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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Invasion von Viren

Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und sind fur ihre Vermehrung, also die Replikation
ihres Genoms und die Synthese ihrer Proteine auf die Stoffwechselwege einer lebenden Zelle
angewiesen. Das virale Genom muss nach Infektion der Wirtszelle an den Ort der Replikation
(Zytoplasma, Nukleus) gebracht werden. Der Vermehrungszyklus Iasst sich in sechs Stadien
einteilen: 1. Adsorption, 2. Penetration, 3. Freisetzung des viralen Genoms (,,uncoating*), 4.
Replikation und Biosynthese der viralen Proteine, 5. Morphogenese (,,assembly*) und 6.
Freisetzung der neu gebildeten Viruspartikel (Knipe, 1996). Wahrend der Adsorption kommt
es zu spezifischen Interaktionen zwischen viralen und zellulairen Strukturen, die die Bindung
des Viruspartikels an die Oberfliche der Wirtszelle zur Folge haben. Als Virusrezeptor wird
das zellulare Oberflachenmolekiil bezeichnet, an das ein bestimmtes Virus bindet (Marsh &
Helenius, 1989; White & Littman, 1989). Virusrezeptoren dienen nicht nur der
Virusadsorption, sondern sie initileren auch den Durchtritt des Virus durch die
Zytoplasmamembran (Penetration) (Tardieu et al., 1982). Bei behullten Viren, bei denen das
Nukleokapsid von einer Lipidmembran umgeben ist, ist die Fusion der Virushuille mit der
zelluliren Membran fur die Infektion essentiell. Diese Fusion der Virushille findet entweder
an der Zelloberflache statt oder erfolgt nach Endozytose auBlerlich gebundener Viruspartikel

an internen Membranen (z. B. Endosomen) der Wirtszelle.

1.2 Virusrezeptoren und ihr Einfluss auf die Pathogenitat

Mit der Definition von Tardieu et al., (1982) wird die Beteiligung eines Virusrezeptors
sowohl an der reinen Bindung von Virus an die Zelloberflache als auch an der Vermittlung
der Infektion, die durch eine biologisch relevante Zellantwort (Oberflaichenfusion,
rezeptorvermittelte Endozytose) eingeleitet wird, beschrieben. Mittlerweile ist bekannt, dass
die Interaktion eines Virus mit seinem zelluliren Rezeptor eine Abfolge dynamischer
Prozesse einleitet, die das Eindrigen des Virus in die Zelle ermoglichen. Schon allein die
Virus-Rezeptor Interaktion stellt einen komplizierten Vorgang dar, der mehrere Teilschritte
umfassen kann (Haywood, 1994; Schneider-Schaulies, 2000). Zusatzlich konnen gleichzeitig
mehrere sogenannte ,,Attachment-“ Rezeptoren abhidngig von der jeweiligen Zellart
verwendet, sowie verschiedene Korezeptoren benutzt werden. Die Virus-Rezeptor Interaktion

kann eine wichtige Rolle bei der Festlegung der Wirtspezifitat spielen und stellt eine Barriere
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Einleitung

fur die Ubertragung von Virusinfektionen zwischen verschiedenen Spezies dar. Gleichzeitig
kann jedoch fur die meisten Viren eine ihren Zell- bzw. Organtropismus weit iiberschreitende
Rezeptorverbreitung im Organismus nachgewiesen werden. Fur Poliovirus wurde z. B.
CD155 als zellularer Rezeptor identifiziert. CD155 gehort zur Ig-Superfamilie, enthalt drei
extrazellulare Doménen und wird in vier unterschiedlichen Spleiss-Varianten exprimiert
(Bernhardt et al., 1994; Koike et al., 1990; Mendelsohn et al., 1989). Im Menschen wird
CD155 in vielen Zellen und Geweben, u.a. in Lunge, Leber und Herz exprimiert, die aber
nicht als Replikationsorte fur das Poliovirus dienen. Das bedeutet, dass CD155 als Rezeptor
zwar die Speziesspezifitat festlegt, jedoch nicht auch den Gewebetropismus von Poliovirus
definiert (Ubersicht in: Nomoto et al., 1994).

Fur die Verteilung des Virus im Organismus auf die unterschiedlichen Zielzellen und -organe
konnte die Benutzung mehrerer Rezeptoren von Vorteil sein. Fur das humane Immun-
defizienz Virus (HIV) wurde dieser Mechanismus wahrend einer Infektion beobachtet.
AuBerdem wurde festgestellt, dass das HIV seine Hullproteine durch Mutation verandert, um
an alternative Korezeptoren binden zu konnen. Fur HIV wurde schon sehr frith das humane
CD4 Molekil, ein Vertreter der Immunglobulin Superfamilie, als der primare Rezeptor
identifiziert (Klatzmann et al., 1984). Bis heute konnte eine Reihe von Chemokinrezeptoren,
die zu einer Familie von G-Protein gekoppelten Proteinen mit sieben Transmembranregionen
gehoren, als Korezeptoren fur die Infektion mit HIV identifiziert werden. Die Benutzung der
verschiedenen Korezeptoren ist abhangig vom Virusstamm und kann sich wie schon erwahnt
im Verlauf einer fortschreitenden Infektion dndern (Ubersicht in: Berger et al., 1999). Das
CD4 Molekul wird auch vom humanen Herpesvirus 7 (HHV 7) fur die Infektion benotigt
(Lusso et al.,, 1994) und verdeutlicht dadurch, dass das gleiche zellulare Molekul von
vollkommen unterschiedlichen Viren als Rezeptor genutzt werden kann. Ein weiteres Beispiel
fur Rezeptoren, die von unterschiedlichen Viren genutzt werden, ist das 46kDa grof3e
Transmembranprotein CAR (,,coxsackie virus-adenovirus receptor), das auch der Ig-
Superfamilie angehort und zwei extrazellulare Doménen besitzt. In Hamsterzellen transfiziert,
vermittelt es sowohl Bindung, als auch Invasion von Coxsackievirus B3 und B4 und
Adenovirus 2 und 5 (Bergelson et al., 1997).

Eine besondere Rolle bei der Invasion von Viren in ihre Wirtszellen haben nicht-
proteinartige, geladene Zelloberflaichenmolekiile. Interaktionen mit Glykosaminoglykanen
(GAG, z.B. Heparansulfat, Chondroitinsulfat), die an Zelloberflichen von eukaryotischen
Zellen vorhanden sind, wurden fur viele Virussysteme beschrieben (Harouse et al., 1991;

Compton et al., 1992; Roderiquez et al., 1995; Jackson et al., 1996; Byrnes et al., 1998;
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Einleitung

Chung et al., 1998; Igbal et al., 2000; Akula et al., 2001). Interessanterweise konnten fur fast
alle diese Viren auch Proteine als Virusrezeptoren identifiziert werden. Glykosaminoglykane
werden als sogenannte ,attachment*“-Rezeptoren bezeichnet. Sie helfen, Viren an Zellen zu
binden, bevor der fur jedes Virus spezielle ,,entry“-Rezeptor die Bindung verstarkt und die
Invasion des Virus in die Zelle vermittelt. Daten der Flaviviren, speziell von Dengue Virus
und des ,tick born encephalitis virus® (TBEV) unterstiitzen diese Vermutung (Chen et al.,
1997; Hung et al., 1999; Putnak et al., 1997). Aufgrund neuer Untersuchungen wird bei
einigen Virussystemen vermutet, dass die Bindung an GAG nur nach Passage auf kultivierten
Zellen auftritt und keine herausragende Rolle bei der Infektion in vivo spielt (Sa-Carvalho et
al., 1997; Klimstra et al., 1998; Hulst et al., 2000 und 2001). Auch Sialinsaure, die haufig als
terminale Gruppe der Kohlenhydratseitenketten von Zelloberflachenglykoproteinen oder
-glykolipiden auftritt, wurde als Rezeptor fur Influenza A Viren und fur bestimmte
Coronaviren (z.B. humanes Coronavirus OC43 und bovines Coronavirus), die ein
Hemagglutinin-Esterase (HE) Glykoprotein besitzen, identifiziert (Haywood, 1994). Hierbei
binden die Influenzaviren mit dem distalen Bereich des Haemagglutinin (HA) Molekuls an
die Sialinsaurereste. Da diese Interaktion des HA Molekiils mit der Sialinsdure eine niedrige
Affinitat aufweist, wird die hohe Affinitat des Virus zu Zelloberflachen wahrscheinlich durch
eine Vielzahl dieser Interaktionen mit niedriger Affinitat erreicht.

Fur das zu der Familie der Arenaviridae gehorende, behullte Lymphozyten Choriomeningitis
Virus (LCMV) konnte hingegen ein direkter Zusammenhang zwischen der Assoziation des
Virus mit dem zellularen Rezeptor und der Virulenz festgestellt werden. Das Virus gelangt
uber rezeptorvermittelte Endozytose und pH-Wert abhangiger Fusion in die Nagetierzellen
(Borrow & Oldstone, 1994). Als zellularer Rezeptor wurde a-Dystroglycan bestimmt. Die
LCMV-Stamme Armstrong und Clone 13 verursachten nach Infektion einen
unterschiedlichen immunsuppressiven Effekt in Mdusen (Borrow et al., 1995). Wiéhrend
Miuse nach Infektion mit dem Virusstamm Armstrong schnell wieder gesund wurden, war
nach Infektion mit dem Virusstamm Clone 13 eine generalisierte Immunsuppression
festzustellen. Fur den Virusstamm Clone 13 wurde eine hohere Bindungsaffinitat an den
zellularen Rezeptor ermittelt, die wahrscheinlich die Ursache der starken Virulenz des Virus
darstellt. Diese Bindungsaffinitait konnte es dem Virusstamm Clone 13 ermoglichen, Zellen
zu infizieren, die nur eine limitierte Menge an a-Dystroglycan exprimieren, oder allgemein
Zellen effizienter zu infizieren.

Auch fur Masernvirus konnten bis jetzt zwei zellulaire Rezeptoren identifiziert werden. Vor

einiger Zeit wurde fur zwei Laborstamme (Edmonston und Hall¢) das humane ,,membrane
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cofactor protein“ (MCP), das auch als CD46 bekannt ist, als Virusrezeptor beschrieben
(Naniche et al.,, 1993; Dorig et al., 1993). Fur die uberwiegende Zahl klinischer
Masernvirusisolate wurde jedoch festgestellt, dass sie nicht auf humanes CD46 als Rezeptor
angewiesen sind (Buckland & Wild, 1997; Bartz et al., 1998). Das ,signalling lymphocyte-
activation molecule® (SLAM, auch bezeichnet als CDw150) wurde als Rezeptor fur alle
untersuchten klinischen Isolate des Masernvirus isoliert (Tatsuo et al., 2000; Erlenhofer et al.,
2001). Die Expression von SLAM auf T- und B- Zellen steht sowohl mit dem Zelltropismus
als auch der Pathogenese der Masernvirusinfektion (Lymphopenie, Immunsuppression) im

Einklang (Yanagi, 2001).

1.3 BVDV

Das Genus Pestivirus innerhalb der Familie Flaviviridae wird aus dem Virus der bovinen
viralen Diarrhoe (BVDV) des Rindes, dem Erreger der klassischen Schweinepest (KSPV), der
,Border Disease” (BDV) des Schafes sowie einem Isolat von der Giraffe (giraffe-1) gebildet
(Wengler et al., 1995, Heinz et al., 2000, Avalos-Ramirez et al., 2001). Dartiber hinaus
wurden kurzlich zwei Pestivirusisolate, ,,Reindeer-1“ und ,,Bison“, als eine neue Spezies
vorgeschlagen (Becher et al, 1999). Die Familie der Flaviviridae umfasst auBer den
Pestiviren die Genera Flavivirus und Hepacivirus. Gemeinsam ist ihnen eine #hnliche
Genomorganisation.

Pestiviren sind kleine behiillte RNA Viren mit einer Grofie zwischen 40-60nm (Horzinek et
al., 1971; Enzmann & Weiland, 1978; Moennig & Plagemann, 1992). Eine Lipidhiulle mit
eingelagerten Glykoproteinen umgibt das die virale Nukleinsaure enthaltende, vermutlich
ikosaedrische Nukleokapsid (Horzinek et al., 1967). Aufgrund ihrer Lipidhulle sind Pestiviren
empfindlich gegen Substanzen wie Chloroform, Ather und Detergenzien.

Das pestivirale Genom besteht aus einer einzelstrangigen RNA, die eine Linge von etwa
12,5kb aufweist. Ausnahmen bilden einige BVDV-Isolate bei denen Genome mit einer Grof3e
bis zu 16,5kb beschriecben werden, die auf Duplikationen oder Insertionen zellularer
Sequenzen zuruckzufuhren sind (Meyers & Thiel, 1996). Die RNA liegt, wie bei allen
Vertretern der Flaviviridae, in positiver (,,messenger sense‘) Orientierung vor und besitzt
einen einzelnen groflen Leserahmen. Dieses offene Leseraster kodiert ca. 4000 Aminosauren
und wird am 5~ und 3”-Ende von nicht translatierenden Regionen (NTR) eingerahmt. Die
NTR am 5°-Ende weist eine komplexe Sekundarstruktur auf und hat die Funktion einer
internen Ribosomenbindungsstelle (,internal ribosomal entry site”, IRES), wodurch die

Initiation der Translation vermittelt wird (Poole et al., 1995; Rijnbrand et al., 1997). Somit
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unterscheiden sich Pestiviren und Hepatitis C Virus bezuiglich Initiation der Translation
fundamental von den Flaviviren, deren Translation durch die ,,Cap*-Struktur am 5°-Terminus
vermittelt wird (Poole et al., 1995; Tsukijama-Kohara et al., 1992).

Durch ko- und posttranslationale Prozessierung des Polyproteins entstehen die reifen
Virusproteine. Unmittelbar am N-Terminus des Polyproteins liegt das Nichtstrukturprotein
NP das sich autokatalytisch aus dem Polyprotein abspaltet (Stark et al., 1993; Rumenapf et
al., 1997). An NP schlieBen sich die viralen Strukturproteine an, die im 5’-terminalen Drittel
des Genoms kodiert werden. Sie umfassen in dieser Reihenfolge das Nukleokapsidprotein (C)
und die Glykoproteine E™, E1 und E2. Die sich anschlieBenden C-terminalen zwei Drittel des
offenen Leserahmens kodieren ausschlieBlich fur Nichtstrukturproteine. Diese Nichtstruktur-
proteine enthalten die enzymatischen und strukturellen Komponenten des viralen Replika-
tionskomplexes.

An der Prozessierung des Polyproteins sind sowohl zellulare als auch viruskodierte Proteasen
beteiligt (Collett et al., 1988b, 1988c, 1991; Rumenapf et al., 1993; Stark et al., 1993). Die
Translokation der Glykoproteine in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) wird
durch eine sich an das Kapsidprotein anschlieBende interne Signalsequenz bewirkt (Riimenapf
et al., 1993). Die im ER sofort nach der Translokation stattfindende Spaltung zwischen C und
dem Vorlauferprotein, das aus E™, El1 und E2 besteht, wird durch eine zellulire
Signalpeptidase bewirkt. Weitere Spaltungen der Signalpeptidase zwischen E1 und E2 am C-
Terminus schlieBen sich an (Rumenapf et al., 1993). Alle drei Glykoproteine bilden Dimere,
die uber intermolekulare Disulfidbriicken verbunden sind; dabei kommen E™-Homodimere,
E1-E2-Heterodimere und E2-Homodimere vor (Weiland et al., 1990; Thiel et al., 1991). Ein
dem E™ entsprechendes Genprodukt existiert bei den anderen Genera der Flaviviren nicht
(Ubersichtsartikel Rice et al., 1996).

Die Bildung neutralisierender Antikorper im Verlauf einer Infektion mit Pestiviren erfolgt
vorwiegend gegen E2 und im geringerem Umfang gegen E™, aber nicht gegen E1 (Weiland
et al., 1992). Ebenso konnte im Tierexperiment eine vollstindige Immunitat nach Gabe
aufgereinigter E™- bzw. E2-Antigene erzeugt werden, wihrend die Gabe von E1-Antigenen
unter gleichen Bedingungen zu keiner Immunitiatsausbildung fuhrte (Konig et al., 1995).
AuBerdem konnte mit in Insektenzellen synthetisierten, gereinigten E2- und E™-
Glykoproteinen von KSPV eine Inhibition der Pestivirusinfektion in Zellkultur festgestellt
werden (Hulst et al., 1997). Fur E1 wird angenommen, dass es als Transmembranprotein nicht

an der Virusoberflache exponiert ist (Weiland et al., 1990; Thiel et al., 1991).
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BVDV Stamme werden aufgrund von Sequenzvergleichen und serologischer Kreuzreaktivitat
in die beiden Genotypen BVDV I und BVDV II unterteilt (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al.,
1994). Bei den unter BVDV 1 zusammengefassten Stammen handelt es sich um die
sogenannten ,klassischen BVDV Stamme. Sie verursachen bei Rindern im allgemeinen eine
milde Diarrhoe und Fertilitatsstorungen. Einige der unter BVDV II eingeteilten (neuen)
BVDV Stamme sind dagegen fur schwere, durch hohes Fieber und Hamorrhagien
gekennzeichnete Krankheitsausbriiche verantwortlich (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al.,
1994).

Die klassische Schweinepest hat als Tierseuche in vielen Landern mit intensiver
Schweinehaltung eine grofle wirtschaftliche Bedeutung (Edwards et al., 2000; Saatkamp et
al., 2000). KSPV-Infektionen zeigen in ihrer klinischen Auspragung eine grof3e
Variationsbreite von akuter Erkrankung, die mit hoher Letalitit einhergeht, iber chronische
Verlaufe bis hin zu subklinischen Krankheitsverlaufen mit niedriger Letalitat. Als Folge
staatlicher BekampfungsmaBinahmen hat sich das Krankheitsbild zu einem milderen, haufig
unspezifischen Verlauf gewandelt, wobei meist chronische Formen der Erkrankung
beobachtet werden (Dunne et al., 1973; Moenning und Plagemann, 1992; Thiel et al., 1996).
Die Auspragung der klinischen Symptome und die Sterblichkeit variiert je nach Virulenz des
entsprechenden Virusstamms (Thiel et al., 1996).

