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1 Einleitung

Als Viren (lat. virus = Gift, Saft, Schleim) bezeichnet man infektiose Partikel, die sich nur
innerhalb einer Wirtszelle (intrazellular) vermehren kdnnen. Viren besitzen keinen eigenen
Metabolismus und sind daher auf unterschiedliche Wirtsfunktionen angewiesen. Viruspartikel
(Virionen) bestehen aus Proteinen und Nukleinsauren, bei einigen Viren sind die Virionen
zusétzlich von einer Lipidmembran umgeben. In den Virionen ist das virale Genom enthalten.
Es kann aus DNA oder RNA, einzelstrangig, doppelstrangig, linear, ringférmig oder segmentiert

vorkommen. Einzelstrangige Genome kdnnen zudem in unterschiedlichen Polaritaten auftreten.

1.1 Influenza Viren

Influenza Viren sind die Verursacher der echten Virus-Grippe, einer akuten respiratorischen
Erkrankung. Die Ubertragung erfolgt durch Aerosole (Wright und Webster 2007), hierbei kénnen
Personen jeden Alters infiziert werden. Influenza Viren verursachen jéahrliche Epidemien, die
ihren Hohepunkt in den Wintermonaten haben, und auch weltweit auftretende Pandemien. Die
Viren spielen daher eine grofRe Rolle als Krankheiterreger. Zu den bisher dokumentierten
Pandemien zahlt man die ,Spanische Grippe" (1918-1920), die ,Asiatische Grippe* (1957), die
.Hongkong Grippe* (1968) und die ,H1IN1-2009 Grippe“. Mit Ausnahme der H1N1-2009
Pandemie, die relativ milde Infektionen verursachte, forderten die zuvor dokumentierten
Pandemien Millionen Todesopfer. In der Saison 2010/2011 zirkulierten in Europa vor allem
Influenza A (H1IN1) 2009 Viren und zu einem geringeren Bestandteil Influenza B Viren (Abb.
1.1). Kaum detektiert wurden Influenza A (H3N2). In der ersten postpandemischen Saison
gingen in Deutschland im 1. Quartal 43.000 Influenzameldungen ein, 15% dieser Falle mussten
im Krankenhaus versorgt werden (Robert Koch-Institut, Epidemiologisches Bulletin; 9.Mai.2011;
Nr. 18).

1.1.1 Taxonomie

Das Influenza Virus gehort zu der Familie der Orthomyxoviridae (griech.: orthos = richtig, myxo
= Schleim). Diese Familie umfasst neben den Influenza A, B und C Viren auch das Thogotovirus
und das Isavirus. Wéhrend Influenza A Viren ein weites Wirtsspektrum infizieren, wozu neben
Menschen sowohl weitere Sauger, wie Schweine, Pferde, Seehunde als auch freilebende und
auch domestizierte Vogel zdhlen, ist das Wirtsspektrum der Influenza B und C Viren
eingeschrankt. So infizieren Influenza B Viren neben Menschen vermutlich noch Seehunde.
Influenza C Viren kénnen Menschen und Schweine infizieren, spielen aber epidemiologisch

eine untergeordnete Rolle, weil sie keine schweren Erkrankungen verursachen.
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Distribution of virus subtypes by influenza transmission zone
October 2010 — April 2011
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Verteilung von Influenza Virus Subtypen in der Saison
2010-2011. Die Graphik ist eine Zusammenstellung von Daten aus Publikationen der
Gesundheitsministerien der jeweiligen L&énder und wurden durch das FluNet ausgewertet und
zusammengestellt (WHO Weekly Epidemiological Record [WER] 27 May 2011, vol. 86, pp 221-232).

Die drei Genera der Influenza Viren werden durch die antigenen Eigenschaften des
Nukleoproteins und des Matrixproteins unterschieden (Palese und Young 1982). Influenza A
Viren werden weiterhin aufgrund der antigenen Eigenschaften der beiden Oberflachenproteine
Hamagglutinin und Neuraminidase in Subtypen eingeteilt. Bisher sind 16 verschiedene
Hamagglutinine (H1 bis H16) und 9 verschiedene Neuraminidasen (N1 bis N9) bekannt. Die
Benennung der Viren erfolgt nach einem von der WHO im Jahr 1980 festgelegten Schema. Der
Angabe des Virustyps (A, B oder C) folgt die Spezies, aus der das Virus isoliert wurde, der Ort
der Erstisolation, die Nummer des Isolats, das Isolationsjahr und bei Influenza A Viren die
Angabe des Subtyps. Bsp: Influenza A/chicken/Hongkong/258/97 (H5N1); bei humanen

Influenzaviren entféllt die Angabe der Spezies.

1.1.2 Virion

Influenza A Virus Partikel sind membranumhillt und besitzen eine pleomorphe Gestalt. Meist
sind die Partikel sphéarisch und besitzen einen Durchmesser von 100 nm (Abb. 1.2 A), klinische
Isolate enthalten jedoch haufig auch filamentdse Partikel (CHOPPIN, MURPHY, und TAMM
1960). Das virale Genom ist segmentiert und besteht aus einzelstrdngiger RNA in
Negativstrang-Orientierung (Lamb und Choppin 1983; P. Palese und Shaw 2007). Am 3"- und
5"-Ende jedes viralen Segments befindet sich eine nicht kodierende Sequenz (non coding
region). Diese Regionen sind zum Teil komplementar zueinander und bilden den viralen

Promoter (Desselberger u. a. 1980). Die acht genomischen Segmente kodieren fiir bis zu 11
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virale Proteine - PB1, PB2, PA, NP, HA, NA, M1, M2, NS1, NEP/NS2 und PB1-F2 (Palese und
Shaw 2007). Es gibt Hinweise fur ein zwdlftes Protein, N40, welches eine verkiirzte Version des
PB1 ist (Wise u. a. 2009). Die Funktion dieses Proteins ist aber bisher nicht verstanden. In der
von der Wirtszelle abgeleiteten Hullmembran (KATES u. a. 1962) sind die beiden Glykoproteine
Hamagglutinin und Neuraminidase eingebettet. Das Hamagglutinin bildet Homotrimere und
vermittelt die Rezeptorbindung und Fusion, die Neuraminidase bildet Homotetramere und ist
verantwortlich fur die Abspaltung endstandiger N-Acetyl-Neuraminsauren. Zusétzlich eingebaut
in die Membranhiille ist das M2 Protein, welches einen lonenkanal formt (Lamb, Zebedee, und
Richardson 1985; Pinto, Holsinger, und Lamb 1992; Sugrue und Hay 1991). Die Innenseite der
Membran ist mit einer Schicht aus M1 Proteinen ausgekleidet, welche zusatzlich mit den acht
viralen Ribonukleoproteinkomplexen (VRNPS) assoziiert sind. Die VRNPs bestehen aus den
acht viralen RNA-Segmenten, welche Uber die gesamte Lange mit dem Nukleoprotein
komplexiert sind und einen Polymerasekomplex tragen Der virale Polymerasekomplex besteht
aus PB1, PB2 und PA (Baudin u. a. 1994; Compans, Content, und Duesberg 1972; Martin-
Benito u. a. 2001). In sehr geringer Kopienzahl kann auch das NS2/NEP in viralen Partikeln
gefunden werden (J. C. Richardson und Akkina 1991; Yasuda u. a. 1993). NS1 und PB1-F2
werden hingegen nicht in neu entstehende Virione verpackt, sondern sind nur in infizierten
Zellen zu detektieren (Abb. 1.2 B).

Membran M2

M1

NS2/NEP

virale RNAs ) T

(als Komlpex mit NP und Polymerase Komplex)

NA

Abb. 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme und schematisches Diagramm eines Influenza A
Virus Partikels. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines gefarbten Influenza A Virus Partikels
(Durchmesser ~100nm). Auf der Oberflache sind die HA und NA Spikes deutlich zu sehen.
(http://lwww.rsc.org/images/b517734k-250_tcm18-52931.jpg) B) Das Hamagglutinin  (HA), die
Neuraminidase (NA) und das M2 Protein sind in die Membran des Virions eingebaut. HA formt trimere
Komplexe, NA und M2 formen Tetramere. Das Matrix (M1) Protein kleidet die Innenseite der Lipidmembran
aus. Das nukleare Exportprotein NS2/NEP ist ebenfalls im Virion enthalten. Die viralen RNA Segmente
sind mit Nukleoproteinen (NP) bedeckt und tragen assoziiert den viralen Polymerasekomplex (basierend
auf Fields Virology, 5™ Edition, Chapter of Orthomyxoviridae, Palese und Shaw).
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1.1.3 Genomorganisation

Das virale Genom der Influenza A Viren besteht aus 8 einzelstrdngigen RNA Segmenten mit
einer Lange von 0,9 — 2,4 kb. Das Gesamtgenom hat eine Lange von ungefahr 13,6 kb. Die
virale RNA (VRNA) liegt nach Konvention in negativer Orientierung vor, da von ihr positiv
orienterte Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) transkribiert wird. Die kodierenden Segmente
werden von segmentspezifischen nichtkodierenden Bereichen (non-coding region [NCRY])
flankiert. Die ersten 13 Nukleotide am 5°-Ende und die ersten 12 Nukleotide am 3"-Ende bilden
die virale NCRs, die zwischen den Virusstammen hochkonserviert sind (Desselberger u. a.
1980) (Abb. 1.3).

3'UCG Euuuceucc — | ———|— GGAACAAAGAUGAppp5’
i i i
hochkonservierte kodierende hochkonservierte
NCR Sequenz NCR

segmentspezifische NCR

Abb. 1.3: Promoterregion der vRNA Segmente. Die terminalen 12 und 13 Nukleotide der
nichtkodierenden Bereiche (NCR) der VRNA sind hochkonserviert und dienen als virale Promotoren.

Segmentspezifische NCRs kdnnen in ihrer Léange von 8 bis 45 Nukleotiden variieren. Notwendig
fur die Transkription und Replikation durch den RNA-abhangigen viralen RNA-
Polymerasekomplex ist die Ausbildung von virus-spezifischen Promotorstrukturen durch die

terminalen Regionen der VRNA Segmente (Flick u. a. 1996).
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“Korkenzieher” - Struktur

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der fiir den RNA-Promotor postulierten ,Korkenzieher”-
Struktur. Die zueinander komplementaren Basen des 5- und 3"-Endes bilden einen Doppelstrang aus
(modifiziert nach Fields Virology, 5™ Edition, Chapter on Orthomyxoviridea, Wright und Webster).

Die Bereiche der 5- und 3’-Enden sind teilweise komplementér, somit kann es nach dem

.Korkenzieher“-Modell zu Basenpaarungen zwischen den vVRNA-Termini und der Bildung von
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Haarnadelstreifen innerhalb der vRNA Termini kommen (Abb. 1.4). Diese ,Korkenzieher*-
Strukur ist maf3gebend fiir die Aktivitat des viralen Promotors, denn es stabilisiert die Interaktion
zwischen Promotor und Polymerasekomplex und ermdéglicht auf diese Weise die Bildung von
VRNA und mRNA. Dasselbe Modell gilt ebenfalls fir die Enden der cRNA (copy RNA), die
wahrend der Replikation entsteht (Neumann u. a. 2004). Eine Auflistung aller acht Segmente

und ihrer Funktion ist in Tabelle 1.1 zu finden.

Tab. 1.1: Eigenschaften der vVRNA Segmente und viralen Proteine des Influenza
A/PR/8/34 Virus.

Segment VRNA (nt) Kodiertes Protein (AS) Funktion

1 2341 PB2 (759) Untereinheit der viralen RNA-
Polymerase, bindet mRNA-Kappen

2 2341 PB1 (757) Katalytische Untereinheit der viralen
RNA-Polymerase

PB1-F2 (87) Mitochondriale Lokalisation, Induktion
von Apoptose

3 2233 PA (716) Untereinheit der viralen RNA-
Polymerase, Endonukleaseaktivitat

4 1778 HA (565) Hamagglutinin, Membranfusion, Typ |
Membranprotein, Rezeptorbindung,

Induktion neutralisierender Antikdrper

5 1565 NP (498) Nukleoprotein, Enkapsidierung von
VRNA und cRNA, Uber NLS
Kernlokalisation der RNP’s

6 1413 NA (454) Neuraminidase, Typ Il

Membranprotein

7 1027 M1 (252) Matrixprotein, Funktion in der
Morphogenese
M2 (97) lonenkanal, Anséduerung der Virionen,

Schutz der HA-Konformation

8 890 NS1 (230) Post-transkriptionaler Regulator und
IFN-Antagonist, inhibiert PKR-
Aktivierung
NS2/NEP (121) Nuklearer Exportfaktor

14



1.1.4 Virale Proteine

Hamagglutinin (HA)

Der Name des Proteins beruht auf der Fahigkeit Erythrozyten zu agglutinieren. Die Agglutination
kommt durch die Bindung des HA an salinséurehaltige Oberflachenrezeptoren der Erythrozyten
zustande. Menschliche und aviére Influenzaviren unterscheiden sich dabei in ihrer Spezifitat fur
unterschiedlich verkniupfte Salinsduren. Menschliche Viren bevorzugen uberwiegend a2,3-,

aviare Viren hingegen a2,6-verkntpfte Salinsaurereste (Connor u. a. 1994).

Membran- Fusions-
anker peptid W
AN 3
neutraler pH ; 2 2 Qi
e 8
¥ 23 globulire 6 " , ) globulire
_ ‘%\Kupmoméne ‘: 5 Kopfdomine
N\,{ :: r'4
% 2
BN i e
a .
v — Phl¥
s b
. & 5 5
({: $2 by
L g \._F ___________
Pt
L ;%5 Fusions pH
Fusions- " _» Membran-

peptid ’J‘% anker

Abb. 1.5: Modell der strukturellen Veranderung des HA Proteins bei niedrigem pH Wert. Einzelne
Proteindoménen sind mit Ziffern gekennzeichnet, um ihre Position nach der strukturellen Umlagerung der
Domanen zu verfolgen, die bei der Membranfusion erfolgen (basierden auf Fields Virology, 5™ Edition,
Chapter of Orthomyxoviridae, Palese und Shaw).

Das HA Protein formt Homotrimere und ist das Haupt-Oberflachenantigen der Influenza A Viren.
Um in die Wirtszelle zu gelangen muss das HA Protein durch eine Protease aktiviert werden.
Dazu wird das HAO Protein durch Proteasen in die zwei Untereinheiten HA1 und HA2
gespalten, die aber weiterhin durch eine Disulfid-Briicke verbunden bleiben. Das HAL formt eine
globuldre Doméne und bindet an Sialinsauren der Zell-Oberflachenproteine/-lipide. Es folgt eine
Rezeptorvermittellte Endozytose in das Zellinnere (Matlin u. a. 1981). Durch Ansauerung des
Endosoms im Zytoplasma wird eine Konformationsanderung des HA1/HA2 Proteins ausgeldst
(Abb. 1.5). Bei dieser wird das Fusionspeptid exponiert und initiiert die Fusion der Virus- und

Endosomenmembran (Bullough u. a. 1994). Neben der Funktion der Rezeptorbindung und
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Fusion ist das HA Protein eines der Haupt-Antigene und wird durch das adaptive Immunsystem
des Wirts erkannt. Durch einen Selektionsdruck, hervorgerufen durch neutralisierende
Antikorper, kbnnen Mutationen entstehen, die meist in der HA1 Domé&ne zu finden sind. Die
Anhé&ufung dieser Mutationen und die damit einhergehende Veranderung der antigenen Struktur
des HAL wird als ,Antigene Drift* bezeichnet. HA Proteine verschiedener Subtypen weisen auf
Aminosaureebene zum Teil eine Sequenzidentitat von unter 50% auf, Struktur und Funktion der
Proeine hingegen sind hochkonserviert (Palese und Shaw 2007). Durch diese Unterschiede der
antigenen Strukturen kdénnen Influenza A Viren nahverwandter Subtypen, beispielsweise HIN1
und H3N2, dieselbe Person erneut reinfizieren. Aus diesem Grund mussen jahrlich angepasste

Vakzine hergestellt werden, die Schutz vor den zirkulierenden Stdmmen bieten.

Neuraminidase (NA)

Neben dem Hamagglutinin ist die Neuraminidase das zweite prominente Membranprotein der
Influenza A Viren. In der Virionmembran bildet es Homotetramere. Die Bezeichnung beruht auf
der Eigenschaft des Proteins Sialinsauren von Rezeptoren auf der Virus- oder Zelloberflache zu
entfernen. Somit sorgt es dafur, dass sich neu gebildete Viren von der Zelloberflache I6sen
koénnen und verhindert eine Aggregation von Viruspartikeln (Palese u. a. 1974). Diese Funktion
des NA ist bedeutend fiir die Vermehrung und Ausbreitung des Virus, daher ist das NA eine gut
geeignete Zielstruktur fur Inhibitoren. Neben dem HA kann auch das NA Protein eine
Immunantwort des Wirts auslésen, die zu der Bildung von nicht-neutralisierenden Antikdrpen
fuhrt. Auch wenn durch diese die Rezeptorbindung der Viren nicht beeintréchtigt wird, so kann
die Ausbreitung der Viren bis zu einem gewissen Grad eingeschrankt werden, was dem Wirt

erlaubt die virale Infektion zu kontrollieren.

M-Proteine M1 und M2

Das M-Segment kodiet fur zwei virale Proteine, das M1 und das M2 Protein. Die ersten acht
Aminosauren des N-Terminus der M1 und M2 Proteine sind identisch. Das M1 Protein wird von
einer unprozessierten mRNA gebildet, wahrend das M2 Protein von einer gesplei3ten Variante

dieser mRNA translatiert wird.

M1 — Matrixprotein

Das M1 Protein ist die Hauptstrukturkomponente des Virions und macht etwa 40% der
gesamten Proteine eines Virions aus. Es interagiert sowohl mit den zytosolischen Doméanen mit
den in der Membran verankerten HA, NA und M2 Proteinen, als auch mit den NP Proteinen von
verpackten VRNPs (Martin und Helenius 1991; J. Zhang und Lamb 1996; R. W. Ruigrok u. a.
2000; X. Huang u. a. 2001). Auf diese Weise fungiert es als Briicke zwischen der Lipidhille und

den vRNPs im Inneren des Virions. Zuséatzlich ist das M1 Protein in infizierten Zellen notwendig
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fur den Export von vVRNPs aus dem Nukleus. Wéhrend des Exports interagiert das M1 Protein
mit dem NP Protein und der vRNA. Dieser M1/VRNP-Komplex bindet iber M1 an das NS2/NEP
und vermutlich Uber NS2/NEP an Crm1 (Abb. 1.6). Crm1 ist ein zelluldrer Exportrezeptor und
somit Teil der Exportmaschinerie, durch die der M1/VRNP/NS2-NEP Komplex in das Cytosol
transportiert wird (D Elton u. a. 2001; K. Ma, Roy, und Whittaker 2001; K. Watanabe u. a. 2001).

NSZINEP
b nukleare

Kernpore

——

]
bl

by

‘. "
A
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NUKLEUS q. "‘"

'J"

A 5_‘ ZYTOPLASMA
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Abb. 1.6: Illustration des Export von viralen RNPs aus dem Nukleus. Der nukleare Export neu-
synthetisierter vVRNP Komplexe wird durch das virale NS2/NEP Protein vermittelt. Es interagiert mit dem
zellularen Exportrezeptor Crm1 und mit den VRNPs Uber das virale M1 Protein. Die Interaktion mit der
zellularen Exportmachinerie ermdglicht den Transport des viralen Genoms durch die nukleare Kernpore in
das Cytoplasma (basierend auf Fields Virology, 5™ Edition, Chapter of Orthomyxoviridae, Palese und
Shaw).

M2 — lonenkanal-Protein

Das M2-Protein formt einen tetrameren lonenkanal durch die Membran des Virions (Sugrue und
Hay 1991). Seine Funktion als lonenkanal wird bei niedrigem pH Wert aktiviert (Pinto, Holsinger,
und Lamb 1992). Das M2 Protein besitzt zu einem friihen und einem spatem Zeitpunkt des
viralen Replikationszyklus eine Funktion (Hay u. a. 1985; Helenius 1992a). In der frihen Phase
der Infektion pumpt das M2 Protein Protonen aus dem angesauerten Endosom in das Virion.
Der dadurch bedingte niedrige pH-Wert im Virion schwécht die Bindung des M1 Proteins an die
VRNPs und ermdglicht die Freilassung des viralen Genoms in das Cytosol der Wirtszelle nach
der Fusion der Endosomenmembran mit der Membran des Virions (Martin und Helenius 1991).
Im spateren Verlauf des viralen Replikationszyklus hat das M2 Protein eine Rolle bezuglich der
Regulation des pH-Werts im trans-Golgi Netzwerk. Durch die Ausschleusung von Protonen aus
dem Golgi Netzwerk veréndert es den pH Wert innerhalb der Vesikel und verhindert somit die

vorzeitige Konformationsénderung des HA1/HA2 Proteins, welches zu Knospungsorten in der
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Membran transportiert wird. Das M2 Protein ist — neben dem NA Protein — Ziel von antiviralen
Substanzen. In den 1960er Jahren fand man heraus, dass Derivate der Adamantane die
Replikation der Influenza A Viren inhibieren (DAVIES u. a. 1964). Durch Bindung der Substanz
wird die geschlossene Formation des lonenkanals stabilisiert, wodurch die Leitfahigkeit der
Pore stark eingeschrankt wird (Schnell und Chou 2008). Mutationen im M2 Protein fiihrten zu

einer weit verbreiteten Resistenz gegeniiber Adamantanen.

Der Polymerasekomplex: PB1, PB2, PA

Der virale RNA-abhangige RNA Polymerasekomplex besteht aus drei Untereinheiten, dem PB1,
PB2 und PA Protein. Die Transkription und Replikation erfolgen im Zellnukleus, daher tragen
alle drei Proteine nukleare Lokalisationssequenzen (Nath und Nayak 1990; Nieto u. a. 1992;
Mukaigawa und Nayak 1991). Die Proteine PB1 und PA gelangen als Dimer in den Nukleus
(Ervin Fodor und Smith 2004) und bilden dort einen Komplex mit dem PB2 Protein, das
unabhéngig in den Kern importiert wird. Nachdem die virale RNA in den Zellnukleus
transportiert wurde, wird sie dort in mRNAs transkribiert, welche gecappt und polyadenyliert
sind. Die Kappe stammt von zellularen mRNAs durch einen Prozess, der als ,cap-shatching”
bezeichnet wird. Der poly(A)-Schwanz wird durch die virale Polymerase angefiigt. Die
Replikation des viralen Genoms erfolgt in zwei Schritten: zuerst wird die negativ-orientierte
virale RNA in positiv orientierte komplementdre cRNA (copy oder complementary RNA)
umgeschrieben. Die cRNA wiederum fungiert als Template fur die Herstellung neuer viraler RNA
im zweiten Schritt der Replikation. Die Influenza A Virus Polymerase katalysiert somit drei
Reaktionen: vRNA-gerichtete mRNA Synthese; vRNA-gerichtete cRNA Synthese und cRNA-
gerichtete VRNA Synthese (Abb. 1.7). Von grol3er Bedeutung ist, dass die virale Polymerase
keine proofreading Eigenschaft besitzt. Sie ist fehleranfallig und etwa alle 10.000 Nukleotide
wird ein Mismatch eingefugt (J. Holland u. a. 1982; Steinhauer und Holland 1987). Das
bedeutet, dass jedes neu gebildete virale Genom mindestens eine Mutation tragt. Diese hohe
Mutationsrate fihrt zu der Entstehung einer Viruspopulation, die aus unterschiedlichen
Varianten besteht. Neben defekten Varianten kénnen einige dieser Varianten potentiell
vorteilhafte Mutationen tragen, die unter den richtigen selektiven Konditionen dominant werden.
Somit gelingt es den Influenza Viren dem Immunsystem des Wirts relativ leicht zu entkommen.
Auf diese Weise tragen Punktmutationen (antigene drift) neben der Reassortierung von ganzen

Gensegmenten (antigene shift) zur Evolution der Viren bei.

PB1

Das PB1 Protein ist das groRere der beiden basischen Polymeraseproteine — PB1 und PB2 -
und besitzt das aktive Zentrum der Polymerasefunktion mit vier entsprechend konservierten
Sequenzmotiven (Biswas und Nayak 1994). Im Replikationskomplex Kkatalysiert es die

sequentielle Addition von Nukleotiden an das RNA Transkript. Bei der Synthese der viralen
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MRNA kommt es etwa 16 Nukleotide vor dem Ende des Transkripts zu sterischen Hinderungen
an einem Polyuridin-Bereich. An diesem Bereich der vRNA kommt die Polymerase ins ,Stottern®
und durch mehrfaches Kopieren dieses Bereichs kommt es somit zur Polyadenylierung der
viralen mRNA (G. X. Luo u. a. 1991). PB1 initiiert die Replikation und Transkription durch die
Bindung an vRNA oder cRNA (Biswas und Nayak 1994).

cRNA(+)
5" pppAGCAAAAGCAGGNNN AAAAANNNCCUUGUUUCUACU 3
G
2. Schritt der Replikation \ ‘ 1. Schritt der Replikation
VRNA(-)
3" UCGUUUUCGUCCNNN UUUUUNNNGGAACAAAGAUGAppp 5
C
\ Transkription
. n mRNA(+)
5" "GpppX"(N10-13) AGCAAAAGCAGGNNN Am 3’
G

Abb. 1.7: Influenza A Virus RNA Synthese. Die virale Polymerase generiert die drei im Lauf einer
Infektion auftretenden viralen RNA-Spezies: VRNA, cRNA, mRNA. Mit Hilfe eines zellularen Primers wird
virale mRNA synthetisiert. Fir die Replikation der vRNA wird zuerst die cRNA gebildet, eine vollstandige,
komplementéare Kopie der vRNA. Die cRNA wird daraufhin benutzt um neue vVRNAs herzustellen.

PB2

Das PB2 Protein ist das kleinere basische Polymeraseprotein und interagiert direkt mit PB1 und
NP. Zudem bindet es die methylierte 5" -Kappen-Strukturen der Wirtszell pra&-mRNA (Fechter u.
a. 2003) und Ubergibt diese RNAs an die PA Untereinheit der Polymerase. Das PB2 Protein ist
desweiteren eine wichtige Determinante der Wirtsspezifitat (Subbarao, London, und Murphy
1993). Aviare Influenza Viren besitzen an der Position 627 ein Glutamin, bei humanen Isolaten
findet man hingegen ein Lysin. H5N1 Viren, die das Glutamin an Position 627 tragen, zeigen
nur eine geringe Pathogenitét, im Gegensatz dazu sind Isolate mit einem Lysin hoch-pathogen
(Hatta u. a. 2001). Zuséatzlich zu der E627K Mutation wurde beobachtet, dass die PB2 Mutation
T271A die virale Polymerase Aktivitdt in menschlichen Zellen verstarkt (Bussey u. a. 2010).
Ebenso ist die Aminosaureposition 701 des PB2 Proteins eine Position, die wichtig fur die
Pathogenese und Ubertragbarkeit von saisonalen und hoch pathogenen Influenza A Viren ist
(Steel u. a. 2009; Y. Gao u. a. 2009).

PA

Das PA Protein wird aufgrund seiner Ladung als saures Polymeraseprotein bezeichnet. Es
bindet an PB1 aber nicht PB2 (P Digard, Blok, und Inglis 1989). Das PA Protein ist wichtig far

die Assemblierung einer funktionstiichtigen Polymerase (Kawaguchi, Naito, und Nagata 2005).
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Zudem konnte gezeigt werden, dass PB1, PA und NP in Abwesenheit von PB2 sowohl cRNA als
auch mRNA (ohne Kappen-Struktur) transkribieren kénnen, PA aber fir die Synthese von vRNA
unabkdmmlich war (Nakagawa u. a. 1995). Eine weitere Eigenschaft des PA Proteins ist die
Endonukleaseaktivitat (Fechter u. a. 2003; Ervin Fodor und Smith 2004; Huarte u. a. 2003; Jung
und Brownlee 2006). Es schneidet und entfernt die Kappen-Struktur 9 bis 17 Nukleotide abwarts
von der pra&-mRNA. Dieser Prozess wird als ,cap-snatching“ bezeichnet, da die Kappen-
Strukturen den zellularen mMRNAs gestohlen werden um an virale mRNAs angeheftet werden zu
konnen. Diese Kappen-abhéngige Endonuklease ist im N-Terminus des Proteins lokalisiert und
besitzt ein hoch-konserviertes aktives Zentrum (Alexandre Dias u. a. 2009; Yuan u. a. 2009).
Der virale Polymerasekomplex assoziiert mit der RNA Polymerase |l der Wirtszelle (Rodriguez,
Pérez-Gonzalez, und Nieto 2007). Durch diese Interkaktion wird spezifisch die
hypophosphorylierte Form der grof3en Untereinheit der RNA Polymerase Il durch die
proteolytische Eigenschaft der PA Untereinheit degradiert (Rodriguez, Pérez-Gonzalez, und
Nieto 2007). Diese Degradierung korreliert mit der Inhibition der Wirtszell Transkription und dem

Einsetzen der viralen Transkription und Replikation.

Nukleoprotein (NP)

Das NP Protein ist die Hauptkomponente der Ribonukleoprotein Komplexe (RNP). Es bindet
genomische RNA Segmente und formt helikale RNP Strukturen (Klumpp, Ruigrok, und Baudin
1997; Noda u. a. 2006). Eine Bindung an RNA wird durch die sichelférmige Struktur des
Proteins begiinstigt (Q. Ye, Krug, und Tao 2006; W. W. H. Wu, Sun, und Panté 2007). Die
Bindung an die RNA erfolgt mit hoher Affinitat, aber sequenzunspezifisch tiber positiv geladene
Aminosauren des NP Proteins und die negativen Ladungen des Phosphatriickgrats der vRNA
(F Baudin u. a. 1994; Agustin Portela und Digard 2002). Das NP Protein ist die
Hauptkomponente der vRNPs und fiir die strukturelle Organisation dieser wichtig. Es findet sich
in periodischen Abstéanden auf der RNA, was zu einem festen Verhaltnis von einem NP Molekl
pro 24-25 Nukleotiden fuihrt (Ortega u. a. 2000). Da die RNA auch als Bestandteil eines
vollstandigen VRNPs durch RNasen hydrolisierbar ist, weist dies auf eine Exposition der RNA
auf der Aullenseite der vVRNPs hin. Auf diese Weise kann die Polymerase leicht auf die
genetische Information zugreifen, auch wéhrend diese an NP Proteine gebunden sind. Das NP
Protein ist fur die vollstandige Replikation und Transkription des viralen Genoms notwendig
(Honda u. a. 1988). Fir die Kernlokalisation besitzt es zwei Kern-Lokalisations-Sequenzen

(nuclear localisation sequences, NLS).

Nicht-Struktur Proteine

PB1-F2

Das PB1-F2 wird von einem alternativen +1 Leseraster (open reading frame; ORF) des PB1

Segments der meisten Influenza A Virus Stamme gebildet (W. Chen u. a. 2001). Es ist nicht
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essentiell und wird daher auch als akzessorisches Protein bezeichnet. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass es ein wichtiger Pathogenitatsfaktor des pandemischen Influenza Stammes von
1918 war und konnte ebenfalls in dem hoch virulenten H5N1 Isolat A/HongKong/97
nachgewiesen werden (Conenello u. a. 2007; McAuley u. a. 2007; Zamarin, Ortigoza, und
Palese 2006). PB1-F2 fungiert als Virulenzfaktor, indem es die Immunantwort des Wirts
moduliert (Conenello und Palese 2007). Auf diese Weise werden bakterielle
Sekundarinfektionen in Patienten begunstigt und erhéhen die Morbititat (McAuley u. a. 2007). In
vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass PB1-F2 in Mitochondrien lokalisiert ist und, dass es
durch die Zerstérung des mitochondrialen Membran-Potentials in lymphozytaren Zellen
Apoptose ausldsen kann (W. Chen u. a. 2001; J. S. Gibbs u. a. 2003; Zamarin u. a. 2005). Dazu
formt das PB1-F2 Protein Oligomere und formt Poren in der mitochondrialen Membran um

Cytochrome C zu entlassen (Zamarin u. a. 2005).

NS Proteine

Das kurzeste Segment des Influenza A Virusgenoms kodiert fur zwei Proteine, NS1 und
NS2/NEP. Bei der Entdeckung der Proteine konnten diese nicht im Virion nachgewiesen
werden, und wurden daher als Nicht-Strukturproteine bezeichnet. Erst spater wurde
nachgewiesen, dass das NS2/NEP Protein im Virion enthalten ist (J. C. Richardson und Akkina
1991). Das NS1 Protein wird von einer kolinearen mRNA translatiert, wohingegen das NS2/NEP
Protein durch eine gespleiRte mRNA kodiert wird (Abb. 1.8). Die mRNA Molekile der beiden
Proteine besitzen am 5°-Ende eine identische 56 Nukleotid lange Sequenz, und nach
Prozessierung und Translation tragen beide Proteine neun identische Aminosauren an ihren N-
Termini (P. Palese und Shaw 2007). 70 Basenpaare der Leserahmen von NS1 und NS2/NEP
Uberlappen, im zweiten Exon nutzt das NS2/NEP jedoch ein +1 Leseraster wodurch es zu
unterschiedlichen Aminosaure-Kodes kommt (Lamb und Lai 1980). Die ungespleilite NS1
MRNA wird mit groRer Effizienz in das Zytoplasma exportiert (Alonso-Caplen und Krug 1991).
Die Wahrscheinlichkeit gesplei3t zu werden ist daher sehr gering. Aus diesem Grund entstehen
nur 10% gesplei3te Transkripte im Vergleich zu ungespleil3ten Transkripten (Lamb u. a. 1980).
Die Regulation dieses alternativen Spleil3vorgangs ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden
(Garaigorta und Ortin 2007; Robb u. a. 2010). Durch den effizienten Export der ungespleifdten
NS1 mRNA wird in infizierten Zellen die Anwesenheit des NS1 Proteins bereits zu frihen
Zeitpunkten der Infektion sichergestellt, um der antiviralen Immunantwort des Wirts
entgegenzuwirken. Dieser Mechanismus verhindert zudem eine vorzeitige Expression des

NS2/NEP Proteins, was zu einem verfrihten Export unreifer vVRNPs fiihren kdnnte.

NS1

Das NS1 Protein der Influenza A Viren ist ein wichtiger multifunktioneller Virulenzfaktor und

essentiell fur eine effiziente Replikation. Das Protein kann in zwei funktionelle Domanen
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unterteilt werden: eine N-terminale RNA-Bindungsdoméne (AS 1-73) und eine C-terminale
Effektor-Doméne (AS 74-230). Die Effektor-Doméne vermittelt Uberwiegend verschiedene
Interaktionen mit Wirtszellproteinen und stabilisiert die Bildung des Homodimers (X. Wang u. a.
2002). Genetisch hergestellte Viren, denen das NS1 Gen fehlt, sind stark attenuiert (A Garcia-
Sastre u. a. 1998). In in vitro Assays konnte gezeigt werden, dass das NS1 Protein sowohl
einzel- als auch doppelstrangige RNA Molekile bindet, darunter VRNA, virale mRNA, zellulare
U6 snRNA, poly(A)-Sequenzen zellularer mRNA und synthetische doppelstrangige RNA
(dsRNA) (Wei Wang u. a. 2008; Qiu, Nemeroff, und Krug 1995; Qiu und Krug 1994; Hatada,
Takizawa, und Fukuda 1992; Hatada und Fukuda 1992). Die Homodimerisierung und die
basischen Aminosauren Arginin (R) 38 und Lysin (K) 41 des Proteins sind dabei fir die RNA-
Bindefahigkeit essentiell (W Wang u. a. 1999).

A
1 100 500 890
3| L L L L L > 5 genomische RNA
Transkription l
28 634 739
5'Cap — | AAAA 3’ NS1 mRNA
-
Translation l
1 207 237
NH: — I cooH NS1 Protein
-
B
1 100 500 890
3| ! L L L ! 5 genomische RNA
Transkription l
28 56 529 861
R \/ ' A NoZINEP mRNA
Translation l
1.9/10 120
NHz_. — COOH NS2/NEP Protein

Abb. 1.8: Genomorganisation des 8. Segments der Influenza A Viren. Nach transkription wird das NS1
Protein von der ungesplei3ten mRNA translatiert. Durch SpleiRen des mRNA entsteht eine weitere mRNA
Form. Sie dient der Translation des NS2/NEP Proteins, dessen aminoterminale Aminosaurereste mit dem
NS1 Protein identisch. Am SpleiBpunkt &ndert sich das Leseraster und damit die Proteinsequenz
(basierend auf Molekulare Virologie, 2. Auflage, Susanne Modrow).

NS1 als Interferon-Antagonist

Durch das NS1 Protein kann das Virus die Immunantwort des Wirts antagonisieren (Egorov u.
a. 1998; A Garcia-Sastre u. a. 1998; Kochs, Garcia-Sastre, und Martinez-Sobrido 2007;
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Stephan Ludwig u. a. 2002). In diesem Zusammenhang antagonisiert das NS1 Protein vor allem
die Typ | IFN-Produktion sowie die Wirkung IFN-induzierter Gene (Lin, Lan, und Zhang 2007;
Hale, Batty, u. a. 2008; Wolff u. a. 2008). Das zellulare retinoic acid-inducible gene | (RIG 1)
erkennt die 5°-Triphosphate viraler Segmente (Pichimair u. a. 2006) und aktiviert in Folge
dessen eine Signalkaskade zur Aktivierung des interferon regulatory factor 3 (IRF3) und des
nuclear factor-kappa B (NF-kB) und induziert auf diese Weise die Transkription von Typl
Interferonen (IFN). Um diese Aktivierung zu verhindern inhibiert das NS1 Protein RIG | durch
eine Interaktion mit TRIM25 (tripartite motif protein 25) (Gack u. a. 2009), und es kommt zur
Inhibition der IRF3 Aktivierung. Somit wird die Transkription und Sekretion von IFN-$ verhindert
(Mibayashi u. a. 2007; Opitz u. a. 2007). Eine Sekretion von IFN-B stimuliert den IFN o/
Rezeptor, auf autokrine und parakrine Weise, und es kommt zur Expression Interferon
stimulierter Gene (ISG; interferon stimulated genes), wie beispielsweise die Protein Kinase K
(PKR). Bindet die PKR an virale doppelstrangige RNA, so fihrt dies zur Dimerisierung und
trans-Autophosphorylierung der PKR und der anschlieRenden Phosphorylierung verschiedener
Effektorproteine, u.a. den Translationsinitiationsfaktor elF2a. Dies hat zu Folge, dass die
Proteintranslation inhibiert wird und somit die virale Replikation unterdriickt wird. Um diesem
Effekt entgegenzuwirken interagiert das NS1 Protein direkt mit der Kinase und inhibiert auf
diese Weise ihre Funktion (Min u. a. 2007).

NS2/NEP

Das NS2/NEP Protein fungiert als Adaptor Protein fir den nuklearen Exportrezeptor Crm1 und
das virale M1 Protein. Im N-Terminus des Proteins befindet sich ein hochkonserviertes
Kernexportsignal (NES, nuclear export signal) (R. E. O’'Neill, Talon, und Palese 1998), im C-
terminalen Bereich ist die Interaktionsdoméane mit dem M1 Protein lokalisiert (Ward u. a. 1995;
Yasuda u. a. 1993). Durch die Bindung von NS2/NEP wird ein Kernlokalisationssignal (NLS,
nuclear localisation signal) im M1 Protein maskiert, wodurch vermutlich der Wiederaufnahme
von reifen VRNPS in den Nukleus verhindert wird. Durch diese Funktion ist das NS2/NEP
Protein fur die Replikation essentiell (Neumann, Hughes, und Kawaoka 2000). Erst kirzlich
wurden Daten publiziert, die vermuten lassen, dass das NS2/NEP Protein zudem einen Einfluss
auf die Regulation der Influenza Virus Transkription und Replikation hat, indem es die
Akkumulation von Replikations-Produkten erhdht (Robb u. a. 2009).

1.1.5 Replikation

Fur die erfolgreiche Replikation ist das Influenza A Virus von der Wirtszelle abhéngig. Influenza
Viren gehdren zu den wenigen RNA Viren deren Transkription und Replikation im Zellnukleus
stattfindet (Whittaker, Kann, und Helenius 2000) (Abb. 1.9). Aus diesem Grund ist das Virus auf
Import- und Export-Mechanismen der Zelle angewiesen. Zusatzlich benétigt es fir einige

MRNAs den SpleiRapparat, und letzlich die zellulare Proteintranslations-Maschinerie.
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mRNA Synthese

Abb. 1.9: Der Replikationszyklus von Influenzaviren. Modifiziert nach Neumann et al., 2009. Die
Abbildung wird im Text naher erlautert.

Die Replikation der Viren kann in finf Schritte gegliedert werden:
Adsorption der Viren an spezifische Wirtszellrezeptoren
Penetration in die Wirtszelle und Freisetzung des viralen Genoms
Replikation und Transkription
Zusammenbau der Nukleokapside
Freisetzung der Virionen

Zu Beginn bindet das Virus anhand des HA Proteins an endstandige N-Acetyl-Neuraminsauren
zellularer Rezeptoren an die Zelloberflache (Skehel und Wiley 2000). Durch Rezeptor-
vermittelte Endocytose werden die Virione internalisiert (Matlin u. a. 1981). Bedingt durch die
Anséuerung der Endosomen kommt es zur Konformationsdnderung des HA Proteins was zur
Fusion der Endosomen-Membran mit der viralen Membran fihrt (Skehel und Wiley 2000).
Infolge dessen werden die VRNPs aus dem Virion entlassen (Helenius 1992b) und durch
Kernlokalisationssequenzen der NP und Polymerase Proteine von Importinen in den Zellkern
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transportiert. Replikation und Transkription erfolgt durch die virale RNA-abhdngige RNA
Polymerase. Um die Synthese viraler mRNAs zu initiieren werden Primer bendtigt. Durch den
bereits geschilderten Vorgang des ,cap-snatching® (siehe Erlauterungen zum
Polymerasekomplex; Abschnitt 1.1.4) wird eine 5"-Kappe und ein freies OH-Ende zur Verfligung
gestellt, welches zur Initiation der Transkription viraler mRNAs dient (Neumann u. a. 2004).
MRNAs der viralen M2 und NS2/NEP Proteine werden durch das zellulare Spleil3osom erzeugt.
Uber einen nicht vollstandig geklarten Mechanismus gelangen die mRNA Transkripte durch die
Kernpore in das Cytoplasma. Wahrend die Membranproteine am rauhen Endoplasmatischen
Retikulum (rER) synthetisiert werden, findet die Translation der tbrigen viralen Proteine an
freien Ribosomen statt. Die Proteine PB1, PB2, PA, NP und NS1 tragen karyophile Signale und
werden in den Zellkern transportiert. Das Umschalten von Transkription zur Replikation wird
wahrscheinlich durch das NP Protein reguliert. Sobald genug NP Protein im Zellkern vorhanden
ist, verhindert es entweder das ,Stottern“ der viralen Polymerase und somit auch die
Polyadenylierung der Transkripte und/oder es schiitzt neusynthetisierte RNA durch
Enkapsidierung vor der Degradation (Skorko, Summers, und Galarza 1991). Es kommt zur
Synthese eines vollstdndigen Gegenstrangs (cRNA) zur vRNA, welcher als Matrize fur die
Synthese neuer VRNAs genutzt wird. Fur die Synthese von cRNA und vRNA werden keine
Primer bendétigt. Bereits wahrend der Synthese werden cRNA und neue VRNA Molekile
vollstandig mit NP Proteinen verpackt (Neumann u. a. 2004). Zusammen mit dem
Polymerasekomplex bilden sich so reife VRNPs, die in der spateren Infektionsphase durch
Interaktion mit dem M1 und NS2/NEP Protein aus dem Zellkern exportiert werden. Die
Membranproteine werden vom rER Uber den Golgi-Apparat und das Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) zur Zellmembran transportiert. Auf diesem Weg erhalten sie unterschiedliche
Modifikationen, beispielsweise N-Glykosylierungen mit komplexen und mannosereichen
Zuckerketten oder Palmitoylierungen (Palese und Shaw, 2007). Endstandige Neuraminséuren
der komplexen Zucker werden durch das NA Protein entfernt um eine Aggregation der Virionen
miteinander zu vermeiden (P Palese u. a. 1974). Am Knospungsprozel3 replikationskompetenter
Viren sind HA, NA, M1 und M2 Proteine mal3geblich beteiligt, wobei der genaue Prozess noch
nicht vollstandig geklart ist (Gémez-Puertas u. a. 2000; B. J. Chen u. a. 2007; B. J. Chen u. a.
2008; Bruce u. a. 2009). Auf der Zellmembran befindliche endstandige Neuraminsauren werden
durch die Neuraminidaseaktivitat des NA Proteins abgespalten. Dieser Vorgang verhindert eine
Readsorption der neu gebildeten Viren an die Zellmembran (P Palese u. a. 1974). Das HA-
Protein wird als inaktives Vorlauferprotein synthetisiert und durch Wirtszellproteasen in seine
aktive Form gespalten. Neue Arbeiten deuten auf eine Rolle von Typ Il Transmembran Serin
Proteasen hin und vermuten im genaueren eine Rolle der Proteasen TMPRSS2, TMPRSS4 und
HAT bei der Aktivierung des HA-Proteins (Choi u. a. 2009; Bertram, Glowacka, Steffen, u. a.
2010; Bertram, Glowacka, Blazejewska, u. a. 2010). Die Funktion der Nichtstrukturproteine NS1

und PB1-F2 ist Uberwiegend immunmodulatorischer Art, erlautert in Abschnitt 1.1.4.
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1.2 Der Nukleus

Influenza Viren replizieren und transkribieren ihr virales Genom im Nukleus der Wirtszelle und
sind daher abhangig von nuklearen Funktionen des Wirts. Der Nukleus ist ein hoch
organisiertes Organell eukaryotischer Zellen, seine Funktion ist die Erhaltung, Replikation und
Expression der genetischen Information der Zelle. Durch eine Doppelmembran ist der Nukleus
vom Cytoplasma getrennt. Eingelagert in diese Membranen sind grof3e Multiproteinkomplexe,
die sogennanten Kernporen. Diese kontrollieren den Import und Export von Molekulen in und
aus dem Nukleus. Einen effizienten Ablauf und die Aufrechterhaltung der vielfaltigen Komplexen
Prozesse im Nukleus werden durch die rdumliche Aufteilung und zeitliche Koordinierung
verschiedener Reaktionen gewahrleistet. Zu diesem Zweck ist der Nukleus in spezifische,

membranlose Strukturen unterteilt, in denen jeweils definierte Prozesse stattfinden.

