteinexportfaktoren zur
Folge hat (Faleiro und Lazebnik, 2000), virale RNPs in der spaten Infektionsphase

aus dem Zellkern zu transportieren.

Man beobachtet in infizierten Zellen sequentiell anti- und proapoptotische Effekte in
Abhangigkeit von der Infektionsphase. Wahrend Influenzaviren frih in der Infektion

antiapoptotische Signaltransduktion induzieren, scheint in der spaten Phase der In-
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fektion gezielt Apoptose induziert zu werden (Zhirnov und Klenk, 2007). Die Redukti-
on der Apoptose in der frihen Infektionsphase ermoglicht den Viren die Proteinsyn-
these und Genomreplikation, wahrend in der spaten Phase die Apoptose-Induktion
den Kernexport der vVRNP und die Assemblierung der Nachkommenviren unterstutzt.
Wird die Zelle schlieRlich zerstort, sind ausreichend Nachkommenviren produziert,
um weitere Zellen zu infizieren (Herold et al., 2012).

Das NS1-Protein ist ein multifunktionelles Protein, das wie zuvor beschrieben auch in
die zellulare Apoptose eingreift. Im Folgenden sollen weitere Funktionen dieses
Nichtstrukturproteins naher beschrieben werden.

1.1.5 Struktur und Funktion des Nichtstrukturproteins 1 von Influenza A und B
Viren

Das Nichtstrukturprotein 1 von Influenza A und B Viren ist kein Bestandteil des Virus-
partikels (Lamb und Krug, 2001), sondern wird frih im Infektionsverlauf als multifunk-
tioneller Virulenzfaktor exprimiert. Fur die virale Replikation ist das NS1-Protein es-
sentiell, da rekombinante Influenza A und B Viren mit Deletionen im NS1-Gen nur zu
einer stark attenuierten Vermehrung fahig sind (Garcia-Sastre et al., 1998; Dauber et
al., 2004). Durch die Interaktion mit zahlreichen viralen und zellularen Faktoren un-
terstutzt es in der infizierten Zelle die virale Replikation und antagonisiert die zellulare
Immunabwehr. Die NS1-Proteine von Influenza A und B Viren haben nur eine gerin-
ge Sequenzidentitat von weniger als 25 % und zeigen daher neben einigen gemein-
samen Eigenschaften auch funktionelle Unterschiede. Aufgrund der Relevanz des
NS1-Proteins fur die virale Vermehrung ist es Gegenstand intensiver Forschung, wo-
bei die molekularen Funktionen des B/NS1-Proteins bisher weit weniger bekannt
sind, als die des A/NS1-Proteins. Den NS1-Proteinen beider Influenzavirustypen ist
eine N-terminale RNA-Bindungsdomane gemeinsam, die im Bereich der Aminosau-
ren 1 bis 73 des A/INS1-Proteins (Qian et al., 1994) bzw. 1 bis 93 des B/NS1-Proteins
(Wang und Krug, 1996) lokalisiert ist. Diese Region uberschneidet sich weitgehend
mit der Dimerisierungsdomane beider Subtypen. In der infizierten Zelle liegen die
NS1-Proteine als Homodimere vor und konnen vermutlich nur in dieser Konformation
an doppelstrangige RNA (dsRNA) binden (Nemeroff et al., 1995; Wang et al., 1999;
Abb. 5). Die Bindung doppelstrangiger RNA ist fur die Interaktion des B/NS1-Proteins
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mit der Proteinkinase R (PKR) und deren Inhibition essentiell (Dauber et al., 2006;
Dauber et al., 2009). Fur das A/NS1-Protein wurden in einem Modell zur PKR-
Antagonisierung die Aminosauren 123 bis 127 aulierhalb der RNA-Binderegion als
essentiell fur die PKR-Bindung und —Inhibition beschrieben (Min et al., 2007).

' i ' ' | |
NS1A4/1-75 L I I I MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKQVVDQELGDAPFLDRLRRDQKSLRGRGSTLG - 51

NS18/1-103 1MADNMTTTQIEVGPGATNATINFEAGILECYERFSWQRALDYPGQODRLHRLKRKLESRIKTHNKG4
| |
ol a2
7.0 8.0 9‘0 1'00
NS1A/1-75 52 - - - -0 LNIEAATHVGKQIVEKILKEESDE- - - - - - - 75
NS18/1-103 85 SEPENKRMSLEERKAIGVKMMKVLLFMDPSAGIEGFEPY 103
a!

Abb. 5: Kristallstruktur der N-terminalen Doméane 1-103 von B/NS1 (Yin et al., 2007). A: Darstellung
der Ruckgratstruktur eines N-terminalen B/NS1 Dimers mit Angabe der Arg- und Lys-Seitenketten. B:
Uberlagerung der N-terminalen B/NS1 Dimerstruktur (blau) mit der N-terminalen A/NS1 Struktur (AS
1-73) (beige). C: Sequenzvergleich der N-terminalen B/NS1 und A/NS1 Sequenz basierend auf der
Proteinstruktur. ldentische Aminosduren sind gekennzeichnet und die Lage der drei a-Helices ist an-
gedeutet.

Die Serin-Threonin-Kinase PKR ist ein durch Interferon-induziertes Enzym, das die
durch virale Replikation gebildeten doppelstrangigen bzw. strukturierte einzelstrangi-
ge RNA-Molekile bindet. Dies fuhrt zur Dimerisierung und frans-
Autophosphorylierung der PKR (Dauber et al., 2009). Aktivierte PKR phosphoryliert
anschlieliend verschiedene Effektorproteine, wie z. B. den Translationsinitiationsfak-
tor elF2a. Das durch Phosphorylierung inaktivierte elF2a-Protein inhibiert die zellula-
re Translationsmaschinerie und somit auch die davon abhangige virale Replikation
(Samuel, 1988). Aktivierte PKR induziert aullerdem die FADD-vermittelte Caspase-8-
Aktivierung, was wiederum zur Apoptoseinduktion der infizierten Zellen fuhrt (Garcia
et al., 2007; Kapitel 1.1.4).

Eine essentielle Funktion des NS1-Proteins ist die Antagonisierung des zellularen
Typ-I-Interferonsystems. Das Typ-I-Interferonsystem ist eine wichtige Komponente
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des angeborenen Abwehrsystems in Vertebratenzellen gegen Virusinfektionen. Ihm
werden 14 Gene fur Interferon-a (IFNa)-Isoformen sowie ein IFNB-Genlokus zuge-
ordnet (Pestka, 2007). Die Etablierung eines revers-genetischen Systems flur In-
fluenza B Viren ermdglichte die Generierung einer Influenza B/delta NS1-Mutante mit
einer Deletion des NS1-Gens. Diese Mutante ist nicht mehr in der Lage die Induktion
der IFNa/B-Gene zu inhibieren. Die Fahigkeit des B/NS1-Proteins zur direkten Re-
pression der IFNB-Sekretion wurde durch Reportergenstudien gezeigt (Dauber et al.,
2004). Sowohl die RNA-Bindungsdomane (Aminosauren 1-93) als auch der C-
terminale Bereich des Proteins (Aminosauren 94-281) sind unabhangig voneinander
in der Lage die Translokation des Transkriptionsfaktors IRF3 (Interferon Regulatory
Factor 3) in den Kern und die IFN-Induktion zu reprimieren (Donelan et al., 2004;
Abb. 6). Durch die Transkriptionsfaktoren IRF3, AP1 und NFKB wird die Transkripti-
on des IFNB-Gens reguliert (Wathelet et al., 1998). Auch das A/NS1-Protein repri-
miert die Aktivierung von IRF3 und die IFNp-Sekretion (Ludwig et al., 2002).

AS Speckle- AS
1 Assoziierung 90

As Dimerisierung g
1 Blockade PKR g3

AS Blockade AS
1 ISG15-Konjugation 145
A 1SG15-Bindung > 1‘})35 Suppression IFN-Induktion 2‘\89;
N B/NS1 C
| |
| |
AS AS
1 281

121 - YPPTPGKYLD - 130
\_'_I

YPXXPX(R/K)—> hochkonserviertes
Sequenzmotiv

Abb. 6: Schematische Darstellung des B/NS1-Proteins mit Lokalisation wichtiger funktioneller Doma-
nen in der Aminosauresequenz sowie des in dieser Arbeit untersuchten hochkonservierten Sequenz-
motivs. Der rot markierte Bereich deutet die Lokalisation des hochkonservierten Motivs an, welches in
der unteren Bildhalfte als Aminosaurensequenz dargestellt ist.

Nach IFN-Expression kommt es durch Induktion des JAK/STAT-Signalweges zur
Transkription von uber 100 IFN-stimulierten Genen (ISG) (Borden und Williams,

2011). Dies fuhrt in der infizierten Zelle, sowie den umliegenden Zellen zur Etablie-
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rung eines antiviralen Status (Brierley und Fish, 2002). Eines der IFN-stimulierten
Gene fuhrt zur Expression des Ubiquitin-ahnlichen Proteins ISG15 (Interferon Stimu-
lated Gene 15), das eine zentrale Rolle bei der antiviralen Immunantwort der Wirts-
zelle spielt (Lenschow, 2010). ISG15 wird Uber seinen C-terminalen Glycinrest an
mehr als 300 Zielproteine verknupft (Durfee und Huibregtse, 2010). Eine spezifische
Eigenschaft des B/NS1-Proteins ist die Interaktion mit ISG15 Uber die Aminosauren
1-103, sowie die Inhibition der ISG15-Konjugation an seine Zielproteine. Hierfur sind
die Aminosauren 1-145 des B/NS1-Proteins verantwortlich (Yuan und Krug, 2001;
Abb. 6).

Die intrazellulare Lokalisation des NS1-Proteins verandert sich im Laufe der Infekti-
on. Frah im Infektionszyklus findet man immunantagonisierende Aktivitaten im Zyto-
plasma und eine nukleare Translokalisation des Proteins (Norton et al., 1987). Diese
Translokation des B/NS1-Proteins wird durch die Aminosauren 46-57 vermittelt
(Schneider et al., 2009). Die N-terminalen 90 Aminosauren sind fur die Kolokalisation
des B/NS1-Proteins mit dem Spleil3faktor SC35 in sogenannten nukleare Speckle-
domanen und deren Abrundung verantwortlich (Abb. 6). In Speckledomanen findet
man eine hohe Konzentration an snRNPs (spliceosomal small nuclear ribonucleopro-
teins). Sie spielen eine spezifische Rolle bei der Reifung zellularer mRNAs (Carmo-
Fonseca et al., 1991; Spector et al, 1991). Ein Fehlen des Speckle-
Lokalisationssignals im B/NS1-Protein fuhrt zu verminderter Replikationsfahigkeit der
entsprechenden Virusmutanten (Schneider et al., 2009). Im weiteren Verlauf der Vi-
rusinfektion relokalisiert das NS1-Protein ins Zytoplasma. Dort antagonisiert es die
Aktivierung zytoplasmatischer Sensorproteine fur virale RNA (z. B. PKR und Rigl)
(Schneider et al., 2009; Mibayashi et al., 2007; Dauber, Voss und Wolff, unveroffent-
lichte Ergebnisse).

Fur das A/NS1-Protein des A/Udorn/72 (H3N2)-Influenzavirus wurde neben der zyto-
plasmatischen und nuklearen Verteilung auch eine Kolokalisation mit nukleolaren
Proteinen (wie z.B Nukleolin) im Nukleolus beschrieben (Melén et al., 2012). Auler-
dem konnte ein Einfluss des A/NS1-Proteins auf die Prozessierung zellularer mRNAs
— wie pra-mRNA-Splei3en und Polyadenylierung — gezeigt werden. Durch Bindung
seiner C-terminalen Effektordomane an das Poly(A)bindende Protein Il (PABII), NS1-
BP, Rael, die 30 kDa Untereinheit des Spaltungs- und Polyadenylierungsspezifitats-
faktor CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor), sowie an den Haupt-
exportrezeptor zellularer mRNAs NXF1/TAP greift das A/INS1-Protein in die Reifung
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zellularer RNAs ein (Chen et al.,, 1999; Fortes et al., 1994; Garaigorta und Ortin,
2007; Lu et al., 1994; Satterly et al., 2007; Wolff et al., 1998).

1.2 Das zellulare Chaperon HSP90

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das zellulare Chaperon HSP90 (Heat
Shock Protein 90 kDa) als Bindungspartner bestimmter B/NS1-Proteinvarianten iden-
tifiziert. Da die Proteine der HSP90-Chaperon-Familie zudem fur die Replikation vie-
ler verschiedener DNA- und RNA-Viren von Bedeutung sind (Geller et al., 2012),
werden deren Eigenschaften in diesem Kapitel naher dargestellt.

HSP90 bezeichnet eine Proteinfamilie von evolutionar hochkonservierten molekula-
ren Chaperonen, die in eukaryotischen Zellen ein bis zwei Prozent des Proteingehal-
tes ausmachen. Sie sind fur die Viabilitat von Zellen essentiell und ermoglichen ihnen
zellularen Stress zu bestehen. In Saugerzellen gibt es neben dem HSP90-Homolog
Grp94 im endoplasmatischen Retikulum und der mitochondrialen Variante TRAP1,
zwei zytoplasmatische HSP90-Isoformen: das stress-induzierte HSP90o und das
konstitutiv exprimierte HSP90p (Chen et al., 2005). HSP90-Monomere zeigen fol-
gende Domanenorganisation: eine hydrophobe aminoterminale ATPase-Domane,
eine azidische Mitteldomane, sowie eine carboxyterminale Dimerisierungsdomane,
uber die homodimere Komplexe gebildet werden. HSP90o und HSP90p unterstitzen
die ATP-abhangige Proteinfaltung, -reifung, -lokalisierung, -aktivitat, die Komplexbil-
dung, sowie die Fluktuation ihrer Substrate. Die HSP90-Funktion wird durch eine
Vielzahl von Ko-Chaperonen reguliert. HSP90 interagiert nicht direkt mit neu synthe-
tisierten Proteinen, sondern erhalt seine Substrate Uber andere Chaperonsysteme
(z. B. HSP70). HSP90-Proteine erkennen ihre Substrate weniger Uber eine bestimm-
te Aminosauresequenz als vielmehr durch metastabile Strukturelemente. Bei zellula-
rem Stress, beispielsweise bei erhdhten Temperaturen, stabilisiert HSP90 die labile
Konformation von vielen — zumeist Zellzyklus-Proteinen. Veranderte Proteine mit we-
nigen Aminosauresubstitutionen sind daher viel abhangiger von HSP90 als die ent-
sprechenden unmodifizierten Proteine (Blagosklonny et al., 1996).

Die Replikation vieler verschiedener DNA und RNA-Viren ist abhangig vom zellularen
Wirtsfaktor HSP90 (Geller et al., 2012; Tab. 2). Durch die limitierende GroRe des vi-
ralen Genoms sind viele virale Proteine multifunktionell, damit strukturell sehr kom-
plex und abhangig von zellularen Chaperonfunktionen. Durch die hohe Mutationsrate

von RNA-Viren werden in infizierten Zellen viele verschiedene Proteinvarianten ge-
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bildet, die in ihren Struktur- und Faltungseigenschaften verandert sind. Diese sind

stark abhangig von Chaperonen, um ihre Aktivitat aufrechtzuerhalten. Chaperone

puffern somit die schadliche Wirkung der Mutationen und erleichtern virale Adaptati-

onen an antivirale Bedingungen in der Wirtszelle.

Virusfamilie Virus Protein HSP90-abhingiger Prozess Ko-Faktor
Herpes HSV1/2 UL30 Polymerase-Lokalisierung Hsp70, BAG3
VZV ORF29F Lokalisierung von ORF29 Hsp70, BAG3
HCMV - Expression von |IE2 PI3K
EBV KH, Apoptosepravention, Zellproliferation -
KSHV Klv-FLIP  Apoptosepravention Hsp40, IKK, Cdc37
Polyoma SV40 LT Stabilisierung des LT-Proteins -
Pox Vaccinia 4a Core Capsidassemblierung, Genexpression  Hsp70
Reo Reo o1 C’ Trimerisierung von o1 Hsp70, p23
Rota NSP3 NSP3-Dimerisierung -
Birna IBDV VP2 Virusinternalisierung -
Picorna Polio P1 P1-Spaltung in VP1, VP2 und VP3 p23
Rhino P1 P1-Spaltung in VP1, VP2 und VP3 p23
Coxsackie P1 P1-Spaltung in VP1, VP2 und VP3 p23
Flavi HCV NS3 Spaltung an NS2/3, NS3-Funktion -
NS5A Bildung des Replikationskomplexes FKBPS8, hB-ind1
DENV Rezeptor  Virusinternalisierung Hsp70/GRP78
Arena LCMV NP Antigen-Kreuzprasentation -
Noda FHV Protein A Bildung des Replikationskomplexes -
Hepe HEV Capsid Intrazellularer Transfer -
Rhabdo VSV L-Protein  Proteinstabilisierung -
Paramyxo HPIV2/3 L-Protein  Proteinstabilisierung -
SV5/41 L-Protein  Proteinstabilisierung -
Masern - Verstarkte onkolytische Aktivitat -
Sendai - Aktivierung der angeborenen Immunitadt TBK1
Bunya La Crosse L-Protein Proteinstabilisierung -
Orthomyxo Flu A PB1, Nucleare Lokalisierung, VRNP- -
PB2 Komplex-bildung, RNA-Synthese
Filo Ebola - Virusvermehrung -
Retro HTLV1 Tat Transkription -
HIVA1 Tat Transkription, Zellviabilitat -
Hepadna DHBV, P-Protein  Reverse Transkriptase Priming p23, Hsp40, Hsc70, Cdc37
HBV p23, Hsp40, Hsp70, Hop

Tab. 2: Zusammenfassung der bisher bekannten HSP90-abhangigen Viren und Virusproteine. Modifi-
ziert nach Geller et al., 2012.
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Da Chaperone viele zellulare Funktionen wie Signaltransduktion, Zellzyklusprogres-
sion und Apoptose regulieren, kommt es hier bei einigen Viren zur Manipulation der
Wirtszellaktivitat (Wen et al., 2010).

Die zellulare Proteinkinase R (PKR), die eine wichtige Rolle in der Wirtsabwehr von
Influenzaviren spielt (siehe Kapitel 1.1.5), wird u. a. durch HSP90-Bindung reguliert.
Im inaktiven Zustand bindet PKR den Chaperonkomplex. Doppelstrangige RNA, so-
wie der HSP90-Inhibitor Geldanamycin (GA) fuhren zur Dissoziation von HSP90 und
PKR und zur Kinaseaktivierung in vitro und in vivo (Donzé et al., 2001; Abb. 7A).

Auch der PI3K/Akt-Signalweg, der wahrend der Influenza A Virusinfektion aktiviert
wird (siehe Kapitel 1.1.4), wird durch HSP90-Bindung moduliert. Eine Inhibition der
Akt-HSP90-Bindung fuhrt zur Dephosphorylierung und Inaktivierung der Akt-Kinase,
was die Sensitivitat der Zellen fur Apoptose-induzierende Stimuli steigert (Sato et al.,
2000; Abb. 7B).
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Abb. 7: Zellulare HSP90-Funktionen. A: Regulation der PKR-Aktivitat: HSP90 bindet mithilfe des
Kofaktors p23 an unphosphorylierte PKR. Aktivierung von PKR durch dsRNA oder den HSP90-
Inhibitor Geldanamycin fuhrt zur Freisetzung von HSP90 aus dem Proteinkomplex (Donzé et al, 2001).
B: Stabilisierung der Akt-Phosphorylierung durch HSP90 verhindert Apoptose-Induktion der Zelle. Die
Inhibition der Akt-HSP90-Bindung fihrt zur Dephosphorylierung von Akt durch die Phosphatase PP2A
und zu gesteigerter Apoptose (Sato et al., 2000).
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Auch fur die Influenza A Virus-Polymerase wurde eine HSP90-Abhangigkeit gezeigt.
HSP9O0 ist mit den PB1- und PB2-Untereinheiten in infizierten Zellen assoziiert und
relokalisiert in den Zellkern, wo es die virale RNA-Synthese unterstutzt (Momose et
al., 2002; Naito et al., 2007). HSP90-Inhibition durch Geldanamycin fuhrt in infizierten
Zellen zu verzogerter Synthese von viraler mRNA, cRNA und vRNA. Aullerdem
konnte gezeigt werden, dass GA die Degradierung von PB1 und PB2 verstarkt,
dadurch die Bildung des vollstandigen Polymerase-Komplexes reduziert und letztlich
die virale Vermehrung verzogert (Chase et al., 2008; Abb. 8).

Cytoplasma Nucleus
ADP + Pi
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e ' " HSPQOOffen HSpQOATP
PB1O § \ d}
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Abb. 8: HSP90 erleichtert die Polymerase-Assemblierung von Influenza A Viren. Neu synthetisiertes
PB2 interagiert mit HSP90 im Cytoplasma und wird in den Nukleus transportiert. PB1 wird zusammen
mit HSP90-PB2-Komplex ebenfalls in den Kern transportiert. Dort kommt es zur Bildung des trimeren
Polymerasekomplexes. Box: HSP90-Konformationen werden durch ATPase-Zyklus reguliert. (Abb.
modifiziert nach Geller et al., 2012).

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Der multifunktionelle Virulenzfaktor B/NS1 spielt fur den Verlauf der Influenzavirusin-
fektion eine entscheidende Rolle. Rekombinante Influenza B Viren mit Deletionen im
NS1-Gen sind in ihrer Vermehrungsfahigkeit stark attenuiert und I6sen in den infizier-
ten Zellen verstarkte angeborene antivirale Abwehrreaktionen aus (Dauber et al.,
2004). Fur das A/NS1-Protein wurden bislang viele zellulare Interaktionspartner und
molekulare Mechanismen beschrieben. Uber die Funktionsweise des B/NS1-
Proteins, das weniger als 25 % Sequenzidentitdt zum A/NS1-Protein aufweist, ist
hingegen weniger bekannt.

Durch die fehlende Korrekturlese-Aktivitat der Influenzavirus RNA-Polymerase wer-
den in den infizierten Zellen standig neue Virusvarianten gebildet. Dies ermoglicht die

optimale Anpassung des Virus an veranderte Bedingungen in den Wirtszellen. Pro-
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teinbereiche, die trotz der hohen Mutationsrate in den verschiedenen Virusstammen
unverandert sind, haben fur die Viren vermutlich wichtige strukturelle und/oder funk-
tionelle Bedeutung. Die in silico-ldentifikation des in uber 300 Influenza B Vi-
russtammen konservierten NS1-Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 mit Ho-
mologie zum Klasse II-SH3-Bindemotiv (PxxPxK/R) (Drdseler, 2005; Abb. 9) wies auf
bisher unbekannte Proteinfunktionen hin, die fur die Virus-Wirt-Interaktionen und den

Vermehrungsverlauf moglicherweise von Bedeutung sind.

Virusstamm NS1-Sequenz (AS 120-131)
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Abb. 9: Sequenzvergleich der
Aminosauren 121-130 von 20
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russtdmmen im Segment 8
(NS).

I

Die initiale Fragestellung der vorliegenden Arbeit war daher die Aufklarung der Pro-
teinaktivitaten des NS1-Proteins von Influenza B Viren mit besonderem Fokus auf die
funktionelle Bedeutung des konservierten Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-
127.

Dafur wurde der Einfluss des hochkonservierten Motivs auf die Virusreplikation durch
revers-genetische Mutationsanalysen gepruft. Die Auswirkung von Mutationen in der
konservierten Peptidregion auf Protein-Protein-Interaktionen von Virus und Wirtszelle
wurde erstmals in einem globalen Ansatz mittels hochauflosender Massenspektro-
metrie und durch Analyse zellularer Signaltransduktionswege untersucht. Die Se-
quenz 121-Y-P-x-x-P-x-(KIR)-127 zeigt Ahnlichkeiten mit dem SH3-Bindemotiv 211-
R-P-P-L-P-P-K-217 in aviaren A/INS1-Proteinen. Daher wurde in In-vitro-Studien die
Funktion des SH3-Bindemotivs der A/NS1-Proteine (Crk-Bindung und Suppression

der JNK/ATF2-Signaltransduktion) auch fur das B/NS1-Sequenzmotiv Uberpruft.
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Die Kenntnis Uber molekulare und funktionelle Eigenschaften viraler Proteine ist fur
die Entwicklung antiviraler Medikationen von grof3er Bedeutung. Sowohl die Identifi-
kation zellularer Interaktionspartner des hochkonservierten viralen Sequenzmotivs
121-Y-P-x-x-P-x-(K/IR)-127, als auch die Analyse der dariber vermittelten Signal-
transduktion zielt auf eine Influenzavirus-Therapie hin, die z. B. Uber chemische Inhi-
bitoren spezifisch fur die Virusreplikation essentielle Wirtsfaktoren und Signalwege

angreift und dadurch die Resistenzentwicklung der Viren erschwert.
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die in der vorliegenden Arbeit angewandten Methoden be-
schrieben. Die dazu bendtigten Materialien sind im Anhang (Materialverzeichnis)

aufgefuhrt.

21 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden, soweit nicht anders dokumentiert, unter sterilen Be-
dingungen durchgefluhrt. Die entsprechenden Zellkulturmedien, sowie der zum Wa-
schen der Zellen verwendete PBS-Puffer wurden vor dem Arbeiten auf 37 °C er-
warmt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Infizierte Zellen wurden
bei 33 °C inkubiert.

2.1.1 Passagieren von Zellen

MDCKII- und Calu3-Zellen wurden in MEM-Kulturmedium und A549-, 293T- sowie
HelLa-Zellen in DMEM-Kulturmedium kultiviert. Die Kultivierung Serum-freier Vero-
Zellen erfolgte in OPTI PRO™ SFM-Medium. Die Zusammensetzung der einzelnen

Medien kann dem Materialverzeichnis entnommen werden.

Konfluente Zellen wurden je nach Bedarf in neue Zellkulturgefalle umgesetzt. Dafur
wurden die adharenten Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und durch 1,5 ml
Trypsin/EDTA-LOsung bei 37 °C vom Boden der T75-Zellkulturflasche abgeldst. Die
Zellen wurden in 10 ml Medium aufgenommen und entsprechend ihrer Vermeh-

rungseigenschaften und des jeweiligen Bedarfs in neue Zellkulturgefalde tberfuhrt.

2.1.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Die Aufnahme von Nukleinsauren in eukaryotische Zellen bezeichnet man als Trans-
fektion. Hierfur wurde das Transfektionsreagenz LipofectAMIN™2000 verwendet.
Dieses Transfektionsreagenz ist ein Gemisch aus kationischen Lipiden, das zusam-
men mit negativ geladener DNA Mizellen ausbildet. Die Mizellen sind in der Lage die
Zellmembran zu passieren und die DNA-Plasmide in die Zellen einzubringen. Dort
kann die DNA abgelesen und die kodierten Proteine exprimiert werden.

Die zu transfizierenden Zellen wurden jeweils am Vortag 1:2 umgesetzt. Die folgen-

den Angaben beziehen sich auf die Transfektion von 1 x 10° Zellen. Je 1 ug DNA
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wurden 1,5 pl LipofectAMIN™2000 mit 200 pl Opti-MEM versetzt und fiir 5 Minuten
(min) bei Raumtemperatur (22 °C — RT °C) inkubiert. Die DNA wurde mit dem glei-
chen Volumen an Opti-MEM versehen und nach der Inkubationszeit wurden beide
Ansatze vereint. Die zu transfizierenden Zellen wurden von der Zellkulturflasche ge-
I6st und in 10 ml Transfektionsmedium aufgenommen. Nach Zentrifugation fur 3 min
bei 800 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute — rpm) wurde das Zellpellet in
10 ml Transfektionsmedium resuspendiert und die bendtigte Zellzahl in Zellkultur-
schalen ausgesat. Nach Inkubation des Transfektionsansatzes fur 20 min bei RT °C
wurde dieser auf die Zellen gegeben, Ansatz und Zellen gemischt und fur 24 Stunden
(h) inkubiert.

2.1.3 Transfektion von small interfering (si)RNA

Zur Untersuchung der Funktion eines zellularen Proteins wahrend der Influenzavirus-
infektion kann die entsprechende mRNA des Proteins mittels posttranskriptionellen
Gen-Silencings degradiert werden. Dafur wurde in dieser Arbeit interferierende RNA
(small interfering RNA — siRNA) durch Transfektion (siehe Kapitel 2.1.2) in die Zellen
eingebracht. Eine siRNA besteht aus einem kurzen doppelstrangigen Bereich (ca.
19-23 Basenpaare), der von jeweils zwei endstandigen uberstehenden Nukleotiden
flankiert wird. Das 5’-Ende jedes Stranges ist phosphoryliert, wahrend das 3’-Ende
eine freie OH-Gruppe tragt. In der Zelle bindet die siRNA spezifisch an einen kom-
plementaren Bereich der stillzulegenden mRNA und bewirkt dadurch deren selek-
tiven Abbau oder die Hemmung ihrer Translation.

Fur die Degradierung zellularer Crk-mRNA wurden am Vortag A549-Zellen ausgesat,
sodass sie am Tag der Transfektion 50 % konfluent waren. Die spezifische Crk-
siRNA, sowie Negativ-Kontroll-siRNA, die keine Homologie zu humanen mRNAs be-
sitzt, wurden mit einer Konzentration von 25 pmol und 4 ul LipofectAMINTM2OOO-
Reagenz transfiziert. Funf Stunden nach Transfektion wurde das Transfektionsmedi-
um abgenommen und die Zellen mit Infektionsmedium versehen. Die Effizienz der
MRNA-Stilllegung (knockdown) wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion uber-
pruft. Dafur wurden die Zellen lysiert und mittels SDS-PAGE und Immunoblot (siehe
Kapitel 2.4.2 und 2.4.4) die Reduzierung der Crk-Proteinkonzentration bestatigt.

26



2.2 Infektiose Arbeiten
2.2.1 Anzucht von Influenza B Viren im Hiihnerei

VirusstammlOdsungen der verwendeten rekombinanten Influenza B/Lee Viren wurden
in der Allantoishohle von zehn Tage alten bebruteten Huhnereiern angezogen. Die
Bruteier wurden zudem benutzt um die Replikationseigenschaften der Viren zu tes-

ten.

Dazu wurde das Virus bis zu einer Konzentration von 5000 FFU/ml in PBS™-Puffer
verdunnt. Die Befruchtung der Eier wurde mittels Durchleuchtung kontrolliert. Zur
Inokulation des Virus wurde am stumpfen Ende der Eier unter sterilen Bedingungen
eine kleine Offnung gebohrt und 100 pl der Virusverdinnung (500 FFU) mit einer
Kaniile (0,55 x 25 mm) injiziert. Die Offnung wurde mit Ponal-Klebstoff (HENKEL)
verschlossen und die Eier bei 33 °C und 65 % Luftfeuchtigkeit fur drei Tage im Brut-
schrank inkubiert. AnschlieRend wurden sie fur mindestens 4 h bei 4 °C gekuihlt, um
ein Zusammenziehen der embryonalen Blutgefalde und damit ein blutfreies Abneh-
men der virushaltigen Allantoisflussigkeit zu gewahrleisten. Dazu wurde die Eischale,
sowie die Eihaut entfernt und die Allantoisflussigkeit mit einer Spritze (Kanule 1,2 x
40 mm) entnommen. Nach Zentrifugation (3000 rpm, 5 min, 4 °C) wurde ein Hamag-
glutinationstest (siehe Kapitel 2.2.2) durchgefuhrt. Fur die Virusstammlosung wurden
die Ansatze mit dem hochsten HA-Titer vereint, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
Die Bestimmung der Virustiter erfolgte mittels Avicel-Plaque-Assay (siehe Kapitel
2.2.4).

2.2.2 Hamagglutinationstest (HA-Test)

Der Hamagglutinationstest ermoglicht die zeitnahe Abschatzung einer Viruskonzent-
ration in wassriger Losung. Dabei wird die Fahigkeit des viralen Oberflachenproteins
Hamagglutinin (HA) genutzt, an endstandige Neuraminsauren auf Erythrozyten zu
binden und diese quer zu vernetzen (Hirst, 1941). Da auch nicht infektiose Virionen,
sogenannte DI-Partikel (Defective Interfering particles) zur Hamagglutinierung beitra-
gen, kann mit diesem Test nicht zwischen replikationsfahigen und nicht replikations-

kompetenten Viren unterschieden werden.