Horizontale Infektionen von Schafen und Ziegen mit BDV verlaufen subklinisch oder rufen
nur milde Symptome, wie z.B. Diarrhde und Fertilitatsstorungen hervor (Shaw et al., 1967;
Vantsis et al.,, 1979). Intrauterine Infektionen konnen hingegen zum Abort des Fotus, zu
Missbildungen oder zur Geburt von lebensschwachen, persistent infizierten Lammern fuhren
(Barlow, 1980).

Das Wirtsspektrum der Pestiviren umfasst ausschlieBlich Paarhufer. Die Bezeichnung der
Virusspezies geht auf die Tierart zuriick, aus der sie urspriinglich isoliert wurden und in der
sie Krankheitssymptome verursachen. Unter naturlichen Bedingungen konnte die KSPV-
Infektion nur in Schweinen nachgewiesen werden. Das Wirtsspektrum von BVDV und BDV
ist hingegen weniger eingeschrankt. BVDV konnte auch aus Schafen und Ziegen isoliert

werden (z.B. Becher et al., 1997 und 1999).

1.4 Zellulare Rezeptoren von Pestiviren und mogliche virale Liganden

Die ersten Hinweise, dass es sich bei den Glykoproteinen E2 und E™ um die an der
Rezeptorbindung beteiligten viralen Liganden handeln konnte, wurden durch die Anwesenheit

neutralisierender Antikorper geliefert (Donis et al., 1988; Weiland et al., 1990; Weiland et al.,
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1992). Weiterhin konnte durch die gereinigten Glykoproteine E2 und E™ von KSPV, die in
Insektenzellen synthetisiert wurden, die Infektion von porzinen und bovinen Zellen mit den
Pestiviren BVDV und KSPV erfolgreich inhibiert werden (Hulst et al., 1997). Hierbei war
eine deutlich hohere Konzentration des Glykoproteins E™ (100 g/ml) gegeniiber dem E2
(10 g/ml) erforderlich, um eine vollstindige Inhibition der KSPV-Infektion zu erzielen.
Dieser fur die vollstandige Inhibition ermittelte, deutliche Konzentrationsunterschied der
beiden Glykoproteine konnte als Hinweis gelten, dass diese beiden viralen Hullproteine mit
unterschiedlichen Zelloberflachenmolekiilen interagieren.

Weiterhin wurden fur Pestiviren Interaktionen mit geladenen Zelloberflachenproteinen
beschrieben. KSPV konnte in vitro durch Heparin und Dextransulfat sowie durch Behandlung
der Kulturzellen mit Heparinase gehemmt werden, wobei das Glykoprotein E™ an der
Wechselwirkung beteiligt war. Allerdings wurde dies nur fur Laborstamme festgestellt, die
fur eine lange Passagedauer in Kulturzellen gehalten wurden. AnschlieBende Sequenz-
analysen fuhrten zur Identifikation eines einzigen Aminosaureaustausches im Glykoprotein
E™, der zu diesem veranderten Phéanotyp fihrte (Hulst et al., 2000). Fur den BVDV Stamm
PE515 konnte in vitro sowohl eine Interaktion des Glykoproteins E™ mit verschiedenen
Glukosaminoglykanen (Heparin, Fucoidan, Dermatansulfat) als auch eine Hemmung der
Virusinfektion durch Priainkubation der Zellen mit diesen Substanzen festgestellt werden
(Igbal et al., 2000).

Mit Hilfe von anti-idiotypischen Antikopern, die gegen einen anti-E2 Antikorper gerichtet
sind, gelang die Identifizierung eines Zelloberflichenproteins von 50kDa, fur das eine
Rezeptoreigenschaft fur BVDV postuliert wurde (Xue et al., 1991). Hierbei wurde
vorausgesetzt, dass das virale Strukturprotein E2 den rezeptorbindenden Liganden darstellt
(Xue & Minocha et al., 1993). Durch die anti-idiotypischen Antikorper konnte die Infektion
boviner Zellen nur mit bestimmten BVDV Stammen gehemmt werden. Hierbei konnte eine
maximale Inhibition von 60% erzielt werden. Fur den BVDV Stamm NADL wurde eine
Inhibition von 30% erreicht, wiahrend bei einigen BVDV Stammen keinerlei Hemmung
festzustellen war. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass auf den untersuchten Zellen
mehrere Rezeptoren fur BVDV vorhanden sind, deren Bedeutung bei der Infektion mit
unterschiedlichen BVDV Stammen variiert. Das 50kDa Zelloberflaichenprotein konnte jedoch
auch auf nicht infizierbaren Zellen (z.B. von Affen) nachgewiesen werden (Zhang et al.,
1998).

Der Mechanismus der rezeptorvermittelten Endozytose verschiedener Flaviviren stand im

Fokus von Untersuchungen itber das mit Pestiviren verwandte Hepatitis C Virus. In diesem
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Zusammenhang wurden auch Experimente mit BVDV durchgefihrt, die auf eine Beteiligung
des ,,low density lipoprotein receptor” (LDLR) bei der BVDV Infektion hinwiesen (Agnello
et al.,, 1999). Hierfur sprachen sowohl die infektionshemmende Wirkung eines mAk gegen
LDLR als auch die Abwesenheit von LDLR auf der Oberfliche von sogenannten ,.cells
restistant to BVDYV infection” (CRIB Zellen), die mit Pestiviren nicht infizierbar sind (Flores
& Donis, 1995).

Ein weiterer Ansatz zur Identifizierung des zellularen Rezeptors von BVDV basiert auf der
Isolierung der drei monoklonalen Antikorper (mAk) BVD/CA 17, 26 und 27, die gegen die
Oberflache von bovinen Zellen gerichtet sind (Schelp et al., 1995). Diese mAk wurden im
Verlauf einer Immunisierung von Mausen mit angereicherten BVD Virionen erhalten und bei
der Charakterisierung BVDV-neutralisierender Antikorper identifiziert. Mit BVD/CA 17, 26
und 27 konnte die Infektion boviner Zellen mit verschiedenen BVDV Stammen spezifisch
und konzentrationsabhiangig gehemmt werden. Die von den mAk erkannten Proteine hatten
ein apparentes Molekulargewicht von 60kDa und 93kDa und konnten nur auf bovinen Zellen
nachgewiesen werden.

Aufbauend auf dieser Arbeit gelang durch Immunaffinititschromatographie mit dem mAk
BVD/CA 17 die Darstellung des 60kDa Proteins aus Kalbsthymus (Maurer, Diss. 2002).
Mittels N-terminaler Sequenzierung des gereinigten Proteins gelang die Identifizierung von
bovinem CD46 (CD46y,,). Hierauf aufbauend erfolgte die cDNA-Klonierung und Expression
des CD46y,,. Wahrend die Expression von CD46y, in nicht infizierbaren Zellen fur die
Infektion mit BVDV nicht ausreichte, konnte jedoch fur die porzine Zelllinie PK15, die
permissiv fur BVDV ist, durch Expression des CD46,, die Infektionseffizienz deutlich
gesteigert werden. Durch Vorinkubation mit anti-CD46 Antikorpern wurde diese Steigerung

der Infektionseffizienz verhindert.

1.5 Identifizierung von Domanen im humanen CD46, die fur Bindung,
Infektion und Anheftung von pathogenen Erregern bedeutsam sind

Das Glykoprotein CD46, das auch als ,,membrane cofactor protein“ (MCP) bezeichnet wird,
konnte bisher auf allen untersuchten kernhaltigen Zellen nachgewiesen werden. Als
Angehoriger der Familie der Regulatoren der Komplementaktivierung (RCA) schutzt es
korpereigene Gewebe durch Bindung der aktivierten Komplementkomponenten C3b und C4b
vor der unspezifischen Selbstzerstorung (Liszewski & Atkinson, 1992).

Die N-terminale, extrazellulire Domane enthalt vier fir RCA Proteine typische Sequenzen

(,,complement control protein®, CCP). Es handelt sich hierbei um 60-70 Aminosauren lange
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Abschnitte (Reid et al., 1986), die jeweils vier hoch konservierte Cysteine und ein ebenso
konserviertes Tryptophan enthalten (Hourcade et al., 1989). In CCP1, CCP2 und CCP4 ist
jeweils eine potentielle N-Glykosylierungsstelle vorhanden. An die CCP-Domiénen schlief3t
sich eine Region, die uiberdurchschnittlich viele Serine, Threonine und Proline enthalt (STP-
Region) und eine 12 Aminosauren lange Sequenz unbekannter Funktion an. CD46 ist ein Typ
1 Transmembranprotein, dessen Verankerung in der Plasmamembran durch eine hydrophobe
Transmembranregion bewirkt wird. Auf der zytoplasmatischen Seite befindet sich eine kurze
C-terminale Domiane (Abb.1). Im menschlichen Korper wurden hauptsachlich vier
Spleissvarianten von CD46 festgestellt (Post et al., 1991; Purcell et al., 1991). Diese durch
alternatives Spleissen vorkommenden unterschiedlich groflen Isoformen unterscheiden sich
durch die variable Transkription verschiedener Exons in der STP Region und durch die Wahl
zwischen zwei verschiedenen zytoplasmatischen Domiéanen (Cytl und Cyt2) (Abb.1). Die
gleichzeitige Expression dieser vier Spleissvarianten in den meisten Zelltypen fuhrt zu einem
heterogenen Erscheinungsbild nach elektrophoretischer Auftrennung, wobei zwei Isoformen
der groBeren Bande (59-68kDa) und zwei Isoformen der kleineren Bande (50-58kDa)
zugeordnet wurden (Post et al., 1991). Der apparente GroBenunterschied beider Banden
erklart sich durch extensive O-Glykosylierung im Bereich der STP Region (Liszewski &
Atkinson,1992).
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Abb.1: Schematischer Aufbau des humanen CD46

Der extrazellulare Anteil des Proteins enthédlt vier CCP-Doménen (,,complement control
protein®), an denen sich drei potentielle N-Glykosylierungsstellen befinden und die STP-
Region (Serin/Threonin/Prolin-reiche Region). Der intrazellulare Anteil des CD46 wird durch
eine der beiden zytoplasmatischen Domanen Cyt1 oder Cyt2 gebildet.

Humanes CD46 wurde als zellulairer Rezeptor fur zwei Masernvirus Laborstamme
(Edmonston und Hallé) und fur Zellkultur-adaptierte Stamme (Dorig et al., 1993; Naniche et
al., 1995), fur humanes Herpesvirus 6 (HHV 6) (Santoro et al., 1999), fur das M-Protein von
Streptococcus pyogenes (Okada et al., 1995), fur Neisseria gonorrhoeae und Neisseria
meningitidis (Kallstrom et al., 1997) identifiziert.

Bereits 1993 wurde CD46 von Naniche et al. mit Hilfe von infektionshemmenden
monoklonalen Antikorpern als Rezeptor fur das Masernvirus identifiziert. Nicht infizierbare

Nagetierzellen erlangten durch konstitutive Expression von humanem CD46 die Fahigkeit,
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Virionen zu binden und Masernvirusproteine zu produzieren (Dorig et al., 1993). Zudem war
zu beobachten, dass CD46 nach der Infektion mit Masernviren spezifisch herunterreguliert
wird (Naniche et al., 1993; Krantic et al., 1995). Fur die beiden Masernvirus Laborstamme
Edmonston und Hallé konnte die Interaktion des viralen Haemagglutinin mit den Doménen
CCP1 und CCP2 detailliert beschrieben werden (Manchester et al., 1995; Iwata et al., 1995;
Ubersicht Manchester et al., 2000). Um die Relevanz der drei im humanen CD46
vorkommenden N-Glykosylierungsstellen nachzuweisen, wurden CHO- (,,chinese hamster
ovary*) Zelllinien etabliert, die humane CD46-Mutanten stabil exprimieren (Maisner et al.,
1996). Diesen Mutanten wurden die N-Glykosylierungsdoménen in unterschiedlicher Anzahl
entfernt. In verschiedenen Versuchsansitzen wurde die Bindung des Masernvirus
Hemagglutinin an die CD46-Mutanten, die Bindung von Masernvirus an die CD46-
Konstrukte und schlieBlich noch die Empfanglichkeit von CHO-Zellen, die die CD46-
Mutanten transient exprimieren, fur Masernvirus getestet. Anhand dieser Experimente konnte
festgestellt werden, dass die N-Glykosylierungsstelle der CCP2-Domiane von humanem CD46
fur Bindung und Empfanglichkeit der Masernvirus Laborstamme essentiell ist.

Anhand einer Kombination aus Peptid-Inhibition und Mutagenesestudien konnte jeweils in
CCP1 und in CCP2 eine fur die Bindung von Masernvirus relevante Doméne identifiziert
werden (Manchester et al., 1997). Fur diese Peptid-Inhibition wurden Oligopeptide aus dem
Sequenzbereich von CCP1 und CCP2, die aus 20 Aminosauren (aa) bestehen, hergestellt.
Losliches CD46 und die beiden Peptide, die die aa37-56 von CCP1 und die aa85-104
enthielten, fuhrten zu einer Inhibition der Infektion. Die Kristallstruktur der CCP1 und CCP2-
Dominen des humanen CD46 wurde im Hinblick auf die Virus-Bindungseigenschaft dieser

Region bestimmt (Casasnovas et al., 1999).
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Abb.2: Struktur der N-terminalen CCP-Domanen (CCP1 und CCP2) von humanem
CD46 (aus Casasnovas et al., 1999)

(A) Die Disulfidbriicken sind in gelb und die Kohlehydratreste in rot dargestellt.
(B) Darstellung der B-Faltblattstruktur. Mit roten Punkten sind die
N-Glykosylierungstellen markiert.

Die Etablierung sogenannter ,Hybrid-Rezeptoren, die aus einer unterschiedlichen Anzahl
und Kombinationen der CCP-Doménen von humanem CD46 und der immunglobulin-
ahnlichen Domiénen des Zelloberflachenproteins CD4 bestanden, fuhrten zu der Feststellung,
dass neben der Anwesenheit von CCP1 und CCP2 die Linge des humanen CD46 eine
wichtige Rolle fur Virusbindung und Infektion spielt (Buchholz et al., 1996). Fur humanes
CD46 wurde eine Lange von 100A bestimmt (Barlow et al., 1993), eine Verlangerung des
Proteins auf 120A fuhrte zwar zu einer starkeren Virusbindung, die Fusionseffizienz wurde

jedoch deutlich vermindert.
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Auch die naturlichen Liganden des CD46, C3b und C4b, binden an Strukturen innerhalb der
vier CCP-Dominen (Liszewski et al., 2000). 80-90% der extrazelluliren Doméane werden im
CD46 von den CCP-Dominen gebildet. Die CCP-Domaine ist ein gemeinsames Strukturmotiv
der Regulatoren der Komplementaktivierung (RCA), der neben dem Membranprotein CD46
(vier CCP), den Komplementrezeptoren CR1 und CR2 (30 bzw. 16 CCP) sowie ,decay
accelerating factor* (DAF/CDS5S5, vier CCP), die sezernierten Proteine Faktor H (20 CCP) und
C4bp (7 Untereinheiten a 8 CCP) angehoren (Hourcade et al., 1989).

Humanes CD46 und CDS55 besitzen fur CCP1 und CCP2 eine Ubereinstimmung in ihrer
Aminosauresequenz von 40%. Die fur die Bindung und Infektion fur Masernvirus essentiellen
Bereiche wurden von CDS55 in humanes CD46 eingefuhrt (Manchester et al., 1997). Es wurde
ein Bindungsverlust festgestellt und somit die Daten der o.g. konstruierten Proteine bestatigt.
Auch fur das humane Herpesvirus 6 (HHV 6) wurde CD46 als zellularer Rezeptor
beschrieben (Santoro et al., 1999). Zunachst wurde hier eine Herunterregulierung des CD46
Molekuls wéhrend der Infektion beobachtet. Sowohl mit anti-CD46 monoklonalen
Antikorpern als auch mit Ioslichem CD46 konnte die Infektion spezifisch gehemmt werden.
Die Expression von rekombinantem CD46 vermittelte den Eintritt von HHV 6 Virionen in
nicht infizierbare Méusezellen.

Bakterielle Krankheitserreger benutzen CD46 ebenfalls als Eintrittspforte in ihre Wirtszellen,
wobei sowohl gram-positive als auch gram-negative Bakterien beschrieben wurden. Das M
Protein des Scharlacherregers Streptococcus pyogenes bindet im Verlauf der Zellerkennung
an CD46 von Keratinozyten (Okada et al., 1995). Pathogene Neisserien, zu denen der Erreger
der Gonorrhoe (Neisseria gonorrhoeae) und der Meningitis (Neisseria meningitidis) zahlen,
dringen in die Wirtszellen ein, nachdem sie mit ihren Pili Kontakt zu CD46 aufgenommen
haben (Kallstrom et al., 1997). Deletionskonstrukte des humanen CD46 zeigten fur Neisseria
gonorrhoeae eine Abhangigkeit von der STP-Region, CCP3 und der zytoplasmatischen
Domiane (Cytl) fur die Anheftung von pilus-bildenden N.gonorrhoeae Bakterien an die
Wirtszellen auf (Kallstrom et al., 2001).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

CD46y,, wurde als ein potentieller zellularer Rezeptor von BVDV vorgeschlagen (Maurer,
Diss. 2002). Grundlage dieser Annahme war, dass CD46y, die Epitope fur
infektionsinhibierende mAk tragt. Zusatzlich konnte fur porzine Zellen (PK15) durch
CD46y,, Expression eine Vermittlung der Empfanglichkeit fur BVDV nachgewiesen werden
(Maurer, Diss. 2002). Humanes CD46 ist bereits als Rezeptor fur mehrere Viren bekannt. Die
Hypothese, dass CD46y,, als Rezeptor fur BVDV dient, sollte weiter untersucht und die
Rezeptorfunktion gegebenenfalls bestitigt werden. Insbesondere war hierbei die
Virusbindung von Interesse. Falls sich diese Hypothese bestitigen lieBe, waren als weitere
Analysen die molekulare Charakterisierung der Interaktion zwischen dem zelluliren Rezeptor

CD46y,, und BVDV geplant.

Im Einzelnen handelte es sich um folgende Ziele:

- Quantitativer Nachweis der Bindung zwischen BVDV und CD46y, und damit
Bestitigung der Rezeptorfunktion von CD46y,,

- Nach erfolgreicher Feststellung der Bindung sollte die Bindungsstelle im CD46y,,
nédher charakterisiert werden.

- Identifizierung des viralen Glykoproteins, das bei der Interaktion zwischen dem
zellularen Rezeptor CD46y,, und BVDYV als Ligand dient.