1.2.1 Organisation des Zellkerns

Der Nukleus besteht aus unterschiedlichen membranlosen Subkompartimenten, in denen
jeweils Proteine akkumulieren, die an verschiedenen Aktivititen der Genexpression beteiligt
sind (Handwerger und Gall 2006; Zhao, Bodnar, und Spector 2009) (Abb. 1.10). Diese
Konzentration von Proteinen in nukleare Kompartimente erméglicht das raumliche und zeitliche
Zusammenspiel eng verknlpfter Funktionen, beispielsweise der Transkription, des Splei3ens
und dem nuklearen Export von mRNA. Die bekannteste und gréf3te Doméne ist der Nukleolus,
der sich um aktiv transkribierte ribosomale DNA formt. Dort findet die Modifikation ribosomaler
RNA, die Assemblierung von pra-Ribosomen und die Assemblierung von nicht ribosomalen
Ribonukleopartikeln (RNP) statt. Bisher konnten um die 700 nukleolare Proteine identifiziert
werden, wobei nur 30% der Proteine an bisher bekannten nukleolaren Funktionen beteiligt sind
(Handwerger und Gall 2006). Weitere nukleare Subkompartimente sind z.B. die PML Bodies,
Paraspeckles, Cajal Bodies und Speckle Doméanen. Die beiden letztgenannten besitzen jeweils
eine Rolle bei der Biogenese von zellularer RNA und werden im Folgenden etwas genauer

betrachtet.

Cajal Bodies

Die sogenannten Cajal Bodies formen sich bei aktiver RNA Synthese und Genexpression in der
Né&he der Nukleoli (Ogg und Lamond 2002). Sie enthalten Proteine, die an verschiedenen RNA-
Prozessierungswegen beteiligt sind, dem pra-mRNA Splei3en, der pra-tRNA Prozessierung und
der Bildung der 3"-Enden der Histon mRNA (Matera und Shpargel 2006). Da keine mRNA in
den Cajal Bodies nachgewiesen werden konnte, wird vermutet, dass sie an der Assemblierung
und Modifikation der RNP Komplexe beteiligt sind, welche die besagten Funktionen vermitteln.
In diesem Zusammenhang geht man davon aus, dass die Cajal Bodies eine wichtige Station im

Reifungsprozess verschiedener RNPs einnehmen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass neu
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formierte snRNPs zunéchst in Cajal Bodies auftreten, bevor sie dann in nuklearen Speckles

nachzuweisen sind (Sleeman u. a. 1998).

nuklearer

Cajal B
Porenkomplex . ody

Germ Body

OPT Doméane ct osOmen

Territorium

PML Body

SAMGS
nuclear Body

Heterochromatin

Abb. 1.10: Modell des Nukleus eienr tierischen Zelle (nach Spector, 2001).

Speckle Domé&nen

Speckle Doméanen werden auch interchromatin granule clusters (IGC) oder SC35 Doméne
genannt, nach dem Splei3faktor SC35, der strukturellen Hauptkomponente und somit
Markerantigen dieser Doméne ist (D L Spector, Fu, und Maniatis 1991). 30 bis 50 Speckle
Domaéanen kdnnen in einem Nukleus vorkommen. Es handelt sich um dynamische Strukturen,
aber keine transkriptionell aktive Regionen. Neue Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass
einige transkriptionell aktive Gene bevorzugt mit nuklearen Speckle Domé&nen assoziieren
(Brown u. a. 2008; Takumi Takizawa, Meaburn, und Misteli 2008). Die Basis hierfir ist jedoch
noch nicht vollstandig verstanden. Diese Ergebnisse unterstitzen allerdings ein mdégliches
Model, nach dem bestimmte Gene, die zum Beispiel durch externe Stimuli aktiviert werden,
effizienten Zugang zu ko-transkriptioneller RNA Prozessierung durch die Nahe zu Speckle
Domaéanen erhalten. Speckle Doméanen enthalten hohe Konzentrationen von spleiRosomalen

~small nuclear* Ribonukleoproteinen (snRNP) (Carmo-Fonseca u. a. 1991; D L Spector, Fu, und
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Maniatis 1991) und SR Protein, die tUber ein speckle targeting Signal verfugen (Angus | Lamond
und Spector 2003; David L Spector und Lamond 2011). Die Proteine in den Speckle Doméanen
Ubernehmen Funktionen im pra&-mRNA SpleiBen, der 3’-End-Prozessierung und
Polyadenylierung, sowie der Transkription und dem mRNA Export (Masuda u. a. 2005; Saitoh u.
a. 2004; Mintz und Spector 2000). Zusétzlich sind auch Kinasen und Phosphatasen in Speckle
Domaéanen enthalten, die die Funktion der SR Proteine regulieren (Brede, Solheim, und Prydz
2002; Colwill u. a. 1996; Ko, Kelly, und Pines 2001; Trinkle-Mulcahy u. a. 1999; Trinkle-Mulcahy,
Sleeman, und Lamond 2001). Die strukturelle Organisation und Morphologie ist stark vom
metabolischen Zustand der Zelle abhangig und wird durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von SR Proteinen reguliert (Sacco-Bubulya und Spector 2002; Yeakley u.
a. 1999; Colwill u. a. 1996). Dementsprechend hat die Inhibition der RNA Polymerase I
abhéangigen Transkription oder eine Hitzeschockbehandlung von Zellen zur Folge, dass sich die
Speckle Domanen vergréRern und statt der irregularen Form eine abgerundete Erscheinung
annehmen (Angus | Lamond und Spector 2003). Zuerst wurde vermutet, das Speckle Doméanen
Speicherorte der genannten Faktoren seien, die dann bei aktiver Genexpression zu den Orten
der Transkription und Prozessierung rekrutiert werden (C. Zeng u. a. 1997; S. Huang u. a. 1994;
O’Keefe u. a. 1994). Neuere Erkenntinsse jedoch stitzen eine Hypothese, nach der Speckle
Domaénen eine aktive Beteiligung in der RNA Biogenese zugesprochen wird. Zwar findet in den
Domaénen kein SpleiBing statt, es wird aber eine Rolle beim Reifungsprozess einiger mRNAs
angenommen, da nukleare Speckle Domanen eine raumliche Verbindung zwischen mRNA
Prozessierung und schneller Wiederbereitstellung entsprechender RNA Prozessierungsfaktoren
herstellen (Hall u. a. 2006; Shopland u. a. 2003). Zuséatzlich gibt es Hinweise, dass poly(A)
MRNA vor dem Export aus dem Nukleus erst Speckle Doménen passieren und defekte
Transkripte dort zurlickgehalten oder auch degradiert werden (Holt u. a. 2007; K. P. Smith u. a.
2007; Schmidt u. a. 2006; Degot u. a. 2004; C Johnson u. a. 2000). Auch die Beobachtung,
dass mRNA Exportfaktoren wie UAP56, Aly und verschiedene SR Proteine, wie SF2/ASF in
Speckle Doménen lokalisieren, unterstiitzt eine magliche regulatorische Funktion der Doméanen
im mRNA Export (Masuda u. a. 2005; Mintz und Spector 2000).

1.2.2 Nuklearer mRNA Export

Durch die Kompartimentalisierung eukaryotischer Zellen finden Prozesse wie die Transkription
und Translation an unterschiedlichen Orten in der Zelle statt — im Nukleus und im Cytoplasma.
Neu gebildete mMRNAs kénnen nicht durch die Kernporen der nuklearen Membran diffundieren,
daher wird ihr Export von Rezeptorproteinen vermittelt und reguliert. Derzeit sind vier
Rezeptorproteine bekannt, die selektiv den Transport jeweils einer Gruppe von RNAs vermitteln
(Abb. 1.11). Zum einen gehért Crm1l zu der Gruppe der Rezeptorproteine. Abhdngig vom
Adapterprotein PHAX oder Nmd3 exportiert es kleine nukleare RNAs (,small nuclear RNA",
snRNA) oder ribosomale RNA (rRNA). Die Adapterproteine binden dabei die jeweilige RNA
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Spezies und interagieren dann mit Crm1, welches den Transport Uber die Kernpore vermittelt.
Zusatzlich exportiert Crm1 einige mMRNAs, beispielsweise die INF-a1 mRNA (M. Watanabe u. a.
1999; T. Kimura u. a. 2009; T. Kimura u. a. 2010). Das Exportin-t vermittelt den Export von tRNA
und das Exportin-5 ist verantwortlich fur den Export nicht kodierender microRNAs (miRNAS).
Fur den groten Teil der mRNA sorgt das TAP/NXF1 (, Tip associated protein“) Protein fiir einen
effizienten Export. TAP/NXF1 gehdrt nicht, wie die meisten Proteintransportrezeptoren zur
Familie der B-Karyopherine und exportiert daher unabhéngig von RanGTP (Gruter u. a. 1998; J
Katahira u. a. 1999).

% i fjﬁﬂ‘L \j\

Export von: tRNA miRNA snRNA

Zytoplasma < NPC /I_‘\ 7 5 /|_{\ 7 S 7

Abb. 1.11: Schematische Darstellung des nuklearen Exports von tRNA, miRNA, snRNA, mRNA und
rRNA. Die vier bekannten RNA Exportrezeptoren Exportin-t (Exp-t), Exportin-5 (Exp-5), Crm1 und
TAP/NXF1 sind mit ihren spezifischen primdren RNA-Kargotranskripten dargestellt. Die drei
Exportrezeptoren Exp-t, Exp-5 und Crm1 gehoéren zur Familie der B-Karyopherine und benétigen RanGTP
als Ko-Faktor. Exp-t transportiert tRNAs ins Cytoplasma. Exp-5 ist der Exportrezeptor fir mikroRNAs
(miRNA). Crm1 exportiert kleine nukleare (sn)RNA und ribosomale (r)RNAs. TAP/NXF1 gehort nicht zur
Familie der 3-Karyopherine und benétigt daher kein RanGTP als Export-Ko-Faktor (nach Kéhler und Hurt,
2007).

rRNA

TAP/NXF1 gehort zu der Familie der nuklearen Export-Familie (NXF). Es kann sich zwischen
dem Nukleus und dem Zytoplasma hin- und herbewegen und interagiert direkt mit den FG-
Repeats der Nukleoporine des Kernkomplexes und bindet direkt oder indirekt {ber
Adapterproteine an die zu transportierende mRNA (Kdhler und Hurt 2007). TAP/NXF1 agiert mit
dem Kofaktor p15 als Heterodimer. Durch diese Interaktion wird die Affinitat von TAP/NXF1 zu
den Nukleoporinen gesteigert was zu einem effizienten Exportprozess beitragt (J Katahira u. a.
1999). Der Export zellularer mRNA ist eine Komponente der komplexen
Genexpressionsprozesse, die miteinander gekoppelt sind und von der Transkription Uber das
SpleiRen, 3"-End Bildung, ,nonsense mediated decay“ (NMD) bis zum Export reichen. Die
Verknipfung der einzelnen Prozesse sichert die Qualitdt der im Zytoplasma translatierten
MRNAs und ermdglicht auerdem eine schnelle und effiziente Regulation der

Genexpressionsrate (Tom Maniatis und Reed 2002; Moore und Proudfoot 2009; Rondén,
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Jimeno, und Aguilera 2010; Stewart 2010). Bereits wahrend der Transkription werden Faktoren
an die sich bildende mRNA rekrutiert, die am SpleiRen, Export und NMD beteiligt sind (R. Luna
u. a. 2008; Tom Maniatis und Reed 2002) (Abb. 1.12). Die kotranskriptionelle Rekrutierung wird
hauptséachlich durch die C-terminale Domé&ne (CTD) der grof3ten Untereinheit der RNA
Polymerase |l vermittelt (H. Cheng u. a. 2006; Rougemaille u. a. 2008; Reed und Hurt 2002;
Meinhart u. a. 2005). Die CTD besteht aus Heptapeptid-Wiederholungen YSPTSPS, welche
unter anderem an den Serinen 2 und 5 phosphoryliert werden kénnen (R. Luna u. a. 2008;
Palancade und Bensaude 2003; H. Kim u. a. 2010). Die CTD bildet eine wichtige
Bindungsplattform fir transient assoziierte Proteine, wobei die Interaktion durch den
Phosphorylierungsstatus reguliert wird. So geht mit der Phosphorylierung von Ser5 die Initiation
und frihe Elongationsschnitte der RNA Polymerase Il einher, wdhrend die Phosphorylierung
von Ser2 fir die Loslésung vom Promoter wichtig ist. Die Phosphorylierungen der CTD werden
unter anderem durch Cyclin-abhangige Kinasen vermittelt (R. Luna u. a. 2008; Bartkowiak und
Greenleaf 2011; Buratowski 2009; Palancade und Bensaude 2003; Meinhart u. a. 2005). Die
Prozessierung intronhaltiger mRNA erfolgt kotranskriptional (R. Luna u. a. 2008; Moore und
Proudfoot 2009; Stewart 2010; Reed und Hurt 2002). Nach dem Spleil3prozess wird ein
Multiproteinkomplex etwa 20 Nukleotide aufwarts der Exon-Exon-Verbindungsstelle (,exon
junction complex”, EJC) platziert. Teile dieses Komplexes bleiben selbst wahrend des Exports
mit der mMRNA assoziiert und werde erst kotranslational entfernt (Le Hir und Andersen 2008).
Der EJC dient der Markierung entsprechend prozessierter Transkripte. Das Geriist besteht aus
dem eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor elF4Alll und den Proteinen MLN51, Magoh
und Y14. Zudem sind weitere Prozessierungfaktoren mit dem EJC assoziiert, dazu zahlen die
spleiBosomalen Proteine SRm160, RNPS1, SAP18, die Exportfaktoren UAP56, Aly, TAP/NXF1,
pl15 und die NMD Proteine Upf3 und Upf2 (Le Hir und Andersen 2008). Neben dem EJC wird
auch der THO Komplex kotranskriptional an mRNA rekrutiert. Bei dem THO Komplex handelt es
sich um einen Multiproteinkomplex der mehrere Funktionen in der mRNP Bildung hat (Aguilera
2005). Ein Fehlen des THO Komplex in Drosophila melanogaster hat zur Folge, dass vermehrt
RNA-DNA-Hybride wvon Transkript und DNA Matrize gebildet werden, was einen
Transkriptionsstopp zur Folge hat (Aguilera 2005). Zusammen mit dem RNA-bindenden Protein
Aly und der RNA-Helikase UAP56 bildet der THO Komplex den Transkription/Export Komplex
(TREX) (Masuda u. a. 2005) (Abb.1.12). Aly, das weiter unten noch gesondert besprochen wird,
ist ein Adapterprotein und vermittelt die Bindung des Exportrezeptors TAP/NXF1 an exportreife
MRNAs (M. L. Luo u. a. 2001; Z. Zhou u. a. 2000). Experimentell konnte bereits nachgewiesen
werden, dass der TREX Komplex in Abhanigkeit vom RNA-Spleif3en an die Transkripte rekrutiert
wird, da er mit groer Effizienz an prozessierter mRNA nachgewiesen werden konnte, jedoch
nicht oder kaum an ungesplei3ten cDNA Transkripten (Z. Zhou u. a. 2000; M. L. Luo u. a. 2001,
Masuda u. a. 2005; H. Cheng u. a. 2006). Diese verstarkte Rekrutierung korreliert mit einer
erhdhten Exporteffizienz gespleil3ter mRNA im Vergleich zu cDNA Transkripten (Valencia, Dias,
und Reed 2008; A. P. Dias u. a. 2010). Die Bindung des TREX Komplex wird dabei durch die 5'-
Kappenstruktur vermittelt (H. Cheng u. a. 2006; Masuda u. a. 2005). Uber Aly wird dann der
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Exportrezeptor TAP/NXF1 rekrutiert, dieser Prozess hat die Abdissoziation von UAP56 aus dem
MmRNP Komplex zur Folge (Koéhler und Hurt 2007). Der Exportrezeptor TAP/NXF1 agiert als
Heterodimer mit dem Faktor p15 und vermittelt so die Translokation des mRNP Komplexes

durch die Kernpore (Kéhler und Hurt 2007).
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Abb. 1.12: Schematische Darstellung des nuklearen Exports intronhaltiger mRNA. Nach der
Formation des SpleiBosoms und dem Spleivorgang bildet sich der Exon-Exon Junction Komplex (EJC)
Multiproteinkomplex aufwarts der Verknipfungsstelle zweier aufeinander folgender Exons auf der mRNA.
Der ECJ fungiert als Plattform zur Rekrutierung von Prozessierungs- und Exportfaktoren und dient auch
der Qualitéatskontrolle der entstehenden mRNA. Beispielsweise sind die Exportfaktoren Aly und UAP56
transient mit dem EJC assoziiert und werden somit an den SpleiBvorgang gekoppelt zu den mRNAs
rekrutiert. Zusammen mit dem THO Komplex bilden Aly und UAP56 den Transkriptions/Export (TREX)
Komplex, welche in Abhéngigkeit von der Transkription und der 5°-Kappenstruktur zu den mRNAs
rekrutiert wird. Im nachsten Schritt kénnen Aly und auch das SR Protein SF2/ASF — das seit dem
SpleilBvorgang an der mRNA gebunden ist - als Adaptorproteine fir TAP/NXF1 dienen. Durch die
Interaktion des Adapterprotein mit dem Exportrezeptor wird die RNA-Bindungsaffinitat von TAP/NXF1 stark
erhoht und die Bindung an an die mRNA dadurch gefestigt. Durch die Bindung von TAP/NXF1 kommt es
zum Abdissoziieren von UAP56 aus dem mRNP Komplex. TAP/NXF1 interagiert mit den FG-Repeats
bestimmter Nukleoporine und vermittelt somit den Export des mRNP Komplexes durch die Kernpore. Auf
der cytoplasmatischen Seite erfahrt der mRNP Komplex eine Umgestaltung. Der exportierte mRNP
Komplex steht dann fir die Translation zur Verfigung.
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Auf zytoplasmatischer Seite erfolgt die Freisetzung von den Kernkomplexen unter anderem
durch konservierte Exportfaktoren wie die RNA-Helikase Dpn5 und dem Glel Protein (Kutay
und Panse 2008; R. Luna u. a. 2008). Bis heute sind viele einzelne Bestandteile der
Exportmaschinerie bekannt, genaue Funktionen und die zeitliche und raumliche Abfolge und
Kopplung der Rekrutierungsprozesse und Regulationsmechanismen sind aber noch nicht
vollstandig verstanden. Erste Ergebnisse zeigen, dass der Export von neu gebildeten mRNAs
durch Proteinmodifikationen wie Phosphorylierung und Methylierung vor allem von SR
Proteinen reguliert werden kann (Yingqun Huang u. a. 2003; Yingqun Huang, Yario, und Steitz
2004; Hung u. a. 2010). Auch die Ubiquitinierung von Proteinen kénnen die Rekrutierung von
TAP/NXF1 unterstitzen, welches Uber eine Ubiquitin-assoziierte (UBA) Doméne verfiigt
(Iglesias und Stutz 2008). Die meisten Protein in tierischen Zellen werden von gesplei3ten
MRNA translatiert, nur selten gibt es mRNA Transkripte, die nicht gesplei3t werden. An
intronlose mMRNAs wird nicht automatisch durch den SpleiBvorgang beispielsweise der EJC
rekrutiert, wodurch Exportfaktoren an die mRNA rekrutiert wirden. Stattdessen werden
vermittelt von Kappen-bindenen Proteinen Exportfaktoren wie Aly an die mRNA rekrutiert um
ihren Export zu gewahrleisten (Nojima u. a. 2007). In Hefen weisen die meisten Gene keine
Introns auf, und die Rekrutierung des TREX Komplex erfolgt dort gekoppelt an den
Transkriptionsprozess. Auch fiur tierische Zellen konnte mittlerweile gezeigt werden, dass
unterschiedliche Faktoren, wie die SR Proteine SRp20 und 9G8 oder die Exportfaktoren Aly und
UAP56 an dem Export intronloser mRNAs beteiligt sind, wobei die Grundlagen fir diesen
Prozess jedoch noch nicht vollstandig verstanden sind (Y Huang und Steitz 2001; Taniguchi und
Ohno 2008; Cullen 2003).

1.2.3 SF2/ASF

Der alternative splicing factor/ splicing factor 2 (SF2/ASF) oder auch SFRS1 genannt ist ein
essentieller Splei3-Faktor und involviert im pra&-mRNA SpleiRen (D.-J. Kim, Oh, und Kim 2009;
Zuo und Manley 1993; Xialu Li und Manley 2005). Das Protein besteht aus zwei funktionellen
Modulen, einer  Arginin-Serin-reichen-Doméane (RS-Domaéne) und zwei RNA
Erkennungssequenzen (RRM Doménen). Die RS Doméne dient der Protein-Protein Interaktion
und kann phosphoryliert werden, um so die Aktivitat und Lokalisation des Proteins zu regulieren
(Ngo u. a. 2008; Koizumi u. a. 1999). Die beiden RRM Doménen vermitteln die Interaktion mit
RNA und weiteren Proteinen (Hagopian u. a. 2008). SF2/ASF ist ein wichtiger Part vieler
Komponenten des SpleiR-Prozesses, indem es die Rekrutierung des Ul snRNP zu der 5'-
Spleil3-Seite vermittelt und assoziiert zudem mit dem U2 snRNP (Xialu Li und Manley 2005;
Masuyama u. a. 2007). Wahrend der Splei3-Reaktion beeinflusst SF2/ASF das alternative
SpleiBen, indem es die Nutzung der proximalen Intron Seite steigert und die Nutzung der
distalen Seite unterdriickt (Z. Wang u. a. 2006; X. Zhang, Merkler, und McLean 2008).

Zusatzlich beeintrachtigt die Konzentration des Proteins den alternativen SpleiRvorgang sowie
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die Moglichkeit zur Bindung an exonic splicing enhancer (ESE) Sequenzen (D.-J. Kim, Oh, und
Kim 2009; X. Zhang, Merkler, und McLean 2008). Die Regulation von alternativen
SpleiRvorgéngen konnte fur SF2/ASF auch in Bezug auf Influenza A Viren gezeigt werden. Shih
und Krug berichteten, dass SF2/ASF das SpleiRen der M1 mRNA in die M2 mRNA kontrollieren
kann (Shih und Krug 1996). Die M2 mRNA wird durch alternatives Spleilen der M1 mRNA
hergestellt. Dieser SpleiRvorgang wird auf zwei Wege kontrolliert: zum einen kénnen virale
Polymeraseproteine die distale (stérkere) 5°-Splei3 Seite der M1 mRNA blockieren, wodurch die
zellulére Spleimaschinerie die proximale (schwéchere) M2 5-Spleil3 Seite nutzt. Zum anderen
kann die M2 5°-Spleil Seite durch Bindung von SF2/ASF an eine purin-reiche Sequenz
(splicing enhanced sequence) im Exon der M1 mRNA aktiviert werden. Ubereinstimmend damit
zeigten Untersuchungen mit verschiedenen Zelllinien, die sich in der Expressionsstarke des
SF2/ASF Proteins unterschieden, dass sowohl die M2 mRNA, als auch die M2 Proteine in
Mengen produziert wurden, die proportional zu den Expressionsleveln des SF2/ASF Proteins
waren (Shih und Krug 1996). Die Funktion im Spleilvorgang wird Uber die RS-Doméne
reguliert, die an unterschiedlichen Serinen phosphoryliert werden kann (Bourgeois, Lejeune,
und Stévenin 2004; Zuo und Manley 1993; Hagopian u. a. 2008). Die Phosphorylierung erfolgt
dabei durch die Serin-Threonin Proteinkinase SRPK1, welche zusammen mit SF2/ASF einen
stabilen Komplex bildet (C.-T. Ma u. a. 2008; Ngo u. a. 2008). Multiphosphorylierung an bis zu
12 Serinen der RS Doméne beeinflusst viele Protein-Protein Interaktionen die mit dem Spleil3en
assoziiert sind (Hagopian u. a. 2008; Sanford u. a. 2005). Die sequentielle Phosphorylierung
und Dephosphorylierung ist wichtig und notwendig fir den SpleiRvorgang, da diese Schritte die
Transition zwischen einzelnen Schritten des SpleiRens markieren (Cao, Jamison, und Garcia-
Blanco 1997). Eine hypo- oder hyper-Phosphorylierung durch Clk/Sty kann hingegen zu einer
Inhibition des Spleillvorgangs filhren (Hagopian u. a. 2008; Bullock u. a. 2009). Neben der
Funktion im SpleiRvorgang Ubernimmt SF2/ASF auch weitere Prozessierungsfunktionen, und
dies wird ebenfalls durch Phosphorylierung und Methylierung reguliert (Koizumi u. a. 1999;
Sinha u. a. 2010; Zhong u. a. 2009). SF2/ASF agiert als Adapterprotein und rekrutiert den
Exportrezeptor TAP/NXF1 an neu gebildete mRNA (Yinggun Huang u. a. 2003), wobei gezeigt
weden konnte, dass TAP/NXF1 bevorzugt an hypophosphoryliertes SF2/ASF bindet,
wohingegen phosphoryliertes SF2/ASF Protein an Speckle Domanen rekrutiert wird (Yinggun
Huang, Yario, und Steitz 2004; M.-C. Lai und Tarn 2004; J F Caceres u. a. 1997). Uber die
Interaktion mit TAP/NXF1 kontrolliert SF2/ASF den Export reifer mRNA aus dem Nukleus
(Yingqun Huang u. a. 2003; Tintaru u. a. 2007). Parallel sorgt ein Anstieg des zellularen
SF2/ASF Gehalts fir eine erhdhte Effizienz der NMD und unterstitzt somit die NMD im Nukleus
(Sato, Hosoda, und Maquat 2008). Im Zytoplasma vermittelt SF2/ASF die Inititation der
Translation indem es die Aktivitat des Inhibitors 4E-BP unterdriickt und so die cap-abhéangige
Translation reguliert (Michlewski, Sanford, und Caceres 2008). Erst kirzlich wurde eine
Funktion von SF2/ASF in der Protein Sumoylierung beschrieben (Pelisch u. a. 2010). SF2/ASF
Ubernimmt somit viele regulatorische Funktionen vom SpleiRen der mRNA Uber NMD, den

Export bishin zur Translation und Proteinmodifikation.
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1.2.4 Aly

Aly, oder auch Aly/REF, bzw. THO complex subunit 4 genannt, ist ein RNA-Bindungsprotein und
agiert bei der RNA Prozessierung und als Adapterprotein im nuklearen RNA Export (Jun
Katahira u. a. 2009; Z. Zhou u. a. 2000). Das Protein kann Homomultimere bilden und ist eine
Komponente des THO Komplex, einem Multiproteinkomplex mit mehreren Funktionen in der
MRNP Bildung (Aguilera 2005). Aly assoziiert spezifisch mit gespleiter mMRNA und ist in dem
EJC enthalten (Kataoka u. a. 2001; Schmidt, Im, Benzing, Janjetovic, Rippe, Lichter, und
Wachsmuth 2009a). Aly wird von UAP56 an mRNA rekrutiert und zusammen mit dem THO
Komplex bilden diese beiden Proteine den TREX Komplex (Katja Strasser u. a. 2002; Masuda
u. a. 2005). Die Interaktion mit UAP56 wird dabei Giber den C-Terminus von Aly vermittelt (M. L.
Luo u. a. 2001). Als Komponente des TREX Komplexes rekrutiert Aly den Exportrezeptor
TAP/NXF1 Uber eine direkte Interaktion (I.-H. B. Chen, Sciabica, und Sandri-Goldin 2002; M. L.
Luo u. a. 2001; Hautbergue u. a. 2008). Die Ubergabe der mRNA an TAP/NXF wird durch

unterschiedliche Methylierungsstadien von Aly koordiniert (Hung u. a. 2010).

1.2.5 Viren und mRNA Export

Viren, die im Nukleus der Wirtszelle replizieren sind auf zellulare Exportmechanismen
angewiesen. Virale mRNAs missen, ebenso wie zellulare mRNAs die Kernmembran durch die
Kernpore verlassen. Molekulare und zellbiologische Untersuchungen haben in den letzten
Jahren zu einem immer tiefergehenden Verstandnis des zellularen mRNA Exports gefihrt.
Dieser erfolgt gekoppelt an mehrere Prozesse, wie der Transkription, dem Splei3en und auch
der Qualitatskontrolle, und wird durch die C-terminale Domé&ne (CTD) der RNA Polymerase I
kontrolliert. Aufgrund der Transkription viraler mRNAs durch die virale Polymerase haben virale
Transkripte keinen Zugang zu einer Vielzahl zellularer Proteine, die ko-transkriptionell durch die
CTD an zellulare mRNAs rekrutiert werden. Diese Faktoren sind jedoch notwendig, um durch
eine Interaktion mit Exportrezeptoren den Export der mRNA zu gewdhrleisten. Erschwerend
kommt hinzu, dass virale Proteine oft von intronlosen, ungesplei3ten oder intronhaltigen,
unvollstandig gespleilten Tranksripten exprimiert werden. Der grof3te Anteil der zellularen
mRNAs wird gespleil3t, und Exportfaktoren werden infolge des Spleillvorgangs an die
prozessierten mRNA Molekile rekrutiert. Die meisten viralen mRNAs hingegen werden nicht
gespleildt, somit werden virale Transkripte nicht von der zelluldren Exportmaschinerie erkannt.
Aus diesem Grund muissen nuklear replizierende Viren Strategien entwickeln, um ihre
Transkripte in den zelluldren nuklearen Exportweg einzuschleusen. Das zu den komplexen
Retroviren zahlende Humane Immundefizienz-Virus (HIV) kodiert beispielsweise fiir das
regulatorische Rev Protein. Dieses erkennt ein RNA-Erkennungsmotiv (,Rev recognition motif*,
RRE) im viralen Transkript und vermittelt iber ein Leucin-reiches NES den Export nicht oder nur

unvollstandig prozessierter viraler mRNA Uber den Crml-Exportweg (Bryan R Cullen 2003;
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Fischer u. a. 1995; Malim u. a. 1989) (Abb. 1.13). Das Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV), ein
einfaches Retrovirus, ist ebenfalls auf den Export intronhaltiger mRNA angewiesen, nutzt dafir
aber kein Protein, sondern ein strukturelles konstitutives Transport Element (,constitutive
transport element”, CTE) in der MPMV RNA. Der Exportrezeptor TAP/NXF1 bindet an das CTE
und vermittelt so den Export durch die Kernpore (Bray u. a. 1994; Griter u. a. 1998) (Abb.
1.13). Auch Adenoviren benutzen fir ihre viralen mRNAs den TAP/NXF1-vermittelten Exportweg
(Yatherajam, Huang, und Flint 2011).

HIV mRNAs MPMV mRNAs HSV1 mRNAs

CAP

J '

Kernpore Kernpore Kernpore

- % S "

Abb. 1.13: Schematische Darstellung des mRNA Exports von HIV, MPMV und HSV1 mRNAs. Das
virale Rev Protein des HIV bindet an ein ,Rev recognition motif* (RRE) in den viralen Transkripten und
vermittelt durch Interaktion mit Crm1l den Export viraler mRNAs. Sowohl MPMV, als auch HSV1
exportieren hingegen ihre mRNAs Uber den Exportrezeptor TAP/NXF1. Ein strukturelles Transportelement
in der MPMV mRNA, das ,constitutive transport element” (CTE) bindet direkt den Exportrezeptor um die
mRNA in das Zytoplasma zu transportieren. HSV1 kodiert das Adapterprotein ICP27, welches durch
Rekrutierung von Aly einen TAP/NXF1 vermittelten Export erméglicht.

NUKLEUS

Mehrere Herpesviren sind ebenfalls abhéngig von diesem nuklearen Exportmechanismus. Das
Herpes Simplex Virus (HSV1) kodiert ein Adapterprotein ICP27, welches spezifisch an
intronlose virale MRNA bindet (Sandri-Goldin 2008). ICP27 ist fahig direkt oder vermittelt durch
das Adapterprotein Aly an das Exportprotein TAP/NXF1 zu binden und rekrutiert diesen Faktor
so an virale mRNA Transkripte (I.-H. B. Chen u. a. 2005; Tunnicliffe, Hautbergue, Kalra,
Jackson, Whitehouse, Wilson, und Golovanov 201la; Hernandez und Sandri-Goldin 2010)
(Abb. 1.13). Erst kirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass die Replikationskompartimente
der HSV1 mit nuklearen Speckle Doméanen koaleszieren, um den Export viraler mRNAs zu

verstarken (Chang u. a. 2011). Ebenfalls das Humane Cytomegalovirus (HCMV), ein B-
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Herpesvirus, kodiert fiur ein Adapterprotein. Lange Zeit galt die Hypothese, dass das
regulatorische Protein UL69 den Export ungespleilter viraler Transkripte durch eine
Rekrutierung von UAP56 fordert (Toth und Stamminger 2008; Lischka u. a. 2006). Neuere
Untersuchungen von Kronemann und Kollegen zeigten jedoch, dass Mutationen im UL69
Protein, welche eine Interaktion mit UAP56 nicht mehr ermdglichen, keine Defekte in der
Replikation zur Folge haben (Kronemann u. a. 2010). Andere Studien hingegen halten an einer
unterstiitzenden Funktion von UAP56 auf den Export viraler Transkripte und der Replikation fest
(zZielke u. a. 2011). Genauere Untersuchungen sind in diesem Bereich notwendig um die Rolle
von UAP56 im Replikationszyklus von HCMV aufzukléaren. Ebenfalls Influenza Viren sind durch
ihre nukleare Replikationsstrategie auf den Export intronloser und damit ungespleil3ter viraler
MRNAs angewiesen. Ein virales Protein, das die Aufgabe als Adapterprotein tUbernehmen

konnte ist das NS1 Protein, welches im Fokus dieser Arbeit steht.

1.3 Fragestellung

Zellulare mRNA wird Uber einen hdchst regulierten Prozess aus dem Nukleus exportiert. Dabei
werden bereits ko-transkriptionell neu gebildete Transkripte gecappt, gespleif3t, polyadenyliert
und anschlieRend Uber die Kernpore transportiert, wobei die einzelnen Schritte miteinander
durch sequentielle Rekrutierung einzelner Faktoren miteinander gekoppelt sind. Influenza A
Viren replizieren im Nukleus der Wirtszelle und sind auf den zellularen Exportmechanismus
ihrer viralen mRNAs angewiesen. Alle viralen Transkripte werden von der Virus-eigenen
Polymerase transkribiert. Aus diesem Grund haben virale mRNAs keinen Zugang zu zellularen
Exportfaktoren. Zudem werden acht der zehn viralen Transkripte nicht gespleif3t. Ziel dieser
Arbeit war es, zu verstehen, auf welche Weise Influenza A Viren mit der zellularen

Exportmaschinerie interagieren, um einen effizienten Export viraler mMRNA zu gewahrleisten.

Das multifunktionale NS1 Protein wurde bereits mit dem viralen mRNA Export in Verbindung
gebracht. In einer Arbeit von Wang und Kollegen wurde gezeigt, dass das NS1 Protein an virale
MRNA binden kann (Wei Wang u. a. 2008). Eine Interaktion von NS1 mit Exportfaktoren wurde
jedoch immer im Hinblick auf die Inhibition des zellularen mMRNA Exports betrachtet (Satterly u.
a. 2007). Eine stimulierende Wirkung als Adapterprotein fur virale mRNAs wurde bisher weder
ausgeschlossen noch weiter untersucht. Wie in Abschnitt 1.2.5 beschrieben benutzten mehrere
Viren Adapterproteine um einen effizienten Export der eigenen mRNA zu gewahrleisten. Ob
auch dem NS1 Protein eine Funktion als Adapter Protein zugesprochen werden kann sollte in
dieser Arbeit untersucht werden. Neuere Studien deuten auf eine Beteiligung zellularer Proteine
am Export viraler Transkripte. Es wurde gezeigt, dass das NS1 Protein an virale mRNA bindet,
weswegen es als virales Adapterprotein im viralen mRNA Export fungieren kénnte. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten folglich potentielle Interaktionen zwischen dem viralen NS1 Protein und
Faktoren des zellularen mRNA Exportweges untersucht werden. Mdgliche Interaktionen galt es

daraufhin auf ihren Einfluss im viralen Replikationszyklus zu charakterisieren.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsgefalie

15 ml Réhrchen

50 ml Réhrchen

Acrylamid (Rotiphorese)

Agarose NEEO Ultra Qualitat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Avicel RC-581

Bacto-Agar

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Bruteier (VALO SPF-Eier)

BioMax MR Film

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin 30% (BSA)
Bovines Albumin (BA) Fraktion V
Calciumchlorid (CaCly,)

Chloroform

CL-XPosureTM Film

Coomassie Brilliant Blue R250
1,4-Diazabizyklo-[2,2,2]-oktan (DABCO)
4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI)
DEAE-Dextran

Dithiothreitol (DTT)

DNA-Langenstandard Fast Ruler™

DNA-6 x loading buffer
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
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Sarstedt, Numbrecht
Roth, Karlsruhe
TPP, Schweiz

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim

FMC BioPolymer, Belgien

Becton-Dickenson, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Lohmann, Cuxhaven
Kodak

Sigma, Steinheim

PAA Laboratories, Linz (A)
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
MP, Biomedicals, LLC

Sima-Aldrich, Steinheim



EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Ethylenglycol-bis(b-aminoethyl)-N,N,N",N"-
tetraessigsaure (EGTA)

Einwegspritzen

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigséaure (EDTA)
Formaldehyd 10% (Methanol-frei)
Formaldehyd 37%

Fotales Kélberserum (FKS)
Glukose

L-Glutamin

Glutaraldehyd
Glutathion-Sepharose

Glyzerol

Glyzin

Hefeextrakt

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2ethansulfonsaure

(HEPES)

IGEPAL CA-830 Fluka
Isopropanol
Isopropyl-B-Thiogalactopyranidose (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kristallviolett Fluka
LipofectAMINE™2000
Magnesiumchlorid (MgCly)
Methanol
L-[358]-Methionin/Cystein
Milchpulver

Minimal Essential Medium (MEM)
Mowiol 4-88

Natriumacetat (NaAc)

Natriumcarbonat (Na,CO3)
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Polysciences, Inc., USA
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Cambridge, GB
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

TAAB, UK

Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Becton-Dickinson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Hartmann, Berlin

Roth, Karlsruhe

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydrogenphosphat

Natriumvanadat (NaVvVO,)
Nitrocellulose Transfer-Membran (Protran)

Nonident P-40

Opti PRO SFM ohne Glutamin
Parafilm

Pefabloc

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
Pipetten fir die Zellkultur

Ponceau S

Protein-Assay zur Protein-
Konzentrationsbestimmung

Protein G Agarose
Protein-Molekulargewichtsstandard

Roti®Phenol-Chloroform
SuperSignal WestDura Extended Duration Substrat

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Triton-X100

Trypsin/EDTA

Trypsin (TPCK behandelt)

Trypton

Tween-20

Zellkulturflaschen

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellkulturschalen

Zellschaber
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Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Schleicher & Schuell, Dassel

Fluka, Heidelberg

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
American National Can (USA)
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Munchen

Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Difco, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
TPP, Schweiz
Nunc, Danemark
TPP, Schweiz
Greiner, Solingen

TPP, Schweiz



2.1.2 Bakterienstamme

Escherichia coli, Stamm XL1-Blue

Escherichia coli, Stamm BL26

2.1.3 Zelllinien

MDCKII Zellen

A549 Zellen

HelLa Zellen

293T Zellen

2.1.4 Virusstamme

Influenza A/PR/8/34

Influenza AW SN/33

Influenza A/PR/8/YN-NS1

Influenza A/PR/8/YC-NS1

Vesikular Stomatitis Virus

2.1.5 Medien fiur Bakterien

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
reLA1 lac [FproAB lacl%ZzAM15 Tn10
(Tet)]

Bioline, Luckenwalde
[F ompT hsdSg (rg'mg’)gal dcm]

Bioline, Luckenwalde

(,Madin-Darby canine kidney*)
Epithelzelllinie aus der Niere eines
Hundes

Humane karzinome Epithelzelllinie aus der

Lunge

Humane adenokarzinome Epithelzelllinie

aus dem Zervix

Human Nierenzelllinie

Stammsammlung FG17; RKI; Berlin
Stammsammlung FG17; RKI; Berlin
B. Manicassamy;
Mount Sinai School of Medicine, NY
B. Manicassamy;
Mount Sinai School of Medicine, NY

Stammsammlung FG17; RKI; Berlin

Alle Nahrmedien und Zusatze wurden autoklaviert bzw. bei Hitzeinstabilitat sterilfiltriert.
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LB-Medium Trypton 10 g/l

Hefeextrakt 59/l
NacCl 10 g/l
pH 7,2

Antibiotika-Zugabe nach dem Autoklavieren

2 X YT-Medium Trypton 16 g/l
Hefeextrakt 10 g/l
NacCl 10 g/l
pH 7,2

SOC-Medium Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 59/l
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM

Nach dem Autoklavieren
Zugabe von Mg®*"Stock; 20 mM

MgCl,-Stock MgCl, x 6 H,O 1M
MgSO, x 7 H,O 1M
Glukose 0,4 % (w/v)
LB-Agar mit Antibiotika LB-Medium
Bacto-Agar 1,5 % (wiv)

Autoklavieren und Abkihlen auf unter 50 °C; Zugabe von 100 pg/pl Ampicillin,
bzw 50 pg/ul Kanamycin; Giel3en des Mediums in Petrischalen

2.1.6 Medien fur Zellkultur

MEM (Minimal Essential Medium)

DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium)
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Ansatz fir die Zellkultur FKS 10 %
Glutamin 2 mM

Penicillin/Streptomycin 50 pg/ml

Ansatz fir die Transfektion FKS 10 %
Glutamin 2 mM
Ansatz fir die Infektion BSA 0,2%
Glutamin 2mM

Penicillin/Streptomycin 50 pg/ml

PBS™/0,2 % BSA PBS
BSA 0,2 %
MgCl, 0,19/
CacCl, 0,13 g/l

Avicel Overlay Medium
2,5 % Avicel RC-581 Pulver in bidestilliertem Wasser I6sen und anschlielend autoklavieren

2 x konzentriertes MEM Medium 1:1

30 % BSA 1:75
5% NaHCO3 1:100
1 % Dextran 1:100

frisch dazu: TPCK-Trypsin; 1:1000

2.1.7 Restriktionsendonukleasen

BamHI Fermentas, St. Leon-Rot
Dpnl Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRI Fermentas, St. Leon-Rot
Xbal Fermentas, St. Leon-Rot
Xhol Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.8 Enzyme