Fir den HA-Test wurde in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte eine 1:2 Verdinnungsreihe
der Virussuspension hergestellt. Dazu wurden in die erste V-formige Vertiefung
100 pl Virus und in jede weitere 50 uyl PBS-Puffer pipettiert. Anschliefend wurden
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ausgehend von der ersten Vertiefung jeweils 50 pl der Verdinnung in die darauffol-
gende pipettiert und gemischt. Aus der letzten Vertiefung der Verdinnungsreihe wur-
den 50 pl verworfen. Schliel3lich wurde jede Vertiefung mit 50 pl einer einprozentigen
Huhnererythrozytenlosung in 0,9 % NaCl-Losung aufgefullt und die Platte fur mindes-
tens 30 min inkubiert. Zur Gewahrleistung der Erythrozyten-Quervernetzung wurde
die Neuraminidaseaktivitat der Influenzaviren durch Inkubation auf Eis gehemmt. Bis
zu einer bestimmten Viruskonzentration sind die Influenzapartikel in der Lage Eryth-
rozyten zu agglutinieren. Eine Reduzierung der Viruskonzentration unter dieses Ni-
veau fuhrt zu einem Absinken der Erythrozyten in die Spitze der Vertiefung, wo sie
als rote Punkte sichtbar werden. Als Hamagglutinationstiter (HA-Titer) wird der rezip-
roke Wert derjenigen Verdunnungsstufe bezeichnet, bei der die Vernetzung der
Erythrozyten gerade noch sichtbar ist.

2.2.3 Infektion von eukaryotischen Zellen mit Influenza B Viren

Fir die Infektion mit Influenza B Viren wurden Zellen in Zellkulturgefalle ausgesat,
sodass sie zum Zeitpunkt der Infektion konfluent vorlagen. Die GroRRe der Zellkultur-
schalen richtete sich nach dem Versuchsaufbau. Vor der Infektion wurden die adha-
renten Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden sie mit einer Virus-
vorverdiinnung Uberschichtet. Diese wurde in 4 °C-kaltem PBS*"-Puffer angesetzt,
sodass die Zellen in Abhangigkeit vom Versuchsansatz mit einer bestimmten Zahl an
Viruspartikeln (Multiciplicity Of Infection — MOI) infiziert wurden. Das Volumen der
Virusverdunnung wurde moglichst gering gehalten, aber in Abhangigkeit vom ge-
wahlten Zellkulturgefal® so gewahlt, dass die Zellen wahrend der Infektion stets be-
deckt waren. Die Zellen wurden fur 45 min bei RT °C inkubiert, anschlieend mit
PBS-Puffer gewaschen und mit Infektionsmedium versehen.

Fir eine multizyklische Replikation wurde dem Medium TPCK-Trypsin zugegeben.
Dieses spaltet das HA-Protein der neugebildeten Viren und ermdglicht somit weitere
Replikationszyklen. Je nach Vertraglichkeit der Zelllinien wurden dem Medium ver-

schiedene Trypsin-Konzentrationen zugesetzt (Tab. 3).

Zellen MDCKIl Ab549 Calu3 VeroSF 293T

Trypsin (pg/ml) 1 0,25 0 2 1,5

Tab. 3: Eingesetzte TPCK-Trypsin-Konzentrationen fir multizyklische Replikation.
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Zur Inhibition der zellularen Apoptose wurden die infizierten A549-Zellen zusatzlich
mit 70 uM des Caspase-3-Inhibitors Z-DEVD-FMK (BD PHARMINGEN ™) behandelt.

Die Inhibition des HSP90-Chaperons erfolgte durch 800 nM Geldanamycin
(INVIVOGEN), das an die aminoterminale ATP-Bindungstasche von HSP90 bindet
und damit die ATP-Bindung sowie -Hydrolyse und somit die Aktivitat des Chaperons
in den infizierten Zellen verhindert.

2.2.4 Titerbestimmung mittels Avicel-Plaque-Assay und Immunfluoreszenz

Mithilfe eines Plaque-Tests kann die Anzahl infektioser Viruspartikel einer Losung
bestimmt werden. Da es im herkdmmlichen Plaque-Assay nach Infektion mit rekom-
binanten Influenza B/Lee/40 Viren nicht zur Bildung von Lysishéfen im Zellrasen
kommt, wurden die infizierten Zellen, sowie die infolge der multizyklischen Replikati-
on infizierten Nachbarzellen mittels NP-Immunfarbung im Avicel-Plague-Assay sicht-
bar gemacht. Die Einheit der berechneten Titer wird daher als Fluorescence Forming
Unit (FFU) / ml angegeben.

Fir die Bestimmung der Virustiter wurden am Vortag MDCKII-Zellen in 48-Kalotten-
Platten ausgesat. Virusverdiinnungen (z. B. 10™ bis 10°) wurden in PBS**-Puffer
angesetzt. Die konfluenten Zellen wurden infiziert und anschliel3end mit Avicelmedi-
um uberschichtet. Avicel verhindert die freie Diffusion der Viren im Medium, sodass
gezielt die angrenzenden Nachbarzellen infiziert wurden. Nach 48 h Inkubation bei
33 °C wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen, fi-
xiert, permeabilisiert und durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung markiert (siehe
Kapitel 2.5.1). Die Platten wurden am Odyssey-Analyzer gescannt und die NP-
positiven Plaques gezahlt. Der Virustiter (FFU/ml) errechnete sich aus der Anzahl der
NP-positiven Plaques multipliziert mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert mit 10.
Der Faktor 10 kommt zu Stande, da die Zellen nicht mit 1 ml, sondern mit 100 ul der

Virusverdunnung infiziert wurden.

2.2.5 Herstellung der rekombinanten B/Lee Viren P122/5L und xSH3G

In der vorliegenden Arbeit wurde der Sequenzabschnitt 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127
des B/NS1-Proteins auf seine Funktionalitat wahrend der Influenzavirusinfektion hin
untersucht. Dafur wurde die Methode der reversen Genetik gewahlt, die die Vorge-
hensweise der klassischen Genetik umkehrt. Statt ausgehend von einem Phanotyp
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die entsprechenden Gene zu erforschen, wurden gezielt Mutationen in die Gense-
quenz eingefugt und die Auswirkungen dieser Veranderungen auf den Phanotypen

analysiert.

Die Herausforderung bei der genetischen Veranderung von Negativstrang-RNA-Viren
liegt in den Eigenschaften ihres Genoms. Die Transfektion der negativ orientierten
Nukleinsaure fuhrt per se nicht zur Translation viraler Proteine und zur Initiation des
Infektionszyklus. Daftr muss durch die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase, die
durch kein zellulares Enzym ersetzt werden kann, die virale RNA (-) in mRNA (+)
umgeschrieben werden. AuRerdem mussen fur die Transkriptions- und Replikations-
prozesse die VRNA (-) und cRNA (+) mit dem Nukleoprotein encapsidiert sein. Dem-
nach stellen virale RNPs die kleinste infektidse Einheit dar. Durch diesen komplexen
Mechanismus erklart sich, dass die Generierung eines revers-genetischen Systems
fur Negativstrang-RNA-Viren deutlich spater gelang als das System fur Positivstrang-
RNA-Viren. Inzwischen konnte jedoch ein revers-genetischen System etabliert wer-
den, das es ermdglicht durch Transfektion von cDNA rekombinante Influenzaviren
ohne den Einsatz von Helferviren de novo zu generieren und Mutationsanalysen
durchzufuhren (Hoffmann et al., 2000; Dauber et al., 2004; Abb. 10).

A
3« ppp-5’ VRNA (-)
4 RNAPoll
Pol II a,BGH
virale cDNA pHW 2000
| t Pol |
¢ RNA-Pol II

@ AAAAAAAAAAAAAA-3’ mRNA (+)

Transfektion

v

PB2 -
PB1
s Tran ]
Dt ranslation
(_Dd—) mRNA (+) viraler
MsIx(C RIS~ o——@n| Proteine

VRNA () i RNA
=" Synthese

3 Assemblierung
VRNPs —

Abb. 10: Herstellung rekombinanter Influenzaviren (modifiziert nach (A) Hoffmann et al., 2000 und (B)
Zielecki, 2010).
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In dem bidirektionalen acht-Plasmidsystem von Hoffmann et al. werden acht
pHW2000-Plasmide, die jeweils die cDNA eines der acht Influenza A Gensegmente
enthalten, in Zellen transfiziert. In den Plasmiden wird die cDNA 3’ von einem Poly-
merase |-Promotor und einem Polyadenylierungssignal und 5’ von einem Polymera-
se |I-Promotor und einem murinen Terminator flankiert. Somit wird in der Zelle vom
transfizierten Plasmid sowohl negative VRNA als auch positive mRNA gebildet (Abb.
10A). Die von der viralen mRNA translatierten Virusproteine assemblieren mit den
gebildeten vVRNPs und werden als Virionen von der transfizierten Zellen freigesetzt
(Hoffmann et al., 2000; Abb. 10B). Dieses fur Influenza A Viren etablierte rekombi-
nante System wurde von Dauber et al. fur die Generierung rekombinanter Influenza
B Viren angepasst (Dauber et al., 2004) und in der vorliegenden Arbeit zur Mutati-
onsanalyse des hochkonservierten Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im

NS1-Protein verwendet.

Dazu wurden jeweils 0,5 ug der Plasmide pHW2000-B/Lee- (pHW-) PB1, pHW-PB2,
pHW-PA, pHW-NP, pHW-HA, pHW-NA, pHW-M und die entsprechenden pHW-NS-
Plasmide mit den Mutationen P122L/P125L (P122/5L) bzw.
Y121G/P122G/P123G/T124G/P125G/K127G (xSH3G) im NS-Segment mit 4,5 pl
LipofectAMIN™2000-Reagenz in 1 x 10° 293T-Zellen transfiziert (sieche Kapitel
2.1.2). Nach sechsstundiger Inkubation bei 37 °C wurde das Transfektionsmedium
durch Infektionsmedium mit TPCK-Trypsin ersetzt und die Zellen fur drei Tage bei
33 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 1 x 10° MDCKII-Zellen mit 350 pl des Zellkultu-
ruberstandes infiziert (siehe Kapitel 2.2.3) und ebenfalls fur drei Tage bei 33 °C inku-
biert. Die in den Uberstand der Zellen freigesetzten Viruspartikel wurden in 10 d alten
Huhnereiern vermehrt (siehe Kapitel 2.2.1).

Die erfolgreiche Virusmutanten-Generierung wurde durch Isolierung der viralen RNA,
reverse Transkription der RNA in cDNA und Sequenzierung bestatigt (siehe Kapitel
2.2.6,2.3.1und 2.3.10).

2.2.6 lIsolierung viraler RNA

Zur lIsolierung viraler RNA-Segmente wurden 100 pl der Virusstammldsung mit
100 ul PBS-Puffer versetzt und das QlAamp®MinElute™ Virus Spin-Kit von QIAGEN
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die RNA wurde in 50 pyl RNase-freiem

Wasser eluiert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Reverse Transkription (RT)-PCR

Bei einer Reversen Transkription wird ein RNA-Molekul in einzelstrangige DNA (co-
py-DNA — cDNA) umgeschrieben. Nach spezifischer Bindung eines Oligonukleotids
an das 3’-Ende der RNA fugt die retrovirale RNA-abhangige DNA-Polymerase (RT)
komplementar zur RNA Desoxyribonukleotide (ANTPs) an das 3’-Ende des Oligonuk-
leotids an und synthetisiert somit einzelstrangige DNA. Diese kann dann durch Bin-
dung eines Ruckwarts-Primers an das 3’-Ende der DNA durch eine DNA-abhangige
DNA-Polymerase in einer PCR-Reaktion zu doppelstrangiger DNA komplementiert

und amplifiziert werden.

Zum Nachweis der viralen NS-Segmente von generierten Influenza B/Lee Virusmu-
tanten (siehe Kapitel 2.2.5) wurde diese Reaktion in einem OneStep RT-PCR-Ansatz
(QIAGEN) mit den NS-Segment-spezifischen Primern BsmBI-NS #1 und #2 durchge-
fuhrt.

Reaktionsansatz:

- 5 x QIAGEN OneStep RT-PCR-Puffer 10 pl

- dNTP-Mix 2yl

- BsmBI-NS #1 / BsmBI-NS #2 (20 uM) je1,5ul

- QIAGEN OneStep RT-PCR Enzym-Mix 2 ul

- RNasin 0,25 ul

- Vorlage-RNA 10 pl (1 pg — 2 pg)
- RNase-freies H,O ad 50 ul

Cyclerprogramm:

Temperatur Zeit Reaktionsschritt

50 °C 30 min Reverse Transkription

95 °C 15 min Initiale PCR-Aktivierung

95 °C 30 sec Denaturierung

52 °C 30 sec Anlagerung 35 Zyklen
72 °C 2 min Elongation

72 °C 5 min Finale Elongation

4°C o0 Kihlung

2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Durch die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction — PCR) kdnnen

beliebige DNA-Abschnitte vervielfaltigt werden. In der Reaktion werden zwei DNA-
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Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, die komplementar zu den flankierenden Regio-
nen der zu amplifizierenden DNA-Sequenz sind. Nach Denaturierung des DNA-
Doppelstranges durch hohe Temperaturen binden die Primer an die Einzelstrange.
Ausgehend von den Oligonukleotiden katalysiert eine hitzebestandige DNA-
Polymerase die Verknipfung komplementarer Desoxyribonukleotide (ANTPs) an den
Matrizenstrang. Nach diesem Polymerisierungsschritt liegen zwei Doppelstrange vor,
an denen sich die Schritte der Denaturierung, Primeranlagerung und -Elongation

wiederholen, sodass DNA-Abschnitte exponentiell amplifiziert werden. In der vorlie-
genden Arbeit wurden PCRs fur Klonierungen mit dem Expand High FidelityPLUS

PCR System (ROCHE) durchgefuhrt.

PCR-Ansatz fiir pGEX-PB2-(AS 535-759) Klonierung:

- Vorlage-DNA 25 ng

- 5 x Puffer incl. MgSO4 10 pl

- dNTPs (25 mM) 1ul

- Primer F / Primer R (20 mM) je 1 pl

- Polymerase Mix 0,5 pl

- ddH20 ad 50 pl

Cyclerprogramm:

Temperatur Zeit Reaktionsschritt

95 °C 1 min Initiale Denaturierung

95 °C 30 sec Denaturierung

52 °C 30 sec Anlagerung 35 Zyklen
72 °C 1 min Elongation

72 °C 7 min Finale Elongation

4°C o0 Kihlung

2.3.2.1 Inverse PCR zur Mutagenese von pHW2000-B/Lee-NS zur Herstellung
von pHWZ2000-B/Lee-NS-P122/5L und pHWZ2000-B/Lee-NS-xSH3G

Zur Herstellung der Plasmide pHW2000-B/Lee-NS-P122/5L (pHW-NS-P122/5L) und
pHW2000-B/Lee-NS-xSH3G (pHW-NS-xSH3G) mussten vier bzw. zehn Nukleotide
des pHW2000-B/Lee-NS (pHW-NS-wt) -Plasmids verandert werden. Durch eine in-
verse PCR wurde die Mutagenese des Ausgangsplasmids vorgenommen. In dieser
Reaktion flankieren die beiden Primer nicht wie bei der Standard-PCR die zu amplifi-
zierende DNA-Sequenz, sondern lagern sich innerhalb der Sequenz versetzt an die

zu mutierende Region an. Der Vorwarts-Primer war komplementar zur Ausgangsse-
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quenz des 3’-5’-DNA-Stranges. Der Ruckwarts-Primer hatte einen Teil, der zur Aus-
gangssequenz des 5’-3’-Stranges komplementar war und diese dadurch binden
konnte, sowie einen Bereich, der die gewlnschten Nukleotidaustausche trug. Am 5’-
Ende beider Primer lag die Schnittstelle flr ein und das selbe Enzym, uber die das in
der inversen PCR vollstandig amplifizierte Plasmid schliefl3lich re-ligiert wurde (siehe
Kapitel 2.3.7). Wichtig fur den erfolgreichen Verlauf der inversen PCR ist die Ver-
wendung einer DNA-Polymerase mit 3’-5’-, jedoch ohne 5’-3’-Exonukleaseaktivitat,
damit das 5’-Ende der Primer, das nicht komplementar zur Vorlage-DNA ist, durch
diese enzymatische Aktivitat nicht abgebaut wird. Fir die inverse PCR wurde daher
die Pfu-Ultra-Polymerase und der dazugehorige 10 x PCR-Puffer aus dem Quik-

Change ™ Site-Directed Mutagenesis-Kit (STRATAGENE) verwendet.

Reaktionsansatz:

- 10 x PCR-Puffer 5 ul

- dNTP-Mix (100 yM) 1 ul

- Primer Vorwarts & Revers (20 uM) je 1ul (P122/5L) bzw. 2 pl (xSH3G)
- Pfu-Ultra-Polymerase 1l

- Vorlage-DNA (25 ng/ul) 2 ul (P122/5L) bzw. 1 pl (xSH3G)

- ddH;0 ad 50 pl

Cyclerprogramm:

Temperatur Zeit Reaktionsschritt

95 °C 1 min Initiale Denaturierung

94 °C 1 min Denaturierung

45 °C 1 min Anlagerung 25 Zyklen
72 °C 12 min Elongation

72 °C 5 min Finale Elongation

4°C o0 Kihlung

2.3.3 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die an definierten Nukleotidse-
quenzen die Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Nukleotiden eines DNA-
Doppelstranges spalten. Dabei entstehen entweder glatte oder Uberhangende Dop-
pelstrangenden. Beim Verdau von DNA-Fragmenten konnen somit Nukleotiduber-
hénge erzeugt werden, die eine Ligation in einen Vektor mit komplementare Uber-
hangen ermodglichen. Die praparativen Reaktionen fanden in einem Gesamtvolumen

von 20-50 pl statt. Es wurden 0,5-2 U/pyl Enzym sowie die entsprechenden Mengen
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eines 10 x Restriktionspuffers nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Reaktionsan-
satze wurden 2-16 h bei 37 °C inkubiert.

2.3.4 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die GroRenauftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarosegelelektropho-
rese. Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer aufgekocht und vor dem Giel3en des
1 %igen Gels wurde Ethidiumbromid (0,3-0,5 ug/ml Endkonzentration) hinzugefugt.
Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und wird unter UV-Licht sichtbar. Vor dem
Auftrag der Proben wurden diese mit DNA-6 x Ladepuffer versetzt. Als GroRenstan-
dard wurden DNA-Marker mit definierten Fragmentlangen eingesetzt. Die Auftren-
nung der DNA-Proben erfolgte in einer Elektrophorese-Kammer bei einer Spannung
von 90 Volt. Die DNA-Auftrennung wurde auf einem Transilluminator unter UV-Licht
detektiert.

2.3.5 Reinigung von PCR-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-PCR-Produkten von den ubrigen PCR-Komponenten
wurden die PCR-Ansatze mittels QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) gemal}
dem Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Elution der PCR-Produkte erfolgte in 30 pl

doppelt destilliertem Wasser (ddH50).

2.3.6 Reinigung von DNA-Fragmenten mittels Gelextraktion

Zur Extraktion eines bestimmten DNA-Molekuls aus einer Losung wurden die DNA-
Fragmente zunachst gelelektrophoretisch entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt
(siehe Kapitel 2.3.4). Unter UV-Bestrahlung wurden die Banden durch das interkalie-
rende Ethidiumbromid sichtbar und das gewunschte Fragment mit einem Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten. Mittels QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN)
wurde das DNA-Fragment nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA wurde durch

20 pl ddH50 eluiert.

2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Uber komplementére Nukleotidiiberhange kénnen DNA-Fragment und Vektor mitei-

nander verbunden werden. Fir den klassischen Ligationsansatz wurden Vektor und
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Insert im Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 eingesetzt. Nach inverser PCR und Restriktions-
verdau (siehe Kapitel 2.3.2.1 und 2.3.3) wurde der modifizierte Vektor mit sich selbst
ligiert. Zur Ligation von DNA-Strangen wird die enzymatische Aktivitat einer DNA-
Ligase benotigt, die unter ATP-Verbrauch die Phosphodiesterbindung an den
Strangbrichen kovalent verknupft. Es wurde die DNA-Ligase des T4-Bakteriophagen
verwendet, der Vektor mit einer Konzentration von 50 ng eingesetzt und der Ligati-

onsansatz fiir 16 h bei 16 °C inkubiert.

Ligationsansatz:

10 x Ligationspuffer (mit ATP) 1 pl

- T4-DNA-Ligase 1ul

- Vektor 50 ng

- Insert xng

- ddH20 ad 10 pl

2.3.8 Transformation kompetenter E.coli-Bakterien durch Hitzeschock

Transformation bezeichnet die Aufnahme zirkularer Plasmid-DNA in kompetente
Bakterienzellen. Fur die selektive Anzucht transformierter Bakterien sind auf Plas-
midvektoren Antibiotika-Resistenzgene kodiert, die den transformierten Bakterien
das Uberleben auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ermdéglichen.

Je Transformationsansatz wurden 50 yl kompetente E. coli XL-1 Blue- oder E. coli
BL26-Bakterien auf Eis aufgetaut und zusammen mit 5 pl Ligationsansatz fur 30 min
auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen kurzzeitig erhitzt (90 sec bei 42 °C)
und nach 1-2 min auf Eis unter sterilen Bedingungen mit 350 yl SOC-Medium (37 °C)
versetzt. Die Bakterien wurden fur 1 h bei 37 °C leicht geschuttelt und anschlieRend

auf Selektiv-Agarplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fur 16 h.

2.3.9 Plasmidpraparationen

Zur Plasmidisolierung aus E. coli XL-1 Blue-Bakterien wurde 2 x YT-Selektivmedium
(100 pg/ml Ampicillin oder 50 ug/ml Kanamycin zur Selektion der gewunschten Klo-
ne) steril mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft und fur 16 h bei 37 °C schut-
telnd inkubiert. Fir kleine Bakterienvolumina (2-3 ml) wurde das Invisorb Spin Plas-
mid Mini Two-Kit (INVITEK) und flr gro3e Bakterienvolumina (ca. 200 ml) das
QIAfilter Plasmid Maxi-Kit (QIAGEN) verwendet. Die Plasmidisolierung erfolgte nach
den Angaben der Hersteller. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in 30 ul (Minipraparati-

on) bzw. 150 pl (Maxipraparation) sterilem ddH,O aufgenommen und die DNA-
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Konzentration mittels NanoDrop 1000 (THERMO FISHER SCIENTIFIC) entspre-
chend der Herstellerangaben gemessen.

2.3.10 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung definierter DNA-Abschnitte erfolgte basierend auf der Didesoxy-
methode nach Sanger durch das BigDye® Terminator 3.1-Kit (APPLIED

BIOSYSTEMS) (Sanger et al., 1977). Die zu sequenzierende DNA wurde in einer
PCR-Reaktion mit den vier Desoxyribonukleotiden (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) und
speziellen fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs) amplifi-
ziert. Die ddNTPs fuhren aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxylgruppe bei ihrem Einbau
zum Strangabbruch des DNA-Stranges. Entsprechend der Position des ddNTP-
Einbaus entstehen DNA-Strange verschiedener Lange. Die Nukleotidposition des
ddNTP im DNA-Strang kann durch die Fragmentlange abgeleitet werden. Jedes der
vier unterschiedlichen ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) ist an einen ande-
ren Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt und kann nach Emission eines bestimmten Wel-
lenlangenbereiches von den anderen ddNTPs unterschieden werden. Die Auftren-
nung der Reaktionsmixturen erfolgte durch Kapillarlelektrophorese im hausinternen
Sequenzierlabor des Robert Koch-Institutes. Durch ein Chromatogramm, das abhan-
gig von der Stranglange die Fluoreszenzsignale auflistet, wurden die Nukleotidpositi-
onen der Abbruch-ddNTP und dadurch die DNA-Sequenz bestimmt.

Sequenzierungsansatz:

- Vorlage-DNA 300 ng
- Primer (20 pM) 0,5 ul

- BigDye® Reaktionsmix 1 l

- 5 x ABI-Puffer 1,5 ul

- ddH20 ad 10 pl

Cyclerprogramm:

Temperatur Zeit Reaktionsschritt

90 °C 1 min Initiale Denaturierung

96 °C 10 sec Denaturierung

55 °C 5 sec Anlagerung 25 Zyklen
60 °C 4 min Elongation

4°C o0 Kihlung
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24 Proteinbiochemische Methoden
2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Erzeugung von Lysaten transfizierter oder infizierter Kulturzellen wurden diese
zunachst mit 4 °C-kaltem PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden mit Lysispuffer
uberschichtet, fur 10 min auf Eis inkubiert und mit einem Zellschaber von der Zellkul-
turschale gelost. Daraufhin erfolgte die Inkubation in einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefa
fur weitere 15 min auf Eis. Die Lysate wurden fur 10 min bei 12000 rpm abzentrifu-

giert und die Uberstande in neue Eppendorf-GefaRe tberfiihrt.

2.4.2 Protein-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

Nach Denaturierung und Ladungsausgleich (durch p-Mercaptoethanol bzw. Sodium-
dodecylsulfat — SDS) konnen Proteine anhand ihres Molekulargewichtes in der dis-
kontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt wer-
den. Zur Herstellung der Polyacrylamidgele wurden zwischen zwei mit Ethanol
entfetteten Glasplatten im Abstand von 0,75 bzw. 1,5 mm in Mini-Protean3-
GieRvorrichtungen (BIORAD) Trenn- und Sammelgel gegossen.

Zusammensetzung der SDS-Gele Trenngel Sammelgel
10% | 12,5% 5%

30 % Acrylamid/Bis (29:1) 3,3ml| 4,1ml 0,83 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5ml -

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - 1,25 ml

10 % SDS 100 50 pl

10 % APS 100 pl 50 pl

TEMED 6 ul 6l

H,0 4ml | 32ml 2,8 ml

Tab. 4: Zusammensetzung der SDS-Gele

Im Sammelgel wurden mittels eines Kammes Probentaschen freigehalten. Die Pro-
ben wurden mit Probenpuffer, der SDS und p-Mercaptoethanol enthielt, versetzt und
bei 95 °C fur 5 min inkubiert. Anschlielfend wurden die Proben aufgetragen und bei
einer Stromstarke von 25 mA je Gel in einer vertikalen Gelelektrophoresekammer
(BIORAD) in 1 % SDS-Elektrophoresepuffer aufgetrennt.
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2.4.3 Farben und Trocknen von SDS-Polyacrylamidgelen

Die separierten Proteine konnen im Polyacrylamidgel durch Coomassie-Brilliant-Blau
—R250-Farbung sichtbar gemacht werden. Dazu wurden die Proteine durch eine Lo-
sung aus 30 % Ethanol und 10 % Essigsaure fur 20 min im Gel fixiert. Anschlie3end
wurde das Gel fur 1 h mit der kolloidalen Coomassie-Losung gefarbt, wobei sich der
blaue Farbstoff unspezifisch an basische und aromatische Aminosaureseitenketten
anlagerte. Die ungebundenen Farbmolekule wurden durch 10 % Methanol aus dem
Gel entfernt und das gefarbte Gel unter Vakuum bei 80 °C fur 45 min getrocknet.

2.4.4 \Westernblot und Immunodetektion

Die spezifische Detektion von Proteinen wurde nach dem Transferieren der Proteine
aus dem Gel auf eine hydrophobe Nitrozellulosemembran (Westernblot) durch spezi-
fisch gegen die Proteine gerichtete AntikOrper (Immunodetektion) erzielt. Dazu wur-
den Whatman-Papiere und die Nitrozellulosemembran in Semi-Dry-Blotting-Puffer
aquilibriert und in einer Trans-Blot®-Apparatur (BIORAD) zusammen mit dem Pro-
teingel entsprechend der Lokalisation der Anode gestapelt: Anode, 3 x Whatman-
Papier, Nitrozellulose-Membran, Gel, 3 x Whatman-Papier, Kathode. Die negativ ge-
ladenen Proteine wurden bei einer Stromstarke von 75 mA je Gel auf die Membran
transferiert. Freie Bindungsstellen auf der Membran und den Proteinen wurden durch
eine Losung aus 3 % Milchpulver oder 5 % BSA und 1 x TBST-Puffer maskiert. Durch
Inkubation der Membran mit dem spezifischen Primarantikorper wurden die Maskie-
rungsproteine von ihren Bindungsstellen auf dem Protein verdrangt. Primar- und Se-
kundarantikorper wurden entsprechend der Herstellerangaben oder leicht modifiziert
eingesetzt. Der Sekundarantikorper bindet spezifisch an den Erstantikdrper und ist
an Meerrettich-Peroxidase (HorseRadish Peroxidase — HRP) gekoppelt. HRP kataly-
siert die Oxidation von Luminol, das im verwendeten Substrat SuperSignal-Dura-
Chemolumineszenz (THERMO FISHER SCIENTIFIC) enthalten ist und entsprechend
der Herstellerangaben verwendet wurde. Die entstandene Lumineszenz wurde durch

lichtsensitive Rontgenfilme detektiert.

2.4.5 Uberexpression von GST-Fusionsproteinen in E.coli BL26-Bakterien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsproteine GST-PB2 (AS 535-759), GST-PKR (K296R) und GST-PKR (AS 266-
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551) sowie unfusioniertes GST wurden in E.coli BL26-Bakterien Uberexprimiert. Dazu
wurden die entsprechenden DNA-Plasmide transformiert (siehe Kapitel 2.3.8) und
jeweils ein entstandener Klon zum Animpfen einer Ubernacht-Kultur in 2 x YT-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin verwendet. Die Kultur wurde am nachsten Morgen
in 450 ml 2 x YT-Medium Uberfuhrt und fur 2 h bei 33 °C schuttelnd inkubiert. Die
Expression der GST-Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 0,5 mM Isopropyl-3-
Thiogalactopyranidose (IPTG) induziert und erfolgte innerhalb der folgenden 4 h. Die
Bakterienkulturen wurden anschlieRend fur 15 min bei 6000 x g und 4 °C pelletiert,
die Bakterienpellets in 20 ml PBS-Puffer resuspendiert und bis zur Kopplung an
Glutathion-Sepharose (siehe Kapitel 2.4.6) bei -20 °C gelagert.

2.4.6 Kopplung von GST-Fusionsproteinen an Glutathion-Sepharose

Glutathion-S-Transferase (GST) wird durch Glutathion-Sepharose mit hoher Affinitat
gebunden. Diese Eigenschaft kann in Interaktionsstudien genutzt werden. Dafur
wurden die uberexprimierten GST-Fusionsproteine (siehe Kapitel 2.4.5) aus Bakte-
rienlysaten hochrein extrahiert und an Glutathion-Sepharose gekoppelt. Die Bakte-
rien wurden durch den SONOPULS HD 70 Hochleistungs-Ultraschall-Desintegrator
(BANDELIN) (5 Pulse von 20 sec, ca. 40 Watt) partiell aufgeschlossen und mit 1 %
Triton-X-100 bei 4 °C fur 30 min drehend inkubiert. AnschlieRend wurden die unlosli-
chen Zellbestandteile durch Zentrifugation pelletiert und dem Zelllysat Glutathion-
Sepharose zugegeben. Die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Glutathion-
Sepharose erfolgte wahrend der folgenden Stunde bei 4 °C. Die Sepharose mit ge-
bundenem GST-Fusionsprotein wurde mit PBS-Puffer gewaschen und bei 4 °C gela-
gert. Die erfolgreiche GST-Glutathion-Sepharose-Bindung wurde mittels SDS-PAGE

und Coomassie-Farbung nachgewiesen (siehe Kapitel 2.4.2 und 2.4.3).

2.4.7 In vitro-Translation

Wahrend einer in vitro-Translation (i.v.T.) werden plasmidkodierte Gene in einem zell-
freien System exprimiert. In der vorliegenden Arbeit wurde dazu das TNT® Coupled

Reticulocyte Lysate System (PROMEGA) verwendet. Darin enthalten ist neben dem
Retikulozytenlysat eine Aminosauremischung ohne Methionin. Die Zugabe von radi-
oaktiv markiertem [*°S]-Methionin filhrte zur radioaktiven Markierung des in vitro-
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transkribierten und translatierten NS1-Proteins. Als Vorlage-DNA dienten die Plasmi-
de pHW-NS-wt, pHW-NS-P122/5L und pHW-NS-xSH3G.