- Im Anschluss an die Identifikation des Glykoproteins sollte eine néahere

Charakterisierung der Bindungsstelle erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 eukaryotische Zelllinien

SK6-Zellen (,,swine kidney*“—Zelllinie): Institut fur Virologie, Giellen

SK6 Tet on:

Institut fur Virologie, Gielen

(,,swine kidney”’-Zelllinie mit BD Tet-On™ System)

BHK 21-Zellen (,,baby hamster kidney*“‘-Zelllinie): ATCC Nummer: CCL-33
MDBK-Zellen (,,marbin darby bovine kidney*): ATCC Nummer: CCL-22
38 A;D-Zellen (Schweine-Lymphom): Strandstrom et al., 1974

2.1.2 prokaryotische Zellen

E.coli K12-Stamm HB 101

2.1.3 Virusstamme

NADL (BVDV I):
Vacciniavirus MVAT7:

2.1.4 Antikorper
Primarantikorper:

mAk A18:

mAk D5:

mAk BVD/CA 17, 26, 27:

mAk Code 4:

mAk WB214:

anti-CD46-Serum:

beschrieben in: Collett et al., 1988a
GSF, Neuherberg

gegen das virale Strukturprotein E2 von KSPV gerichteter
monoklonaler Antikorper (Weiland et al., 1990)

gegen das virale Strukturprotein E2 von BVDV gerichteter
monoklonaler Antikorper (Weiland et al., 1990)

gegen bovines CD46 gerichtete monoklonale Antikorper
(Schelp et al., 1995)

gerichtet gegen das pestivirale Nichtstrukturprotein NS3,
Institut fur Virologie, Giellen

gegen das Glykoprotein E2 von BVDV gerichteter
monoklonaler Antikorper (Fa. Veterinary Laboratories Agency
Weybridge, U.K.)

polyklonales Kaninchenserum gegen bovines CD46,
Institut fur Virologie, Giellen
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K76 anti-E2-Serum:

polyklonales Kaninchenserum gegen KSPV Glykoprotein E2,

Institut fur Virologie, Giellen

Sekundarantikorper:

Ziege anti-Maus 1gG, Meerettich-Peroxidase-konjugiert
Ziege anti-Kaninchen IgG, Meerettich-Peroxidase-konjugiert

2.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)
DpN 1

human placenta ribonuclease inhibitor (HPRI)

Pfu DNA-Polymerase
RNase A
Restriktionsendonukleasen

Sp6 RNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
T4-Polynukleotidkinase
Trypsin

2.1.6 Chemikalien

Produkt

Aceton

Acrylamid (reinst, 2x krist.)
Agar-Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin
-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid
Chloroform
Desoxy(ribo)nukleotide
Doxycyclin

Ethanol

Ethidiumbromid

G418 Sulfat

Harnstoff

Isopropanol

Methanol

Natriumacetat
Natriumhydroxid
Octylglucosid

Optiprep Density Gradient Medium

25

Fa. Dianova
Fa. Dianova

Fa. Boehringer Mannheim
Fa. Stratagene

Fa. Takara

Fa. Stratagene

Fa. Alexis

Fa. New England BioLabs
Fa. Takara

Fa. Takara

Fa. New England BioLabs
Fa. MBI-Fermentas

Fa. Takara

Fa. New England BioLabs
Fa. Sigma

Hersteller

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Roth

Serva

DIFCO

GIBCO (Invitrogen Corporation)
Aldrich

Fluka

Fluka

Sigma

Serva

Merck

Fluka

Boehringer Mannheim
ICN

Fluka

Boehringer Mannheim
Calbiochem

United States Biochemical
Fluka

Fluka

Merck

Fluka

Calbiochem
Sigma-Aldrich
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Penicillin

Phenol

Protein A-Sepharose
Puromycin dihydrochlorid
Roti-block

Rotiszint eco plus
Rubidiumchlorid
Schwefelsaure

SDS (Sodiumdodecylsulfat)
Streptomycin

TEMED

Triton X-100

TWEEN 20

Wasser, RNase frei

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma
Appligene
Pharmacia
Alexis Biochemicals
Roth
Roth
Fluka
Fluka
ICN
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Roth

Weitere hier nicht im einzelnen aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmen GIBCO,
Fluka, Serva, Sigma und Roth mit dem Reinheitsgrad p. A. bezogen.

2.1.7 radioaktiv markierte Substanz

[5,6-°H]-Uridin Fa. Amersham-Pharmacia
(Best.-Nr. TRK410, 38,8Ci/mmol, 1,0mCi/ml)

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen

Filterpapier
Gewebekulturgefaie
Mikrotiterplatten
Nitrocellulosemembran
Nukleobond AX 100-Séaulen
Reaktionsgefalie
Rontgenfilm Biomax
Ultrafiltrator

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Braun
Whatman
Falcon
Falcon
Pall

Macherey & Nagel
Eppendorf

Kodak
Amicon

2.1.9 Gerate (Aufzahlung nicht explizit im Kapitel 2.2 Methoden erwiahnter

Gerite)

Glaswaren

Kuhlwasserbad RM6
Kiuhlschranke
Magnetrithrer

Mikroskop Eclipse TS 100
Pipetten
Reinstwasseranlage
Rontgenfilmentwicklungsmaschine
Spannungsgerate

Vortex

Waagen

Wasserbad

Fa. Schott

Fa. LAUDA

Fa. Liebherr

Fa. IKA-Works, INC

Fa. Nikon

Fa. Eppendorf; Fa. Gilson
Fa. Purolab

Fa. AGFA

Fa. Biorad; Fa. Stratagene
Fa. IKA; Fa. Works

Fa. Mettler

Fa. Braun
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturtechniken fur Saugerzellen und Virusarbeiten

2.2.1.1 Medien und Puffer

Dulbecco’s MEM

mit Zusatzen (101): Dulbecco’s MEM Pulvermedium; GIBCO (Invitrogen
Corporation)
0,0178¢g/1 L-Alanin
0,07g/1 Glycin
0,075¢g/1 L-Glutaminsaure
0,025g/1 L-Prolin
0,1mg/1 Biotin
0,025¢g/1 Hypoxantin
3,7¢g/1 NaHCO;

Vor Gebrauch wurden 10%iges fotales Kalberserum (FKS), 100 000 IU/1 Penicillin und 0,1g/1
Streptomycin zugegeben.

Trypsinlosung: 8,0g/1 NaCl
0,2¢g/1 KCl
1,44¢/1 Na,PO,
0,2g/1 KH,PO,
2,5¢/1 Trypsin (1:250)
1,23g/1 Versen (EDTA)
0,016g/1 Phenolrot
mit 1 N HCL auf pH 7,4 einstellen
PBS defiz.: 0,25¢g/1 KCl
1,8g/1 Na,HPO,4 x 2H,0
0,25g/1 KH,PO,
10g/1 NaCl
PBS: PBS defiz.
0,1g/1 CaCl,
0,1g/1 MgCl, x 6H,0
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2.2.1.2 Aligemeine Zellkulturarbeiten

Gerite: Brutschranke mit CO, Begasung, Fa. Forma Scientific; Fa. Memmert
Sterilbanke: LaminAir, Fa. Heraeus

Zellen: 38AD, SK6, SK6 Tet on, MDBK, BHK 21

Medien: Dulbecco’s MEM, Trypsinlosung

Alle Zellen wurden in Brutschranken bei 5% CO,, 37°C und wasserdampfgesattigter
Atmosphare kultiviert. Zellkulturarbeiten wurden unter Sterilbanken durchgefihrt.

Nach Wachstum der Zellen zu einem konfluenten Zellrasen erfolgte die Passage der Zellen.
Hierzu wurde zunichst das Medium abgenommen und die Zellen anschlieBend mit Sml
Trypsin-Losung inkubiert. Bevor sich die Zellen von der Platte ablosten, wurde das Trypsin
abgesaugt und die Zellen noch zwei bis drei Minuten in den Brutschrank gestellt. Hiernach
erfolgte die Aufnahme der Zellen in Medium und in geeigneten Verdinnungen die Verteilung
auf frische Gewebekulturschalen. Um 38A;D-Zellen zu passagieren, konnte auf eine
Trypsinbehandlung vor dem Abspillen der Zellen vom Boden der Gewebekulturschale

verzichtet werden, da diese Zellen nicht fest am Boden der Kulturschale haften.

2.2.1.3 Transfektion von zirkularer Plasmid DNA

Zellen: BHK 21, SK6 Tet on
Substanzen:  Superfect Reagent, Fa. QTAGEN
Metafectene™, Fa. Biontex

Medien: Dulbecco’s MEM ohne FKS und Antibiotika; Dulbecco’s MEM mit FKS und
Antibiotika, Dulbecco’s MEM FKS-haltiges Kulturmedium mit
100p g/ml G418

Virus: Vaccinia MVAT7

Fur das Einbringen der Plasmid DNA in BHK 21-Zellen erwies sich die kationische
Tragersubstanz Superfect als optimal. Fur die Transfektion wurden 2,5ug DNA mit 10ul
Reagent gemischt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 500ul
Dulbecco’s MEM ohne FKS- und Antibiotikazusatz wurde, nachdem der Zellkulturuberstand
abgesaugt worden war, ein Ansatz auf die Zellen eines ,wells” (@35mm) einer 6-well-
Gewebekulturschale (1x 10° Zellen) gegeben. Zum Zeitpunkt der Transfektion sollte der Grad
der Konfluenz ca. 80% betragen. Nach einer Inkubationszeit von ca. 3h im Brutschrank
erfolgte ein Mediumwechsel mit Dulbecco’s MEM inklusive FKS und Antibiotikazusatz.

Zur Steigerung der Expression von pcDNA3 Plasmiden wurden BHK 21-Zellen zuerst 1h bei
37°C mit Vaccinia Virus (MVAT?7) infiziert. Das pcDNA3 Plasmid enthalt unter anderem
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einen T7-RNA-Polymerase Promotor. Dies ermoglicht die Expression in eukaryotischen
Zellen mit Hilfe des rekombinanten MVAT7. MVAT7, das eine T7-RNA-Polymerase
exprimiert, fuhrt hierbei zu einer deutlichen Steigerung der Expression, da die Transkription
der Plasmide im Zytoplasma erfolgt.

Fur das Einbringen von linearisierter DNA in SK6 Tet on Zellen wurde die kationische
Tragersubstanz Metafectene™™ verwendet. Fur die Transfektion wurden 2y g DNA mit 100u1
Dulbecco’s MEM ohne Antibiotika- und FKS-Zusatz gemischt, parallel wurden 10u1 der
Tragersubstanz in 100x1 Kulturmedium ohne Antibiotika- und FKS-Zusatz gegeben. Beide
Ansiatze wurden anschlieBend miteinander vermischt und 20min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 300u1 Dulbecco’s MEM ohne Antibiotika- und FKS-Zusatz
wurde, nachdem der Zellkulturitberstand abgesaugt worden war, der Ansatz auf ca. 1x10°
SK6 Tet on Zellen in ein ,,well”“ einer 6-well-Gewebekulturschale gegeben. Nach 4h wurde
das Transfektionsmedium entfernt und die Zellen mit FKS-haltigem Kulturmedium mit

100 g/ml G418 kultiviert.

2.2.1.4 Etablierung induzierbarer SK6 Tet on Zelllinien

Zellen: SK6 Tet on

Grundlage der verwendeten Zelllinien waren SK6 Tet on Zellen, die stabil mit dem
sogenannten pTet on Regulatorplasmid transfiziert worden waren und dadurch eine G418
Resistenz trugen.

Das pTet on Regulatorplasmid enthélt das Gen des Regulatorproteins ,reverse tetracycline-
controlled transactivator (rtTA), das eine durch Zugabe von dem Tetracyclinderivat
Doxycyclin induzierbare Transkription erlaubt. Um mit den SK6 Tet on Zellen ein
bestimmtes Protein exprimieren zu konnen, muss die Nukleotidsequenz in das ,,Tetrazykline
Response Element“-Plasmid (pTRE) kloniert werden. Die CD46 Austauschmutanten wurden
uber Restriktionsspaltungen mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamH 1 und Bgl II in das mit
dem Restriktionsenzym BamH 1 verdaute pTRE-Plasmid kloniert. Das pTRE-Plasmid wurde
uber eine stabile Transfektion in die SK6 Tet on Zellen eingebaut. Hierfur wurde das pTRE-
Plasmid durch Fsp I linearisiert. Zur Selektion wurde ein sogenanntes ,,Selektionsplasmid*
das pEF-PAC Plasmid in einem Verhaltnis von 1:20 kotransfiziert, da pTRE keine Resistenz
kodiert. Hierfur wurde das pEF-PAC Plasmid mit dem Restriktionsenzym Hind 111

linearisiert. Das pEF-PAC Plasmid kodiert eine Puromycinresistenz und ermoglicht somit
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durch Zugabe von 5ug/ml Puromycin zum Kulturmedium die Selektion von Zellklonen, die
dieses Plasmid enthalten.

SK6 Tet on Zellen wurden 24h vor Transfektion in 6-well-Gewebekulturschalen ausgesit, so
dass sich ein konfluenter Zellrasen bildete. Die SK6 Tet on Zellen wurden mit Metafectene™
(Fa. Biontex) mit den linearisierten pTRE- und pEF-PAC Plasmiden stabil transfiziert (siehe
2.2.1.3). 4h nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und in FKS-haltigem
Kulturmedium mit 100xg/ml G418 und 2mg/ml Puromycin aufgenommen. Von den Zellen
einer transfizierten 6-well-Gewebekulturschale wurden Verdunnungsstufen von 1:2, 1:5, 1:10
und 1:100 in @10cm Gewebekulturschalen ausgesat. Nach einer Woche bei 37°C im
Brutschrank wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden fur eine weitere Woche
kultiviert. Nach ca. 2 Wochen waren resistente Einzelzellklone gewachsen, die mit Hilfe von
mit  Trypsinlosung  getrankten  Filterpapierstuckchen isoliert und auf 24-well-
Gewebekulturschalen separat kultiviert werden konnten. Nach 24h wurden die
Filterpapierstiickchen entfernt und die Zellklone wurde solange kultiviert, bis sich ein

konfluenter Zellrasen ausgebildet hatte.

2.2.1.5 Elektroporation von RNA in SK6-Zellen

Zellen: SK6-Zellen

Geriate: Elektroporationsapparatur (0,18kV, 950uF, o Ohm), Fa. BioRad
Elektroporationskiivetten (@2mm), Fa. BioRad
Kuhlzentrifuge Laborfuge 400R, Fa. Heraeus

Losungen: Trypsinlosung, PBS defiz.

Medien: Dulbecco’s MEM mit FKS und Antibiotika

Die Transfektion von RNA in SK6-Zellen erfolgte durch Elektroporation. Hierbei wird
mittels eines kurzen elektrischen Impulses die Zellmembran kurzzeitig permeabilisiert, und
die RNA kann auf diese Weise in das Zellinnere gelangen. Fur die Transfektion wurden etwa
5x10° SK6-Zellen verwendet, die am Vortag in einer Verdinnung von 1:5 ausgesit worden
waren. Fur die Transfektion wurden die Zellen abgelost und mit FKS-haltigem
Zellkulturmedium gewaschen (zentrifugieren bei 194xg fur 5min), bevor sie nach erneuter
Pelletierung mit PBS defiz. gewaschen wurden. AnschlieBend wurden die Zellen in PBS
defiz. aufgenommen (pro Elektroporationsansatz 300ul PBS defiz.) und auf die
Elektroporationskiivetten (@2mm) verteilt. Sofort nach Zugabe der RNA (lug
RNA/Elektroporationsansatz) erfolgte die Elektroporation bei 0,18kV, 950uF, o Ohm.
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AnschlieBend wurden die Ansatze mit 3ml FKS-haltigem Zellkulturmedium aufgefullt, in 6-

well-Gewebekulturschalen ausgesat und fur 24h im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.6 Titration zur Bestimmung des Virustiters

Zellen: SK6, SK6 Tet on

Virusstamme: BVDV NADL, KSPV Alfort

Medium: Dulbecco’s MEM mit FKS und Antibiotika

Die Virustitration erfolgte auf Zellen mit einem Konfluenzgrad von ca. 80% in 24-well-
Gewebekulturschalen. Von dem zu testenden Uberstand wurden in Zehnerschritten sechs
Verduinnungsstufen in 1ml Volumen des FKS-haltigen Zellkulturmediums angelegt,
beginnend mit der Verdiinnung von 1:10. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit bei 37°C
wurden pro ,,well 0,5ml FKS-haltiges Medium zugegeben. Anschliefend erfolgte eine
Inkubation bei 37°C fur etwa 24h. Danach wurden die Zellen fur den indirekten
immunhistochemischen Nachweis mit Methanol/Aceton fixiert. Zur Ermittlung des
Virustiters/ml wurde der Mittelwert aus der Anzahl antigenpositiver angefarbter Zellareale

der beiden letzten Verdunnungsstufen gebildet.

2.2.1.7 Indirekter immunhistochemischer Nachweis

Zellen: SK6, SK6 Tet on, BHK 21

Antikorper:  Primarantikorper (Verdunnung in PBS + 0,01% Tween):
mAk A18 (1:10), mAk D5 (1:3),
mAk Code 4 (1:10)
Sekundarantikorper (Verdinnung in PBS +0,01% Tween):
Ziege anti-Maus IgG (1:1000)

Losungen: Substrat: 9,25ml Aminoethylcarbazol (AEC) in
Dimethylformamid (4mg/ml)
0,75ml 50mM Na-Acetat pH 5,2
Sul H,0, (30 %)

Methanol/Aceton (1:1), PBS, PBS +0,01% Tween

Die infizierten Zellen wurden nach zweimaligen Waschen mit PBS fur 20min bei —20°C mit
Methanol/Aceton (1:1) fixiert, anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet und mit PBS
rehydriert. Es folgte eine Inkubation der Zellen fur 2h bei RT mit dem Primarantikorper in
angegebener Konzentration. Die Zellen wurden vor Zugabe des Sekundarantikorpers zweimal
fur Smin mit PBS + 0,01% Tween gewaschen. Als Sekundarantikorper wurde ein Peroxidase-

konjugierter anti-Maus IgG-Antikorper in einer Konzentration von 1:1000 in PBS + 0,01%
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Tween verwendet. Nach einer einstindigen Inkubation bei RT und zweifachem Waschen fur
jeweils Smin mit PBS + 0,01% Tween erfolgte die Detektion der Antikorperbindung durch
Inkubation mit dem Substrat, das durch die Peroxidase in einen wasserunloslichen roten

Niederschlag umgesetzt wurde.