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)

Pfu Turbo DNA Polymerase
Proteinase K

Revert Aid™ Reverse Transkriptase
RnaseA

RNasin (40 U/ul)

Taq DNA Polymerase

T4 DNA - Ligase (1pg/pl)

RQ1 RNase-Free DNase (1ug/ul)

2.1.9 Kits

BigDye® Terminator 3.1 Kit

Cell Proliferation Kit I (MTT)
Dual-Luciferase Reporter Assay System
Expand High Fidelity PCR System
Invisorb Spin DNA Extraction Kit
Invisorb Spin Plasmid Mini Two
OneStep RT-PCR Kit

PARIS™ Kit

Proteinassay

QIAfilter Plasmid Maxi Kit
QIAquik PCR Purification Kit
QIAamp®MinEIuteTM Virus Spin Kit

TNT®C0upIed Reticulocyte Lysate
System

2.1.10 Oligonukleotide

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitek, Berlin
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Steinheim
Promega, Mannheim
Invitek, Berlin

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt
Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitek, Berlin

Invitek, Berlin

QIAGEN, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt
Biorad, Miinchen

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Promega, Mannheim

Klonierprimer 5-3

14-BiFC-A-NS1(5")F gct cga att cta tgg atc caa aca ctg tg
15-BiFC-A-NS1(3)R gga tcg tct aga tca aac ttc tga cct
18-BiFC-UAP56(5")F gct caa gct tcg aat tet atg gca gag aacgat gtg

19-BiFC-UAP56(3)R gga tcg tct aga cta ccg tgt ctg ttc aat



20-BiFC-REF1(5")F(Aly)
21-BiFC-REF1(3")R(Aly)
22-BiFC-SF2(5")F
23-BiFC-SF2(3")R
226-GST SF2(for)E
227-GST SF2(rev)X
281-GST-NS1(for)
282-GST-NS1(rev)
360_AlyARGG1-for-Hindlll
361_AlyARGG2-rev-Xbal
362_SF2ARS-rev-Xbal
368_BiFC-NS1 1-73REV
369 BIFC-NS1 74ffFOR
370_GST NS1 1-73REV
371_GST NS1 74ffFOR

Mutageneseprimer
161-Aly-QCStop-AS240-F
162-Aly-QCStop-AS240-R
163-UAP-QCStop-AS248-F

164-UAP-QCStop-AS248-R

165-SF2-QC-R90/93A-F
166-SF2-QC-R90/93A-R
167-SF2-QC-R117/118A-F
168-SF2-QC-R117/118A-R

Primer fur RT-PCR und RIP
72_GAPDHI107F
73_GAPDH456R

74 _18SrRNA74F
75_18SrRNA430R
175-b-actin 5

176-b-actin 3

gct caa gct tcg aat tct atg gec gac aaa atg gac
gga tcg tct aga tta gct ggt gtc cat cct

gct caa gct tcg aat tct atg tcg gga ggt ggt gtg
gga tcg tct aga tta tgt ac gaga gcg ag

atc ccc gaa ttc atg tcg gga ggt ggt gtg

aga tcg ctc gag tta tgt acg aga gcg aga tct

atc ccc gaa ttc atg gat cca aac act gtg

aga tcg ctc gag tca aac ttc tga cct

gct caa gct tcg aat tct gca gtg cag gec gec geg
gga tcg tct aga tca gcet ctg tgc agg tct tcg

gga tcg tct aga tca tgg act tct ggg ccc atc

gga tcg tct aga tca gga ttc ttc ttt ¢

gct cga att ctg atg agg cac tta aa

gct cga att ctg atg agg cac tta aa

atc ccc gaa ttc gat gag gca ctt aaa

5-3
gca gca gct ttc tgc aga gta gta gta ctc aca gct gga tgc tta ¢
gta agc atc cag ctg tga gta cta cta ctc tgc aga aag ctg ctg c

ccg caa gtt cat gca aga tcc aat gta gta gtt cgt gga tga tga
gacg

cgt ctc atc atc cac gaa cta cta cat tgg atc ttg cat gaa ctt
gcg g

ggt gga gtt tce tge tag cgg cgc tgg aac agg ccg agg
cct cgg cct gtt cca geg ccg cta gca gga aac tcc acc
cta tgg ccc ccc atc cge ggc gtc tga aaa cag agt gg

cca ctc tgt ttt cag acg ccg cgg atg ggg ggc cat ag

5-3

cct tca ttg acc tca act

gca gga ggc att gct gat
ggt aca gtg aaa ctg cga
gga atc gaa ccc tga ttc
gaa gca ttt gcg gtg gac cat

tcc tgt ggc atc cac caa act
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246-Oligo(dT) e tEt tet et tet it

255-NA-for-RIP tac agc aaa gac aat agc ata

256-NA-rev-RIP cca aac acc att acc ata cct

257-M1-for-RIP acc gtg ccc agt gag cga gga

258-M1-rev-RIP atg tct gat tag tgg gtt ggt
259-PB1-for-RIP acc gaa act gga gca ccg ca

260-PB1-rev-RIP tgt tca ggg tca atg ctc ta

564-PR8 HA For gtg act tca aat tat aac agg ag

565-PR8 HA Rev cgc tgc ata gcc tga tcc ctg ttc

Sequenzier-Primer 5-3
24-pEYN-Seq-F tcg agc tga agg gca tcg
25-pEYFP-YC-Seq-F cga gaa gcg cga tca cat gg
26-pEYFP-YN-YC-Seq-R gct gca ata aac aag tta ac

243-GST-5"Seq ggg ctg gca agc cac gtt tgg tg

244-T7-5"universal taa tac gac tca cta tag gg
245-Sp6-3"universal att tag gtg aca cta tag

289-YN/NS1R100 ctt gct cac cat gct agc tc

290-YN/NS1F650 gtc cgc aaa cga gtt gca gac
291-YN/NS1-1090 ctc ttc cag gac ata ctg ctg
292-YN/NS1F1627 gat aac aga gaa tag ttt tga gc
293-YC/NS1rev100bp ctg ctt gtc cat gct agc tc

294-YC/NS1F650 gta cct gcg tcg cgt tac cta ac

295-YC/NS1F1090
296-YC/NS1F1424
301-YN/NS1R757-PR8

gaa gtt ggt acc ggg aga tc
got tga ttg aag aag tga gac

gtc cag acc aag agt gct g

302-YC/NS1R766-PR8 cgc ctg gtc cat tct gat ac

2.1.11 Plasmide

pPEGFP-SF2/ASF P. Bubulya; Janicki und Spector, 2003

pcDNA-myc/HIS-Ref (Aly) Williams et al, 2005
pLP-EGFP-C1-UAP56 Lie et al, 2005
PEYC/YN/YFP-SF2/ASF M. Franz; FG17, RKI

PEYC/YN/YFP-Aly M. Franz; FG17, RKI
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PEYC/YN/YFP-UAP56
PEYC/YN/YFP-NS1
PEYN-TAP/NXF1
pEYC-Y14
PEYC-SF2mut
PEYN/YFP-SF2/ASFARS
PEYC/YN/YFP-AlyARGG1
PEYC/YN/YFP-AlyARGG2
PEYC/YN/YFP-AlyAC
PEYN/YFP-NS1 RNA mut
pGex-5x.1
pGex-SF2/ASF

pGex-Aly

pGex-Y14
pGex-TAP/NXF1
pGex-NS1

pGex-NS1 1-73
pGex-NS1 74-230
pcDNA3

pcDNA-NS1

pcDNA-NS1 RNA mut
pcDNA-NS1A204-230

. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI

. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI

=T =2 £ £ £ £ ¢c c g £

. Franz; FG17, RKI
Stratagene

. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI
. Franz; FG17, RKI

M

M

M

M. Franz; FG17, RKI
M. Franz; FG17, RKI

M. Franz; FG17, RKI

M. Franz; FG17, RKI
Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe
T. Wolff; FG17, RKI

T. Wolff; FG17, RKI

T. Wolff; FG17, RKI

. Schmidt; DKFZ, Heidelberg
. Schmidt; DKFZ, Heidelberg

pDZ-EYN-NS1 B. Manicassamy; Mount Sinai School of Medicine, NY

pDZ-EYC-NS1 B. Manicassamy; Mount Sinai School of Medicine, NY

pl25-Luc (Firefly) T. Fujita; Yoneyama et al, 1996

pRL-TR-Luc (Renilla) Promega

pcDNA-PR/8/PB1 FG17; RKI
pcDNA-PR/8/PB2 FG17; RKI
pcDNA-PR/8/PA FG17; RKI
pcDNA-PR/8/NP FG17; RKI
pPolSapl-A/PR/8/1934-PB1 FG17; RKI
pPolSapl-A/PR/8/1934-PB2 FG17; RKI
pPolSapl-A/PR/8/1934-PA FG17; RKI
pPolSapl-A/PR/8/1934-NP FG17; RKI
pHW?2000-A/WSN/33-PB1 FG17; RKI
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pHW2000-A/WSN/33-PB2 FG17; RKI

pHW2000-A/WSN/33-PA FG17; RKI
pHW2000-A/WSN/33-NP FG17; RKI
2.1.12 siRNA
5-3
SF2/ASF  Sense GAC CUAUGC AGU UCG AAA ALt
antisense UUU UCG AAC UGC AUA GGU Cat
Aly Sense CAU UCA GCU UGU CAC GUC Att
Antisense UGA CGU GAC AAG CUG AAU Gitt
UAP56 Sense CAG UAC UAC GUG AAA CUG Att
Antisense UCA GUU UCA CGU AGU ACU Gct
URH49 Sense GAG UUU AAC CAG GUG AUA Att
antisense UUA UCA CCU GGU UAAACU Cca

alle: Applied Biosystems - Ambion

2.1.13 Antikorper

Bezeichnung Spezies/Eigenschaft Verdinnung/Endkonz. Hersteller
IF IB

a-Influenza A/INS1 Kaninchenserum 1:1000 1:1000 BioGenes*
a-Influenza A/INS1 Maus, monoklonal - 1:1000 Munster
a-Influenza A/INP Mause, polyklonal 1:1000 1:1000 Serotec

a-GFP Maus, monoklonal 1:800 1:1000 SantaCruz

a-GST Maus, monoklonal - 1:3000 SantaCruz

a-Aly Maus, monoklonal - 1:3000 SantaCruz

a-Aly Kaninchen, polyklonal - 1:1000 Epitomics

a-SF2/ASF Maus, monoklonal - 1:1000 Invitrogen

a-UAP56 Kaninchen, polyklonal - 1:500 Epitomics
a-Tubulin Maus, monoklonal - 1:5000 Sigma
a-Aktin Maus, monoklonal - 1:3000 Sigma

*Immunisierung von Kaninchen mit bakteriall exprimiertem und aufgereinigtem GST-A/NS1

Protein
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Zielspezies Modifizierung Spezies Verdinnung Hersteller
Maus Alexafluor 594 (rot) Ziege 1:1000 (IF) Molecular
Probes
Maus Alexafluor 488 Ziege 1:1000 (IF) Molecular
(grain) Probes
Kaninchen Alexafluor 594 Ziege 1:1000 (IF) Molecular
Probes
Kaninchen Alexafluor 488 Ziege 1:1000 (IF) Molecular
Probes
Maus Meerrettich Schwein 1:20.000 (IB) DAKO
Peroxidase (HRP)
Kaninchen HRP Schwein 1:20.000 (IB) DAKO
2.1.14 Puffer und Losungen
PBS NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO, 80,9 mM
KH,PO, 1,5mM
10 x SDS-Elektrophoresepuffer TRIS 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 10 g/l
Trenngel-Puffer, pH 8,8 TRIS/HCI 15M
Sammelgel-Puffer, pH 6,8 TRIS/HCI 0,5M
2 x SDS-Probenpuffer H,O 1,2 ml
0,5MTRIS-HCI, pH 6,8 8,3 ml
10 % SDS (w/v) 6 ml
Glycerin 1,5ml
Bromphenolblau 9 mg/mi

B-Mercaptoethanol

49

5%




Fixierldsung

Coomassie-Farbelésung

Entfarbelésung

Semidry Blotting Puffer

10 x TBST

10 x TBE Puffer

6 x DNA-Probenpuffer

HEPES-Bindungspuffer

Methanol

Essigsaure

Coomassie Brilliant Blau

R250
Essigsaure

Ethanol

Methanol

TRIS
Glycin
SDS

Methanol

TRIS-HCI, pH 8,0
NacCl

Tween 20

TRIS
Borsaure

EDTA, pH 8,0

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerol

EDTA, pH 8,0

HEPES
NP-40
BSA
NacCl

50

30%
10%

0,25% (wi/v)

10%
45%

10%

48 mM
39 mM
1,3mM
20 %

100 mM
15M
0,5%

0,89 M
0,89 M
10 mM

0,1% (w/v)
0,1% (w/v)
30%

10 mM

50 mM
0,05%
0,01%
150 mM



RIP-Lysispuffer

frisch dazugeben:

RIP NT2-Puffer

frisch dazugeben

SR Wash-Puffer

frisch dazugeben

SR IP-Puffer

frisch dazugeben

HEPES, pH 7,4
KCl

MgCl,

NP-40

DTT

Pefabloc
NasVO,

RNasin

TRIS-HCI, pH 7,4
NaCl

MgCl,

NP-40

DTT

Pefabloc

Naz;VO,

RNasin

TRIS-HCL, pH 7,5
KCL

NP-40

Pefablock

NasVO,

RNasin

TRIS-HCL, pH 7,5
KCI

MgCl,

Glycerol

NP-40

Pefablock

NasVO,

RNasin
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10 mM
150 mM
5mM
0,5%
1mM

1 mM

1 mM
100 U/ml

50 mM
150 mM
1mM
0,05%

1 mM

1 mM
1mM
100 U/ml

50 mM
100 mM
0,1%

1 mM

1 mM
100 U/ml

50 mM
100 mM
5mM
10%
0,1%

1 mM

1 mM
100 U/ml



Co-IP Puffer TRIS-HCI, pH 7,5 20 mM

NacCl 150 mM
EDTA 1mM
NP-40 1%
frisch dazugeben Pefablock 1 mM
NazVO, 1mM
RIPA Puffer TRIS-HCL, pH 7,5 10 mM
NacCl 150 mM
SDS 0,1%
Na-Deoxychelat 1%
NP-40 1%
Mowiol Mowiol 4-88 2449
Glycerol 6 ml
dH,O 6 mi

Uber Nacht quellen lassen
TRIS (0,2 M), pH 8,5 12 ml
unter Rihren auf 50-60 °C erhitzen

15 min bei 4.000 rpm zentrifugieren und den Uberstand mit
10 % (w/v) DABCO versetzen

Aufbewahren der Aliquots bei -20 °C

2.1.15 Radiochemikalien

Redivue L-[35S] Methionin Amersham, Freiburg

2.1.16 Gerate

LSM 510 Zeiss, Jena

Binder APT line® CB (Zellschrank) Binder, Tuttlingen
Elektrophoresezubehor BioRad, Munchen
Eppendorf Centrifuge 5417 R/ 5415 D Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Thermomixer Eppendorf, Hamburg
FLA-2000 Fluorescent Image Analyzer & Fujifilm

Imaging Platte BAS-MP Fujifilm
Immunfluoreszenz-Mikroskop Diaphot 300 Nikon, Dusseldorf
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Laminar Airflow HERAsafe
Luminex 100

MS2 Minishaker

Nikon Eclipse TS100
Phero-Temp 40 (Geltrockner)
Power Pac 200 und 300

Pro Scan

SONOPULS HD 70

SPOT RT Digitlkamera
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Transilluminator
Zellkulturschrank
Zellkulturschrank NUAIRE
Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge Multifuge 1SR
Zentrifuge Pico 17

Thermo Fisher Scientific, Karslruhe
BioRad, Minchen

IKA, Staufen

Nikon, Disseldorf

BioTec Fischer

BioRad, Minchen

Scheuring

Bandelin, Berlin

Diagnostic Instruments

BioRad, Minchen

INTAS, Géttingen

Sanyo/EWALD Innovationstechnik
Varolab, Giel3en

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Zentrifuge RC5C mit den Rotoren SS-34 und GSA Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

2.1.17 Software

Adobe Photoshop CS3 extended
Adobe Acrobate Professional 9

Adobe lllustrator

GraphPad Prism 5

Image Reader V1.5E FLA-2000/2000G
Image Gauge V3.01

Lasergene 8

LSM Image Browser 3.5

Mac OS w 10

Microsoft Office 2003

SPOT 3.5.5 fiur Windows
Windows XP
Zotero

ImageJ

Bildbearbeitung
Textverarbeitung
Bildbearbeitung
Tabellenkalkulation, Statistik
Fujifilm

Fujifilm

Sequenzauswertung

cLSM Messung und Auswertung
Betriebssystem

Tabellenkalkulation,
Textverarbeitung

Kamerasteuerung
Betriebssystem
Referenzverwaltung

Bildbearbeitung, -kalkulation
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden, wenn nicht anderes beschrieben, unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt, um Kontaminationen zu verhindern. Alle Medien sowie der PBS-
Puffer wurden vor dem Benutzen auf 37°C vorgewarmt. Die Zellen wurden in einem
Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt kultiviert.

Verwendete ZellkulturgefalRe:

e T75 Flasche 1 x 10’ Zellen 10 ml Medium
e 10 cm Schale 1x 10’ Zellen 10 ml Medium
¢ 35 mm Schale 1 x 10° Zellen 1,5 ml Medium
« 6 Kalotten Platte 1 x 10° Zellen/ Kalotte 1,5 ml Medium
¢ 12 Kalotten Platte 5 x 10° Zellen/ Kalotte 1,0 ml Medium
e 24 Kalotten Platte 2,5 x 10° Zellen/ Kalotte 0,5 ml Medium

2.2.1.1 Passagieren von Zellen

MDCK II Zellen wurden in MEM Medium, 293T-, A549- und HelLa-Zellen wurden in DMEM
Medium kultiviert. Alle Zelllinien wurden in T75 Flaschen mit mindestens 10 ml Medium
kultiviert. Konfluente Zellen wurden je nach Bedarf umgesetzt. Dazu wurde das Medium entfernt
und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurden die Zellen mit 1 ml EDTA-Trypsin bei
37°C im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche Iosten. Die
Zellsuspension wurde in Kulturmedium aufgenommen und der gewinschte Teil in eine neue

Kulturflasche mit entsprechend vorgelegtem Kulturmedium tberfihrt.

2.2.1.2 Einfrieren von Zellen

Um Zelllinien tber lange Zeitraume aufzubewahren werden sie in flissigem Stickstoff gelagert.
Dazu wurden die Zellen einer konfluenten Flasche mit 1 ml EDTA-Trypsin abgeldst, in PBS
aufgenommen und 3 min bei 800 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurde das Zellpellet in 2 ml
FCS mit 10% DMSO aufgenommen und resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Kryo-Roéhrchen

Uberfuhrt und in einer Nalgene-Einfriebox bei minus 80°C langsam eingefroren.

2.2.1.3 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Arbeit wurde als Transfektionsagens LipofectAMINETMZOOO verwendet, eine Mischung
kationischer Lipide. Werden Plasmide mit LipofectAMINETMZOOO in Medium inkubiert, bilden
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sich Mizellen, welche die Plasmide einschlieRen. Diese Mizellen kénnen die Zellmembran

Uberwinden wodurch die Plasmide in die Zelle transportiert werden.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die zu transfizierenden Zellen im Verhaltnis 1:2
umgesetzt, damit sie sich in einer aktiven Wachstumsphase befanden. Die folgenden Angaben
beziehen sich auf die Transfektion von 1 x 10° Zellen. Pro 1 pg Plasmid wurden 1,5 pl
LipofectAMINE™2000 mit 200 pl OptiMEM versetzt und fir 5 min bei RT inkubiert. Die Plasmid-
DNA wurden in 200 pl OptiMEM aufgenommen und mit dem LipofectAMINETMZOOO-Mix nach
Ablauf der Inkubationszeit vereinigt, gemischt und 20 min bei RT inkubiert, wodurch sich
Aggregate der kationischen Lipide mit den Plasmiden ausbilden. In der Zwischenzeit wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgeldst. Im Anschluss wurden die Zellen in
Transfektionsmedium aufgenommen und bei 800 rpm fur 3 min pelletiert. Die Zellen wurden in
10 ml Transfektionsmedium resuspendiert und in gewilnschter Dichte (50-70%) ausgesat. Der
LipofectAMINE™2000-DNA-Mix wurde tropfenweise dazu pipettiert und leicht geschwenkt. Die
gebildeten Aggregate aus kationischen Lipiden und Plasmiden im LipofectAMINE ™2000-DNA-
Mix werden werden nun endozytotisch von den Zellen aufgenommen (Midoux u. a. 2009).
Anschlieend wurden die Zellen im Brutschrank 6 Stunden bei 37°C inkubiert, bevor das

Transfektionsmedium gegen Infektionsmedium oder Kulturmedium ausgetauscht wurde.

2.2.1.4 Infektion von eukaryotischen Zellen

Einen Tag vor der Infektion wurden die Zellen so ausgesét, dass sie am néchsten Tag zu ca.
80% konfluent waren. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit der gewilnschten Virusverdiinnung bzw. Virus-MOI (multiplicity of infection)
infiziert. Virsuverdiinnungen wurden in PBS++/0,2% BSA angesetzt, das Inokulum-Volumen
wurde so gewahlt, dass moglichst wenig Flissigkeit den Zellrasen bedeckte, dieser jedoch nicht
austrocknete. Die Anzahl der Viruspartikel bzw. die Virusverdinnung richtete sich nach der
gewilnschten Anzahl der infektidsen Einheiten pro Zelle. Dazu wurde die Zellzahl/ ml durch den
Virusstocktiter PFU/ ml (plague forming units) dividiert und mit der gewiinschten MOI

multipliziert.

Bsp.: MOI 2 Zellzahl/ ml im Kulturgefal x 2 = Volumen Virusstammldsung

PFU/ ml

Die Zellen wurden 45 min bei RT inkubiert und alle 10 min geschwenkt, um ein Austrocknen der
Zellen zu vermeiden. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit der
entsprechenden Menge Infektions-MEM oder /-DMEM Uberschichtet. Fir die multizyklische
Infektion von Zellen mit Influenza Viren wurde dem Medium, je nach Zelllinie, 0,2 — 1 pg/ml

TPCK-Trypsin zugesetzt, um das HA-Protein der neu gebildeten Viren zu spalten und somit
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einen neuen Infektionszyklus zu ermdglichen. Die Zellen inkubierten entsprechend der

Versuchsanordnung bei 37°C im Brutschrank.

2.2.2 Arbeiten mit Influenza A Viren

2.2.2.1 Virusanzucht im HUhnerei

Influenza A Viren lassen sich im Allgemeinen sehr gut in der Allantoishéhle/-flissigkeit
(embryonale Harnblase) von 11-Tage-alten Hilhnerembryonen vermehren. Influenza Viren, die
in ihren Interferon-antagonistischen Eigenschaften eingeschrankt sind, replizieren dagegen
besser in 6-Tage-alten Bruteiern, da deren Typ | IFN-System noch nicht vollstandig ausgereift ist

und somit die Virusreplikation begunstigt wird.

Um eine Befruchtung der Eier sicherzustellen wurden diese vor der Virusinokulation
durchleuchtet. Daraufhin wurden die Eier mit 70% Ethanol desinfiziert und am stumpfen Ende
im Bereich der Luftblase eine kleine Offnung gebohrt. Durch diese Offnung wurden daraufhin
mit einer Kaniile (0,55 x 25 mm) 1000 pfu der Viren in 100 ul PBS™ injiziert. Die Offnung wurde
mit Ponal-Klebstoff verschlossen und die Eier fiir 48 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
die Eier mindestens 6 h bei 4°C gekdhlt, damit sich die BlutgefaRe des Embryos
zusammenzogen, um das blutfreie Abnehmen der Allantoisflissigkeit zu erleichtern. Dazu
wurde im Bereich der Luftblase vorsichtig aufgeschnitten und die Eihaut mit einer Pinzette
abgezogen. Bei 11-Tage-alten Eiern wurde die Allantoisfliissigkeit mit einer Pipette
abgenommen, wobei der Dottersack mit einem Spatel vor Verletzungen geschitzt wurde. Bei 6-
Tage-alten Eiern wurde die Allantoisflissigkeit mit einer Kanile abgenommen, da hier viel
weniger Flussigkeit geerntet werden konnte. Die Allantoisfliissigkeit wurde bei 1000 g und 4°C
fur 5 min zentrifugiert, um grobe Partikel und mdgliche Blutreste zu entfernen. Das Stockvirus

wurde daraufhin aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.2.2 Hamagglutinationstest (HA-Test)

Der HA-Test ermoglicht ein grobes Abschétzen der Konzentration von Influenzaviren. Das virale
Oberflachenprotein  Hamagglutinin  (HA) bindet endstandige Neuraminsduren von
Huhnererythrozyten, wodurch diese quervernetzt werden (Hirst 1941). Im HA-Test kann somit
Uber den Vernetzungsgrad der Hihnererythrozyten eine erste Aussage Uber die
Viruskonzentration gemacht werden. Mit diesem Test kann aber nicht zwischen infektiosen und
nicht-infektiésen Partikeln unterschieden werden, da auch Membrantrimmer und di-Partikel
(defective interfering particles, nicht replikationsfahige Virionen) zur Agglutination beitragen

kénnen.

In eine 96-Kalotten-Platte mit V-formigem Boden wurde in die erste Vertiefung der Reihe 100 pl
Viruslésung vorgelegt und ab der zweiten Vertiefung 50 pl PBS. Ausgehend von den 100 pl
Viruslésung in der ersten Vertiefung wurden je 50 pl in die nachste Vertiefung Gberfhrt und
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gemischt. 50 pl der letzten Vertiefung wurden verworfen. So entstand eine 1:2
Verdunnungsreihe. Daraufhin wurde in jede Vertiefung 50 pl 1% Hihnerblut pipettiert und gut
vermischt. Der Ansatz inkubierte mindestens 30 min bei 4°C, um die Neuraminidaseaktivitat zu
hemmen. Bis zu einer bestimmten Verdinnung sind genug Viren vorhanden, um die
Erythrozyten zu vernetzen. Bei hdheren Verdiinnungen hingegen kdnnen die Erythrozyten nicht
mehr vernetzt werden, so dass sie absinken und in der Spitze der Vertiefung als Kndpfchen
sichtbar werden. Als Hamagglutinationstiter (HA-Titer) wird der reziproke Wert der
Verdunnungsstufen angegeben, bei der gerade noch eine Hamagglutination beobachtet wird.

Jedoch miissen mindestens 1 x 10° PFU/mI vorhanden sein, damit ein HA von 1 sichtbar ist.

2.2.2.3 Plaqueassay zur Titerbestimmung von Influenza A Viren

Mit Hilfe von Plaguetests kann die Anzahl infektidser replikationskompetenter Viruspartikel in
einer Viruslésung bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden zur Titer-Bestimmung Avicel
Plague-Tests durchgefihrt. Der hierbei bestimmte Titer ist mit der Einheit ,Plaque bildende
Einheit* (,plague forming unit* (PFU)) angegeben, weil der Nachweis infektiéser Partikel Uber
Locher (Plaques) im Zellrasen erfolgt, die durch Lyse der infizierten Zellen entsteht. Fur den
Test wurden MDCKII Zellen in eine 12 Kalotten-Platte ausgeséat. Am folgenden Tag wurden die
zu 80% konfluenten Zellen mit der zu untersuchenden Viruslésung infiziert. Dafir wurden
Virusverdiinnungen von z.B. 10 bis 10 in PBS™ hergestellt und je 150 pl der Verdiinnung pro
Kalotte als Inokulum verwendet. Wahrend der Inkubationszeit von 45 min wurde die Platte alle
10 min geschwenkt, um eine gleichméafige Verteilung der Viruspartikel Uber die Kalotte zu
erreichen. Danach wurde die Virusldsung abgenommen und die Zellen wurden pro Kalotte mit 1
ml Avicel Overlay Medium Uberschichtet. Dieses Medium verhindert die Virusdiffusion in
Losung. Die Platten wurden 48 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert und durften nicht bewegt
werden. Nach der Inkubationszeit wurde das Overlay Medium abgesaugt und die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, um das Medium vollstéandig zu entfernen. Im Anschluss wurden
die Zellen mit 500 pl 3% Formaldehyd/ 0,1% Kristallviolett bei RT fir 30 min fixiert und gefarbt.
Nach dem Abwaschen der Lésung mit H,O konnten die Plaques gezahlt und der Virustiter Giber

Berechnung der entsprechenden Verdiinnung in PFU/ ml bestimmt werden.

2.2.2.4 Isolierung viraler RNA

Um die Identitat rekombinanter Viren zu bestimmen wurde die virale RNA aus dem Virusstock
mit dem QlAamp® MinElute® Virus Spin Kit von QUIAGEN nach Herstellerangeaben isoliert.
100 pl der Allantiosflussigkeit wurde mit 100 pl PBS verdinnt. AbschlieRend wurde die RNA mit
20 pl RNase-freiem ddH,O aus der QlAamp MinElute-Saule eluiert.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription (RT) wird ein RNA-Molekiil in ein einzelstrangiges DNA-Molekl
umgeschrieben, welches in einer anschlieBenden PCR zu einem doppelstrangigen DNA-
Molekul komplementiert und amplifiziert werden kann. Diese Reaktion kann in einem Ansatz
(OneStep RT-PCR) oder in zwei Ansatzen (TwoStep RT-PCR) erfolgen. Bei der reversen
Transkription bindet ein Oligonukleotid sequenz-spezifisch an das 3"-Ende der RNA. Die
reverse Transkriptase flgt an das 3'-Ende des Oligonukleotids komplementar zur RNA
Desoxyribonukleotide (dNTPs) an, so dass die RNA in einzelstrdngige DNA umgeschrieben wird
(copy DNA; cDNA), Diese wird dann nach Bindung eines Riickprimers an das 3'- Ende der
einzelstrangigen DNA in einer PCR komplementiert. Fiur den Nachweis der viralen NS-
Segmente rekombinanter Influenza A/PR/8/YN-NS1 oder Influenza A/PR/8/YC-NSL1 Viren wurde
die VRNA in einer RT-PCR zuné&chst mit den Influenza A spezifischen Primern Unil2a und
Unil2g in cDNA umgschrieben und anschlieBend mit den NS-Segment-spezifischen Primern
amplifiziert. Fur den Nachweis  zellularer und viraler mMRNA in RNA-
Immunoprazipitationsversuchen wurde die mMRNA in einer TwoStep RT-PCR zuné&chst mit einem
Oligo(dT)-Primer in cDNA umgeschrieben und anschlielend mit Sequenz-spezifischen Primern
die cDNA der zellularen mRNA von GAPDH sowie der viralen mRNA von NP, NA und M in einer
PCR amplifiziert.

OneStep RT-PCR

Ansatz:
5 pl isolierte VRNA
+ 10 ul 5 x Puffer
+ 2 ul dNTPs (je 10 mM)
+ 1 pl Primer Forward
+ 1 yl Promer Reverse
+ 0,25 pl Rnasin
+ 2 pl Enzym-Mix

ad 50 pl ddH,0
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Cycler-Programm

Reverse Transkription 50°C 30 min

Denaturierung 95°C 15 min

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 52°C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min pro 1000 bp
Nachsynthese 72°C 5 min

Pause 4°C 0

TwoStep RT-PCR

Ansatz:
1 pl Phenol/Chloroform-gereinigte RNA
+ 0,5 pg Oligo(dT)-Primer
+ ad 11 pl ddH,0O

5 min bei 70°C, dann auf Eis

+ 4 ul 5 x Puffer

+ 2 pl dNTPs (je 10 mM)
+ 0,5 pl Rnasin

+ ad 19 pl ddH,0O

5 min bei 37°C, dann auf Eis

+ 1 yl Reverse Transkriptase

weiter mit Cycler-Programm

Cycler-Programm

Reverse Transkription  37°C 60 min
Hitzeinaktivierung 70°C 15 min
Pause 4°C o0

Fir die anschlieBende PCR wurden je 2,5 pl der RT-Proben eingesetzt. Die PCR erfolgte in 25

pl Ansatzen wie in Abschnitt 2.2.3.2 beschrieben.
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2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht es spezifisch DNA Abschnitte zu amplifizieren. Dazu werden zwei DNA-
Oligonukleotide (Primer) und eine hiotzebestandige DNA-Polymerase verwendet. Die Primer
hybridisieren aufgrund ihrer Sequenz an jeweils einen Strang des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes. Durch aufeinander folgende Zyklen von Denaturierung, Anlagerung von Forward-
bzw. Reverse-Primern (Annealing) und Kettenverlangerung (Elongation) werden DNA-
Abschnitte exponentiell amplifiziert. PCRs fir Klonierungen wurden mit dem Expand High
Fidelity PCR System durchgefihrt. Dieses System beinhaltet einen Polymerase-Mix aus Taq
DNA-Polymerase und Tgo DNA-Polymerase. Desweiteren wurde die PCR fir den Nachweis

einer erfolgreichen Klonierung (Kolonie-PCR), das Amplifizieren von cDNA im RIP-Assay

benutzt.
Ansatz:
10 pl 5 x Puffer (15 mM MgCly,)
+ 0,5 pl dNTP-Mix (je 10 mM)
+ 1,5 ul Primer Forward
+ 1,5 ul Primer Reverse
+ 30-100 ng Template

ad 50 pl ddH,0

Cycler-Programm

Denaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 50-60°C 30s 25-35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min pro 1000 bp

Nachsynthese 72°C 5 min

Pause 4°C o0

Die Annealingtemperatur wurde so gewahlt, dass sie 3-5°C unter der Schmelztemperatur der
Primer lag. Die Elongationszeit richtete sich nach der GroRe des zu amplifizierenden DNA-
Fragments. Zur Uberpriifung eines Klonierungserfolgs wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt.
Dazu wurde eine zu untersuchende Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in ein
PCR-Reaktionsgefald mit einer entsprechenden Menge ddH,O getaucht. Das PCR-Gefal3 wurde
in einem Thermocycler 10 min bei 95°C inkubiert. AnschlieRend wurde ein PCR-Ansatz mit

entsprechenden Primern zu der Probe pipettiert und eine PCR durchgefihrt.
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2.2.3.3 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen  sind  bakterielle  Enzyme, die DNA an definierten
Nukleotidsequenzen schneiden und abhangig vom Restriktionsmuster unterschiedliche Enden
generieren. Zur Subklonierung von DNA-Fragmenten in die jeweiligen Zielvektoren wurden
beide so geschnitten, dass an deren Termini komplementare Nukleotidiiberhdnge erzeugt
wurden, welche die Ligation ermdglichten. Desweiteren wurde der Restriktionsverdau mit Dpnl
durchgefuhrt um parentale DNA Strange bei der zielgerichteten Mutagenese von Plasmid-DNA
zu verdauen. Fir die Reaktionen wurden im Allgemeinen 1-2 U Enzym sowie entsprechende
Mengen eines 10 x Restriktionspuffer nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die

Reaktionsansatze wurden 2-16 h bei 37°C inkubiert.

2.2.3.4 Reinigung und Aufkonzentrierung von PCR-Fragmenten

PCR-Fragmente bzw. mit einem Restriktionsenzym geschnittene Vektoren wurden nach den
Angaben des Herstellers mit dem QIlAquick PCR purification Kit von QIAGEN gereinigt. Die
DNA wurde in 20 pl ddH,0O eluiert.

2.2.3.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel

Die Agarosegel-Elektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher
Grole. In dieser Arbeit wurden 1 — 1,5 %ige Agarosegele verwedet, als Puffer diente 1 x TBE-
Puffer. Vor dem GielRen des Gels wurde Ethidiumbromid (0,3 — 0,5 pg/ml Endkonzentration) in
die in Puffer aufgekochte Agarose pipettiert. Die Proben wurden vor dem Auftragen im
Verhéltnis 1:6 mit 6 x DNA-Ladepuffer versetzt. Als GrolRenstandard wurden die DNA-Marker
,Mass Ruler™ DNA-Ladder* ,low range* und ,high rage“ benutzt. Die Gele liefen bei 90-100 V.
Die DNA wurde anschlieBend auf einem Transilluminator tber UV-Licht sichtbar gemacht und
fotografiert.

2.2.3.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

Um DNA-Fragmente distikter GroRe aus einem Gemisch von DNA-Fragmenten zu isolieren
wurden die Fragmente zuerst Uber Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Die entsprechende
Bande wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieBend mit dem QIAEXXII
Gel Extraction Kit von Qiagen nach den Angaben des Herstellers isoliert und gereinigt. Die
DNA wurde in 20 pl ddH,0 eluiert.
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2.2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Besitzen das verdauet DNA-Fragment und der geschnittene Vektor komplementare
Nukleotidiiberhénge, lassen sie sich miteinander ligieren. Dabei nutzt man die Fahigkeit der T4
Ligase, die 3"-OH-Gruppen und freien 5 -Phosphatgruppen durch Phosphodiesterbindungen
kovalent zu verknipfen. Fur den Ansatz wurden Vektor und Insert im Verhéaltnis von 1:3 bis 1:5

eingesetzt. Die Inkubation erfolgte 2h bei RT oder Giber Nacht bei 16°C.

Ansatz
1 pl 10 x Puffer (mit ATP)
+ 1 ul T4 Ligase
+ 20-50 ng Vektor
+ X ng Insert

ad 20 pl ddH,0

2.2.3.8 Transformation kompetenter E.coli

50 ul E.coli XL1-blue Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden
Plasmid-DNA (20-200 ng) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock fir 45 s bei
42°C und 2 min Inkubation auf Eis wurden die Ansétze mit 450 pl vorgewarmten SOC-Medium
versetzt und bei 37°C fur 45 — 90 minauf einem Schittler inkubiert. Danach wurden
unterschiedliche Mengen der Bakteriensuspension auf Antibiotika-enthaltende LB-Platten

ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.3.9 Plasmidpréparation

Zu der Préaparation von Plasmiden aus Bakterien wurde das Invisorb Spin Plasmid Mini Two Kit
von Invitek fur kleine Kulturvolumen und das QIAfilter Plasmid Maxi Kit von QIAGEN fur gréRere

Kulturvolumen benutzt.

Miniprep

Zunachst wurden Kolonien von der Platte in 3 ml 2xYT-Medium mit Ampicillin bzw. Kanamycin
uberfahrt und tber Nacht bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Von den Ubernachtkulturen
wurden je 2 ml fur 10 min 13.000 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert und das
Bakterienpellet entsprechend den Anweisungen des Herstellers weiterbearbeitet. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf auf der alkalischen Lyse der Bakterien, anschlieender
Neutralisation und Einstellung auf Hochsalz-Bindungsbedingungen. Die Plasmid-DNA wird dann

spezifisch an die Silicagelmembran einer Sdule gebunden und mit ethanolhaltigem Puffer
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gewaschen. Da bei Niedrigsalzbedingungen und pH 7,0 bis 8,5 die Membran DNA nicht mehr
bindet, kann mit Wasser eluiert werden. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgt mit 50 pl ddH,0.

Maxiprep

Mit dieser Methode kdnnen grél3ere Mengen Plasmid-DNA aufgereinigt werden. Dazu wurden
100 pl der Miniprep, oder eine Kolonie einer LB-Platte, ind 200 ml 2xYT-Medium mit dem
entsprechendem Antibiotika-Zusatz Uberfiihrt und tber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert.
Die Bakterienkulturen wurden mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit entsprechend den
Herstellerangaben weiter bearbeitet. Die Bakterien werden durch alkalischen Puffer lysiert und
dann neutralisiert. Nachdem das Prazipitat aus Bakterienhille und Proteinen iber eine QlAfilter-
Patrone herausgefiltert worden ist, bindet die Plasmid-DNA unter Niedrigsalz-Bedingungen an
die Anionentauschersaule. Verunreinigungen werden durch Waschen mit einem Puffer mittleren
Salzgehalts entfernt. Mit einem Hochsalzpuffer wird die DNA eluiert und mit Isopropanol gefallt
um die DNA zu entsalzen. Nach einem weiteren Waschschritt mit 70%-igem Ethanol kann die
DNA in Wasser aufgenommen werden. Die DNA-Konzentration wurde durch

Spektralphotometrie (Abschnitt 2.2.3.10) ermittelt und auf 1 pg/pl eingestelit.

2.2.3.10 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

In Wasser geloste DNA und RNA hat bei 260 nm ein Absorptionsmaximum. Dies nutzt man, um
durch spektralphotometrische Analyse mit Prézisions-Kuvetten aus Quarzglas (Schichtdicke 10

mm) die Konzentration zu bestimmen.

Optische Dichte (OD) = Absorption (A260) = Transmissionppe/ Transmission; gsungsmitel

Die zu messende DNA-Probe wurde mit sterilem ddH,O verdiinnt. Uber den Absorptionswert

(As60) wurde die Konzentration mit folgender Formel berechnet.

10D =50 pg/ml

DNA-Konzentration[ug/ul] = Azeo X 50ug/ml x Verdiinnungsfaktor/1000

2.2.3.11 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Fur die Sequenzierung von DNA wurde das ABI BigDye® Terminator 3.1 Kit benutzt. Das
Prinzip beruht auf der Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger, Nicklen, und Coulson
1977). Dabei wird eine lineare PCR durchgefihrt, in deren Ansatz neben den vier
Desoxyribonukleotiden ~ (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) auch fluoreszenzmarkierte
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Didesoxyribonukleotide (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) vorliegen. Wird bei der
Kettenverlangerung ein Didesoxyribonukleotid eingebaut, kommt es aufgrund der fehlenden 3’-
Hydroxylgruppe am ddNTP zum Kettenabbruch. Der Einbau der Didesoxyribonukleotide ist
zuféllig. Daher liegen nach entsprechender Zyklenanzahl Abbruchfragmente jeder mdglichen
Nukleotidzahl vor, welche Uber ein denaturierendes Polyacrylamidgel ihrere Grof3e nach
aufgetrennt werden. Da die vier Didesoxyribonukleotide mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, kann wahrend der Elektrophorese ermittelt werden,
welches Didesoxyribonukleotid sich an der Abbruchstelle befindet. Durch eine spezielle

Software wird das so entstandene Fluoreszenzmuster zur Nukleotidsequenz verarbeitet.

Die in der Sequenzierung eingesetzte DNA-Menge richtete sich nach der Lange des DNA-

Fragmentes:
1-3ng (FragmentgrofRe 100-200 bp)
3-10 ng (FragmentgréRe 200-500 bp)
10-20 ng (Fragmentgré3e 500-1000 bp)

150-300 ng (Plasmid-DNA)

Sequenzieransatz:

X Ul DNA-Template
+ 0,5 pl Primer (20 uM)
+ 1,0 ul BigDye 3.1

ad 10 pl ddH,0

Cycler-Programm:

Denaturierung 95°C 1 min

Denaturierung 95°C 10s

Annealing 55°C 5s 25 Zyklen
Elongation 60°C 4 min
Pause 4°C °°
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2.2.3.12 Herstellung der pEYN, pEYC und pEYFP Plasmide zur Durchfihrung des
BiFC Assays

Ziel war die Herstellung von pEYN, pEYC und pEYFP Expressionsplasmiden, die entweder die
kodierenden Sequenzen von SF2/ASF, Aly, UAP56 und NS1 oder Varianten davon beinhalteten.
Dazu wurden die kodierenden Sequenzen aus den jeweiligen Vektoren pEGFP-ASF/SF2,
pcDNA-myc/HIS-Ref (Aly), pLP-EGFP-C1-UAP56 und pcDNA-NS1 anhand spezifischer Primer
durch PCR amplifiziert. Die in der PCR erzeugten Fragmente trugen terminal die
Restriktionsschnittstellen EcoR/ und Xbal (Abb. 3.2) und wurden Uber diese Schnittstellen in die
Vektoren pEYN, pEYC und pEYFP eingeflgt. Nach Transformation in E.coli XL1-blue Zellen
und Isolation von Plasmid-DNA in der Miniprep wurden positive Klone durch Restriktionsverdau

identifiziert und anschlieBend durch Sequenzierung bestatigt.