Reaktionsansatz:

- Retikulozytenlysat 25 pl

- TNT®-Puffer 2yl

- Aminosaure-Mix ohne Methionin 1l

- [*®s]-Methionin (10 mCi/ml) 4l

- TNT®T7 Polymerase 1ul

- RNasin 1l

- Vorlage-DNA 1 g

- Nukleasefreies H>20O ad 50 pl

Der Ansatz wurde fur 90 min bei 30 °C inkubiert und die unloslichen Bestandteile
anschlieend abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -20 °C gelagert und im GST-
Bindungsassay (siehe Kapitel 2.4.8.1) eingesetzt.

2.4.8 Interaktionsstudien
2.4.8.1 GST-Bindungsassay

Im GST-Bindungsassay wurde die Interaktion von GST-PKR-Fusionsproteinen mit in
vitro-translatierten NS1-Proteinen des Influenza B Virus (B/NS1) untersucht. Die
GST-Fusionsproteine wurden in E.coli BL26-Bakterien Uberexprimiert und an Gluta-
thion-Sepharose gekoppelt (siehe Kapitel 2.4.5 und 2.4.6). Die B/NS1-Proteine wur-
den ausgehend von den Plasmiden pHW-NS-wt, pHW-NS-P122/5L und pHW-NS-
xSH3G durch in vitro-Translation synthetisiert und radioaktiv markiert (siehe Kapitel
2.4.7).

Ansatz:
- GST bzw. -GST-Fusionsprotein (1:1) 5-30 pl
- Glutathion-Sepharose (1:1) 25-0 pl
- Radioaktives, in vitro translatiertes Protein 10 pl
- HEPES-Bindungspuffer 1ml

Die Glutathion-Sepharose (1:1 verdunnt in HEPES-Bindungspuffer) mit gebundenem
GST oder GST-Fusionsprotein wurde entsprechend der jeweiligen Bindungseffizienz
der Fusionsproteine eingesetzt, sodass in jedem Ansatz gleiche Proteinmengen zur
Interaktion mit i.v.T. NS1-Protein zur Verfugung standen. Die nicht-gekoppelte Gluta-
thion-Sepharose wurde entsprechend angepasst. Die Ansatze wurden bei 4 °C fur 2-
3 h inkubiert. Anschlie3end wurden die Sepharose-Protein-Protein-Komplexe abzent-
rifugiert und mit HEPES-Bindungspuffer gewaschen. Der Uberstand wurde vollstéan-
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dig abgenommen und die gebundenen Proteine in 2 x SDS-Probenpuffer eluiert. Die
Sepharose wurde bei 13000 rpm fiir 1 min abzentrifugiert und die Proteine im Uber-
stand durch ein SDS-Gel separiert (siehe Kapitel 2.4.2). Die GST-Fusionsproteine
wurden Uber Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (siehe Kapitel 2.4.3) und die
Bindung der in vitro-translatierten Proteine an die GST-Fusionsproteine durch Auto-
radiographie nachgewiesen.

2.4.8.2 Ko-Immunoprézipitation (Ko-IP)

Durch Ko-IP-Bindungsstudien konnen in vivo Protein-Protein-Interaktionen in trans-

fizierten oder infizierten Zellen analysiert werden. Dazu wurden in der vorliegenden

Arbeit je Ansatz entweder 7 x 10° A549-Zellen infiziert (siehe Kapitel 3.1.5, 3.3 und

3.6.3) oder 2,5 x 10° 293T-Zellen mit 5 Mg DNA transfiziert (siehe Kapitel 3.6.2). Die
Inkubation der Zellen erfolgte fur 8 h bei 33 °C bzw. 24 h bei 37 °C. AnschlieRend
wurden die Zellen in Ko-IP-Puffer lysiert (siehe Kapitel 2.4.1), 30 ul des Zelllysates
mit 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und als Input-Probe bei -20 °C gelagert. Das rest-
liche Zelllysat wurde fur die Ko-IP eingesetzt.

Parallel zur Zelllyse erfolgte die Vorkopplung des spezifischen Primarantikorpers ge-
gen einen der Interaktionspartner an Protein G Agarose. Diese Bindung erfolgt durch
die unspezifische Wechselwirkung des G-Proteins auf der Oberflache der Agarose-
kigelchen mit den Kaninchen- bzw. Maus-Immunglobulinen des Antikorpers. Je Ko-
IP-Ansatz wurden 30 ul der Protein G Agarose mit Ko-IP-Puffer gewaschen und an-
schlielend mit 500 ul Ko-IP-Puffer und dem Primarantikorper fur mindestens 1 h bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelllysate zu der Antikdrper-gekoppelten
Protein G Agarose gegeben und 16 h bei 4 °C rotierend inkubiert. Die Protein-
Agarose-Komplexe wurden abzentrifugiert und ungebundene Proteine durch Wa-
schen mit Ko-IP-Puffer aus der Suspension entfernt. Die an die Agarose gebundenen
Proteine und ihre Interaktionspartner wurden in 2 x SDS-Probenpuffer eluiert und
durch SDS-PAGE und Immunoblot nachgewiesen (siehe Kapitel 2.4.2 und 2.4.4).

2.4.9 Interferon B-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Die Bestimmung der Interferon p (IFN-B)-Konzentration im Uberstand infizierter Zel-
len erfolgte durch einen Sandwich-ELISA. Bei dieser ELISA-Technik binden zwei An-

tikdrper an das nachzuweisende Antigen und bilden Antikorper-Antigen-Antikorper-
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und damit sogenannte Sandwich-Komplexe. A549-Zellen wurden dafur mit einer MOI
von 1 mit den Influenza B/Lee Viren wt, P122/5L, xSH3G oder NS 1-104 fur 20 h infi-
ziert. Nach Abnahme der Zellkulturiberstande wurden diese bei -80 °C gelagert. Als
Probenmaterial wurden 100 pl der Uberstande eingesetzt und der ELISA entspre-
chend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Oberflache der ELISA-Platte ist mit
einem Antikorper beschichtet, der spezifisch das IFN-p-Zytokin bindet. Nach Bindung
des Zytokins wurde ein Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelter Antikorper zuge-
geben. Die HRP katalysiert die Umsetzung eines chromogenen Substrates. Die
Menge der gebildeten Antikorper-IFN-B-Antikorper-Komplexe korreliert mit dem Sub-
strat-Umsatz der HRP und kann somit photometrisch (bei Wellenlange 450 nm) be-

stimmt werden.

2.5 Zellbiologische Methoden
2.5.1 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Die zellulare Lokalisation von Proteinen kann in der indirekten Immunfluoreszenz-
Mikroskopie durch Fluorochrom-gekoppelte Antikorper sichtbar gemacht werden.
Humane Cervixkarzinom-Epithelzellen (HeLa-Zellen) wurden dafur auf Deckglaschen
prapariert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit den Influenza B/Lee Viren
wt, P122/5L oder xSH3G und einer MOI von 2 infiziert. Zu verschiedenen Zeiten
nach der Infektion (4 h, 8 h und 16 h) wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen
und durch 2,5 % Formaldehyd/PBS-Puffer fur 15 min fixiert. Die Permeabilisierung
der Zellen erfolgte durch 10 min Inkubation mit 0,2 % Triton-X-100/PBS-Puffer. Das
zu detektierende Protein wurde durch einen spezifischen Primarantikdrper in 3 %
BSA/PBS-Puffer fur 1 h bei RT °C angefarbt. Der Nachweis der Protein-Antikorper-
Komplexe erfolgte durch einen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundarantikorper
(a-Kaninchen 1gG-Alexa 488 oder a-Maus-IgG-Alexa 594 der Firma MOLECULAR
PROBES). Um ein Verblassen der Fluoreszenz zu vermeiden, wurden die Zellen un-
ter Lichtausschluss mit der Zweitantikdrper/BSA/PBS-Losung inkubiert. SchliefRlich
wurden die Glasplattchen durch 6 yl Mowiol auf Objekttragern fixiert.

2.5.2 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde durch konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (Con-

focal Laser Scanning Microscopy — CLSM) die intrazellulare Proteinlokalisation de-
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tektiert. Diese Art der Mikroskopie ermdglicht die Detektion des reflektierten bzw.
emittierten Lichts aus einer einzigen Ebene des Praparats. Eine Lochblende verhin-
dert dabei die Detektion von Objektinformationen, die nicht aus der Fokusebene
stammen. Der Fluoreszenzfarbstoff im Praparat wird durch einen Laserstrahl mit
passender Wellenlange (488 nm bzw. 543 nm) angeregt. Das Praparat wird zeilen-
und pixelweise abgerastert und das emittierte Licht von einem Detektor aufgenom-
men. Durch vier konfokale Detektionskanale mit seperater Blende konnen mehrere
Fluoreszenzfarbungen in einem Praparat ohne Signalvermischung der einzelnen
Fluoreszenzkanale nachgewiesen werden. Das entsprechende digitale Bild zeigt ei-
ne grune (Markierung durch IgG-Alexa 488) bzw. rote (Markierung durch IgG-Alexa
594) Farbung der Proteine und zeichnet sich durch hohen Kontrast und hohes latera-

les Auflosungsvermogen aus.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben, vor-
bereitet und durch das konfokale Laser Scanning Mikroskop LSM5710 Meta (CARL
ZEISS) mit dem Objektiv C-Apochromat 63/1.2 water mikroskopiert. Die Daten wur-
den mit der Software Carl Zeiss LSM Image Browser 4.2 und Adobe Photoshop CS5
analysiert und ausgewertet.

2.5.3 Zytotoxizitats-Test (MTT-Test)

Zur Zytotoxizitat-Analyse der Crk-siRNA (siehe Kapitel 2.1.3) wurde ein MTT-Test
(ROCHE) zur Bestimmung der Zellviabilitat nach siRNA-Behandlung durchgefuhrt.
Dieser Proliferationsassay beruht auf der Reduktion eines gelben Tetrazoliumsalzes
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromids — MTT) durch die mito-
chondriale Dehydrogenase in ein violettes, wasserunlosliches Formazan. Dieses
Formazan wird durch ein Losungs-Reagenz aus den Zellen geldst und die Konzent-
ration photometrisch bei 570 nm bestimmt. Die Formazankonzentration korreliert di-
rekt mit der Viabilitat der Zellen. A549-Zellen wurden in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte
ausgesat, sodass sie am nachsten Tag eine Konfluenz von 50 % aufwiesen. Es folg-
te die Transfektion mit Crk-siRNA (siehe Kapitel 2.1.3), deren Zytotoxizitat im Ver-
such bestimmt werden sollte. Als Kontrollversuch wurde Negativ-Kontroll-siRNA
transfiziert, sowie Zellen mit siRNA-Puffer oder mit verschiedenen DMSO-
Konzentrationen behandelt. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen ent-
sprechend der Herstellerangaben mit den Reagenzien des MTT-Assays behandelt

und die Absorption bei 570 nm bestimmt.
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2.5.4 Luziferase-Reportergen-Assay

Zur Untersuchung der Auswirkung der B/NS1-Proteinexpression auf die virale Gen-
expression wurden Luziferase-Reportergen-Studien mit dem Dual-Luciferase®-

Reporter Assay System (PROMEGA) durchgefuhrt. Bei diesem Test wird ein soge-
nanntes Minigenom, d. h. die minimale Anzahl an Genkonstrukten fur die virale Rep-
likation und Transkription, und ein Luziferase-Expressionsplasmid in Zellen trans-
fiziert. Das Luziferase-Plasmid enthalt die genetische Information zur Expression der
Leuchtkafer (Firefly)-Luziferase und wird von den nichtkodierenden Bereichen (Non-
Coding Regions — NCR) des B/NS1-Gensegments flankiert. Durch die zellulare RNA-
Polymerase-l wird in den transfizierten Zellen Influenzavirus-ahnliche vRNA mit ne-
gativer Polaritat gebildet, die nur durch den viralen Polymerasekomplex in mRNA
umgewandelt werden kann. Aus dieser mRNA wird durch die zellulare Translations-
maschinerie funktionelle Luziferase gebildet. Das Enzym kann nun sein Substrat Lu-
ziferin umsetzen. Die dabei freigesetzte Lumineszenz kann im Luminometer gemes-
sen werden und ist proportional zur viralen Genexpression der transfizierten Zellen.
Unterschiede in den Transfektionseffizienzen der einzelnen Ansatze werden durch
Ko-Transfektion eines konstitutiv exprimierten Luziferase-Gens (der Gemeinen See-
feder — Renilla) korrigiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden 293T-Zellen mit den viralen Polymerasekonstruk-
ten pHW-PB1, pHW-PB2, pHW-PA und pHW-NP sowie dem Luziferase (Firefly)-
Reportergenkonstrukt und dem konstitutiv exprimierten Luziferase-Renilla-Konstrukt
transfiziert. Der Effekt der B/NS1-Expression auf die virale Genexpression wurde
durch Ko-Transfektion der Konstrukte pHW-NS-wt (50 ng, 100 ng, 250 ng, 500 ng),
pHW-NS-P122/5L (250 ng) oder pHW-NS-xSH3G (250 ng) untersucht. Nach 24 h
Inkubation wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitat entsprechend den
Herstellerangaben bestimmt. Zur Kontrolle der Proteinexpression in den transfizierten
Zellen wurden die Lysate mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert (siehe Kapi-
tel 2.4.2 und 2.4.4).

2.5.5 Caspase-3/7-Aktivitatstest

Die Effektor-Caspasen-3 und -7 spielen eine Schlusselrolle bei der zellularen
Apoptose (siehe Kapitel 1.1.4). Die Apoptose-induzierenden oder —reprimierenden
Eigenschaften der Influenza B Viren wt, P122/5L und xSH3G wurden in der vorlie-
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genden Arbeit durch das Caspase-Glo® 3/7 Assay (PROMEGA) bestimmt. In diesem

Assay wird ein Caspase 3/7-Substrat im Caspase-Glo®-Reagenz durch die endoge-
nen Caspasen der lysierten Zellen gespalten. Das Reagenz enthalt aulerdem eine
Luziferase, die das gebildete Spaltprodukt umsetzt. Das entstehende Lumineszenz-
Signal kann gemessen werden und ist proportional zur Caspase-3/7-Aktivitat der Zel-

len.

A549-Zellen wurden mit einer MOI von 10 mit den Influenza B Viren wt, P122/5L oder
xSH3G infiziert. Zur Bestimmung des Hintergrund-Niveaus der Caspase 3/7-Aktivitat
wurden Zellen mit PBS™"-Puffer (Mock-) behandelt. Als Positivkontrolle wurden Mock-
behandelte Zellen fur 4,5 h mit 1 yM oder 10 uM Staurosporin versetzt. Staurosporin
|6st den programmierten Zelltod aus. Nach 19 h Infektion wurden die Zellen entspre-
chend der Herstellerangaben mit Caspase—Glo®—Reagenz behandelt und die Lumi-

neszenz am FLUOstar Omega-Gerat (BMG LABTECH) gemessen.

2.6 Massenspektrometrie

Durch ein hochaufldsendes massenspektrometrisches Verfahren wurden in der vor-
liegenden Arbeit B/NS1-Proteinkomplexe analysiert. Das Prinzip des Verfahrens be-
ruht auf einem definierten Massenunterschied der Aminosauren in zwei Zellpopulati-
onen. Diese Zellpopulationen wurden mit wt-Virus bzw. der Virusmutante xSH3G
infiziert und die Interaktionspartner der entsprechenden NS1-Proteine durch eine
NS1-Ko-Immunoprazipitation isoliert. Die durch das Massenspektrometer gemesse-
nen Massen- und Intensitatsunterschiede der Peptidsignale lieRen auf spezifische
Interaktionen der zellularen Proteine mit NS1-wt- oder NS1-xSH3G-Protein schlielRen
(siehe Kapitel 3.6.1).

2.6.1 Inkorporation von Isotopen-markierten Aminosauren in A549-Zellen

Zur Inkorporation der ,schweren® 1306 —Aminosauren Lysin und Arginin in das Prote-
om wurden A549-Zellen fur sechs Passagen mit speziellem Medium inkubiert, das
13

Ce -

Aminosauren Lysin und Arginin enthielt. Die Vermischung markierter und nicht-

anstelle der herkdmmlichen Aminosauren, die Isotopen-markierten

markierter Aminosauren wurde durch Ablosen der Zellen mit speziellem Zell-

Dissoziierungs-Puffer anstelle von Trypsin vermieden. Eine weitere Zellpopulation
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wurde durch Inkubation der Zellen mit den ,leichten® 12C6 —Aminosauren Lysin und
Arginin generiert. Der definierte Massenunterschied von 6 Da zwischen den Proteo-
men der ,leichten” und ,schweren® Zellpopulationen wurde mittels massenspektro-

metrischer Analyse bestatigt.

2.6.2 Infektion von SILAC-Zellen

Zur Analyse der NS1-wt- bzw. NS1-xSH3G-Proteinkomplexe wurden die durch
,Sschwere® oder ,leichte® Aminosaureisotope markierten Zellen (Stable Isotope La-
beling in Cell culture — SILAC) im weiteren Verlauf des Versuchs infiziert. Dazu wur-
den fiir beide Zellpopulationen 8 x 107 SILAC-Zellen verwendet. Die ,leichten” Zellen
wurden mit dem wt-Virus und die ,schweren® Zellen mit dem xSH3G-Virus mit einer
MOI von 4 fur 16 h infiziert (siehe Kapitel 2.2.3).

2.6.3 Zelllyse, BCA-Test und Ko-Immunoprazipitation

Die infizierten Zellen wurden mit PBS-Puffer (4 °C) gewaschen und mit Ko-IP-Puffer
lysiert (siehe Kapitel 2.4.1). Die Proteinkonzentration in den Lysaten wurde durch
einen BCA-Test (THERMO FISHER SCIENTIFIC) entsprechend des Herstellerproto-
kolls bestimmt. Die Proteine der beiden Zellpopulationen wurden in einem Verhaltnis
von 1:1 gemischt und diese Proteinmischung fur eine NS1-Ko-Immunoprazipitation
eingesetzt (siehe Kapitel 2.4.8.2). Dabei wurde 3 ml Lysat zusammen mit 50 pl Pro-
tein A Agarose (1:1 verdunnt in Ko-IP-Puffer) und 40 pl B/NS1-Antikorper fur 16 h bei
4 °C rotierend inkubiert. Die Protein-Agarose-Komplexe wurden mit Ko-IP-Puffer ge-
waschen und die Proteine durch 2 x SDS-Probenpuffer eluiert. Die Auftrennung und
Detektion der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (siehe
Kapitel 2.4.2 und 2.4.3).

2.6.4 Reduktion, Alkylierung und tryptischer Verdau der Proteine

Das SDS-Gel, das die aufgetrennten Proteine enthalt, wurde in 20 x 3 mm grol3e
Gelstucke geschnitten. Jedes Gelstuck wurde in ein Eppendorf-Gefald tberfuhrt und
mit 200 pl Entfarbeldsung (200 mM Ammoniumbicarbonat/40 % Acetonitril) bei 37 °C
fur 30 min schattelnd inkubiert. Durch Zugabe von Acetonitril wurde das Gelstuck
getrocknet und anschlie3end mit 10 mM DTT-L6sung fur 1 h bei 60 °C inkubiert. DTT

47



reduziert die Disulfidbindungen der Proteine. Die frei gewordenen Thiol (-SH) —
Gruppen wurden durch Inkubation mit 5 mM lodacetamid fur 1 h bei RT °C unter
Lichtausschluss alkyliert. Durch Zentrifugation in der SpeedVac Univapo 150 H
(UNIEQUIP) wurden die Gelstlcke fur 20 min getrocknet.

Die getrockneten Gelstlicke wurden nach Zugabe von 20 pl einer Trypsin-Losung fur
15 min inkubiert. Nach dem Aufquellen der Gelsticke wurde 50 pl Trypsin-
Reaktionspuffer hinzugefugt und die Proteine fur 16 h bei 37 °C tryptisch verdaut.
AnschlieRend wurde der Uberstand der Gelstiicke in ein neues GefaR berfiihrt und
die restlichen Peptide aus den Gelsticken durch 50 pl Peptid-Extraktionslésung
(0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) / 50 % Acetonitril) bei 37 °C fur 30 min extrahiert. Die
Extraktionldsung wurde mit dem Uberstand vereinigt und die Proben fiir 30 min in der
SpeedVac eingedampft. Der Ruckstand wurde fur die Nano-LC/Orbitrap-Analyse in
25 yl Ameisensaure (0,1 %) geldst und bei -20 °C gelagert.

2.6.5 Messung mittels Nano-LC und Orbitrap

Zur Messung der Trypsin-verdauten Peptide wurden 8 pl jeder Probe mit einer Fluss-
rate von 3 pl/min auf die Saule ReproSil-Pur C C18-A (75 ym x 10 cm) der Nano-LC
(PROXEON) geladen. Unter einem linearen Gradienten von 2-40 % des Losungsmit-
tel B (99,9 % Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure) wurden die Proben fur 95 min mit
einem konstanten Fluss von 300 nl/min chromatographisch aufgetrennt. Die Proben
gelangten aus der Nano-LC-Saule tber eine NSI- (Nano-Spray lonisierung) Quelle in
das Massenspektrometer LTQ-Orbitrap Discovery (THERMO FISHER SCIENTIFIC).
Die Spannung des Sprays betrug 1,4 kV, die Kapillare hatte eine Temperatur von
200 °C. Im Vorlauferscan (m/z 350-6500) wurden die Massenspektren mit einem Auf-
I6sungsvermodgen von M/AM=30.000 bei m/z 400 gemessen. Die funf Peptid-lonen
mit der hochsten Intensitat wurden durch CID (Collision Induced Dissociation) nach
Akkumulierung von 10000 lonen fragmentiert. Die daraus resultierenden MS/MS-
Spektren wurden mit einer Verzogerungszeit von 30 sec gemessen. Die Daten wur-
den mittels Xcalibur-Software (THERMO FISHER SCIENTIFIC) dokumentiert.

2.6.6 Peptid- und Protein-ldentifikation und -Quantifizierung

Die Rohdaten der 20 Proben/Gelsticke aus der massenspektrometrischen Analyse

wurden vereinigt und mit dem Proteome Discoverer (THERMO FISHER
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SCIENTIFIC) analysiert. Die ldentifikation und Proteinzuordnung der Peptid-lonen
erfolgte durch das Auswertungsprogramm Sequest. Die gemessenen Spektren der
tryptischen Peptide wurden durch Sequest mit 33286 Sequenzen von Homo sapiens-
Proteinen der NCBI-(National Center for Biotechnology Information) Datenbank ver-
glichen und die zugehorigen Proteine mit den folgenden Suchparametern identifiziert:

Carbamidomethylierung von Cystein-Seitenketten als statische Modifizierung und

13Cg;—KohIenstoﬁf als Markierung und dynamische Modifizierung; Trypsin als proteoly-

tisches Enzym mit bis zu 2 ungeschnittenen Trypsin-Schnittstellen; Massengenauig-
keit: 2 ppm (parts per million); Massentoleranz der Vorlauferionen: 10 ppm; Massen-
toleranz der Fragmentionen: 0,8 Da; Maximale False Discovery Rate (FDR) fur
Peptide mit hoher Konfidenz: 0,01 und fur Peptide mit mittlerer Konfidenz: 0,05. Die
aus diesen Vorschriften resultierende Wahrscheinlichkeit der Proteinidentifikation

durch die gemessenen Peptid-lonen (in Prozent) wurde als Peptid-Score angegeben.

Zur Quantifizierung der Signalintensitaten von ,schweren® und ,leichten® Peptid-lonen
wurden nur die Signale von uniquen, also einmalig vorkommenden, lonen verwendet.
Als Schwellenwert fur das Verhaltnis der Signalintensitaten von ,leichten® und
,Sschweren” Peptiden (heavy/light-ratio) wurde der Faktor 2 definiert. Damit kommt ein
Peptid mit einer heavy/light-ratio = 2 haufiger in NS1-xSH3G-Komplexen vor als in
NS1-wt-Proteinkomplexen. Eine heavy/light-ratio < 0,5 bedeutet das hohere Vor-
kommen des Peptids in den prazipitierten NS1-wt-Proteinkomplexen, gegenlber den
NS1-xSH3G-Komplexen. Die maximal erlaubte Differenz der Signalintensitaten wur-
de entsprechend der Gebrauchsanweisung des Herstellers als 100 definiert. Verhalt-
nisse von ,schweren” zu ,leichten® Peptid-lonen Uber dieser Differenz wurden eben-
falls gleich 100 gesetzt. Die Verhaltnisse der Signalintensitaten verschiedener
Peptide, die das gleiche Protein identifizieren, wurden gemittelt und die Standardab-
weichung bestimmt. Die gemittelte Protein-Ratio wurde durch den Median aller ge-
messenen heavy/light-protein ratios normalisiert.
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3 Ergebnisse

Konservierte Peptidsequenzen weisen bei RNA-Viren, denen durch die hohe Fehler-
rate ihrer RNA-Polymerase eine rasche Anpassung an veranderte Umweltbedingun-
gen gelingt, auf strukturell oder funktionell wichtige Proteinabschnitte hin.

Um die Funktion des in Uber 300 analysierten Influenza B Virusstammen konservier-
ten NS1-Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/IR)-127 aufzuklaren, wurden Virusmu-
tanten mit Aminosauresubstitutionen in diesem Bereich durch Methoden der reversen
Genetik hergestellt. Die Vermehrungsfahigkeit, der zeitliche Verlauf der viralen Prote-
inexpression sowie die Genexpression der Virusmutanten wurden mit dem Wildtyp
(wt) -Virus verglichen, um uber den Phanotyp auf die Funktion der hochkonservierten
Aminosauresequenz wahrend der viralen Vermehrung ruckschlieRen zu konnen. Ein
derartiger Ansatz ist eine klassische Methode zur Aufklarung von viralen Proteinfunk-
tionen und wurde in mehreren friheren Beispielen erfolgreich eingesetzt (Hoffmann
et al., 2000; Dauber et al., 2004; Donelan et al., 2004; Schneider et al., 2009; Hrinci-
us et al., 2010).

Der Einfluss der konservierten Peptidregion auf die Protein-Protein-Interaktionen von
Virus und Wirt wurde erstmals in einem globalen Ansatz mittels hochauflosender
Massenspektrometrie und durch Analyse zellularer Signaltransduktionswege unter-
sucht. Ferner wurde in infizierten Zellen die Fahigkeit der Virusmutanten zur IFN-
Antagonisierung und Apoptoseinduktion analysiert und somit schlief3lich die Auswir-
kungen der Aminosauresubstitutionen im NS1-Protein aufgeklart.

3.1  Einfluss der hochkonservierten Aminosauresequenz 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127 im NS1-Protein auf die Replikation von rekombinanten In-

fluenza B Viren

Zur Herstellung rekombinanter Influenza B Virusmutanten wurde das von Dauber et
al. beschriebene revers-genetische acht-Plasmid System verwendet (Dauber et al.,
2004). Die cDNAs der acht viralen Gensegmente des Influenza B/Lee/40 Virus lagen
dafur in pHW2000-Vektoren vor. Die Gensequenz des NS1-Proteins wurde mittels
inverser PCR (siehe Kapitel 2.3.2.1) auf die Weise verandert, dass fur eine Doppel-
mutante die Aminosauren (AS) P122 und P125 gegen Leucine substituiert wurden
(P122/5L) (Abb. 11). Diese Mutation der zwei hochkonservierten Proline sollte die
Funktion des Proteinmotivse mit Ahnlichkeit zum Klasse [I-SH3-Bindemotiv
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(PxxPxK/R, siehe Abb. 11) storen, jedoch eine groRRere Veranderung der Sekun-
darstruktur des Proteins unterbinden. Christoph Droseler bestatigte in seiner Disser-
tation die universelle Eigenschaft von vier ausgewahlten SH3-Domanen, prolinreiche
Sequenzmotive zu binden, zeigte jedoch auch, dass die einzelnen SH3-Domanen-
Liganden-Interaktionen von zusatzlichen, spezifitdatsdeterminierenden Resten der
SH3-Binderegion abhangig waren. Er schlussfolgerte, dass die flankierenden Amino-
sauren am SH3-Bindemotiv unterschiedlich starken Einfluss auf die Interaktion mit
der SH3-Doméane nehmen (Droseler, 2005).

SH3-Bindemotiv P X x P X K/R
Hochkonserviertes AS-Motiv in
avidren A/NS1 Proteinen 211- R B P L P P KR -217
Hochkonserviertes AS-Motivin 559 Y P P T P G K/R -127
B/NS1 Proteinen
B-Lee-NS1 361- TAC CCT CCA ACC CCA GGA AAG TAC CTT -387nt
Originalsequenz: 121- Y P P T P G K Y L -129AS
B-Lee-P122/5L 121- Y L P T L G K Y L -129AS
Mutierte Sequenz: 361- TAC CTG CCA ACC CTG GGA AAG TAC CTT -387nt
— 4
BspMI
B-Lee-xSH3G 122 Y G G G G G G Y L -129As
Mutierte Sequenz: 361- TAC GGT GGA GGC GGA GGA GGG TAC CTT -387nt
ACC65I

Abb. 11: Schematische Darstellung eines Klasse [I-SH3-Bindemotivs (Dréseler, 2005) sowie der Muta-
tionen im konservierten NS1-Motiv 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 auf Nukleotid (nt) - und Aminoséure
(AS) -Ebene. Die veranderten Nukleotide und Aminosauren sind in rot dargestellt. Die fur die inverse
PCR verwendeten Schnittstellen sind durch Pfeile, die Restriktionsenzyme kursiv und die Erken-
nungssequenzen der Restriktionsenzyme durch Linien markiert.

Um nicht nur die beiden hochkonservierten Proline, sondern die gesamte konservier-
te Sequenz 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127 mit seinen flankierenden Aminosauren zu elimi-
nieren, wurde die Nukleotidsequenz des NS1-Segmentes durch inverse PCR dahin-
gehend verandert, dass die Aminosauren P122, P123, T124, P125, und K127 im
mutierten NS1-Protein gegen Glycine ersetzt waren (Abb. 11). Die entstandene Mu-
tante P122G/P123G/T124G/P125G/K127G wird im weiteren Verlauf der Arbeit — zur
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Vereinfachung und aufgrund der Ahnlichkeit der Ausgangssequenz mit SH3-
Bindemotiven — xSH3G genannt.

Nach Mutation der pHW2000-NS-Plasmide in pHW-NS-P122/5L bzw. pHW-NS-
xSH3G (siehe Kapitel 2.3.2.1) wurden diese in zwei getrennten Ansatzen zusammen
mit den Ubrigen sieben Plasmid-Vektoren des B/Lee-Systems in Zellen transfiziert.
Nach dem sequentiellen Passagieren der Uberstande in MDCKII-Zellen und in zehn
Tage alten Bruteiern wurde die virushaltige Allantoisflissigkeit gesammelt und bei
-80 °C gelagert (siehe Kapitel 2.2.5). Durch RNA-Isolierung, reverse Transkription
und Sequenzierung wurden die eingebrachten Mutationen in den rekombinanten Vi-
ren bestatigt (siehe Kapitel 2.2.6, 2.3.1 und 2.3.10).

3.1.1 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fuhrt zu
gesteigerter Replikation von Influenza B Viren in humanen Zelllinien

Um einen Spezies-spezifischen Effekt der B/NS1-Mutationen zu eruieren, wurden die
Virusmutanten P122/5L und xSH3G hinsichtlich ihrer Replikationsfahigkeit in huma-
nen und kaninen Epithelzellen, sowie im Brutei untersucht. Daflr wurden die Epithel-
zellen mit Wildtypvirus bzw. den Virusmutanten P122/5L oder xSH3G mit einer MOI
(Multiciplicity Of Infection) von 0,01 und die Bruteier mit 500 FFU (Fluorescence
Forming Units) infiziert. Die Virusvermehrung wurde in einem Zeitraum von 72 h oder
96 h (Epithelzellen) bzw. 3 d (Bruteier) analysiert. Die Virustiter wurden zu den ange-
gebenen Zeitpunkten mittels Avicel-Plaque-Assay bestimmt (Abb. 12).

In Hundenieren-Epithelzellen (MDCK: Madin Darby Canine Kidney) und in der Allan-
toisflussigkeit von zehn Tage alten bebruteten Huhnereiern fuhrten die Mutationen im
NS1-Protein der humanpathogenen Influenza B Viren zu keiner Veranderung in der
Vermehrungsfahigkeit der Viren (Abb. 12A und 12B). Die Endtiter nach 96 h Infektion
(MDCK-Zellen) bzw. 3 d Infektion (HUhnereier) lagen fur das Wildtypvirus und die

Virusmutanten P122/5L und xSH3G bei 5 x 108 FFU/mI.