2.2.1.8 Zytoplasmatische Markierung von Zellen

Reagenz: Vybrant™ Cell Adhesion Assay Kit (V-13181), Fa. Molecular Probes
Zellen: 38A,D, 38A,D CD46

Medium: Dulbecco’s MEM ohne FKS und Antibiotika

Gerite: Kuhlzentrifuge Laborfuge 400R

Die Markierung von Zellen mit dem Vybrant™ Cell Adhesion Assay Kit basiert auf der
Methode von Akeson und Woods (Akeson & Woods, 1993). Nach Aufnahme in Zellen wird
das Reagenz Calcein AM von Esterasen gespalten und in stark fluoreszierendes Calcein
umgewandelt. Calcein ist ein pH-Wert unabhingiger, zytoplasmatischer Zellfarbstoff. 2x10’
38AD und 38A;D CD46 Zellen wurden von der @10cm Gewebekulturschale abgelost und
2min bei 328xg pelletiert. Die Zellen wurden in 10ml Medium ohne Antibiotika und FKS
resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieBend wurden die
Zellen in 600u1 serum- und antibiotikafreiem Medium resuspendiert und mit 6u1 Calcein AM
(10uM) 30min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen durch
dreimalige Zentrifugation und Resuspension gewaschen und uberflussiger Farbstoff entfernt.

Pro Zelladsorptionstest wurden ca. 1x10° dieser markierten Zellen eingesetzt.

2.2.1.9 Zelladsorptionstest

Zellen: BHK 21, markierte 38A;D und 38A;D CD46
Losungen: PBS
Gerite: Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35, Fa. Zeiss

Fur den Zelladsorptionstest wurden BHK 21-Zellen mit den zu testenden Konstrukten im
pcDNA3 Plasmid transfiziert (siehe 2.2.1.3). 24h nach erfolgter Transfektion wurden die nach
2.2.1.7 mit Calcein markierten Zellen zu den BHK 21-Zellen gegeben und 10min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend folgten mehrere Waschschritte mit PBS bevor die
BHK 21-Zellen im Fluoreszenzmikroskop auf Adsorption von markierten Zellen untersucht

wurden.
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2.2.2. Bindungsassay mit [’H] markiertem BVD NADL Virus
2.2.2.1 Virusmarkierung mit [3H]-Uridin

Virus: BVDV NADL
Zellen: MDBK

Substanz: [5,6—3H]—Uridin, Fa. Amersham-Pharmacia
Optiprep Density Gradient Medium 60%, Fa. Sigma-Aldrich
Szintillationscocktail rotiszint eco plus, Fa. Roth

Gerite: Kuhlzentrifuge Laborfuge 400R, Fa. Heraeus
Ultrazentrifuge L8-70, Fa. Beckman
Liquid scintillation counter (LSC) 1209 Rackbeta, Fa. Wallac

Medium: Dulbecco’s MEM mit Antibiotika- und FKS-Zusatz

1x10” MDBK-Zellen wurden auf zwei (Maxi-) @15cm Gewebekulturschalen verteilt, so dass
sich nach 24h bei 37°C im Brutschrank ein zu 80% dichter Zellrasen ausgebildet hatte. Nach
24h wurde das Medium der @15cm Gewebekulturschale entfernt und die Zellen mit BVDV
NADL mit einer m.o.i. von 0,1 in 6ml Dulbecco’s MEM mit Antibiotika- und FKS-Zusatz 1h
bei 37°C infiziert. Das Medium wurde anschlieBend auf 20ml aufgefullt. Nach 26h
(beginnender zytopathischer Effekt) wurde das Kulturmedium durch 12ml frisches Medium
ersetzt, das 500ul [5,6->’H]-Uridin (Fa. Amersham-Pharmacia) enthielt. Nach weiteren 48h
wurden die Kulturiiberstande abgenommen und durch Zentrifugation fur 30min bei 4°C und
3939xg von Zellpartikeln o.4. Bestandteilen grob gereinigt. Um das markierte Virus aus dem
Kulturiiberstand zu isolieren, wurde der Uberstand iuiber Nacht bei 4°C mit 38581xg
ultrazentrifugiert (Ultrazentrifuge L8-70 Fa. Beckman; Rotor: SW41). AnschlieBend wurde
der Uberstand vorsichtig abgegossen und das zuriickbleibende Viruspellet wurde nach Zugabe
von 300ul kaltem PBS uiber Nacht bei 4°C resuspendiert.

Die weitere Reinigung des nun in ca. 300ul gelosten, markierten Virus von nichtgebundener
Restradioaktivitat  erfolgte uber Flotation in einem Optiprep-Gradienten durch
Ultrazentrifugation bei 4°C fur 6h und mit 165051xg (Ultrazentrifuge:1L.8-70 Fa. Beckman;
Rotor: SW60). 600ul Virus in 30% Optiprep/PBS wurden mit 600ul 25% und jeweils 500ul
von 20%, 15%, 10%, 5% Optiprep-Fraktionen uiberschichtet.

Nach der Zentrifugation war ein deutliches Bandenmuster zu erkennen. Es wurden 20
Fraktionen a 200ul mit der Pipette von oben abgenommen. Von diesen 20 Fraktionen wurden
jeweils Sul mit Sml des gebrauchsfertigen Szintillationscocktails gut gemischt und im LSC-

Gerat wurden die cpm-Werte fur jede Fraktion gemessen. Anhand der Messergebnisse
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wurden die Fraktionen mit den hochsten cpm-Werten (Fraktionen 13 und 14) gepoolt und im

Bindungsassay eingesetzt.

2.2.2.2 Bindungsassay

Zellen: SK6 Tet on
Antikorper:  anti-CD46-Serum (1:300)
Losungen: Praimmunserum (1:300), PBS defiz., Pferdeserum, PBS
Substanz: Doxycyclin, Fa. ICN

Rotiszint eco plus, Fa. Roth
Gerat: Liquid scintillation counter (LSC) 1209 Rackbeta, Fa. Wallac
Fur den Bindungsassay wurden die zu testenden SK6 Tet on Zelllinien auf 24 well-
Gewebekulturschalen so ausgesat (1:7), dass sich nach 24h bei 37°C ein konfluenter Zellrasen
ausgebildet hatte. Jede Zelllinie wurde nicht induziert, induziert und induziert mit
Prainkubation von anti-CD46-Serum (1:300) und Praimmunserum (Normalserum 1:300) im
Dreifachansatz getestet. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin zum
Medium der Zellen fur mindestens 18h. Prainkubiert wurden die Zelllinien nach Absaugen
des Mediums fur 1h bei 4°C. Nach erfolgter Prainkubation wurden pro ,,well“ einer 24 well-
Gewebekulturschale 6000cpm der virushaltigen Optiprep-Fraktionen fur die Feststellung der
Bindung eingesetzt. Die virushaltigen Optiprep-Fraktionen wurden mit PBS defiz. (mit
Zugabe von 2% Pferdeserum) auf 200ul/well der Gewebekulturschale verdiunnt und fur 1h bei
4°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde das Virus von jedem ,well“ einzeln
abgenommen und in separaten Messrohrchen (Fa. Roth) gesammelt. Die folgenden zwei
Waschschritte mit 200ul/well kaltem PBS wurden in denselben Rohrchen gesammelt. Im
nachsten Schritt folgte die Zelllyse (siehe 2.2.3.1). Das Zelllysat und ein sich anschlieBender
Waschschritt mit 200ul/well kaltem PBS wurden in neuen Messrohrchen gesammelt. Vor der
Messung der cpm-Werte im LSC-Gerat wurden 5ml pro Rohrchen gebrauchsfertiger
Szintillationscocktail (rotiszint eco plus, Fa. Roth) hinzugegeben und die Rohrchen gut
geschiittelt. AnschlieBend wurde fur jedes einzelne ,well“ der Gewebekulturschale der
gebundene Anteil in Prozent ausgerechnet. Hierfur wurden die gemessenen cpm-Werte der
beiden Rohrchen addiert und anschlieBend der prozentuale Anteil des Rohrchens mit dem
Zelllysat von der Gesamtradioaktivitat ermittelt. Als letztes wurde der Mittelwert aus den drei

Ergebnissen jeder Zelllinie errechnet.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Zelllyse

Lysepuffer: 1% Triton X-100 (w/v) in 50mM Tris/HCL pH 8,0
Gerite: Tischzentrifuge: 5415C, Fa. Eppendorf
Losungen: PBS

Alle Schritte der Zelllyse fanden bei 0°C statt. Die Zellen wurden mehrmals mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit Lysepuffer fur 10min inkubiert. Wahrend die Zellwande
aufgebrochen werden, bleiben die Zellkerne intakt und haften am Boden der Kulturschale, so
dass das Lysat nicht durch Nukleinsduren kontaminiert wird. Vor der weiteren Verwendung

der Lysate wurden diese durch Zentrifugation (10000xg, Smin) geklart.

2.2.3.2 SDS-PAGE mit Tris-Tricin-Puffer

Losungen fur das Gelsystem:

Probenpuffer: 6M Harnstoff
62,5mM Tris-HCL pH 6,8
2% SDS
10% Glycerol (v/v)
5% 3-Mercaptoethanol (v/v), nur fur

reduzierende Bedingungen
0,025% Bromphenolblau (w/v)
0,025% Phenolrot (w/v)

Molekulargewichtsstandard: prestained marker protein, Fa. GIBCO

Acrylamidlosung (30:1): 40% Acrylamid (w/v)
Glycerin: 87% (v/v) (Stammlosung)
TEMED: >99% (v/v) (Stammlosung)
3x Gelpuffer: 0,3M Tris-HCI pH 8,45
0,3% SDS
10x Anodenpuffer: 0,2M Tris-HCI pH 8,9
10x Kathodenpuffer: 0,1M Tris-HCI pH 8,25
0,1M Tricin
1% SDS (w/v)
Ammoniumpersulfat: 10mg/ml in H,O bidest. (Stammlosung), jeweils frisch angesetzt
Gerite: Proteingelelektrophoresekammern:

Miniprotean II, Fa.Biorad; Eigenbau JLU Gie3en
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Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde das SDS-PAGE System mit
Tris-Tricin-Puffer verwendet (Trenngel 8% Acrylamid-Endkonzentration, Sammelgel 4%
Acrylamid-Endkonzentration). Die Elektrophoresen wurden mit einer vertikalen Elektro-
phoreseapparatur durchgefuihrt. Proteinproben wurden vor dem Auftragen in jeweils gleichem
Volumen an Probenpuffer aufgenommen und Smin bei 95°C erhitzt. Falls die Proteine
reduziert werden sollten, wurde dem Probenpuffer 5% B-Mercaptoethanol zugemischt. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 60V im Sammelgel und bei 120V im Trenngel.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Trenngel fur die Immunoblot-Analyse (siche

2.2.3.3) weiterverwendet.

2.2.3.3 Immunoblot-Analyse von Proteinen (western blot)

Losungen: Transferpuffer: Kathodenpuffer Roti Blot K 10x Konzentrat, Fa. Roth
Anodenpuffer Roti Blot A 10x Konzentrat, Fa. Roth
Blockierlosung: Roti-Block 10x Konzentrat, Fa. Roth
Waschpuffer: PBS+ 0,01% Tween
Material: Nitrozellulosemembran: Pure nitrocellulose, Fa. Pall

Antikorper:  Primarantikorper: mAk A18 (1:10), mAk WB214 (1:5000),
BVD/CA 26 (1:10), anti-CD46 Serum (1:1000)
Sekundarantikorper: Ziege anti-Maus IgG (1:10000),
Ziege anti-Kaninchen IgG (1:10000)

Gerite: Trans-Blot ® SD Semi-dry Transfer cell Apparatur, Fa. BioRad
Western Blot Processor, Fa. Pharmacia

Reagenz: Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus (NEN™), Fa. Pierce

Diese Methode dient dem Nachweis von Protein im Anschluss an die SDS-PAGE (siehe
2.2.3.2). Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Sammelgel verworfen und die im
Trenngel aufgetrennten Proteine auf die Nitrozellulosemembran in einer Trans-Blot ® SD

Semi-dry Transfer cell Apparatur bei 12V fur 1h transferiert.
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Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran in der Regel im Western Blot Processor nach

folgendem Programm inkubiert:

1. = Blockierung: 60min

2. 10,0min

3. 6,5min Waschen
4. 5,0min

5. =1. Antikorper: 60min

6.  10,0min

7. 5,0min Waschen
8. 5,0min

9. =2. Antikorper: 60min

10.  7,0min

11.  5,0min Waschen
12.  5,0min

Die ca. 6x8cm grole Membran wurde anschlieBend mit 0,5ml Oxidizing Reagent und 0,5ml
Enhanced luminol Reagent des Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus (NEN™) fur

ca. Imin inkubiert. SchlieBlich erfolgte eine Autoluminographie fur ca. 10s, 60s und Smin.
2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Anzucht von Bakterien

LB-Medium: 10g/1 Trypton
5¢g/l Hefeextrakt
10g/1 NaCl

mit 1N NaOH auf pH 7,5 einstellen

Substanzen: Agar-Agar, Fa. DIFCO; Ampicillin, Fa. Fluka
Gerite: Schiuttler (185rpm / 37°C), Fa. Infors

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde dem Medium 1,5%iger Agar zugesetzt. Alle Medien
wurden autoklaviert. Durch den Zusatz von Ampicillin (100pg/ml) zum Medium konnte eine
Selektion von plasmidhaltigen Bakterien mit entsprechenden AB-Resistenzgenen erreicht
werden. Die Bakterien wurden uiber Nacht auf einem Schiittler bei 185rpm/37°C in LB-
Medium kultiviert. Zur Selektion plasmidhaltiger Bakterien erfolgte der Zusatz von

Ampicillin (100pg/ml) zum Kulturmedium.
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2.2.4.2 Plasmidisolierung

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden je nach Verwendungszweck

Mini- (bis 10ug DNA) oder Midipraparationen (bis 100ug DNA) durchgefuhrt.

Minipréaparation (Macherey & Nagel)

Losung P1: 50mM Tris-HCL, pH 8,0
10mM EDTA

Losung P1/RNase:  Losung P1
0,1mg/ml RNase A

Losung P2: 0,2M NaOH
1% SDS
Losung P3: 2,55M Kalium-Acetat, pH 5,5

Gerite: Tischzentrifuge: 5415C, Fa.Eppendorf

Die Préparation kleinerer DNA-Mengen (bis 10p# g) wurde durch Alkalische Lyse (Sambrook
et al.,, 1989) durchgefuhrt. Eine 5ml Bakterienkultur wurde utber Nacht inkubiert. 1,5ml der
Kultur wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalen mit ca. 10000xg Smin lang abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Sediment in 2501 der Losung P1/RNase
resuspendiert. Dann wurden 2501 der Losung P2 hinzugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig
gemischt und fur 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurden 2501 der Losung P3
zugegeben, die Suspension wurde gemischt und nach 10min Zentrifugation bei 10000xg
wurde der Uberstand vorsichtig in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal uiberfuhrt. Die DNA
wurde mit 400ul Isopropanolprazipitiert und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die

luftgetrocknete DNA wurde in 40u1 H,O bidest. resuspendiert.

Midipraparation (Macherey & Nagel)

Losungen P1-P3 wie fur Minipraparation beschrieben

Puffer N2: 100mM Tris
900mM KC1
15% Ethanol

mit H;PO, auf pH 6,3 einstellen

Puffer N3: 100mM Tris
1150mM KC1
15% Ethanol

mit H;PO,4 auf pH 6,3 einstellen
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Puffer N5: 100mM Tris
1000mM KC1
15% Ethanol

mit H;PO,4 auf pH 8,5 einstellen

Saulen: Nukleobond AX 100, Fa. Macherey & Nagel

Gerite: Kuhlzentrifuge Laborfuge 400R, Fa. Heraeus

Zur Praparation groBerer DNA-Mengen (bis 100 g) aus 50ml Ubernachtkulturen wurden
Nukleobond AX 100-Saulen verwendet. Die Bakterien wurden fur 10min bei 3939xg
pelletiert und anschlieBend in 4ml der Losung P1/RNase resuspendiert. Nach Zugabe von 4ml
der Losung P2 wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und fur 5min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurden 4ml der Losung P3 hinzugegeben und der Ansatz erneut vorsichtig
durch Invertieren gemischt. Wiahrend der folgenden 15minuitigen Inkubation bei
Raumtemperatur kam es zur Prazipitation der bakteriellen Proteine sowie der chromosomalen
DNA. In der Zwischenzeit wurde eine Nukleobond AX 100-Saule mit 3ml der Losung N2
aquilibriert. Das prazipitierte Material wurde durch Filtration entfernt und die klare,
plasmidhaltige Phase auf die aquilibrierte Saule gegeben. Hiernach wurde die Saule zweimal
mit jeweils 10ml der Losung N3 gewaschen und die an die Saule gebundene Plasmid-DNA
durch Zugabe von 3ml der Losung N5 eluiert. Jeweils Iml Eluat wurden mit 700p1
Isopropanol-prazipitiert und die pelletierte DNA anschlieBend mit 70%igem Ethanol

gewaschen. Die luftgetrocknete DNA wurde in 1001 H,O bidest. resuspendiert.