2.2.3.13 Herstellung der pGex Plasmide fir die Expression von GST-Fusionsproteinen

Fur die Konstruktion der Plasmide pGex-SF2/ASF, pGex-Aly, pGex-NS1, pGEX-NS1 1-73,
pGex-NS1 74-230 wurden die kodierenden Sequenzen von SF2/ASF, Aly, NS1, NS1 1-73 bzw.
NS1 74-230 aus den entsprechenden Vektoren pEGFP-SF2/ASF, pcDNA3MycHisA-REF bzw.
pcDNA-NS1 durch PCR amplifiziert und tber die Schnittstellen EcoRI und Xhol in den Vektor
pGex5X.1 insertiert.

2.2.3.14 lIsolierung von RNA durch Phenol-Chloroform Extraktion und Ethanolfallung

DNA und RNA Molekile kénnen aus Reaktionsgemischen durch Phenol-Chloroform Extraktion
von Proteinbestandteilen getrennt und durch anschlielRende Ethanol-Prézipitation gereinigt und
ankonzentriert werden. In dieser Arbeit wurde die in den RNA-Immunoprézipitationsversuchen
prazipitierte RNA durch diese Methode isoliert und gereinigt. Die Proben wurden, wenn
erforderlich mit sterilem ddH,O auf 200 pl aufgefillt und anschlieRend mit 200 pl Phenol-
Chloroform versetzt. Die Anséatze wurden 10 s mit einem Vortexer durchmischt, 2 min bei
13.000 rpm zentrifugiert und anschlieBend die obere RNA-haltige wassrige Phase in ein
sauberes Reaktionsgefal3 Uberfuihrt. Bei sehr hohem Proteingehalt der Proben wurde der
Vorgang wiederholt. Fur die Fallung der RNA wurden die Proben mit 1/10 Vol. Natriumacetat (3
M), 1 ul Glycogen und 2,5 Vol. 100% Ethanol (4°C) versetzt, durchmischt und anschlie3end
mindestens 1 h bei -20 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 15 min bei 13.000 rpm und
4°C. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, 10 min bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert und anschlielend luftgetrocknet. Die RNA wurde in 10 pyl RNase-freiem ddH,O

aufgenommen.
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2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.4.1 Analyse der Virusreplikation auf Zellkultur

Um Viren hinsichtlich ihrer Replikationsfahigkeit auf mit verschiedenen siRNA behandelten
Zellen charakterisieren zu kénnen, wurden diese wie in Abschnitt 2.2.1.5 beschrieben mit einer
MOI von 0,01 infiziert. 6, 12, 24, 36 und 48 h nach Infektion wurden 100 pl des Zelliiberstandes
entnommen und durch frisches Infektionsmedium ersetzt. Die so erhaltenen Proben wurden
nach einmaligem Einfrieren bei -80°C fur den in Abschnitt 2.2.2.3 beschriebene Avicel-Plaque-

Test verwendet, um den Virustiter in PFU/ml zu bestimmt.

2.2.4.2 Bimolekulare Fluoreszenz Komplementation (BiFC)

Zuerst beschrieben wurde diese Assay von Gosh und Kollegen (I. Ghosh, Hamilton, und Regan
2000). In dieser Arbeit wurde ein leicht geandertes Protokoll benutzt, das von Hu und Kollegen
publiziert wurde (Hu, Chinenov, und Kerppola 2002; Kerppola 2006). Zellen fir das BiFC-Assay
wurden einen Tag vor Transfektion in Kulturschalen auf Deckglaschen ausgeséat. Die
Transfektion erfolgte wie in 2.2.1.4 beschrieben, dabei wurden pro 35 mm Zellkulturschale je
2,5 pg Plasmid-DNA pro Konstrukt transfiziert, 5 pg Plasmid-DNA insgesamt. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen nicht oder mit Influenza A PR/8 je nach Versuchsansatz mit
einem MOI von 3 oder 5 infiziert und 5 h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen fur
weitere 2-3 h bei 30°C inkubiert um die Reifung der BiFC-Komplexe zu ermdglichen und dann

wie in 2.2.4.3 analysiert.

2.2.4.3 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Zellen fur die Immunfluoreszenzanalyse wurden in Kulturschalen auf Deckgldschen ausgesat.
Nach entsprechender Behandlung der Zellen (Infektion und/ oder Transfektion) wurden diese
zweimal mit PBS gewaschen, mit 2,5%-iger Formaldehydlésung (Methanol-frei) in PBS flr 15
min fixiert und anschlieBend mit 0,2%-iger Triton-X-100-L6ésung ind PBS fur 10 min
permeabilisiert. Priméare und sekundéare Antikdrper wurden fur die Immunfluoreszenzanalyse in
3% BA-L6sung in PBS verdunnt. An den sekundaren Antikdrper war ein Fluoreszenzfarbstoff
(Alexa-Farbstoff) gekoppelt, welcher nach Anregung mit Licht einer spezifischen Wellenlange
(488 oder 594 nm) durch Fluoreszenzmikroskopie detektiert wird. 20 pl der Prim&rantikdrper-
Verdiunnung wurden auf Parafilm vorgelegt. Das Deckgldschen wurde mit der Zellrasen-Seite
nach unten auf die Antikdrperverdiinnung gelegt und in einer feuchten Kammer fiir 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und fur 1 h mit dem sekundéaren Antikdrper entsprechend der vorherigen Beschreibung im
Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend kurz in

ddH,0O getaucht. Auf einen Objekttrager wurden 4 ul Mowiol vorgelegt. Die Préaparate wurden im
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Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Die so markierten Proteine wurden in der konfokalen

Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht und charakterisiert.

2.2.4.4 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Fir die Charakterisierung der Interaktionsstudien mittels des BiFC-Assays wurde in dieser
Arbeit die konfokale Laser Scanning Mikroskopie verwendet. Dafur wurde das konfokale Laser
Scanning Mikroskop LSM 510 Meta von Zeiss verwendet. Die konfokale Laser Scanning
Mikroskopie bietet die Mdglichkeit, das von einer einzigen Ebene eines Praparats reflektierte
bzw. emittierte Licht zu erfassen. Eine Lochblende (Pinhole) verhindert dabei die Detektion von
Licht, welches nicht aus der Fokusebene stammt und somit werden auf3erfokale
Objektinformationen ausgeblendet. Durch einen Laserstrahl mit entsprechend dem
Fluoreszenzfarbstoff angepasster Anregungswellenlange wird das Praparat pixel- und
zellenweise abgerastert. Die Pixeldaten werden von einem Detektor registriert und
anschlielend digital zu einem Bild zusammengesetzt. Dieses Bild zeichnet sich durch einen
hohen Kontrast und eine hohe Auflésung aus. Die Proben wurden entsprechend Abschnitt
2.2.4.3 vorbereitet. Fur die in dieser Arbeit gezeigten Bilder wurde das Objektiv C-Apochromat
63/1.2 water objective lens von Zeiss benutzt und Uber die Software ,Zeiss LSM Image Browser
3.5" eine zusatzliche zweifache VergrolRerung des Bildausschnittes erreicht. Im Anschluss

wurden die Daten mit der Software ,Adobe Photoshop CS3 extended" prozessiert.

2.2.4.5 Luziferase-Reportergen-Test

Um die Wirkung des zellularen Proteins SF2/ASF auf virale Transkripte zu untersuchen, wurden
Versuche mit dem Dualen Luziferase-Kit (Promega) durchgefiihrt. Dazu wird ein Plasmid mit der
genetischen Information fiir ein virales Segment, wobei dieses das Luziferasegen (hier aus dem
Leuchtkafer (Firefly)) enthielt, sowie ein weiteres Plasmid, von dem konstitutiv eine andere
Luziferase-mRNA (hier aus der Gemeinen Seefeder (Renilla)) transkribiert wird, in die zu
untersuchenden Zellen kotransfiziert. Anhand der konstitutiv exprimierten Luziferase wird eine
maogliche unterschiedliche Transfektionseffizienz tber verschiedene Ansatze korrigiert und die
Expression der Reportergen-Luziferase ermdglicht Aussagen zu der Aktivitdt des viralen
Reportertranskripts unter den Versuchsbedingungen. Die Luziferaseexpression wird dabei
indirekt Uber deren Aktivitat in entsprechenden Zelllysaten bestimmt. Um zu untersuchen, ob die
Ko-Expression von NS1 oder SF2/ASF eine Aktivierung der Transkription/ Translation des
viralen Reporterkonstrukts auslést, wurden neben den viralen Polymerasekonstrukten PB1,
PB2, PA und NP - die in allen Versuchsansétzen enthalten waren — zusétzlich NS1 und/ oder
SF2/ASF Expressionsplasmide je Vertiefung einer 12-Kalottenplatte in 293T Zellen kotransfiziert
(NS1 und SF2/ASF wurden dabei in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben: 50, 100,
250 oder 500 ng; wurden beide Expressionsplasmide in einen Ansatz gegeben wurde nur

SF2/ASF in steigenden Konzentrationen zugegeben, NS1 hingegen konstant mit 100 ng). 24

67



Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitaten
entsprechend dem Herstellerprotokoll bestimmt. Da sich 293T Zellen leicht vom Zellkulturgefaf

I6sen, wurden die Zellkulturplatten vor den Versuchen mit poly-D-Lysin behandelt.

2.2.4.6 Zytotoxizitats-Test (MTT Test)

Um die Zytotoxizitat von siRNA Behandlungen auf die Zellen zu tberpriufen wurde ein MTT-
basiertes Proliferationsassay durchgefiihrt, bei dem der Nachweis der Zellvitalitit auf der
Reduktion eines gelben, wasserldslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromids (MTT) in ein violettes, wasserunlésliches Formazan beruht (Abb.
2.1). Die mitochondriale Dehydrogenase der Zellen ist in der Lage, das gelbe Tetrazoliumsalz in
das violette Formazan umzuwandeln. Mit geeigneten Reagenzien konnte das Formazan aus
den Zellen geldst werden und photometrisch bestimmt werden, dabei korrelierte die gemessene

Konzentration an Formazan mit dem Proliferationsverhalten der Zellen.

ritochondn ale /] H
—t
Reduktazen
=N

{http/fwww.baltic-analytics.de/lndex.php?id=39)

Abb. 2.1: Reduktion von MTT zu Formazan. Die zellulare mitochondriale Dehydrogenase wandelt das
gelbe Tetrazoliumsalz (MTT) in das violette Formazan um. Uber photometrische Bestimmung konnte die
Konzentration an Formazan bestimmt werden, welche proportional zur zelluldren Proliferation war.

293T-Zellen wurden in eine 96-Kalotten Platte ausgesaet, so dass sie am néchsten Tag eine
Konfluenz von 30% aufwiesen. Es folgte eine Transfektion mit unterschiedlichen
Konzentrationen (25, 50 und 100 pMol) der jeweiligen siRNAs, deren EinfluR auf die Zell-
Zytotoxizitat Uberpfift werden sollte. Als weitere Kontrollen wurden unbehandelte Zellen sowie
DMSO-behandelte Zellen mitgefuhrt. 24 Stunden nach Transfektion der siRNAs wurden zu
jeder Kalotte 10ul des MTT-Reagenz pipettiert. Die Anséatze wurden daraufhin fir 6 Stunden bei
37°C inkubiert. Die folgende Zugabe von 100ul MTT-Detergenz I|6ste das gebildete,
ausgefallene Formazan und ermdglichte die photometrische Analyse. Die gemessene
Absorption bei 570nm war proportional zur Zellzahl und ermdglichte somit einen Ruickschlul3 auf
die Zell-Viabilitat.
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2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1 Herstellung von Zelllysaten

Um die Proteinexpression mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Immunoblot
nachzuweisen bzw. analysieren zu kdnnen, mussten zunéchst Lysate der transfizierten bzw.
infizierten Zellen hergestellt werden. Alle Arbeiten wurden dazu auf Eis oder bei 4°C
durchgefuhrt und nur eiskalte Puffer verwendet. Zunéchst wurden die Zellen 2 x grundlich mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und in Eppendorf-
Reaktionsgefalle tUberfuhrt. Nach Zentrifugation fir 4 min bei 1.500 rpm und 4°C wurde das
Pellet mit dem RIPA-Lysispuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde
daraufhin bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefal? Uberfuhrt und gleich weiter verarbeitet oder nach Zugabe von SDS-

Probenpuffer bei -20°C gelagert.

2.2.5.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine konnen durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Denaturierung und
Ladungsausgleich (durch B-Mercaptoethanol und SDS) aufgrund ihres unterschiedlichen

Molekulargewichts aufgetrennt werden.

Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamidgele:

Bestandteile Trenngel Sammelgel

12,5% 5%

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

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

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

H,O 3,2ml 2,8 ml

10 % SDS 100 pl 50 pl

10 % APS 100 pl 50 pl

TEMED 6 pl 6 pl

Zunéachst wurden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt und dann in das BioRAD Mini-Protean-3
System eingesetzt. Die verwendeten Glasplatten hatten einen Abstand von 75 mm bzw 150

mm, was somit auch der Geldicke entsprach. Das Trenngel-Gemisch wurde entsprechend der
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Angaben angesetzt und ungeféhr zu % in die Vorrichtung gegossen. Das noch flissige Trenngel
wurde mit Isopropanol Uberschichtet, damit das Gel gleichméafig polymerisierte. Sobald das
Acrylamid polymerisiert war wurde das Isopropanol abgekippt, das Sammelgel eingefillt und
der Kamm zum Freihalten der Taschen eingesteckt. Nach Polymerisation des Sammelgels
wurde das Gel in eine Miniprotein-Gelkammer eingebaut, der 1x SDS-Elektrophoresepuffer
wurde eingefillt und der Kamm wurde gezogen. Die Proben wurden im Verhdltnis 1:2 mit 2x
SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C aufgekocht, kurz abzentrifugiert und auf das Gel
aufgetragen. Pro Gel wurde eine Stromstéarke von 25 mA angelegt. Die Elektrophorese wurde

gestoppt, nachdem die Frontmarkerbande (Bromphenolblau) aus dem Gel herausgelaufen war.

2.2.5.3 Immunoblot

Nach der Auftrennung von Proteinen durch die SDS-Polyacrylamid-gelelektrophorese wurden
sie mit Hilfe des Semidry-Blotverfahrens (BioRAD-Kammern) auf eine Nitrozellulose Membran
transferiert. Dazu wurde das Gel, die Membran und Whatman-Papiere in Demisdry-Blotting
Puffer &quilibriert.. Danach wurde die Apparatur wie folgt aufgebaut: Anode, 3 x 3 mm
Whatman-Papier, Nitrozellulose-Membran, Gel, 3 x 3 mm Whatman-Papier, Kathode. Die
Proteine wurden fur 55 min bei 75 mA pro Gel auf die Membran transferiert. Die Membran
wurde 1 h in 5% Magermilchpulver in 1 x TBST blockiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 x
TBST wurde die Membran mit dem priméren Antikorper in 0,5% Magermilchpulver in 1 x TBST
fur 1 h bei RT oder tGber Nacht bei 4°C unter standigem Schwenken inkubiert. Uberschissiger
Antikoérper wurde anschlieRend durch dreimaliges Waschen mit 1 x TBST fur je 10 min entfernt.
Daraufhin wurde die Membranfir 1 h bei RT mit dem sekundéaren Spezies-spezifischen
Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Antikdrper in 0,5 & Magermilchpulfer in 1 x TBST
inkubiert. Die Verdunnungen der jeweiligen Antikorper sind in Abschnitt 2.1.13 angegeben.
Uberschiissiger Sekundar-Antikorper wurde durch sechsmaliges Waschen fiir jeweils 5 min mit
1 x TBST entfernt. Die Membran wurde mit dem SuperSignal WestDura Extended Duration
Substrat 5 min inkubiert. Dabei wird durch die Oxidation des Substrats eine Chemilumineszenz
ausgeltst. Diese Chemilumineszenz konnte durch die Schwéarzung eines Rontgenfiims

(Autoradiographie) nachgewiesen werden.

2.2.5.4 Fixieren und Trocknen von SDS-PAA Gelen

Fir den direkten Nachweis von Proteinen im PAA-Gel durch Autoradiographie nach radioaktiver
Markierung oder Coomassie-Farbung wurden die Gele zunéchst fur 30 min in Fixierlésung
geschwenkt. Fir eine Coomassie-Farbung wurden die Gele anschlieend fir mindestens 3 h
oder Uber Nacht in Coomassie Brilliant Blau R250-Farbelésung geschwenkt. Zur Entfarbung
des Hintergrunds wurde das Gel dann mehrere Stunden in Entfarberlésung, danach kurz in
Wasser geschwenkt, auf zwei Lagen Whatman-Papier gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und

auf dem Geltrockner Phero-temp 40 nach Anlegen eines Vakuums bei 75°C fiir 1 h getrocknet.
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Radioaktiv markierte Proteine wurden durch das Auflegen von Roéntgenfilmen oder einer

Phosphoimager-Platte auf die getrockneten Gele detektiert.

2.2.5.5 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Fir die Expression von GST-Fusionsproteinen wurden die pGex-Konstrukte pGex5X-1, pGex-
SF2/ASF, pGexALY, pGex-UAP56, pGex-Y14, pGex-TAP/NXF1, pGex-NS1 1-73 und pGex-NS1
74-230 in E.coli BL26 transformiert. 50 ml Ubernachtkultur wurden in 450 ml vorgewarmtes
(30°C) LB-Amp-Medium gegeben und nach zweistiindiger Inkubation bei 30°C wurde die
Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) zur Kultur induziert. Die
Kultur wurde weitere 4 h bei 30°C geschiittelt und anschlieBend 15 min bei 6.000 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml kaltem PBS aufgenommen, resuspendiert und dann in 5

ml Aliquots bis zum Zellaufschluss bei -20°C aufbewabhrt.

Fur den Zellaufschluss wurde ein 5 ml Aliquot Bakterienkultur auf Eis stehend im Ultraschall-
Desintegrator (5 Pulse a 20 s, ca. 40 Watt) aufgeschlossen, mit Triton-X100 (Endkonzentration
1%) versetzt und dann fir 30 min bei 4°C sanft rotiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 10.000 g
und 4°C wurde der geklarte Uberstand mit 300 pl Glutathion-Sepharose Suspension (1:1 in
PBS) fir mindestens eine Stunde bei 4°C sanft gedreht. AnschlieRend wurde die Matrix dreimal
mit 10 ml PBS (4°C) gewaschen, 1:1 in PBS (4°C) aufgenommen und dann bei 4°C aufbewahrt.
Die an der Sepharose-Matrix immobilisierten GST-Fusionsproteine konnten dann in
entsprechenden GST-Koprazipitationsversuchen eingesetzt werden. Die Aufreinigung von GST-

Fusionsproteinen wurde von Fagerlund und Kollegen beschrieben (Fagerlund u. a. 2005).

2.2.5.6 In vitro Translation

Zur radioaktiven Markierung von Proteinen in der in vitro Translation wurde das TNT® Coupled
Reticulocyte Lysate System benutzt. In diesem System sind die Plasmid-basierende
Transkription und die Translation der entsprechenden mRNA gekoppelt. Die Transkription
erfolgte durch eine T7-Polymerase von den Plasmiden pcDNA-NS1, pcDNA-NS1A19-38 und
pcDNA-NS1 RNA mut Wahrend der Translation wurde in die entsprechenden Peptidketten
radioaktives [35S]-Methionin eingebaut.

Fur Versuche mit RNaseA-Behandlung wurden die in vitro Translationsansitze ohne RNasin
angesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fr 90 min bei 30°C inkubiert und anschlie3end fir 10
min bei 12.000 rpm und 4°C geklart.

71



Ansatz

25 pl Reticulozytenlysat

+ 2 pl Puffer

+ 1 pl Aminosauremix ohne Methion
+ 4 pl [*S]-Methionin (10 mCi/ml)

+ 1 ul Rnasin

+ 1 ul T7 Polymerase

+ 1 pg Plasmid-DNA

ad 50 pl RNase-freies ddH,O

2.2.5.7 GST-Koprazipitationsassay

Je Bindungsansatz wurden bis zu 20 pl einer mit GST-Fusionsprotein gekoppelten Glutathion-
Sepharose Suspension (1:1 in PBS) mit 10-15 pl in vitro Translationsansatz in 1 ml HEPES-
Bindungspuffer fir mindestens zwei Stunden bei 4°C sanft drehend inkubiert. Wurden weniger
als 20 ul GST-Fusionsprotein gekoppelte Glutathion-Sepharose Suspension in die Reaktion
eingesetzt, wurde mit reiner Glutathion-Sepharose Suspension auf 20 pl aufgefilit. Die Mengen
der eingesetzten GST-Fusionsproteine wurden einander angeglichen und richteten sich nach
dem Erfolg der Kopplung an die Matrix. Fur Versuche mit RNaseA-Behandlung wurde die Matrix
in 100 pl HEPES-Bindungspuffer mit 1,5 upg/ul RNaseA und entsprechende in vitro
Translationsansatze mit 1 pg/ul RNaseA fir 15 min bei 33°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Bindungsansatz auf 1 ml mit HEPES-Bindungspuffer aufgeflllt und dann mit RNaseA-
behandeltem in vitro Translationsansatz wie vorher beschrieben inkubiert. Fir Versuche mit
Lysaten infizierter Zellen wurde pro Bindungsansatz eine 10 cm Schale in 500 pl ColP-Puffer
lysiert. Das geklarte Lysat wurde auf 1 ml mit dem ColP-Puffer aufgeflllt und wie zuvor
beschrieben die GST-Fusionsprotein  gekoppelte Glutathion-Sepharose  Suspension
dazugegeben und inkubiert. Bindungsansatze mit rekombinantem Protein wurden in 1 ml
HEPES-Bindungspuffer angesetzt. Fir jeden Ansatz wurden 50 pg aufgereingtes,
rekombinantes Protein dazupipettiert und die GST-Fusionsprotein gekoppelte Glutathion-
Sepharose Suspension wie vorher beschrieben. Nach Inkubation wurde die Matrix bei 3.000
rpm und 4°C pelletiert und anschlieRend dreimal mit 1 ml HEPES-Bindungspuffer gewaschen.
Anschlieend wurde sie in 20 yl SDS-Probenpuffer aufgekocht und die eluierten Proteine im
PAA-Gel aufgetrennt. GST-Fusionsproteine wurden durch Coomassie-Farbung detektiert.
Radioaktiv markierte Proteine wurden im getrockneten Gel durch Exposition eines Rontgenfilms
oder eine Phosphoimager-Platte BAS-MP detektiert. Die Imager-Platte wurde mit dem
Fluorescent Image Analyzer und der Software Image Reader V1.5E FLA-2000/2000G und

Image Gauge V3.1 ausgewertet. Bindungsreaktionen die mit Lysaten oder rekombinantem
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Protein durchgefiihrt wurden, wurden nach der Auftrennung im PAA-Gel mittels Western Blot-

Analyse ausgewertet.

2.2.5.8 Ko-Immunpréazipitation

In dieser Arbeit wurde eine Ko-Immunprazipitation mit NS1 und SF2/ASF bzw. Aly durchgefuhrt.
Diese Methode dient dem Nachweis einer in vivo Interaktion zwischen Proteinen.

Am Vortag in 10 cm Schalen ausgesate 293T-Zellen wurden wie in 2.2.1.5 beschrieben nicht
oder mit Influenza A PR/8 und einer MOI von 10 infiziert. Nach 6 stiindiger Inkubation bei 37°C
erfolgte die Lyse der Zellen. Dazu wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und
anschlieBend in 1 ml PBS in ein Eppendorfgefal Gberfuhrt. Die Zellen wurden bei 1.500 rpm fir
3 min und bei 4°C pelletiert, in 500 pl SR IP Puffer resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Die
Lysate wurden bei 4°C und 13.000 rpm fir 15 min geklart. 50 pl des Lysates wurden mit SDS-
Probenpuffer versetzt und als Input-Proben im Western Blot analysiert. Parallel zur Zelllyse
erfolgte die Kopplung des NSl-spezifischen Kaninchen-Antiserums bzw des Praimmun
Kaninchen-Antiserums an Protein G Agarose. Pro Ansatz wurden 30 pl Protein G Agarose
zunachst dreimal mit SR-Wash-Puffer gewaschen und in 500 ul SR-Wash-Puffer pipettiert. Je
Ansatz wurde 1 pl des jeweiligen Antiserums zugegeben und die Reaktionsansétze wurden
mindestens 2 h bei 4°C sanft rotierend inkubiert. 500 pl geklartes Proteinlysat wurde zu dem
Protein G-Agarose Ansatz pipettiert und fir 3 h bei 4°C sanft rotierend inkubiert. AnschlieRend
wurde die Agarose bei 10.000 g und 4°C fiir 10 s pelletiert und der Uberstand abgenommen.
Die Agarose wurde dreimal dreimal mit je 1 ml SR-Wash-Puffer gewaschen und die
gebundenen Proteine in 30 pl SDS-Probenpuffer fur 5 min bei 95°C inkubiert. Die Proben

wurden anschlieRend mittels Western Blot-Analyse ausgewertet.

2.2.5.9 RNA-Immunprazipitation

Dieses Assay wurde benutzt, um eine Interaktion des viralen NS1 Proteins und des zellularen
SF2/ASF Proteins mit viraler mRNA zu untersuchen. Dafir wurde das NS1 Protein, bzw. das
SF2/ASF Protein mit spezifischen Antikérpern aus infizierten Zelllysaten immunoprazipitiert und

anschlieBend gebundene RNA-Molekile isoliert und durch RT-PCR nachgewiesen.

6 x 10° A549 Zellen wurden nicht oder mit Influenza A PR/8 mit einer MOI von 3 infiziert (s.
2.2.1.5). 6 h nach der Infektion wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in 1
ml PBS mit einem Zellschaber abgekratzt und dann fir 3 min bei 1.000 rpm und 4°C pelletiert.
Die Zellen wurden in 500 pl RIP-Lysispuffer fir 25 min auf Eis lysiert und die Lysate
anschlielend fur 10 min bei 12.000 rpm und 4°C geklart. 15 pl Lysat wurden mit 15 pl SDS-
Probenpuffer versetzt, fir 5 min bei 95°C inkubiert und im Western Blot als Input Proben
analysiert. 40 pl Lysat wurden als Input Proben fiir die RNA-Isolierung eingesetzt. Fur die RNA-

Isolierung wurden Lysate von 6 x 10° Zellen, fur die Analyse im Western Blot die Lysate von 3 x
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10° Zellen in die Immunopréazipitation eingesetzt. Die Ansatze wurden auf 1 ml mit RIP-NT2-
Puffer aufgefullt und dber Nacht mit 1 pl NS1-spezifischem Kaninchen-Antiserum bzw.
Praimmun-Kaninchen Antiserum, oder mit 1 pl SF2/ASF-spezifischem monoklonalem Antikorper
bzw. einem Kontroll-Antikérper drehen bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Ansatze
mit 30 pl eine Protein G-Agarose Suspension (1:1 in PBS) fur 3 h sanft drehend bei 4°C
inkubiert. Die Matrix wurde dann dreimal mit 1 ml RIP-NT2-Puffer gewaschen und pelletiert. Fur
die Analyse im Western Blot wurde die Matrix in 30 ul SDS-Probenpuffer fir 5 min bei 95°C
inkubiert. Die weiteren Analysen erfolgten wie in 2.2.5.2 und 2.2.5.3 beschrieben. Fir den
Nachweis der immunoprazipitierten RNA wurde die Matrix in 100 pl RIP-NT2-Puffer mit 5 pl
RQ1 RNase-Free DNase fur 10 min bei 37°C inkubiert. Die Input Proben wurden auf 100 pl mit
RIP-NT2-Puffer aufgeflllt und ebenfalls mit RQ1 RNase-Free DNase behandelt. Die Matrix
wurde pelletiert, 1 x mit 500 pl RIP NT2 Puffer gewaschen und dann in 100 pl RIP-NT2-Puffer
mit 0,1% SDS und 0,5 mg/ml Proteinkinase K bei 55°C fiir 30 min inkubiert. Die Proben wurden
auf 200 pl mit RIP-NT2-Puffer aufgefillt. Die RNA wurde wie in 2.2.3.1 und 2.2.3.14

beschrieben isoliert und gereinigt und anschlieend in der RT-PCR analysiert.

2.2.5.10 Fraktionierung

Um getrennte Detektion von Proteinen und RNA aus dem Cytoplasma und dem Nukleus von
Zellen zu ermdglichen wurde eine Fraktionierung durchgefihrt. Hierfir wurde das Protein And
RNA Isolation System (PARIS™ Kit) von Applied Biosystems benutzt. 1x10° zuvor transfizierte
293T-Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und dann in 1 ml eiskaltem PBS
abgekratzt und in ein Eppendorfgefald Gberfihrt und pelletiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in
300 pl eiskaltem Fraktionierungspuffer vorsichtig resuspendiert und 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Nachdem die Proben fir 5 Minuten bei 500 x g und 4°C zentrifugiert wurden, konnte
der Uberstand, der der cytoplasmatischen Fraktion entsprach, in ein neues Eppendorfgefal
Uberfuhrt werden. Die Proteinlysate wurden durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 2 Minuten
bei 4°C von Zelltrimmern gereinigt. Das nukleare Pellet wurde vorsichtig mit
Fraktionierungspuffer gewaschen und erneut pelletiert, der Uberstand verworfen. Die Lyse des
nuklearen Pellet erfolgte in 300 pl eiskaltem Disruption-Puffer. Die Proben inkubierten 10
Minuten auf Eis und wurden dann bei 4°C fir 2 Minuten bei 13.000 rpm geklart und in ein
frisches Eppendorfgefald pipettiert. Die Proteinlysate wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -
20°C gelagert. Zur Isolierung der RNA aus den cytoplasmatischen und der nuklearen
Proteinlysaten wurden jeweils 150 ul der Lysate entnommen und in ein neues Eppendorfgefafd
Uberfihrt. Wahrend alle Arbeitsschritte mit den Proteinlysaten auf Eis stattfanden und auch die
Puffer eiskalt waren, so wurde die RNA Isolierung bei RT durchgefiihrt. Die Lysate wurden
zuerst mit demselben Volumen an 2 X Lysis/Binding Solution vermischt. Waren die Lysate zu
viskos wurden sie finfmal durch eine G26-Nadel pipettiert, um eine Verstopfung des Filters zu
vermeiden. Danach wurden 150 pl 100% Ethanol zu den Proben gegeben, gemischt und auf

einen Filter pipettiert. Die Filter wurden einmal mit 700 pl Wash Solution 1 und zweimal mit je

74



500 pl Wash Solution 2/3 gewaschen. Eluiert wurde die RNA in zwei Schritten, bei dem ersten
wurden 30 pl und bei dem zweiten Durchgang 10 pl 95°C heiRer Elution Solution verwendet.
Bevor die RNA fir RT-PCR eingesetzt werden konnte wurde diese mit einer Lithium Chlorid
Solution prazipitiert, um die RNA zu konzentrieren und um DNA Verunreinigungen zu entfernen.
Es wurden 40 pl eluierte RNA mit 20 pl LiCl-Solution vermischt. Die Proben inkubierten eine
Stunde bei -20°C bevor sie fur 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert wurden. Das
RNA Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das RNA Pellet wurde Iuftgetrocknet und in 10 pl RNase-freiem Wasser

resuspendiert. Die RNA wurde bei -80°C bis zu ihrer weiteren Verwendung gelagert.
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3 Ergebnisse

Trotz intensiver Forschung ist bis heute nicht vollstandig geklart, auf welche Weise Influenza
Viren ihre virale mRNA aus dem Zellkern exportieren. Im viralen Replikationszyklus ist dieser
Schritt von grof3er Bedeutung, da nur durch effizienten mRNA Export die Proteinsynthese und
Virusvermehrung gewahrleistet wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Fragestellung vor
allem im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung des NS1 Proteins der Influenza A Viren

untersucht.

3.1 Etablierung eines bimolekularen Fluoreszenz
Komplementations Assays zur Untersuchung von Interaktionen

des viralen NS1 Proteins mit zellularen Faktoren

YFP

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des BiFC Prinzips. YN: N-terminales Fragment des YFP; YC: C-
terminales Fragment des YFP; A, B: potentiell interagierende Proteine. Das YN- und YC-Fragment wurde
Uber Klonierung an die potentiell interagierenden Proteine A und B fusioniert. Kommt es bei einer Ko-
Expression zur Interaktion beider Proteine miteinander so gelangen ebenfalls die YN- und YC-Fragmente
nah zusammen. Dies bewirkt eine bimolekulare Fluoreszenzkomplementation und somit die
Rekonstruktion des YFP durch die beiden Fragmente. Nach Anregung ist ein Fluoreszenzsignal
detektierbar.

Um verschiedene zellulare mRNA Exportfaktoren auf eine Interaktion mit dem viralen NS1
Protein zu untersuchen, wurde die Methode der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation
(BiFC) angewendet. Zuerst beschrieben wurde das Assay von Ghosh und Kollegen (I. Ghosh,
Hamilton, und Regan 2000). Dabei wurde das autofluoreszierende GFP (green fluorescent
protein) in ein N- und ein C-terminales Fragment geteilt und die Fragmente mit Leucin Zippern
fusioniert. Die Heterodimerisation der antiparallelen Leucin Zipper in E.coli resultierte in einer
Reformation des GFP und konnte dementsprechend visualisiert werden. Zwei Jahre spéater

wurde die Methode fiir das autofluoreszierende YFP (yellow fluorescent protein) beschrieben
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(Hu, Chinenov, und Kerppola 2002). . Eine schematische Darstellung des BiFC Prinzips ist in
Abbildung 3.1 dargestellt. Diese plasmid-basierte Methode bot die Méglichkeit mehrere
potentielle Interaktionspartner durch ein rekonstituiertes Fluoreszenzprotein in sowohl lebenden,
als auch fixierten intakten Zellen schnell zu untersuchen. Eine zusatzliche Anfarbung oder eine
Detektion mit Antikdrpern war nicht notwendig. Ein grof3er Vorteil dieser Methode ist die direkte
Visualisierung der Protein-Protein Interaktion in der Zelle, was eine direkte Zuordnung zu einem
zellularen Kompartiment dieser erméglicht. Zur Untersuchung mdéglicher Interaktionen zwischen
zellularen mRNA Export Faktoren mit dem viralen NS1 Protein wurden im Rahmen dieser Arbeit
die cDNAs der mRNA Exportfaktoren SF2/ASF, Aly und UAP56 sowie des viralen NS1 mittels
PCR amplifiziert und in die jeweiligen Vektoren pEYN, pEYC und pEYFP kloniert (Abb. 3.2). Die
Vektoren pEYN-TAP/NXF1 und PpEYC-Y14 wurden von Ute Schmidt (Deutsches

Krebsforschungszentrum Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

3.1.1 Kontrolle der Fusionskonstrukte und Uberpriifung des BiFC

Assays

Nach der Klonierung der benétigten Expressionskonstrukte zur Expression der YN-, YC- und
YFP-Fusionsproteine (Abb. 3.2) wurde zuerst die Expression der Fusionsproteine getestet und
die notwendigen Kontrollen zur Uberpriifung des BiFC Assays durchgefiihrt. Wahrend die YFP-
Fusionsproteine direkt anhand ihrer Autofluoreszenz in der Mikroskopie analysiert werden
konnten (Abb. 3.3), musste in den BiFC Assays ein Reifungsschritt durchgefihrt werden, um die
Reformation des YFP-Proteins aus den YN- und YC-Fragmenten zu ermdglichen. Die Assays
wurden Hela Zellen durchgefihrt, die sich gut transfizieren lieBen und ebenfalls gut fur die
Mikroskopie geeignet waren. Die Zellen wurden mit einer Kombination eines YN-/ und YC-
Expressionskonstruktes transfiziert. 24 Stunden danach wurde ein Teil der Zellen mit Influenza
A/PR/8/34 infiziert und zunéchst 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Es folgte der Reifungsschritt zur
Reformation des YFP-Proteins durch eine Inkubation fir zwei Stunden bei 30°C. AnschlieRend
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Danach konnte anhand einer Immunfluoreszenz-
Féarbung mit einem priméren antiGFP Antikdrper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten
Antikoérper die Transfektion des YC-Fusionsproteins kontrolliert werden. Um die Influenza-
Infektion der Zellen nachzuweisen wurde mit einem Protein-spezifischen monoklonalem NP
Antikorper und ebenfalls mit einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten Antikérper das virale NP
Protein gefarbt. Um sicherzustellen, dass diese Reformation des YFP nur zustande kam, wenn
die Fusionsproteine miteinander interagierten, oder sehr nah beieinander platziert waren —
beispielsweise als Teil eines grolReren Komplexes — wurden Kontrollen zur Sicherstellung der
Spezifitat des Assays durchgefilhrt. Dazu gehorte die Uberprifung, dass von einzeln

exprimierten YC-/ oder YN-Fusionsproteinen keine Autofluoreszenz ausging (Abb. 3.4).
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Amplifikation mittels PCR NS1

.. ol

Aufreinigung und Restriktionsver-
dau der Fragmentenden mit den
entsprechenden Restriktionsendo-
nukleasen; Ligation in Zielvektor

EcoRl  Xbel EcoRl  Xbal EcoRl  Xbal
YN | Ns1 vyc | ns1 YFP | ns1
PEYN-NS1 pEYC-NS1 PEYFP-NS1

Abb. 3.2: Arbeitsschritte der Klonierung der Konstrukte fir das BiFC Assay. Beispielhafte Darstellung
der Klonierung der YN-, YC-, und YFP-Expressionskonstrukte anhand der Klonierung von NS1 cDNA.
Nach der Amplifikation der cDNA in einer PCR wurden die Fragmentenden mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen verdaut und aufgereinigt. Parallel wurden ebenfalls die Zielvektoren mit
denselben Enzymen verdaut. Es folgte die Ligation von Fragmenten und Zielvektoren. Eine erfolgreiche
Klonierung wurde durch Kolonie-PCR und Sequenzierung kontrolliert.

Fur die Suche nach potentiellen Interaktionspartnern wurden in den BiFC Assays die zellularen
Faktoren Aly, UAP56, SF2/ASF, Y14 und TAP/NXF1 untersucht. Diese Faktoren wurden
ausgewabhlt, weil sie zum einen an unterschiedlichen Schritten im zellularen mRNA Exportweg
eingreifen (Yingqun Huang u. a. 2003; Z. Zhou u. a. 2000; F Stutz u. a. 2000; Gatfield u. a.
2001), zum anderen gezeigt werden konnte, dass einige dieser Proteine mit viralen Faktoren
interagieren, bzw. viralen mMRNA Export vermitteln (Bryan R Cullen 2003; J. Schneider und Wolff
2009). So wurden die Rekrutierung des Exportproteins Aly und des Exportrezeptors TAP/NXF1
durch das virale Adapterprotein ICP27 von HSV1 an virale mRNAs beschrieben und somit der
Export viraler Transkripte erklart (I.-H. B. Chen u. a. 2005; Hernandez und Sandri-Goldin 2010;
Tunnicliffe, Hautbergue, Kalra, Jackson, Whitehouse, Wilson, und Golovanov 2011a). Fir die
Helikase UAP56 wurde eine Interaktion mit dem Influenza A Virus Nukleoprotein (NP) und ein
positiver Effekt auf die virale Replikation nachgewiesen (Momose u. a. 2001; Wisskirchen,
Ludersdorfer, Miller, Moritz, und Pavlovic 2011a). Zusatzlich wurde fir UAP56 eine Rolle im
viralen mRNA Export des HCMV vermutet, neueste Untersuchungen beschrieben einen

positiven Effekt von UAP56 auf die HCMV Replikation, waren sich aber Uber eine direkte Rolle
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am viralen mRNA Export nicht einig (Kronemann u. a. 2010; Zielke u. a. 2011). Eine genauere
Untersuchung beziiglich des mRNA Exports der Influenza Viren wurde noch nicht durchgefihrt
uns kann somit nicht ausgeschlossen werden. Der Spleil3- und Exportfaktor SF2/ASF wurde
ausgewahlt, weil durch die Beteiligung am SpleiRvorgang der M1 mRNA bereits eine
Assoziation mit viralen Transkripten nachgewiesen wurde (Shih und Krug 1996). Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass SR Proteine eine Rolle im Export von zelluldrer, intronloser mRNA
Ubernehmen kénnen und in beiden Fallen als Adapterproteine fur TAP/NXF1 fungieren (Y
Huang und Steitz 2001; Hargous u. a. 2006). Somit ware auch eine Rolle im Export der
intronlosen viralen mMRNA mdglich. Der Exportrezeptor TAP/NXF1 wurde in die BiFC
Untersuchungen eingeschlossen, weil bereits eine Interaktion mit dem viralen NS1 Protein in
GST-Bindungsstudien beschrieben wurde (Satterly u. a. 2007). Satterly und Kollegen
vermuteten zwar eine inhibitorische Wirkung dieser Interaktion auf den zellularen mRNA Export,
einen positiven Effekt auf den viralen mRNA Export konnte aber nicht ausgeschlossen werden.
Kirzlich wurde zudem gezeigt, dass TAP/NXF1 mit viraler mRNA prazipitierte (Wei Wang u. a.
2008) und es haufen sich Vermutungen, dass Influenza Viren fiir den Export ihrer mRNAs den
TAP/NXF1-vermittelten Exportweg nutzen (Read und Digard 2010; Bier, York, und Fodor 2011).

pEYFP-Aly pEYFP-UAP56 pEYFP-SF2/ASF

Abb. 3.3: Nukleoplasmatische Lokalisation von Aly, UAP56 und SF2/ASF Fusionskonstrukten.
HelLa-Zellen wurden jeweils mit 2,5 pg Plasmid DNA der entsprechenden Konstrukte tranfiziert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen fixiert und mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) analysiert.

Faktor Y14 wurde in die Untersuchungen aufgenommen, da dieses Protein als Teil des EJC an
der Rekrutierung von Exportfaktoren beteiligt ist und regulatorische Funktionen im zellularen
Exportweg tbernimmt (V. N. Kim und Dreyfuss 2001; Schmidt, Im, Benzing, Janjetovic, Rippe,
Lichter, und Wachsmuth 2009a; Chuang, Peng, und Tarn 2011). Es interagiert Uber eine RNA-
Bindungsdomane direkt mit der mRNA und konnte im Zellnukleus und im Zytoplasma detektiert
werden, es kann sich demnach zwischen Nukleus und Zytoplasma hin- und herbewegen. Es
wurde vermutet, dass Y14 an gespleiRten mRNAs gebunden bleibt und als Markierung der
Spleil3stelle fungiert und auf diese Weise pra- und post-Spleildvorgange miteinander verbindet.
Zusammenfassend betrachtet verfligten alle ausgewahlten Proteine Uber das Potential einen
Export viraler mRNA zu férdern. Um sicherzustellen, dass trotz des Anfugens der YN-/, YC-/

oder YFP-Fragmente die Expression und Verteilung innerhalb der Zelle nicht gestort oder
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verandert war, wurden die YFP-Fusionskonstrukte fur Aly, UAP56 und SF2/ASF in HelLa Zellen
exprimiert (Abb. 3.3).

BiFC antiGFP DAPI

.. o
.. o
YC-Aly
o

Abb. 3.4: Expression der YC-Fusionsproteine allein fiihren nicht zu einem Fluoreszenzsignal. HelLa-
Zellen wurden jeweils mit 2,5ug der YC-Expressionsplasmide transfiziert. Nach Inkubation fir 24 Stunden
bei 37 °C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen Transfektion wurden
die YC-Fusionsproteine mit einem primaren Protein-spezifischen antiGFP Antikdrper und einem
sekundaren Alexa-594 gekoppelten 1gG Maus-spezifischen Antikérper gefarbt und fir die CLSM
vorbereitet.

Es konnte festgestellt werden, dass alle Fusionsproteine eine nukleoplasmatische Verteilung
entsprechend ihrer zellularen Funktion zeigten. lhre Lokalisation innerhalb der Zelle war
demnach nicht beeintrachtigt. Wahrend YFP-SF2/ASF im gesamten Nukleus detektiert werden
konnte, wurde YFP-Aly im Nukleus und zusétzlich in den Nukleoli nachgewiesen. Bisher wurden
nur pflanzliche Aly Proteine in Nukleoli nachgewiesen (Uhrig u. a. 2004). Tierische Aly Proteine
konnten bis dato nur in Assoziation mit einer Herpesvirus Saimiri (HVS) Infektion in Nukleoli
beobachtet werden (Boyne und Whitehouse 2006). Die in Abb. 3.3 dargestellte zusatzlich
nukleolére Lokalisation des Aly Proteins, zeigte im Verlauf dieser Arbeit keine Beeintrachtigung
der Proteinfunktion und wurde im Rahmen einer Uberexpression interpretiert. UAP56 zeigte
eine punktférmige Verteilung im Nukleoplasma, diese Verteilung in sogenannten Speckle
Doménen wurde bereits in der Literatur beschrieben (Kota u. a. 2008). Schlussfolgernd konnte

festgestellt werden, dass die YFP-Fusionsproteine ein normales Expressionsmuster zeigten. Es
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folgte die Uberpriifung, ob die YN- oder YC-Fusionsproteine alleine exprimiert nicht zu einem
falsch-positivem Signal aufgrund einer Autofluoreszenz fuhrte. Abbildung 3.4 zeigt die
Expression der YC-Fusionsproteine von UAP56, SF2/ASF und Aly.