In humanen Epithel-Lungenkarzinomzellen (A549-Zellen) replizierte das Wildtypvirus
nur bis zu einem Titer von 1,2 x 10° FFU/ml. Die Mutationen im konservierten NS1-
Motiv fuhrten nicht zu einer reduzierten Vermehrungfahigkeit der Virusvarianten. Die
Virusmutante P122/5L zeigte bis 48 h p.i. eine ahnliche Vermehrungskinetik wie das
Wildtypvirus und 72 h p.i. einen leicht erhdhten Virustiter von ungefahr einer Log-

Stufe. Interessanterweise fuhrte die Substitution des gesamten konservierten Motivs
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hingegen zu einer stark erhohten Virusreplikation. 72 h nach Infektion erreichte die
Virusmutante xSH3G einen Titer von 2,6 x 10° FFU /ml, der gegenuber dem Wild-
typvirus um drei Log-Stufen signifikant erhoht war (Abb. 12C).

A: MDCKII-Zellen B: 10d Allantois

B/Lee wt
71 = B/Lee NS P122/5L
A B/Lee NS xSH3G

Virustiter (log;o FFU/mI)
i
Virustiter (logo FFU/ml)

0 T T T
0 24 48 72 96

Infektionszeit in Std.

77 C: A549-Zellen 87 D: calu3-zellen

74
%%
6 :I ] F%

Virustiter (log,o FFU/mlI)
+
Virustiter (log,q FFU/mI)

T T T 1'_I' T T T
8 24 48 72 8 24 48 72 96
Infektionszeit in Std. Infektionszeit in Std.

Abb. 12: Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fihrt zu gesteigerter Replikati-
on von Influenza B Viren in humanen Zelllinien. MDCKII-Zellen (A), A549-Zellen (C) und Calu3-Zellen
(D) wurden mit wt-, P122/L- oder xSH3G-Virus mit einer MOI von 0,01 infiziert. Zellkulturiberstande
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten abgenommen und mittels Avicel-Plaque-Assay titriert. Dar-
gestellt sind die Mittelwert und Standardabweichungen (SD) von sechs (A) bzw. vier (C und D) unab-
hangigen Versuchen. B: 10 Tage (10 d) alte bebritete Hihnereier wurden mit 500 FFU der angege-
benen Viren infiziert und 3 d inkubiert. Die Allantoisflissigkeit der Eier wurde mittels Avicel-Plaque-
Assay titriert. Dargestellt sind die Virustiter von je vier infizierten Eiern, sowie der Mittelwert. Die statis-
tische Signifikanz der detektierten Differenzen zwischen wt und xSH3G (C: p<0,05 (*)) bzw. zwischen
wt oder P122/5L und xSH3G (D: p<0,01 (**)) wurde durch Student’s T-Test berechnet.

Zum Ausschluss eines zelltypspezifischen Effektes wurden flur eine weitere Vermeh-
rungskinetik humane Lungen-Adenokarzinomzellen (Calu-3-Zellen) verwendet. Hier
zeigten die Virusmutanten ahnliche Vermehrungeigenschaften wie in A549-Zellen.
Wahrend das Wildtypvirus bis zu einem Virustiter von 1,2 x 10° FFU/m replizierte,
bewirkte die P122/5L-Mutation eine leicht verstarkte Virusvermehrung von ungefahr
einer Log-Stufe (96 h p.i.). Die vollstandige Substitution des konservierten Motivs im
B/NS1-Protein fuhrte zu einer signifikant erhohten Virusreplikation von zwei Log-
Stufen auf 1,4 x 10" FFU/m (Abb. 12D).
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Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Peptidsequenz im B/NS1-
Protein fuhrte demnach zu einer stark gesteigerten Replikation von Influenza B Viren

in humanen Zelllinien.

3.1.2 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fuhrt zu

frGher viraler Proteinsynthese im Infektionsverlauf

Um den Einfluss der NS1-Mutationen P122/5L und xSH3G auf die Expression von
viralen Proteinen im Infektionsverlauf zu untersuchen, wurden A549-Zellen mit einer
Multiplizitat von 2 infiziert und Aliquots nach einer Infektionsdauer von 4 h, 6 h, 8 h
bzw. 16 h lysiert. Die extrahierten Proteine wurden im Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Im Immunoblot wurden die viralen Proteine PB2, NS1 und NP durch spezifische Anti-
korper sichtbar gemacht (Kapitel 2.4.4). Der AntikOrper gegen das virale PB2-Protein
von Influenza B Viren wurde mithilfe der Firma BioGenes GmbH hergestellt (Kapitel
2.3 und 2.4.5). Zur Kontrolle der gleichmafligen Proteinexpression in den analysier-
ten Zelllysaten wurde das in Zellen ubiquitar exprimierte Zytoskelettprotein Aktin ver-

wendet.

Der Immunoblot in Abbildung 13 zeigt fur das Wildtypvirus 6 h p.i. nur eine geringe

NS1-Proteinexpression, sowie 8 h p.i. eine beginnende PB2- und NP-Expression.

— - - _s=aw| PB2
o - e - el Ns1

- - — -— —- NP

s - || - - T e eves es @ | Aktin

wt P122/5L XxSH3G

Abb. 13: Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fihrt zu friher viraler Pro-
teinsynthese im Infektionsverlauf. A549-Zellen wurden mit wt-, P122/5L- oder xSH3G-Viren mit einer
MOI von 2 infiziert oder Mock-behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert
und im Immunoblot die Expression der Proteine PB2, NS1, NP und Aktin Uber spezifische Antikorper
untersucht. Die Abbildung ist reprasentativ fur drei unabhangige Versuche.
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Ein vergleichbares Expressionsmuster ist fur die Virusproteine der P122/5L-Mutante
zu erkennen. Im Gegensatz dazu wird das PB2-Protein des xSH3G-Virus bereits
6 h p.i. exprimiert und das NS1-Protein zeigt 6 h p.i. eine deutlich verstarkte Expres-
sion im Vergleich zum Wildtypvirus und zur P122/5L-Virusmutante.

Die Virusmutante xSH3G zeigt im Vergleich zum Wildtypvirus und der Virusmutante
P122/5L eine um ca. 2 h beschleunigte Expression von viralen Proteinen in A549-
Zellen (Abb. 13).

3.1.3 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz be-
schleunigt die Relokalisierung der viralen NS1- und NP-Proteine wahrend
der Replikation

Fir die Analyse des Einflusses des Aminosauremotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127
auf die subzellulare Verteilung der Virusproteine NS1 und NP, wurden humane He-
La-Epithelzellen mit dem Wildtypvirus bzw. den Virusmutanten P122/5L oder xSH3G
mit einer MOI von 2 infiziert. Nach 4 h, 8 h und 16 h Infektion wurden die Zellen fixiert
und permeabilisiert. Die viralen Proteine NS1 und NP wurden durch spezifische Er-
stantikorper detektiert und die Proteinlokalisation mittels konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy — CLSM) analysiert (Abb. 14).

Das NS1-Protein des Wildtypvirus und der Virusmutanten war im frGhen Infektions-
stadium (4 h p.i.) im Zellkern und dort primar in nuklearen Speckledoméanen lokali-
siert, wie bereits fruher beschrieben wurde (Schneider et al., 2009). Das Nukleopro-
tein des Wildtypvirus und der Virusmutanten war hingegen diffus im Nukleoplasma

verteilt.

Nach 8 h Infektion zeigten sich Unterschiede in der Lokalisierung der NS1- und NP-
Proteine von Wildtypvirus und den Virusmutanten. Wahrend die NS1-Proteine des wt
und der P122/5L-Mutante noch in den nuklearen Speckledomanen lokalisiert waren,
zeigte das NS1-Protein der xSH3G-Virusmutante bereits eine deutliche Relokalisie-
rung in das Nukleo- und Zytoplasma. Ein ahnlicher Effekt zeigte sich bei der Vertei-
lung des NP. Dieses war 8 h p.i. bei Wildtypvirus und der P122/5L-Virusmutante
noch ausschliel3lich im Kern lokalisiert, zeigte nach Infektion mit der xSH3G-
Virusmutante jedoch neben der diffusen nuklearen Verteilung auch eine diffuse Ver-

teilung im Zytoplasma.
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Abb. 14: Die Substitution des gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs beschleunigt die Relokalisie-
rung der viralen NS1- und NP-Proteine ins Zytoplasma. HelLa-Zellen wurden mit einer MOI von 2 und
dem wt-, P122/5L- oder xSH3G-Virus infiziert. 4 h, 8 h, 16 h p.i. wurden die Zellen fixiert, permeabili-
siert und die viralen Proteine NP und NS1 mit spezifischen Primarantikbrpern und Fluorochrom-
gekoppelten Sekundarantikérpern gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen im konfokalen Laser
Scanning Mikroskop (CLSM) analysiert. Die Abbildung ist reprasentativ flr zwei unabhéangige Versu-
che. Maf3stab: 10 ym.
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Nach 16 h Infektion war das NS1-Protein des Wildtypvirus und der Virusmutanten
P122/5L bzw. xSH3G diffus in Kern und Zytoplasma lokalisiert. Das NP-Protein war

ins Zytoplasma relokalisiert.

Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz im B/NS1-Protein
scheint demnach die Relokalisierung der viralen NS1- und NP-Proteine ins Zyto-
plasma der infizierten humanen Epithelzellen zu beschleunigen und damit die gestei-

gerte Replikationsfahigkeit zu begunstigen.

3.1.4 Die Substitutionen im 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv des NS1-Proteins

fuhren zu gesteigerter viraler Genexpression im Vergleich zum wt

Die vorangegangenen Experimente hatten eine gesteigerte virale Vermehrungsfa-
higkeit der xXSH3G-Virusmutante, sowie deren Fahigkeit zur beschleunigten Protein-
expression und —relokalisation gezeigt. Da die beschleunigte virale Proteinexpressi-
on in Zusammenhang mit der Aktivitdt der viralen RNA-Polymerase stehen kann,
wurde der Einfluss des konservierten Motivs im NS1-Protein auf die virale Genex-
pression in einem Luziferase-Minigenomassay analysiert. In diesem Assay wird die
RNA-Polymeraseaktivitat indirekt durch Detektion der Luziferase-Aktivitdt gemessen
(Forbes et al., 2012). Dafur wurden ein Luziferase-Reporterkonstrukt (pPol-Luc) zu-
sammen mit pHW-Expressionskonstrukten des viralen Polymerasekomplexes — be-
stehend aus PB1, PB2, PA und NP - in humane epitheliale Nierenzellen (293T-
Zellen) transfiziert. In dem Reporterkonstrukt wird das Luziferase-Gen durch einen
humanen Polymerase |-Promotor kontrolliert. Nach Transfektion wird in den Zellen
virusahnliche vVRNA mit negativer Polaritat gebildet. Durch den viralen Polymerase-
komplex kann diese in mRNA transkribiert und das Enzym Luziferase in den Zellen
gebildet werden. Die Luziferase setzt das Substrat Luziferin um. Die Luziferase-
Aktivitat in den Zellen wird durch Lumineszenz-Messung bestimmt und korreliert folg-
lich mit der transkriptionellen und replikativen Aktivitat der viralen Polymerase. Fur
das A/NS1-Protein wurde (bei Koexpression des zellularen Faktors SF2/ASF) in der
AG Wolff ein stimulatorischer Effekt auf die virale RNA-Polymeraseaktivitat beschrie-
ben (Franz, Wolff, unpublizierte Daten).

Durch Ko-Transfektion des pHW-B/NS-Expressionskonstruktes wurde in der vorlie-
genden Arbeit der Einfluss des B/NS-Segments bzw. der hochkonservierten Se-
quenz im NS1-Protein untersucht (Abb. 15).
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Abb. 15: Influenza B Virus Minigenom-Assay. 293T-Zellen wurden mit pPol-Luc und pHW-
Konstrukten des viralen Polymerasekomplexes (PA, PB1, PB2 und NP) transfiziert. Das pHW-NS-
Konstrukt wurde ko-transfiziert, um den Einfluss des NS1-Proteins auf die Expression viraler Konstruk-
te zu untersuchen.

Zur Titration der geeigneten pHW-NS-Plasmidkonzentration wurden die 293T-Zellen
mit den Konstrukten des Polymerasesatzes, dem Reporterplasmid sowie verschie-
denen Mengen des pHW-NS-wt-Konstruktes in drei unabhangigen Versuchen ko-
transfiziert (Abb. 16A).

Der normalisierte Wert des Transfektionsansatzes ohne pHW-NS-Plasmid wurde als
Positivkontrolle mit 100 % definiert. Die ubrigen Werte wurden dazu ins Verhaltnis
gesetzt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne das pHW-PB1-Plasmid. In die-
sen Zellen wurde kein vollstandiger Polymerasekomplex und somit auch nur Hinter-
grundwerte der Luziferase gebildet. Abbildung 16A zeigt, dass die Polymeraseaktivi-
tat mit zunehmender NS-Segmentkonzentration abnahm. Im Immunoblot wurde die
zunehmende NS1-Proteinkonzentration der Transfektionsansatze, sowie die gleich-

mafige Gesamtproteinkonzentration (Aktin) der Zellen bestatigt.

Der Einfluss des NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs auf die virale Genexpressi-
on wurde in einem weiteren Versuchsansatz mit einer pHW-NS-
Plasmidkonzentration von 250 ng untersucht. Dazu wurden das Wildtyp- bzw. die
mutierten pHW-NS-Plasmide mit dem Polymerasesatz und dem Reporterplasmid ko-
transfiziert. Die Luziferaseaktivitat des pHW-NS-wt-Ansatzes wurde als 100 % defi-
niert und der Einfluss der Mutationen im hochkonservierten Motiv dazu ins Verhaltnis

gesetzt.
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Abb. 16: Substitutionen im NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv fihren zu gesteigerter viraler Gen-
expression im Vergleich zum wt. A: Titrierung des NS-Segmentes. Im Minigenomassay wurden die
Konstrukte pHW-PB1, pHW-PB2, pHW-PA und pHW-NP zusammen mit dem Luziferase-
Reporterkonstrukt pPol-Luc in 293T-Zellen transfiziert. Die pHW-NS-wt-Konstrukte wurden in den
angegebenen Konzentrationen ko-transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert, die
Luziferase-Aktivitat gemessen und die Proteinexpression von NS1 und Aktin im Immunoblot nachge-
wiesen. Als Positivkontrolle fungierte ein Ansatz ohne pHW-NS-Konstrukt, die Negativkontrolle war ein
Ansatz ohne pHW-PB1-Plasmid (-PB1). Die Plasmidmengen wurden durch Transfektion eines pHW-
Leervektors angeglichen. Die Zahlen Uber den Balken sind Angaben in Prozent im Verhaltnis zur Posi-
tivkontrolle (100 %) B: Ko-Transfektion von 250 ng pHW-NS-wt, bzw. pHW-NS-P122/5L oder pHW-
NS-xSH3G. Die Zahlen uber den Balken sind Angaben in Prozent im Verhéltnis zu pHW-NS-wt
(100 %). Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung (SD) von drei unabhangigen Versuchen.

Dabei zeigte sich, dass eine Veranderung der Sequenz zu gesteigerter viraler Gen-
expression im Vergleich zum NS1-wt-Protein fuhrt. Wahrend die P122/5L-Mutation
zu 11 % mehr Luziferaseaktivitat fuhrt, steigert die Substitution des gesamten Motivs
(xSH3G) die Genexpression um 32 %. Diese gesteigerte Genexpression im Ver-

gleich zum NS1-wt-Protein weist auf einen Einfluss des konservierten Sequenzmo-
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tivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 auf die Polymeraseaktivitat hin. Im Immunoblot wurde
die gleichmalige NS1- und Aktinkonzentration der einzelnen Ansatze detektiert
(Abb. 16B).

3.1.5 Die Substitutionen im 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Aminosauremotiv fuhren

zu verstarkter Interaktion von NS1 mit viralen Polymerasekomponenten

FUr das NS1-Protein von Influenza A Viren wurde eine Interaktion mit viralen Ribo-
nukleoproteinkomplexen (VRNP) und spezifisch mit dem Nukleoprotein in den Chro-
matinfraktionen der Zelle beschrieben (Marién et al., 1997, Robb et al., 2011). Diese
und weitere Studien implizieren eine regulatorische Aktivitat des NS1-Proteins bei
der viralen RNA-Synthese, vermutlich bei der Regulation der transkriptionellen Aktivi-
tat der viralen Polymerase (Robb et al., 2011, Min et al., 2007, Shimizu et al, 1994).

Zur Analyse einer moglichen Interaktion des B/NS1-Proteins mit vVRNP-Komplexen
und der Beteiligung des 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs, wurden A549-Zellen mit
einer MOI von 10 far 8 h mit dem rekombinanten B/Lee wt-Virus bzw. den Virusmu-
tanten P122/5L oder xSH3G infiziert. Die Zelllysate wurden 16 h bei 4 °C mit NP-
Antikdrpern immunoprazipitiert und die gebundenen Proteinkomplexe wurden in
SDS-Probenpuffer bei 95 °C eluiert (siehe Kapitel 2.4.8.2). Die prazipitierten Proteine
wurden im Immunoblot analysiert (Abb. 17).

Das Nukleoprotein wurde in allen Virus-infizierten Ansatzen gleichmallig prazipitiert.
Das PB2-Protein interagierte mit dem NP in allen Ansatzen mit gleicher Intensitat.
Das NS1-Protein von Influenza B Viren wurde durch das Nukleoprotein der vRNP-
Komplexe ko-prazipitiert. Die Mutationen im hochkonservierten 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127-Motiv verstarkten diese Interaktion um das Funf- bis Sechsfache
(Abb. 17C). Die NP-Bindung der NS1-xSH3G-Proteinmutante war dabei geringfugig
starker als die des NS1-P122/5L-Proteins. Durch Inkubation der Zelllysate mit einem
Kontrollantikdrper (a-V5) wurde eine unspezifische Wechselwirkung der Virusprotei-

ne ausgeschlossen (Abb. 17B).
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Abb. 17: Substitutionen im NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv flihren zu verstarkter Interaktion von
NS1 mit viralen Polymerasekomponenten. A549-Zellen wurden Mock-infiziert oder mit wt-, P122/5L
und xSH3G-Viren mit einer MOI von 10 infiziert. Die Zellen wurden 8 h p.i. lysiert und die Zelllysate
Uber Nacht mit einem NP-spezifischen Antikorper inkubiert. Die Proteinkomplexe wurden eluiert. Im
Immunoblot wurden Input und IP durch spezifische PB2-, NP-, NS1- und Aktin-Antikérper analysiert.
Die NS1-NP-Interaktion von zwei unabhangigen Versuchen wurde mittels AIDA-Software quantifiziert.

3.2 Das 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv hat keinen Einfluss auf Fahigkeit
der Interferon-Antagonisierung des NS1-Proteins

Nachdem die bisher gezeigten Analysen deutlich zeigten, dass das untersuchte NS1-
121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv einen regulatorischen Einfluss auf die virale Ver-
mehrung besitzt, wurde versucht dieser Phanotyp mit Effekten in den Wirtszellen zu
korrelieren. Virus-infizierte Zellen produzieren und sekretieren Typl-Interferone (IFN).
Dies sind virusinduzierte Zytokine mit antiviraler Wirkung, die benachbarte Zellen zur
Bildung von antiviralen Proteinen anregen. Dadurch vermitteln IFN eine intrazellulare
Resistenz (einen ,antiviralen Zustand®) und begrenzen somit die weitere Virusaus-

breitung (Kayser et al., 2005).
Um den Einfluss von IFN auf die Vermehrung der 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-

Virusmutanten zu analysieren, wurden IFN-defiziente Nierenepithelzellen der Grinen
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Meerkatze (Vero-Zellen) mit dem wt-Virus bzw. den Virusmutanten P122/5L oder
xSH3G infiziert. Die Zellkulturiberstande wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
nach Infektion abgenommen und mittels Avicel-Plaque-Assay titriert (Abb. 18A).
Hierbei zeigte sich eine ahnliche Vermehrungskinetik der Viren wie auf humanen
Zelllinien mit intaktem Typl-IFN-System (Kapitel 3.1.1). Wahrend die P122/5L-
Virusmutante 72 h p.i. eine leicht erhdhte Virusvermehrung von ungefahr 0,5 Log-
Stufen im Vergleich zum wt-Virus zeigte, war der Virustiter der xSH3G-Virusmutante
zu diesem Zeitpunkt um fast 4 Log-Stufen gegenuber dem wt-Virustiter erhoht
(Abb. 18A). Demnach ist das xSH3G-Virus unabhangig vom IFN-Level in infizierten

Primatenzellen zu einer stark erhohten Virusreplikation fahig.
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Abb. 18: Das 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv hat keinen Einfluss auf die NS1-Fahigkeit der Interfe-
ron-Antagonisierung. A: Vermehrung in IFN-defizienten VeroSF-Zellen. Serumfreie Vero-Zellen wur-
den mit den Viren wt, P122/5L und xSH3G mit einer MOI von 0,01 infiziert. Nach den angegebenen
Infektionszeitpunkten wurde ein Teil des Zellkulturiiberstandes abgenommen und mittels Avicel-
Plaque-Assay titriert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) von vier unab-
hangigen Versuchen. B: A549-Zellen wurden mit den indizierten Viren und einer MOI von 1 infiziert.
20 h p.i. wurden die Zellkulturiberstdande gesammelt und mit einem IFNB-ELISA nach Herstelleranga-
ben analysiert. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) von drei unab-
hangigen Versuchen.
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Sowohl die N-terminale RNA-Bindungsdomane (AS 1-93) als auch die C-terminale
Effektordomane (AS 94-281) des NS1-Proteins sind unabhangig voneinander fahig
die Typl-IFN-Induktion in infizierten Zellen zu inhibieren (Donelan et al., 2004). Der
Einfluss des 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs auf diese IFN-Antagonisierung wurde
mittels IFNB-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) bestimmt (siehe Kapitel
2.4.9). Als Positivkontrolle wurde das rekombinante B/Lee/40-NS 1-104-Virus ver-
wendet. Diesem Virus fehlt die C-terminale Region des NS1-Proteins (AS 105-281).
Daher ist es nicht mehr fahig die IFN-Induktion in den infizierten A549-Zellen zu inhi-
bieren. Im Versuch zeigte sich fur dieses Virus eine hohe IFN-Konzentration im
Uberstand infizierter Zellen von mehr als 200 1U/ml. Die Infektion mit B/Lee wt-Virus
fuhrte dagegen nur zu einer sehr geringen Erhohung der Basis-IFN-Sekretion von
infizierten Zellen. Die Mutationen im konservierten NS1-121-127-Motiv hatten keine
Veranderung der IFN-Ausschuttung im Vergleich zum wt-Virus zur Folge (Abb. 18B).
Demnach sind in IFN-kompetenten A549-Zellen beide Virusmutanten (P122/5L und
xSH3G) zur IFN-Antagonisierung fahig und zeigen in diesen Zellen eine ahnliche

Replikationskinetik wie in IFN-defizienten Vero-Zellen.

3.3 Das hochkonservierte 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv vermittelt die
Wechselwirkung des B/NS1-Proteins mit dem zellularen Adaptorpro-
tein Crkll

Das konservierte 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv im B/NS1-Protein zeigt Homolo-
gien zu einem Sequenzmotiv, das im NS1-Protein vieler aviarer Influenza A Viren,
sowie des ,Spanischen Grippe“-Virus identifiziert wurde. Diese Sequenz 211-R-P-P-
L-P-P-K-217 wurde als Klasse |I-SH3-Bindemotiv beschrieben und ist fur die Bin-
dung der SH3-Domanenproteine Crk/CrkL wichtig (Heikkinen et al., 2008). Die Crk-
A/NS1-Bindung fuhrt zur Suppression des antiviralen JNK/ATF2-Signalweges und
damit zur Hemmung der Apoptose in infizierten Zellen (Hrincius et al., 2010).

Fur das B/NS1-Protein wurde ebenfalls eine Interaktion mit dem Adaptorprotein Crk
beschrieben (Sadewasser, Kramer, Wolff, unpublizierte Daten). Daher stellte sich fur
die vorliegende Arbeit die Frage, ob das konservierte Sequenzmotiv 121-Y-P-x-x-P-
x-(K/R)-127 eine Rolle bei der NS1-Crk-Interaktion spielt. Dazu wurden A549-Zellen
mit wt-, P122/5L- oder xSH3G-Viren fur 8 h infiziert. Mit einem Crk-spezifischen Anti-
korper wurde das Adaptorprotein prazipitiert. Im Immunoblot konnte eine Interaktion

des Crk-Proteins mit dem wt-NS1-Protein bestatigt werden (Abb. 19B).
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Abb. 19: Das 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv vermittelt die Crk-NS1-Interaktion. A549-Zellen wurden
Mock-behandelt oder mit wt-, P122/5L- bzw. xSH3G-Viren und MOI 2 infiziert. 8 h p.i. wurden Zelllysa-
te hergestellt und 16 h bei 4 °C mit einem Crk-spezifischen Erstantikdrper und Protein G Agarose in-
kubiert. Die prazipitierten Proteinkomplexe wurden nach Auftrennung im SDS-Gel durch Immuno-
blotanalyse detektiert. Die Abbildung ist reprasentativ fur zwei unabhangige Versuche.

Interessanterweise fuhrten die Mutationen P122/5L und xSH3G im NS1-Protein zur
Abschwachung der Crk-NS1-Interaktion. Je starker das 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-
Motiv verandert wurde, desto weniger Crk-B/NS1-Komplexe wurden detektiert: nach
Infektion mit der xXSH3G-Virusmutante wurde weniger NS1-Protein durch Crk ko-
prazipitiert als nach Infektion mit der Doppelmutante P122/5L (Abb. 19B). Die Crk-
B/NS1-Interaktion scheint also, wie bei aviaren Influenza A Viren, abhangig vom kon-
servierten P-x-x-P-x-(K/R)-Motiv zu sein.

3.3.1 B/NS1-Crk-Interaktion ist friih im Infektionsverlauf im Zellkern lokalisiert

Crk-Proteine werden ubiquitar exprimiert und sind durch ihre Fahigkeit Proteinkom-
plexe zu bilden an der Regulierung vieler zellularer Signalwege beteiligt. Durch Loka-
lisationsstudien wurde im Folgenden untersucht, zu welchem Zeitpunkt und in wel-

chem Kompartiment der Zelle die Crk-NS1-Interaktion stattfindet.

Hierzu wurden humane Cervixkarzinom-Zellen (HeLa-Zellen) mit wt-Virus infiziert und
nach 4 h, 8 h und 16 h fixiert und permeabilisiert. Durch spezifische Antikorper wur-
den Crk- und NS1-Proteine markiert und mittels Fluorochrom-gekoppelter Zweitanti-
korper im konfokalen Laserscanning-Mikroskop sichtbar gemacht (Abb. 20).
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Abb. 20: Crk-NS1-Interaktion ist friih im Infektionsverlauf im Zellkern lokalisiert. HeLa-Zellen wurden
mit wt-Virus und einer MOI von 2 infiziert oder Mock behandelt. Nach 4 h, 8 h und 16 h wurden die
Zellen fixiert und permeabilisiert, mit Crk- und NS1-spezifischen Antikérpern markiert und mittels Flu-
orochrom-gekoppelter Zweitantikdrper im konfokalen Laserscanning-Mikroskop sichtbar gemacht. Die
Abbildung ist reprasentativ fir zwei unabhangige Versuche. Mal3stab: 10 uym.

Das zellulare Crk-Protein zeigte in Mock-infizierten Zellen eine diffuse Verteilung in
Zytoplasma und Zellkern. Die Infektion bewirkte nach 4 h und 8 h eine verstarkte
nukleare Lokalisierung, die besonders nach 4 h an einigen Stellen akkumulierte. An
diesen Crk-akkumulierten Regionen ko-lokalisierte das Protein mit dem viralen NS1-
Protein, das eine fur diesen Zeitpunkt typische Lokalisierung in nuklearen Speckle-
domanen aufwies (Schneider et al., 2009). Diese Ko-lokalisierung war 4 h p.i. am
deutlichsten.

Auch 8 h nach Infektion war diese Crk-NS1-Interaktion — etwas abgeschwacht —
noch detektierbar. Nach Re-Lokalisierung des NS1-Proteins ins Zytoplasma
(16 h p.i.) waren die Crk-Strukturen im Zellkern dagegen kaum noch zu erkennen
und eine Crk-NS1-Ko-Lokalisierung konnte nicht mehr detektiert werden (Abb. 20).
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Die Crk-B/NS1-Interaktion findet Uberwiegend im Zellkern und frih im Infektionsver-
lauf statt. Das virale NS1-Protein ist zu diesem Zeitpunkt in nuklearen Speckledoma-
nen lokalisiert. Da Crk-Adaptorproteine durch Bildung von Proteinkomplexen an der
Regulation zahlreicher zellularer Signalwege beteiligt sind (Feller, 2001), beeintrach-
tigt die Crk-B/NS1-Interaktion moglicherweise bereits fruh im Infektionsverlauf die
zellulare Signaltransduktion, wie z.B. die des JNK/ATF2-Signalweges.

3.3.2 Die verringerte BINS1-xSH3G-Crk-Interaktion fuhrt zu gesteigerter
JNK/ATF2-Signaltransduktion in infizierten Zellen

Bei aviaren Influenza A Viren mit einem intakten SH3-Bindemotiv im NS1-Protein
fuhrt die Crk-NS1-Interaktion zur Reduktion der JNK/ATF2-Signaltransduktion und zu
verminderter Apoptose-Induktion (Hrincius et al., 2010).

Um zu uberprufen, ob das Motiv im B/NS1-Protein moglicherweise in ahnlicher Wei-
se funktioniert, wurde der Einfluss der Crk-B/NS1-Bindung auf die Aktivitat des
JNK/ATF2-Signalweges durch Infektion von A549-Zellen mit wt-Virus bzw. den NS1-
Virusmutanten P122/5L und xSH3G untersucht. Vor der Infektion wurden die Zellen
fur zwei Tage in Infektionsmedium inkubiert, um das basale Niveau der ATF2-
Phosphorylierung zu reduzieren. Zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurden die
Zellen lysiert. Die Proteine wurden mit spezifischen Erstantikbrpern gegen phospho-
ryliertes und unphosphoryliertes ATF2, sowie zur Infektionskontrolle gegen das virale
PB2-Protein im Immunoblot angefarbt. Die gleichmalige Proteinexpression in den
Zelllysaten wurde durch Farbung des Zytoskelettproteins Aktin bestatigt (Abb. 21).

Die Infektion mit allen drei Viren fuhrte frih in der Infektion (30 min p.i.) zu verstarkter
ATF2-Phosphorylierung. Im weiteren Infektionsverlauf des wt-Virus und der P122/5L-
Virusmutante war nur noch eine geringe ATF2-Phosphorylierung erkennbar. Hinge-
gen hatte die Infektion mit der xSH3G-Mutante eine gesteigerte ATF2-
Signaltransduktion bis 8 h p.i. zur Folge. Die xXSH3G-Mutante, die durch Substitution
des P-x-x-P-x-(K/R)-Motivs nur noch geringfugig in der Lage ist Crk zu binden
(Abb. 19), Ioste eine verstarkte ATF2-Signaltransduktion aus (Abb. 21).

Die Crk-B/NS1-Interaktion scheint demnach auch bei Influenza B Viren fur die Supp-
ression des pro-apoptotischen JNK/ATF2-Signalweges verantwortlich zu sein.
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Abb. 21: Die verringerte B/NS1-xSH3G-Crk-Interaktion fiihrt zu gesteigerter JNK/ATF2-
Signaltransduktion. A549-Zellen wurden 2 d in Infektionsmedium inkubiert und anschlieRend mit den
Viren wt, P122/5L bzw. xSH3G und einer MOI von 2 infiziert oder Mock behandelt. Zu den indizierten
Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt und im Immunoblot mit Phopho-ATF2-, ATF2-, PB2- und
Aktin-spezifischen Antikorpern analysiert. Die Abbildung ist reprasentativ fur drei unabhangige Versu-
che.