2.2.4.3 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Bakterien: E.coli K12-Stamm HB101

Medien:
TFB I: 30mM KOAc

100mM RbCl

10mM CaCl,

50mM MnCl,

15% Glycerol

mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen und steril filtrieren
TFB 1I: 10mM MOPS

75mM CaCL,

10mM RbCl

15% Glycerol

mit KOH auf pH 6,5 einstellen und steril filtrieren
LB-Medium
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Gerite: Kiuhlzentrifuge Laborfuge 400R, Fa. Heraeus

Schiittler (185rpm / 37°C), Fa. Infors

Photometer MP-plus 25, Fa. MAGV GmbH

Heizblock, Fa. Eppendorf
Um E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA effektiv zu transformieren, miissen sie zuerst kompetent
gemacht werden. Dazu wurden 250ml LB-Medium mit 1:100 einer Ubernacht-Kultur
angeimpft. Die Kulturen wurden bei 185rpm/37°C geschiittelt, bis eine ODgyy von 0,5-0,6
erreicht war. AnschlieBend wurden die Bakterien abzentrifugiert (Smin bei 3939xg, 4°C). Das
Bakterienpellet wurde in 100ml eisgekithitem TFB I-Medium aufgenommen, resuspendiert
und fur Smin auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien erneut abzentrifugiert (Smin bei
3939xg, 4°C), das Pellet in 10ml eiskaltem TFB II resuspendiert, fur 1h auf Eis inkubiert,
anschliefend aliquotiert und bei —70°C eingefroren und gelagert.
Zur Transformation wurden pro Ansatz 50ul der kompetenten Bakterien mit etwa 50ng
Plasmid-DNA oder 10-15u1 Ligationsansatz fur 1h auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
fur 1min bei 37°C wurden die Transformationsansitze mit LB-Medium auf 0,5ml aufgefullt,
30min unter Schiitteln bei 37°C inkubiert und schlieBlich auf LB-Agarplatten (LB/Amp)
ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C fur 12h bis 18h inkubiert; einzelne Kolonien wurden

zum Animpfen von Kulturen fir Mini- oder Midipraparationen (siehe 2.2.4.2) verwendet.

2.2.4.4 Phenol/Chloroform Extraktion von DNA

Losung: Phenol/Chloroform (1:1), Fa. Appligene/Fa. Fluka

Gerite: Tischzentrifuge Biofuge Pico, Fa. Heraeus

Eine Phenol/Chloroform-Extraktion dient zur weitgehenden Entfernung von kontaminieren-
den Proteinen aus nukleinsaurehaltigen Losungen. Phenol/Chloroform-Losung wurde im
Volumenverhaltnis von 1:1 zur Nukleinsaurelosung gegeben, der Ansatz wurde gut gemischt
und anschlieBend zur Verbesserung der Phasentrennung fur ca. Smin in einer Zentrifuge bei
10000xg zentrifugiert. Die obere wassrige Phase enthielt die Nukleinsduren und konnte
vorsichtig in ein zweites Eppendorf-Reaktionsgefal uiberfuhrt werden. AnschlieBend wurde

sie mit Ethanol/Na-Acetat prazipitiert (Ethanolprazipitation 2.2.4.5).
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2.2.4.5 Ethanolprazipitation von DNA / RNA und Isopropanolprazipitation von DNA

Losungen: 100%iges Ethanol, Fa. Fluka; 70%igem Ethanol, Fa. Fluka;

3M Na-Acetatlosung (pH 5,2), Fa. Merck; Isopropanol, Fa.Fluka
Gerite: Tischzentrifuge Biofuge Pico, Fa. Heraeus
Um Nukleinsduren aus einer Losung auszufallen, wurden der nukleinsaurehaltigen Losung
2,5 Volumen eiskaltes 100%iges Ethanol und 1/10 Volumen 3M Na-Acetatlosung, pH 5,2
zugesetzt (0,3M Endkonzentration). Das Salz unterstutzt die Zerstorung der Hydrathille der
Nukleinsaure und erleichtert die Fallung. Die Prazipitation erfolgte fur ca. zwei Stunden bei
-20°C. Das Prazipitat wurde dann durch Zentrifugation (10000xg, 20min, 4°C) pelletiert und
mit 70%igem Ethanol gewaschen, um tiberschuissige Salze zu entfernen. Nach Lufttrocknung
wurde die DNA oder die RNA in einem geeigneten Volumen H,O bidest. resuspendiert.
Fur die Isopropanolprézipitation von DNA wurde der nukleinsaurehaltigen Losung das 0,7-
fache Volumen Isopropanol zugesetzt, der Ansatz wurde gemischt und zur Prazipitation und
Pelletierung der DNA bei 4°C fur 15min bei 10000xg zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde
anschlieBend mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten

Volumen H,O bidest. resuspendiert.

2.2.4.6 Quantifizierung von DNA- / RNA-Proben

Gerate:Photospektrometer GeneQuant II, Fa. Pharmacia

Um den DNA- oder RNA-Gehalt einer Losung zu bestimmen, wurde die Absorption eines
Aliquots in Quarzglaskiivetten bei einer Wellenlange von 260nm, dem Absorptionsmaximum
von Nukleinsauren, im Photometer gemessen. Hierzu wurde die DNA-LoOsung bzw. die RNA-
Losung zuvor 1:100 verdunnt und anschlieBend die Absorption gegen H,O als Referenzwert
ermittelt.
1 OD»60 nm entspricht ca. 50u g/ml dsDNA

40u g/ml ssDNA oder RNA

33u g/ml ssOligonukleotid

(nach Sambrock et al., 1989)
Es ergeben sich folgende Gleichungen:
DNA-Konzentration (x g/ml) = Messwert OD,¢y x Verdunnungsfaktor x 50
RNA-Konzentration (¢ g/ml) = Messwert OD,gp x Verdunnungsfaktor x 40
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2.2.4.7 DNA- bzw. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Losungen:

6x DNA bzw. RNA-Auftragspuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau
30,00% (v/v) Glyzerin

50x TAE-Puffer: 242¢g Tris
57,1ml Eisessig
100,0ml 1,5M EDTA (pH 8,0)
mit H,O bidest. auf 11 auffullen

Ethidiumbromid-Losung: 10mg/ml
DNA-Langenstandard: 1kb-Leiter, Fa. GIBCO
Gerite: Gelelektrophoresekammern, Eigenbau, JLU Gief3en

UV-Transilluminator, Fa. Bachofer

Die Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten fur analytische und préaparative Zwecke
erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese in 0,8-2%igen Agarosegelen (w/v) bei
konstanter Spannung (Feldstarke 4-8V/cm). Als Gel- und Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer,
der mit 250ug/l Ethidiumbromid (EtBr) versetzt war. Das im Puffer enthaltene
Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsauren und fluoresziert bei Anregung durch UV-Licht.
Fur die Herstellung des Gels wurde Agarose mit einem entsprechenden Volumen 1x
TAE/EtBr versetzt, durch Aufkochen in einer Mikrowelle gelost und in die ,,Schlitten” der
Elektrophoresekammern gegossen. Nach dem Erstarren der Agarose wurde die Kammer mit
1x TAE-Puffer/EtBr aufgefullt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit etwa 1/10 Volumen DNA bzw. RNA-
Auftragspuffer gemischt. Als Langenstandard diente die 1kb-Leiter. Nach dem Lauf wurden
die DNA- bzw. RNA-Fragmente des Gels unter UV-Licht an einem Transilluminator
analysiert, photographisch dokumentiert oder die entsprechenden DNA-Banden fur eine

Aufreinigung aus der Agarose ausgeschnitten.

2.2.4.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

vorgefertigtes System (Kit): Ultrafree®-DA, Fa. Millipore
Gerite: Tischzentrifuge 5415C, Fa. Eppendorf

Die Aufreinigung der DNA aus Agarose erfolgte mit Hilfe eines Kits (Ultrafree®-DA). Dieses
Kit ist geeignet, um DNA, die 100-10000 Basenpaare umfasst, aus Agarosegelen fur

Klonierungszwecke oder fur die Sequenzierung zu extrahieren. Zur Aufreinigung wird das
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DNA-haltige Agarosegelstiick ausgeschnitten und in eine Saule (,,Gel Nebulizer) tiberfuihrt.
Nach einer zehnminuitigen Zentrifugation bei 5000xg, bei der feste Gelbestandteile
zuriickbehalten werden, befindet sich die extrahierte DNA im Agarosegelpuffer-haltigen

Filtrat und kann direkt weiter verwendet werden.

2.2.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Enzyme: T4-DNA-Ligase, Fa. MBI-Fermentas
Restriktionsendonukleasen, Fa. New England BioLabs; Fa. Takara
Alkalische Phosphatase (CIAP), Fa. Boehringer Mannheim
T4-Polynukleotidkinase, Fa. New England BioLabs

Substanz: ATP (100mM)

Die Ligation von DNA-Fragmenten, z. B. Einfugen von DNA-Fragmenten in Vektor-
plasmide, erfolgte mit T4-DNA-Ligase. T4-DNA-Ligase katalysiert die kovalente
Verknuipfung der 3> OH mit der 5° PO,4-Gruppe an den Enden doppelstrangiger DNA durch
die Bildung einer Phosphodiesterbindung unter ATP-Verbrauch. Um ligierbare Enden zu
erhalten, mussten zuvor beide Ligationspartner mit einem oder mehreren
Restriktionsenzymen gleicher Spaltspezifitait behandelt werden. Damit eine intramolekulare
Religation eines linearisierten Vektorplasmids verhindert wurde, musste der Vektor zusatzlich
durch eine alkalische Phosphatase dephosphoryliert werden. Der andere Ligationspartner
muss entsprechend phosphorylierte Enden aufweisen, damit die Ligation erfolgen kann. Eine
Phosphorylierung kann durch T4-Polynukleotidkinase mit ATP als Phosphatgruppendonor
katalysiert werden. Ligationen wurden in einem Volumen von 20-35u1 in 1x Ligationspuffer
und mit 1U T4-DNA-Ligase angesetzt. Die Menge der Ligationspartner wurde uber den
Vergleich der Bandenintensititen auf einem Agarosegel bestimmt. Das molare Verhiltnis von

Vektor und Insert betrug in etwa 1:3. Die Ligation fand bei RT statt.

2.2.4.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Enzyme: Tag-DNA-Polymerase, Fa. New England BioLabs
Pfu-DNA-Polymerase, Fa. Stratagene

Gerite: PCR-Maschine DNA Thermal Cycler 2400, Fa. Perkin Elmer
PCR-Maschine Mastercycler Gradient, Fa. Eppendorf

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur enzymatischen selektiven

Amplifikation von DNA, wobei selbst sehr geringe DNA-Mengen stark vervielfiltigt werden
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konnen. Das Prinzip beruht auf der Bindung zweier Oligonukleotide, die zu bestimmten
Sequenzabschnitten der DNA komplementar sind, so dass sie den zu amplifizierenden
Bereich einrahmen. Das als Plusstrang-Primer bezeichnete Oligonukleotid ist hierbei
komplementar zum antiparallelen Strang der DNA, wahrend das als Minusstrang-Primer
bezeichnete Oligonukleotid komplementar zum kodierenden Strang ist. Nach Aufschmelzen
des DNA-Doppelstranges durch Erhitzen lagern sich beide Oligonukleotide bei Absenken der
Reaktionstemperatur an die DNA an (,,Annealing®). Im néachsten Schritt dienen sie der

hitzebestandigen z. B. Tag-DNA-Polymerase als Start fur die DNA-Synthese (Elongation).

Durchfihrung:
Ein PCR-Standardansatz von 100ul wies folgende Zusammensetzung auf (ca. 100ng
,» Lemplate®):

PCR-Puffer (10x) 10,0p1

dNTPs [10mM] 2,5ul

Plusstrang-primer [ 100pmol/p1] 0,51l

Minusstrang-primer [ 100pmol/p1] 0,51l

DNA-“Template* [50ng/ul] 1,0-2,0ul

DNA-Polymerase [2,5U/ul] 1,0ul

H,O bidest. ad 100,0u1

Die Inkubation der Ansatze erfolgt in einer PCR-Maschine, wobei die Programmierung der

Zyklen folgendermal3en aussah (Standardbeispiel):

Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x Smin 95°C
Denaturierung 30s 95°C
»Annealing‘ 25-30x 30s 50-55°C (variabel)
Elongation Imin/kb 72°C
Elongation 1x 7min 72°C

Nachdem die Erfolgskontrolle durch das Auftrennen von lul Reaktionsansatz im DNA-
Agarosegel (siehe 2.2.4.7) durchgefuhrt worden war, wurden die PCR-Fragmente der Halfte
des Ansatzes (50ul) mit Ethanol prazipitiert (sieche 2.2.4.5) und anschlieBend mit
Restriktionsenzymen geschnitten. Fur die Ligation in einen Plasmidvektor wurde der

Plasmidvektor ebenfalls mit diesen Restriktionsendonukleasen geschnitten (siehe 2.2.4.9)
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2.2.4.11 Klonierung von PCR-Produkten

Enzyme: T4-DNA-Polymerase, Fa. Takara
T4-Polynukleotidkinase, Fa. New Englands BioLabs

Substanzen: dNTP’s (10mM), ATP (100mM)

Um PCR-Produkte in einen linearisierten Vektor mit glatten Enden klonieren zu konnen,
muss der 3" Uberhang des PCR-Produktes durch die Herstellung glatter Enden entfernt
werden. Dieser Schritt erfolgt mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase. Dieses Enzym katalysiert
eine 5-3"-DNA-Synthese und besitzt zusitzlich eine 3°-57(,,Proofreading)-Exonuklease-
Aktivitat. 3"Uberhdange konnten daher mit diesem Enzym abgebaut werden. Gleichzeitig
wurde eine Phosphorylierung der 5”-Enden des PCR-Produktes mit T4-Polynukleotidkinase
durchgefuhrt. Dies war notwendig, um eine erfolgreiche Ligation in einen Vektor, dessen 57~
Enden zur Verhinderung einer Selbstligation dephosphoryliert waren, zu ermoglichen. Hierzu
wurden der PCR-Reaktion (50x1) nach Beendigung der Amplifikation 21 dNTP’s (10mM),
1ul ATP (100mM), 1U T4-DNA-Polymerase und SU T4-Polynukleotidkinase zugegeben und
der Ansatz fur 30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Reinigung der PCR-

Produkte uiber eine Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.4.12 Ortsgerichtete Mutagenese mittels ,,QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis*

Substanzen: ,,QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis* Kit, Fa. Stratagene

Gerite: PCR-Maschine DNA Thermal Cycler 2400, Fa. Perkin Elmer
PCR-Maschine Mastercycler Gradient, Fa. Eppendorf

Enzyme: Pfu DNA-Polymerase, Fa. Stratagene
DpN 1, Fa. Stratagene

Die Erzeugung einzelner Basenaustausche erfolgte weitgehend nach den Herstellerangaben
des ,,QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis® Kits. Bei dieser Methode dient ein
doppelstrangiges Plasmid, in das die Mutation eingefiugt werden soll, als Matrize. Fur den
gezielten Austausch bestimmter Basen in der Matrize wurden Oligonukleotide benotigt,
welche die gewiinschten Basenaustausche in ihrer Sequenz tragen und jeweils an den ,,sense*
und den ,,antisense* Strang der DNA-Matrize binden. Mit Hilfe einer PCR-Maschine wird die
Plasmid-DNA denaturiert; die Bindung der Oligonukleotide an die DNA und eine
anschlieBende Primerextension wird durch das Enzym ,,Pfu DNA-Polymerase* (besitzt eine

»proofreading Aktivitat) durchgefuhrt. Nach 12-16 Elongationsschritten, bei denen im
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Unterschied zur PCR lediglich die Ausgangs-DNA als Matrize diente, wurde die methylierte
Ausgangs-DNA durch DpN 1 abgebaut, wahrend die mutierte, neu synthetisierte nicht
methylierte DNA erhalten blieb. Die neu synthetisierte DNA ist wie die Ausgangs-DNA
doppelstrangig und zirkular, weist allerdings zwei versetzte Strangbriiche (,,nicks) auf. Erst
nach Transformation werden diese durch die Bakterien aufgefillt.

Ein ,,QuikChange™*-Standardansatz von 50ul wies folgende Zusammensetzung auf (ca.

50ng ,,Template*):

Pfu-Puffer (10x) 5,0ul
dNTPs[10 mM] 1,0p1
Sense-Oligonukleotide [ 100 pmol/p1] 0,51l
Antisense-Oligonukleotid [100 pmol/u1] 0,51l
DNS-“Template [50 ng/ul] 1,0ul1
Pfu DNA Polymerase [1,25 U/ul] 1,0ul
H,O bidest. ad 50,0ul

Die Inkubation der Ansatze erfolgt in einem DNA-Thermal-Cycler 2400, Fa. Perkin Elmer
oder in einem Mastercycler Gradient der Fa. Eppendorf, wobei die Programmierung der

Zyklen folgendermaf3en aussah:

Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x 2min 94°C
Denaturierung 30s 94°C
»Annealing 12-20x 1-1,5min 53-60°C (variabel)
Elongation 2min/kb 68 °C

Im Anschluss an die Mutagenese-Reaktion wurde die Ausgangs-DNA durch Zugabe von 5U
DpN 1 und Inkubation fur 1h bei 37°C abgebaut. Fur die anschlieBende Transformation der
mutierten DNA in Bakterien wurde 1ul des DpN I-verdauten Reaktionsansatzes und ein 50ul-

Aliquot kompetenter E. coli verwendet (siehe 2.2.4.3).

2.2.4.13 in vitro Transkription

Enzyme: Sp6 RNA Polymerase, Fa. Takara

Fur die in vitro Transkription mit Sp6 RNA-Polymerase wurden 2ug Plasmid-DNA durch
einen Restriktionsverdau linearisiert, anschlieBend uber eine Phenol/Chloroform-Extraktion

(siehe 2.2.4.4) gereinigt und mit Ethanol gefallt (siehe 2.2.4.5).

46



Material und Methoden

Nachdem das getrocknete DNA-Pellet in 10-15x41 H,O bidest. aufgenommen worden war,

setzte sich der Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

Sp6 Pol.-Puffer (10x) 1ul
DTT [0,1M] 1ul
DNA-“Template* [1pug/pul] 1ul
human ribonuclease inhibitor [40U/ul] 1ul
rNTPs [10mM] 1ul
H,0 bidest. 4ul
Sp6 RNA-Pol. [50U/ul] 1ul
Gesamtvolumen 10ul

Die Transkription erfolgte fur 1-2h bei 37°C. AnschlieBend wurde die Qualitat der in vitro
Transkripte uber eine Agarose-Gelelektrophorese analysiert, bevor die transkribierte RNA
mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.2.4.4) gereinigt und mit Ethanol gefillt wurde
(siehe 2.2.4.5).

2.2.4.14 Sequenzierung von DNA mittels ,,Cycle-Sequencing‘‘ mit Fluoreszenzfarbstoff-

markiertem Primer

Substanzen: ,,Thermo Sequenase fluorescent labelled cycle
sequencing kit with 7-Deaza-dGTP™, Fa. Amersham

Gerite: PCR-Maschine DNA Thermal Cycler 2400, Fa. Perkin Elmer
PCR-Maschine Mastercycler Gradient, Fa. Eppendorf

Fur die Technik des ,,Cycle Sequencing* wurde das ,,Thermo Sequenase fluorescent labelled

P™" verwendet. Die Sequenzierungsreaktion wurde

cycle sequencing kit with 7-Deaza-dGT
als PCR durchgefuhrt; da allerdings nur ein Oligonukleotid eingesetzt wurde, erfolgte keine
exponentielle, sondern nur eine lineare Amplifikation der DNA-Fragmente. Wahrend der sich
anschlieBenden Elektrophorese von unterschiedlich groBen DNA-Molekiilen, wurde der
Fluoreszenzfarbstoff, mit welchem das Oligonukleotid markiert war, mittels Laser angeregt
und detektiert.