1 88 121 196 248

_ | RRM1 | iinker | RRM2 [ RS | SF2IASF

lIF’RSGR GTGRGGGGGGGGGAPRGRYGPPS F".RSI;.

89 120

SF2mut

lPﬂSGA GTGRGGGGGGGGGAPRGR‘I’GPPSAASI? R90, 83A; R117, 118A

83 120

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Linker Mutation der SF2/ASF Mutante SF2mut. Dargestellt
ist die Aminoséure-Folge der Linker Region des SF2/ASF bzw. SF2mut Proteins. In der mutierten Variante
des Proteins wurden die Arginine (R) an den Positionen 90, 93, 117 und 118 durch Alanine (A) ersetzt.
RRM: RNA recognition motif; RS: serine/arginine-rich region.

Desweiteren wurde die Spezifitat des BiFC Assays anhand von Positiv- und Negativkontrollen
getestet. Als Positivkontrolle fungierte die Homodimerisation des Exportfaktors SF2/ASF und die
beschriebene Interaktion von SF2/ASF mit dem Exportrezeptor TAP/NXF1 (Abb. 3.6). Fur die
Negativkontrolle wurde eine mutierte Version des SF2/ASF Proteins kloniert, welche nicht mehr
zu einer Interaktion mit TAP/NXF1 fahig war (Abb. 3.5; Abb. 3.6). Ein unspezifisches BiFC-
Signal in den Kontrollen, hervorgerufen z.B. durch die rdumliche N&he der nuklearen Faktoren
wirde auch in weiteren Untersuchungen zu falsch-positiven Ergebnissen und somit
Falschaussagen filhren. Da zum Teil keine spezifischen Antikorper fur die zellularen Proteine
zur Verfigung standen wurde die korrekte Expression der Fusionsproteine mit einem Protein-
spezifischen antiGFP Antikdrper durchgefiihrt. Dieser ist in der Lage das YFP-/ und das YC-
Fragment zu detektieren, nicht jedoch das YN-Fragment. Die Expression der einzelnen YC-
Fusionsproteine fuhrte in keinem Fall zu einem Fluoreszenzsignal. Somit wurden die in den
BiFC Assays dargestellten Fluoreszenzsignale auf Grund einer Interaktion der Fusionsproteine
interpretiert. Des Weiteren sollte die Funktionalitdt und Spezifitat des Assays Uberprift werden.
In den bevorstehenden Untersuchungen sollten Faktoren auf Interaktionen untersucht werden,

die alle im Nukleoplasma auf engstem Raum zu finden sind.
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A PEYN-SF2/ASF + pEYC-SF2/ASF

B pEYN-TAP/NXF1 + pEYC-SF2/ASF

‘

C PEYN-TAP/NXF1 + pEYC-SF2mut

Abb. 3.6: Dimerisierung von SF2/ASF im BiFC Assay, sowie Interaktion mit dem Exportrezeptor
TAP/NXF1. HelLa-Zellen wurden transient mit pEYN-SF2/ASF + pEYC-SF2/ASF (A), pEYN-TAP/NXF1 +
pEYC-SF2/ASF (B) oder pEYN-TAP/NXF1 + pEYC-SF2mut transfiziert (C). 24 Stunden nach Transfekion
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und eine Immunfluorsezenz Analyse durchgefiihrt. YC-SF2/ASF,
bzw. YC-SF2mut wurden mit einem primaren Maus antiGFP Antikdrper und einem sekundéren Alexa-594
gekoppelten IgG Maus spezifischen Antikdrper detektiert, der das YC-Fragment erkennt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt.

Um falsch-positive Signale auszuschlie3en wurde ein Kontrollversuch durchgefihrt, in dem das
SF2/ASF Protein so verandert wurde, dass eine Interaktion mit dem Exportrezeptor TAP/NXF1
nicht mehr stattfinden konnte. In einer Arbeit von Tintaru und Kollegen wurde gezeigt, dass vier
Arginine in der Linker Region zwischen den beiden RNA Erkennungsdomé&nen des SF2/ASF
Proteins notwendig fur die Bindung des Exportrezeptors TAP/NXF1 waren (Tintaru u. a. 2007).
Eine Mutation der vier Arginine zu Alaninen verhinderte diese Interaktion. In Abbildung 3.5 ist
eine schematische Darstellung des SF2/ASF Proteins und der mutierten Variante, hier SF2mut
genannt, dargestellt. Fir den Versuch wurden HelLa-Zellen transient mit den entsprechenden
Expressionsvektoren fur YN-SF2/ASF, YC-SF2/ASF, YN-TAP/NXF1 oder YC-SF2mut



transfiziert. Als Positivkontrolle diente die Dimerisierung des SF2/ASF Proteins, da bereits
gezeigt wurde, das SF2/ASF zur Multimer-Bildung féahig ist (Zuo und Manley 1993) (Abb. 3.6 A).
Zur Kontrolle der Transfektion wurden die YC-Fusionsproteine mit einem GFP Antikdrper
gefarbt. Sowohl die Dimerisierung, als auch die Interaktion von SF2/ASF und TAP/NXF1 zeigten
eindeutige Fluoreszenzsignale im GFP-Kanal (Abb. 3.6 A, B). Nach Koexpression von SF2mut
und TAP/NXF1 konnte hingegen keine Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 3.6 C), was
bedeutet, dass der BIiFC-Test diesen in biochemischen Assays beschriebenen Verlust der
Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren aufgrund der Mutation, rekapitulieren kann.
Diese Ergebnisse zeigten, dass das BiFC Assay zu spezifischen zur Detektion von Protein-

Protein Interaktionen geeignet ist.

3.2 ldentifizierung und Charakterisierung von neuen

Interaktionspartnern von NS1

Wang und Kollegen zeigten, dass das NS1 Protein an virale mRNA binden kann (Wei Wang u.
a. 2008). Es sollte im Folgenden untersucht werden, ob dem NS1 Protein eine Funktion als
Adapterprotein zugesprochen werden konnte. Als potentielle zellulare Interaktionspartner des
NS1 Proteins wurden die mRNA Exportfaktoren Aly, SF2/ASF, UAP56, Y14 und TAP/NXF1 auf

untersucht.

3.2.1 BIFC Assays

Die Tabelle 3.1 fasst die Ergebnisse der Experimente zusammen. UAP56, Y14 und TAP/NXF1
zeigten keine Interaktion mit NS1 in dem durchgefiihrten Screening. Fur TAP/NXF1 wurde eine
Interaktion mit NS1 bereits beschrieben (Satterly u. a. 2007), es ist jedoch mdglich, dass durch
unterschiedliche Versuchsprotokolle eine Interaktion, zum Beispiel durch sterische Hinderungen
nicht reproduzierbar war. Bei einer Interaktion der C-Termini der Fusionsproteine kénnte es
sein, dass sich die N-terminal fusionierten YC- und YN-Fragmente nicht optimal zueinander
ausrichteten, um ein vollstandiges YFP zu reformieren. Es wirde dann trotz einer Interaktion
nicht zu einem positiven BiFC-Signal kommen. Grundséatzlich kdnnte ein zusétzlicher Faktor
zwischen den Fragmenten binden und auf diese Weise eine Reformation zu YFP blockieren. Mit
den beiden Exportfaktoren SF2/ASF und Aly konnten in den BiFC Assay positive Ergebnisse
erzielt werden. Diese Interaktionen wurden bisher nicht beschrieben und sollten daher im

Folgenden genauer untersucht und charakterisiert werden.

84



Tab. 3.1: Zusammenfassung der BIiFC Assays von unterschiedlichen mRNA
Exportfaktoren beziglich einer Interaktion mit dem viralen NS1 Protein. BiFC:
Interaktion; X: keine Interaktion; - : Vektorkombination nicht verfligbar.

Untersuchungen in tranfizierten HeLa Zellen

YC-SF2/ASF YC-Aly YC-UAP56 YC-Y14 YC-
TAP/NXF1
YN-NS1 X BiFC X X -
YN-SF2/ASF YN-Aly YN-UAP56 YN-Y14 YN-
TAP/NXF1
YC-NS1 X BiFC X - X

Untersuchungen in infizierten HelLa Zellen (Influenza A/PR/8/34)

YC-SF2/ASF YC-Aly YC-UAP56 YC-Y14 YC-
TAP/NXF1
YN-NS1 BiFC BiFC X X -
YN-SF2/ASF YN-Aly YN-UAP56 YN-Y14 YN-
TAP/NXF1
YC-NS1 BiFC BiFC X - X

3.2.2 Die zellularen mRNA Exportfaktoren Aly und SF2/ASF interagieren
im BiFC Assay mit NS1

Einer der groRBen Vorteile des BiFC Assays ist die Moglichkeit der direkten intrazellularen
Lokalisation der Interaktion. Im Folgenden dargestellt sind die Ergebnisse der BIiFC
Untersuchungen von NS1 mit den Exportfaktoren Aly und SF2/ASF. Die Zellen wurden mit den
jeweiligen Konstrukten — pEYC-NS1 + pEYN-Aly (Abb. 3.7) oder pEYC-NS1 + pEYN-SF2/ASF
(Abb. 3.8) — transfiziert.

Ein Teil der Zellen wurde 24 Stunden nach Transfektion zusatzlich mit Influenza A/PR/8/34
infiziert, um zu untersuchen, ob dies einen Einfluss auf die Interaktion haben konnte. Die
Koexpression von YC-NS1 und YN-Aly, bzw. YC-NS1 und YN-SF2/ASF in HelLa-Zellen fihrte
zu einer Fluoreszenz Komplementation. Die Interaktion von Aly und NS1 wurde sowohl in
transfizierten als auch in transfizierten und zusatzlich infizierten Zellen detektiert. Die Interaktion

war in beiden Fallen im Nukleoplasma der Zellen lokalisiert.
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Abb. 3.7: Das NS1 Protein interagiert mit dem Exportprotein Aly. A) HeLa-Zellen wurden transient mit
PEYN-Aly und pEYC-NS1 transfiziert. YC-NS1 wurde mit einem primaren Protein-spezifischen antiGFP
Antikdrper und einem sekundédrem Alexa-594 gekoppelten 1gG Maus-spezifischen Antikdrper detektiert
und im CLSM analysiert um eine effiziente Transfektion nachzuweisen. B) HelLa-Zellen wurden wie in A
beschrieben transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Influenza A/PR/8 infiziert
(MOQI5). Nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C und 2 Stunden bei 30°C wurden die Zellen fixiert und eine
Immunfluoreszenz-Farbung gegen NP durchgefihrt, um infizierte Zellen zu identifizieren. Sowohl in
transfizierten als auch in infizierten Zellen wurde eine Interaktion anhand einer
Fluoreszenzkomplementation detektiert. Die Zellkerne wurden in A und B mit DAPI gefarbt.

Auch fur SF2/ASF und NS1 konnte ein Fluoreszenz Signal detektiert werden, jedoch nur in
transfizierten und zusatzlich infizierten Zellen. In 2 von 10 durchgefiihrten Ansétzen konnte
auch in nur transfizierten Zellen eine Interaktion detektiert werden. Ein positives Ergebnis war
demnach nicht reproduzierbar, und daher konnte anhand der BiFC Untersuchungen keine
eindeutigen Interaktionen zwischen NS1 und SF2/ASF in nur transfizierten Zellen
nachgewiesen werden. Virale Faktoren konnten zu einer Stabilisierung der Interaktion der
Fusionsproteine fihren, so dass instabilere Interaktionen in Ansdtzen mit einer alleinigen
Tranfektion nicht kontinuierlich im BiFC Assay abgebildet werden konnte. Die hier dargestellten
Ergebnisse zeigen positive BiFC Signale fur die Kombinationen NS1-Aly und NS1-SF2/ASF.
Die beobachteten Interaktionen, oder Komplexbildungen, erfolgten im Nukleus der Zellen. Das
Assay erlaubte jedoch keinen Ruickschluss auf die genaue Art der Interaktion. Ob eine direkte,
oder eine in einem Komplex zustande gekommene Interaktion vorlag, konnte durch das
durchgefiihrte Assay nicht beantwortet werden. In den nachsten Schritten sollten dies genauer
untersucht werden, so sollten z. B. die Proteindoménen, die eine Interaktion vermittelten

identifiziert werden.
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Abb. 3.8: Das NS1 Protein interagiert mit dem Export- und Splei3faktor SF2/ASF. A) HelLa-Zellen
wurden transient mit pEYN-SF2/ASF und pEYC-NS1 transfiziert. Zur Kontrolle der Transfektion wurden die
Zellen fixiert und permeabilisiert und YC-NS1 mit einem Protein-spezifischen primaren antiGFP Antikdrper
und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper detektiert. Es konnte
keine Fluoreszenzkomplementation beobachtet werden. B) HelLa-Zellen wurden wie in A beschrieben
tranfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Infektion mit Influenza A/PR/8 mit einer MOI5.
Nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C und 2 Stunden Inkubation bei 30°C wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert und mittels Immunfluoreszenz Analyse das virale NP Protein mit einem spezifischen
priméaren antiNP Antikérper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten 1IgG Maus spezifischen
Antikdrper gefarbt, um infizierte Zellen nachzuweisen. Die Zellkerne wurden in A und B mit DAPI gefarbt.

3.2.3 Die Interaktionen zwischen NS1 und den Exportfaktoren Aly und
SF2/ASF sind RNA-abhéangig

In einem GST-Kopréazipitationsassay wurden die Bindungen der zellularen Proteine SF2/ASF,
Aly, Y14 und TAP/NXF1 an NS1, sowie der Einfluss von RNA auf eine mdgliche Bindung
untersucht. Dies diente der Bestatigung der zuvor beobachteten Interaktionen von NS1 mit Aly,
bzw. SF2/ASF in den BIiFC Assays. Zur Generierung der SF2/ASF, Aly, Y14 und TAP/NXF1
GST-Fusiosnproteine wurden die jeweiligen kodierenden Sequenzen aus den pEYC-, bzw.
pPEYN-Vektoren amplifiziert und Uber die Schnittstellen BamH/ und Xbal in den Vektor pGex5X.1
insertiert. Dieser Vektor kodiert aufwérts der ,multiple cloning site* (MCS) fur die Glutathion-S-
Transferase. Die GST-Fusionsproteine wurden bakteriell exprimiert, an einer Glutathion-
Sepharose-Matrix immobilisiert und anschlieBend in einem Bindungsansatz mit in vitro
translatierten und [358]-Methionin markierten NS1 WT Proteinen bzw. NS1 Mutanten inkubiert.
Bei den Mutanten handelte es sich um eine Variante des NS1 Proteins, die eine Mutation in der
RNA-Bindungsdoméane (NS1 RNA mut) trug und eine Mutante mit einer Deletion des
Carboxyterminus, der ein zweites NLS Motif trAgt (NS1A204-230). Beide Mutanten sind in
Abbildung 3.9 schematisch dargestellt. Die gebildeten Komplexe wurden gereinigt,

anschlielBend auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und koprazipitierte NS1 Proteine mittels
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Autoradiographie detektiert. Die in Abbildung 3.10 A dargestellten Ergebnisse der
Bindungsassays zeigten, dass das radioaktiv markierte NS1 WT Protein mit GST-SF2/ASF und
GST-Aly prazipitiert werden konnten. Dieses Ergebnis bestétigte die zuvor durchgefihrten BiFC
Assays (Abschnitt 3.2.2).

RNA-
Bindunugsdomiine Effektordoméne
NLS NES NLS
34-38) 73 84 (138-147) (216-220)
1 20 Nsd

DIR|L|R|R|INSIWT
A | L|A|A|NSTRNAmut

34 38 AS Position

NLS

NES
34-38) 73 84 (138-147) 204
1 NS1A204-230

Abb. 3.9: Schematische Darstellung der NS1 Mutanten. Das NS1 Protein besteht aus einer
aminoterminalen RNA-Bindungsdoméne (AS 1-73) und einer carboxyterminalen Effektordoméne (AS 74-
230). Beide Domanen enthalten eine nukleare Lokalisations-Sequenz (NLS). Die Mutante NS1 RNA mut
enthalt einen Austausch von vier Aminosauren zu Alanine (D34A, R35A, R37A, R38A) in der NLS
Sequenz. Die Mutante NS1A204-230 tragt eine Deletion am Caboxyterminus, wodurch das zweite NLS
(AS 216-220) deletiert ist.

In diesem in vitro Assay prazipitierten GST-Y14 und GST-TAP/NXF1 NS1, die in den
vorhergehenden Experimenten keine Interaktion zeigten. Hier wurde eine sterische Hinderung,
oder eine instabile Verbindung als Ursache interpretiert. Das NS1 RNA mut Protein wurde mit
keinem der GST-Fusionsproteine préazipitiert. Das NS1A204-230 Protein hingegen wurde von
allen mit ahnlicher Effizienz wie das WT NS1 gebunden. Abbildung 3.10 B zeigt ein parallel
durchgefihrtes Bindungsassay, in dem die Proben mit RNase A behandelt wurden. Dieser
Versuch diente dazu, eine mogliche Beteiligung von RNA an der Ausbildung der Interaktion zu
untersuchen. Eine Behandlung mit RNase A entfernte einzelstrdngige RNA Molekile in den
jeweiligen Versuchsanséatzen. Die in diesen Ansatzen detektierten Interaktionen wurden
demnach ohne Beteiligung von diesen RNA Molekilen ausgebildet. Im Vergleich konnte
festgestellt werden, dass die Prazipitationseffizienz der RNase A behandelten Proben deutlich
schwacher war. Zur Quantifizierung dieser Abnahme der Bindungseffizienz wurden die Gele mit
einem Phosphoimager ausgewertet (Abb. 3.11). Abgebildet wurde die absolute
Bindungseffizienz der einzelnen Fusionsproteine an das NS1 WT Protein, das NS1 RNA mut

Protein und das NS1A203-240 Protein. Als absolute Bindungseffizien wurde die Bindung der
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prazipitierten Proben im Bezug zum eingesetzten Input in Prozent dargestellt. Schwarz
ausgefillte Balken zeigen die Effizienz der Prazipitation ohne RNase A Behandlung, schwarz-
weilRe Balken stehen fir die Préazipitationseffizienz nach RNase A Behandlung. GST-SF2/ASF,
GST-Aly und GST-Y14 préazipitierten NS1 mit &hnlicher Effizienz unter 2%. Mit GST-TAP/NXF1
konnte sogar eine Prazipitationseffizienz von Uber 4% erzielt werden (Abb. 3.11 A).
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Abb. 3.10: Bindungsaassays mit radioaktiv markiertem NS1 bestatigen eine Interaktion von NS1 mit
den zellularen Exportfaktoren SF2/ASF und Aly. GST und GST-Fusionsprotein wurden bakteriell
exprimiert, an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit den angegebenen, in vitro translatierten und
radioaktiv markierten NS1 Proteine, bzw. NS1 Mutanten in einem Bindungsansatz inkubiert Die
gebundenen Proteinkomplexe wurden gereinigt und auf einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die aufgetrennten
Proteine wurden mit Coomassie (C.) bzw. Autoradiographie detektiert. Der Versuch wurde parallel
entweder ohne (A) oder mit Zugabe von RNase A (B) durchgefiihrt.

Nach Behandlung mit RNase A sank die Prazipitationseffizienz der GST-Fusionsproteine zu
NS1 um die Halfte, zusatzlich zeigte sich eine unspezifische Prazipitation von NS1 durch GST.
Dies konnte durch die RNase A Behandlung zustande gekommen sein, hervorgerufen durch
Abbauprodukte des RNA Verdaus. Das NS1 RNA mut wurde weder mit noch ohne RNase A
Behandlung préazipitiert (Abb. 3.11 B). Die Mutante NS1A204-230 wurde von GST-SF2/ASF und
GST-Y14 mit einer Effizienz von 1% préazipitiert. GST-Aly prazipitierte diese Mutante mit einer
Effizienz von 2% und GST-TAP/NXF1 mit knapp 5% (Abb. 3.11 C). Die Behandlung mit RNase
A verminderte bei allen Proben die Bindungseffizienz, die Abnahme war schwéacher als bei NS1
WT beobachtet. Zur deutlicheren Darstellung der Abnahme der Préazipitationseffizienz von GST-
SF2/ASF, GST-Aly, GST-Y14 und GST-TAP/NXF1 fur NS1 WT wurde eine weitere Berechnung
durchgefuhrt (Abb. 3.11 D). Ausgehend von der Prazipitationseffizienz wurde eine relative
Abnahme nach RNase A Behandlung berechnet. Aus dieser Abbildung wurde ersichtlich, dass

die Prazipitationseffizienz von GST-SF2/ASF nach einer RNase A Behandlung um mehr als
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60% abnahm. Dasselbe galt fur GST-Y14. Die Prazipitationseffizienz von GST-Aly nahm um
45%, von GST-TAP/NXF1 um etwa 50% ab. Die Interaktionen von NS1 mit Aly und mit
SF2/ASF konnten mit den Bindungsassays bestatigt werden. Ein Verdau der RNA im
Versuchsansatz verminderte die Bindungseffizienz des NS1 WT Proteins an die zellularen
Proteine. RNA kénnte demnach eine vermittelnde Rolle bei der Bildung der Komplexe spielen.
Da die Komplexbildungen durch einen RNase A Verdau aber nicht vollstandig aufgehoben
wurden, scheint eine Interaktion auch ohne RNA mdglich. In den weiterfihrenden Experimenten
wurde untersucht, ob diese Interaktion méglicherweise auf direkte Protein-Protein Interaktionen

beruhen kénnten.
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Abb. 3.11: Die Interaktion von NS1 mit SF2/ASF und Aly ist RNA-sensitiv. Die radioaktiven Signale
wurden mit einem Phosphoimager ausgewertet. Dabei erfolgte eine Normalisierung der Signale der
kopréazipitierten NS1 Proteine mit den Signalen des Inputs. Die dargestellten Diagramme zeigen die
Bindungseffizienzen von NS1 WT (A), NS1 RNA mut (B) und NS1A203-240 (C) an die jeweilgen GST-
Fusionsproteine. Schwarzen Balken stehen fiir die Ansatze, die nicht mit RNase A behandelt wurden.
Gemusterte Balken entsprechen den Ansatzen mit einer RNase A Behandlung. Die Bindungseffizienz war
in allen Durchfihrungen nach RNase A Behandlung vermindert. (D) Kalkulation der prozentualen
Abnahme der Bindungseffizienz nach RNaseA Behandlung. Fur alle Ansatze wurde die
Préazipitationseffizienz ohne RNaseA Behandlung gleich 100% gesetzt. Im Verhéltnis dazu wurde
berechnet, um wie viel Prozent die Bindung nach RNaseA Behandlung abgenommen hatte.
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3.2.4 Die Interaktion von NS1 mit Exportfaktoren beruht auf direkter

Protein-Protein Interaktion

Proteine kdnnen entweder durch direkte Protein-Protein Bindungen miteinander interagieren,
oder aber eine Interaktion in Anwesenheit von Ko-Faktoren, wie beispielsweise RNA oder
andere Proteine, ausbilden. Viele mRNA Exportfaktoren werden an Proteinkomplexe rekrutiert
um funktionelle Einheiten, wie zum Beispiel den TREX Komplex zu bilden. Proteine in diesen
Komplexen missen nicht zwangslaufig miteinander interagieren. lhre Interaktion kann auch
durch andere Proteine des Komplexes vermittelt werden. Um die Biologie der Interaktion von
Proteinen und deren Komplexbildung zu verstehen ist es notwendig zu wissen, ob eine

Interaktion direkt ist oder durch andere Faktoren vermittelt wird.
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Abb. 3.12: Die Exportfaktoren Aly und SF2/ASF binden virales NS1 Protein in infizierten Zelllysaten.
Die Bindungsassays wurden mit bakteriell exprimierten und an Glutathion-Sepharose immobilisiertem
GST, bzw. GST-Fusionsproteinen und Lysaten infizierter MDCKII-Zellen (A/PR/8, MOI1) durchgefiihrt. Die
Analyse erfolgte durch Auftrennung der Proben im SDS-PAGE und durch Immunoblot Analyse. NS1
Proteine wurden mit einem Protein-spezifischen antiNS1 Antikdrper detektiert. GST und die GST-
Fusionsproteine wurden mit einem spezifischen antiGST Antikérper nachgewiesen.

In Abschnitt 3.2.3 wurde gezeigt, dass die Interaktion von NS1 mit Aly, bzw. SF2/ASF durch
einen Verdau der RNA abgeschwacht werden konnte. Die durchgefiihrten Bindungsassays
wurden mit in vitro translatiertem NS1 Protein durchgefuihrt. Das bedeutet, dass zellulare
Faktoren zur Transkription und Proteinsynthese in den Ansétzen enthalten waren. Ein Einfluss
dieser RNA-Prozessierungsfaktoren auf die Interaktion von NS1 mit Aly, bzw. SF2/ASF konnte
nicht vollstédndig ausgeschlossen werden. Es ist mdglich, dass ein odere mehrere weitere

zellulare Faktoren fur die Ausbildung der Interaktionen mit dem viralen NS1 Protein ben6étigt
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werden. In zusétzlichen Assays sollte zunachst Uberprift werden, ob auch viral exprimiertes
NS1 Protein von GST-SF2/ASF und GST-Aly prazipitiert werden konnte. Hierfir wurden
MDCKII-Zellen mit Influenza A/PR/8/34 mit einer MOI 1 fir 6 Stunden infiziert. Es wurden
Zelllysate hergestellt, die daraufhin mit an Glutathion-Agarose immobilisierten GST, bzw. GST-
SF2/ASF oder GST-Aly Fusionsproteinen in einem Reaktionsansatz inkubiert wurden.
Gebundene Proteine wurden durch Western Blot Analyse untersucht (Abb. 3.12). NS1 Proteine
wurden mit einem Protein-spezifischen antiNS1 Antikdrper detektiert. GST-Fusionsproteine
wurden mit einem antiGST Antikérper nachgewiesen. Das Bindungsassay mit infizierten
Zelllysaten zeigte, dass sowohl GST-SF2/ASF als auch GST-Aly virales NS1 Protein
prazipitierten. Dieses Ergebnis bestétigt die zuvor durchgefuhrten Assays, ermdglichte jedoch
noch keine Aussage uber die Art der Interaktion. In den Zelllysaten waren sowohl zelluléare als
auch virale Faktoren enthalten. Um zu untersuchen, ob es sich bei den Interaktionen
moglicherweise um direkte Protein-Protein Interaktionen handelte wurde ein weiteres

Bindungsassay mit aufgereinigtem, rekombinantem NS1 Protein durchgefihrt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: SF2/ASF und Aly interagieren durch eine direkte Protein-Protein Interaktion miteinander.
Die in vitro Bindungsstudien wurden mit bakteriell exprimierten und an Glutathion-Sepharose
immobilisierten GST, bzw. GST-Fusionsproteinen und bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem NS1
Protein in einem Bindungsansatz inkubiert. Die gebundenen Proteinkomplexe wurden gereinigt und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie Blue (C.) bzw.
im Immunoblot mit einem Protein-spezifischen antiNS1 Antikdrper nachgewiesen.

Um rekombinantes NS1 Protein herzustellen wurde zuerst die NS1-Gensequenz in den Vektor
pPET100/D-TOPO eingefligt, der ein 6x-Histidin-tag enthielt. Erfolgreich hergestellte 6xHistidin-
NS1 Fusionskonstrukte wurden in E.coli BI21 exprimiert. Die Histidin-markierten NS1 Proteine
wurden aufgereinigt, die Histidin-Markierung entfernt und die Proben mit 8M Urea dialysiert. Fir
das Bindungsassay wurden 30ug NS1 Protein mit immobilisiertem GST bzw. GST-

Fusionsproteinen in einem Reaktionsansatz inkubiert. Um zu kontrollieren, dass das
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rekombinante Protein auch funktionell gefaltet war, wurde ein GST-NS1 mitgefihrt, um die
Dimerisierung des NS1 Proteins zu Uberprifen. In Abbildung 3.13 ist die Analyse der
prazipitierten Proteine dargestellt. Das rekombinante NS1 Protein dimerisierte mit GST-NS1,
was eine funktionelle Faltung bewies. Sowohl GST-SF2/ASF als auch GST-Aly préazipitierten
das rekombinante NS1 Protein. Dieses Ergebnis deutete auf eine direkte Protein-Protein
Interaktion von NS1 mit den Exportfaktoren SF2/ASF und Aly hin, weil in den hier
durchgefuhrten Anséatzen keine weiteren Proteine oder RNA Molekile anwesend waren, um
einen Einfluss auf die Interaktion auszuliben. Daraus konnte gefolgert werden, sollte bei einer
Komplexbildung von mRNA Faktoren auf viraler mRNA, SF2/ASF und Aly auf direkte Weise mit
NS1 interagieren. Durch die Ergebnisse der Bindungsassays mit RNase A Behandlung wird
deutlich, dass RNA jedoch eine gewisse Rolle spielt. Die Anwesenheit von RNA konnte die

Komplexformation beispielsweise unterstiitzen (siehe Diskussion).

3.2.5 Der N-Terminus von NS1 ist essentiell fur die Interaktion mit
SF2/ASF und Aly

Infolge des Nachweises einer direkten Interaktion von NS1 mit zellularen Exportfaktoren war es
nun von Interesse zu untersuchen, welche Domé&ne des NS1 Proteins fur die Bindung
notwendig ist. Die bereits durchgefuhrten Bindungsassays in Abschnitt 3.2.3, die mit einem
RNA-bindungsdefizienten NS1 Protein durchgefuhrt wurden, deuten darauf hin, dass der N-

Terminus fur die Interaktion wichtig ist.
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Abb. 3.14: Schematische Darstellung der GST-Fusionsproteine GST-NS1, GST-NS1 1-73 und GST-
NS1 74-230. Neben GST-NS1 wurden Deletionsmutanten fir Bindungsassays eingesetzt. Diese
bestanden entweder aus der aminoterminalen Doméne (N-Terminus, NS1 1-73) oder aus der
carboxyterminalen Doméane (C-Terminus, NS1 74-230).
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Abb. 3.15: Die Exportfaktoren SF2/ASF und Aly interagieren mit dem N-Terminus des NS1 Proteins.
GST-Bindungsassays wurden mit bakteriell exprimierten und an Glutathion-Sepharose immobilisiertem
GST bzw. GST-NS1 oder GST-NS1 Mutanten und Zelllsyaten von infizierten A549 Zellen (A/PR/8, MOI5)
durchgefuhrt. Gebundene Proteinkomplexe wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Immunoblot Analyse ausgewertet. NS1, SF2/ASF und Aly Proteine wurden jeweils mit spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen. Die GST-Fusionsproteine wurden durch Farbung mit Coomassie Blue (C.)
detektiert.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden Deletionsmutanten des NS1 Proteins hergestellt,
die entweder aus dem N-Terminus (Aminosauren 1-73) oder dem C-Terminus (Aminosauren
74-230) bestanden (Abb. 3.14). Die Mutanten wurden als GST-Fusionsproteine exprimiert, an
Glutathion-Sepharose immobilisiert und in in vitro Bindungsassays mit Zelllysaten, die zuvor mit
Influenza A/PR/8/34 infiziert wurden, eingesetzt (Abb. 3.15). Zellulares SF2/ASF und Aly
prazipitierte nur mit dem NS1 WT Protein oder dem NS1 N-Terminus. Das C-terminale NS1
Protein, welches die Effektordoméane des Proteins tragt, konnte weder SF2/ASF noch Aly oder
NS1 binden. Das deutete darauf hin, dass der N-Terminus des Proteins essentiell fur die

Interaktion von viralem NS1 mit den zellularen Faktoren SF2/ASF und Aly war.

3.2.6 SF2/ASF und Aly koprazipitieren mit viralem NS1 Protein aus

infizierten Zellen

Um in situ und in vitro Daten der Interaktion zwischen NS1 und SF2/ASF, bzw NS1 und Aly in
einem in vivo Ansatz zu verifizieren, wurden Ko-Immunprazipitationen in 293T-Zellen
durchgefuhrt. Die Zellen wurden dazu mit einer MOI von 10 mit Influenza A/PR/8/34 Virus (PR8)
bzw. mock infiziert. Nach sechs Stunden wurden die Zellen lysiert und mit einem an Protein G-

Agarose immobilisierten NS1-spezifischen Kaninchen-Antiserum oder einem entsprechenden



Kontroll-Pra-Immunantiserum inkubiert. Nach vier Stunden Inkubation, rotierend bei 4°C,
wurden die préazipitierten Proteine dreimal gewaschen und im Immunoblot analysiert. Abbildung
3.16 zeigt die Immunoblots der Lysate. Tubulin diente als Expressionskontrolle um

sicherzustellen, dass vergleichbare Proteinmengen in der Ko-Immunpréazipitation eingesetzt

wurden.
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Abb. 3.16: Aly und SF2/ASF koprazipitieren mit NS1 aus den Lysaten infizierter Zellen. 293T-Zellen
wurden nicht oder mit Influenza A/PR/8 mit einer MOI von 10 infiziert. Sechs Stunden nach der Infektion
wurden die Zellen lysiert. 5% der Lysate wurden als Inputkontrolle im Immunoblot analysiert. Die Lysate
wurden mit an Protein G-Agarose immobilisiertem NS1 Antiserum oder einem entsprechenden Kontroll-
Praimmunserum in einem Reaktionsansatz inkubiert. Die Prazipitate der Proben sowie der Inputproben
wurden im Immunoblot mit den Antikérpern gegen NS1, Aly bzw. SF2/ASF und Tubulin, welches als
Ladekontrolle diente, analyisert. IP: Immunopréazipitation; mock: mock behandelte Zellen; PR8: mit
Infleunza A/PR/8/34 infizierte Zellen; Ctrl: Immunprézipitation durchgefihrt mit Kotroll-PrAimmunserum;
NS1: Immunprézipitation durchgefihrt mit NS1-spezifischem Kaninchen-Antiserum. Die Experimente
wurden dreimal mit demselben Ergebnis durchgefiihrt.

Es stellte sich deutlich dar, dass Aly (Abb. 3.16 A) bzw. SF2/ASF (Abb. 3.16 B) nur aus Lysaten
von infizierten Zellen mit dem spezifischen NS1 Antikdrper prazipitiert wurden. Beide

Interaktionen konnten hiermit erstmals in einem in vivo Ansatz nachgewiesen werden.

3.3 Charakterisierung der Bindungsdoméanen von SF2/ASF und
Aly far NS1

Nachdem anhand unterschiedlicher Methoden die Interaktion zwischen NS1 und SF2/ASF bzw.
Aly bestatigt wurden, und mittels in vitro Bindungsuntersuchungen festgestellt wurde, dass die
zellularen Proteine mit dem N-Terminus des NS1 Proteins interagieren, stellte sich im
Folgenden die Frage, welche Doménen der zellularen Proteine an der Interaktion beteiligt
waren. Kenntnisse lber die beteiligten Domanen wiirden Aufschlisse tber die Komplexbildung
geben und zu einem besseren Verstandnis der Interaktionen mit dem viralen NS1 Protein
fuhren. Der Exportfaktor Aly beispielsweise wird tber eine Bindung von UAP56 an den C-
Terminus des Proteins (Aminosduren 239-255) an zellulare mRNA rekrutiert. Es waére
interessant zu verstehen, ob das NS1 Protein eine &hnliche Strategie verfolgt und mit UAP56

um diese Bindung konkurriert, oder ob es an eine andere Doméne bindet (M. L. Luo u. a. 2001).
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Der N-Terminus des SF2/ASF Proteins besteht aus RNA-Erkennungssequenzen, der C-
Terminus enthdlt die RS-Domaéne, die die Lokalisation und Funktion des Proteins kontrolliert
(Koizumi u. a. 1999; Ngo u. a. 2008). Durch eine Beteiligung des SF2/ASF Proteins am
SpleilRvorgang der M1 mRNA (Shih und Krug 1996) wére es mdglich, dass die RS-Domane fur
eine Interaktion mit viralen Faktoren zuganglich wird. Um diese Méglichkeiten zu untersuchen
wurden Expressionsplasmide fir Mutanten der Aly und SF2/ASF Proteine fir die Durchfiihrung
von BIiFC Assays konstruiert. Anhand dieser sollte die Lokalisation der Interaktionsdoméne
stattfinden.

3.3.1 Die RS-Doméane des SF2/ASF ist nicht an einer Interaktion mit
NS1 beteiligt

Die Arginin/Serin reiche Doméane (RS-Doméane) des SF2/ASF Proteins vermittelt wichtige
Funktionen des Proteins. Zum einen dient sie der Vermittlung von Protein-Protein Interaktionen,
zum anderen aber ist sie in die Splei3-Funktion des Proteins involviert (Zuo und Manley 1993;
Blaustein u. a. 2009).

1 88 121 196 248

| | RRM1 | linker | RRM2 RS SF2/ASF
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RRM1 | linker | RRM2 SF2IASFARS

YFP-SF2/ASF YFP-SF2ARS

Abb.3.17: SF2/ASFARS Mutante. Schematische Darstellung des SF2/ASF WT Proteins und des
SF2/ASFARS Proteins. Die ARS Mutante besitzt eine Deletion am C-Terminus des Proteins und ist somit
um 52 Aminosauren verkirzt. Immunfluoreszenzanalyse der YFP-Fusionsproteine in HeLa-Zellen zeigte,
dass trotz der Deletion die mutierte Version des SF2/ASF ebenfalls im Zellkern lokalisiert war. RRM: RNA
recognition morif; RS: Arginine/Serine rich motif.

Auch eine Beteiligung am Spleilvorgang der viralen M1 mRNA konnte von Shih und Kollegen
nachgewiesen werden (Shih und Krug 1996). Die Phosphorylierung der RS-Domaéne reguliert
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sowohl die Funktion als auch die Lokalisation des Proteins (Koizumi u. a. 1999; Bourgeois,
Lejeune, und Stévenin 2004; Yingqun Huang, Yario, und Steitz 2004). Weiterhin wurde
beschrieben, dass die Phosphorylierung der RS Doméane notwendig ist fur eine intrazellulare
Lokalisation des Proteins in Speckle Domé&nen (C.-T. Ma u. a. 2008) (siehe Abschnitt 1.2.1),
wohingegen hypophosphoryliertes SF2/ASF bevorzugt an den Exportrezeptor TAP/NXF1 bindet
(Yingqun Huang, Yario, und Steitz 2004; M.-C. Lai und Tarn 2004). Ob die RS-Domaéane an der

Interaktion mit dem NS1 Protein beteiligt war, sollte in BiFC Assays untersucht werden.
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Abb. 3.18: YC-SF2/ASFARS interagiert nicht mehr mit YN-SF2/ASF. A) Zur Nachweis der Expression
der WT und mutierten SF2/ASF Proteine wurden 293T Zellen mit 2,5ug der jeweiligen
Expressionsplasmide transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Lysate mittels
Immunoblot analysiert. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte mit einem spezifischen SF2/ASF
Antikodrper. B) HeLa-Zellen wurden mit pEYC-SF2/ASFARS und pEYN-SF2/ASF transient transfiziert. 24
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. In der
Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-SF2/ASFARS mit einem spezifischen priméren antiGFP Antikdrper
und einem sekundéaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper detektiert, der das YC-
Fragment erkennt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

Abbildung 3.17 zeigt die schematische Darstellung des SF2/ASF Proteins und der
SF2/ASFARS Mutanten sowie die Expression der jeweiligen YFP-Fusionsproteine in Hela
Zellen. Die Lokalisation der Mutante war durch die Funktion im Vergleich zum WT nicht gestort,
auch SF2/ASFARS war wie das WT Protein im Nukleoplasma lokalisiert.
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Abb. 3.19: Die RS-Doméne des SF2/ASF Proteins ist nicht notwendig fur die Interaktion mit NS1. A)
HelLa-Zellen wurden mit pEYC-SF2/ASFARS und pEYN-NS1 transfiziert. Nach der BiFC Komplexbildung
bei 30°C wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert. YC-SF2/ASFARS wurde mit einem Protein-spezifischen
antiGFP Antikdrper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper
detektiert, der spezifisch das YC-Fragment erkennt (oberes Panel). Parallel wurden transfizierte Zellen mit
Influenza A/PR/8 MOI 3 infiziert (unteres Panel). Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C und weiteren 2
Stunden bei 30°C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Mit einem Protein-spezifischen priméaren
antiNP Antikérper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper wurde
das virale NP Protein gefarbt. B) HeLa-Zellen wurden mit pEYC-SF2/ASFARS und pEYN-NS1 RNA mut
transfiziert (oberes Panel). Die Zellen wurden zuerst bei 37°C und dann bei 30°C inkubiert bevor sie fixiert
und permeabilisiert wurden. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-SF2/ASFARS mit einem priméaren
antiGFP Antikdrper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper
detektiert, der das YC-Fragment bindet. Dies galt dem Nachweis der erfolgreichen Transfektion. Im
unteren Panel ist derselbe Versuchsansatz mit A/PR/8 infizierten Zellen gezeigt (MOI3). In diesem Ansaz
wurde das virale NP Protein mit einem Protein-spezifischen antiNP Antikérper und einem sekundéren
Alexa-594 gekoppelten 1IgG Maus spezifischen Antikérper gefarbt, um die Infektion nachzuweisen. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.
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Bereits Cazalla und Kollegen zeigten, dass eine SF2/ASFARS Mutante im Zellnukleus
lokalisiert, aber auch im Zytoplasma nachweisbar war (Cazalla u. a. 2002). Es ist mdglich, dass
die Konzentration der Mutante im Zytoplasma zu gering war, um sie in diesem Ansatz zu
detektieren. Die korrekte Expression der der mutierten und WT SF2/ASF Proteine wurde
kontrolliert, indem die Fusionsproteine in 293T Zellen exprimiert und im Immunoblot analysiert
wurden (Abb. 3.18 A). AnschlieRend wurden, wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben BiFC Assays
durchgefiihrt. Als erstes wurde getestet, ob das SF2ARS Protein mit dem WT SF2/ASF
interagieren konnte (Abb. 3.18 B). Danach wurde die Interaktion des SF2ARS mit NS1 bzw.
NS1 RNA mut Uberprift (Abb. 3.19). Dazu wurden HelLa-Zellen transient transfiziert, die Hélfte
der Ansatze wurde im Anschluss mit Influenza PR/8/34 infiziert. Nach entsprechender
Inkubation wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit spezifischen monoklonalen GFP,
bzw. NP Antikérpern und den sekunddren Alexa-594 gekoppelten IgG-Maus-spezifischen
Antikorpern gefarbt und fur die konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) vorbereitet. Die
Analyse der 293T Zelllysate zeigte eine vergleichbare Expression der SF2ASF Fusionsproteine
und der SF2ARS Fusionsproteine (Abb. 3.18 A). Das unterschiedliche Laufverhalten im Gel
beruhte auf den unterschiedlichen molekularen GroéRen der YC-, YN- und YFP-Fragmente
sowie auf der Deletion der RS-Domaéne. Das BiFC Assay ergab, dass SF2/ASFARS nicht mehr
mit SF2/ASF dimerisieren konnte (Abb. 3.18 B). Dies deutete auf eine Beteiligung der RS-
Doméne an der Dimerisierung von SF2/ASF hin. In der Literatur ist bisher nicht beschrieben
worden, welcher Part des SF2/ASF Proteins fir die Multimer-Bildung notwendig ist. In BiFC
Assays mit SF2/ASFARS und NS1 wurde keine Interaktion detektiert (Abb. 3.19 A, oberes
Panel). Nach Infektion hingegen konnte ein Fluoreszenzsignal in der Analyse nachgewiesen
werden, was auf eine Interaktion von SF2/ASFARS mit NS1 hindeutete (Abb. 3.19 A, unteres
Panel). Dieselbe Untersuchung wurde ebenfalls mit der bereits eingefiihrten NS1 RNA mut
durchgefuhrt (Abb. 3.19 B). In diesem Fall war aufgrund der Mutation im NS1 Protein weder in
transfizierten noch in zusétzlich infizierten Zellen eine Interaktion zu beobachten. Dieses
Ergebnis unterstreicht die Bedeutung der RNA-Bindungsdomane des NS1 Proteins fur die
Ausbildung der Interaktion mit SF2/ASF. Wie zuvor in GST-Bindungsstudien gezeigt, konnte das
SF2/ASF WT Protein keine Interaktion mit dem NS1 RNA mut Protein ausbilden (Abb. 3.10).
Die RNA Bindungsdoméne des NS1 Proteins ist daher fir eine Interaktion mit SF2/ASF

notwendig.