3.3.3 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fuhrt zu
verminderter PI3K/Akt-Signaltransduktion zu spaten Zeitpunkten der Infek-
tion

Neben den Folgen fur die JNK/ATF2-Signaltransduktion ist die Interaktion des Adap-
torproteins Crk mit dem NS1-Protein aviarer Influenza A Viren mit verstarkter Signal-
transduktion des zellularen PI3K/Akt-Signalweges assoziiert (Heikkinen et al., 2008).
Auch die Aktivierung dieses Signalweges ist wichtig fur die effiziente Vermehrung von
Influenza A Viren, sowie fur die Suppression von Apoptose in den infizierten Zellen
(Hale et al., 2006; Ehrhardt et al., 2007b). Das NS1-Protein von Influenza B Viren ist
nicht in der Lage den PI3K/Akt-Signalweg spat in der Infektion zu aktivieren, was je-

67



doch nicht zu gesteigerter Apoptose der Influenza B Virus-infizierten Zellen fuhrt
(Ehrhardt et al., 2007).

Im folgenden Versuch wurde analysiert, ob die reduzierte Crk-B/NS1-Interaktion in-
folge der P122/5L- bzw. xSH3G-Mutationen auf ahnliche Weise mit einer Regulation
des PI3K/Akt-Signalweges korreliert werden kann. A549-Zellen wurden dafur zwei
Tage in Infektionsmedium inkubiert, um die basale Akt-Phosphorylierung zu reduzie-
ren. Anschlie3end wurden die Zellen mit wt-, P122/5L- oder xXSH3G-Virus infiziert, um
den Einfluss des konservierten B/NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs auf die Ak-
tivitat des PI3K/Akt-Signalweges zu untersuchen. Die Zellen wurden zu den angege-
benen Zeitpunkten lysiert und die Aktivierung des PI3K-Signalweges durch Antikorper
gegen phosphoryliertes Akt-Protein (P-Akt) im Immunoblot analysiert. Die Gesamt-
menge an zellularem Akt-Protein wurde durch einen Erstantikbrper gegen das un-
phosphorylierte Protein (Akt) nachgewiesen. Der Infektionsstatus wurde durch den
Nachweis von viralem PB2-Protein und die gleichmallige Proteinexpression in den
Zelllysaten durch Aktinfarbung bestatigt (Abb. 22).
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Die Infektion mit dem wt-Virus und den Virusmutanten fuhrte fruh in der Infektion
(30 min p.i.) zu vermehrter Akt-Phosphorylierung gegenuber Mock-infizierten Zellen

(Abb. 22). Diese fruhe Aktivierung des PI3K-Signalweges nach Influenza B Vi-
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rusinfektion ist auf den Prozess der Virusbindung und -aufnahme durch die Wirtszelle
zurlckzufihren und wurde bereits von Ehrhardt et al. (2007) beschrieben. Im
weiteren Verlauf der wt- und P122/5L-Virusinfektion sank das Ausmal} der Akt-
Phosphorylierung wieder auf das Hintergrundniveau der Mock-Infektion.

Demgegenuber nahm die Akt-Phosphorylierung im Infektionsverlauf des xSH3G-
Virus kontinuierlich ab. Zu spaten Infektionszeitpunkten lag die Menge an phosphory-
liertem Akt-Protein deutlich unter dem Level Mock-infizierter Zellen (16 h p.i.) bzw.
war im Immunoblot nicht mehr detektierbar (24 h p.i.).

Obwohl das NS1-Protein von Influenza B Viren nicht in der Lage ist, den PI3K/Akt-
Signalweg zu aktivieren (Ehrhardt et al., 2007), fuhrte die Substitution des gesamten
122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs zu einer gegenuber nicht-infizierten Zellen verringer-

ten Akt-Phosphorylierung zu spaten Zeitpunkten der Infektion.

3.3.4 Crk-NS1-Interaktion spielt nur eine geringe Rolle bei der viralen Replikati-

on

Bei aviaren Influenza A Viren fuhrt die posttranskriptionelle Stilllegung der Crkl- und
Crkll-mRNA zu einer moderaten Reduktion der Virustiter von 0,3-0,5 Log-Stufen
(Hrincius et al., 2010). Da das konservierten P-x-x-P-x-(K/R)-Motiv im B/NS1-Protein
einen ahnlichen Einfluss auf die Crk-Bindung sowie auf Crk-vermittelte Signalwege
wie das homologe Sequenzmotiv im A/NS1-Protein aviarer Influenza A Viren zu ha-
ben scheint, wurde im folgenden Versuch der Einfluss des Crk-Adaptorproteins fur
die Replikation von Influenza B Viren untersucht.

Die Auswirkung einer Crkl/Il-mRNA-Stilllegung fur Influenza B Viren wurde mittels
spezifischer siRNA (small interfering RNA) in A549-Zellen untersucht. Dazu wurden
die Zellen mit spezifischer Crk- oder unspezifischer Kontroll-siRNA transfiziert.
24 Stunden spater wurden die Zellen mit wt-, P122/5L- oder xSH3G-Viren infiziert
und 48 h p.i. die Virustiter der Zelluberstande bestimmt. Die effiziente Stilllegung der
Crk-mRNA 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion wurde durch Bestimmung der
Proteinlevel im Immunoblot nachgewiesen (Abb. 23B).

Die Degradation der Crk-mRNA hatte nur geringe Auswirkungen auf die Vermehrung
der NS1-Mutanten P122/5L und xSH3G. Hier zeigten sich fast identische Virustiter im
Vergleich zur Infektion der Kontrollzellen. Fur das wt-Virus wurde eine leichte Reduk-

tion der Virusvermehrung durch die Transfektion der Crk-siRNA detektiert. Der Virus-
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titer war im Vergleich zur Infektion der Kontrollzellen um ca. 0,4 Log-Stufen verringert
(Abb. 23A). Die Reduktion der zellularen Crk-Proteinmenge zeigte einen ahnlichen
Effekt fur die Replikation von Influenza B Viren im Vergleich zu den aviaren Influenza
A Virusstammen A/FPV/Bratislava/79 (H7N7) und A/FPV/Rostock/34 (H7N1) mit P-x-
x-P-x-(K/R)-Motiv (Hrincius et al., 2010).
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Abb. 23: Das Adaptorprotein Crk spielt nur eine geringe Rolle bei der viralen Replikation. A549-Zellen
wurden mit Crk-oder Kontroll-siRNA transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit wt-,
P122/5L-oder xSH3G-Virus mit einer MOI von 0.1 infiziert. 48 h p.i. wurden die Uberstidnde abge-
nommen und die Virustiter mittels Avicel-Plaque-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwert und
Standardabweichung (SD) von vier unabhangigen Versuchen (A) bzw. einen reprasentativen Immu-
noblot (B).

Die vollstandige Substitution des konservierten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs hatte
eine verminderte Interaktion des B/NS1-Proteins mit dem Adaptorprotein Crk zur
Folge (Abb. 19). Dieser AS-Austausch fuhrte auRerdem zu veranderter Signaltrans-
duktion. Wahrend der pro-apoptotische JNK/ATF2-Signalweg verstarkt aktiviert wur-
de (Abb. 21), fuhrte eine xSH3G-Virusinfektion zu verringerter Aktivitdt des anti-
apoptotisch wirkenden Signalweges PI3K/Akt (Abb. 22). Diese Signalwege werden
auch durch das NS1-Protein aviarer Influenza A Viren mit P-x-x-P-x-(K/R)-Motiv fur
eine effiziente Replikation und Apoptose-Suppression in den infizierten Zellen mani-
puliert. Die Ergebnisse fur das B/NS1-Protein weisen daher ebenfalls auf eine Regu-
lation der Apoptoseinduktion durch das konservierte 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv
hin.

Die Reduktion der Crk-Proteinlevel hatte nur eine geringe Minderung der wt-
Virusreplikation zur Folge (Abb. 23). Daher ist die Ursache der stark verbesserten
Virusreplikation der xSH3G-Virusmutante in humanen Zellen (Abb. 12C/D) offenbar
nicht in der Reduktion der Crk-NS1-Interaktion begrindet.
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Vor der Analyse der Virus-induzierten Apoptose und deren Rolle fur die gesteigerte
Vermehrung der xSH3G-Virusmutante, wird im folgenden Kapitel ein weiterer Sig-
nalweg untersucht, der fur die Virusreplikation und Apoptose-Suppression von Be-
deutung ist.

3.4 Die Substitution des gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs im
NS1-Protein fuhrt zu verstarkter Phosphorylierung der Proteinkina-

se R im Infektionsverlauf

Die Interferon-induzierte Proteinkinase R (PKR) ist ein wichtiger antiviraler Wirtsfak-
tor. Die Bindung doppelstrangiger RNA-Molekule, die im Laufe der Virusinfektion ge-
bildet werden, fuhrt zur Phosphorylierung der Kinase und infolgedessen uber Inakti-
vierung des Translationsinitiationsfaktors elF2a zur Inhibition der Translations-
maschinerie. Aullerdem induziert aktivierte PKR die Apoptose infizierter Zellen. Da
Influenzaviren die zellularen Translationsmechanismen zur effizienten Replikation
bendtigen, haben sie die Fahigkeit entwickelt, mit ihrem NS1-Protein die PKR-
Aktivitat zu inhibieren. Wahrend das B/NS1-Protein durch Bindung doppelstrangiger
RNA Uber seine N-terminale Region mit der PKR interagiert und diese inhibiert (Dau-
ber et al., 2006), wurde fur das A/NS1-Protein eine direkte PKR-Bindung durch die
Aminosauren 123-I-M-D-K-N-127 beschrieben (Min et al., 2007). Mutationen in die-
sem Bereich fuhren zu verringerter PKR-Bindung und verstarkter PKR-Aktivitat.
Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass die jeweilige Substitution der
Aminosauren 123 und 124 zu Alanin zu beschleunigter Virusreplikation sowie zu ver-

starkter viraler RNA-Synthese und Proteinexpression fuhrt (Min et al., 2007).

Da die konservierten Aminosauren 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im B/NS1-Protein in
einem ahnlichen Proteinabschnitt liegen und nach Substitution des Motivs ahnliche
Effekte wie bei Min et al. auftreten, wurde in den folgenden Versuchen die Auswir-
kung der AS-Substitutionen auf die PKR-Aktivitat und —Bindung untersucht.

Dazu wurden A549-Zellen zur Reduktion der basalen PKR-Phosphorylierung fur zwei
Tage mit Infektionsmedium inkubiert, anschlieRend mit wt-, P122/5L-, oder xSH3G-
Virus infiziert und zu den angegebenden Zeitpunkten nach Infektion lysiert. Die Pro-
teinlysate wurden mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Aktivierte PKR wur-
de durch einen anti-Phospho-PKR-Antikorper detektiert und die Gesamt-PKR-Menge
mit einem Phosphorylierungs-unabhangigen Antikorper im Immunoblot gefarbt. Die
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erfolgte Infektion wurde durch Farbung des viralen PB2-Proteins und die gleichmali-
ge Proteinkonzentration in den Zelllysaten durch zellulares Aktin nachgewiesen
(Abb. 24).
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Abb. 24: Die Substitution des gesamten Aminosauremotivs 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im NS1-Protein
fuhrt zu verstarkter Phosphorylierung der Proteinkinase R im Infektionsverlauf. A549-Zellen wurden
2 d in Infektionsmedium inkubiert und mit den angegebenen Viren mit einer MOI von 10 infiziert. Die
Zelllysate wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion hergestellt und durch SDS-PAGE
und Immunoblot analysiert. Phosphorylierte und unphosphorylierte PKR, sowie virales PB2- und zellu-
lares Aktin-Protein wurden Uber spezifische Antikorper detektiert. Die Abbildung ist reprasentativ fur
vier unabhangige Versuche.

Die Infektion mit dem wt- und dem P122/5L-Virus hatte nur eine geringe Aktivierung
der PKR, mit einem Maximum nach 24 h p.i., zur Folge. Im Gegensatz dazu fuhrte
die Infektion mit dem xSH3G-Virus zu einer deutlich verstarkten PKR-
Phosphorylierung 4 h bis 24 h nach Infektion (Abb. 24). Die vollstandige Substitution
der konservierten Aminosauren 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127 hat also auf die Aktivitat der
Proteinkinases R einen ahnlichen Effekt wie die Substitution der Aminosauren 123-I-
M-D-K-N-127 im A/NS1-Protein (Min et al., 2007).
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3.4.1 Die Substitutionen in der 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz haben kei-
nen Einfluss auf B/INS1-PKR-Interaktion

Min und Kollegen erklarten die verstarkte Phosphorylierung der PKR mit einer verrin-
gerten A/NS1-PKR-Interaktion, die durch die Substitution der Aminosauren 123-I-M-
D-K-N-127 ausgelost wird (Min et al., 2007). Insofern stellte sich die Frage, ob auch
die vollstandige Substitution des konservierten Motivs 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im
B/NS1-Protein mit einer verringerten PKR-B/NS1-Bindung korreliert werden kann.

Fir die Analyse der B/NS1-PKR-Bindung wurden GST-PKR-Fusionsproteine in
E.coli-Bakterien uberexprimiert, aufgereinigt und an Glutathion-Sepharose gekoppelt.
Bei den PKR-Konstrukten handelte es sich zum einen um eine Proteinmutante in vol-
ler Lange, deren Kinaseaktivitat durch die Punktmutation K296R inaktiviert war. Das
Fusionsprotein GST-PKR (K296R) hat durch diese Mutation eine, im Vergleich zum
wt, hohe Stabilitat in den exprimierenden E.coli-Bakterien und lasst sich gut reinigen
(Bonnet et al., 2006). Als Negativkontrolle wurde eine PKR-Proteinmutante (PKR-AS
266-551) verwendet, die nicht mehr uber die dsRNA-Bindedomane verfugt, sondern
lediglich die Kinasedomane exprimiert (Abb. 25A). Das GST-PKR-AS 266-551-
Fusionsprotein kann keine dsRNA binden und daher nicht mit dem B/NS1-Protein
interagieren. Das B/NS1-wt-Protein bzw. die Mutantenproteine P122/5L und xSH3G
wurden durch in vitro-Translation (i.v.T.) in der Gegenwart von %53-Methionin synthe-
tisiert und markiert und anschlielend in einem Prazipitationsansatz mit den Gluta-
thion-Sepharose gekoppelten PKR-Fusionsproteinen inkubiert. Die dabei entstande-
nen Proteinkomplexe wurden nach Auftrennung im SDS-Gel durch Coomassie-
Farbung (GST-Fusionsproteine) bzw. Autoradiographie (i.v.T. NS1-Proteine) sichtbar

gemacht.

Abbildung 25B zeigt, dass die B/NS1-Proteine — unabhangig von den Mutationen im
hochkonservierten 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv — mit etwa gleicher Intensitat an
das GST-PKR (K296R)-Protein binden. PKR-Proteine mit Deletion der dsRNA-
Region konnten keine der B/NS1-Varianten binden. Eine unspezifische Bindung der
NS1-Proteine an GST fand nicht statt. Im Input sind die gleichmalige Proteinkon-
zentration der eingesetzten NS1-Varianten und im Coomassie-Gel die angeglichenen

GST-Fusionsprotein-Konzentrationen zu erkennen (Abb. 25B).
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Abb. 25: Die Substitutionen in der 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz haben keinen Einfluss auf
B/NS1-PKR-Interaktion. A: Schematische Darstellung der analysierten GST-PKR-Fusionsproteine. B:
Die GST-Fusionsproteine GST-PKR (K296R), GST-PKR-AS 266-551 und GST wurden in E.coli BL26-
Bakterien Uberexprimiert, aufgereinigt und an Glutathion-Sepharose gekoppelt. In einem Prazipitati-
onsansatz wurden die gekoppelten Fusionsproteine mit in vitro-translatierten NS1-wt, -P122/5L oder -
xSH3G-Proteinen inkubiert. Die gekoppelten Proteine wurden in SDS-Probenpuffer eluiert. Das Eluat
wurde in einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und dieses anschliefend mit Coomassie-Brillant-Blau-
R250-Lésung gefarbt. Die gebundenen, radioaktiv-markierten NS1-Proteine wurden durch Autoradio-
graphie detektiert. Der Input entspricht 2,5 % der eingesetzten Proteinmenge. Die Abbildung ist repra-
sentativ flr zwei unabhangige Versuche.

Die Mutationen in der 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz des B/NS1-Proteins ha-
ben demnach keinen Einfluss auf die PKR-Bindekapazitat des viralen Proteins. Im
Gegensatz zu Min et al. kann die erhohte PKR-Phosphorylierung durch B/NS1-
xSH3G nicht mit einer verminderten PKR-NS1-Bindung erklart werden.

3.4.2 PKR-knockdown hat nur geringe Auswirkungen auf die Influenza B Virus-

replikation

Da aktivierte PKR die virale Replikation durch Inhibition der Translation und Apopto-
seinduktion beeintrachtigen kann, wurde in einem weiteren Versuch der Einfluss der
Proteinkinase auf die Influenza B Virusreplikation untersucht. Dazu wurden A549-

Zellen mit stabilem PKR-knockdown mit wt-Virus bzw. den NS1-Virusmutanten
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P122/5L oder xSH3G infiziert. Die PKR-knockdown-Zellen sind nicht in der Lage die
Proteinkinase R zu bilden. Dies wurde im Immunoblot mit PKR-spezifischem Antikor-
per bestatigt (Abb. 26A). Die Apoptoseinduktion der infizierten Zellen wurde durch
einen Caspase-Glo® 3/7 Assay (PROMEGA) gemessen. Diese Reaktion beruht auf
der Umsetzung eines Substrats im Caspase-Glo® -Reagenz durch aktivierte Caspa-
sen-3 und -7. Das dabei entstehende Spaltprodukt wird durch die UltraGlo™ Luci-
ferase im Caspase-Glo® -Reagenz in ein Lumineszenz-Signal umgewandelt. Die In-

tensitat der Lumineszenz ist proportional zur Caspase-Aktivitat.
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Abb. 26: Stabiler PKR-knockdown hat nur geringe Auswirkungen auf Influenza B Virusvermehrung. A:
PKR-Expression in PKR-knockdown und Kontrollzellen. Herstellung von Lysaten der A549-Zellen mit
stabilem PKR-knockdown (PKR-kd) bzw. der stabilen A549-Zellen, die mit unspezifischer shRNA be-
handelt wurden (Ktrl). Im Immunoblot Nachweis von PKR und Aktin. B: Caspaseaktivitat ist in PKR-
knockdown-Zellen reduziert. A549-Zellen mit/ohne stabilem PKR-knockdown wurden Mock-behandelt
oder mit den indizierten Viren mit einer MOI von 10 infiziert. Als Positivkontrolle wurden Mock-infizierte
Zellen mit 1 yM Staurosporin versetzt. 19 h p.i. wurden die Zellen mit Caspase—Glo® -Reagenz nach
Herstellerangaben behandelt und die Lumineszenz gemessen. Die Messwerte von drei unabhangigen
Versuchen wurden normalisiert und zu dem Wert der Mock-behandelten PKR-knockdown-Zellen (de-
finiert als 1) ins Verhaltnis gesetzt. Dargestellt ist die x-fache Lumineszenz (Mittelwert+SD). C: Virus-
vermehrung in PKR-knockdown-Zellen. A549-Zellen mit/ohne stabilem PKR-knockdown wurden mit
den angegebenen Viren und einer MOI von 0,01 infiziert. Abnahme der Zelliberstande nach 8 h, 24 h,
48 h und 72 h Infektion und Titrierung mittels Avicel-Plaque-Assay. Darstellung der Virustiter in log1o
FFU/mI (Mittelwert+SD). n=4.
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Dabei zeigte sich, dass A549-Kontrollzellen (Ktrl.) bis 2,5mal mehr Caspase-Aktivitat
induzieren, als PKR-knockdown-Zellen (PKR-kd). Dieses Ergebnis bestatigt den Ein-
fluss der Proteinkinase R auf die durch Infektion verursachte Apoptoseinduktion.
Wahrend Mock-, wt- und P122/5L-infizierte Zellen 19 h p.i. etwa gleich viel Apoptose
in Kontroll- bzw. PKR-kd-Zellen induzierten, wurde nach xSH3G-Infektion etwa die
doppelte Caspase-Aktivitat gemessen. Als Positivkontrolle wurde 1 yM Staurosporin
eingesetzt, das in A549-Kitrl.-Zellen ungefahr die funffache Menge der Caspase-
Aktivitat ausloste als in Mock-behandelten Zellen (Abb. 26B).

Der Einfluss der Proteinkinase R auf die virale Replikation von Influenza B Viren
wurde anschlieend durch Infektion der PKR-knockdown-Zellen bzw. der A549-
Kontrollzellen ohne PKR-knockdown untersucht. Die Zellen wurden durch wt-,
P122/5L- oder xXSH3G-Viren mit einer MOI von 0,01 infiziert, die Zelliberstande nach
8 h, 24 h, 48 h und 72 h gesammelt und titriert.

Interessanterweise zeigte sich nur ein geringer Einfluss der PKR auf die Replikation
der drei Viren. Wahrend die wt- und P122/5L-Viren unabhangig vom PKR-knockdown
zu fast identischen Titern replizierten, wurde nach PKR-knockdown und xSH3G-
Virusinfektion eine Reduktion des Virustiters von ungefahr 0,7 Log-Stufen gegenuber
PKR-exprimierenden Zellen gemessen (Abb. 26C).

Obwohl die Infektion mit xSH3G-Viren eine verstarkte PKR-Aktivierung auslost
(Abb. 24), die in den infizierten Zellen zu Apoptoseinduktion und Translationinhibition
fuhren kann, sind diese Viren offenkundig dennoch in der Lage zu hohen Titern zu
replizieren (Abb. 26C). Mdglicherweise ist ein Teil der hohen Vermehrungsfahigkeit
also auf eine verstarkte Apoptoseinduktion zurtuckzufuhren, wie dies auch fur In-

fluenza A Viren beschrieben wurde (Ludwig et al., 2006).

3.5 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz im
B/NS1-Protein fluihrt zu gesteigerter Apoptose der infizierten Zellen

Da die Untersuchungen der Signalwege PI3K/Akt, JNK/ATF2 und PKR auf eine ge-
steigerte Apoptose nach Infektion mit dem Influenza B xSH3G-Virus hinwiesen, wur-
de in weiteren Experimenten die Apoptoseinduktion nach Infektion mit wt-, P122/5L-
oder xSH3G-Viren untersucht und die Rolle der Apoptose fur die virale Vermehrung

bestimmt.
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Infolge einer Apoptoseinduktion werden die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 aktiviert.
Die Spaltung von Zielproteinen und die Fragmentierung der DNA fuhren schlief3lich

zum programmierten Zelltod.

Um die virusinduzierte Apoptose in Abhangigkeit von der konservierten Aminosau-
resequenz 121-127 im B/NS1-Protein zu analysieren, wurde in den folgenden Versu-
chen die Aktivitat der Effektor-Caspasen-3 und -7 mit der Spaltung der Poly-ADP-
Ribose Polymerase (PARP) korreliert. PARP ist ein Substrat der aktivierten apoptoti-
schen Effektor-Caspasen und wird als klassischer Apoptosemarker benutzt. Eine Un-
tersuchung der PARP-Spaltung ermdglicht eine weitere Bestatigung der Caspaseak-
tivitat und somit Ruckschlusse auf die Apoptoseaktivitat der Zellen.

Im Versuch wurden A549-Zellen mit den wt-, P122/5L- oder xXSH3G-Viren infiziert und
19 h p.i. entsprechend der Herstellerangaben mit dem Caspase-Glo® -Reagenz
(PROMEGA) behandelt sowie die Lumineszenz gemessen. Mock-behandelte Zellen
fungierten im Versuch als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurde 10 yM Stau-
rosporin eingesetzt, das in Mock-infizierten Zellen ungefahr die 15fache Menge der
Caspase-Aktivitat auslOste als eine Infektion durch das B/Lee/40 wt-Virus (Abb. 27A).
Zur Normalisierung der drei unabhangigen Messungen wurden die Werte der wt-
Virus-infizierten Zellen als 1 definiert und die Ubrigen Messwerte dazu ins Verhaltnis
gesetzt. Wahrend die Caspase-Aktivitat der P122/5L-Virus-infizierten Zellen gegen-
uber den wt-Virus-infizierten Zellen nur leicht erhoht war, fihrte die Infektion mit dem
xSH3G-Virus zu einer signifikant erhohten Caspase-Aktivitat auf ungefahr das
2,3fache gegenuber der wt-Virusinfektion.

Zur Analyse der PARP-Spaltung wurden A549-Zellen mit wt-, P122/5L- oder xSH3G-
Virus infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die Zellproteine wurden
Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und im Immunoblot wurden PARP, NS1 und Aktin
durch spezifische Antikorper detektiert (Abb. 27B).

Zu jedem Zeitpunkt wurde das ungespaltene PARP-Protein in Mock- und Virus-
infizierten Zellen detektiert. Wahrend in wt-Virus-infizierten Zellen eine schwache
Proteinbande des gespaltenen Proteins 6 h und 24 h p.i. zu erkennen war, zeigte
sich in P122/5L-Virus-infizierten Zellen keine durch PARP-Spaltung detektierbare
Caspaseaktivitat. Dagegen konnte in xXSH3G-Virus-infizierten Zellen 6-24 h p.i. eine
gegenuber wt- und P122/5L-Virus-infizierten Zellen deutlich gesteigerte PARP-
Spaltung detektiert werden (Abb. 27B).
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Die PB2-Proteinfarbung verdeutlichte den fortschreitenden Infektionsverlauf, wah-
rend die Detektion von zellularem Aktin die gleichmafige Proteinexpression in den

Zelllysaten veranschaulichte (Abb. 27B).
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Abb. 27: Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz im B/NS1-Protein fihrt zu ge-
steigerter Apoptose der infizierten Zellen. A: Die Caspase 3/7-Aktivitdt ist wahrend Infektion mit
xSH3G-Virus signifikant erhdht. A549-Zellen wurden Mock-behandelt oder mit den indizierten Viren
mit einer MOI von 10 infiziert. Als Positivkontrolle wurden Mock behandelte Zellen mit 10 yM Stau-
rosporin versetzt. 19 h p.i. wurden die Zellen mit Caspase-Glo® -Reagenz nach Herstellerangaben
behandelt und die Lumineszenz gemessen. Die Messwerte von drei unabhangigen Versuchen wurden
normalisiert und zu dem Wert der wt-Virus-infizierten Zellen ins Verhaltnis gesetzt. Dargestellt ist die x-
fache Lumineszenz (Mittelwert+SD). Die statistische Signifikanz der detektierten Differenzen zwischen
wt und xSH3G (p<0,01 (**)) bzw. P122/5L und xSH3G (p=<0,001 (***)) wurde durch Student’s T-Test
berechnet. B: Die Substitution der gesamten NS1-122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz fiihrt zu verstark-
ter PARP-Spaltung im Infektionsverlauf. A549-Zellen wurden fiir 2 d in Infektionsmedium inkubiert.
AnschlieRende Infektion von A549-Zellen mit wt-Virus oder den Virusmutanten P122/5L oder xSH3G
und einer MOI von 10. Die Zellen wurden zu den indizierten Zeitpunkten lysiert und die Zellproteine im
Immunoblot durch PARP-, PB2- und Aktin-spezifische Antikbrper gefarbt. Die Abbildung ist reprasenta-
tiv fur drei unabhangige Versuche.

Die verstarkte PARP-Spaltung in xXSH3G-Virus-infizierten Zellen korreliert mit der im

Caspase-Glo® 3/7 Assay gemessenen erhdhten Caspaseaktivitit der Zellen und
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macht deutlich, dass die verstarkte virale Replikation des xSH3G-Virus in Primaten-
zellen (Abb. 12C/D und 18A) mit einer erhdhten Apoptoseinduktion der infizierten

Zellen einhergeht.

3.5.1 Eine Caspase 3-Inhibition hat nur geringe Folgen fur die Replikation der
Influenza B Viren mit Mutationen im NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv

Die Apoptose Virus-infizierter Zellen wird allgemein als Abwehrmechanismus der Zel-
len betrachtet, um eine Ausbreitung der Viren zu verhindern. Einige Untersuchungen
zeigten jedoch, dass bei Influenza A Viren z. B. die Uberexpression des antiapoptoti-
schen Proteins Bcl-2 oder die Behandlung mit Caspase-Inhibitoren verringerte Virus-
titer zur Folge haben (Olsen et al., 1996; Wurzer et al., 2004). Influenza A Viren
scheinen demnach die apoptotische Reaktion der Wirtszelle zur Optimierung der vi-

ralen Vermehrung nutzen zu konnen (Ludwig et al., 2006).

Um die Abhangigkeit der Replikation von Influenza B Viren von der Apoptoseindukti-
on zu analysieren, wurden infizierte A549-Zellen mit dem in Dimethylsulfoxid (DMSQO)
- gelosten Caspase-3-Inhibitor Z-DEVD-FMK (BD PHARMINGEN™) behandelt. Zur
Bestimmung der geeigneten Inhibitor-Konzentration wurden xSH3G-Virus-infizierte
A549-Zellen mit verschiedenen Mengen des Inhibitors behandelt, nach 24 h lysiert
und der Effekt des Inhibitors auf die PARP-Spaltung im Immunoblot analysiert. Kon-
trollzellen, die mit Solvent (DMSO) inkubiert wurden, zeigten nach xSH3G-
Virusinfektion das PARP-Spaltprodukt, wie in Kapitel 3.5 (Abb. 27B) beschrieben. Die
Behandlung mit 40 yM Z-DEVD-FMK fuhrte zu einer leichten Reduktion der PARP-
Spaltung, wahrend die Inkubation mit 70 yM und 100 uM des Caspase-Inhibitors die
Spaltung des Caspasesubstrates PARP hemmte. Im Immunoblot waren bei diesen
Konzentrationen nur die Proteinbanden des ungespaltenen PARP-Proteins sichtbar
(Abb. 28B). Die Abhangigkeit der Virusreplikation von der Caspaseaktivitat der infi-
zierten Zellen wurde im weiteren Verlauf durch den Einsatz von 70 yM Z-DEVD-FMK
analysiert. A549-Zellen wurden mit dem wt-Virus oder den NS1-Virusmutanten
P122/5L bzw. xSH3G infiziert. Dem Infektionsmedium wurde der in DMSO-gelOste
Caspase-3-Inhibitor zugegeben. Die Kontrollzellen wurden mit der entsprechenden
Menge an DMSO versetzt und fur 48 h inkubiert. Die Zelliberstande wurden mittels
Avicel-Plaque-Assay titriert. Fur den wt zeigte sich nach Caspaseinhibition eine Re-
duktion des Virustiters, die auch von Wurzer und Kollegen fur Influenza A Viren be-
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schrieben wurde (Wurzer et al., 2004). Die Reduktion betrug im Vergleich zur Repli-
kation in DMSO-behandelten Zellen ca. 0,4 Log-Stufen (Abb. 28A).
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Abb. 28: Die Caspase 3-Inhibition hat nur geringe Folgen fiir die Replikation der Influenza B Viren mit
Mutationen im NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv. A: Virusreplikation nach Caspase 3-Inhibition.
Infektion von A549-Zellen mit den indizierten Viren und einer MOI von 1. AnschlieBende Behandlung
der Zellen mit 70 yM Z-DEVD-FMK bzw. DMSO. Abnahme der Zelliberstande nach 48 h Infektion und
Titrierung mittels Avicel-Plaque-Assay. Darstellung der Virustiter in log1o FFU/mI (Mittelwert+SD). n=3.
B: Titrierung des Caspase 3-Inhibitors Z-DEVD-FMK. A549-Zellen wurden mit dem xSH3G Virus und
MOI 1 infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen lysiert. Die Proteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und im
Immunoblot durch PARP-, NS1-, NP- und Aktin-spezifische Antikdrper angefarbt.

Dagegen zeigten die Virusmutanten P122/5L und xSH3G eine von der Caspaseakti-
vitat unabhangige Replikationfahigkeit. Beide Virusvarianten replizierten in DMSO-
oder Z-DEVD-FMK-behandelten Zellen zu jeweils fast identischen Virustitern.

Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die gesteigerte Apoptoseinduktion nach
xSH3G-Infektion nicht die Ursache fur die — im Vergleich zur wt- und P122/5L-
Virusreplikation — erhdhte virale Vermehrung, sondern eine Folge der gesteigerten

Replikation ist.