Fur die Sequenzierung wurde Plasmid-DNA aus Mini- oder Midipraparationen verwendet.
Fur eine Sequenzierungsreaktion wurde eine DNA-Menge von 200ng/kb Plasmidgrofie und
2pMol eines Fluoreszenzfarbstoff (IR 800)-markierten Oligonukleotids (siehe 2.2.5.1)
eingesetzt. Dieser Ansatz wurde mit H,O bidest. auf 25ul aufgefullt und anschlieBend auf vier

PCR-Reaktionsgefalie verteilt. Pro Reaktion wurden jeweils 2ul der verschiedenen Didesoxy-

nukleotidgemische des Kits dazugegeben.
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Die PCR erfolgte nach folgendem Protokoll:

Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x 2min 95°C
Denaturierung 15s 95°C
»Annealing 30x 30s 50°C
Elongation 30s 70°C
Elongation 1x Smin 70°C

Nachdem die PCR-Reaktion abgeschlossen war, wurde die Reaktion durch Zugabe von
jeweils 2ul Stop-Puffer beendet und auf 4°C gekuhlt. Kurz vor dem Auftragen wurden die
Reaktionen zur Denaturierung fur 2min auf 72°C erhitzt. Von den Reaktionsansitzen wurde

jeweils 1ul auf das Sequenzgel aufgetragen.

2.2.4.15 Elektrophorese in denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgelen

Automatische Sequenzierung mit dem LI-COR 4000 L Sequenziergerit:

Elektrophoresepuffer:
10x ,,Long-Run‘“-Puffer: 162,0g Tris
27,5g Borsaure
9,3g EDTA-Na,
mit H,O bidest. auf 11 auffullen
,langes Gel“ (4%, 66¢cm): 32,0ml Sequagel XR
8,0ml Sequagel-Puffer
2,0ml ,Long Run“-Puffer
15,0ml H,O bidest.
8,0g Harnstoff
400,0ul 10%iges APS
20,0ul TEMED
,.kurzes Gel“ (6%, 40cm): 30,0ml Sequagel XR
7,5ml Sequagel-Puffer
300,0ul 10%iges APS
400,0ul DMSO
Gerite: Sequenzgelelektrophoreseapparaturen, Fa. LI-COR

Sequenziergerat LI-COR 4000 L, Fa. LI-COR

Die Auftrennung der Proben erfolgte auf 0,2mm dicken Polyacrylamidgelen. Lange Gele
(66¢cm) wurden fur das Lesen von bis zu 1000 Basen verwendet; kurze Gele (40cm) fur die

Auftrennung von bis zu 600 Basen.
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Die fur die automatische Sequenzierung verwendeten Polyacrylamidlosungen wurden mit
Hilfe eines kommerziell erhéltlichen Gelsystems angesetzt. Unmittelbar vor dem Gie3en
wurden TEMED und 10%iges Ammoniumpersulfat zu den Polyacrylamidlosungen gegeben.
Zur Herstellung der Gele wurden ,,Spacer” (@ 0,2mm) zwischen die Glasplatten gelegt, die
Platten in dafur vorgesehene Schienen eingespannt und auf eine entsprechende Apparatur
gelegt, die ein horizontales GieBBen des Gels ermoglichte. Die Polymerisation erfolgte fur
mindestens 1h, anschlieBend wurde das Gel in das Sequenziergerit eingespannt und ein

Vorlauf unter folgenden Bedingungen gestartet:

lange Gele kurze Gele
(4%, 66cm) (6%, 40cm)
2000V 1500V
37mA 37mA
45°C 50°C

S0W S0W

Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben wurden diese fur 2min bei 72°C denaturiert. Der
Gellauf wurde bei langen Gelen uiber 12h, bei kurzen Gelen iiber 5-6h unter den gleichen
Bedingungen wie fur den Vorlauf durchgefuhrt. Die Detektion der Fluoreszenzfarbstoft-
markierten DNA-Banden erfolgte mittels eines Lasers wahrend des Laufs. Die als Bild oder
Buchstabensequenz ~ verfugbaren Daten  wurden anschlieBend mit Hilfe eines

Computerprogramms (DNA Strider) ausgewertet.

2.2.5 Klonierungen

Alle folgenden Konstrukte wurden mit der in 2.2.4.15 beschriebenen automatischen
Sequenzierung uberpriift.

2.2.5.1 Synthetische Oligonukleotide

Oligo  |Nukleotidsequenz Lange,
Restriktions- |+/-
schnittstelle |-

SCR1b- (GGCATCGGAGGACGTGGGC 19nt -

SCR1b+ TGTCCTACCCTAGCTGATCC 20nt +

SCR2b- |[CCGACATTTTTTACAGCCCTCC 22nt -

SCR2b+ TGTCAACCGCCTCCAGAAATT 21nt +

SCR3b- |[CAAAATCTTTTCACTGTTGG 20nt -

SCR3b+ TGTGTATATCCAGCCCATTG 20nt +

SCR4b- TTTGACCACTTTACACTGAGG 21nt -

SCR4b+ ATTAAAGGACATCCCCCCCG 20nt +

SCR1p+ TGTGATGAGCCACCGAAGTTT 21nt +
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SCR1p- [GGCTTTTCGTCGACAAGCCTC 21nt -
SCR2p+ TGTTCGAATCTACCAGACCCG 21nt +
SCR2p- [CAAAATCTTCTCACATAGCGGG 22nt -
SCR3p+ TGTAAACCACCTGGCGAAATT 21nt +
SCR3p- TTTGACCACTTTACACTCAGGG 22nt -
SCR4p+ TGTCCATATCCAGTAGTCCCA 21nt +
SCR4p- |ACATTGGGGCATCTCAGGCTC 21nt -
0AHS5 |ACATTCATACTCTACACGGTC 21nt -
0AH6 |CATCTGGGTTTCCAGCCACTAAC 22nt +
0AH7 |CGCCCCGGGTTCCAGCCCATG 21nt +
0AH8 |ACATTCATACACAATCTGCTC 21nt -
0AH9 |TGTGATGATCCACCAAGATTTG 22nt +
0AH10 |GGCATCTGAGGGCATGGGAAG 21nt -
0AH11 |GTACATTAACTTCCCATCTTCGCAGACGGCCTTAACG [4Int -
GTTC
0AH12 |CTCCAGCGCTCGACGAGAGAAACCAGGTATCTAGCAT (44nt; +
CATTGCA Eco47 111
0AH13 TCTTGCTTTCGCCCGTCAAATAGGAGCTCA 29nt -
0AH14 |\GGATGTAGTCGAGATGGATGATGACTTC 28nt +
0AH15 |ATTGAATGACGTACACTCTACGACACCAGTC 31nt -
0AH16 |ATGGACACCTTAGCAACAGAAGTGGTGAAAACC 33nt +
0AH17 |GGTGATACAGCCTTGTCTATGTGGAAAAGGCTTATC  [36nt -
0AH18 |CAAAAGAATCTGGGAGAAGACCTATTCCATTGCAAG [36nt +
0AH19 |GTATGAATGTCGCCCCGGTTTCCAGCC 27nt +
0AH20 |GGCTGGAAACCGGGGCGACATTCATAC 27nt -
0AH21 |GTTTCCAGCCAATGGTTCCTGGTCAAG 27nt +
0AH22 |CTTGACCAGGAACCATTGGCTGGAAAC 27nt -
0AH23 |CAGTAACTCCTGCGCTTCCCCTGGCTCTCG 30nt +
0AH24 |CGAGAGCCAGGGGAAGCGCAGGAGTTACTG 30nt -
0AH25 |CTGCGCTTCCCACCTTTTCCGTTTGTCAGG 30nt +
0AH26 |CCTGACAAACGGAAAAGGGTGGGAAGCGCAG 30nt -
0AH27 |GTTTGTCAGGATGATAATACATGGTC 26nt +
0AH28 |GACCATGTATTATCATCCTGACAAAC 26nt -
0AH29 |AATACATGGTCGCCCCTCCAGGAGGG 26nt +
0AH30 |CCCTCCTGGAGGGGCGACCATGTATT 26nt -
0AH33 |[CATGGTTCCTGGGCAAGTCACCTTTTCCG 29nt +
0AH34 |CGGAAAAGGTGACTTGCCCAGGAACCATG 29nt -
0AH35 |[CTGGGCAAGTCCTCGCTCTCGTCTGTCAGG 30nt +
0AH36 |CCTGACAGACGAGAGCGAGGACTTGCCCAG 30nt -
AS1- GGTAGTGGTGAGACCTTCAGC 21nt -
AS2+ TGGAAAGAATACAGCCACGGT 21nt +
AS3- GTTTAACAAAGTGGTGTTGTAC 21nt -
AS4+ | GGCAGTGCTTTCTATCTAGTC 21nt +
ASS- CCCCAACTTGCAATGGAATAG 21nt -
AS6+ | GGTAATTGGACATGTGTAAAAG 22nt +
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AS7+ |AAGAATTCACCATGAAAGCATCGAGAGGACAGG 33nt; EcoR 1 |+
AS2,1- |CCTCCTACTAACCACGTTAAG 21nt -
AS6,1+ |GGCAAGTGCATCCTAACAAATG 22nt +
AS6,2+ |[CCTATGCCGTGCAGACCCCAAAG 23nt +
AS2,2- | GGCCTTAACGGTTCCGTCGTC 21nt -
AS6,3+ [TCTTGTACATTCAACTACACA 21nt +
AS6,4+ |[AGTTACTTCCAGCAATATATG 21nt +
AB1- |AGTGGTGGTAAGGCCTTCAGC 21nt -
AB2+ |TGGAAGGAATACTCACCTGGA 21nt +
AB3- | GTTCAGCAGCGTTGTATTGAA 21nt -
AB4+ |GGACCGGCCTTCCAGATGGTA 21nt +
AB5- [TCCAAGGATGCAGTTATGGAG 21nt -
AB6+ |GGAAATTGGACTTGTGTGCCT 21nt +
AB7+ |AAAAGCTTACCATGAAGATAGTCAGGGGCCAG 32nt +
AB2,1+ TATCTCGCAATCTTGCATACA 21nt +
AB6,1- |[AATGGGGTAGTGTGGTAGTCC 21nt -
AB6,2- [TCCGAGTTTGGTATCCATAGC 21nt -
AB2,2+ TGGTGCGAAGATGGGAAGTTAATG 24nt +
AB6,3- [TGTCTTTTCTACAGGCCCCTC 21nt -
AB6,4- | GTCTCTGGGCTCAAAATACTT 21nt -
IFF17 | GGGGCACAAGGCCGGCTAGCCTGT 24nt +
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 18nt -

Fluoreszenzfarbstoff (IR 800)-markierte Oligonukleotide fur die Sequenzierung:

pTRE320 |GTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCC 23nt +
pTRErev [TCACTGCATTCTAGTTGTGG 20nt -
SP6 GTATACGAGGTTAGCTCTTTCTCGTATA 28nt -
17 TAATACGACTCACTATAG 18nt -
CSF4 GAGGGATTTGACTAGGGTCTGG 22nt +

2.2.5.2 Klonierung der Deletionsmutanten von CD46y,,,

Plasmide: pKM6 (pcDNA3 mit bovinem CD46), Maurer, Diss. 2002

pcDNA3, Fa. Invitrogen

pTRE, Fa. CLONTECH
CD4641: Mit dem Plusstrang-Primer SCR1b+ und mit dem Minusstrang-Primer SCR1b-
wurde aus dem ,,Template” pKM6 ein PCR-Produkt mit der Pfu-Polymerase amplifiziert.
Hierbei wurden die aa43-106 (CCP1) von CD46y,, deletiert. Dieses PCR-Produkt wurde mit
5U T4-Polynukleotidkinase, Syl ATP (10mM) und 1x1DpN I 1h bei 37°C inkubiert. Mit der
Zugabe von T4-Polynukleotidkinase und ATP erfolgte eine Phosphorylierung der 5°Enden
des PCR-Produktes. Das Enzym DpN 1 verdaut die methylierte Ausgangs-DNA.
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AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung des DNA-Fragments (sieche 2.2.3.8) und die
Religation (pCD464;1).

Zur Herstellung einer Zelllinie wurde aus pCD464; mit den Restriktionsenzymen BamH 1 /
Bgl 11 das deletierte CD46y,, in den BamH 1 geschnittenen pTRE ligiert. Hieraus resultierte
CD4641. Durch einen weiteren ,,Kontrollverdau“ mit dem Restriktionsenzymen BamH 1 /
EcoR T und einer dadurch erfolgten Linearisierung der DNA wurde die richtige Orientierung

der Deletion von CD46y,,, im pTRE kontrolliert.

CD464,: Die Klonierung erfolgte entsprechend CD464;. Hier wurden der Minusstrang-Primer
SCR2b- und der Plusstrang-Primer SCR2b+ eingesetzt. Es wurden die aal07-170 (CCP2) von
CD46y,, deletiert (pCD464,).

pCD46,, wurde mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl 11 in den BamH 1 geschnittenen
pTRE ligiert. Hieraus resultierte CD46,4..

pCD4643: Aus dem ,Template” pKM6 wurde entsprechend CD464; mit den Primern
SCR3b+ / SCR3b- ein PCR-Produkt amplifiziert. Die aal71-236 (CCP3) von CD46y,

wurden deletiert.

pCD4644: Hier wurde mit den Primern SCR4b+ / SCR4b- ein PCR-Produkt amplifiziert, das
eine Deletion von aa237-292 (CCP4) von CD46y,, enthdlt. Ansonsten erfolgte die Klonierung
wie bei CD464; beschrieben.

CD4641,42: Die Klonierung erfolgte entsprechend CD4641, hier wurde mit den Primern
SCRI1b- / 2b+ aus pKM6 ein PCR-Produkt amplifiziert, das eine Deletion von aa43-170
(CCP1 und CCP2) von CD46y,, enthalt. Zur Etablierung einer Zelllinie wurde pCD4641,2
mit den Restriktionsenzymen BamH I und Bgl Il verdaut und anschlieBend in den BamH 1

geschnittenen pTRE inseriert. Hieraus resultierte CD4641, A2.

CD464344: Aus pKM6 wurde mit dem Primerpaar SCR3b- / SCR4b+ ein PCR-Produkt
amplifiziert, das eine Deletion von aal71-292 (CCP3 und CCP4) von CD46y,, umfasst, die
weitere Klonierung erfolgte entsprechend CD464;. Uber den Restriktionsverdau BamH 1/ Bgl
IT wurde pCD4643,44 in den BamH 1 geschnittenen pTRE inseriert und das Plasmid CD4643, a4

konstruiert.
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2.2.5.3 Klonierung der Austauschmutanten von CD46y,,

Plasmide: pBlueskript SK II, Fa. Stratagene
pKM6 (pcDNA3 mit bovinem CD46), Maurer, Diss. 2002
pKM1 (pcDNA3 mit porzinem CD46), Rumenapf, nicht publiziert
pcDNA3, Fa. Invitrogen
pTRE, Fa. CLONTECH
pAH29: CD46y,, wurde mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / EcoR 1 aus dem Plasmid

pKMG6 in den deutlich kleineren BamH 1/ EcoR 1 geschnittenen pBlueskript SKII kloniert.

CD46,,:: Aus dem ,,Template” pAH29 wurde mit dem Primerpaar bSCR1b- / bSCR1b+ und
der Pfu-Polymerase ein PCR-Produkt amplifiziert, das eine Deletion von bovinem CCP1
enthalt. Mit den Primern pSCRI1+ / pSCRI1- wurde mittels Tag-Polymerase aus pKMI1
porzines CCP1 amplifiziert. An beiden PCR-Produkten wurden glatte Enden hergestellt und
anschlieBend wurden diese miteinander ligiert. Anhand Sequenzierung wurde die richtige
Orientierung des Inserts uberpruft. Zur Etablierung einer SK6 Tet on Zelllinie wurde
pCD46,; mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl 11 verdaut und in den BamH 1
geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46,;.

CD46,;: Aus pAH29 wurde mit den Primern bSCR2b- / bSCR2b+ ein PCR-Produkt
amplifiziert, das eine Deletion von bovinem CCP2 enhalt. Mit den Primern pSCR2+ / pSCR2-
wurde porzines CCP2 aus pKMI1 amplifiziert. Die weitere Klonierung erfolgte entsprechend
CD46,,. Als Grundlage fur die Herstellung einer SK6 Tet on Zelllinie wurde pCD46p; mit
den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl 11 verdaut und in den BamH 1 geschnittenen pTRE

kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46,,.

CD46,3: Diese Klonierung erfolgte entsprechend CD46,;, jedoch wurden hier fur die
Amplifikation des PCR-Produkts von pAH29 die Primer bSCR3b- / bSCR3b+ verwendet und
fur das Insert von pKM1 die Primer pSCR3+ / pSCR3- eingesetzt. Zur Etablierung einer SK6
Tet on Zelllinie wurde pCD46,,3 mit den Restriktionsenzymen BamH 1/ Bgl 11 verdaut und in
den BamH I geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46,3.

CD46,4: Aus pAH29 wurde mit den Primern bSCR4b- / bSCR4b+ ein PCR-Produkt
amplifiziert, dass eine Deletion von bovinem CCP4 enhilt. Mit den Primern pSCR4+ /

pSCR4- wurde porzines CCP4 aus pKMI1 amplifiziert. Die weitere Klonierung erfolgte
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entsprechend CD46,,,. Als Grundlage fur die Herstellung einer SK6 Tet on Zelllinie wurde
pCD46,4 mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl 11 verdaut und in den BamH 1

geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46,4.