Da mit dem WT NS1 Protein eine Interaktion mit SF2/ASFARS Protein in infizierten Zellen
detektiert werden konnte, wurde aus diesen Daten geschlossen, dass die RS-Doméne des
SF2/ASF Proteins nicht an der Interaktion mit NS1 beteiligt war.

3.3.2 Charakterisierung der Interaktion von Aly und NS1

Neben SF2/ASF Ubernimmt auch Aly wichtige Aufgaben im zellularen mRNA Exportweg (Stutz

et al., 2000; Zhou et al., 2000). Es war von Interesse, die Aly-Doméne zu charakterisieren, die
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an einer Interaktion mit NS1 beteiligt war, um Ruckschlisse Uber das Zusammenspiel und den
zugrunde liegenden Mechanismen zu ziehen. Hierflr wurden Expressionsvektoren fur drei Aly-
Mutanten konstruiert (Abb. 3.20): eine AlyARGG1 Mutante, deren N-Terminus deletiert war, eine
AlyARGG2 und eine AlyAC Mutante. Die beiden letzten trugen Deletionen am C-Terminus, die
entweder die RGG2 Doméane mit beinhaltet, oder nur den kurzen C-terminalen Abschnitt.
Zenklusen und Kollegen haben beschrieben, dass eine C-terminale Deletion des Proteins nur
eine moderate Abnahme der mRNA Exportaktivitédt des Proteins hervorruft, wohingegen eine N-
terminale Deletion zu starken Einschrankungen im mRNA Export in Hefen fuhrt (Zenklusen u. a.
2001). Diese Beeintrachtigung beruht auf einer verminderten Bindungsaffinitdt der N-Terminal
trunkierten Version an RNA und TAP/NXF1 (Zenklusen u. a. 2001). Weiterhin gilt der C-
terminale Abschnitt von Aminosaure 239 bis 255 des Aly Proteins als eine Doméne, die Protein-
Protein Interaktionen vermittelt. So fiihrte eine Deletion dieser Doméane zu einer Aufhebung der
Interaktion mit UAP56 (M. L. Luo u. a. 2001).
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Abb. 3.20: Schematische Darstellung der Aly Mutanten und Expression der YFP-Konstrukte. Die
ARGG1 Mutante besitzt eine Deletion am N-Terminus des Proteins und die aminoterminale RGG Doméane
nicht mehr aufweist. Die ARGG2 Mutante besitzt im Gegensatz dazu eine Deletion am C-Terminus des
Proteins und tragt somit keine RGG2 Doméne. Die AC Mutante verfugt Uber eine kurze Deletion am C-
Terminus, die RGG Doméne ist aber noch intakt. Immunfluoreszenzanalyse der YFP-Fusionsproteine in
HelLa Zellen zeigte, dass trotz der Deletionen der einzelnen Mutanten die mutierte Version des Aly
ebenfalls im Zellkern lokalisiert war. RGG: Arginine/Glycin rich domain; RBD: RNA binding domain.

Die Expression der YFP-Fusionsproteine von AlyARGG1 und AlyARGG2 zeigte, dass beide
Mutanten, wie auch das WT Protein im Nukleoplasma detektiert werden konnten (Abb. 3.21 A).
Die Expression der Mutanten wurde zusatzlich in 293T Zellen kontrolliert. 24 Stunden nach

Transfektion der Zellen wurden diese lysiert und die Lysate im Immunoblot mit einem
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spezifischen antiAly Antikérper analysiert (Abb. 3.21 B). Alle Mutanten konnten detektiert

werden, die Expression der Proteine war demnach nicht beeintrachtigt.
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Abb. 3.21: Expression der YFP-Konstrukte der AlyARGG1 und AlyARGG2 Mutanten im Vergleich zu
Aly WT. A) Immunfluoreszenzanalyse der YFP-Fusionsproteine in HelLa-Zellen zeigte, dass trotz der
Deletionen der einzelnen Mutanten die mutierte Version des Aly ebenfalls im Zellkern lokalisiert war. B) Zur
Kontrolle der Expression wurden 293T-Zellen mit den jeweiligen Expressionsplasmiden transfiziert. Nach
24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Lysate im Immunoblot analysiert. Der Nachweis der Aly
Proteine erfolgte durch einen spezifischen Aly Antikérper. RGG: Arginine/Glycin rich domain; RBD: RNA
binding domain.

3.3.3 AlyARGG1 interagiert mit dem viralen NS1 Protein

Die AlyARGG1 Mutante wurde zuerst in Kombination mit dem WT Aly in HeLa-Zellen exprimiert.
24 Stunden nach der Transfektion wurden das YC-Fusionsprotein mit einem priméren
monoklonalem GFP Antikdrper gefarbt um die Transfektion zu kontrollieren (Abb. 3.22). Es
konnte keine Dimerisierung von Aly mit AlyARGG1 detektiert werden (Abb. 3.22). Das deutete
auf eine Beeintrachtigung in der Funktion der Aly Mutante hin, da Aly im Normalfall Homodimere
ausbilden kann. Welche Doméne fur eine Dimer-Bildung notwendig ist, wurde bisher nicht
beschrieben. Die hier dargestellten Ergebnisse deuten auf eine Dimerisierung tber die RGG1
Domane hin.
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Abb. 3.22: YC-AlyARGGH1 interagiert nicht mehr mit YN-Aly. HeLa-Zellen wurden entweder mit pEYC-
AlyARGG1 allein, oder mit pEYC-AlyARGG1 und pEYN-Aly transient transfiziert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-
AlyARGG1 mit einem spezifischen primaren antiGFP Antikdrper und einem sekundaren Alexa-594
gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper detektiert, der das YC-Fragment erkennt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt.

Um zu untersuchen, ob eine Interaktion mit NS1 stattfindet, wurden NS1- und AlyARGG1-
Fusionskonstrukte in HeLa-Zellen transient transfiziert. Die Zellen wurden entweder nicht oder
mit PR/8/34 (MOI 5) fur insgesamt acht Stunden inkubiert, davon drei Stunden bei 30°C. Nach
der Inkubation wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. YC-AlyYARGG1 oder NP wurden mit
priméren spezifischen antiFP oder antiNP Antikdrpern und sekundéren Alexa-594 gekoppelten
IgG Maus-spezifischen Antikdrpern gefarbt und fur die CLSM vorbereitet. Sowohl in
transfizierten, als auch in zuséatzlich infizierten Zellen wurden eine Fluoreszenzkomplementation
detektiert (Abb. 3.23 A). Dasselbe Assay wurde parallel mit NS1 RNA mut durchgefiihrt (Abb.
3.23 B). In diesen Anséatzen konnte kein Fluoreszenzsignal detektiert werden. Das bedeutete,
dass AlyARGG1 in der Lage war mit NS1 zu interagieren. Eine Mutation in der RNA-
Bindungsdoméane des NS1 Proteins hingegen konnte keinen Komplex mit AlyARGG1 ausbilden.
Somit zeigen diese Ergebnisse, dass die RGG1 Doméne des Exportfaktors Aly nicht notwendig
fur die Interaktion mit NS1 war. Die RNA-Bindungsdoméane des NS1 Proteins war hingegen fir
eine Interaktion essentiell. Diese Ergebnisse deuteten daraufhin, dass der N-Terminus des Aly
Proteins, die RGG1 Doméne, nicht fiir die Ausbildung der Interaktion mit NS1 notwendig war, da

auch ohne diese Domane eine Interaktion im BiFC beobachtet werden konnte.
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Abb. 3.23: Die RGG1 Doméne des Aly Proteins ist fur die Interaktion mit NS1 nicht notwendig. A)
HelLa-Zellen wurden mit pEYC-AlyARGG1 und pEYN-NS1 transfiziert. Nach der BiFC Komplexbildung bei
30°C wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert. YC-AlyARGG1 wurde mit einem Protein-spezifischen
antiGFP Antikorper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten 1gG Maus-spezifischen Antikrper
detektiert, der spezifisch das YC-Fragment erkennt (oberes Panel). Parallel wurden transfizierte Zellen mit
Influenza A/PR/8 MOI3 infiziert (unteres Panel). Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C und weiteren 2
Stunden bei 30°C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Mit einem Protein-spezifischen priméren
antiNP Antikérper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper wurde
das virale NP Protein gefarbt. B) HeLa-Zellen wurden mit pEYC-AlyARGG1 und pEYN-NS1 RNA mut
transfiziert (oberes Panel). Die Zellen wurden zuerst bei 37°C und dann bei 30°C inkubiert bevor sie fixiert
und permeabilisiert wurden. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-AlyARGG1 mit einem priméaren
antiGFP Antikorper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten 1gG Maus-spezifischen Antikérper
detektiert, der das YC-Fragment bindet. Dies galt dem Nachweis der erfolgreichen Transfektion. Im
unteren Panel ist derselbe Versuchsansatz mit A/PR/8 infizierten Zellen gezeigt (MOI3). In diesem Ansatz
wurde das virale NP Protein mit einem Protein-spezifischen antiNP Antikdrper und einem sekundéren
Alexa-594 gekoppelten IgG Maus spezifischen Antikérper gefarbt, um die Infektion nachzuweisen. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.
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3.3.4 Der Carboxyterminus von Aly ist fur eine Interaktion mit NS1

notwendig

Als néachstes wurde AlyARGG2 auf eine Interaktion mit NS1 untersucht. YC-AlyARGG2 wurde
allein oder zusammen mit Aly WT in HelLa Zellen koexprimiert. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen fur zwei Stunden bei 30°C inkubiert und im Anschluss fixiert und permeabilisiert. YC-
AlyARGG2 wurde mit einem primaren monoklonalen Antikdrper gegen GFP gefarbt. Einzeln
exprimiert kam es zu keinem Fluoreszenzsignal. In Kombination mit dem Aly WT-Protein konnte
die Mutante ein Heterodimer bilden (Abb. 3.24). Wie unter Abb. 3.3 beschrieben, wurde auch
hier ein Fluoreszenzsignal sowohl im Nukleoplasma, als auch in den Zellnukleoli detektiert.
Neben der bereits beschriebenen Méglichkeit einer Uberexpression, kénnte eine durch Stress
induzierte nukleolare Lokalisation hervorgerufen worde sein, wie es in Pflanzen fur Proteine des
Exon Junction Komplexes (EJC), u.a. Aly, nach Stress nachgewiesen wurde (Koroleva u. a.
2009).

pEYC-AlyARGG2 + pEYN-Aly

anti YC

Abb. 3.24: YC-AlyARGG?2 dimerisiert mit YN-Aly. HeLa-Zellen wurden entweder mit pEYC-AlyARGG2
allein, oder mit pEYC-AlyARGG2 und pEYN-Aly transient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-AlyARGG2 mit
einem spezifischen primaren antiGFP Antikorper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten 1gG
Maus-spezifischen Antikdrper detektiert, der das YC-Fragment erkennt. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gefarbt.

Es folgte die Untersuchung der Interaktion zwischen AlyARGG2 und NS1 um die Rolle des C-
Terminus von Aly bei der Interaktion mit NS1 zu klaren. Hierzu wurden HelLa-Zellen mit den
jeweiligen Plasmiden transient transfiziert. Ein Teil der Zellen wurde 24 Stunden nach der
Transfektion zusétzlich mit PR/8/34 (MOI 5) infiziert. Nach den Inkubationsschritten bei 37°C
und 30°C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. YC-AlyYARGG2 oder NP wurden mit
spezifischen primdren GFP oder NP Antikdrpern gefarbt. Weder in transfizierten noch in
zuséatzlich infizierten Zellen konnte eine Fluoreszenzkomplementation zwischen AlyARGG2 und
NS1 detektiert werden (Abb. 3.25 A). Es wurde ebenfalls keine Interaktion wurde zwischen
AlyARGG2 und NS1 RNA mut beobachtet (Abb. 3.25 B).
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Abb. 3.25: Die RGG2 Doméane des Aly Proteins ist fur die Interaktion mit NS1 notwendig. A) Hela-
Zellen wurden mit pEYC-AlyARGG2 und pEYN-NSL1 transfiziert. Nach der BiFC Komplexbildung bei 30°C
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert. YC-AlyARGG2 wurde mit einem Protein-spezifischen antiGFP
Antikdrper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper detektiert, der
spezifisch das YC-Fragment erkennt (oberes Panel). Parallel wurden transfizierte Zellen mit Influenza
A/PR/8 MOI3 infiziert (unteres Panel). Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C und weiteren 2 Stunden bei
30°C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Mit einem Protein-spezifischen priméaren antiNP
Antikdrper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper wurde das
virale NP Protein gefarbt. B) HelLa-Zellen wurden mit pEYC-AlyARGG2 und pEYN-NS1 RNA mut
transfiziert (oberes Panel). Die Zellen wurden zuerst bei 37°C und dann bei 30°C inkubiert bevor sie fixiert
und permeabilisiert wurden. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde YC-AlyARGG2 mit einem priméren
antiGFP Antikdrper und einem sekundéren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikérper
detektiert, der das YC-Fragment bindet. Dies galt dem Nachweis der erfolgreichen Transfektion. Im
unteren Panel ist derselbe Versuchsansatz mit A/PR/8 infizierten Zellen gezeigt (MOI3). In diesem Ansatz
wurde das virale NP Protein mit einem Protein-spezifischen antiNP Antikdrper und einem sekundéren
Alexa-594 gekoppelten 1IgG Maus spezifischen Antikérper gefarbt, um die Infektion nachzuweisen. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

MalzYysues)

M8izyul

105



Diese Ergebnisse zeigten, dass der C-Terminus von Aly fur die Interaktion mit NS1 bendtigt
wurde. Um diesen Bereich weiter einzuschranken, wurde eine AlyAC Mutante benutzt. Diese
Mutante besitzt noch das RGG2 Motiv und wies nur eine kurze Deletion von 15 Aminoséuren
(AS 240-255) am Carboxyterminus auf (Abb. 3.21). Fiur die Untersuchung wurden HelLa-Zellen
transient mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
mit PR/8/34 infiziert (MOI 5). Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C und drei Stunden bei 30°C
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und NP zum Nachweis einer erfolgreichen Infektion
gefarbt (Abb. 3.26). Die erfolgreiche Expression von AIyAC wurde ebenfalls in der

Immunfluoreszenz kontrolliert (Daten nicht gezeigt).

pPEYC-AlyAC + pEYN-NS1
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Abb. 3.26: AlyAC interagiert nicht mit NS1. HeLa-Zellen wurden mit pEYC-AlyAC allein und pEYN-NS1
transient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Influenza A/PR/8/34 mit
einer MOI von 3 infiziert. Nach achtstiindiger Infektion bei 37°C und 30°C wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. In der Immunfluoreszenzanalyse wurde virales NP Protein mit einem spezifischen
priméaren antiNP Antikérper und einem sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen
Antikorper detektiert, der das YC-Fragment erkennt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

Es konnte keine Fluoreszenzkomplementation zwischen AlyAC und NS1 detektiert werden.
Diese Ergebnisse zeigten, dass der C-terminale Part von Aminosaureposition 239 bis 255 die
Interaktion mit dem viralen NS1 Protein vermittelte. Wie bereits in den Bindungsassays gezeigt
wurde, war die Interaktion von Aly und NS1 RNA-sensitiv. Die proximale RGG2 Doméane (AS
188-239), die fur die Bindung von Aly an RNA verantwortlich ist, kénnte durch Bindung von

RNA eine Interaktion stabilisieren.

3.4 Assoziation von viraler mRNA mit SF2/ASF

Ausgehend von einer potentiellen Vermittlungsfunktion des NS1 Proteins im viralen mRNA
Export, war zusatzlich zu einer Interaktion mit mRNA Exportfaktoren, eine Bindung an virale
MRNA Molekile in vivo zu erwarten. In einer Arbeit von Wang und Kollegen wurde bereits
gezeigt, dass NS1 mit viraler NA und M1 mRNA prazipitierte (Wei Wang u. a. 2008). Neben

einer Bestatigung dieser Daten wurde die Bindung von SF2/ASF an virale mRNA Molekile
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untersucht. SF2/ASF und Aly sind RNA-bindende Proteine und vermitteln Uber ihre RNA-
Bindung den Export der Molekile. Die bisherigen Daten bestétigten eine direkte Interaktion der
zellularen Faktoren mit dem viralen NS1 Protein. Im Folgenden wurde eine zuséatzliche
potentielle Assoziation mit viraler mRNA untersucht. Fur Aly wurde eine Assoziation mit viraler
MRNA bereits gezeigt (Bier, York, und Fodor 2011), SF2/ASF wurde hinsichtlich dieser Funktion
bisher nicht untersucht. Aus diesem Grund war es wichtig, eine Assoziation von SF2/ASF an
virale mRNA nachzuweisen. Im zellularen mRNA Export bindet SF2/ASF erst an die zu
exportierende mRNA und rekrutiert daraufhin den Exportrezeptor TAP/NXF1. Ein Nachweis der
Bindung von SF2/ASF an virale mRNA wirde ein weiteres Argument fir eine Beteiligung dieses

Exportfaktors am viralen mRNA Export liefern.

3.4.1 NS1 prazipitiert virale mRNAs

Fir die RNA-Immunpréazipitation wurden A549 Zellen nicht oder mit Influenza A/PR/8/34 WT

infiziert. Sechs Stunden nach der Infektion wurden die Zellen lysiert.

IP IP
C NS1 INPUT C NS1
mock inf mock inf mock inf mock inf mock inf
- aNS1 . + » % GAPDH
- - = NA
INPUT — - NP
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s oNS1
S s C.Tubulin

Abb. 3.27: Das virale NS1 Protein prazipitiert virale mRNA. A549-Zellen wurden nicht oder mit
Influenza A/PR/8 Virus mit einer MOI von 3 infiziert. Sechs Stunden nach der Infektion wurden die
Zellen lysiert. 5% der Lysate wurden als Inputkontrolle im Immunoblot analysiert. Fir die RNA-Isolierung
wurden je 15% der Lysate als Inputkontrollen verwendet. Die Zelllysate wurden geteilt und mit an Protein
G-Agarose immobilisiertem NS1 Antiserum oder einem Pra-Immunserum in einem Reaktionsansatz
inkubiert. Die Prazipitate einer Hélfte der Proben sowie die Input Proben wurden im Immunoblot mit
Antikdrpern gegen NS1 und Tubulin, welches als Ladekontrolle diente, analysiert (A). Aus der anderen
Halfte der Lysate sowie den Inputproben wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-
Préazipitation die RNA isoliert. Poly(A)-haltige RNA wurde mit entsprechendem OligodT Primer revers
transkribiert. Die cDNAs wurden in PCRs mit den spezifischen Primern zur Amplifikation von viralen NA,
NP und M1 und zellularen GAPDH cDNAs eingesetzt. Die PCR Fragmente wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt und analysiert (B). mock: nicht-infizierte Zellen; inf: mit Influenza A/PR/8/34 infiziete Zellen;
Input: Einsatz; IP: Immunpréazipitation; C: Pra-Immunserum wurde zur Koimmunprazipitation benutzt; NS1.:
NS1-Immunserum wurde zur Koimmunpréazipitation benutzt. Das Experiment wurde zweimal durchgefuhrt.
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Fur die Immunoprazipitation (IP) der NS1 Protein und der damit verbundenen RNA-
Koimmunoprazipitation wurden die Lysate mit einem an Protein G-Agarose immobilisierten
NS1-spezifischen Kaninchen-Antiserum oder dem entsprechenden Kontroll-Praimmunserum
inkubiert. Die erfolgreiche Immunoprazipitation der NS1 Proteine wurden mit der Halfte der
Probe im Immunoblot gezeigt (Abb. 3.27 A). Aus der anderen Halfte der immunoprazipitierten
Proben wurde RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt. Durch reverse Transkription
poly(A)-haltiger RNA und anschlieBender PCR mit spezifischen Primern wurden virale NA und
NP mRNA, sowie zellulare GAPDH mRNA in den Input Proben und den immunprazipitierten
Proben nachgewiesen (Abb. 3.27 B). Wie bereits in der Literatur gezeigt konnte das virale NS1
Protein virale NA und NP mRNA prazipitieren. Vergleichbare Ergebnisse konnten fir die M1
MRNA gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Prazipitation viraler mRNA ist auf eine direkte

oder indirekte Bindung des NS1 Proteins an die mRNA zurtickzufuhren.

3.4.2 SF2/ASF préazipitiert virale mRNAs

Wie zuvor beschrieben wurde eine Bindung von SF2/ASF an virale mRNA Molekile in einer
RNA-Immunoprazipitation untersucht. Hierzu wurden A549 Zellen nicht oder mit Influenza
A/PR/8/34 WT infiziert. Nach sechsstindiger Infektion wurden die Zellen lysiert. Die Lysate
wurden fir die Immunoprézipitation der SF2/ASF Proteine und der damit verbundenen RNA-
Koimmunoprazipitation mit einem an Protein G-Agarose gekoppelten SF2/ASF spezifischen
monoklonalen Antikérper oder einem Kontroll-Antikbrper inkubiert. Die Halfte des
Immunoprézipitats wurde im Immunoblot analysiert (Abb. 3.28 A). Die andere Halfte wurde
benutzt, um durch reverse Transkription poly(A)-haltiger RNA und anschlie@ender PCR mit
spezifischen NA, NP und M1 Primern die prézipitierten mRNA Molekile nachzuweisen (Abb
3.28 B). In infizierten Zellen koprazipitierten M1, NA und NP mRNA mit SF2/ASF. Diese
Ergebnisse zeigten, dass SF2/ASF an virale mRNA in vivo binden konnte. Fir eine Funktion im
viralen mRNA Export ist diese Erkenntnis von groRer Bedeutung. Somit kdnnte die virale mRNA
in den zellularen MRNA Exportweg eingeschleust werden. Es wurde bereits gezeigt, dass
SF2/ASF als Adapterprotein agiert und zellulare mRNAs bindet um sie an den Exportrezeptor
TAP/NXF1 zu ubergeben (Yingqun Huang u. a. 2003; M.-C. Lai und Tarn 2004). Die
Préazipitation viraler mRNA von SF2/ASF unterstreicht eine mdgliche Beteiligung von SF2/ASF
am viralen mRNA Export.
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Abb. 3.28: Das zellulare SF2/ASF Protein interagiert wahrend einer Infektion mit viraler mRNA.
A549-Zellen wurden nicht oder mit Influenza A/PR/8 mit einer MOI von 3 infiziert. Sechs Stunden nach der
Infektion wurden die Zellen lysiert. 5% der Lysate wurden als Inputkontrolle im Immunoblot analysiert. Fir
die RNA-Isolierung wurden je 15% der Lysate als Inputkontrollen eingesetzt. Die Zelllysate wurden geteilt
und mit an Protein G-Agarose immobilisiertem SF2/ASF Antikdrper oder einem Kontroll-Antikdrper in
einem Reaktionsansatz inkubiert. Die Préazipitate einer Hélfte der Proben sowie die Input Proben wurden
im Immunoblot mit Antikbrpern gegen SF2/ASF, NS1 und Tubulin, welches als Ladekontrolle diente,
analysiert (A). Aus der anderen Hélfte der Lysate sowie den Inputproben wurde mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion und Ethanol-Prézipitation die RNA isoliert. Poly(A)-haltige RNA wurde mit entsprechendem
OligodT Primer revers transkribiert. Die cDNAs wurden in PCRs mit den spezifischen Primern zur
Amplifikation von viralen NA, NP und M1 und zellularen Aktin cDNAs eingesetzt. Die PCR Fragmente
wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und analysiert (B). mock: nicht-infizierte Zellen; inf: mit Influenza
A/PR/8 infiziete Zellen; Input: Einsatz; IP: Immunprézipitation; C: Kontroll-Antikérper wurde zur
Koimmunprazipitation benutzt; SF2/ASF: SF2/ASF-Antikérper wurde zur Koimmunprazipitation benutzt. Es
wurden drei unabh&ngige Experimente durchgefuhrt.

3.5 SF2/ASF stimuliert die Expression viraler Transkripte

Um einen Effekt auf die Translation viraler Konstrukte zu untersuchen wurde ein Minigenom-
Assay durchgefuhrt (Abb. 3.29). Hierbei wurden Konstrukte zur Herstellung viraler RNA (pPoll)
und Expressionskonstrukte (pcDNA) des viralen Polymerasesatzes — bestehend aus PB1, PB2,
PA und NP — transfiziert. Die Herstellung viraler RNA von pPoll Konstrukten war nur durch die
virale Polymerase moglich. Aus diesem Grund wurden die pcDNA Expressionskonstrukte
transfiziert, um die viralen Polymeraseproteine zu exprimieren. Desweiteren wurden NS1, bzw.
SF2/ASF oder aber beide Konstrukte zusammen zu einigen Anséatzen titriert. Anhand eines
Luziferase-Reporterkonstrukts unter der Kontrolle der viralen Polymerase, wurde die Expression
viraler Transkripte gemessen (Abb. 3.30) Das Luziferase-Reporterkonstrukt war ebenfalls in
einem pPoll Konstrukt enthalten. Eine Expression erfolgte somit nur unter der Kontrolle der

viralen Polymerase.
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Abb. 3.29: Influenza A Virus Minigenom-Assay. 293T-Zellen wurden mit pPol und pcDNA-Konstrukten
der viralen Polymerase PA, PB1, PB2 und dem Nukleoprotein NP transfiziert. Die Expression der
Polymerase-Einheiten durch pcDNA Konstrukte ist notwendig zur Bereitstellung des viralen
Polymerasekomplexes. Dieser kann von den pPol | Konstrukten virale RNA herstellen, bzw. von dem pPol
| Luziferase Reporterkonstrukt das Luziferase-Gen exprimieren. Somit korreliert die Luziferase-Expression
mit der transkriptionellen und replikativen Aktivitat der viralen Polymerase. Um einen Einfluss der NS1 und
/oder SF2/ASF Proteine auf die Expression viraler Konstrukte zu untersuchen wurden zuséatzlich deren
pcDNA Konstrukte transfiziert.

Die Ergebnisse des Assays zeigten, dass durch Zugabe von NS1 und SF2/ASF die Expression
viraler Transkripte deutlich gesteigert werden konnte. Im Vergleich zur Positivkontrolle (+), bei
der der virale Polymerasesatz mit dem Reporterkonstrukt transfiziert wurde, konnte bei
Koexpression von NS1 und SF2/ASF eine bis zu 6-fache Erhdhung der Luziferaseaktivitat
gemessen werden. Eine Expression von NS1 oder SF2/ASF alleine hingegen hatte nur eine
leicht erhodhte Expression zur Folge. Im Immunoblot wurde die Proteinexpression der
koexprimierten NS1 und SF2/ASF Proteine in den einzelnen Anséatzen kontrolliert. Um eine
gleichmafige Probenauftragung zu kontrollieren wurde ebenfalls Tubulin detektiert. Das
Zusammenspiel von NS1 und SF2/ASF in diesem Assay zeigte eine verstarkte Expression
eines viralen Reporterkonstrukts. Das bestérkte die Hypothese einer méglichen Beteiligung von
SF2/ASF an dem Export viraler mRNA. Ob der positive Effekt von NS1 und SF2/ASF auf der
Ebene der Transkription, dem Export der mRNA oder der Translation beruhte, lieR sich anhand

dieses Assays nicht genauer bestimmen.
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Abb. 3.30: SF2/ASF und NS1 verstarken die Expression viraler Transkripte. A) Humane 293T-Zellen
wurden mit pPoll-Konstrukten und pcDNA Konstrukten der viralen Segmente PB1, PB2, PA und NP
transfiziert. Auf diese Weise wurde der virale Polymerasekomplex exprimiert und konnte virale mRNA von
pPoll Konstrukten transkribieren. Zusétzlich wurde entweder NS1 oder SF2/ASF in unterschiedlichen
Konzentrationen koexprimiert (Transfektion von 50, 100, 250 oder 500 ng; wurden SF2/ASF und NS1
zusammen transfiziert, so wurden in allen Ansatzen 100 ng NS1 Expressionsplasmid transfiziert). Zur
Analyse der Aktivitat viraler Konstrukte wurde zu allen Ansétzen ein pPol-Konstrukt zugegeben, welches
das virale HA-Fragment tragt, HA jedoch durch ein Luziferase-Gen ersetzt wurde. Als interne Kontrolle
wurde zudem in allen Ansétzen zur spateren Normalisierung pRL-TK-Luc kotransfiziert, das fur die Renilla
Luziferase unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors kodiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden
die Luziferase-Aktivitat im Zellextrakt bestimmt. Fehlerbalken geben die SEM an. B) Nachweis der
Expression der transfizierten NS1 und SF2/ASF Konstrukte mittels Immunoblot. +: Polymerasesatz (PB1,
PB2, PA, NP) transfiziert, ,Positivkontrolle®; - : unvollstandiger Polymerasesatz (PB2, PA, NP), ,negativ
Kontrolle*.

3.6 Verteilung viraler mRNA

Bisher wurde durch unterschiedliche Methoden nachgewiesen, dass das NS1 Protein mit den
zellularen mRNA Exportfaktoren SF2/ASF und Aly interagiert. Ebenso wurde gezeigt, dass die
Proteine an viraler mRNA binden. Nach dem Ergebnis des Minigenom Assays, in dem SF2/ASF
und NS1 die Expression viraler Transkripte forderte, wurde im Folgenden untersucht, ob auf
MRNA Ebene eine Auswirkung auf eine veréanderte Expression oder Lokalisation zu beobachten
war. Dies wiirde Rickschlisse auf die Funktion von NS1 und SF2/ASF in diesem

Zusammenhang zu ermdglichen.
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3.6.1 HA, NA und M1 mRNA werden durch SF2/ASF und NS1 vermehrt

exportiert

Um einen Effekt auf die Expression und die Lokalisation der mRNA nachzuweisen wurde ein
Fraktionierungsassay durchgefuihrt. Dazu wurden Zellen wie zuvor im Minigenom Assay
beschrieben (Abschnitt 3.5; Abb. 3.29) transfiziert, nur statt eines Luziferase Reporterplasmid
wurden pPoll-Reporterkonstrukte verwendet, die die Segmente HA, NA oder M1 kodierten. Die
Proben wurden anschlieRend in eine zytoplasmatische und eine nukleoplasmatische Fraktion
geteilt. Die Fraktionen wurden halbiert, ein Teil wurde zur Ananlyse im Immunoblot benutzt
(Abb. 3.30 A), aus der anderen Halfte wurde RNA prazipitiert. Durch eine Two-Step RT PCR
wurden virale NA, M1 und HA mRNAs in den Préazipitaten nachgewiesen (Abb. 3.30 B).

A Pol. Kontrolle NS1 YFP-SF2/ASF YFP-SF2/ASF+ N§1
8 24 8 24 8 24 8 24 8 24 Std.
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Abb. 3.31: Der Export von HA und NA mRNA kann durch Ko-Expression von SF2/ASF und NS1
gesteigert werden. Humane 293T-Zellen wurden mit pPol Konstrukten der viralen Fragmente PB1, PB2,
PA und NP, sowie deren pcDNA Expressionskonstrukte transfiziert. Die Expression der viralen
Polymerase-Einheiten von pcDNA Konstrukten war notwendig, da nur die virale Polymerase RNA von den
pPoll Konstrukten transkribieren konnte. In einigen Ansadtzen — wie angegeben - wurden zusatzlich
pcDNA-NS1 oder pEYFP-SF2/ASF oder beide zusammen transfiziert. Zur Bestimmung der Expression
viraler mRNA wurde pPol/Sapl-A/PR/8-HA, pPol/Sapl-A/PR/8-NA oder pPol/Sapl-A/PR/8-M transfiziert.
Zur Analyse wurden die Zellen jeweils nach 8 und 24 Stunden in eine cytoplasmatische und eine nukleare
Fraktion getrennt. Die Hélfte der Fraktionen wurde zum Nachweis der Expression von NS1, SF2/ASF und
M1 Proteinen mittels Immunoblot benutzt (A). Aus der restlichen Fraktion wurde RNA isoliert. 5ng Gesamt-
RNA wurde mit entsprechendem OligodT Primer revers trasnkribiert. Die cDNAs wurden in PCRs mit den
spezifischen Primern zur Amplifikation von viralen HA, NA und M1 cDNAs eingesetzt. Zur
Konzentrationskontrolle wurde die 18SrRNA in einer RT-PCR amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden in
einem Agarosegel aufgetrennt und analysiert (B). N: nukleare Fraktion; C: cytoplasmatische Fraktion; Pol.:
vollstandiger Polymerase-Satz (PB1, PB2, PA, NP).
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Im Immunoblot konnten die transfizierten NS1 und YFP-SF2/ASF Proteine, letztere nur in
Spuren, sowie zellulares SF2/ASF nachgewiesen werden. Die Antikorper, die zum Nachweis
von HA und NA Proteinen zur Verfiigung standen detektierten keine Signale, daher konnte nur

die Expression des viralen M1 Proteins nachgewiesen werden.
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Abb.3.32: Verstarkter Export von HA und NA mRNA durch SF2/ASF und NS1. Die Auswertung der
Agarosegele erfolgte mit der ImageJ Software. Die dargestellten Diagramme zeigen die Verhaltnisse von
nuklearem und zytosolischem Anteil der HA mRNA (A), NA mRNA (B) oder M1 mRNA (C) nach 24
Stunden. Aufgetragen sind die Ergebnisse von zwei unabhéngigen Experimenten. Pol.: vollstandiger
Polymerasesatz (PB1, PB2, PA, NP).

In Anséatzen, die mit NS1 alleine oder mit NS1 und SF2/ASF transfiziert wurden, konnte nach 24
Stunden eine Expression des M1 Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.31 A). Hierbei konnte in
Ansatzen nach 24 Stunden, die NS1 und SF2/ASF enthielten mehr M1 Protein im Zytoplasma
detektiert werden. Bei Betrachtung der dazugehérigen mRNA Daten konnte diese Beobachtung
bestatigt werden (Abb. 3.31 B). HA und NA mRNA zeigten deutlich stérkere Banden in der
zytoplasmatischen Fraktion der Ansatze mit NS1 und SF2/ASF nach 24 Stunden (Abb. 3.31 B).
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Eine Zusammenfassung der durchgefihrten Experimente und quantitative Analyse durch
Densitometrie ist in Abbildung 3.32 dargestellt. Hierzu wurden die Intensitédten der Banden der
Agarosegele anhand der ImageJ Software bestimmt und graphisch dargestellt. Die
Quantifizierung der mRNA Daten bestatigte bei Betrachtung der zytoplasmatischen Werte den
verstarkten Export der viralen mRNAs in Anwesenheit von NS1 und SF2/ASF verglichen mit
den dbrigen Ansatzen (Abb. 3.32). NA mRNA wurde in Anwesenheit von NS1 oder in
Anwesenheit von NS1 und SF2/ASF vergleichar gut exportiert. Virale HA mRNA wurde in
Gegenwart von NS1 und SF2/ASF deutlich besser zum Kontrollansatz exportiert, knapp 50%
der HA mRNA wurde nach 24 Stunden im Zytoplasma detektiert, verglichen miit 30% im Ansatz
ohne Expression der beiden Proteine. Noch deutlicher war der Effekt auf M1 mRNA, hier
wurden 75% der mRNAs nach 24 Stunden im Zytoplasma detektiert, in Anwesenheit von NS1
und SF2/ASF. In der Kontrolle, die nur die viralen Polymeraseproteine exprimierte, wurden zum
gleichen Zeitpunkt nur 30% nachgewiesen. Der Export der viralen M1 mRNA konnte demnach
mehr als verdoppelt werden. Bei Betrachtung des NA mRNA Exports konnte kein Unterschied
im nuklearen Export zwischen Anséatzen mit NS1 alleine oder NS1 und SF2/ASF festgestellt
werden. In beiden Fallen wurden etwa 55% der mRNAs im Zytoplasma detektiert, in Ansatzen
ohne NS1 und SF2/ASF hingegen nur 20%. Bereits NS1 alleine sorgte somit fir eine
Verdreifachung des NA mRNA Exports, die Expression von SF2/ASF hatte keine zusatzliche
Wirkung in diesen Ansétzen. Insgesamt bestarken diese Ergebnisse die Hypothese, dass NS1
in Verbindung mit SF2/ASF zu einem verstarkten Export viraler mRNA fiihrte. Die Expression

von Aly oder anderen Exportfaktoren wurde in diesen Ansétzen nicht untersucht.

3.7 Analyse der Replikationseffizienz von Influenza A/WSN

Virus nach siRNA Behandlung

Nach der Identifizierung der Interaktion zwischen dem NS1 Protein und den zellularen mRNA-
Exportfaktoren SF2/ASF und Aly wurde im Folgenden untersucht, wie sich diese Interaktionen
auf die Replikationseffizienz von Influenza A Viren auswirkten. Hierfir wurden 293T Zellen mit
siRNAs gegen die mRNA der zellularen SF2/ASF und Aly Proteine behandelt, um deren
Expression zu vermindern. Die Zellen wurden anschlieend fur eine Replikationsanalyse von
Influenza A/IWSN/33 genutzt.

3.7.1 Knock-down durch SF2/ASF- und Aly-spezifische siRNAs hat keine

zytotoxischen Effekte
Vor der Replikationsanalyse wurde zunachst untersucht, ob sich eine Behandlung mit siRNAs
zur Verringerung der Konzentration von SF2/ASF und Aly negativ auf die Zellvitalitat auswirkt.

Dadurch sollte ein potentieller zytotoxischer Effekt der siRNA Behandlung untersucht werden.

Um dies zu Uberprifen wurde ein MTT-basiertes Proliferationsassay durchgefuhrt. 293T-Zellen
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wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (25, 50 und 100 pMol) der jeweiligen siRNAs
gegen SF2/ASF, Aly, UAP56 einzeln oder in Kombination, sowie mit einer Kontroll-siRNA
behandelt. Als weitere Kontrollen wurden unbehandelte Zellen sowie DMSO-behandelte Zellen
mitgefuhrt. DMSO ist ein organisches Ldsungsmittel, das zytotoxische Wirkung besitzt. 24
Stunden nach Transfektion der siRNAs wurde das MTT Assay durchgefuhrt. Die Auftragung der
photometrisch gemessenen Werte ist in Abbildung 3.33 dargestellt. Wie erwartet zeigt DMSO
starke Auswirkungen auf die Vitalitat der Zellen (Abb 3.32, schwarzer Balken mit unausgefullten
Dreiecken). Alle weiteren siRNA-behandelten oder unbehandelten Zellen zeigten hingegen
keine eingeschréankte Proliferation. Die Zellvitalitdt war demnach durch die reduzierte
Expression der jeweiligen Proteine nicht beeintrachtigt. Bei der Durchfihrung von
Wachstumskinetiken konnte im Folgenden davon ausgegangen werden, dass eventuelle
Effekte nicht auf Zytotoxizitat der siRNA Behandlung zurtickzufihren waren, sondern einzig auf

die Abwesenheit des jeweiligen Faktors.

2.54
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& 2.0- g - SF2/ASF siRNA
S ‘g = Aly siRNA
g 151 e UAP56 siRNA
= ~- SF2/ASF + Aly + UAP56 siRNA
-%_ 1.0+ O- control siRNA
’g 0.5- B mock
2  -a- DMSO

0.0 . : : ,
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siRNA Konzentration in pmol

ADbb.3.33: Die siRNA Behandlung zeigt keine Zytotoxizitat. 293T-Zellen wurden mit 25, 50 oder 100
pMol der spezifischen siRNAs gegen SF2/ASF, Aly oder UAP56 einzeln oder in Kombination, bzw. mit
einer Kontroll-siRNA transfiziert. Zur Kontrolle dienten unbehandelte und DMSO behandelte Zellen. 24
Stunden nach der Transfektion wurden 10ul des MTT-Reagenz zu den Zellen pipettiert. Nach
sechstiindiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 100ul des MTT-Detergenz. AnschlieRend wurde die
Formazan-Konzentration photometrisch bestimmt.

3.7.2 Exportfaktor Aly hat einen signifikanten Einfluss auf die

Replikationseffizienz von Influenza A Viren
Die bisherigen Daten unterstiizten eine mdgliche Funktion der zellularen Faktoren SF2/ASF und
Aly im Export viraler mRNAs. Zur Untersuchung eines Einflusses von SF2/ASF oder Aly auf die

virale Replikation wurden 293T-Zellen einen Tag vor der Infektion mit den jeweiligen siRNAs

behandelt.
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Abb.3.34: Kontrolle der Expression zellularer Proteine nach siRNA Behandlung in Zellen der
Replikationsanalyse. 293T-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs (50 pMol) transfiziert. 24 Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen mit Influenza A/AWSN/33 mit einer MOI von 0,01 infiziert. 6, 12, 24,
36 und 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen lysiert. Das Zelllysat wurde durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Untersucht wurde die Expression der zellularen Proteine,
die durch die siRNA Behandlung herunter reguliert werden sollten. Der Nachweis des zellularen Proteins
Aktin diente als Ladekontrolle.

Eine Behandlung mit UAP56 spezifischer siRNA diente als Kontrolle, da Read und Kollegen
bereits eine reduzierte Replikation von Influenza A Viren nach Verringerung der UAP56
Expression beobachten konnten (Read und Digard 2010). Des Weiteren wurde ein verminderter
Export viraler mRNA nach UAP56-siRNA Behandlung gemessen (Wisskirchen, Ludersdorfer,
Muiller, Moritz, und Pavlovic 2011a). Zuséatzlich wurden Zellen mit einer unspezifischen Kontroll-
siRNA behandelt. Es folgte eine Infektion mit Influenza A WSN/33 Virus mit einer MOI von 0,01.
Die Wachstumskinetik wurde untersucht indem 6, 12, 24, 36 und 48 Stunden nach Infektion
Proben der Uberstande entnommen wurden. Die Bestimmung der enthaltenden Viruspartikel
erfolgte mit Hilfe eines Avicel-Plaque-Assays. Die Analyse der Replikationskurven ist in
Abbildung 3.34 dargestellt. Zur Uberpriifung der siRNA knockdowns wurden zusétzlich die
Proteine aus Gesamt-Zelllysaten im SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot ausgewertet
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(Abb. 3.33). Dies diente der Kontrolle der Effizienz der siRNA-Behandlung. Eine siRNA-
Behandlung hing von verschiedenen Faktoren ab, beispielsweise von der Kopienzahl der
MRNA, gegen die die siRNA gerichtet war. Des Weiteren konnte die Stabilitat des Proteins den

Knock-down beeintrachtigen.
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Abb. 3.35: siRNA-vermittelter Knock-down von Aly fihrt zu signifikant verminderter viralen
Replikationseffizienz. 293T-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs transfiziert (50 pMol). 24 Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen mit einer MOI von 0,01 mit Influenza A/IWSN/33 infiziert. 6, 12, 24,
36 und 48 Stunden wurde Zellkulturiberstand entnommen. Der Titer der darin enthaltenen Viren wurde
mittels Avicell-Plaque-Assay auf MDCKII-Zellen bestimmt. Abgebildet sind die Mittelwerte aus vier
unabhéngigen Versuchen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) an.
Die Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet (U-Test; p< 0,05).