3.6 Ein globaler Ansatz zur Beschreibung des Interaktoms von NS1-wt-
bzw. xSH3G-Proteinen identifiziert HSP90g als differenziellen Bin-

dungspartner
3.6.1 Detektion der HSP90B-NS1-Interaktion mittels Massenspektrometrie

Wie bereits gezeigt, hat die Substitution des gesamten hochkonservierten 122-P-x-x-
P-x-(K/R)-127-Motivs im B/NS1-Protein sowohl fur das rekombinante Virus als auch
fur die infizierte Wirtszelle Folgen. Wahrend das mutierte Virus zu effizienterer Ver-
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mehrung als das wt-Virus fahig ist, wird die Signaltransduktion einzelner Signalwege

der infizierten Zellen moduliert und es kommt verstarkt zum programmierten Zelltod.

Um die zellulare Schnittstelle der veranderten Signaltransduktion in den infizierten
Zellen zu identifizieren, wurde eine Methode etabliert, die erstmals die Identifikation
und Quantifizierung von NS1-Interaktionspartnern wahrend einer Influenzavirusinfek-
tion in einem globalen Ansatz mittels hochauflésender Massenspektrometrie ermog-

licht. Das Prinzip beruht dabei auf dem Vergleich von zwei Zellpopulationen (Mann,

“ 12

2006). Population A wird in Medium mit den ,leichten® “Cg —Aminosauren Lysin und

Arginin kultiviert, wahrend Population B durch Kultivierung mit °Cg —Lysin und —
Arginin metabolisch markiert wird. Diese Markierungstechnik wird SILAC (Stable Iso-
tope Labeling with Amino acids in Cell culture) genannt. In der vorliegenden Arbeit
wurde Population A mit Influenza B/Lee/40 wt-Virus und Population B mit der
xSH3G-Virusmutante infiziert. Die SILAC-Zellen wurden lysiert, im Verhaltnis 1:1
gemischt und die von Mann beschriebene Vorgehensweise dahingehend erganzt,
dass die Proteinmixtur von Population A und B einer Immunoprazipitation unterzogen
wurde. Mittels eines NS1-Antikorpers wurden NS1-Proteinkomplexe aus den Zellly-
saten prazipitiert. Nach Aufbereitung der Proben wurden die Peptidpaare mithilfe ei-
nes LTQ-Orbitrap-Massenspektrometers (THERMO FISHER SCIENTIFIC) gemes-
sen und mittels Proteome-Discoverer-Software (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
ausgewertet. Bei der Messung im Massenspektrometer wird jedes Peptid als Peptid-
paar detektiert — das Peptid mit der geringeren Masse enthalt die ,leichten® Amino-
sauren der Population A, wahrend das Peptid mit der hdoheren Masse 1306 -
markierte Aminosauren enthalt und von Population B stammt (Abb. 29). Da die
Jleichten” und ,schweren“-Aminosauren bis auf ihre Massendifferenz keine chemi-
schen Unterschiede aufweisen, lasst sich von dem Verhaltnis der Signalintensitat der
Peptid-lonen (heavy/light-ratio) im Massenspektrum direkt auf das relative Protein-
vorkommen in den wt- und xSH3G-NS1-Proteinkomplexen schliel3en. Zellproteine,
die unspezifisch oder nicht Uber das hochkonservierte Motiv an den NS1-Komplex
binden oder deren Bindekapazitat an die konservierten Region 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127 nicht durch die Mutationen beeintrachtigt wurde, wurden mit einem Intensi-
tatsverhaltnis von 1:1 (heavy/light-ratio: ~1) detektiert. Eine hohere Signalintensitat
des ,schwer“-markierten Peptids bedeutet ein hoheres Vorkommen des zugehdrigen
Proteins im NS1-xSH3G-Komplex (heavy/light-ratio: >1). Das identifizierte Protein

bindet damit spezifisch an die substituierte 121-Y-G-G-G-G-G-G-127-Sequenz und
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mit geringerer Intensitat an das wt-NS1-Protein. Eine hohere Signalintensitat des
Jleicht“-markierten Peptids zeigt hingegen dessen spezifische Bindung an das 121-Y-
P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv des NS1-wt-Proteins (heavy/light-ratio: <1).
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Abb. 29: Allgemeiner Versuchsaufbau des SILAC-Experimentes. Die Zellen wurden durch SILAC-

Medium mit ,Jeichtem* "?Ce- bzw. ,schwerem* *Cq- Lysin und Arginin markiert. Nach Infektion mit dem

Wildtypvirus bzw. der xXSH3G-Virusmutante fir 16 h wurden die Zellen lysiert. Die Proteinmenge in
den Zelllysaten wurde bestimmt und die Proteine beider Ansatze wurden im Verhaltnis 1:1 fur die
NS1-Immunoprazipitation eingesetzt. Die prazipitierten Proteinkomplexe wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und zu tryptischen Peptiden verdaut. Der Massenunterschied von schwer zu leicht mar-
kierten Peptiden (heavy/light-ratio) wurde im Orbitrap-Discovery-Massenspektrometer gemessen.

In Tabelle 4 sind Auszuge der Massenspektrometrie-basierten Analyse dargestellt.
Der Schwellenwert fur eine verminderte oder verstarkte Bindung an das NS1-wt-
Protein wurde als heavy/light-ratio von 2 bzw. 0,5 definiert. Die xXSH3G-Mutation hat
demzufolge z. B. eine verstarkte Bindung des heterogenen nuklearen Ribonukleopro-
teins U (HNRPU) und der RNA-abhangigen RNA-Helikase A (DHX9) zur Folge. Au-
Rerdem fuhrte diese Mutation zu einer im Vergleich zum wt-NS1-Protein verringerten
Interaktion mit dem Protein S100-A7.
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Uniprot- | Protein- Anzahl MW der Protein- Peptid- heavy/ heavy/

ID Name der iden- Proteine  Abdeckung Score light- light-
tifizierten (kDa) (%) ratio count
Peptide
P08238 HSP90pB 5 83,2 8,70 27,90 100,000 1
Q96KK5 | HIST1H2AH 2 13,9 15,63 5,01 8,114 2
P11021 HSPAS 22 72,3 37,92 97,36 2,666 20
Q86XP3 | DDX42 2 102,9 2,56 4,93 2,200 2
Q96BA7 | HNRPU 3 79,7 4,43 11,01 2,193 2
C9JZ720 | PHB 2 22,3 10,95 8,89 2,175 3
Q08211 DHX9 9 140,9 9,13 31,35 2,054 8
E7EUT5 | GAPDH 5 27,9 30,38 39,54 1,614 8
P31151 S100A7 5 11,5 47,52 33,69 0,010 11

Tab. 5: Identifikation der HSP90B-NS1-xSH3G-Interaktion durch SILAC-MS/MS-Analyse. A549-Zellen
wurden mit den ">Cg—markierten Aminosauren Lysin und Arginin oder mit den '2C¢—markierten Amino-
sauren Lysin und Arginin kultiviert. Nach Inkorporation der markierten Aminosauren ins Zellproteom
wurden die ,leichten” Zellen mit wt-Virus und die ,schweren” Zellen mit der xSH3G-Virusmutante mit
einer MOI von 4 infiziert. 16 h p.i. wurden die Zellen lysiert, die Proteinkonzentration der Zelllysate
mittels BCA-Test bestimmt und die beiden Zellpopulationen 1:1 gemischt. Die Proteinmixtur wurde
durch Inkubation mit einem NS1-Antikérper und Protein A Agarose einer Immunprazipitation unterzo-
gen. Die eluierten Proteinkomplexe wurden durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Re-
duktion, Alkylierung und ftryptischem Verdau sowie Auftrennung Uber Nano-LC im Orbitrap-
Massenspektrometer gemessen. Die Daten wurden mittels Proteome Discoverer-Software ausgewer-
tet.

Abbildung 30 zeigt exemplarisch drei Quantifizierungsspektren der Proteine Hitze-
schockprotein 903 (HSP90p), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
und S100-A7. Wahrend das Peptid GTNYLADVFEK des S100-A7-Proteins lediglich
als "“Cg-Isoform detektiert wurde (Abb. 30C; heavy/ight-ratio = 0,010), konnte fiir
das konstitutiv exprimierte GAPDH-Protein sowohl das Isotopenmuster des ,leicht"-
markierten Peptids GALQNIIPASTGAAK, als auch das ahnlich starke Signal dessen
~Sschweren” 13C(a-lsoform gemessen werden. GAPDH wurde somit unspezifisch pra-
zipitiert (Abb. 30B; heavy/light-ratio = 1,614).

Eine fur die vorliegende Arbeit wichtige Beobachtung war die im Vergleich zum NS1-
wt-Protein bevorzugte Interaktion des NS1-xSH3G-Proteins mit HSP908. Im Mas-
senspektrum konnte nur das Isotopenmuster des 13Cg;-Lysin-markierten Peptids
NPDDITQEEYGEFYK detektiert werden (Abb. 30A; heavy/light-ratio = 100,000).
Somit wurde in diesem Versuchsansatz HSP90p spezifisch durch das mutierte NS1-
xSH3G-Protein prazipitiert. Bei der Messung von Peptid-lonen in nur einem Quantifi-

zierungskanals (heavy oder light) wurde zur Bildung der heavy/light-ratio das in der
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Abb. 30: Exemplarische Darstellung einiger Quantifizierungsspektren. A: Quantifizierungsspektrum
des Peptids NPDDITQEEYGEFYK des HSP90p-Proteins. Die heavy/light-ratio betragt 100,000. B:
Quantifizierungsspektrum des Peptids GALQNIIPASTGAAK des konstitutiv exprimierten GAPDH-
Proteins. Die heavy/light-ratio betragt 1,614. C: Quantifizierungsspektrum des Peptids
GTNYLADVFEK des S100-A7-Proteins. Die heavy/light-ratio betragt 0,010. Bei Messung von Peptid-
lonen in nur einem Quantifizierungskanal (Markierung des fehlenden Spektrums in rosa) oder bei
Messung von ungeeigneten Peptidsignalen (Markierung des ungeeigneten Signals in hellblau) wurde
zur Bildung der heavy/ligqht—ratio das in der gesamten Messung am niedrigsten gemessene Peptid-lon
verwendet (2,0079 x 10° counts * sec).

Das Chaperon HSP9O0p stabilisiert labile Proteinkonformationen, die z. B. durch we-
nige Aminosaureaustausche entstehen konnen, hat seine Funktion in der Proteinfal-
tung, Komplexbildung sowie Aktivitat seiner Substrate und spielt fir die Regulation
vieler zellularer Prozesse (z. B. der PKR- und Akt-Aktivitat) eine Rolle. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Replikation vieler verschiedener DNA und RNA-Viren von
HSP90 beeinflusst wird (Geller et al., 2012; Tab. 2). Fur Influenza A Viren wurde eine
HSP90-Bindung der Polymerase-Untereinheiten PB1 und PB2 (Naito et al., 2007),
sowie eine Abhangigkeit der effizienten Synthese viraler RNA von der HSP90-
Aktivitat beschrieben (Chase et al., 2008). Die A/INS1-HSP90-Interaktion spielt ver-
mutlich eine Rolle bei der Apoptoseinduktion infizierter Zellen (Zhang et al., 2011).
Eine Funktion des HSP90-Chaperons bei der Vermehrung von Influenza B Viren

wurde bisher nicht beschrieben.
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3.6.2 Die Substitutionen im AS-Motiv 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 fuhren zu ver-
starkter Interaktion des NS1-Proteins mit dem Chaperon HSP90p

Zur weiteren Bestatigung und Analyse der uber SILAC-MS-identifizierten HSP9O0-
NS1-Interaktion wurden 293T-Zellen mit pHW-Vektoren transfiziert, welche fur die
NS-Segmente des wt-Virus oder der NS1-Virusmutanten P122/5L und xSH3G kodie-
ren. 293T-Zellen weisen eine bessere Transfektionseffizienz als A549-Zellen auf und
wurden daher fur diesen Versuch verwendet. Von den pHW-NS-Vektoren werden
das NS1- und das NS2/NEP-Protein transkribiert. In einem Kontrollansatz wurde nur
die DNA fur das NS1-wt-Protein transfiziert (pcDNA-NS1-wt), um eine spezifische
HSP90B-NS1-Bindung unabhangig vom NS2/NEP-Proteins zu bestatigen. Nach In-
kubation und Lyse der transfizierten Zellen wurden die HSP90p-Komplexe durch ei-
nen spezifischen HSPOO0B-Antikdrper prazipitiert und im Immunoblot analysiert
(Abb. 31).
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Abb. 31: Die Substitutionen im NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv fihren zu verstarkter Interaktion
des NS1-Proteins mit dem Chaperon HSP90p. 293T-Zellen wurden Mock-transfiziert, mit pcDNA-NS1-
wt oder mit pHW-NS-wt-, pHW-NS-P122/5L- bzw. pHW-NS-xSH3G-Konstrukten transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden Zelllysate hergestellt und 16 h bei 4 °C mit einem HSP90p-spezifischen Er-
stantikoérper und Protein G Agarose inkubiert. Die prazipitierten Proteinkomplexe wurden nach Auf-
trennung im SDS-Gel durch Immunoblotanalyse detektiert. Die Abbildung ist reprasentativ fir drei
unabhéangige Versuche.

Im Input wurde die gleichmallige Expression der transfizierten NS1-Proteine, sowie
der endogen gebildeten HSP90B- und Tubulin-Proteine detektiert (Abb. 31A). Das
Chaperon HSP90p wurde durch den HSP90p-spezifischen Antikorper in allen IP-
Ansatzen mit  gleicher Intensitat  prazipitiert. Die HSP90pB-NS1-Ko-
Immunoprazipitation bestatigte das Ergebnis aus der massenspektrometrischen Ana-
lyse. Wahrend das NS1-wt-Protein unabhangig vom ko-exprimierten viralen
NS2/NEP-Protein nur schwach vom HSP90-Protein prazipitiert wurde, zeigten die
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mutierten NS1-Proteine P122/5L und xSH3G eine starke Interaktion mit dem zellula-
ren Faktor HSPOOp (Abb. 31B).

3.6.3 Die Substitution des gesamten NS1-122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs fuhrt
zu gesteigerter Assoziation von HSP90g mit NS1 und PB2 in der Infektion

Fur Influenza A Viren wurde bereits eine NS1-HSP90-Interaktion in transfizierten Zel-
len gezeigt (Zhang et al., 2011). AulRerdem wurde eine Interaktion von HSP90 mit
Influenza A Virus PB1- und PB2-Proteinen in transfizierten und infizierten Zellen
nachgewiesen (Naito et al., 2007). Die Zugabe von rekombinantem HSP90o oder
HSP90p hat in einem in vitro-Influenza-RNA-Synthese-System stimulatorische Aktivi-
tat (Momose et al., 2002). Eine HSP90-Inhibition durch Geldanamycin fuhrte hinge-
gen zur verstarkten Degradierung von PB1 und PB2, zur reduzierten Synthese viraler
RNA, sowie zu verzogerter viraler Replikation (Chase et al., 2008). Um mogliche
Ruckschlusse auf die gesteigerte Virusvermehrung der xSH3G-Virusmutante ziehen
zu kdnnen, war es daher von Interesse die NS1-HSP90-Proteinkomplexe in Influenza

B Virus-infizierten Zellen zu analysieren.

Dazu wurden A549-Zellen mit den Viren wt, P122/5L oder xSH3G infiziert. Acht
Stunden nach der Infektion wurden die Zellen lysiert und endogenes HSP90p durch
einen spezifischen Antikorper prazipitiert. Die Proteinkomplexe wurden im Immuno-
blot durch HSP90-, NS1- und PB2-Antikorper analysiert (Abb. 32).

Das endogene HSP90p-Chaperon wurde in allen Infektionsansatzen gleichmalig
prazipitiert (Abb. 32A). Mit diesem Versuchsansatz konnte die Aussage der MS-
Analyse bestatigt werden. Im Vergleich zur schwachen HSP90-NS1-wt-Bindung
konnte eine deutlich verstarkte Interaktion des mutierten NS1-xSH3G-Proteins mit
dem Chaperon HSP9O0 detektiert werden (Abb. 32B). Im Gegensatz zu der Transfek-
tionsanalyse wurde in infizierten Zellen fur die P122/5L-Proteinmutante eine ahnlich
schwache HSP90-Interaktion wie fur das wt-Protein nachgewiesen.
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In den xSH3G-Virus-infizierten Zellen konnte eine Interaktion von HSP90 mit dem
viralen Polymerase-Protein PB2 gezeigt werden. In wt- und P122/5L-Virus-infizierten
Zellen fand eine HSP90-PB2-Interaktion dagegen nicht statt (Abb.32B).

3.6.4 Inhibition von HSP9O0 verringert die Vermehrung von Influenza B Viren

Das zellulare Chaperon HSP90 beeinflusst die Funktionsweise zahlreicher zellularer
Signalwege. Viele DNA- und RNA-Viren, die wahrend ihrer Replikation auf die Pro-
teinfunktionen der Wirtszelle zuruckgreifen, reagieren daher auf eine HSP90-
Inhibition mit verminderter Vermehrungsfahigkeit (Geller et al., 2012). Um die Bedeu-
tung des zellularen HSP90-Chaperons fur die Influenza B Virusvermehrung zu ana-
lysieren, wurde der Inhibitor Geldanamycin (GA) verwendet, der durch Bindung der
ATPase-Domane von HSP90 dessen Funktion hemmit.

A549-Zellen wurden mit dem wt-Virus oder den NS1-Virusmutanten P122/5L oder
xSH3G infiziert und wahrend der Inkubationszeit mit 800 nM GA behandelt. Die Zell-
uberstande wurden 24 h p.i. abgenommen und titriert.
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Abb. 33: Inhibition von HSP90 verringert die Vermehrung von Influenza B Viren. A549-Zellen wur-
den mit den Viren wt, P122/5L und xSH3G mit einer MOI von 0,01 infiziert. Dem Infektionsmedium
wurde 800 nM DMSO-geléstes Geldanamycin (GA) bzw. die entsprechende Menge DMSO (Positiv-
kontrolle) zugesetzt. 24 h p.i. wurden die Uberstdnde gesammelt und durch Avicel-Plaque-Assay
titriert. Die Abbildung zeigt die Werte aus drei unabhangigen Versuchen und den jeweiligen Mittelwert.

Es zeigte sich bei allen drei Virusvarianten eine vergleichbare Abhangigkeit vom zel-
lularen Chaperon HSP90. Die Virustiter des wt-, P122/5L- und xSH3G-Virus sanken
infolge der GA-Behandlung um ungefahr 0,5 Log-Stufen (Abb. 33). HSP90 unter-
stutzt demnach auch die Influenza B Virusvermehrung. Der unspezifische Effekt der
Geldanamycin-Behandlung deutet darauf hin, dass neben dem mutierten NS1-
Protein auch andere virale Proteine von der HSP90-Funktion abhangig sind. Auch die
Beeintrachtigung von HSP90-abhangigen zellularen Signalwegen, die fur die In-
fluenza B Virusvermehrung wichtig sind (z. B. vermittelt durch Akt und PKR — siehe

Abb. 7), kdnnten diese Beobachtung erklaren.
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4 Diskussion

Die hohe Fehlerrate der RNA-Polymerase von Influenzaviren (ungefahr ein Fehler
pro repliziertem Genom) fuhrt zu einer schnellen Anpassung der Viren an veranderte
Bedingungen in der Wirtszelle. Durch Mutationen in der Nukleotidsequenz der viralen
Gensegmente entstehen in der infizierten Zelle Proteinvarianten, welche das Uberle-
ben und die Verbreitung der adaptierten Viren sichern (Boivin et al., 2010). Die ho-
hen Mutationsraten, die PopulationsgroRe und die kurze Replikationszeiten befahi-
gen das Virus aullerdem zur Resistenzentwicklung gegen antivirale Therapien, die
spezifisch gegen Virusproteine gerichtet sind (Geller et al., 2012). Proteinbereiche,
die trotz der hohen Mutationsrate unter den Virusstammen hochkonserviert sind,
weisen auf strukturell oder funktionell wichtige Sequenzabschnitte hin, auf deren
Funktion die Viren nur schlecht verzichten kdnnen. Antivirale Medikationen, welche
diese Proteinfunktionen torpedieren, hatten daher vielversprechende Therapieaus-

sichten.

Im Fokus dieser Arbeit stand das NS1-Protein von Influenza B Viren. Die NS1-
Proteine von Influenza A und B Viren sind essentiell fur die effiziente Virusreplikation
und antagonisieren das Typ I-Interferonsystem der Zelle (Dauber et al., 2004; Do-
nelan et al., 2004; Wathelet et al., 1998; Ludwig et al., 2002), haben jedoch eine ge-
ringe Sequenzidentitat von weniger als 25 %. Wahrend fur das A/NS1-Protein bislang
viele zellulare Interaktionspartner und molekulare Wirkmechanismen beschrieben
wurden, liegen fur das B/NS1-Protein vergleichsweise wenig Informationen in der
Literatur vor (siehe Kapitel 1.1.4 und 1.1.5). Die in silico-ldentifikation des in Uber 300
Influenza B Virusstammen hochkonservierten NS1-Proteinbereichs 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127 mit Homologie zum Klasse II-SH3-Bindemotiven (PxxPxK/R) lies bisher
unbekannte und fur die effiziente Virusvermehrung relevante Proteinfunktionen ver-

muten.

Um die Funktion der hochkonservierten Aminosauresequenz 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-
127 des B/NS1-Proteins aufzuklaren, wurden in der vorliegenden Arbeit Virusmutan-
ten mit Substitutionen in dem konservierten Proteinbereich generiert. Unerwarteter-
weise fuhrte die Mutation der gesamten konservierten Sequenz zu 122-G-g-g-G-g-G-
127 zu einer robusten Erhohung der Replikationsfahigkeit in humanen Zellen. Diese
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zusatzlich erzeugte Funktion der Aminosauresubstitution ging im Vergleich zum Wild-
typ mit verstarkter viraler Genexpression, sowie erhohter Apoptoseinduktion der infi-
zierten Wirtszellen einher, hatte jedoch keinen Einfluss auf deren IFNB-Expression.
Letztlich konnte gezeigt werden, dass die vollstandige Substitutionen des Aminosau-
remotivs 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127 wahrend der Infektion zu einer verstarkten Interak-
tion des NS1-Proteins mit viralen Polymerasekomponenten und dem Wirtszellchape-
ron HSP90p fuhren.

Die Kenntnis Uber die Funktionsweise des B/NS1-Proteins in der Wirtszelle ist fur die
Entwicklung von antiviralen Pharmazeutika von besonderem Interesse. Durch den
gezielten Angriff von hochkonservierten Sequenzen des viralen Proteins oder von
Wirtsfaktoren, die der Virusreplikation zutraglich sind, konnte die Resistenzentwick-

lung der Viren in Zukunft erschwert werden.

4.1 Die Substitution der gesamten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz im
B/NS1-Protein fuhrt durch verstarkte HSP90-PB2-Bindung zu gestei-
gerter Replikation von Influenza B Viren in humanen Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der konservierten 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127-Aminosauresequenz auf die Replikationsfahigkeit von Influenza B Viren
untersucht. Die Substitution der beiden hochkonservierten Proline zu P122/5L hatte
in humanen Zelllinien eine leicht verstarkte Replikation der Virusmutante von unge-
fahr einer Log-Stufe gegenuber dem wt-Virus zur Folge. Die Mutation der Proteinre-
gion zu 121-Y-G-g-g-G-g-G-127 (xSH3G) fuhrte hingegen zu signifikant erhohter vi-
raler Vermehrung von 2-3 Log-Stufen in humanen Zellen (Abb. 12C/D). AuRerdem
konnten fur die viralen Proteine dieser Virusmutante eine um ca. 2 h beschleunigte
Expression (Abb. 13) und eine fruhe Relokalisierung ins Zytoplasma im Vergleich zu
den wt-Virusproteinen gezeigt werden (Abb. 14). Demgegenuber hatte die Substituti-
on der hochkonservierten Aminosauresequenz keinen Einfluss auf die Replikations-
fahigkeit des humanpathogenen Virus in kaninen Epithelzellen und im embryonalen
Brutei (Abb. 12A/B). Die Funktion der hochkonservierten 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-
Aminosauresequenz im NS1-Protein von Influenza B Viren scheint damit interessan-
terweise auf Primatenzellen beschrankt zu sein. Inwieweit sich der Phanotyp der
xSH3G-Virusvariante auch in vivo bestatigt, konnte im Tiermodell weiterfihrend un-
tersucht werden.
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Die konservierten Aminosauren 121-127 sind im NS1-Protein in einem Bereich loka-
lisiert, der fur die Funktion der Interferon-Antagonisierung von Bedeutung ist (Do-
nelan et al., 2004). Daher stellte sich die Frage, ob die Aminosauresubstitutionen in
dieser Proteinregion Einfluss auf die Fahigkeit der Interferon-Antagonisierung des
NS1-Proteins haben. Dies konnte experimentell ausgeschlossen werden. Die beiden
Virusmutanten P122/5L und xSH3G sind wie das wt-Virus in der Lage die IFN-
Expression in A549-infizierten Zellen zu unterdriucken (Abb. 18B). Der Einfluss von
Interferon auf die Vermehrung der 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Virusmutanten wurde
durch Infektion IFN-defizienter Vero-Zellen analysiert. Hierbei zeigte sich eine ahnli-
che Vermehrungskinetik der Viren wie auf IFN-kompetenten humanen Zelllinien
(Abb. 18A). Demnach ist das xSH3G-Virus unabhangig vom IFN-Level in den infizier-
ten Zellen zu einer stark erhohten Virusreplikation fahig. In IFN-kompetenten A549-
und Calu3-Zellen sind beide Virusmutanten zur IFN-Antagonisierung fahig und zei-
gen daher in diesen Zellen eine ahnliche Replikationskinetik wie in IFN-defizienten

Vero-Zellen.

In den xSH3G-Virus-infizierten Zellen wurde eine verstarkte Apoptoseinduktion nach-
gewiesen (Kapitel 3.5 und 4.3). Da Influenza A Viren durch proapoptotische Mecha-
nismen spat im Infektionsverlauf den programmierten Zelltod induzieren (Zhirnov und
Klenk, 2007) und die antiapoptotische Reaktion der Wirtszelle zur Optimierung der
viralen Vermehrung nutzen zu kénnen (Ludwig et al., 2006), wurde in dieser Arbeit
durch einen Caspase-3-Inhibitor die Rolle der Apoptose fur die Vermehrungsfahigkeit
von Influenza B Virus analysiert. Wahrend die Apoptoseinhibition zu einer Reduktion
der wt-Virusvermehrung um ungefahr 0,4 Log-Stufen fuhrte, hatte die Inhibition der
Caspase-3 keinen Einfluss auf die verstarkte Virusreplikation der xSH3G-
Virusmutante (Abb. 28). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die gesteigerte
Apoptoseinduktion nach xXSH3G-Infektion nicht die Ursache fur die — im Vergleich zur
wt- und P122/5L-Virusreplikation — erhohte virale Vermehrung, sondern eine Folge

der gesteigerten Replikation ist.

Die NS1-Proteine beider Virusvarianten P122/5L und xSH3G interagierten verstarkt
mit dem Nukleoprotein viraler Ribonukleoproteinkomplexe (Abb. 17) und fuhrten im
Vergleich zum NS1-wt-Protein zu verstarkter viraler Genexpression (Abb. 16B). Den-

noch zeigte nur die xSH3G-Virusmutante eine erhohte virale Replikationsfahigkeit
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von bis zu 3 Log-Stufen und eine beschleunigte virale Proteinexpression in humanen
Zelllinien (Abb. 12C/D und 13). Daher stellte sich die Frage, wie sich die deutlichen
Unterschiede zwischen xSH3G- und wt- bzw. P122/5L-Virusreplikation dennoch er-
klaren lassen. Durch ein Massenspektrometrie-basiertes Verfahren und Ko-
Immunoprazipitations-Analysen konnte das Wirtzellchaperon HSP90p als mdogliche
zellulare Schnittstelle fur die verstarkte Vermehrung der xSH3G-Virusmutante identi-
fiziert werden. Infolge der xXSH3G-Mutationen im hochkonservierten 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127-Bereich wurde eine Bindung von NS1 an HSP90 in infizierten Zellen
nachgewiesen (siehe Kapitel 3.6). Diese Protein-Protein-Interaktion von Virus und
Wirtszelle resultierte in einer HSP90-PB2-Bindung, die in wt- und P122/5L-Virus-
infizierten Zellen nicht detektiert werden konnte (Abb. 32B).

Wie kann eine B/NS1-HSP90-Interaktion die erhohte Replikationsfahigkeit der
xSH3G-Virusmuante erklaren? Eine Interaktion des viralen NS1-Proteins mit HSP90
wurde bereits fur Influenza A Virus beschrieben. Diese Bindung resultierte in der
Apoptoseinduktion der infizierten Zellen (Zhang et al., 2011). Ferner wurde fur das
A/NS1-Protein eine Interaktion mit viralen Ribonukleoproteinkomplexen (VRNP) be-
schrieben und dessen regulatorische Aktivitat bei der viralen RNA-Synthese vermutet
(Marion et al., 1997, Robb et al., 2011, Min et al., 2007, Shimizu et al, 1994). In vor-
hergehenden Studien konnte zudem eine Bindung von HSP90 an die viralen Poly-
merasekomponenten PB1 und PB2 des Influenza A Virus nachgewiesen werden. In
einem In vitro-Assay stimulierte HSP90 die virale RNA-Synthese (Momose et al.,
2002; Naito et al., 2007). Aus diesen Beobachtungen ergab sich folgendes Modell fur
Influenza A Virus: HSP90 wird parallel mit PB1 und PB2 in den Zellkern transportiert
und bildet zusammen mit den beiden Polymerase-Untereinheiten einen stabilen
Komplex, bevor durch PA-Bindung der ternare Polymerase-Komplex gebildet wird
(Abb. 8). HSP90 scheint demnach bei dem nuklearen Transport der Polymerase-
Untereinheiten PB1 und PB2 involviert zu sein, sowie als Chaperon des PB1-PB2-
Komplexes wahrend der Assemblierung mit der PA-Untereinheit zu dienen (Naito et
al., 2007). Die Inhibition von HSP90 durch Geldanamycin reduzierte die Halbwertzeit
von PB1 und PB2 in der Zelle und hemmte den nukledaren Import von PB1 und PA.
Dadurch wurden weniger virale RNP-Komplexe in den infizierten Zellen gebildet und
es kam zu verminderter RNA-Synthese sowie zu einer reduzierten viralen Vermeh-
rung von 1-2 Log-Stufen in der Anfangsphase (bis 36 h p.i.) der Influenza A Virusin-
fektion (Chase et al., 2008).
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Anhand der Ergebnisse fur Influenza A Viren und der Erkenntnisse der vorliegenden
Arbeit kann fur die Influenza B Virusinfektion und die erhohte Replikation der xSH3G-
Virusmutante folgendes Modell zur Erklarung des Befundes vorgeschlagen werden.
In der fruhen Infektionsphase replizieren das wt-Virus und die NS1-Virusmutanten zu
ungefahr gleichen Virustitern. Erst nach Expression der Nichtstrukturproteine ab etwa
8 h p.i. werden Replikationsunterschiede sichtbar (Abb. 13 bzw. 12C/D). Wahrend
eine Bindung des wt-NS1-Proteins mit HSP90 nicht nachweisbar ist (Kapitel 3.6 und
Abb. 34A), interagiert das mutierte NS1-xSH3G-Protein mit dem zellularen HSP90-
Chaperon (Kapitel 3.6), sowie verstarkt mit den Komponenten NP und PB2 des
VRNP-Komplexes (Abb. 17). Es entsteht ein Komplex aus HSP90-, PB2- und dem
xSH3G-NS1-Protein (Abb. 32B und 34B). HSP90 wird zusammen mit PB2 in den
Zellkern transportiert und unterstutzt durch die verstarkte Bildung der ternaren Poly-
merase-Komplexe die virale Genexpression und Virusreplikation der xSH3G-
Virusmutante im Vergleich zum wt-Virus (Abb. 34B). Eine HSP90-PB1-Interaktion,
die in Influenza A Virus-infizierten Zellen detektiert wurde (Naito et al., 2007), konnte
in der vorliegenden Arbeit durch fehlende Influenza B/PB1-spezifische Antikorper
nicht Uberpruft werden. Eine Bindung von HSP90 an den binaren PB1-PB2-Komplex
ist ebenfalls moglich. Weiterhin ist fraglich, ob bzw. zu welchem Zeitpunkt der Infekti-
on das NS1-xSH3G-Protein aus dem HSP90-PB2-Komplex freigesetzt wird
(Abb. 34B).