CD46,,1,,:: Diese Klonierung erfolgte entsprechend CD46,,, jedoch wurden hier fur die
Amplifikation des PCR-Produkts von pAH29 die Primer bSCR1b- / bSCR2b+ verwendet und
fur das Insert von pKM1 die Primer pSCR1+ / pSCR2- eingesetzt. Porzines CCP1 und CCP2
wurde blund end in CD46,,, kloniert, dem CCP1 und CCP2 deletiert worden waren. Zur
Etablierung einer SK6 Tet on Zelllinie wurde pCD46,; 52 mit den Restriktionsenzymen BamH
I / Bgl 1I verdaut und in den BamH I geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das
Plasmid CD46,1,p>.

CD46,3,4: Aus pAH29 wurde mit den Primern bSCR3b- / bSCR4b+ ein PCR-Produkt
amplifiziert, dass eine Deletion von bovinem CCP3 und CCP4 enhilt. Mit den Primern
pSCR3+ / pSCR4- wurde porzines CCP3 und CCP4 aus pKMI1 amplifiziert. Die weitere
Klonierung erfolgte entsprechend CD46,,;. Als Grundlage fur die Herstellung einer SK6 Tet
on Zelllinie wurde pCD46p3,4 mit den Restriktionsenzymen BamH 1/ Bgl 11 verdaut und in

den BamH I geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46y3 p4.

2.2.5.4 Klonierung der Austausche in CCP1 von CD46y,,y

Plasmide: pKM1 (pcDNA3 mit porzinem CD46), Rumenapf, nicht publiziert
pcDNA3, Fa. Invitrogen
pTRE, Fa. CLONTECH

CD461pm): Aus pAH29 wurde mit dem Primerpaar oAH6 / SCR1b- mit der Pfu-Polymerase
ein PCR-Produkt amplifiziert. Hierbei wurde die N-terminale Hilfte von bovinem CCP1
deletiert. Mit dem Primerpaar SCR1p+ / oAHS wurde die N-terminale Hiélfte von porzinem
CCP1 aus pKMI1 mit der Tag-Polymerase amplifiziert. Bei beiden PCR-Produkten wurden
glatte Enden hergestellt und sie wurden anschlieBend miteinander ligiert. Die richtige
Orientierung des Inserts wurde uiber Sequenzierung kontrolliert. Zur Etablierung einer SK6
Tet on Zelllinie wurde pCD46pp) mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl 11 verdaut und

in den BamH I geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD46 ).

CD461wp): Die Klonierung entspricht CD46;pp). Zur Amplifikation der PCR-Produkte
wurden die Primerpaare SCR1b+ / oAHS8 fur pAH29 und SCRI1p+ / oAHS fur pKMI1
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eingesetzt. Uber den Restriktionsverdau BamH 1 / Bgl 11 wurde pCD46,p) in den BamH 1

geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das Plasmid CD461/p).

2.2.5.4.1 Klonierung einzelner Aminosiureaustausche in der C-terminalen Hiflte von
bovinem CCP1 mittels ,,Quik ChangeTM Site-Directed Mutagenesis* (2.2.4.12)

Plasmide: pS583 (pTRE mit bovinem CD46), Riitmenapf, nicht publiziert
pTRE, Fa. CLONTECH

CD46R31p32: Im Plasmid p583 wurden mit den Primern 0oAH19 / 0AH20 die bovinen
Aminosauren Hs L3, in die porzinen Aminosauren Rj;;P3;, geandert. Hierzu wurde die in
2.2.4.12 beschricbene ,Quik Change™ Site-Directed Mutagenesis“ PCR Methode

angewandt.

CD46y137v3s: Bei dieser Klonierung wurden mit den Primern oAH21 / 0AH22 und der ,,Quik
Change™ Site-Directed Mutagenesis“ PCR Methode die Aminosiuren V3;Tsg in die

Aminosauren M3;V3g geandert.

CD46a40LpTES45: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Mit der ,,Quik ChangeTM Site-
Directed Mutagenesis®“ PCR Methode und den Primern oAH23 / 0AH24 wurden im p583 die
Aminosauren G49Q41 V4, in die Aminosauren A4glL4 P4, mutiert. Hieraus resultiert das Plasmid

CD46a401.41p42. AnschlieBend wurde mit CD46a40141p42 als ,, Template” eine zweite ,,Quik
Change* PCR mit den Primern oAH25 / 0AH26 durchgefihrt. Hierbei wurden die bovinen

Aminosauren L43A4414s5 in die porzinen Aminosauren T43E44S45 verwandelt.

CD46pso: Mit einer ,,Quik Change* PCR mit den Primern oAH 27 / 0AH28 wurde im p583

die bovine Aminosaure N5, in die porzine Aminosaure Ds, umgewandelt.

CD46pss: Mit dieser Klonierung wurde die bovine Aminosaure Sss in die porzine Aminosaure
Pss umgedandert. Hierfur wurde eine ,,Quik Change* PCR im p583 mit den Primern oAH29 /
0AH30 durchgefuhrt.

2.2.5.4.2 Klonierung einzelner Aminosiureaustausche in der C-terminalen Halfte von
porzinem CCP1 mittels ,,Quik ChangeTM Site-Directed Mutagenesis* (2.2.4.12)

Plasmide: pTS (pTRE mit porzinem CD46), Krey, nicht publiziert
pTRE, Fa. CLONTECH
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CD46,,14060viaLgs): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Als erstes wurden mit einer
,»Quik Change® PCR mit den Primern oAH33 / 0AH34 und CDA46,, als , Template* die
porzinen Aminosauren AyolL4Ps, in die bovinen Aminosauren G40Q4; V4, umgewandelt und
das Plasmid CD46p;(G40041v42) etabliert. Mit der sich anschlieBenden zweiten ,,Quik Change*
PCR mit den Primern oAH35 / 0AH36 und pAH123 als ,,Template* wurden die Aminosauren
T43E44S4s in die Aminosauren L43Ag4l4s geandert. Hieraus resultierte das Plasmid

CD46,,140G6QvLAL45)-

porz.CD4640Govi.aL4s): Diese Klonierung erfolgte mittels zwei aufeinander folgender ,,Quik
Change* PCR. Die erste ,,Quik Change* PCR mit dem ,,Template* pT5 und den Primern
0AH33 / 0AH34 fuhrte zu einer Anderung der porzinen Aminosauren A4l P4 in die
bovinen Aminosauren Gu9Q4; V4, und zur Etablierung von porz.CD46G40041v42).- Mit der sich
anschlieBenden zweiten ,,Quik Change® PCR mit den Primern oAH35 / oAH36 und
porz.CD46G40q41v42) als ,,Template* wurden die Aminosauren T43E44S4s in die Aminosduren

L43As4lys gedndert. Hieraus resultierte das Plasmid porz.CD460cQviAL45)-

2.2.5.5 Klonierung von weiteren CCP-Mutanten

Plasmide: pKM1 (pcDNA3 mit porzinem CD46), Rumenapf, nicht publiziert

pTRE, Fa. CLONTECH
CDA46,,134: Bei dieser Klonierung wurde CD46,, als ,,Template* fur eine PCR mit der Pfu-
Polymerase und den Primern oAH9 / SCR1b- verwendet. Das Insert wurde mit den Primern
bSCR1+ / bSCR3- aus dem pAH29 mit der Tag-Polymerase amplifiziert. Bei beiden PCR-
Produkten wurden glatte Enden hergestellt bevor sie miteinander ligiert wurden (siehe

2.2.4.11).

CD46.,1: Aus pAH29 wurde mit den Primern oAH9 / bSCRI1- ein PCR-Produkt mit Pfu-
Polymerase amplifiziert. Das Insert wurde mit den Primern pSCRI1+ / pSCR 1- aus dem
pKMI1 mittels Tag-Polymerase amplifiziert. Es wurden bei den PCR-Produkten glatte Enden
hergestellt, bevor sie miteinander ligiert wurden. Die Orientierung des Inserts wurde anhand
Sequenzierung uberpriift. AnschlieBend wurde tiber einen BamH 1 / Bgl 11 Restriktionsverdau
das veranderte CD46 in den BamH 1 geschnittenen pTRE kloniert. Hieraus resultierte das
Plasmid CD46.,1, das anschlieBend fur die Etablierung einer SK6 Tet on Zelllinie verwendet

wurde.
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CD461,p14p2,34: Fur die Klonierung dieser CCP-Mutante wurde mit den Primern bSCR2- /
bSCR2+ aus pAH29 ein PCR-Produkt amplifiziert. Ein weiteres PCR-Produkt wurde mit den
Primern pSCR1+ / pSCR2- aus dem pKMI1 amplifiziert. Bei den PCR-Produkten wurden
glatte Enden hergestellt und anschlieBend wurden sie miteinander ligiert. Die Orientierung
des Inserts wurde iiber Sequenzierung kontrolliert und anschlieBend wurde die CCP-Mutante
uber einen BamH 1 / Bgl 1l Restriktionsverdau in den BamH 1 geschnittenen pTRE kloniert.
Hieraus resultierte das fur die Etablierung der SK6 Tet on Zelllinie verwendete Plasmid

CD461 p1+p2,3.4-

CD461,2p14p234: Aus pAH29 wurde mit den Primern bSCR2+ / bSCR3- ein PCR-Produkt
amplifiziert. Ein weiteres PCR-Produkt wurde aus dem pKM1 mit den Primern pSCR1+ /
pSCR2- amplifiziert. Beide PCR-Produkte wurden nach Herstellung glatter Enden
miteinander ligiert und anschlieBend mittels Sequenzierung uberpruft. SchlieBlich wurde das
Plasmid mit den Restriktionsenzymen BamH 1 / Bgl II verdaut und in den BamH 1

geschnittenen pTRE ligiert. Hieraus resultierte das Plasmid CD4612 p14p2,34-

2.2.5.6 Etablierung von Glykoprotein E2-Konstrukten im pcDNA3 Plasmid

Plasmide: p568 (pcDNA3 mit BVDV NADL E2, Influenza HA tail) Ruimenapf,
nicht publiziert
p194 (pcDNA3 mit KSPV E2, Influenza HA tail, EF Promotor) Ruimenapf,
nicht publiziert
pcDNA3, Fa. Invitrogen
PE2b1-29/p30-396): Mit dem Plusstrang-Primer AB7+ und dem Minusstrang-Primer AB1- wurde
mittels PCR aus dem ,,Template* p586 ein Insert amplifiziert, das 5° mit Hind III geschnitten
wurde. 3 wurde der Uberhang des PCR-Produktes durch die Herstellung glatter Enden
entfernt (blund end). Mit dem Plusstrang-Primer AS4+ und dem Minusstrang-Primer Sp6
wurde ein zweites Insert aus p194 amplifiziert. Hier wurden 5 glatte Enden hergestellt und

3’wurde es mit Xba I geschnitten. In einer “three piece”-Ligation wurden die beiden Inserts

Hind 111 / blund end / Xba I in einen Hind 111 / Xba 1 geschnittenen pcDNA3 ligiert.

PE2b1-122/p123-396): Die Klonierung erfolgte entsprechend pE2 12930396y jedoch wurde hier
mit den Primern AB7+ und AB3- aus dem ,,Template* p568 ein Insert amplifiziert, das 5 mit
Hind III geschnitten wurde und 3 wurden glatte Enden hergestellt. Das zweite Insert wurde

mit den Primern AS4+ und Sp6 aus p194 amplifiziert. Zur transienten Expression wurden die
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Inserts in einer ,three piece“-Ligation Hind III / blund end / Xba 1 in den Hind III / Xba 1

geschnittenen pcDNA3 inseriert.

PE2b1-185/p186-396): Mit den Primern AB7+ und ABS5- wurde aus p568 ein Insert amplifiziert,
dass 5"mit Hind III geschnitten wurde und 3° wurden glatte Enden hergestellt. Ein zweites
Insert wurde aus p194 mit den Primern AS6+ und Sp6 amplifiziert. Mittels einer ,three
piece*-Ligation wurden die beiden Inserts Hind III / blund end / Xba I in den Hind III / Xba 1
geschnittenene pcDNA3 ligiert.

PE2p1-29m30-3970 Aus p568 wurde mit den Primern AB2+ und Sp6 ein PCR-Produkt
amplifiziert, dem 3" glatte Enden hergestellt wurden und 5 mit Xba I geschnitten wurde. Aus
p194 wurde ein zweites PCR-Produkt mit den Primern AS7+ und AS5- amplifiziert. Dieses
Produkt wurde 5'mit EcoR I geschnitten und 3 wurden glatte Enden hergestellt. Die beiden
PCR-Produkte wurden mittels einer ,,three piece“-Ligation EcoR 1/ blund end / Xba I in den
EcoR 1/ Xba 1 geschnittenen pcDNA3 inseriert.

PE2p1-122p123-397: Aus p568 wurde mit den Primern AB4+ und Sp6 ein PCR-Produkt
amplifiziert. Das zweite PCR-Produkt wurde aus pl194 mit den Primern AS7+ und AS3-
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden EcoR I / blund end / Xba I in den EcoR 1/ Xba 1
geschnittenen pcDNA3 ligiert.

PE2p1.184m185-397: Mit den Primern AB6+ / Sp6 wurde aus p568 ein PCR-Produkt und aus
p194 mit den Primern AS7+ und ASS das zweite PCR-Produkt amplifiziert. Beide Produkte
wurden mittels einer ,,three piece*-Ligation EcoR 1/ blund end / Xba I in den EcoR 1/ Xba 1

geschnittenen pcDNA3 inseriert.

PE2b1.223/p224-396): Mit den Primern AB7+ / AB6,1- wurde aus p568 ein PCR-Produkt und aus
pl94 mit den Primern AS6,1+ / Sp6 ein weiteres PCR-Produkt amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden Hind III / blund end / Xba I in den EcoR 1/ Xba 1 geschnittenen pcDNA3
ligiert.

PE2b1-274/p275-396): Die Klonierung erfolgte wie bei pE2pi-223/p224-306) beschrieben, jedoch
wurden hier zur Amplifikation der PCR-Produkte die Primer AB7+ und ABG6,2- fur das
, Lemplate* p5S68 und AS6,2+ und Sp6 fur p194 eingesetzt.
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PE2p1-64m65-397)0 Aus p568 wurde mit den Primern AB2,1+ und Sp6 und aus p194 wurde mit
den Primern AS2,1- und AS7+ zwei PCR-Produkte amplifiziert. Diese PCR-Produkte wurden
EcoR 1 / blund end / Xba 1 anhand einer ,three piece* Ligation in den EcoR I / Xba 1

geschnittenen pcDNA3 inseriert.

PE2b1.293/p294-396): Hier wurde mit den Primern AB7+ / AB6,3- ein PCR-Produkt aus p568
und mit den Primern AS6,3+ / Sp6 das zweite PCR-Produkt aus p194 amplifiziert. Die
Ligation erfolgte Hind III / blund end / Xba 1 in das Hind III / Xba 1 geschnittene pcDNA3
Plasmid.

PE2b1-312/p313-396): Diese Klonierung erfolgte entsprechend pE2i-293/p294-3096), €8 wurden zur
Amplifikation der PCR-Produkte die Primer AB7+ / AB6,4- fur p568 und die Primer AS 6,4+
/ Sp6 fur p194 eingesetzt.

PE2p1.46/m47-397)0 Mit den Primern AB2,3+ / Sp6 wurde aus p568 und mit den Primern AS7+ /
AS2,3- wurde aus p194 jeweils ein PCR-Produkt amplifiziert. Diese Produkte wurden EcoR 1
/ blund end / Xba 1 anhand einer ,three piece” Ligation in das EcoR I / Xba 1 geschnittene
Plasmid pcDNA3 ligiert.

PE21.56ms7-397)¢ Die Klonierung erfolgte entsprechend pE246p47-3977 mit den Primern

AB2,3+ /Sp6 fur das ,,Template* p568 und mit den Primern AS7+ / AS2,3- fur p194.

PE2p1-56/m57-293/p294-396): Fur diese Klonierung wurden aus dem ,,Template” p194 mit den
Primerpaaren AS7+ / AS2,3- und AS6,3+ / Sp6 zwei PCR-Produkte amplifiziert. Als drittes
wurde ein PCR-Produkt aus dem ,Template* p5S68 mit den Primern AB6,3- / AB2,3+
amplifiziert. Diese drei PCR-Produkte wurden anschlieBend EcoR 1 / blund end / blund end /
Xba 1 uber eine ,,four piece“-Ligation in das EcoR 1 / Xba 1 geschnittene pcDNA3 Plasmid
ligiert.

2.2.5.7 Etablierung chimarer Gesamtklone

Plasmide: p757 (p447 Vorklon mit NgoM IV Site) Rumenapf, nicht publiziert
p447 (infektioser cDNA-Klon des KSPV ,,Alfort/Tubingen‘)
Ruimenapf, nicht publiziert
pBluescript SK II, Fa. Stratagene
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rKSPV 760 E2(aas7-2038vDV): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Mit dem Primerpaar
IFF17 / SP6 wurde aus pE21-56/b57-293/p294-396) €in PCR-Produkt amplifiziert. Dieses Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen NgoM 1V / BstAP 1 anschlieBend verdaut und in den
NgoM 1V / BstAP 1 geschnittenen p757 Vorklon ligiert. Hieraus resultierte das Plasmid p758.
Dieses Plasmid wurde schlieBlich mit den Restriktionsenzymen Sma 1 / BstAP 1 verdaut und

in den ebenfalls mit Sma I/ BstAP 1 geschnittenen Gesamtklon p447 inseriert.

rKSPV763 E2057.2748vpy): Fur diese Klonierung wurde mit den Primern IFF17 / SP6 aus
PE2(b1274/p275396)  €in PCR-Produkt  amplifiziert, das  anschlieBend mit den
Restriktionsenzymen Cpo I (Rsr 1) / BstAP 1 verdaut wurde. SchlieBlich wurde es in den mit
Cpo 1/ BstAP 1 geschnittenen Gesamtklon rKSPV 760 E2(44572938vDYV) Inseriert.

pAH76: Hierbei handelt es sich um die Konstruktion eines Vorklons fur die Etablierung
weiterer Gesamtklonchiméaren. KSPV E2 wurde uiber die Restriktionsenzyme NgoM IV blund
end / BamH 1 aus p757 geschnitten und in den mit den Restriktionsenzymen Apa I blund end
/ BamH 1 verdauten pBlueskript SK II inseriert.

rKSPV E2(y: Diese Klonierung erfolgte in drei Schritten. In dem Vorklon pAH76 wurden
mittels einer ,Quik Change* PCR und den Primern oAHI11 / oAHI12 die porzinen
Aminosduren (variabler Bereich I) 49-63 des Glykoproteins E2 durch die bovinen
Aminosauren ersetzt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH77. pAH77 wurde uber einen
Restriktionsverdau mit den Enzymen NgoM IV / BamH 1 in den mit den gleichen Enzymen
geschnittenen Plasmidvektor p757 inseriert. Hieraus resultierte pAH81. Im letzten Schritt
wurde ein BstApl / Sda 1 Fragment aus pAHS81 isoliert und in den BstAp 1 / Sda 1

geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2;: Die Klonierung erfolgte entsprechend rKSPV E2, in drei Schritten. Hier
wurden per ,,Quik Change* PCR mit den Primern oAH13 / 0AH14 im Vorklon pAH76 die
porzinen Aminosauren (variabler Sequenzbereich II) 87-93 des Glykoproteins E2 in die
bovinen Aminosauren umgewandelt. Es resultierte das Plasmid pAH78. Aus pAH78 wurde
ein NgoM IV / BamH 1 Fragment isoliert und in den NgoM 1V / BamH 1 geschnittenen p757
inseriert. Hieraus entstand das Plasmid pAH82. Schlielich wurde im letzten Schritt pAHS82
mit den Restriktionsenzymen BstAp I / Sda 1 verdaut und dieses Fragment wurde in den

ebenso geschnittenen p447 inseriert.
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rKSPV E2qq): Die Klonierung erfolgte in drei Schritten nach der gleichen Vorgehensweise
wie fur rKSPV E2(, beschrieben. In pAH76 wurden anhand einer ,,Quik Change* PCR mit
den Primern 0AH15 / 0AH16 die porzinen Aminosauren 141-149 (Sequenzbereich III) im
Glykoprotein E2 in die entsprechenden bovinen Aminosdauren geandert. Es resultierte das
Plasmid pAH79. Im zweiten Schritt wurde aus pAH79 ein NgoM IV / BamH 1 Fragment
isoliert und in den NgoM IV / BamH 1 geschnittenen p757 inseriert. Hieraus resultierte das
Plasmid pAH83, aus dem im letzten Schritt ein BstAP I / Sda I Fragment isoliert wurde.