Die Analyse der Replikationskurven zeigte, dass ein Knock-down von SF2/ASF keinen Einfluss
auf die Replikation hatte (Abb. 3.35 A). Auf mit SF2/ASF-siRNA behandelten Zellen replizierte
das Virus zu &hnlichen Titern, wie auf mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen. Die Analyse der
Zelllysate zeigte eine deutliche Reduktion des SF2/ASF Proteins durch die siRNA Behandlung,
aber keinen vollstandigen Knock-down (Abb. 3.34 A). Die dadurch vorhandene geringe
Proteinmenge koénnte fir eine effiziente Replikation ausgereicht haben, so dass in der
Replikationsanalyse kein Effekt festgestellt werden konnte. Auf mit Aly-siRNA behandelten
Zellen wurde eine etwa um das zehnfache erniedrigte Replikation beobachtet (Abb. 3.35 B). Auf
Proteinebene war der Knock-down von Aly sehr effizient, bereits nach sechs Stunden wurde
deutlich weniger Protein im Vergleich zu Kontroll sSiRNA-behandelten Zellen detektiert. Nach 24

Stunden konnte kein Signal mehr fur Aly nachgewiesen werden (Abb. 3.34 B). Die virale
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Replikation war in Zellen stark inhibiert, die mit UAP56-siRNA oder mit SF2/ASF-, Aly- und
UAP56-siRNA gleichzeitig behandelt wurden (Abb. 3.35 C, D). In diesen Anséatzen wurde eine
bis um drei Log Stufen verminderte Replikation beobachtet. Die Analyse der Zelllysate zeigte
die Knock-down Effizienzen der einzelnen Proteine (Abb 3.34 C, D). Die siRNA Behandlungen
von Aly und UAP56 war effizient und fuhrten zu einer verminderten Proteinexpression, der
Knock-down von SF2/ASF hingegen war nicht effizient. Es konnte kein Rickgang der
Expression detektiert werden. Um nachzuweisen, dass der beobachtete Effekt der verminderten
Replikation in mit Aly-siRNA behandelten Zellen spezifisch war und nicht durch einen
zytotoxischen Nebeneffekt der siRNA-Behandlung hervorgerufen wurde, wurden dieselben

Replikationsanalysen mit Vesicular-Stomatitis-Viren (VSV) durchgefihrt (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Die Replikation von VSV wird durch siRNA vermittelten Knock-down zelluldrer mRNA
Faktoren nicht beeinflusst. 293T-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs transfiziert (50 pMol). 24
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit einer MOI von 0,01 mit Vesicular-Stomatitis-Virus
infiziert. 6, 12, 24, 36 und 48 Stunden wurde Zellkulturiiberstand entnommen. Der Titer der darin
enthaltenen Viren wurde mittels Avicell-Plaque-Assay auf MDCKII-Zellen bestimmt. Abgebildet sind die
Mittelwerte aus vier unabhéngigen Versuchen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes (SEM) an.

Diese Viren replizieren nicht im Zellnukleus und sind daher nicht auf zellulare mRNA
Exportfaktoren angewiesen. Eine verminderte Proteinexpression der zelluldren Kernfaktoren
sollte daher die Replikation der Viren nicht beeintrachtigen. Fur die Replikationsanalyse wurden
293T-Zellen mit den jeweiligen siRNAs gegen SF2/ASF-, Aly-, UAP56-, bzw. einer Kontroll-
SiRNA transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Infektion mit VSV (MOI 0,01).
Fur die Wachstumskinetik wurden nach 6, 12, 24, 36 und 48 Stunden Uberstande entnommen
und durch neues Infektionsmedium ersetzt. Die im Uberstand enthaltenen Viren wurden mittels
Avicell-Plaque-Test getitert. Die Analyse der Replikationskurven zeigte, dass die SiRNA-
Behandlungen keinen Einfluss auf die Replikation von VSV hatten (Abb. 3.36). Weder ein
einzelner knockdown eines der mRNA Exportfaktoren, noch ein triple Knock-down von
SF2/ASF, Aly und UAP56 zeigten Auswirkungen auf das virale Wachstum. Die beobachtete
Reduktion des viralen Titers von Influenza A Viren in Aly siRNA behandelten Zellen zeigte, dass

die Knock-downs die Fahigkeit der Zellen zur Vermehrung eines zytosolisch replizierenden
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Virus nicht herabsetzt und daher vermutlich einen Effekt auf den Kernexport von Influenza A

Virus mRNA angenommen werden konnte.

3.8 YN-NS1 und YC-NS1 exprimierende Viren

3.8.1 Konstruktion der rekombinanten Viren

Am Beginn dieser Arbeit stand die Etablierung des BiFC Assays, sowie die Suche potenzieller
zellularer Interaktionspartner des viralen NS1 Proteins. Die rekombinanten Viren sollten
verwendet werden, um mit viral exprimiertem NS1 Protein die bisherigen Interaktionen mit den
zelluldren Exportfaktoren zu bestétigen. In weiterfihrenden Studien in fixierten Zellen oder Life
Cell Imaging Anséatzen kdnnten die rekombinanten Viren genutzt werden, um BiFC-Komplexe
im Verlauf der Infektion zu beobachten und Aufschliisse Uber Mobilitat und Lokalisation der
Komplexe zu erhalten. Eine Anwendung in Tiermodellen kénnte zudem die Lokalisation von
NS1-Komplexen in unterschiedlichen Organen und Zelltypen unkompliziert ermdéglichen. Somit
wurden in Kooperation mit dem Labor von Adolfo Garcia-Sastre an der Mount Sinai School of
Medicine in New York rekombinante Viren hergestellt. Die Besonderheit dieser Viren liegt in der
Fusion eines YN-/ bzw. ein YC-Fragment an die kodierende Sequenz des NS1. Abbildung 3.36
zeigt eine schematische Darstellung des Segments 8 der rekombinanten Influenza A Viren im
Vergleich zu einem Wildtyp Virus. Die Fusion der YN-/ bzw. YC-Fragmente hatte folgende
Konsequenzen: Das NS1 Protein wird im Normalfall von der ungesplei3ten mRNA des achten
Segments translatiert. Durch SpleiRen der mRNA entstand eine weitere mMRNA Form, von der
das NEP/NS2 Protein translatiert wurde. Die 10 aminoterminalen Aminoséurereste des
NEP/NS2 Proteins waren mit denen des NS1 Proteins identisch, durch das Spleil3en &ndert sich
aber das Leseraster und damit die Proteinsequenz. Fir die Herstellung rekombinanter YN- und
YC-Fusionsproteine wurde das Segment so verdndert, dass eine bicistronische MmRNA
transkribiert wurde. Kotranslationell wurde dann das YN-NS1, bzw. YC-NS1 Protein von dem
NEP/NS2 Protein durch eine eingefligte PTV-1 2A Sequenz abgespalten. Bei der PTV-1 2A
Sequenz handelt es sich um die 2A Protease des porcinen Teschovirus. Diese Autoprotease
entfaltet ihre Aktivitat kotranslationell und schnitt die Aminosdurekette auseinander. Mit Hilfe
dieser Viren konnte zumindest eines der Konstrukte fur das BiFC Assay — das YN-NS1, bzw.
das YC-NS1 - im Kontext einer normalen viralen Expression untersucht werden. Zur
Charakterisierung der Viren wurde zuerst die Expression der NS1-Fusionsproteine im
Immunoblot Uberprift (Abschnitt 3.6.2).
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Abb. 3.37: Schematische Darstellung der Konstrukte zur Herstellung rekombinanter A/PR/8/YN NS1
und A/PR/8/YC NS1 Viren. Dargestellt ist das WT NS1 Konstrukt (oben) sowie die YN-NS1 (mittig) und
YC-NS1 (unten) Fusionskonstrukte zur Herstellung rekombinanter Viren. Normalerweise Uberlappen die
Leserahmen fir die NS1 und NEP/NS2 Proteine (siehe WT Sequenz, oben) und die unterschiedlichen
mRNAs entstehen durch einen SpleiRvorgang. Die rekombinanten Konstrukte zur Herstellung der YN-NS1
und YC-NS1 Fusionsproteine hingegen sind bicistronische Konstrukte, die open reading frames liegen
hintereinander und es wird eine einzige mRNA gebildet. Erst co-transkriptionell werden die neu gebildeten
Proteine YN-NS1, bzw. YC-NS1 und NEP/NS2 durch eine eingebaute Spaltsequenz voneinander getrennt.
SD: SpleiR-Donor Site; SA: Splei3-Akzeptor Site; PTV-1 2A: 2A Protease des porcinen Teschovirus
(Familie: Picornaviridea).

3.8.2 Charakterisierung der Expression von YN-NS1 und YC-NS1

Fusionsproteinen
Durch die Fusion des YN-/ oder YC-Fragments an das NS1 Protein verédnderte sich dessen
molekulare Massen von 26kDa auf 37kDa (YC-NS1), bzw. 45kDa (YN-NS1). Mittels Immunoblot

Analyse konnte ein verdnderte Laufverhalten nachgewiesen werden (Abb. 3.37). Zur Detektion

der Fusionsproteine wurde ein spezifisches anti-NS1 Antiserum benutzt. Der Titer der
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rekombinanten Viren PR/8/YN-NS1 und PR/8/YC-NS1 wurde mittels Avicel-Plaqueassay
bestimmt. In Abbildung 3.38 sind Plaques beider Viren in MDCK-Zellen gezeigt. Hierbei war die
Morphologie der Plagues mit dem WT vergleichbar.

PR/8 + - -
PR/S/YC NS1 - + -
PR/IS/YNNS1 . - +
S < YNNS1
L — . -—YC NS1

e S—

- — —— antl NP

Abb. 3.38: Expression von YN-NS1 und YC-NS1 Fusionsproteinen der rekombinanten Viren. MDCK-
Zellen wurden mit Influenza PR/8 WT, PR/8/YC NS1 oder PR/8/YN NS1 Viren mit einer MOI von 1 infiziert.
Nach acht Stunden Inkubation bei 37°C wurden Zelllysate hergestellt und im Immunoblot analysiert. NS1
Proteine wurden mit einem spezifischen antiNS1-Antiserum detektiert. Das unterschiedliche Laufverhalten
der Proteine beruht auf den unterschiedlichen molekularen Massen aufgrund der Fusion mit dem YC- oder
YN-Fragmenten. Wahrend das WT NS1 Protein ein Molekulargewicht von 26 kDa besitzt, liegt das von YC
NS1 bei 37 kDa und von YN NS1 bei 45 kDa.

Das NS1 Protein gilt als wichtiger Modulator der zellularen Immunantwort. Influenza Viren, die
kein NS1 Protein exprimieren (deINS1) induzieren groRe Mengen Interferon (INF) in infizierten
Zellen (A Garcia-Sastre u. a. 1998). Um sicherzustellen, dass die YN-NS1 und YC-NS1
Fusionsproteine weiterhin funktionell in ihrer antagonistischen Funktion der INF-B Induktion
waren, wurde eine funktionelle Analyse des NS1 Proteins im Labor von Adolfo Garcia-Sastre an
der Mount Sinai School of Medicine, New York, durchgefuhrt. Dies war notwendig um
auszuschlieBen, dass bei spateren BIFC Assays beobachtete Ergebnisse aufgrund
immunmodulatorischer Funktionen in der Zelle zustande kamen. Dazu wurden MDCK-Zellen mit
PR/8 oder WSN/33 WT Viren, bzw. PR/8/YN NS1 oder PR/8/YC NS1 Viren infiziert. Als weitere
Kontrolle fungierten WSN/33/deINS1. Die Infektionen wurden mit einer MOI von 1 durchgefihrt.
Der WSN/33/deINS1 Kontroll-Ansatz fiihrte zu einer starken INF-B Induktion.Die Expression von
YN-NS1 und YC-NS1 hingegen inhibierte ebenso wie eine WT NS1 Expression die INF-p
Induktion (persénliche Kommunikation, B. Manicassamy; Mount Sinai School of Medicine, New
York). Die Fusion der YN-/ oder YC-Fragmente hatte auf die antagonistische Funktion der

Proteine somit keine Auswirkungen.
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Abb. 3.39: Plaque-Morphologie der PR/8/YN NS1 und PR/8/YC NS1 Viren. MDCK-Zellen wurden mit
PR/8/YN NS1 oder PR/8/YC NS1 infiziert und mittels Avidell-Plaque-Assay analysiert.

3.8.3 Analyse der rekombinanten YN-NS1 und YC-NS1 Viren im BIiFC
Assay

Nach alleiniger Infektion und Expression je eines der rekombinanten Viren wurde, wie erwartet,
keine Autofluoreszenz festgetellt. Daraufhin wurden HelLa-Zellen parallel mit beiden rekombinanten
Viren PR/8/YN NS1 und PR/8/YC NSL1 infiziert.

A/PR/8/YN NS1 + A/PR/8/YC NS1

Abb. 3.40: Fluoreszenzkomplementation von viral exprimierten YN NS1 und YC NS1 Proteinen.
MDCK-Zellen wurden parallel mit PR/8/YN NS1 und PR/8/YC NS1 mit einer MOI von 5 infiziert. Nach
Inkubation bei 37°C (5 Stunden) und 30°C (3 Stunden) wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Zur
Kontrolle der Infektion wurde das NP Protein mit einem primaren antiNP Antikérper und einem
sekundarem Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper gefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DAPI gefarbt.

Die Analyse der Zellen nach Inkubation bei 37°C und 30°C zeigte, dass die Dimerisierung der
viral exprimierten NS1 Proteine ebenfalls im BiFC Assay nachgewiesen werden konnte (Abb.
3.40). Es wurde eine leichte Fluoreszenz im Zellkern und eine etwas starkere Fluoreszenz im
Zytoplasma der Zellen detektiert. Das korrespondiert mit der Verteilung des NS1 Proteins in

infizierten Zellen. Zu Beginn der Infektion ist das NS1 Protein im Zellkern zu detektieren, und zu
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spéateren Zeitpunkten vermehrt im Zytoplasma (Greenspan, Palese, und Krystal 1988; Newby,
Sabin, und Pekosz 2007; Garaigorta, Falcén, und Ortin 2005; Melén u. a. 2007).

3.8.4 SF2/ASF und Aly interagieren mit viralen NS1-YFP

Fusionsproteinen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die viral exprimierten NS1-Fusionsproteine im BiFC Assay
mit den Exportfaktoren SF2/ASF und Aly interagieren konnten. Somit kénnte die Interaktion im
Verlauf der Infektion beobachteten werden. Hierfur wurden HelLa-Zellen mit Konstrukten zur
Expression von Aly- oder SF/ASF-Fusionsproteinen transfiziert (Abb. 3.41, 3.42, 3.43). Nach 24
Stunden Inkubation bei 37°C erfolgte die Infektion mit dem korrespondierenden rekombinanten
YN-NS1 bzw. YC-NS1 Virus. Wie zuvor beschrieben erfolgte erneut eine fiinfstiindige

Inkubation bei 37°C und eine dreistiindige Inkubation bei 30°C zur Reifung der BiFC Komplexe.

pEYN-Aly transfiziert + A/PR/8/YC-NS1 Infektion

Abb.3.41: Viral exprimiertes YC-NS1 Protein interagiert mit Exportfaktor Aly im BiFC Assay. HelLa-
Zellen wurden mit pEYN-Aly transient transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion mit PR/8/YC
NS1, MOI5. Nach Inkubation bei 37°C und 30°C wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. In der
Immunfluoreszenz Analyse wurden NP (oberes Panel) oder NS1 (unteres Panel) jeweils mit priméren
Protein-spezifischen Antikdrpern und sekundéren Alexa-594 gekoppelten 1IgG Maus-spezifischen, bzw. 1gG
Kaninchen-spezifischen Antikorpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

Auch in den Assays mit rekombinanten Viren konnte die Interaktion von NS1 und Aly im BiFC
Assay bestatigt werden (Abb. 3.41). Ebenfalls die AlyARGG1 und AlyARGG2 Mutanten wurden
in diesen Ansatzen getestet. Abbildung 3.42 zeigt die Ergebnisse. Wie in den zuvor
durchgefuhrten BIFC Assays (Abb. 3.23, Abb. 3.25, Abb. 3.26), fuhrte in diesen mit
rekombinanten Influenza A Viren durchgefiihrten BiFC Analysen nur die AlyARGG1 Mutante mit

dem viral exprimierten YC-NS1 Protein zu einer Fluoreszenzkomplementation.
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pEYN-AlyARGG1 transfiziert + A/PR/8/YC N51 Infektion

anti NP

pPEYN-AlyARGG2 transfiziert + A/PR/8/YC N51 Infektion

ADbb.3.42: Der C-Terminus von Aly ist notwendig fur die Interaktion mit NS1. HeLa-Zellen wurden mit
PEYN-AlyARGG1 oder pEYN-AlyARGG2 transfiziert und am folgenden Tag mit PR/8/YC NS1 mit einer
MOI von 5 infiziert. Nach fuinfstindiger Inkubation bei 37 °C und dreistiindiger Inkubation bei 30 °C wurden
die Zellen fixiert und permeabilisiert. Das NP Protein wurde mit einem spezifischen, priméaren antiNP
Antikdrper und einem sekunddren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper
nachgewiesen, um die Infektion zu bestétigen. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt.

pEYN-SF2/ASF transfiziert + A/PR/8YC NS1 Infektion

Abb. 3.43: SF2/ASF interagiert mit rekombinant exprimiertem NS1. HeLa-Zellen wurden mit pEYN-
SF2/ASF transfiziert und am folgenden Tag mit PR/8/YC NS1 mit einer MOI von 5 infiziert. Nach
funfstiindiger Inkubation bei 37°C und dreistlindiger Inkubation bei 30°C wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Das NP Protein wurde mit einem spezifischen, priméren antiNP Antikdrper und einem
sekundaren Alexa-594 gekoppelten IgG Maus-spezifischen Antikdrper nachgewiesen, um die Infektion zu
bestatigen. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

124



Auch die Interaktion von NS1 und dem Splei3- und Exportfaktor SF2/ASF wurde mit
rekombinanten Viren Uberprift. Wie in Abbildung 3.43 dargestellt konnte auch in diesem Fall die
Interaktion bestétigt werden, die im Nukleoplasma auftrat. Die BiFC Assay mit rekombinanten
Influenza Viren konnten die vorher durchgefiihrten BiFC Assays bestatigen. Somit wurde
gezeigt, dass die zellularen Exportproteine im Rahmen einer Infektion mit dem viralen NS1

Protein interagieren.

Die im Rahmen dieser Arbeit erworbenen Kenntnisse geben Hinweise auf eine Funktion des
NS1 Proteins der Influenza A Viren im nuklearen Export viraler mRNA unter der Beteiligung von
zellularen Adapterproteinen. Es wurde gezeigt, dass NS1 mit den zellularen Exportfaktoren
SF2/ASF und Aly interagieren. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass NS1 und SF2/ASF direkt
an virale mRNA binden oder mit dieser in einem Komplex vorliegen. Ferner konnte ein
verstarkter Export viraler mRNA in einem Minigenom Assay detektiert werden, wenn NS1 und
SF2/ASF koexprimiert wurde. Replikationsanalysen zeigten eine verringerte Virusreplikation,

wenn das zellulére Protein Aly durch siRNA Behandlung vermindert exprimiert wurde.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht der Ziele der Arbeit

Das pleiotrope NS1 Protein der Influenza A Viren ist vor allem fur seine Interferon-
antagonistische Wirkung bekannt und untersucht worden. Des Weiteren ist es fur eine effiziente
virale Replikation notwendig (A Garcia-Sastre u. a. 1998; Hale, Randall, u. a. 2008). Zu den
weiteren Funktionen des NS1 Proteins gehdrt unter anderem die Inhibition des Splei3ens und
des nukleo-zytoplasmatischen Exports zellularer mRNAs (Fortes, Beloso, und Ortin 1994; Qiu
und Krug 1994). Diese Funktionen des NS1 Proteins beruhen unter anderem auf Interaktionen
mit zwei zellularen Proteinen, dem CPSF30 (cleavage and polyadenylation specificity factor
[CPSF]-30 kDa Untereinheit) und dem PABP2 (nuclear poly(A)-binding protein) (M. E. Nemeroff
u. a. 1998; Z Chen, Li, und Krug 1999; Garaigorta und Ortin 2007). Das Blockieren der
zellularen mRNA Prozessierung dient dem Abschalten von Wirtszell-Funktionen, wie zum
Beispiel der antiviralen Zellantwort. Virale mRNAs sind von dieser Blockade des Exports
hingegen nicht betroffen.

Da Influenza Viren im Zellkern replizieren, sind sie auf den Export ihnrer mRNASs ins Zytoplasma
durch die zellulare Exportmaschinerie angewiesen. Zwei der viralen Transkripte werden
gespleil3t und kdnnen eventuell auf diese Weise in den zellularen Exportweg eingeschleust
werden, der eng an den Spleildvorgang gekoppelt ist. Die Ubrigen acht viralen mRNAs hingegen
werden nicht gesplei3t und haben aus diesem Grund keinen Zugang zu der zellularen
Exportmaschinerie. Fir andere Viren, die ebenfalls eine nukleare Replikationsstrategie
besitzen, wurde beschrieben, dass ein viral kodiertes Protein als Adapterprotein fungiert um
virale, intronlose mMRNA in den zellularen Exportweg einzuschleusen. Diese Strategie wird
beispielsweise von HSV1 verfolgt, dessen virales ICP27 Protein mit Aly und/oder TAP/NXF1
interagiert (L. A. Johnson und Sandri-Goldin 2009; I.-H. B. Chen u. a. 2005). Auch HIV
exprimiert ein virales Protein, das durch Interaktion mit der viralen mRNA und einem zellularen
Exportrezeptor den Export der RNA Transkripte sicherstellt (Bryan R Cullen 2003; Fischer u. a.
1995).

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Interaktionspartner des viralen NS1 Proteins im zellularen
MRNA Exportweg zu identifizieren. Es wurde bereits gezeigt, dass das NS1 Protein der
Influenza A Viren an virale mRNA binden kann (Wei Wang u. a. 2008). Das ist eine
Voraussetzung, die das NS1 Protein befahigen kdnnte, als virales Adapterprotein zu fungieren.
Die hier durchgefuhrten Versuche sollten eine solche Funktion untersuchen und aufkléaren, wie
Influenza Viren die Wirtszell-Maschinerie manipulieren oder nutzen kdénnte, um einen effizienten

viralen mRNA Export und damit eine schnelle Replikation sicherzustellen.
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4.2 Charakterisierung der Interaktion von NS1 mit den
Exportfaktoren SF2/ASF und Aly

Die Prozessierung zellularer mRNA beinhaltet mehrere miteinander gekoppelte Einzelschritte,
vom Spleillen Uber die Polyadenylierung bis hin zum Export reifer mRNAs. Wahrend der
einzelnen Prozesse werden Prozessierungsfaktoren wie der Spleil3faktor SF2/ASF oder die
Exportfaktoren Aly und UAP56 an die mRNAs rekrutiert. Die einzelnen Faktoren interagieren
funktionell miteinander, sodass eine enge Kopplung der einzelnen Prozesse entsteht (Tom
Maniatis und Reed 2002; N. Proudfoot 2000; Iglesias und Stutz 2008). Reguliert wird diese
Prozessabfolge und Kopplung durch die CTD der RNA Polymerase Il. Sie dient zum einen als
Bindungsplattform fur Regulatoren der Transkription und Prozessierung (Tom Maniatis und
Reed 2002), zum anderen dient sie der Regulation durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung der CTD (Iglesias und Stutz 2008; R. Luna u. a. 2008; Robin Reed und
Hurt 2002). Virale mRNAs, die von der viralen Polymerase transkribiert werden, mussen fir
einen Export der zelluldaren Exportmaschinerie zugénglich gemacht werden. Nur zwei der zehn
viralen mRNAs werden gespleit und kdnnen eventuell auf diese Weise in den Exportweg
eintreten. Intronlose und intronhaltige aber nicht-gespleiite mRNA Transkripte benétigen
hingegen eine andere Strategie um den Export sicherzustellen. Bis heute ist nicht bekannt, wie
die viralen mRNAs aus dem Zellnukleus exportiert werden. Wie bereits erwéhnt eignet sich das
virale NS1 Protein als potentielles Adapterprotein, das zellulare Exportfaktoren an virale mRNA
rekrutieren kdnnte, um diese dann dem zellularen Exportweg zugdnglich zu machen. Um zu
untersuchen, ob NS1 mit zellularen Exportfaktoren interagiert, wurden einige Faktoren
ausgewahlt und in einem BiFC Assay auf eine Interaktion hin untersucht. Dazu gehorten das
Exportprotein Aly und der Exportrezeptor TAP/NXF1, beide Proteine konnten mit dem Export
von HSV1 mRNA Export in Verbindung gebracht werden (I.-H. B. Chen u. a. 2005; Hernandez
und Sandri-Goldin 2010; Tunnicliffe, Hautbergue, Kalra, Jackson, Whitehouse, Wilson, und
Golovanov 2011b). Aly ist zudem am Export von HVS mRNA beteiligt (Tunnicliffe, Hautbergue,
Kalra, Jackson, Whitehouse, Wilson, und Golovanov 2011a). Satterly und Kollegen zeigten,
dass der Exportrezeptor TAP/NXF1 mit NS1 préazipitert, diese Interaktion wurde jedoch im
Hinblick auf die Inhibition des zellularen mRNA Exports diskutiert (Satterly u. a. 2007), ein
positiver Effekt auf den viralen mRNA Export wurde nicht untersucht. Als weiterer Faktor wurde
UAP56 ausgewahlt, der mit dem Export der HCMV mRNA in Verbindung gebracht wurde, wobei
diese Funktion aktuell kontrovers diskutiert wird (Kronemann u. a. 2010; Zielke u. a. 2011).
Zusétzlich konnte eine Interaktion von UAP56 mit dem NP Protein der Influenza Viren
nachgewiesen und in diesem Zusammenhang ein positiver Effekt auf die virale Replikation
gezeigt werden (Momose u. a. 2001; Wisskirchen, Ludersdorfer, Miller, Moritz, und Pavlovic
2011a). Der Export- und Splei3faktor SF2/ASF wurde ausgewahlt, da fur diesen Faktor bereits
eine Beteiligung am SpleilRvorgang der viralen M1 mRNA nachgewiesen werden konnte (Shih
und Krug 1996). Desweiteren wurde eine Beteiligung von SR Proteinen am Export intronloser

MRNA postuliert (Y Huang und Steitz 2001; Hargous u. a. 2006), somit ist eine Beteiligung am
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Export intronloser viraler mRNA vorstellbar. Als weiterer Faktor wurde Y14 ausgewdhlt, eine

Komponente des EJC mit regulatorischen Funktionen in der Rekrutierung von Exportfaktoren.

Eine Rekrutierung von Y14 wirde eine Rekrutierung von Exportfaktoren erméglichen (V. N. Kim
und Dreyfuss 2001; Schmidt, Im, Benzing, Janjetovic, Rippe, Lichter, und Wachsmuth 2009b;
Chuang, Peng, und Tarn 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

In den BiFC Assays konnte eine Interaktion des viralen NS1 Proteins mit den zellularen
Exportfaktoren Aly und SF2/ASF detektiert werden (Abb. 3.7; Abb. 3.8). In in vitro
Bindungsassays wurden diese Interaktionen bestétigt (Abb. 3.10; Abb. 3.12). Zudem konnte
in diesen Assays gezeigt werden, dass die Interaktionen RNA-abhangig sind, da die

Bindungseffizienz nach einer Behandlung der Proben mit RNase um die Halfte abnahm.

In GST-Bindungsassays mit rekombinant exprimierten und aufgereinigtem NS1 Protein

wurde eine direkte Protein-Protein Interaktion nachgewiesen (Abb. 3.14).

Anhand von NS1 Deletionsmutanten konnte in in vitro Bindungsassays gezeigt werden,
dass der N-Terminus des NS1 Proteins (Aminosauren 1-73) notwendig fir die Interaktion
mit Aly und SF2/ASF sind (Abb. 3.16).

Die Interatkionen der zellularen Exportfaktoren Aly und SF2/ASF mit dem viralen NS1

Protein konnten in vivo durch eine Koimmunprazipitation gezeigt werden (Abb. 3.17).

BiFC Assays mit Deletionsmutanten von Aly und SF2/ASF ergaben, dass die RS-Doméne
des SF2/ASF nicht an einer Interaktion mit NS1 beteiligt ist (Abb. 3.20). Fur Aly konnte
gezeigt werden, dass der C-Terminus (Aminosaure 239-255) fir eine Interaktion mit NS1
notwendig ist (Abb. 3.23; Abb. 3.25; Abb. 3.26).

Mit einem RNA-Immunpréazipitationsassay wurde die Bindung von NS1 und SF2/ASF an

virale intronlose und nicht-gespleiRte mMRNAs gezeigt (Abb. 3.28).

Minigenom Assays zeigten eine verstarkte Expression viraler Transkripte bei Koexpression
von NS1 und SF2/ASF (Abb. 3 30). Ein Fraktionierungsversuch konnte desweiteren einen
vermehrten Export von HA, NA und M1 mRNA in Anwesenheit von NS1 und SF2/ASF
nachweisen (Abb. 3.32).

In Replikationsanalysen wurde nach Knock-down des zelluldren Aly Proteins mit SIRNA eine
signifikante Verminderung der Repliaktionsfahigkeit von Influenza Viren festgestellt (Abb.
3.34).

Die Interaktionen der zellularen Faktoren Aly und SF2/ASF konnten mit rekombinanten
Viren (A/PR/8/34/YC-NS1 und A/PR/8/34/YN-NS1) bestéatigt werden (Abb. 3.45; Abb. 3.46;
Abb. 3.47).

Zu Beginn dieser Arbeit wurden BiFC Assays durchgefiihrt, um mehrere zellulare Faktoren des

MRNA Exportweges auf eine Interaktion mit dem viralen NS1 Protein zu untersuchen. BiFC
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Assays werden von vielen Gruppen erfolgreich angewendet und konnten bereits Interaktionen
zwischen nuklearen Faktoren charakterisieren (Schmidt, Im, Benzing, Janjetovic, Rippe, Lichter,
und Wachsmuth 2009a; Schmidt u. a. 2006). Ebenfalls Interaktionen von Influenza Virus
Proteinen konnten anhand des BiFC Assay nachgewiesen werden. Hemerka und Kollegen
zeigten mit Hilfe dieses Assays eine Interaktion der viralen PA und PB2 Protein miteinander
(Hemerka u. a. 2009). Aufgrund dieser Erkenntnisse und der relativ unkomplizierten Anwendung
wurde auch in dieser Arbeit das BiFC Assay fiur Interaktionsstudien genutzt. Mit den zellularen
Exportfaktoren Aly und SF2/ASF konnte in diesen Assays eine Interaktion mit dem NS1 Protein
detektiert werden. Die Interaktion zwischen NS1 und SF2/ASF konnte in diesem Assay nur in
infizierten Zellen nachgewiesen werden. Dies kénnte zum einen daran liegen, dass ein
zuséatzlicher viraler Faktor — ein Protein oder virale RNA — fur die Ausbildung oder Stabilisierung
notwendig war. Eine andere Mdglichkeit ist, dass es sich um eine transiente Interaktion handelt
die in transfizierten Zellen nur kurzzeitig auftritt. In 2 von 10 Versuchsdurchfihrungen konnte
eine Interaktion von NS1 mit SF2/ASF auch in transfizierten Zellen nachgewiesen werden,
diese Ergebnisse konnten jedoch nicht reproduziert werden. Weitere Bindungsstudien
unterstitzen eine Komplexbildung von NS1 und SF2/ASF. So konnte in in vitro Bindungsstudien
mit in vitro translatiertem, viral exprimierten oder bakteriell exprimierten und aufgereinigtem NS1
Protein die Interaktion mit Aly und SF2/ASF mit dem viralen Protein bestatigt werden, und
ebenso in einem in vivo Ansatz mittels Koimmunprazipitation. Es konnte gezeigt werden, dass
es sich um direkte Protein-Protein Interaktionen handelt, die teilweise von RNA stabilisiert
werden. Diese Daten lassen Vermutungen Uber einen eventuellen Ablauf der Reaktionen zu. In
Abbildung 4.1 sind zwei Modelle dargestellt. In Modell A bindet das NS1 Protein zuerst an den
zelluldren Exportfaktor, durch diese Bindung konnte die Affinitat zur RNA-Bindung der Proteine
gesteigert werden und der Proteinkomplex interagiert infolge dessen mit der viralen mRNA. Der
zelluldre Exportrezeptor TAP/NXF1 wird Uber einen ahnlichen Mechanismus an zellulare mRNA
rekrutiert. TAP/NXF1 besitz vorerst nur eine geringe Affinitat zu RNA, durch die Interaktion mit
dem Adapterprotein Aly verandert der Exportrezeptor jedoch seine Konformation und wird affin
fir mRNA (Hautbergue u. a. 2008). Ein ahnlicher Mechanismus ist fir das NS1 Protein moglich,
nach Rekrutierung des zellularen Exportfaktors wird die Affinitat zu viraler mRNA gesteigert und
die Bindung an virale mRNA festigt den Komplex. Im Modell B bindet das NS1 Protein zuerst an
virale mRNA und rekrutiert infolgedessen SF2/ASF oder Aly an die virale mRNA. NS1 formt eine
Bindungsplattform auf der viralen mRNA fiir die zellularen Exportfaktoren. Ahnlich rekrutiert der
EJC Prozessierungs- und Exportfaktoren an die mRNA. Zuerst formt sich ein Kernkomplex aus
Y14, Magoh, elF4A3 und MLN51, und danach werden weitere Faktoren wie Aly, RNPS1 und

weitere rekrutiert (Schmidt, Im, Benzing, Janjetovic, Rippe, Lichter, und Wachsmuth 2009a).
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Abb.4.1: Schematische Darstellung der Rekrutierung von zelluldaren Exportfaktoren durch das
viralen NS1 Protein. Die Rekrutierung von Exportfaktoren kann auf zwei unterschiedliche Weisen
geschehen, in Modell A rekrutiert freies NS1 Protein den Exportfaktor (X) und bindet erst danach als
Komplex an virale mRNA. Modell B hingegen postuliert, dass das NS1 Protein erst an virale mRNA bindet
und dann mit einem zellularen Exportfaktor interagiert. X: zellularer Exportfaktor.

Anhand von NS1 Deletionsmutanten konnte in GST-Bindungsstudien nachgewiesen werden,
dass der N-Terminus (AS 1-73) die Bindung mit den zellularen Proteinen vermittelt. Diese
Doméane des viralen Proteins wird auch als RNA-Bindungsdoméne bezeichnet. Es konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass die Aminoséauren R39 und K41 fur die RNA-Bindung
verantwortlich sind (Hale, Randall, u. a. 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurden in vitro
Bidungsstudien mit einer NS1 Mutante durchgefihrt, die in der RNA-Bindung eingeschréankt ist.
Diese Mutante trug an der AS Position 34, 35, 37, und 38 jeweils ein Alanin (Abb. 3.9), die AS
39 und 41 hingegen waren intakt. Die Bindungsassay in dieser Arbeit zeigten keine Interaktion
zwischen der NS1 RNA mut Version und den zelluldren Proteine Aly und SF2/ASF. Zur
genaueren Kartierung der an der Interaktion beteiligten Aminosauren mussten weitere
Experimente durchgefihrt werden. Somit kdnnte geklart werden, ob die an der RNA-Bindung
notwendigen Aminosauren auch an der Protein-Protein Interaktion mit den zellularen Faktoren
beteiligt sind. Dies kdnnte Aufschluss dariiber geben, ob die Interaktion zwischen NS1 und Aly
oder SF2/ASF und der viralen mRNA parallel stattfinden kann, oder ob sie sich gegenseitig

ausschlieRt und nacheinander erfolgen muss.

Gerade, weil das NS1 Protein unterschiedlichste Funktionen in der Wirtszelle Ubernimmt, ist ein
Mechanismus vorstellbar, der bestimmte Interaktionen des Proteins reguliert. Solch ein
Mechanismus kann durch post-translationale Modifikationen des Proteins geschehen —
Phosphorylierung, Methylierung, Sumoylierung oder &hnliches. Bereits fur Aly wurde postuliert,
dass unterschiedliche Methylierungs-Zustande des Aly Proteins die Fahigkeit, RNA an den

Exportrezeptor TAP/NXF1 zu ubergeben, verandert (Hung u. a. 2010). Auch fir das zellulare
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Protein SF2/ASF wurde beschrieben, dass die Aktivitait anhand unterschiedlicher
Phosphorylierungszustdnde und mdglicherweise auch durch Methylierungen reguliert wird
(Koizumi u. a. 1999; Bullock u. a. 2009; Sinha u. a. 2010). Es ist mdglich, dass die Bindung des
NS1 Proteins an virale mRNA eine Interaktion mit den Exportfaktoren stabilisiert, um eine
vorzeitige Abdissoziation des Proteinkomplexes zu verhindern und den vollstadndigen Export zu
gewahrleisten. Ahnliche Mechanismen sind bereits in der Literatur beschrieben, so ist unter
anderem eine Rolle der 5"-Kappe und des Poly(A)-Schwanz der zellularen mRNA die Stabilitat
dieser zu gewahrleisten und Prozessierungsfaktoren wie beispielsweise Aly zu rekrutieren
(Gallie 1991; Deo u. a. 1999; Keller und Minvielle-Sebastia 1997; H. Cheng u. a. 2006). In
ahnlicher Weise kdonnte das NS1 Protein die Bildung eines Exportkomplexes auf der viralen

MRNA katalysieren.

Um zu charakterisieren, welche Doméanen der Proteine SF2/ASF und Aly an der Ausbildung der
Interaktion beteiligt sind, wurden Mutationsanalysen durchgefuhrt. Fir das SF2/ASF Protein
konnte in BIFC Studien eine Beteiligung der RS-Domé&ne der Komplexbildung mit NS1
ausgeschlossen werden (Abb. 3.20). Dies deutet auf eine Interaktion von SF2/ASF und NS1
Uber die RNA-recognition-motif (RRM)-Doméanen des zellularen Exportfaktors hin.
Experimentelle Studien konnten zeigen, dass SF2/ASF durch die RRM-Doménen mit der
Topoisomerase | interagiert (Kowalska-Loth u. a. 2005). Desweiteren demonstrierten Tintaru
und Kollegen, dass SF2/ASF Uber die Linker-Domane zwischen den RRM-Doméanen den
Export-Rezeptor TAP/NXF1 rekrutiert (Tintaru u. a. 2007). NS1 kénnte durch Bindung an die
RRM-Doménen die Bindung von SF2/ASF an virale mRNAs stabilisieren und einen
funktionellen Exportkomplex formen. Mdoglicherweise konnte auch die Rekrutierung des
Exportrezeptors TAP/NXF1, beispielsweise durch Exponierung der Bindungsdomane, durch die
Interaktion mit NS1 gefdrdert werden. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die fir eine

Interaktion mit NS1 notwendigen Aminosauren zu identifizieren.

Ebenfalls in BiFC Assay wurden nachgewiesen, dass der C-Terminus des Exportproteins fiir die
Interaktion mit NS1 essentiell ist (Abb. 3.23; Abb. 3.25; Abb. 3.26). Luo und Kollegen
berichteten, dass der C-Terminus (AS 239-255) von Aly nicht nur fir eine Interaktion mit UAP56,
sondern auch fur die Rekrutierung von Aly an prozessierte mMRNPs notwendig ist (M. L. Luo u.
a. 2001). Abbildung 4.2 veranschaulicht die Rekrutierung von Aly tber UAP56 bzw. NS1 an
MRNA. Inwiefern NS1 und UAP56 um die Bindung an den C-Terminus (AS 239-255) von Aly
konkurrieren, oder ob die Proteine parallel binden kénnen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
addressiert. In Abbildung 4.3 sind die Bindungsdomanen der einzelnen Proteine anand der hier

durchgefuhrten Ergebnisse kartiert.
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mRNA

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Rekrutierung des Exportfaktors Aly. Der zellulare
Exportfaktor und Helikase UAP56 rekrutiert bindet den C-Terminus (AS 239-255) des Aly Proteins und
rekrutiert auf diese Weise Aly an die zu exportierende mRNA. Ebenfalls NS1 bindet Aly in diesem Bereich
und rekrutiert es vermutlich so an virale mRNAs.

Die hier zum erstenmal beschriebenen Interaktionen von NS1 mit den zellularen Exportfaktoren
SF2/ASF und Aly unterstiitz die Hypothese einer Adapterprotein-Funktion von NS1. Weil
Influenza A/deINS1 Viren auf Interferon-kompetenten Zellen stark attenuiert sind — um 3-Log
Stufen - und auf Verozellen, die kein Interferon bilden, immer noch um eine Log-Stufe in ihrer
Replikation inhibiert sind (A Garcia-Sastre u. a. 1998) handelt es sich vermutlich nicht um eine
fir das Virus essentielle Funktion. Dennoch zeigt gerade ein attenuiertes Wachstum auf Zellen,
die nicht Uber ein Interferon-System verfiigen, dass neben der antiviralen Wirkung des NS1
Proteins weitere Funktionen des Proteins eine virale Vermehrung unterstitzen. Dies kodnnte
beispielsweise die Forderung des viralen mRNA Exports sein. NS1 koénnte im frihen
Replikationszyklus mit dieser Funktion die Replikation signifikant vorantreiben. Die Rekrutierung
von Exportfaktoren ermdglicht ein schnelles Voranschreiten, bzw. AbschlieRen des viralen
Replikationszyklus. Fur weitere Viren, wie beispielsweise HSV1 und HIV, konnte bereits eine
Rekrutierung von Aly oder anderen Faktoren an virale mRNA nachgewiesen werden, um einen
Export dieser zu gewéahrleisten (I.-H. B. Chen u. a. 2005; L. A. Johnson und Sandri-Goldin 2009;
Bryan R Cullen 2003). Die Rekrutierung von Proteinen aus dem zellularen mRNA Exportweg
konnte demnach als eine erfolgreiche Strategie von viralen Adapterproteinen betrachtet werden,
um den Export der eigenen mRNAs zu gewdhrleisten. Dies unterstiitzt die Bedeutung der hier

beobachteten Interaktionen des NS1 Proteins im viralen mRNA Export.
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Proteine SF2/ASF, Aly und NS1. Gekennzeichnet sind
potentielle Interaktionsdoméanen.

4.3 Stimulierender Effekt von NS1 und SF2/ASF auf den

viralen mRNA Export

Essentielle Eigenschaften von Adapterproteinen sind auf der einen Seite eine Assoziation mit
der zu exportierenden mRNA und zum anderen die Interaktion mit einem Exportprotein, um ein
Hinausschleusen der RNA aus dem Zellnukleus zu gewéhrleisten. Fir NS1 wurde in dieser
Studie und von weiteren Gruppen eine Bindung an virale mRNA nachgewiesen (Wei Wang u. a.
2008; Bier, York, und Fodor 2011). Auch fur das zellulare Exportprotein Aly wurde experimentell
eine Bindung an virale mRNA vorgeschlagen (Bier, York, und Fodor 2011). Fiur SF2/ASF konnte
in dieser Arbeit zum erstenmal gezeigt werden, dass es virale mRNA prazipitiert (Abb. 3.28).
Beide Exportproteine interagieren nicht nur direkt mir dem viralen NS1 Protein, sondern kénnen
somit auch virale mRNAs binden. In der Literatur ist beschrieben, dass sowohl Aly als auch
SF2/ASF fahig sind den Exportrezeptor TAP/NXF1 an die zu exportierende mRNA zu
rekrutieren (Taniguchi und Ohno 2008; Yingqun Huang u. a. 2003).

Das Zusammenspiel von NS1 und SF2/ASF wurde im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht.
In Minigenom-Assays konnte gezeigt werden, dass eine Koexpression beider Proteine die
Expression eines viralen Reporterkonstrukts bis zu sechsfach verstarkte (Abb. 3.29). Ob dieser
Effekt auf einem verstarkten Export viraler mRNA oder aber auf einem positiven Effekt in der
Proteintranslation beruhte, konnte anhand dieses Assays nicht aufgeschlisselt werden. In einer
weiteren Untersuchung wurde daher die mMRNA Konzentration des viralen Reporterkonstrukts in

der zytoplasmatischen und nukleoplasmatischen Fraktion bestimmt. Tatséchlich konnte ein
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positiver Effekt auf den Export viraler mRNA detektiert werden (Abb. 3.30; Abb. 3.31). Es konnte
eine Steigerung des Exports von intronloser und ungespleilter mRNA bei Koexpression von
NS1 und SF2/ASF in diesem Assay erzielt werden. Weitere Untersuchungen sind notwendig um
zu klaren, ob dieser Effekt der einzige Grund einer erhthten Expression ist, oder ob die
Interaktion zwischen NS1 und SF2/ASF ebenfalls auf die Translation wirkt. Desweiteren wére es

interessant eine Beteiligung von Aly in diesem Kontext zu untersuchen und analysieren.

In dieser Arbeit wurde nur der Export der Sepmente 4, 6 und 7 (HA, NA und M1) untersucht, das
sind intronlose oder nicht-gespleildte virale mRNA. Die HA und NA mRNA zeigten dabei einen
gesteigerten Export durch Koexpression von NS1 und SF2/ASF. Read und Kollegen haben
gezeigt, dass scheinbar nicht alle virale mRNAs mit der gleichen Effizienz exportiert werden
(Read und Digard 2010). Demnach zeigten die ungespleiiten mRNAs der friihen Genprodukte,
insbesondere NP und PB1 mRNAs, die geringste Abhangigkeit vom TAP/NXF1-vermittelten
Exportweg. Die intronlosen und gespleiiten mRNAs der spaten Genprodukte hingegen,
zeigten die groRRte Abhangigkeit von diesem zellularen Exportweg. Somit zeigten die Ergebnisse
des HA mRNA Exports bei Read und Kollgen dieselbe Tendenz in der Abhéangigkeit von
zellularen Faktoren, wie die Ergebnisse dieser Arbeit. Eine weitere Untersuchung der gesamten
viralen mRNAs ist notwendig, um einen Einfluss der NS1-SF2/ASF oder auch der NS1-Aly
Interaktion auf den spezifischen Export von unterschiedlichen Spezies der mRNAs zu

entschlisseln.