Dieses Modell kann ebenfalls fur die NS1-P122/5L-Proteinvariante angewendet wer-
den. In transfizierten Zellen bindet das mutierte Protein das zellulare Chaperon
HSP90 (Abb. 31B), sodass bei Ko-Transfektion der Polymerase-Untereinheiten eine
Rekrutierung von PB2 an HSP90 stattfindet (Abb. 34B). In infizierten Zellen wird das
NS1-P122/5L-Protein nicht durch HSP90 gebunden (Abb. 32B). Es findet keine Rek-
rutierung von PB2 statt (Abb. 32B) und die Polymerase-Assemblierung verlauft wie in
wt-Virus-infizierten Zellen (Abb. 34A). Die verstarkte Genexpression nach PB2-NS1-
P122/5L-Ko-Transfektion im Luziferase-Assay (Abb. 16B) lasst sich somit unabhan-
gig von der Replikationseffizienz des P122/5L-Virus erklaren (Abb. 12C/D).
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Abb. 34: Modell zum nuklearen Import der Polymerase-Untereinheiten und zur Assemblierung des
Polymerasekomplexeses in wt-Virus- (A) und xSH3G-Virus-infizierten (B) Zellen. Details siehe Text.

Zwei ahnliche Aminosauremotive zum konservierten 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-
Sequenzbereich im B/NS1-Protein wurden im A/NS1-Protein von Influenza
A/PR/8/34 (H1N1) Viren als SH3-Bindemotive beschrieben. Die Mutation des C-
terminalen SH3-Bindemotivs (212-S-P-L-T-P-216 zu 212-S-A-L-T-A-216) im A/NS1-
Protein fuhrte nur zu leicht abgeschwachter Vermehrung der rekombinanten Viren in
MDCKII-Zellen. Hingegen fuhrten die Aminosauresubstitutionen 164-P-S-L-P-167 zu
164-A-S-L-A-167 bzw. die Mutation beider SH3-Bindemotive zu einer Reduktion der
viralen Replikationsfahigkeit von ungefahr einer Log-Stufe. Funktionell wurde diese
verminderte Vermehrungsfahigkeit mit einer reduzierten NS1-p858-Interaktion und
einer verminderten PI3K/Akt-Aktivierung begrundet (Shin et al., 2007). Fur Influenza
A/PR/8/34-Viren wurde eine HSP90-Bindung an die Polymerase-Untereinheiten PB1
und PB2 beschrieben (Naito et al., 2007). Inwieweit die Substitution der C-terminal
lokalisierten SH3-Bindemotive des A/NS1-Proteins mit der HSP90-Funktion der Po-

lymerasekomplex-Assemblierung zusammenhangt, ist bisher ungeklart.
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Das Modell zum Einfluss des Wirtsfaktors HSP90 auf die Assemblierung der viralen
Polymerasekomplexe von Influenza B Virus wirft die Frage auf, warum das zellulare
Chaperon HSP90 mit der NS1-xSH3G-Proteinmutante interagiert und dadurch der
Virusmutante gegenuber dem wt-Virus einen Replikationsvorteil verschafft. Die zellu-
laren HSP90-Chaperone machen ungefahr ein bis zwei Prozent des Proteingehalts
von Zellen aus und unterstutzen unter anderem die Proteinfaltung, -reifung und -
aktivitat ihrer zellularen und viralen Substrate. Eine HSP90-Inhibition hat daher hau-
fig die Degradierung eines Proteins zur Folge. Viele virale Proteine sind — wie das
NS1-Protein von Influenza B Viren — aufgrund der limitierenden Grofe des viralen
Genoms multifunktionell und daher strukturell sehr komplex. Diese Komplexitat sowie
die hohe Mutationsrate der RNA-Virus-Polymerase haben eine Abhangigkeit der vira-
len Proteine von zellularen Chaperonfunktionen zur Folge. Chaperone puffern die
schadliche Wirkung der Mutationen, halten somit die Proteinaktivitaten aufrecht und
erleichtern virale Adaptationen an antivirale Bedingungen in der Wirtszelle. Der exak-
te Mechanismus wie HSP90 in den Vermehrungszyklus eingreift, ist fur viele Viren
jedoch noch unbekannt (Geller et al., 2012).

Eine ahnliche Beobachtung der HSP90-Bindung infolge von Proteinmutationen
machte Blagosklonny fur eine mutierte Form des Tumor-Suppressorproteins p53
(p53-143%). Diese mutierte p53-Form, aber nicht das wt-Protein bindet an das Cha-
peron HSP90. Die Inhibition von HSP90 durch Geldanamycin hat eine Destabilisie-

ala

rung von p53-143™" zur Folge. Das mutierte Protein kann im Gegensatz zum p53-wt-
Protein immunologisch nur noch schwer nachgewiesen werden (Blagosklonny et al.,

1996).

Fir das NS1-Protein von Influenza B Viren konnte aus diesen Erkenntnissen eine
strukturelle Eigenschaft des konservierten Aminosauremotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-
127 abgeleitet werden. Die Bindung von HSP90 an das mutierte NS1-Protein resul-
tiert aus Substitutionen in dem zentral lokalisierten Aminosauremotiv. Das NS1-wt-
Protein interagiert nicht oder nur in geringem Malde mit dem Hilfsprotein und bendtigt
dessen Eigenschaften offenbar nicht. Moglicherweise unterstitzt das hochkonser-
vierte Proteinmotiv 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 die Bildung von NS1-Proteinen, deren
stabile Konformation unabhangig von zellularen Chaperon-Proteinen ist. Im Gegen-
satz dazu benotigen die P122/5L- und xSH3G-Proteinmutanten das HSP90-
Chaperon vermutlich zur korrekten Proteinfaltung und Aufrechterhaltung ihrer Pro-

teinfunktion. Wahrend in transfizierten Zellen beide mutierten NS1-Proteine P122/5L
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und xSH3G das HSP90-Chaperon binden (Abb. 31B), ist in infizierten Zellen nur eine
HSP90-Interaktion des mutierten xSH3G-Proteins detektierbar (Abb. 32B). Offenbar
konnen die zwei Substitutionen P122/5L im NS1-Protein wahrend der Infektion durch
andere virale Faktoren, z. B. durch Bindung des Nukleoproteins (Abb. 17), ausgegli-
chen werden und nur das NS1-Protein mit vollstandig substituiertem Motiv (122-G-g-
g-G-g-G-127) bendtigt zur Unterstlutzung seiner Stabilitat das zellulare Chaperon. In
weiteren Untersuchungen konnte die Aktivitdat von HSP90 durch Geldanamycin-
Behandlung inhibiert werden und die Stabilitat der mutierten NS1-Proteine in trans-
fizierten bzw. infizierten Zellen durch immunologische Detektion Uberpruft werden.

Fir Influenza B Viren wurde in dieser Arbeit erstmals eine Bindung von HSP90 und
viralen NS1-Proteinmutanten beschrieben. Wahrend das NS1-wt-Protein nicht nach-
weisbar mit dem HSP90-Chaperon interagiert, fuhrten die gezielten Veranderungen
P122/5L und xSH3G im mittleren Bereich des multifunktionellen Proteins zur HSP90-
Bindung. Eine Degradierung der Proteinvarianten wurde nicht detektiert (Abb. 13),
ebensowenig eine verringerte Virusreplikation gegenuber der des wt-Virus (Abb. 12).
Das HSP90-Protein scheint damit auch bei Influenza B Viren auftretende Mutationen
und deren schadliche Wirkung fur die Virusvermehrung zu puffern und somit die An-
passung an veranderte Umweltbedingungen zu gewahrleisten. Die HSP90-Inhibition
mit einer Geldanamycin-Konzentration, die die Zellviabilitat nicht beeintrachtigt (Cha-
se et al., 2008), fuhrte sowohl bei den NS1-Virusmutanten als auch bei dem wt-Virus
zu einer geminderten Virusreplikation von ungefahr 0,5 Log-Stufen (Abb. 33). Dieser
Effekt deutet darauf hin, dass neben dem mutierten NS1-Protein auch andere virale
Proteine von der HSP90-Funktion abhangig sein konnten. Aulerdem werden durch
Reduktion der HSP90-Aktivitat fur die virale Replikation wichtige zellulare Signalwe-
ge (z. B. vermittelt durch Akt und PKR — Abb. 7 und 35) beeintrachtigt.

4.2 B/NS1 bindet Uiber das Sequenzmotiv 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 das
Adaptorprotein Crk und supprimiert den JNK/ATF2-Signalweg

Das konservierte 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motiv im B/NS1-Protein zeigt Homolo-
gien zu dem Sequenzmotiv 212-P-P-L-P-P-K-217, das im NS1-Protein vieler aviarer
Influenza A Viren, sowie des ,Spanischen Grippe“-Virus identifiziert wurde. Diese Se-
quenz ist fur die Interaktion der NS1-Proteine mit den SH3-Domanenproteinen

96



Crk/CrkL wichtig (Heikkinen et al., 2008). Auch das konservierte 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/IR)-127-Motivs im B/NS1-Protein ist fur die Bindung des zellularen Adaptorproteins
Crk verantwortlich. In Immunprazipitationsanalysen konnte eine Korrelation zwischen
der Anzahl der Aminosaureaustausche in diesem Motiv und der Starke der Crk-
B/NS1-Interaktion gezeigt werden. Je mehr die 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Sequenz
verandert wurde, desto weniger Crk-B/NS1-Komplexe wurden detektiert (Abb. 19).
Die Crk-B/NS1-Interaktion findet Uberwiegend im Zellkern und frih im Infektionsver-
lauf statt (Abb. 20). Das virale NS1-Protein ist zu diesem Zeitpunkt Uberwiegend in
nuklearen Speckledomanen lokalisiert und verhindert durch die Crk-Bindung mog-
licherweise eine direkte Crk-JNK-Interaktion, die zu JNK-Aktivierung fuhrt (Girardin
und Yaniv, 2001) (Abb. 35A). Die vollstandige Substitution des konservierten Motivs
fuhrte neben einer stark abgeschwachten Crk-NS1-Bindung (Abb. 19) zu einer ver-
starkten JNK/ATF2-Signaltransduktion (Abb. 21). Gesteigerte ATF2-Aktivierung kor-

reliert mit erhohter Apoptoseinduktion (Abb. 35B).
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Abb. 35: Auswirkungen der vollstdndigen Substitution des B/NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs.
Auswirkungen des konservierten Sequenzmotivs (PxxPxK) (A) oder seiner vollstdndigen Substitution
(GggGgG) (B) sind durch rote Pfeile bzw. Balken dargestellt. Schwarze Balken symbolisieren Protein-
Protein-Interaktion, schwarze Pfeile den Verlauf eines Signalweges. Details siehe Text.

Dennoch hat die Reduktion der zellularen Crk-Proteinmenge durch Stilllegung der
Crkl/ll-mRNA nur geringe Auswirkungen auf die Vermehrungsfahigkeit von Influenza
B Virus (Abb. 23). Diese Effekte der SH3-Bindemotiv-abhangigen Crk-NS1-Bindung
auf die zellulare JNK/ATF2-Signaltransduktion und virale Replikation wurden bereits
fur aviare Influenza A Viren beschrieben (Hrincius et al., 2010). In der vorliegenden
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Arbeit konnte nun erstmal gezeigt werden, dass das konservierte 121-Y-P-x-x-P-x-
(K/R)-127-Motiv im B/NS1-Protein ahnliche Auswirkungen auf die Crk-abhangige
Signaltransduktion in infizierten Zellen hat. Diese Funktion des konservierten P-x-x-
P-x-K/R-Motivs scheint also zwischen aviaren Influenza A- und humanpathogenen

Influenza B Virusstammen konserviert zu sein.

Das Sequenzmotiv 212-P-x-x-P-x-(K/R)-217 im NS1-Protein aviarer Influenza A Viren
fuhrt aulerdem zu verstarkter PI3K/Akt-Aktivierung (Heikkinen et al., 2008). Die Akti-
vierung dieses Signalweges findet bei Influenza B Viren nur sehr frih im Infektions-
verlauf durch die Virusbindung und -aufnahme durch die Wirtszelle und damit unab-
hangig von der Expression des viralen NS1-Proteins statt (Ehrhardt et al., 2007).
Dennoch fuhrt die vollstandige Substitution des 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs im
B/NS1-Protein spat in der Infektion zu einer Reduktion der Akt-Phosphorylierung un-
ter das basale Hintergrund-Niveau, das nach wt- und P122/5L-Infektion erreicht wird
(Abb. 22). Moglicherweise ist auch diese Beobachtung mit der HSP90-NS1-
Interaktion zu begrinden. Durch eine HSP90-Akt-Bindung kdnnte die phosphorylierte
Form des Akt-Proteins stabilisiert werden. Eine Inhibition dieser Interaktion macht Akt
fur die Phosphatase PP2A zuganglich. Das Akt-Protein wird dephosphoryliert und in
den Zellen wird Apoptose induziert (Abb. 7B; Sato et al., 2000). Daher konnte die
Bindung von HSP90 an das destabilisierte NS1-xSH3G-Protein die HSP90-Akt-
Interaktion so reduzieren, dass zum Zeitpunkt der NS1-Expression (ab 6 h p.i. — Abb.
13) die Akt-Phosphorylierung in der Infektion abnimmt (Abb. 22 und 35). Diese Hypo-
these der Akt-NS1(xSH3G)-Konkurrenz um eine HSP90-Bindung konnte in weiteren

Analysen durch Ko-Immunoprazipitation Uberpruft werden.

4.3 Die vollstandige Substitution des 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs
fuhrt zu gesteigerter PKR-Aktivierung und Apoptoseinduktion in infi-

Zierten Zellen

In Kapitel 4.2 wurden die Auswirkungen des NS1-121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs
auf zwei zellulare Signalwege wahrend der Infektion beschrieben. Sowohl die Supp-
ression des JNK/ATF2-Signalwegs, als auch die basale Phosphorylierung von Akt
unterdrucken in der wt-Virus-infizierten Zelle die Induktion der Apoptose (Abb. 35A).
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Ein anderer apoptotischer Signalweg, dessen Aktivierung ebenfalls durch das NS1-
Protein reguliert wird, verlauft Uber die Proteinkinase R (PKR). Durch die N-terminale
Bindung doppelstrangiger RNA interagiert das B/NS1-Protein mit PKR und inhibiert
deren Aktivierung (Dauber et al., 2006). Da aktivierte PKR die FADD-vermittelte
Caspase-8-Aktivierung induziert und somit zur Apoptoseinduktion der infizierten Zel-
len fuhrt (Abb. 35; Garcia et al., 2007), kann durch den Mechanismus der NS1-PKR-
Interaktion die Apoptoseinduktion Virus-infizierter Zellen unterdrickt werden (Abb.
35A).

Die vollstandige Substitution des zentral lokalisierten NS1-122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-
Motivs fuhrte in infizierten Zellen zu einer Aktivierung der Proteinkinase R (Abb. 24),
sowie zu verstarkter Apoptose (siehe Kapitel 3.5). Aktivierte PKR phosphoryliert den
Translationsinitiationsfaktor elF2a, der dadurch inaktiviert wird und die zellulare
Translationsmaschinerie und die davon abhangige virale Replikation hemmt (Sa-
muel, 1988). Eine verminderte Virusreplikation aufgrund einer Translationsinhibition
konnte jedoch nicht festgestellt werden: das mutierte Virus zeigte sogar eine stark
erhohte Replikationsfahigkeit, die mit frihzeitig einsetzender viraler Genexpression
verbunden war (Abb. 12C/D, Abb. 13 und Kapitel 4.1). Eine Reduktion der zellularen
PKR-Proteinmenge durch einen stabilen PKR-knockdown wirkte sich nur minimal auf
die virale Replikation von wt-Virus und der P122/5L-Virusmutante aus (Abb. 26). Die
leicht reduzierte xSH3G-Virusreplikation von ungefahr 0,7 Log-Stufen nach PKR-
knockdown lasst einen Einfluss der Proteinkinase R auf die effiziente Virusvermeh-
rung vermuten, erklart aber nicht vollstandig die stark gesteigerte Replikationsfahig-
keit der Virusmutante gegenuber dem wt-Virus (Abb. 26).

Ahnliche Beobachtungen machten Min und Kollegen fiir die zentral lokalisierten Ami-
nosauren 123-1-M-D-K-N-127 des NS1-Proteins von Influenza A/Udorn/72 (H3N2)
Virus. Die Mutation dieser Aminosauren hatte eine verringerte PKR-NS1-Bindung,
sowie eine verstarkte Aktivierung der zellularen Proteinkinase zur Folge. Aufierdem
fuhrte die Substitution der Aminosauren 123 und 124 zu Alaninen zu vermehrter vira-
ler RNA-Synthese, Proteinexpression und beschleunigter Virusreplikation. Sie
schlussfolgerten aus diesen Ergebnissen, dass der Bereich 123-127 des A/NS1-
Proteins fur die direkte Interaktion mit PKR und deren Inhibition verantwortlich ist
(Min et al., 2007).
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Fir die zentral lokalisierten Aminosauren 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im B/NS1-
Protein konnte hingegen keine Beteiligung an der PKR-NS1-Bindung nachgewiesen
werden (Abb. 25).

Wie konnte ein gemeinsames Modell fur den Effekt der PKR-Aktivierung nach Muta-
tionen im zentralen Bereich der NS1-Proteine von Influenza A und B Viren ausse-
hen? Auch hier konnte die Bindung des zellularen HSP90-Chaperons an die mutier-
ten NS1-Proteine eine Rolle spielen. Moglicherweise wird HSP90 auch zur
Proteinfaltung und —funktion der mutierten A/NS1-Proteine bendtigt. Die schnelle
Produktion der strukturell komplexen und durch Mutationen veranderten viralen
(NS1-)Proteine fuhrt das zellulare Chaperonsystem maoglicherweise an seine Kapazi-
tatsgrenzen (Geller et al., 2012), sodass andere HSP90-abhangige Wirtsproteine —
wie z. B. PKR — nicht mehr durch das Chaperon gebunden werden kdnnen.

Das HSP90-Chaperon wird auch fur die Proteinfaltung und —reifung der Proteinkina-
se R bendtigt und fungiert zudem als PKR-Repressor. Durch doppelstrangige RNA
oder HSP90-Inhibition dissoziiert der HSP90-PKR-Komplex und es kommt zur Kina-
seaktivierung (Abb. 7A; Donzé et al., 2001). Die HSP90-NS1-Bindung infolge der
zentral lokalisierten Aminosauresubstitutionen im NS1-Protein konnte somit zu einer
Reduktion der reprimierenden PKR-HSP90-Bindung fuhren, PKR dissoziiert vom
Chaperonkomplex und wird schlieBlich aktiviert (Abb. 35B). Inwieweit die NS1-
HSP90-Interaktion die PKR-Inhibition durch das virale NS1-Protein beeintrachtigt,
konnte in weiterfuhrenden Studien durch Ko-Immunoprazipitation analysiert werden.

Anhand dieses Modells konnte auch die beschleunigte Virusreplikation des Influenza
A/Udorn/72 (H3N2)-Virus mit 1123A/M124A-Mutation im NS1-Protein erklaren werden
(Min et al., 2007). Die Doppelmutation im zentralen Bereich des A/NS1-Protein konn-
te infolge einer HSP90-Bindung — wie beim Influenza B Virus (Abb. 34) — eine ge-
steigerte Rekrutierung der PB2-Untereinheit an HSP90 zur Folge haben. Eine damit
verbundene erhohte Polymerasekomplex-Konzentration im Zellkern konnte der
Grund fur die vermehrte virale RNA-Synthese, Proteinexpression und beschleunigte
Virusreplikation sein. Das vorgeschlagene Modell erweitert die Erklarung von Min
und Kollegen, die eine funktionelle Interaktion der Aminosauren 123/124 des A/NS1-
Proteins mit dem viralen Polymerasekomplex und eine daraus resultierende Regula-

tion der viralen RNA-Synthese vermuteten (Min et al., 2007).
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Neben dem Translationsinitiationsfaktor elF2a ist die ATP abhangige RNA-Helikase A
DHX9 ein weiteres Substrat der PKR. In der Massenspektrometrie-basierten Analyse
der vorliegenden Arbeit konnten sowohl die DHX9 als auch das heterogene nukleare
Ribonukleoproteins U (HNRPU) als NS1-xSH3G-Bindungspartner identifiziert werden
(Tab. 5). Beide Proteine sind Komponenten des mRNP (messenger Ribonukleopro-
tein) —Komplexes zellularer mRNAs. In einem mRNP-Komplex werden die mRNA-
Transkripte einer Zelle durch verschiedene Proteinkomplexe gebunden, die dessen
ko- und post-transkriptionale Modifikationen bestimmen (Hieronymus und Silver,
2004). Das DHX9-Protein wird durch ein Interferon-stimuliertes Gen exprimiert und
besitzt sowohl RNA- als auch DNA-Helikase-Aktivitat (Fullam et al., 2013). Fir In-
fluenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) Viren wurde bereits eine RNA-abhangige Interak-
tion von DHX9 mit dem NS1-Protein in infizierten Zellen beschrieben. Ein DHX9-
knockdown fuhrte zu reduzierter mMRNA und cRNA-Produktion, sowie zu reduzierter
Virusvermehrung um den Faktor 300 (Lin et al., 2012). Der exakte Mechanismus der
Regulation der Influenza A Virusreplikation durch DHXO ist bisher noch unklar (Lin et
al., 2012). Aktivierte PKR phosphoryliert DHX9 und reduziert damit deren Affinitat fur
RNA (Sadler et al., 2009). Da in xSH3G-Virus-infizierten Zellen verstarkt PKR phos-
phoryliert wird (Abb. 24), stellt sich die Frage, ob die detektierte DHX9-NS1-Bindung
ebenfalls RNA-abhangig ist und inwieweit diese Interaktion der Vermehrung der
xSH3G-Virusmutante zutraglich ist. Diese Fragen konnten in weiteren Untersuchun-
gen durch Bindungsassays mit und ohne RNase-Behandlung bzw. durch Vermeh-

rungsanalysen unter DHX9-knockdown beantwortet werden.

Die vollstandige Substitution des hochkonservierten 122-P-x-x-P-x-(K/R)-127-Motivs
im NS1-Protein von Influenza B Virus zu 122-G-g-g-G-g-G-127 fuhrt den Erkenntnis-
sen dieser Arbeit zur Folge zu einer verstarkten NS1-HSP90p-Bindung. Vermutlich
durch die Manipulation der HSP90-Funktion sowie durch Regulation der zellularen
JNK/ATF2-, Akt- und PKR-vermittelten Signalwege kommt es zur Apoptoseinduktion
in den infizierten Zellen, die jedoch keine Reduktion des Virustiters zur Folge hat. Im
Gegenteil: die NS1-Mutationen haben eine Interaktion von HSP90 mit der PB2-
Untereinheit des viralen Polymerasekomplex zur Folge, die mdglicherweise durch
eine Steigerung der Viruspolymeraseassemblierung im Zellkern zu gesteigerter Vi-
rusreplikation von bis zu drei Log-Stufen in humanen Zellen fuhrt.
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Die initiale Fragestellung der vorliegenden Arbeit nach der funktionelle Bedeutung
des konservierten Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 im NS1-Protein von
Influenza B Viren konnte zu einem groRRen Teil aufgeklart werden. Dieses SH3-
Bindemotiv des B/NS1-Proteins hat eine ahnliche Relevanz fur die Regulation des
Crk-vermittelten JNK/ATF2-Signalwegs und die damit verbundene Inhibition der
Apoptoseinduktion wie das SH3-Bindemotiv im NS1-Protein aviarer Influenza A Viren
(Hrincius et al., 2000; Kapitel 3.3 und 4.2). AulRerdem konnte der Einfluss der hoch-
konservierten Sequenz auf weitere apoptotische Signalwege gezeigt werden. Die
Substitution des gesamten Proteinmotivs zu 122-G-g-g-G-g-G-127 hatte die gestei-
gerte Apoptoseinduktion in den infizierten Zellen zur Folge (Kapitel 3.5 und 4.3). Im
Gegensatz zum NS1-wt-Protein interagiert die xSH3G-Proteinmutante mit HSP90
und benotigt dessen Funktion als zellulares Chaperon vermutlich zur korrekten Pro-
teinfaltung und Aufrechterhaltung seiner Proteinfunktion (Kapitel 4.1). Demgegen-
uber bendtigt das NS1-wt-Protein diese Eigenschaften des Hilfsproteins offenbar
nicht. Moglicherweise unterstitzt das hochkonservierte Proteinmotiv 121-Y-P-x-x-P-
x-(K/R)-127 die Bildung von NS1-Proteinen, deren stabile Konformation unabhangig
von zellularen Chaperon-Proteinen ist. Durch die Methoden der reversen Genetik ist
es seit einigen Jahren moglich die Funktionen von Proteinabschnitten, -motiven oder
einzelner Aminosauren von Influenzavirusproteinen zu analysieren. Dieser Ansatz
hat, wie in vielen Beispielen belegt, zu massivem Erkenntnisgewinn uUber die Replika-
tion, Struktur und Pathogenitat von Influenzaviren gefuhrt (Hoffmann et al., 2000;
Dauber et al., 2004; Donelan et al., 2004; Schneider et al., 2009; Hrincius et al.,
2010). Die vorliegende Studie zeigt jedoch, dass durch Aminosauresubstitutionen
nicht nur die ursprungliche Funktion dieser Aminosauren verandert werden, sondern
auch ungewollte Effekte — wie die Bindung an zellulare Chaperone — auftreten konn-
ten. Daher sollten Publikationen, welche die Funktionen von Virusproteinen mittels
reverser Genetik analysieren auch hinsichtlich dieser Nebeneffekte Uberpruft werden.
Eine gute Mdglichkeit der Uberpriifung bietet sich aus der in dieser Arbeit etablierten
Methode zur globalen Untersuchung der NS1-Bindungspartner mittels Massenspeki-
rometrie in infizierten Zellen (Kapitel 3.6.1). Dieser Ansatz ermdglicht die Identifikati-
on von Bindungspartnern eines viralen Proteins, sodass nicht nur Hypothesen-
getriebene Interaktionspartner untersucht werden, sondern auch bisher unbekannte
Faktoren in den Fokus der Proteinstudie ricken konnen.
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5 Zusammenfassung

Influenza A und B Virusinfektionen kénnen zu schweren oder letalen Krankheitsver-
laufen fihren. Der multifunktionelle Virulenzfaktor NS1 spielt dabei fur den Verlauf
der Influenzavirusinfektion und die Antagonisierung der angeborenen antiviralen Ab-
wehrreaktionen der Zelle eine entscheidende Rolle. Fur das divergente NS1-Protein
von Influenza A Viren (A/NS1) wurden in der Literatur bereits viele zellulare Interakti-
onspartner und molekulare Mechanismen beschrieben. Im Gegensatz dazu ist Uber
die Funktionsweise des NS1-Proteins von Influenza B Viren (B/NS1), das weniger als
25 % Sequenzidentitat zum A/NS1-Protein aufweist, weniger bekannt. Die in silico-
Identifikation des in Uber 300 Influenza B Virusstammen konservierten NS1-
Sequenzmotivs 121-Y-P-x-x-P-x-(K/IR)-127 mit Homologie zum Klasse [I-SH3-
Bindemotiv (PxxPxK/R) wies auf bisher unbekannte Proteinfunktionen hin, deren Be-
deutung fur die Protein-Protein-Interaktionen von Virus und Wirt und den viralen

Vermehrungsverlauf in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

Seit einigen Jahren ist es durch die Methoden der reversen Genetik moglich, die
Funktionen von Proteinabschnitten und -motiven oder einzelner Aminosauren von
Influenzavirusproteinen zu analysieren. Zur Untersuchung des NS1-Sequenzmotivs
wurden mit diesen Methoden Virusmutanten mit Aminosauresubstitutionen in dem
hochkonservierten Bereich hergestellt. Durch die Etablierung einer Methode, die
erstmals in einem globalen Ansatz mittels hochauflosender Massenspektrometrie die
Identifikation von NS1-Interaktionspartnern wahrend einer Influenzavirusinfektion er-
moglichte und dabei unspezifische Wechselwirkungen diskriminierte, konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die vollstandige Substitution des 122-P-x-
x-P-x-(K/R)-127-Motivs durch 122-G-g-g-G-g-G-127 (xSH3G) zur Bindung des
B/NS1-Proteins an das Chaperon HSP90g fuhrt. Sowohl diese Interaktion als auch
die Manipulation der Crk/JNK/ATF2-, Akt- und PKR-vermittelten zellularen Signalwe-
ge korrelieren mit einer verstarkten Apoptoseinduktion in den xXSH3G-Virus-infizierten
Zellen. Dabei wurde jedoch keine Reduktion des Virustiters, sondern eine gesteigerte
Virusreplikation von bis zu drei Log-Stufen in humanen Zellen beobachtet. Diese zu-
satzlich erzeugte Funktion der Aminosauresubstitution im hochkonservierten Pro-
teinmotiv ging mit verstarkter viraler Genexpression im Vergleich zum Wildtyp einher,
wobei die IFNB-Expression der infizierten Zellen nicht beeinflusst wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass die NS1-xSH3G-Mutation eine Interaktion des HSP90-

Chaperons mit der viralen Polymeraseuntereinheit PB2 zur Folge hat. Dieses Ergeb-
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nis deutet in Analogie zu Untersuchungen der Influenza A Virusreplikation darauf hin,
dass infolge der HSP90-PB2-Bindung eine Steigerung der Viruspolymeraseassemb-

lierung im Zellkern die erhohte Virusvermehrung der xSH3G-Virusvariante indiziert.

Die vorliegenden Arbeit verdeutlicht, dass durch Mutationsanalyse eines viralen Pro-
teins nicht nur die ursprunglichen Funktionen der substituierten Aminosauren verlo-
ren gehen, sondern auch unerwartete Protein-Protein-Interaktionen und -aktivitaten
auftreten konnen. Wahrend in vorangegangenen Studien das komplexe Zusammen-
spiel verschiedener zellularer Faktoren untereinander sowie mit den Komponenten
des VRNP-Komplexes und dem viralen NS1-Protein nur in Ausschnitten experimen-
tell analysiert wurden, konnte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Mutationen
im hochkonservierten Aminosauremotiv 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 des B/NS1-
Proteins auf die verschiedenen Signalwege aufgeklart und in ein Gesamtmodell ein-
gebunden werden. Die erarbeitete Massenspektrometrie-basierte Methode bildet die
Grundlage fur weitere Studien uber die Wechselwirkungen zwischen Influenzavi-
rusproteinen und Proteinen der Wirtszelle. Dieser Ansatz ermdglicht die globale Iden-
tifikation von Bindungspartnern eines viralen Proteins, sodass nicht nur Hypothesen-
getriebene Interaktionspartner untersucht werden, sondern auch bisher unbekannte
Faktoren in den Fokus von Proteinstudien ricken konnen. Somit kann auch in zu-
kunftigen Analysen vermehrt Augenmerk auf mogliche Nebeneffekte von Virusmuta-
tionen gelegt und ein besseres Verstandnis der Virus-Wirt-Interaktionen erreicht wer-
den. Dies ist fur die Entwicklung von antiviralen Pharmazeutika von besonderem
Interesse, da durch den gezielten Angriff von Wirtsfaktoren, die der Virusreplikation
zutraglich sind, die Resistenzentwicklung der Viren in Zukunft erschwert werden

konnte.

6 Summary

Influenza A and B virus infections can lead to serious or lethal courses of disease.
The multifunctional virulence factor NS1 plays a crucial role for the course of influen-
za virus infection and antagonizes the innate antiviral immune response of infected
cells. Many cellular interaction partners and molecular mechanism are described for
the divergent NS1 protein of influenza A virus (A/NS1) in literature. In contrast to this,
little is known about the function of the NS1 protein of influenza B virus (B/NS1),

which shows less than 25 % sequence identity to A/INS1 protein. The in silico identifi-
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cation of the highly conserved motif 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 with homology to the
class Il SH3 binding motif (PxxPxK/R) within the NS1 sequence of more than 300
influenza B virus strains indicated a previously unknown protein function. The im-
portance of this motif for protein-protein interactions of virus and host cell and for viral
replication was analyzed in the presented study.