4.4 Aly beeinflusst die effiziente Replikation von Influenza A

Viren

Eine siRNA Behandlung gegen TAP/NXF1 fuhrte in Replikationsstudien zu einer verminderten
Replikation von Influenza A Viren (Hao u. a. 2008; Read und Digard 2010). Read und Kollegen
beobachteten eine Abnahme der Replikationseffizienz um zwei Log-Stufen, wenn TAP/NXF1
nicht exprimiert wurde. Dies verstérkt die Bedeutung des Exportrezeptors TAP/NXF1 im viralen
Replikationszyklus. In dieser Arbeit wurde die Rolle der zellularen Exportfaktoren, die Uber
Interaktion mit NS1 und viraler mRNA den Exportrezeptor rekrutieren und so eine Verbindung
zwischen viralen Transkripten und dem =zellularen Exportweg schaffen untersucht. Wenn
SF2/ASF und Aly im Export viraler mRNA beteiligt sind, dann sollte die Abwesenheit der
Proteine eine negative Auswirkung auf die virale Replikation haben. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte festgestellt werden, dass das Fehlen von Aly zu einer um eine Log-Stufe signifikant
verminderten Replikation von Influenza A Viren fihrte (Abb. 3.34). Nach verminderter
Expression von SF2/ASF hingegen, konnte kein Effekt auf die virale Replikation beobachtet
werden. Die siRNA Behandlung von SF2/ASF war im Vergleich zu Aly weniger effizient. Die
Expression von SF2/ASF war nach 24 Stunden um etwa 60% und nach 36 Stunden um 50%
reduziert, Aly hingegen war nach 24 Stunden bereits um 90% reduziert und nach 36 Stunden

konnte kein Protein detektiert werden (Abb. 3.35). Die Versuchsbedingungen fiir die siRNA
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Behandlungen wurden stets in nicht infizierten Zellen durchgefuhrt. Es wéare denkbar, dass
durch die Infektion der Gen-Knock-down fur SF2/ASF beeintrachtigt wurde und die Behandlung
daher nicht effizient verlief. Andererseits ware es auch mdglich, dass trotz der siRNA
Behandlung noch ausreichende Mengen von SF2/ASF Proteine in der Zelle vorhanden waren.
Desweiteren kdnnen Faktoren wie die Stabilitdt der mRNA Transkripte und ihre Abundanz einen
Effekt auf die Qualitdt des Gen-Knock-down von SF2/ASF haben. Einen Effekt auf die virale
Replikation konnte in diesem Assay nicht nachgewiesen werden. Zur Komplettierung dieser

Studien, sollten diese mit einem effizienten SF2/ASF Knock-down wiederholt werden.

In anderen Studien wurde gezeigt, dass eine siRNA Behandlung gegen TAP/NXF1 zu einer
100-fach verminderten Replikation von Influenza A Viren fuhrte (Hao u. a. 2008; Read und
Digard 2010). Zusétzlich wurde eine 10-fach verminderte Replikation beobachtet, bei Inhibition
der zellularen Expression von UAP56 durch siRNA (Read und Digard 2010). UAP56 ist
ebenfalls ein Exportprotein, dessen unterstiitzende Funktion auf die virale Replikation postuliert
wurde (Momose u. a. 2001). Es konnte eine Interaktion von UAP56 mit dem viralen
Nukleoprotein nachgewiesen werden, jedoch wurde die Bedeutung von UAP56 auf die virale
Replikation nicht weiter analysiert (Momose u. a. 2001). Eine aktuelle Studie hat dieses Thema
wieder aufgegriffen und postuliert fir UAP56 sowohl eine Funktion in der Unterdriickung einer
antiviralen Immunantwort wahrend einer Influenza Virus Infektion, als auch eine Rolle im Export
viraler mRNAs (Wisskirchen, Ludersdorfer, Miller, Moritz, und Pavlovic 2011a; Wisskirchen,
Ludersdorfer, Mller, Moritz, und Pavlovic 2011b). Nach Knock-down von UAP56 wurde ein
verminderter Export viraler M1 und NP mRNA im Vergleich zu Kontroll-Zellen beobachtet, es
wurde jedoch nicht untersucht inwiefern dieser Effekt spezifisch war. Ein Knock-down von
UAP56 hat deutliche Auswirkungen auf die Zell-Vitalitat und fuhrt nach 72 Stunden zum Zelltod
(Kapadia u. a. 2006). Die beobachteten Ergebnisse konnten durch Nebeneffekte der
Behandlung hervorgerufen worden sein. Desweiteren wurde eine mogliche Assoziation von
UAP56 mit den viralen mRNAs untersucht. Somit ist nicht sicher, ob und welche Rolle UAP56 in

diesem Zusammenhang einnehmen konnte.

Einen signifikanten Effekt von Aly auf die virale Replikation, wie in dieser Arbeit gezeigt, konnte
von Read und Kollegen nicht beobachtet werden, was an unterschiedlichen
Versuchsbedingungen oder unterschiedlichen Qualitaten der verwendeten siRNAs liegen
koénnte. Bereits in friheren Studien wurde beobachtet, dass eine Inhibition der Aly Expression
nur einen sehr geringen Effekt auf den Export von poly(A)RNAs hatte (L. A. Johnson, Li, und
Sandri-Goldin 2009). Es ist bekannt, dass mehrere zellulare Faktoren im mRNA Export als
Adaptorproteine fir TAP/NXF1 dienen. Die Abwesenheit nur eines dieser Proteine kénnte ohne
funktionellen Ausfall des zellularen mRNA Exports bleiben (H. Cheng u. a. 2006; Masuda u. a.
2005). Die Uberexpression von Aly stimulierte den Export viraler HSV1 mRNAs, was den
Einfluss auf virale Transkripte zeigte (I.-H. B. Chen, Sciabica, und Sandri-Goldin 2002; Koffa u.
a. 2001). Eine genaue Rolle von Aly im Export viraler mRNAs ist aufgrund der unterschiedlichen

Daten noch offen. Die in dieser Arbeit gezeigten Replikationsstudien nach Inhibition von Aly
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zeigen einen signifikanten Effekt und bestarken die Theorie einer funktionellen Beteiligung von

Aly im mRNA Export der Influenza Viren.

Fur SF2/ASF zeigten frihere Studien, dass eine Inhibition der Expression durch siRNA den
alternativen SpleiRvorgang in der Zelle beeinflussen kann (de la Mata u. a. 2003). Zudem wurde
gezeigt, dass eine solche Behandlung einen Einfluss auf das Verhaltnis zwischen Kappen-
abhangiger und interner ribosomaler Eintrittsstellen (IRES)-vermittelter Translation ausubt
(Blaustein u. a. 2009). Neue Untersuchungen von Pelisch und Kollegen deuten ebenfalls auf
einen Zusammenhang einer SF2/ASF Inhibition und der Inhibition der Sumyolierung von
Proteinen in der Zelle hin (Pelisch u. a. 2010). Diese Daten unterstreichen die vielfaltigen
Funktionen von SF2/ASF. Die Tatsache, dass in dieser Arbeit keine Effekte durch die siRNA-
Behandlung gegen SF2/ASF nachgewiesen werden konnten, wurde als eine insuffiziente
Effizienz der Inhibition interpretiert.

Neben den Replikationsstudien von Influenza A Viren wurde ebenfalls die Replikation von
Vesikular Stomatitis Viren (VSV) nach dem Knock-down von zelluldren Exportproteinen Aly,
SF2/ASF und UAP56 analysiert. VSV replizieren nicht im Nukleus ihrer Wirtszelle und sind
dadurch nicht von zellularen mRNA Exportfaktoren abhéngig. Die hier durchgefiihrten Analysen
zeigen, dass die siRNA Behandlung keinen Einfluss auf den Titer der VSV hat (Abb. 3.36).
Diese Ergebnisse bestatigen zum einen, dass die siRNA-behandelten Zellen voll funktionsfahig
waren um Virus zu replizieren, zum anderen, dass der beschriebene Effekt des Aly-Knock-

downs auf die Inluenza A Virus Replikation spezifisch war.

4.5 Rekombinante Influenza A Viren

Der Nachweis von Proteineninteraktionen mit in vitro und in situ Assays ermdglicht die
Biochemie dieser Interaktionen zu untersuchen. Unerlasslich sind jedoch in vivo
Untersuchungen, um eine Relevanz in einem biologischen System nachzuweisen. Aus diesem
Grund wurde in Zusammenarbeit mit Balaji Manicassamy und Adolfo Garcia-Sastre der Mount
Sinai School of Medicine, New York, rekombinante Influenza A Reporterviren hergestellt. Eine
Variante exprimierte ein YC-NS1 Protein, eine andere Variante das YN-NS1 Protein. Diese
Viren konnten genutzt werden, um die Interaktionen zwischen NS1 und den Exportproteinen
SF2/ASF und Aly in BiFC Assays zu bestatigen (Abb. 3.45; Abb. 3.46; Abb. 3.47). Das virale
Protein wird in diesen Ansétzen in Konzentrationen entsprechend einer normalen Infektion
exprimiert. Kurzlich wurde die erfolgreiche Konstruktion eines GFP-Reportervirus publiziert (B.
Manicassamy u. a. 2010). Diese Viren, ebenso wir die in dieser Arbeit benutzten YC-NS1-/ und
YN-NS1-Reporterviren, waren zum Teil leicht attenuiert, replizierten aber &hnlich effizient und
teilweise zu vergleichbaren Titern wie die korrespondierenden Viren ohne eine Fusion (YC, YN
oder GFP) am NS1 Protein. Die NS1-Fusionsproteine sind weiterhin fahig eine antivirale
Immunantwort in der Zelle zu antagonisieren. Diese Erkenntnisse deuten auf ein

funktionsfahiges rekombinantes Virus hin, ohne signifikante Einschrédnkungen in der
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Replikation. Die Interaktionen der NS1-Fusionsproteine mit den Exportfaktoren SF2/ASF und
Aly in diesem Assay beruhen daher nicht auf eine eventuelle Beeintrachtigung der Infektion. Die
hier beschriebenen rekombinanten Viren kénnen fir weitere Untersuchungen von groR3er
Bedeutung sein um unterschiedliche Fragestellungen in vivo zu adressieren (siehe Abschnitt
4.7).

4.6 Nuklearer Export der mRNA von Influenza A Viren — ein
Modell

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Datenbeziiglich des viralen mRNA Exports, wurden in

Abbildung 4.4 in einem Modell dargestellt.
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung des nuklearen Export zellularer mRNA und des Arbeitsmodells
des viralen mRNA Export. A) Ko-transkriptionell wird neu gebildete pra&-mRNA gespleif3t und es formt
sich der Exon-Junction Multiproteinkomplex (EJC) aufwarts der Verknupfungsstelle zweier aufeinander
folgender Exons auf der pr&-mRNA. Der EJC dient als Bindungsplattform zur Rekrutierung notwenidger
Faktoren der RNA-Qualitéatskontrolle und des Exports. Die Exportfaktoren Aly und SF2/ASF sind transient
mit dem EJC assoziiert. Neben dem ECJ bildet der THO-Komplex zusammen mit den Proteinen Aly und
UAP56 den Transkriptions/Export (TREX) Komplex. Dieser wird in Abhangigkeit von der Transkription und
der 5-Kappenstruktur zur mRNA rekrutiert. Sowohl Aly als auch SF2/ASF sind Adapterproteine und
besitzen die Fahigkeit den Exportrezeptor TAP/NXF1 zu binden und an die exportbereite mRNA zu
Ubergeben. Wéhrend diesem Schritt erfolgt eine Abdissoziation von UAP56. TAP/NXF1 vermittelt den
Export der mRNAs durch eine Interaktion mit den FG-repeats bestimmter Nukleoporine durch die
Kernpore hindurch. B) Virale mRNAs werden im Gegensatz zu zellularen mRNAs von der eigenen viralen
Polymerase transkribiert, und hat aus diesem Grund keinen Zugang zu der zellularen Exportmaschinerie.
Das NS1 Protein der Influenza A Viren rekrutiert entweder direkt einen zellularen Exportfaktor bevor es an
virale mRNA bindet, oder aber es bindet zuerst an neu gebildete virale mMRNAs und rekrutiert danach Aly
und/ oder SF2/ASF. Somit formt sich ein Proteinkomplex auf viralen Transkripten. Durch die Funktion von
Aly und SF2/ASF als Adapterproteine kann im Weiteren der Exportfaktor TAP/NXF1 an virale mRNPs
rekrutiert werden und den Export durch die Kernpore ins Zytoplasma vermitteln.
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Virale mRNA Transkripte werden vom viralen Polymerasekomplex transkribiert und haben aus
diesem Grund keinen Zugang zum zellularen mRNA Exportweg. In dieser Studie wurde zum
ersten Mal eine Verbindung dieser Transkripte zum zellularen mRNA Exportweg durch die
Protein-Protein Interaktion des NS1 Proteins mit den Exportfaktoren SF2/ASF und Aly gezeigt.
Sowohl fur Aly, als auch fiir SF2/ASF wurde gezeigt, dass diese den Exportrezeptor TAP/NXF1
binden und so fir den Export von mRNA Transkripten sorgen (Hautbergue u. a. 2008; Yingqun
Huang u. a. 2003). Bindungsstudien demonstrieren, dass Aly und SF2/ASF im N-terminalen
Bereich des NS1 Protein binden. Fraglich bleibt dabei, ob sich die Interaktionen gegenseitig
ausschlieBen, oder ob NS1 parallel beide Exportfaktoren binden kann. Erste experimentelle
Daten legen eine gleichzeitige Assoziation beider Exportfaktoren mit dem viralen NS1 Protein
nahe (Daten nicht gezeigt). Hierbei kdnnten beide Proteine fiir die Formation eines stabilen
Exportkomplexes rekrutiert werden, oder unterschiedliche mRNA Spezies kdnnten jeweils ein
anderes Exportprotein benutzen. Weil Influenza Viren verschiedene mRNAs exprimieren,
konnten unterschiedliche Exportfaktoren fur diese verschiedenen intronlosen, intronhaltigen-

ungespleiRte und gespleildte Transkripte verantwortlich sein.

In dem hier postulierten Modell rekrutiert das NS1 entweder als freies Protein oder gebunden an
virale mRNA die zellularen Exportfaktoren Aly und SF2/ASF. Die hier dargestellten Daten
beschreiben eine Protein-Protein Interaktion zwischen viralem NS1 Protein mit den zellularen
Exportfaktoren, die durch RNA stabilisiert wird. Die stabilisierende Interatkion mit RNA kdnnte
eine vorzeitige Abdissoziation des Exportkomplexes verhindern. Die Faktoren erméglichen eine
Rekrutierung des Exportrezeptors TAP/NXF1 an virale mRNA und damit den Export.

Das NS1 Protein und der virale Polymerasekomplex der Influenza A Viren konnten bereits mit
der zellularen Exportmaschinerie in Verbindung gebracht werden (Momose u. a. 2001;
Engelhardt, Smith, und Fodor 2005). Der virale Polymerase Komplex kann an die C-terminale
Domaéne (CTD) der RNA Polymerase Il binden (Engelhardt, Smith, und Fodor 2005). Durch die
Interaktion der viralen Polymerase mit der CTD konnten virale Transkripte Zugang zu sonst nur
wahrend der Transkription durch die zellulare RNA Polymerase vermittelte Faktoren erhalten
(Amorim u. a. 2007). Allerdings legen aktuelle Untersuchungen die Vermutung nahe, dass die
Interaktion der viralen Polymerase mit der CTD dem ,host shut off* dient und die Degradation
der zellularen RNA Polymerase initiiert (Vreede und Fodor 2010). Zusatzlich konnte fir das NS1
Protein eine Assoziation mit der viralen Polymerase gezeigt werden (Kuo und Krug 2009;
Marion u. a. 1997). Eine Funktion dieser Interaktion fiir die virale Transkription ist aber bisher
nicht geklart. Die Interaktion der viralen Polymerase mit der CTD scheint anhand der
publizierten Daten keine direkte Auswirkung auf den viralen mRNA Export zu haben, sondern

dient eher dem Ausschalten der zellularen Transkriptionsmaschinerie.

Der hier postulierte Export viraler mRNAs tber einen TAP/NXF1-vermittelten Weg wird durch
publizierte Studien gestitzt. Diese vermuten ebenfalls eine Rolle des Exportrezeptors
TAP/NXF1 im viralen mRNA Export. So zeigten Wang und Kollegen, dass TAP/NXF1 virale

MRNA kopréazipitiert. Weitere Gruppen zeigten, dass ein siRNA knockdown des Exportrezeptors
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zu einer verminderten Replikation von Influenza A Viren fihrt (Hao u. a. 2008; E. K. C. Read
und Digard 2010). Zusétzlich wurde der Inhibitor Leptomycin B eingesetzt, um einen Export
viraler mRNA durch den Exportrezeptor Crm1 auszuschlieRen. Es zeigte sich, dass virale
Transkripte durch diese Behandlung nicht beeintréchtigt wurden (Amorim u. a. 2007; Wei Wang

u. a. 2008), was eine Beteiligung von TAP/NXF1 im viralen mRNA Export unterstreicht.

Eine effiziente Bindung des Exportrezeptors TAP/NXF1 an zu exportierende mRNA wird durch
ein Adapterprotein, wie beispielsweise Aly oder SF2/ASF, vermittelt. Bei einer mdglichen
Beteiligung von TAP/NXF1 am viralen mRNA Export stellt sich die Frage, uUber welchen
Mechanismus virale Transkripte in diesen Exportweg eingeschleust werden. In den sehr friihen
Schritten des viralen Replikationszyklus ist kein NS1 Protein anwesend, da es als virales
Nichtstruktur-Protein in der infizierten Zelle erst synthetisiert werden muss. Das bedeutet, dass
in auch Abwesenheit des NS1 Proteins die primaren viralen mRNA Transkripte exportiert und
translatiert werden (P. Palese und Shaw 2007). Allerdings wird eine unterstiitzende Funktion
des NS1 Proteins im viralen mRNA Export diskutiert. Studien mit temperatur-sensitiven (ts)
Influenza Viren zeigten, das Mutationen im NS1-Gen Defekte in der Expression spéater viraler
Gene, wie z.B. M1 und HA, nach sich zogen (Garaigorta, Falcon, und Ortin 2005; S Ludwig,
Vogel, und Scholtissek 1995). Eine direkte Verbindung des NS1 Proteins mit der zellularen
Exportmaschienerie konnte von Satterly und Kollegen gezeigt werden. In ihren Versuchen
wurde eine Interaktion mit den zellularen Exportproteinen TAP/NXF1, pl5, Rael und dem
Nukleoporin Nup98 nachgewiesen (Satterly u. a. 2007). Es wurde anhand dieser Ergebnisse
jedoch vermutet, dass die Interaktion von NS1 mit Exportfaktoren eine inhibitorische Funktion
besitzt und so den zellularen mRNA Export blockiert. Die neuesten Untersuchungen, welche
hingegen einen TAP/NXF1-vermittelten Export viraler Transkripte postulieren, lassen diese
Eigenschaften des NS1 Proteins wieder in einem anderen Licht erscheinen. Wang und Kollegen
beschrieben eine Verbindung zwischen TAP/NXF1 und NS1 Protein mit viraler mRNA (Wei
Wang u. a. 2008), ohne jedoch eine weitere Verbindung zum zellularen Exportweg schaffen
kénnen. In dieser Arbeit wurde zum einen gezeigt, dass das NS1 Protein und das zellulare
SF2/ASF virale mRNA préazipitieren, zum anderen wurde die direkte Interaktion mit den
Exportfaktoren SF2/ASF und Aly nachgewiesen, wodurch eine aktive Rolle des NS1 Proteins

am viralen mRNA Export vorschlagen wird.

Andere Forschungsergebnisse sehen das NS1 Protein hingegen nicht beteiligt und vermuten
einzig eine Rolle zellularer Adapterproteine. So zeigten Read und Kollegen, dass nicht nur ein
Knock-down des Exportrezeptors TAP/NXF1 den Export viraler Transkripte negativ beeinflusst,
sondern, dass auch ein Knock-down der Helicase UAP56 einen Einfluss auf den Export hat.
Wahrend in Abwesenheit von TAP/NXF1 vor allem spatere Transkripte beeintrachtigt wurden,
wie HA und M2, zeigten in Abwesenheit von UAP56 Transkripte der M1, M2 und NS1 Gene die
gréRte Beeintrachtigung (E. K. C. Read und Digard 2010). In einer weiteren Studie wurde
zusétzlich gezeigt, dass der Exportfaktor Aly, das PolyA-bindende Protein (PABP)1, die 20kDa
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Untereinheit NCBP1 des nuklearen Cap-binding Komplex (CBC) und der eukaryotische

Tranlsations-Initiationsfaktor elF4E mit viraler mRNA assoziieren (Bier, York, und Fodor 2011).

Die bisher veréffentlichen Daten unterstiitzen die Abhéngigkeit des viralen mRNA Exports von
TAP/NXF1 und vermutlich von weiteren zellularen Exportfaktoren. Ein klares Bild ergeben die
Daten bisher jedoch nicht. Die Ergebnisse in dieser vorliegenden Arbeit erméglichen eine

Verbindung zwischen dem viralen NS1 Protein und der zellularen Exportmaschinerie.

Aufgrund der Assoziation von weiteren zellularen Faktoren mit viraler mRNA, wie von Bier und
Kollegen berichtet (Bier, York, und Fodor 2011), liegt die Vermutung nahe, dass sich ein
gesamter Exportkomplex auf der viralen mRNA formiert. Es ist durchaus denkbar, das SF2/ASF
und/oder Aly dabei helfen, solch ein Exportkomplex zu bilden, da fiir beide Proteine nicht nur
eine Assoziation mit viraler mRNA gezeigt wurde, sondern auch die direkte Protein-Interaktion

mit NS1 nachgewiesen werden konnte.

Das ICP27 Protein des Herpes Simplex Virus 1 (HSV1) rekrutiert Aly und/oder TAP/NXF1 um
virale Transkripte zu exportieren (l.-H. B. Chen u. a. 2005; Hernandez und Sandri-Goldin 2010).
Moglicherweise verfolgen Influenza A Viren eine &hnliche Strategie zum Export ihrer
Transkripte. Das HIV exportiert seine viralen mMRNAs ebenfalls anhand eines viralen Faktors,
dem Rev Protein. Es bindet an ein Strukturelement der viralen mRNA und interagiert parallel mit

dem zellularen Exportrezeptor Crm1, um den Export zu ermdglichen.

Eine Beteiligung von UAP56 am mRNA Export wird kontrovers diskutiert. Eine unterstiitzende
Funktion von UAP56 an der viralen Replikation durch eine Interaktion mit dem viralen NP
Protein wurde bereits 2001 beschrieben (Momose u. a. 2001), jedoch nicht im Hinblick auf
einen Einfluss im mRNA Export. Neue Untersuchungen von Read und Kollegen hingegen
zeigten, dass ein Knock-down von UAP56 zu einem verminderten Export einiger viraler
Transkripte fuhrt (E. K. C. Read und Digard 2010). Auch in anderen Gruppen wurde gezeigt,
dass eine Inhibition von UAP56 einen Effekt auf den Transport einiger viraler mRNAs hatte, und
dass UAP56 die Entstehung von dsRNA Molekilen unterbindet um einer antiviralen Reaktion
der Zelle entgegen zu wirken (Wisskirchen, Ludersdorfer, Muller, Moritz, und Pavlovic 2011a).
Studien mit den antiviral-wirkenden Mx-Proteinen postulieren eine Interaktion von Mx-Proteinen
mit UAP56 und vermuten dadurch eine Funktion in der antiviralen Aktivitat (Wisskirchen,
Ludersdorfer, Miller, Moritz, und Pavlovic 2011b). Im zellularen Export von mRNA fungiert
UAP56 als Chaperon, welches die mRNA mit Faktoren wie Aly beladt (Taniguchi und Ohno
2008). In diesem Zusammenhang kann eine direkte oder indirekte Beteiligung von UAP56 an
der Replikation oder dem Export viraler Transkripte nicht ausgeschlossen werden. Neueste
Studien weisen auf eine Crml- und Rael-unabhangige Shuttel-Aktivitdit von UAP56 hin
(Thomas u. a. 2011). Rael fungiert als Adapterprotein um TAP/NXF1 an mRNA zu rekrutieren.
Weiterfihrende Analysen sind notwendig, um eine Beteiligung von UAP56 am Export viraler

MRNAs zu konkretisieren.
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4.7 Ausblick

Die Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich der nuklearen Funktion von NS1
erworben wurden, unterstitzen die Hypothese einer Beteiligung des NS1 Protein am viralen
MRNA Export. Dennoch sind nicht alle Fragen geklart, die zum Verstandnis des mRNA Exports

beitragen.

1) Durch Minigenom Assays konnte ein vermehrter Export intronloser und intronhaltiger, nicht-
gespleiter viraler MRNA gemessen werden, wenn NS1 und SF2/ASF koexprimiert wurden. Fir
eine genauere und tiefergehende Analyse des viralen mRNA Exports wére es von groRem
Interesse, diese Ergebnisse in vivo wahrend einer Infektion zu wiederholen und in einem
guantitativen Mal3stab durchzufiihren. Nur auf diese Weise kann die Bedeutung einer

Interaktion von NS1 und SF2/ASF verstanden werden.

2) In Replikationsstudien konnte bereits eine signifikant verminderte Replikation von Influenza A
Viren nach siRNA Behandlung gegen das zellulare Aly Protein nachgewiesen werden. Es wére
notwendig in einem Minigenom Assay auch fir Aly zu untersuchen, welche viralen Transkripte
maoglicherweise vermehrt durch NS1 und Aly exportiert werden. Es ware vorstellbar, dass
unterschiedliche Adapterproteine fur unterschiedliche mRNA Spezies - wie intronlose,

intronhaltig aber ungespleil3t, gespleil3t — genutzt werden.

3) Die Untersuchungen dieser Arbeit fanden ausschlieZlich mit Influenza A Viren statt. Die NS1
Proteine von A und B viren sind nur zu etwa 25% identisch, weisen aber beispielsweise einen
ahnlichen N-Terminus auf (A/NS1 1-73; B/NS1 1-93). Erste Hinweise aus der Arbeitsgruppe von
PD Dr. Wolff deuten auch auf eine mdgliche Beteiligung des B/NS1 Proteins am Export viraler
MRNA hin. Weitere Studien sind nétig um zu verstehen, ob Influenza B Viren eventuell eine

vergleichbare Strategie wie Influenza A Viren benutzen um ihre virale mRNA zu exportieren.

4) Die Etablierung der YC-NS1 und YN-NS1 exprimierenden Influenza Viren kdnnen fir
intensive Untersuchungen in unterschiedlichen Kontexten genutzt werden. In der vorliegenden
Arbeit dienten die Viren, um die beobachteten Interaktionen in einem in vivo Kontext zu
untersuchen. Eine Ausweitung eines derartigen Ansatzes in einem life cell imaging Experiment
ware denkbar und kénnte zusétzliche Informationen der Interaktionen liefern — beispielsweise
Uber Mobilitat und Lokalisation zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion. Desweiteren
kann eine Untersuchung des Interaktoms durch massenspektrometische Untersuchungen in
Betracht gezogen werden. Dabei wird beispielsweise eine Koimmunprazipitation durchgefihrt
und analysiert, welche Proteine spezifisch préazipitierten. Der Vorteil der rekombinanten Viren ist
die virale Expression und eben keine Uberexpression durch eine Transfektion, welche die

Analyse verféalschen kénnte.

Weitere Aufschlisse wirden rekombinante Viren geben, die NS1 Proteine exprimieren die
durch gezielte Mutagenese nicht mehr mit zellularen Exportproteinen interagieren kénnen. Dazu
ist es erst notwendig, die fur die Interaktionen verantwortlichen Aminosduren durch

Mutationsanalysen genau zu kartieren. Ist dies geschehen, so kénnen anhand eines reversen
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genetischen Systems Viren hergestellt werden, die diese mutierten NS1 Proteine exprimieren.
Solche rekombinanten Viren kdnnten daraufhin auf ihre Replikationsfahigkeit im Vergleich zu
Wildtyp Viren untersucht werden um Rickschlisse auf die Bedeutung der Interaktionen auf den
viralen Replikationszyklus zu ziehen. Die Herstellung solcher Viren ist aufgrund der pleiotropen
Natur des NS1 Proteins sehr schwierig, da sichergestellt sein muss, dass das mutierte NS1
Protein weiterhin seine anderen Fahigkeiten uneingeschrankt beibehélt. Nur dann ist eine

spezifische Aussage beziiglich der Interaktion mit den zellularen Exportfaktoren mdéglich.

5) Die Interaktion der Influenza Viren mit der Wirtszelle sind komplex und bei weitem noch nicht
vollstandig verstanden. Kirzlich wurde gezeigt, dass die virale Proteine PB1, NP und M1
sumyoliert werden kénnen (Pal u. a. 2011). Bisher gibt es nur Spekulationen, wie sich die
Sumyolierung auf die Funktion der Proteine auswirkt. Eines der Proteine, die von der zellularen
Sumyolierungsmaschinerie erkannt wird, ist das NS1 Protein (Xu u. a. 2011; Pal u. a. 2011).
Interessanterweise wurde ebenfalls fir SF2/ASF eine Verbindung zum Sumyolierung-Apparat
gezeigt (Pelisch u. a. 2010). Durch die Interaktion von SF2/ASF und dem zellularen Ubc9 wird
die Sumoylierung von spezifischen Substraten verstéarkt. Desweiteren wird die allgemeine
Protein-Sumoylierung durch Interaktion mit der SUMO E3 Ligase PIAS1 (protein inhibitor of
activated STAT-1) unterstitzt (Pelisch u. a. 2010). Es waére interessant zu untersuchen, ob
SF2/ASF auch im Rahmen einer Influenza Infektion eine Rolle in der Regulation der

Sumoylierung ubernimmt, und ob diese flr den Infektionsverlauf von Bedeutung ist.

Auch mikroRNAs riicken ebenfalls weiter in den Fokus. Die Zielstruktur der mikroRNA-10a und
der mikroRNA-10b ist das SF2/ASF Protein, und sie haben somit vermutlich einen Einfluss auf
das alternative Splei3en und die Translation (Meseguer u. a. 2011). Desweiteren wurde gezeigt,
dass SF2/ASF die Reifung der microRNA-7 fordert, und mdglicherweise weitere mikroRNAS,
wie mikroRNA-221 und mikroRNA-222, kontrollieren kann (H. Wu u. a. 2010). mikroRNAs
haben das Interesse vieler Gruppen geweckt und gelangen immer weiter in das Interesse der
neuesten Forschung, sei es als Mittel der antiviralen Abwehr (Haasnoot und Berkhout 2011,
David 2010), oder als Mdglichkeit der Viren die zellulare Mechanismen zu beeinflussen (Yu Li u.
a. 2010). Zellulare mikroRNAs konnten die Replikation von Influenza Viren negativ
beeintrdchtigen (Song u. a. 2010; Perez u. a. 2009). Interessanterweise konnte kirzlich
ebenfalls gezeigt werden, das auch Influenza Viren so genannte small viral RNAs (sVRNAS)
exprimieren (Perez u. a. 2010). Dieses Forschungsgebiet weist jedoch noch viele Fragen auf,
und die genauen Interaktionen und Bedeutungen von zellularen und viralen mikroRNAs sind
bisher nicht vollstandig verstanden. Die Bedeutung von Proteinfaktoren, wie beispielsweise
SF2/ASF, wurde in diesen Kontexten bisher nicht addressiert. Durch die Detektion der
Interaktion von SF2/ASF mit NS1 ist eine weiterfiihrende Untersuchung auch in dieser Richtung
durchaus interessant und kann helfen die komplexen Virus-Wirt Interaktionen weiter

aufzuklaren.
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Weil die NS Proteine fur die Replikation der Influenza Viren essentiell sind, stehen sie im Fokus
der Entwicklung von lebend-attenuierten Impfstoffen, bzw. antiviralen Medikamenten. Aus einer
Sammlung chemischer Stoffe haben Basu und Kollegen in einem Hefe-basierten Assay
potentielle Antagonisten identifiziert, die die NS1 Funktion und Influenza Virus Replikation
inhibieren (Basu u. a. 2009). Ausgehend von dieser Studie wurde der Inhibitor JJ3297 von
Walkiewicz und Kollegen néher charakterisiert. Sie beschreiben, dass die biologische Funktion
des Antagonisten auf der Inhibition der Influenza Virus Replikation indem eine Virus-
Ausbreitung verhindert wird und ein antiviraler Zustand in der Zelle etabliert wird (Walkiewicz u.
a. 2011). Um solche Medikamente herzustellen ist ein tiefgreifendes Verstandnis der Funktion
der Proteine von grol3er Bedeutung. Eine umfassende Beschreibung der Funktionen und
Biologie beider Proteine, sowie die Aufklarung ihrer mechanistischen Grundlage sind notwendig
zum besseren Verstandnis und hilfreich fur die Entwicklung entsprechender Medikamente. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine aktive Rolle des NS1 Protein im viralen mRNA Export
hin. Diese Daten geben profunde und richtungsweisende Grundlagen fir eine weitergehende
Charakterisierung des Proteins.
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5 Zusammenfassung

Influenza Viren verfolgen eine nukleare Replikationsstrategie und benétigen fir ihre
Vermehrung Komponenten der zellularen RNA-Prozessierungsmaschinerie. Die Transkription
viraler mRNAs erfolgt durch den viralen Polymerase Komplex. Nur zwei der zehn viralen
Transkripte werden gesplei3t und kénnten durch eine Assoziation mit dem zellularen
SpleiBapparat auf gleiche Weise Zugang zu Exportfaktoren erhalten, wie die zumeist
intronhaltigen zellularen mRNAs. Die meisten viralen mRNAs hingegen werden nicht gespleif3t
und werden daher per se nur ineffizient von der nuklearen Exportmaschinerie erkannt. Das
pleiotrope virale NS1 Protein ist fir die Replikation der Influenza Viren von grof3er Bedeutung.
Neben der Funktion als Interferon-Antagonist sind fir NS1 in der Literatur auch
Wechselwirkungen mit Faktoren der zellularen Exportmaschinerie beschrieben worden, die
Bedeutung dieser Aktivitaten ist bisher jedoch nicht verstanden. Fest steht aber, dass Influenza
Viren eine Strategie benétigen, um ihre viralen Transkripte in den nuklearen Exportweg der

Zelle zu integrieren und eine effiziente Replikation zu gewéahren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine potentielle Funktion des viralen NS1 Proteins im Export
viraler mRNAs untersucht. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass NS1 mit
den Proteinen SF2/ASF und Aly interagiert, die Faktoren des nuklearen TAP/NXF1-mRNA
Exportweges sind. Verantwortlich fur die Interaktion ist der N-terminale Bereich des NS1
Proteins. Die Untersuchungen zeigten, dass es sich héchstwahrscheinlich um direkte Protein-
Protein Interaktionen handelt, die durch Bindung an gleiche RNA Molekile unterstitzt werden.
RNA kénnte demnach eine stabilisierende Funktion auf diese Virus-Wirts-Interaktionen haben,
um den effizienten Ablauf des viralen mRNA Exports zu gewahrleisten. Diese Schlussfolgerung
wurde durch den Befund gestitzt, dass sowohl NS1, als auch SF2/ASF an virale Transkripte
binden kénnen. Fir Aly wurde diese Fahigkeit vor kurzem von anderen Autoren publiziert.
Neben neuesten Ergebnissen, die eine Rolle des TAP/NXF1-vermittelten Exportweges fur den
viralen mRNA Export vorschlagen, deuten die Daten dieser Arbeit ergdnzend auf die aktive
Rolle des viralen NS1 Proteins am viralen mRNA Export hin. In dem vorgestelltem Modell agiert
das NS1 Protein als virales Adapterprotein, um den Export viraler mRNA durch die zellulare
Exportmaschinerie zu ermdglichen. Eine vergleichbare Strategie wird ebenfalls von anderen
Viren benutzt, beispielsweise HSV-1 Viren. Mit dieser Arbeit mag die Basis dafiir gegeben sein
aufbauende und weiterfihrende Analysen durchzufihren, um mdogliche Angriffspunkte einer

umfassenden medikamentdsen antiviralen Strategie zu erforschen.
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6 Summary

Influenza viruses replicate their viral genome in the nucleus of the host cell and therefore
depend on functions of the cellular mRNA processing and export machinery for an efficient
replication. Transcription of viral mMRNAs occurs by the viral polymerase complex, and only two
out of ten viral transcripts are spliced and may enter the export pathway via the association with
the cellular spliceosome, as it occurs for intron-containing cellular mMRNAs. However, most of the
viral MRNAs are not spliced and thus are only inefficiently recognized by the cellular export
machinery. The pleiotropic viral NS1 protein is a very important replication factor, especially due
to its function as interferon antagonist. However, a link to the cellular export pathway has been
described in the literature, but the impact of this function has not been revealed in detail. No
doubt, influenza viruses are in need of a strategy to integrate viral mRNAs into the cellular

export pathway to guarantee an efficient viral replication.

The aim of this study was to investigate a potential role of the NS1 protein in the export of viral
MRNAs. The experimental data presented in this study depict for the first time an interaction of
the viral NS1 protein and the cellular proteins SF2/ASF and Aly, two components of the nuclear
TAP/NXF1-mRNA export pathway. Most likely, this interaction occurs via direct protein-protein
binding, which is supported by association to the same RNA molecule. Due to this finding, RNA
molecules might have a stabilising function in this virus-host interaction to ensure complete and
efficient viral mMRNA export. This deductive reasoning was encouraged by data revealing that
NS1 and SF2/ASF are able to bind viral mRNAs. In the case of Aly this ability has been
published recently. Apart from recently published data that favour the involvement of the
TAP/NXF1-mediated export pathway for Influenza Virus mRNA, the results of this study
furthermore support an active role of the viral NS1 protein for the export of viral mMRNA export.
The NS1 protein acts in the proposed model as viral adapter protein to achieve export of viral
MRNA via the cellular export pathway. A comparable strategy is also used by other viruses, for
example HSV-1. The herewith presented work forms the basis for further constructive and

continuative analyses, to investigate potential points of action for a medicinal, antiviral strategy.
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7  Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

5-m7G 7-Methylguanindin-Kappe am 5 -Ende der mRNA
A Adenin

a Antikorper

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosin 5 -triphosphat

BA Bovines Albumin

bp Basenpaar

BiFC bimolekulare Fluoreszenz Komplementation
BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celcius

ca. circa

C-terminal Carboxyterminal

CTD C-terminale Doméane

cDNA kopierte (copy/complementary) DNA

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

CIAP alkalische Phosphatase aus dem Kalberdarm

(engl.: calf intestine alkaline phosphatase)

CLSM Konfokales Laser Scan Mikroskop
(engl.: confocal laser scanning microscopy)
CO, Kohlenstoffdioxid
CPSF cleavage and polyadenylation Faktor 30
Crm1 Exportin-1 (chromosome region maintenance 1)
cRNA kopierte (copy/complementary) RNA
d Tag/Tage
Da Dalton
DABCO 1,4-Diazabizyklo-[2,2,2]-oktan
ddH,0O doppelt destilliertes Wasser
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA 2’-Desoxyribonukleinsaure
dNTP 2’-Desoxyribonukleotid-triphosphat
ds Doppelstrang (engl.: double strand)
dsRNA doppelstrangige RNA
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DTT
E. coli
EDTA
EGFP
elF
EJC
engl.
ER
FCS

GFP

GST
HA
HCI
HCMV
H,O
HIV
HSV 1
HRP

IFN
19G
ivt
IPTG
IRF3

Kan
kb
kDa
Ko-IP

I

LB

9l

m

M

M1 und 2
mA
MDCK
MEM

Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
enhanced green fluorescent protein
eukaryotischer Initiationsfaktor
Exon Junction Komplex

Englisch

Endoplasmatisches Retikulum
fotales Kélberserum (engl.: fetal calf serum)
Guanin

Gramm

Grin-fluoreszierendes Protein
(engl.: green fluorescent protein)
Glutathion-S-Transferase
Hamagglutinin

Salzsaure

Humanes Cytomegalovirus
Wasser

Humanes Immundefizienz Virus
Humanes Herpes Simplex Virus 1
Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxidise)
Immunfluoreszenz

Interferon

Immunglobulin G
in-vitro-Translation
Isopropyl-B-Thiogalactopyranidose
Interferon regulierender Faktor 3
Kilo

Kanamycin

Kilobasen

Kilodalton

Ko-Immunprazipitation

Liter

Luria Bertani(-Medium)

Mikro

Milli

Molar (mol/l)

Matrixproteine 1 und 2
Milliampere

Madin-Darby Canine Kidney
Minimal Essential Medium
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min
Mock
MOl
MRNA
NA
NCR
NEP
NES
NLS
nm
NMD
NP
NPC
NS1 und 2
nt
N-terminal
NXF
oD

PA
PABP
PAGE
PB
PB1-F2
PBS
PCR

PFU
pH

p.i.
PKR
PP
RBD
RGG
RIG |
RKI
RNA
RNase
RNP
rpm
RRE

Minute

Blindwert, Negativkontrolle

Multiplicity of Infection

messenger RNA

Neuraminidase

nicht kodierende Region (engl.: non-coding region)
nukleares Exportprotein

Kernexportsignal (engl.: nuclear export signal)
Kernlokalisierungssignal (engl.: nuclear localization signal)
Nanometer

nonsense mediated decay

Nucleoprotein

nuklearer Kernporenkomplex (engl.: nuclear pore complex)
Nichtstrukturproteine 1 und 2

Nukleotide

Aminoterminal

nukleare Export Familie

optische Dichte

Polymeraseuntereinheit, azidisch
Poly(A)-Bindeprotein
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymeraseuntereinheit, basisch

Produkt des 2. Leserahmens (frame) im PB1-Segment
phosphate buffered saline

Polymerasekettenreaktion

(engl.: polymerase chain reaction)

Plaque-bildende Einheit (engl.: plaque forming units)
negativer dekadischer Logarithmus der H'-Konzentration
(lateinisch: potentia hydrogenii)

nach der Infektion (lateinisch: post infectionem)
dsRNA-abhangige Proteinkinase R

Probenpuffer

RNA binding domain

RNA recognition motif

Retinoic acid inducible gene |

Robert Koch-Institut

Ribonukleinséaure

Ribonuklease

Ribonukleoprotein-Komplex

Umdrehungen pro Minute

Rev recognition motif
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rRNA
RS

RT

RT

S

SDS
siRNA
SnRNA
SnoRNA
Std.
sSRNA
T

Tab.
TAP
TBE
TBST
TEMED
TPCK
TREX
Trim25

Tris
Triton X-100
U

U

UN

o0

uv

Y,
VRNA
VRNA
WHO
WT
YFP

z.B.

ribosomale RNA

Arginin/Serin reiche Domane
Raumtemperatur

Reverse Transkription

Sekunde

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecylsulfat)
small interfering RNA

small nuclear RNA

small nucleolar RNA

Stunde

einzelstrangige RNA (single stranded RNA)
Thymidin

Tabelle

Tip associated protein
Tris/Borsaure/EDTA-Puffer

Tris Buffered Saline mit Tween
N,N,N",N",-Tetramethylethylendiamin
(Tosylamido-2-Phenyl)Ethylchloromethylketon
Transkription/Export Komplex

Ring-, Zinkfinger- und coiled-coil (tripartite)-Motiv enthaltendes
Protein 25
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Enzymeinheit (engl.: unit)

Uracil

Uber Nacht

unendlich

Ultraviolett

Volt

virale RNA

virale Ribonukleoproteine
Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp

Gelb-fluoreszierendes Protein

(engl.: yellow fluorescent protein)

zum Beispiel
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Aminosauren

Ala
Cys
Asp
GIn
Phe
Gly
His
Iso

I o Mmoo >»

Lys
Leu
Met
Asp
Pro
Glu
Arg
Ser
Thr
Val

Try

< s< 4nwxTO T =Z2rX

Tyr

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutmaninsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin

Glutamin
Arginin

Serin

Threonin

Valin
Tryptophan

Tyrosin
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