For some years it is possible to analyze functions of influenza virus protein sections
and motifs or single amino acids by the methods of reverse genetics. These methods
were used to generate virus mutants with amino acid substitution in the highly con-
served region to investigate the NS1 protein motif. In the presented study a mass
spectrometry based method was established for the first time to identify NS1 interac-
tion partners during influenza virus infection in a global approach that discriminates
unspecific interactions. Thereby, it could be shown that the entire substitution of 122-
P-x-x-P-x-(K/R)-127 to 122-G-g-g-G-g-G-127 (xSH3G) leads to binding of the B/NS1
protein to the chaperon HSP90p. Both, this interaction and manipulation of
Crk/UNK/ATF2-, Akt- and PKR-mediated cellular signaling pathways correlate with
increased apoptosis induction in xXSH3G-infected cells. However, no reduction of vi-
rus titer was observed, but an increased virus replication up to three log levels was
detected in human cells. This gain-of-function substitution within the highly conserved
protein motif involved increased gene expression compared to wildtype, but had no
effect on IFN-f expression levels of infected cells. It could be shown that the NS1-
xSH3G mutations lead to interaction of HSP90 with the viral polymerase subunit PB2.
This result indicates that HSP90-PB2 binding might induce increased virus propaga-
tion by the enhancement of virus polymerase assembly in the cell nucleus by analogy

with investigations of influenza A virus replication.

The presented study clarifies that mutations within a viral protein may not only lead to
a loss of the natural functions, but can also result in the occurrence of unexpected
protein-protein interactions and activities. It has been shown that viral NS1 and vRNP
proteins interact with several cellular proteins. However, previous studies focused
only in specific virus-host-interactions. In the presented study the influence of muta-
tions within the highly conserved NS1 amino acid motif 121-Y-P-x-x-P-x-(K/R)-127 on
different signaling pathways was elucidated and integrated in an overall model. The
established mass spectrometry based method forms the basis for further studies of
interactions between influenza virus and host cell proteins. This approach enables
the global identification of viral protein binding partners so that subsequent protein
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studies are not only focused on hypothesis driven interaction partners, but also on so
far unknown factors. In future, increased attention will be paid to possible side effects
of virus mutations to facilitate a better understanding of host-virus interactions. This is
a special interest for the development of antiviral pharmaceuticals, because a target-
ed attack of host factors beneficial for viral replication might complicate the viral de-

velopment of resistance.
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Anhang

1. Materialverzeichnis

1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetonitril

Acrylamid/Bis-Lésung 30 % (29:1)
Agarose NEEO Ultra Qualitat
Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Avicel RC-581

Bacto-Agar

3-Mercaptoethanol

Borsaure

Bruteier

BSA (Bovine Serum Albumine, 30 %)
BSA

Calciumchlorid

Cell Dissociation Buffer
CL-XPosure™ Film

Ciprofloxacin

DABCO (1,4-Diazabizyklo-[2,2,2]-oktan)
DEAE-Dextran

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Langenstandard Fast Ruler™
DNA-Langenstandard Mass Ruler ™
DNA-6 x loading buffer

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd 10 % (Methanol-frei)
Foétales Rinderserum (FBS)
Dialysiertes FBS

Geldanamycin

Glukose

Glutamin

Glutathion-Sepharose

Glycerin

Glycerol

Glycin

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
FMC BioPolymer, Belgien
Becton-Dickenson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Valo Biomedia GmbH, Osterholz-Scharmbeck
PAA Laboratories, Célbe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Gibco® (Life Technologies), Darmstadt
Thermo Scientific, Bonn
MP Biomedicals, Eschwege
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Worthington, PA
Biochrom, Cambridge/U.K.
Invitrogen™ (Life Technologies), Darmstadt
Invivogen (Cayla), Toulouse/Frankreich
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
GE Healthcare, Freiburg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Hefeextrakt Becton-Dickinson, Heidelberg
HEPES
(N-2-Hydroxyethylpiperazin-N‘-2-Ethansulfonsaure) Roth, Karlsruhe

Igepal Fluka Biochemika, Milano

lodacetamid Sigma-Aldrich, Taufkirchen

IPTG (Isopropyl-R-Thiogalactopyranidose) Roth, Karlsruhe

Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe

Kanamycin Roth, Karlsruhe

L-Arginin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Arginin ("°Cs, 99 %) Camebridge Isotope Laboratories
(Eurisotop GmbH), Saarbrticken

LipofectAMINE™ 2000 Invitrogen™ (Life Technologies), Darmstadt

L-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Lysin (**Cg, 99 %) Camebridge Isotope Laboratories
(Eurisotop GmbH), Saarbriicken

Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe

Methanol Roth, Karlsruhe

Milchpulver Roth, Karlsruhe

Mowiol 4-88 Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe

Na-f-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe

Natrium-Orthovanadat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumpyruvat PAA Laboratories, Célbe

Nitrozellulose-Membran Whatman (GE Healthcare), Freiburg

Pefabloc Roth, Karlsruhe

Penicillin / Streptomycin (Pen / Strep) PAA Laboratories, Célbe

Ponal-Klebstoff Henkel, Dusseldorf

Protein A Agarose Roche, Mannheim

Protein G Agarose Roche, Mannheim

Protein-Molekulargewichtsstandard Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot

ReproSil-Pur C C18-A-Nano-LC-Saule Proxeon (Thermo Fisher Scientific); Dreieich

Roti®-Blue (5x Konz.) Roth, Karlsruhe

SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva, Heidelberg

Staurosporin Calbiochem (Merck), Darmstadt

SuperSignal Dura Chemolumineszenz Pierce (Thermo Scientific), Bonn

TEMED Serva, Heidelberg

TPCK-Trypsin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trifluoressigséaure (TFA) Roth, Karlsruhe

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe

Triton-X-100 Serva, Heidelberg

Trypsin (Zellkultur) Gibco® (Life Technologies), Darmstadt

Trypsin (proteolytisches Enzym fir MS-Analyse) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Trypton

Tween-20

Ultrapure Water — Ultra LC-MS
Whatman-Papier
Z-DEVD-FMK

1.2. Radiochemikalien
L-[*>S]Methionin (10 mCi/ml)

1.3. Restriktionsendonukleasen
ACC65I/

BamHI

BspM|

Dpnl

Xhol

1.4. Enzyme

CIAP (Calf Intestine Phosphatase)
T4 DNA Ligase (1U/pl)

RNasin (40U/pl)

1.5. Kits

BCA Protein Assay Kit

BigDye® Terminator 3.1 Kit

Caspase-Glo® 3/7 Assays

Cell Proliferation Kit | (MTT)
Dual-Luciferase®-Reporter Assay System
Expand High Fidelity™"® PCR System
Interferon B-ELISA

Invisorb® Spin DNA Extraction Kit

Invisorb Spin Plasmid Mini Two Miniprep Kit
QIAamp® MinElute® Virus Spin Kit
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN® RNeasy Mini-Kit

QIAquick® PCR Purification Kit

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit
TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems

Difco, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Whatman (GE Healthcare), Freiburg
Becton-Dickinson, Heidelberg

Hartmann Analytik GmbH, Braunschweig

Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot

Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot
Fermentas (Thermo Fisher Scientific), St. Leon-Rot

Promega, Mannheim

Pierce (Thermo Scientific), Bonn
Applied Biosystems, Darmstadt
Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Fujirebio Ink (Life Technologies), Darmstadt
STRATEC Molecular GmbH, Berlin
STRATEC Molecular GmbH, Berlin
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Agilent, Boblingen

Promega, Mannheim
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1.6. Primer
Bezeichnung
303-B/NS-xSH3G-F

304-B/NS-xSH3G-R

314-B/NS-P122/5L-F

315-B/NS-P122/5L-R

453-PB2(AS 535-759)-F
454-PB2(AS 535-759)-R

BsmBNS#1
BsmBNS#2

T7-5 Universal

1.7. Plasmide
pGex-5x-1

pGex-PB2 (AS 535-759)

pGex-PKR (K296R) "

pGex-PKR (AS 266-551)

pcDNA-3-B/Lee-NS1

5-3
CGA TGC GGT ACC TTG ATG ACA TAG AAG AAG AGC CGG AAA
ATG TCG

CGA TGG TAC CCT CCT CCG CCT CCA CCG TAATCG GTC CAA
TCG TAATTT GG

CGAT ACC TGC CAA CCC TGG GAAAGT ACC TTG ATG ACA TAG
AAG AAG AGC

CGAT CCA GGG TTG GCA GGT AAT CGG TCC AAT CGT AAT TTG
GACATTTGC

CGATGG ATC CTG GAT ACACCC AAGATG TGG
CGATCT CGAGTTAGC TCAAGG CCCACC

CGATCG TCT CAG GGA GCAGAAGCAGAGG
CGATCG TCT CTT ATT AGT AGT AAC AAG AGG

TAATAC GAC TCACTATAG GG

Stratagene

Bonnet et al., 2006
Dauber et al., 2004

pPol-/NS-Luc (Firefly-Luziferase)

pRL-TK-Luc (Renilla-Luziferase) Promega

pHW2000 (pHW)

pHW2000-B/Lee-NP (pHW-NP)

erhalten von R. Webster,
Hoffmann et al., 2000

Dauber et al., 2004

pHW2000-B/Lee-NA (pHW-NA)
pHW2000-B/Lee-PA (pHW-PA)
pHW2000-B/Lee-HA (pHW-HA)
pHW2000-B/Lee-M (pHW-M)
pHW2000-B/Lee-PB2 (pHW-PB2)
pHW2000-B/Lee-PB1 (pHW-PB1)
pHW2000-B/Lee-NS (pHW-NS-wt)

pHW2000-B/Lee-NS-P122L/P125L (pHW-NS-P122/5L)
pHW?2000-B/Lee-NS-Y121G/P122G/P123G/T124G/P125G/K127G (pHW-NS-xSH3G)

Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2004

M Konstruiert und zur Verfigung gestellt von B. Dauber, FG17; RKI; Berlin
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1.8. siRNA
Crk (QIAGEN #1027020) Sense: r(AGA UCAAGA GUU UGA UUC AAA)ITAT
Antisense: r(UUU GAA UCA AAC UCU UGA UCU)dCdC

Negativ-Kontroll-siRNA (QIAGEN #1027281 AllStars Neg. Control)

1.9 Antikorper

Primére Antikérper

Bezeichnung Spezies/Eigenschaften Referenz
a-Akt polyklonal; Kaninchen Cell Signaling
a-Phospho-Akt (P-Akt) polyklonal; Kaninchen Cell Signaling
a-Aktin monoclonal; Maus Sigma-Aldrich
a-ATF2 monoklonal; Kaninchen Cell Signaling
a-Phospho-ATF2 (P-ATF2) polyclonal; Kaninchen Cell Signaling

a-Crk

monoklonal; Maus

B.D. Biosciences

a-HSP90B monoclonal; Maus Acris
a-Influenza B/NP Protein polyklonal; Maus 1gG2a AbD Serotec
a-Influenza B/NS1 Kaninchen Serum 6625 BioGenes™*
a-Influenza B/PB2 Kaninchen Serum #20293 BioGenes*
a-PARP polyclonal; Kaninchen Cell Signaling
a-PKR monoklonal; Kaninchen Abcam
a-Phospho-PKR (P-PKR) monoklonal; Kaninchen Abcam

a- a-Tubulin monoklonal; Maus Sigma
a-V5-Tag monoklonal; Maus Serotec

* Immunisierung von Kaninchen mit aufgereinigtem GST-B/NS1 bzw. GST-PB2 (AS 535-759) Protein

aus Bakterien

Sekundére Antikérper
Bezeichnung Spezies/Eigenschaften Referenz
Alexa 594 a-mouse Ziege; anti-Maus 1gG (H + L) Invitrogen™

(Life Technologies)

Alexa 488 a-rabbit Ziege; anti-Kaninchen I1gG (H + L) Invitrogen™

(Life Technologies)

HRP a-rabbit Ziege; anti-Kaninchen-HRP Dako
HRP a-mouse Ziege; anti-Maus-HRP Dako
HRP a-rabbit Ziege; anti-Kaninchen IgG Dako

1.10. Bakterien
Escherichia coli,
Stamm BL26

[F" ompT hsdSg(rg mg)gal dem]

Escherichia coli,
Stamm XL1-Blue
Fa. Bioline

recA1 end A1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac
[F’pro AB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet)]
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1.11. Zellen

293T

A549
A549-PKR-knockdown'"

A549-PKR-non target"

Calu3

MDCKII (Madin-Darby Canine Kidney)

SILAC-A549 (leicht)
SILAC-A549 (schwer)

Vero Serum-frei (SF)

Humane Epithelzellinie aus der Niere
Humane karzinome Lungen-Epithelzellinie

A549-Zellen mit stabilem PKR-knockdown (behan-
delt mit spezifischer PKR-shRNA)

A549-Zellen behandelt mit unspezifischer shRNA;
Kontrollzellen

Humane Lungenkarzinom-Zelllinie
Epithelzellinie einer Hundeniere

A549-Zellen sechs Mal passagiert in SILAC-DMEM
mit 12Ca—Lysin und 12C@—Arginin
A549-Zellen sechs Mal passagiert in SILAC-DMEM
mit 13Ca—Lysin und 13C@—Arginin

Nieren-Epithelzelllinie der Griinen Meerkatze; IFN-
defizient

™) Generiert und zur Verfugung gestellt von M. Matthaei, FG17; RKI; Berlin

1.12. Virusstamme

Influenza B/Lee rekombinant (rec)
Influenza B/Lee NS1-104 (rec)
Influenza B/Lee-NS1-P122/5L (rec)
Influenza B/Lee-NS1-xSH3G (rec)

1.13. Puffer und Lésungen
PBS

PBS™

10 x SDS-Elektrophoresepuffer

Trenngel-Puffer, pH 8,8

Sammelgel-Puffer, pH 6,8

NaCl

KCI
NaHPO,
KH,PO4

PBS
BSA
MgCl,
CaCl,

Tris
Glycin
SDS

Tris/HCI

Tris/HCI

Dauber et al., 2004
Dauber et al., 2006

137 mM
2,7 mM
80,9 mM
1,5 mM

0,2 %
0,1 g/l
0,13 g/l
250 mM
1,92 M
10 g/l

1,5M

0,5M
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10 x TBE Puffer Tris 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA, pH 8,0 10 mM
2 x SDS-Probenpuffer 0,1 M Tris-HCI, pH 6,8 2 ml
4 % SDS (w/v) 4 ml
20 % Glycerol 2 ml
Bromphenolblau 9 mg/mi
ddH,0 ad 10 ml
3-Mercapoethanol 5%
6 x SDS-Probenpuffer Tris-HCI, pH 6,8 0,591 g
SDS 069
Glycerol (100 %) 4,8 ml
Bromphenolblau 3 mg/ml
3-Mercapoethanol 8 %
H.O ad 10 ml
Coomassie-Farbelésung H,0 60 ml
Methanol 20 ml
Roti®-Blue (5x Konz.) 20 ml
Entfarbelésung Methanol 10 %
Fixierlésung Ethanol 30 %
Essigsaure 10 %

6 x DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau

0,1 % (w/v)

Xylencyanol 0,1 % (w/v)

Glycerol 30 %
Mowiol Mowiol 4-88 2449

Glycerol 6 ml

@go 6 mi

Uber Nacht quellen lassen
Tris-HCI (0,2M), pH 8,5 12 ml

Zugeben und unter Rihren auf 50-60 °C erhitzen
Geldstes Mowiol 15 min bei 4000 rpm zentrifugieren
Uberstand mit DABCO (10 % (w/v)) versetzen
Aliquotieren und bei -20 °C aufbewahren
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HEPES-Bindungspuffer

Trypsin-Lésung

Trypsin-Reaktionspuffer

Proteinaufreinigung:
Lysispuffer

Ko-IP-Puffer

Semi Dry Blotting Puffer

10 x TBST

1.14. Medien fiir Bakterien

HEPES 50 mM
Igepal 0,05 %
BSA 0,01 %
NaCl 150 mM
lyophilisiertes Trypsin 20 pg

1 mM HCI 100 pl
Trypsin-Lésung 10 %
40 mM Ammoniumbicarbonat/ 9 % Acetonitril 90 %
Tris-HCI, pH 7,5 50 mM
NaCl 100 mM
Igepal 0,5 %
Triton-X-100 1%
EDTA 1 mM
Na-f3-Glycerophosphat 10 mM
Pefabloc 1 mM
Natrium-Orthovanadat 2 mM
Tris-HCI, pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
Igepal 0,5 %
EDTA 1 mM
Na-f3-Glycerophosphat 10 mM
Pefabloc 1 mM
Natriumvanadat 2mM
Tris 40 mM
Glycin 30 mM
SDS 1,3 mM
Methanol 20 %
Tris-HCI, pH 8,0 100 mM
NacCl 1,5M
Tween 20 0,5 %

Alle Nahrmedien und Zusatze wurden autoklaviert bzw. bei Hitzeinstabilitat steril filtriert.
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2 x YT-Medium Trypton 16 g/l

Hefeextrakt 10 g/l
NaCl 10 g/l
pH 7,2

SOC-Medium Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 549l
NaCl 10 mM
KCI 25mM

Nach dem Autoklavieren
Zugabe von Mg®*-Stock 20 mM

MgCl,-Stock MgCl, x 6 H,0 1™
MgSO4 x 7 H,0O 1M
Glukose 0,4 % (wlv)
2 x YT-Agar mit Ampicillin 2 x YT-Medium
Bacto-Agar 1,5 % (w/v)
Autoklavieren und Abkuhlen auf unter 50 °C
Ampicillin 100 pg/ul
1.15. Zellkultur-Medien
MEM (Minimal Essential Medium) Gibco® (Life Technologies), Darmstadt
Ansatz flr Zellkultur: FBS 10 %
Glutamin 2mM
Pen / Strep 100 pg / 100 U/ml
Ciprofloxacin 10 pg/ml
MEM ad 500 ml

DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) MP Biomedicals, Eschwege

Ansatz flur Zellkultur: FBS 10 %
Glutamin 2mM
Pen / Strep 100 pg /100 U/ml
Ciprofloxacin 10 pg/ml
DMEM ad 500 ml
Infektionsmedium: BSA 0,2 %
Glutamin 2mM
Pen / Strep 100 pg/100 U/ml
MEM bzw. DMEM ad 500 ml
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Transfektionsmedium:

FBS 10 %
Glutamin 2 mM
MEM bzw. DMEM ad 500 ml

MEM + NEAS (Nicht Essentielle AminoS&uren)

Ansatz fir Zellkultur:

Infektionsmedium:

Opti-MEM®
OptiPRO™ SFM-Medium

Ansatz fir Zellkultur:

SILAC-DMEM

Ansatz fir Zellkultur:

Avicelmedium

Gibco® (Life Technologies), Darmstadt

FBS 10 %

Glutamin 2mM

Pen / Strep 100 pg / 100 U/ml
Natriumpyruvat 1 mM

5 % NaHCOg3 15,2 ml

MEM + NEAS ad 500 ml

BSA 0,3 %

Glutamin 2mM

Pen / Strep 100 pg / 100 U/ml
Natriumpyruvat 1 mM

5 % NaHCO3 15,2 ml

MEM + NEAS ad 500 ml

Gibco® (Life Technologies), Darmstadt

Gibco® (Life Technologies), Darmstadt

Glutamin

1,6 mM

OptiPRO™ SFM ad 200 ml

PAA Laboratories, Colbe

Dialysiertes FBS 10 %
Glutamin 2mM
Pen / Strep 100 pg / 100 U/ml

L-Lysin (°C¢ bzw. °C¢) 100 mg/m
L-Arginin ("°Cg bzw. "°Cg)100 mg/ml
SILAC-DMEM ad 500 ml

Steril filtrieren durch 0,22 ym Filter

2,5 % Avicel RC-581 4,86 ml

2 x MEM 4,86 ml
30 % BSA 66,7 pl
5 % NaHCO3 100 pl

1 % Dextran 100 pl

TPCK-Trypsin 10 pl
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1.16. Gerite und Software
Zentrifugen:

Zentrifuge RC5C mit den Rotoren SS-34, GSA, GS3, SLA1500

Biofuge pico

Zentrifuge 5417 R

Labofuge 400R mit Rotor #8179

Multifuge 1S-R mit Rotor 75002000 (Sorvall/Heraeus)
SpeedVac Univapo 150 H

Thermocycler:

Personal Cycler

Uno Thermoblock

Primus 96

Mikroskope:

Eclipse TS100

Immunfluoreszenz Mikroskop Nikon Diaphot 300 (Invers)
Konfokales Laser Scan Mikroskop LSM510 Meta
Sonstige:

Geldokumentation

SONOPULS HD 70 Hochleistungs-Ultraschall-Desintegrator
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Blotapparatur)
Zellbrutschrank Heracell 150

Zellbrutschrank

Gelkammer Mini-Sub Cell GT (Agarosegele)
Mini-Protean® 3 (SDS-Gel)

Sterilbank Hera safe

Thermomixer compact

Phero-Temp 40 (Geltrockner)

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer

Odyssey Analyzer

Easy Nano-LC 2

LTQ Orbitrap Discovery

NanoDrop1000

FLUOstar Omega

Software:

Microsoft Word 2010

Mirosoft Excel 2010

DNASTAR Lasergene 10

AIDA Image Analyzer 4.50

Adobe Photoshop CS5

GraphPad Prism 5

Xcalibur 2.1

Proteome Discoverer 1.2 und 1.4
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Sorvall®Instruments
Heraeus (Thermo Scientific)
Eppendorf

Heraeus (Thermo Scientific)
Heraeus (Thermo Scientific)
Uniequip

Biometra®
Biometra®
PEQLAB

Nikon
Nikon
Zeiss

Intas UV-Systeme

Bandelin

Biorad

Heraeus (Thermo Scientific)
Binder

Biorad

Biorad

Heraeus (Thermo Scientific)
Eppendorf

BioTec Fischer

Applied Biosystems

Licor

Proxeon

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
BMG Labtech

Textverarbeitung
Tabellenkalkulation/Graphikerstellung
Sequenzauswertung
Quantifizierung von Proteinbanden
Bildbearbeitung

Graphikerstellung

Dokumentation der Massenspektren

Auswertung der massenspektrometri-
schen Analyse



Ein- und Drei-Buchstaben-Code der Aminosauren

A Ala Alanin M Met Methionin

C Cys Cystein N Asn Asparagin

D Asp Aspartat P Pro Prolin

E Glu Glutamat Q GIn Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin \% Val Valin

K Lys Lysin W  Trp Tryptophan

Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

Ay Absorption bei Wellenlange x

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphoshphat

AG Arbeitsgemeinschaft

Amp Ampicillin

A/NS1 NS1 Protein des Influenza A Virus

AP1 Aktivatorprotein 1

Apaf-1 apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor 1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATF2 Aktivierender Transkriptionsfaktor 2

ATP Adenosin-5'-triphosphat

BCA BicinChoninic Acid

Bcl-2 B-Zell-Lymphom 2 (B-cell lymphoma 2)

bp Basenpaare

BM2 Membranprotein mit lonenkanalaktivitat des Influenza B Virus

B/NS1 NS1 Protein des Influenza B Virus

BP Bindeprotein

BSA Rinderserum Albumin (Bovine Serum Albumine)

bzw. beziehungsweise

C- Carboxy-

ca. zirka

cDNA kopierte DNA (copy DNA)

Ci Curie (1 Ci=3,7 x 10" Bq)

CID Collision Induced Dissociation

CLSM Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (Confocal Laser Scanning
Microscopy)

CMV Cytomegalovirus

CO, Kohlenstoffdioxid

CPSF Spaltungs- und Polyadenylierungs-Spezifitatsfaktor (Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor)

Crk Chicken tumour virus no. 10 [CT10] regulator of kinase

CrkL Crk-Like

Crm 1 Exportin 1

cRNA kopierte RNA (copy RNA)
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d
dATP
Da
DABCO
dCTP
ddH,O
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
DDX42
dGTP
d. h.
DHBV
DHX9
DENV
DI-Partike
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
ds
DTT
dTTP
EBV
E.coli
EDTA
elF
ELISA
ER

et al.
FADD
FasL
FBS
FFU
FHV

FluA/FluB

g

g
GA

GAPDH
°C
Grp94
GST
GTP

h

H+

H.O

HA
HAT

HA-Test
HA-Titer
HBV
HCI

Tag

Deoxyadenosintriphosphat

Dalton

1,4-Diazabizyklo-[2,2,2]-oktan
Deoxycytidintriphosphat
doppelt-destiliertes Wasser
2¢,3-Didesoxyadenosintriphosphat
2',3'-Didesoxycytidintriphosphat
2',3'-Didesoxyguanosintriphosphat
2¢,3-Didesoxyribonukleosid-Triphosphat
2',3'-Didesoxythymidintriphosphat
ATP-abhangige RNA Helikase DDX42
Deoxyguanosintriphosphat

das heif3t

Duck Hepatitis B Virus
RNA-abhangige RNA-Helikase A
Dengue Virus

Defective Interfering particles
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure (DeoxyriboNucleic Acid)
2'-Desoxyribonukleosid-Triphosphat
Doppelstrang (double strand)
Dithiothreitol
Deoxythymidintriphosphat
Epstein-Barr Virus

Escherichia Coli
Ethylendiamintetraessigsaure
eukaryotischer Initiationsfaktor
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum

und andere (et alteri)

Fas-Associated protein with Death Domain
Fas Ligand

Fotales Bovines Serum

Fluoreszierende Einheiten (fluorescence forming units)

Flock House Virus

Influenza A Virus / Influenza B Virus
Gramm

Erdbeschleunigung (981 cm/s?)
Geldanamycin
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Grad Celsius

Glukose-reguliertes Protein, 94 kDa
Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5’-Triphosphat

Stunde

Protonen (H entspricht dem chemischen Zeichen fur Wasserstoff)

Wasser

Hamagglutinin

Humane Trypsin-ahnliche Atemwegsprotease
Trypsin-like protease)

Hamagglutinationstest

Hamagglutinationstiter

Hepatitis B Virus

Chlorwasserstoff
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HCMV
HCV
HEPES
HEV
HIST1H2AH
HIV
HNRPU
HPIV
HRP
HSP70
HSP90a/p
HSPA5
HSV
HTLV
IBDV
Ig

IFN
incl.

P
IPTG
IRF
ISG15
0]
i.v.T.
JAK
JNK

k

kb

kd
kDa
Ko-IP
Ktrl.
KSHV
L

LB
LCMV
log1o
Luc

M

m

m

M 1/2
mA
MDCK
MEM
min

MOI
mRNA
mRNP
MS
MS/MS
MTT
m/z

Humanes Cytomegalovirus

Hepatitis C Virus
[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsaure
Hepatitis E Virus

Histon H2A Typ 1-H

Humanes Immundefizienz-Virus

Heterogenes Nukleares Ribonukleo-Protein U
Humanes Parainfluenza Virus

Meerrettich Peroxidase (HorseRadish Peroxidase)
Hitzeschockprotein, 70 kDa

Hitzeschockprotein, 90 kDa Isoform a/p

78 kDa Glukose-reguliertes Protein; Hitzeschock 70 kDa Protein 5
Herpes Simplex Virus

Human adultes T-Zell Leukamie Virus

Infectious Bursal Disease Virus

Immunglobulin

Interferon

einschlieBlich (inclusive)

Immunprazipitation
Isopropyl--Thiogalactopyranidose

Interferon Regulatorischer Faktor
Interferon-stimuliertes Gen (15 kDa)
Internationale Einheiten (/International Units)

in vitro-Translation

Janus Kinase

c-Jun N-terminale Kinase

Kilo (10°)

Kilobasen

knockdown

Kilodalton

Ko-Immunprazipitation

Kontrolle

Kaposi Sarcom-assoziiertes Herpesvirus

Liter

Luria-Bertani-(Medium)

Lymphozytisches Choriomeningitis Virus
10facher Logarithmus

Luziferase

Molar (mol/l)

Meter

Milli (107%)

Matrixprotein 1/2

Milliampere

Madin-Darby Canine Kidney

Minimal Essential Medium

Minute

Mikro (10°®)

infektidse Einheiten pro Zelle (Multiplicity Of Infection)
Boten-RNA (messenger RiboNucleic Acid)
Boten-Ribonukleoprotein (messenger RiboNucleoProtein)
Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie
3-(4,5-DiMethylIThiazol-2-yl)-2,5-DiphenylTetrazoliumbromid
Masse/Ladung

Nano (107)

Anzahl der Versuchsdurchflihrungen

129



N-

NA

NaCl
Nano-LC
NCR
NEP/NS2
NES
NFxB
NLS

NP

nt

NS1
NTP
NXF1/TAP
(0]

OH

ORF

p

p85

PA

PAB
PAGE
PARP
PA-X

PB 1/2
PB1-F2

PBS
PCR
Pen
pH

PHB
pHW
p. i.
PI3K
PKR
P122/5L
Pol
PP2A
rec
rER
RIGI
RNA
RNase
RNP
rpm
RT

RT °C
3

S
S100A7
SC35
SD
sec

Amino-

Neuraminidase

Natriumchlorid

Nano-FlUssigkeitschromatographie (Nano Liquid Chromatography)
Non Coding Region

Nukleares Exportprotein/Nichtstrukturprotein 2
Kernexportsignal (nuclear export signal)

Nuklearer Faktor kappa B

Kernlokalisierungssignal (nuclear localisation signal)
Nukleoprotein

Nukleotid

Nichtstrukturprotein 1

Nukleosid-5‘-triphosphat

Nuclearer RNA Export Faktor 1

Elementsymbol von Sauerstoff

Hydroxygruppe

Offener Leserahmen (Open Reading Frame)

p-Wert (probability value)

Untereinheit der PI3K

Polymeraseuntereinheit, azidisch

Poly(A)bindendes Protein
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Poly-ADP-Ribose Polymerase

Influenza A Virusprotein kodiert auf Segment 3; Regulation der Wirts-
genexpression

Polymeraseuntereinheit 1/2, basisch

proapoptotisches Protein von Influenza A Viren; kodiert auf Seg-
ment 2

Phosphate Buffered Saline

Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Penicillin

potentia hydrogenii; negativer dekadischer Logarithmus (p) der Was-
serstoffionen-Konzentration (H)

Prohibitin

Vektorplasmid pHW2000

nach der Infektion (post infectionem)
Phosphatidylinositol-3-Kinase

dsRNA-abhangige Proteinkinase R
P122L/P125L-Mutation im NS1 Protein des Influenza B Virus
Polymerase

Protein Phosphatase, Regulatorische Untereinheit A
rekombinant (recombinant)

raues endoplasmatisches Retikulum

Retinoic acid-Inducible gene 1 protein

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribonuklease

Ribonukleopartikel

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

reverse Transkription

Raumtemperatur

Sekunde

Schwefel

S100 Calcium-bindendes Protein A7

Splicing Component, 35 kDa

Standardabweichung

Sekunde
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SF
SDS
SH
-SH
SILAC
siRNA
snRNP

ss
STAT

Std.
Strep
SV
Tab.
TBE
TEMED
TFA
TMPRSS2
TNFa
TNFR
TPCK
TRAIL

TRAP1
TRIS
U

U

uv

\"/
vRNA
vRNP
VSV
VzZV
WHO
wt

wiv

X
xSH3G

z. B.
Z-DEVD-FMK

serumfrei

Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl! Sulfate)

Src Homology

Thiol-Gruppe

Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture
small interfering RNA

kleine spliceosomale Kern-Ribonukleoproteine (spliceosomal small
nuclear RiboNucleoProteins)

Einzelstrang (single strand)

Signalvermittler und Aktivator der Transkription (signal transducer
and activator of transcription)

Stunden

Streptomycin

Simian Virus

Tabelle

Tris/Borsaure/EDTA-Puffer

N, N, N‘, N*-Tetramethylethylendiamin

Trifluoressigsaure

Transmembran Protease, Serin 2

Tumor Nekrosis Faktor-a

Tumor Nekrosis Faktor Rezeptor
L-(Tosylamido-2-Phenyl)-Ethyl-Chloromethyl-Keton
TNF-ahnlicher Apoptose-induzierender Ligand (TNF-related Apopto
sis Inducing Ligand)

TNFR-assoziiertes Protein 1
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Uridin

Einheit (unit) Enzymaktivitat

ultraviolett

Volt

virale RNA

virale Ribonukleopartikel

Vesikulares Stomatitis Virus

Varicella Zoster Virus

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
Wildtyp

Gewicht pro Volumen (weight per volume)

mal
Y121G/P122G/P123G/T124G/P125G/K127G-Mutation  im  NS1-
Protein von Influenza B Virus

zum Beispiel
Benzyloxycarbonyl-Asp(OMe)-Glu(OMe)-Val-Asp(OMe)-
Fluoromethylketon
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