Dieses Fragment wurde in den BstAP 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2y): Die Klonierung erfolgte in drei Schritten. In pAH76 wurden anhand einer
,»Quik Change* PCR mit den Primern oAH17 / 0AH18 die porzinen Aminosauren 166-175
(Bereich IV) im Glykoprotein E2 in die entsprechenden bovinen Aminosauren geandert. Nach
anschlieBender Religation resultierte das Plasmid pAHS80. Im zweiten Schritt wurde aus
pAH80 ein NgoM IV / BamH 1 Fragment isoliert und in den NgoM IV / BamH 1
geschnittenen p757 inseriert. Hieraus resultierte das Plasmid pAH84, aus dem im letzten
Schritt ein BstAP 1 / Sda 1 Fragment isoliert wurde. Dieses Fragment wurde in den BstAP 1/

Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2q: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH13 / 0AH14 wurde in pAH77 neben den bereits bovinen Aminosauren
49-64 des Glykoproteins E2 zusiatzlich die bovinen Aminosauren 87-93 eingefugt. Hieraus
resultierte das Plasmid pAH92. Im zweiten Schritt wurde aus pAH92 ein BstAp 1 / Sda 1

Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2q.m: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH15 / 0AH16 wurde in pAH77 neben den bereits bovinen Aminosauren
49-64 des Glykoproteins E2 zusitzlich die bovinen Aminosauren 141-149 eingefugt. Hieraus
resultierte das Plasmid pAH93. Im zweiten Schritt wurde aus pAH93 ein BstAp 1 / Sda 1

Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.
rKSPV E2q,1v): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und

mit den Primern oAH17 / 0AH18 wurde in pAH77 neben den bereits bovinen Aminosauren

49-64 des Glykoproteins E2 zusitzlich die bovinen Aminosauren 166-175 eingefugt. Hieraus
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resultierte das Plasmid pAH94. Im zweiten Schritt wurde aus pAH94 ein BstAp 1 / Sda 1

Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2m: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH15 / 0AH16 wurde in pAH78 neben den bereits bovinen Aminosauren
87-93 des Glykoproteins E2 zusatzlich die bovinen Aminosauren 141-149 eingefugt. Hieraus
resultierte das Plasmid pAH9S. Im zweiten Schritt wurde aus pAH95 ein BstAp 1 / Sda 1

Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2.1v): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH17 / 0AH18 wurde in pAH78 neben den bereits bovinen Aminosauren
87-93 des Glykoproteins E2 zusatzlich die bovinen Aminosauren 166-175 eingefugt. Hieraus
resultierte das Plasmid pAH96. Im zweiten Schritt wurde aus pAH96 ein BstAp 1 / Sda 1

Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2av): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH17 / 0AH18 wurde in pAH79 neben den bereits bovinen Aminosauren
141-149 des Glykoproteins E2 zusitzlich die bovinen Aminosauren 166-175 eingefugt.
Hieraus resultierte das Plasmid pAH97. Im zweiten Schritt wurde aus pAH97 ein BstAp 1/
Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2qam: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH15 / 0AH16 wurde in pAH92 neben den bereits bovinen Aminosauren
49-64 und 87-93 des Glykoproteins E2 zusitzlich die bovinen Aminosduren 141-149
eingefugt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH104. Im zweiten Schritt wurde aus pAH104
ein BstAp 1/ Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV E2av): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH17 / 0AH18 wurde in pAH92 neben den bereits bovinen Aminosauren
49-64 und 87-93 des Glykoproteins E2 zusitzlich die bovinen Aminosdauren 166-175
eingefugt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH10S5. Im zweiten Schritt wurde aus pAH105
ein BstAp 1/ Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.
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rKSPV E2qpamavy: Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR
und mit den Primern oAH17 / oAH18 wurde in pAH96 neben den bereits bovinen
Aminosduren 87-93 und 141-149 des Glykoproteins E2 zusatzlich die bovinen Aminosauren
166-175 eingefugt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH106. Im zweiten Schritt wurde aus
pAHI106 ein BstAp I / Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp I / Sda 1 geschnittenen p447

inseriert.

rKSPV E2.m+1v): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change* PCR und
mit den Primern oAH17 / 0AH18 wurde in pAH93 neben den bereits bovinen Aminosauren
49-64 und 141-149 des Glykoproteins E2 zusiatzlich die bovinen Aminosdauren 166-175
eingefugt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH107. Im zweiten Schritt wurde aus pAH107
ein BstAp 1/ Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp 1/ Sda 1 geschnittenen p447 inseriert.

rKSPV an113 E2@nsmmsav): Diese Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Per ,,Quik Change*
PCR und mit den Primern oAH13 / 0AH14 wurde in pAH107 neben den bereits bovinen
Aminosduren 49-64, 141-149 und 166-175 des Glykoproteins E2 zusatzlich die bovinen
Aminosduren 87-93 eingefugt. Hieraus resultierte das Plasmid pAH108. Im zweiten Schritt
wurde aus pAHI108 ein BstAp 1 / Sda 1 Fragment isoliert und in den BstAp 1 / Sda 1

geschnittenen p447 inseriert.
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3. Ergebnisse

3.1 Identifikation der fur die Interaktion mit BVDYV essentiellen
Aminosauren im bovinen CD46

3.1.1 Etablierung eines Bindungsassays

Bovines CD46 muss, um als zellulirer Rezeptor fur BVDV bezeichnet werden zu konnen, die
Kriterien der Virusbindung und der Beteiligung an der Infektion erfillen. Die Steigerung der
Empfanglichkeit bovines CD46 (CD46y,,) exprimierender PK15 Zellen (Maurer, Diss. 2002)
verdeutlichte die Beteiligung von CD46y,,, an der Infektion von BVDV. Um Virusbindung an
CD46y,y nachweisen zu konnen, wurde folgender Bindungsassay etabliert.

Fur die quantitative Messung von Virusbindung an CD46y,, wurde BVDV NADL mit [*H]-
Uridin markiert. Hierzu wurden 2x10” MDBK-Zellen mit einer m.o.i. von 0,1 BVDV NADL
infiziert und nach 24h mit 0,5ml [SH]—Uridin (1,0mCi/ml) markiert. Nach 48h Inkubation bei
37°C wurde das markierte Virus durch Ultrazentrifugation konzentriert und anschlieBend
durch Flotation uiber einen Optiprep-Gradienten und Ultrazentrifugation gereinigt. Von dem
Gradienten wurden 20 Fraktionen von jeweils 200u1 gewonnen und die Radioaktivitat
bestimmt (Abb.3). Die Fraktionen 13 und 14 wiesen mit 13359cpm/5ul und 13944cpm/5ul
deutlich hohere Werte als die anderen Fraktionen auf. Hierbei handelt es sich um beispielhafte
Werte eines Experiments, spatere Versuche stellten sich jedoch @hnlich dar. Durch
Virustitration und Proteinnachweis war zuvor vermittelt worden, dass sich in diesen
Fraktionen Virus sammelt. Bei allen Versuchen wurden die virusenthaltenden Fraktionen
vereint und fur jedes Bindungsexperiment wurden hiervon 6000cpm verwendet. Mit dem so
markierten Virus war die Grundlage fur quantifizierbare Bindungsexperimente geschaffen.

Zu Beginn dieser Arbeit lag das Prinzip des Bindungsassays bereits vor und mit CD46y,,
exprimierenden Zelllinien (HelLa, Maus-L und PK15, Maurer Diss. 2002) konnten bereits
vorlaufige Ergebnisse erzielt werden, die verdeutlichten, dass BVDV NADL an CD46,,
bindet.

Es zeigte sich jedoch, dass die CD46y,, exprimierenden Zelllinien nicht stabil waren und nach
6-7 Zellkulturpassagen zunehmend Zellen auftraten, die kein CD46y,, mehr exprimierten. Fur
die geplanten quantifizierbaren funktionellen Experimente mit CD46y,, sollten Zellen

etabliert werden, die CD46y,, stabil exprimieren.
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Abb.3: Profil eines Optiprep-Gradienten von [*H] markiertem BVDV

Beispielhafte Werte eines Experiments. Markiertes Virus wurde durch Ultrazentrifugation
konzentriert und anschlieBend durch Flotation uiber einen Optiprep-Gradienten gereinigt. 20x
200u1 Fraktionen wurden von diesem Optiprep-Gradienten abgenommen. Von jeweils Spul
wurde die Radioaktivitat bestimmt. Fur die Fraktionen 13 und 14 wurden mit 13359cpm und
13944cpm die hochsten Werte erzielt. In diesen Fraktionen hat sich das markierte Virus
angesammelt.

Ein entscheidender Nachteil der transienten Expression bestand in der schwankenden
Effizienz der Proteinexpression. Bei ersten Versuchen wurde festgestellt, dass die Expression
nicht nur bei wiederholten Versuchsansiatzen variierte, sondern auch einzelne Konstrukte
unterschiedlich effektiv transfiziert bzw. exprimiert wurden.

Als Grundlage fur die geplanten funktionellen Untersuchungen von CD46,, wurde ein
induzierbares Expressionssystem auf der Basis von SK6-Zellen gewahlt, das bereits im Labor
zur Verfugung stand. Der Vorteil liegt hierbei vor allem in der Stabilitdit der Expression des
gewunschten Proteins. Dieses Zellsystem besteht aus zwei Komponenten, namlich aus einer
Zelllinie, in unserem Fall SK6-Zellen (Swine Kidney), die stabil mit dem sogenannten pTet
on Regulatorplasmid transfiziert worden sind und aus dem pTRE-Vektor, dem sogenannten
,response plasmid®.

Das pTet on Regulatorplasmid enthélt das Gen des Regulatorproteins ,reverse tetracycline-
controlled transactivator” (rtTA) und ein Neomycinresistenzgen. Das Regulatorprotein rtTA
ermoglicht die fur das Tet on System spezifische und nur mit dem Tetracyclinderivat

Doxycyclin induzierbare Transkription. Das Neomycinresistenzgen erlaubt die Selektion von
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SK6 Zellklonen, die das Regulatorplasmid enthalten. Um mit den SK6 Tet on Zellen ein
bestimmtes Protein exprimieren zu konnen, mull die Nukleotidsequenz in den pTRE-Vektor
kloniert werden. Der pTRE-Vektor enthilt das ,,Tetrazykline Response Element* (TRE) und
wird uUber eine stabile Transfektion in die SK6 Tet on Zellen eingebaut. In den SK6 Tet on
Zellen kann nun das Regulatorprotein an das ,,Tetrazykline Response Element* binden und
erst nach Zugabe von Doxycyclin zu den Zellen wird mit der Transkription der mit dem
pTRE-Vektor eingebauten, gewiinschten Gensequenz begonnen.

Fur die Etablierung von SK6 Tet on Zellen, die CD46y,, exprimieren, wurde das im pKM6
(Maurer, Diss. 2002) vorhandene CD46y,, in den pTRE-Vektor kloniert. Uber eine stabile
Transfektion wurde der CD46y,, enthaltene pTRE-Vektor in die SK6 Tet on Zellen eingebaut.
Um den Transfektionserfolg nachweisen zu konnen, muss bei der Transfektion ein
sogenanntes ,,Selektionsplasmid“ wie z.B. das pEF-PAC Plasmid kotransfiziert werden.
Durch Kotransfektion des pEF-PAC Plasmids, das eine Puromycinresistenz kodiert, wurde
gewahrleistet, dass die CD46y, exprimierenden Zellklone iiber Zugabe von 2mg/ml
Puromycin zum Kulturmedium selektiert werden konnen. Mit der Zugabe von sowohl G418
als auch von Puromycin zum Kulturmedium wurden ausschlieBlich Zellklone selektiert, die
das pTet on Regulatorplasmid und das pEF-PAC Plasmid enthalten. Anhand der Selektion
konnte jedoch nicht unbedingt auf die Anwesenheit des pTRE Vektors und die damit
verbundene Expression von CD46,, geschlossen werden. Um nachzuweisen, dass die
selektierten Zellklone CD46y,, exprimieren, wurden sie 24h mit Doxycyclin induziert und
nicht induziert anhand eines immunhistochemischen Nachweises mit den gegen CD46y,,
gerichteten monoklonalen Antikopern (mAk) BVD/CA 17, 26 und 27 getestet.

Zusatzlich wurde eine Western Blot Analyse zur Darstellung der induzierbaren Expression
des CD46y,, in den SK6 Tet on Zellen (SK6CD46y,,,) durchgefiihrt (Abb.4). Hierfur wurde
die Zelllinie SK6CD46y,, ohne und mit Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin zum Kulturmedium
18h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und in einer SDS-PAGE (8%
Tricingel) unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Nach dem Transfer der
Proteine wurde die Nitrozellulosemembran mit anti-CD46-Serum inkubiert. Fur das anti-
CD46-Serum war bekannt, dass es sowohl bovines als auch porzines CD46 erkennt. Die
Detektion des Proteins erfolgte mit Chemilumineszenz. Bereits im Zelllysat von SK6CD46y,,,
ohne Doxycyclin Prainkubation war CD46 nachweisbar, jedoch zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Proteinbande nach Zugabe von Doxycyclin (Induktion). Die parentalen SK6-

Zellen weisen nur eine sehr schwache CD46 Proteinbande auf.
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Abb.4: Western Blot Analyse der Zelllinie SK6CD46y,,y

10ul des Zelllysats der Zelllinie SK6CD46,,, wurden mit und ohne Zugabe von Doxycyclin
unter nicht reduzierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 10p1 des Zelllysats
von SK6-Zellen dienten als Negativkontrolle. Nach dem Transfer der Proteine wurde die
Nitrozellulosemembran mit anti-CD46-Serum inkubiert und die Proteine wurden nach
Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen IgG Antikorper mit
Chemilumineszenz detektiert.

Wihrend fur SK6CD46y,, bereits ohne Prainkubation CD46 nachweisbar war, zeigte sich eine
deutliche Zunahme der Proteinbande nach Zugabe von Doxycyclin.

In dem Bindungsassay wurden die Zelllinien SK6CD46y,, und SK6 induziert und nicht
induziert auf Bindung getestet. Die SK6-Zellen dienten als Kontrolle. Vier Ansétze von jeder
Zelllinie wurden getestet. Die Zelllinien wurden im Doppelansatz jeweils im induzierten und
nicht induzierten Zustand auf Bindung untersucht. Zwei weitere Ansitze wurden fiur den
Nachweis der Spezifitat der Bindung verwendet. Hierfur wurden die induzierten Zelllinien 1h
bei 4°C mit anti-CD46-Serum oder mit Praimmunserum (Normalserum) priinkubiert.
AnschlieBend wurden alle vier Ansatze mit 6000cpm des markierten BVDV 1h bei 4°C
inkubiert. Zur Bestimmung der gebundenen Virusmenge wurde die Virussuspension von den
Zelllinien abgenommen und gesammelt. Die Zellen wurden anschlieBend lysiert und die im
Lysat enthaltene Radioaktivitit sowie die Radioaktivitit von Virusinokulum und
Waschpuffern wurde im Liquid Szintillations Counter bestimmt. SchlieBlich wurde der
prozentuale Anteil an Radioaktivitit im Zelllysat von der Gesamtradioaktivitit pro

Bindungsexperiment errechnet und als Bindung in Prozent angegeben. Alle
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Bindungsexperimente wurden dreimal durchgefuhrt und daraus der Mittelwert errechnet
(Abb.5).

1,7% der eingesetzten [3H]—Radioaktivit'at haben an die SK6-Zellen gebunden, wahrend sich
98,7% im Uberstand und Waschungen befand. Fur die induzierte Zelllinie SK6CD46y,,
wurde hingegen eine gebundene Radioaktivitat von 7,7% festgestellt. Durch Prainkubation
der Zelllinie mit anti-CD46-Serum wurde dieser Wert um 3,0% auf 4,7% reduziert und somit
die Spezifitait der Bindung erwiesen. Die Prainkubation der induzierten Zelllinie SK6CD46y,0y

mit Normalserum ergab einen Bindungswert von 7,7%.
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Abb.5: Bindung von [3H] markiertem BVDV an SK6CD46,,,,

Im Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien SK6 und
SK6CD46y,, 1h bei 4°C mit markiertem Virus inkubiert. Die Zelllinien wurden jeweils nach
Prainkubation mit anti-CD46-Serum und Praimmunserum (Normalserum) auf Bindung
getestet. Nach Induktion ergab sich fur SK6CD46y,, ein Bindungswert von 7,7%. Die nach
Induktion erfolgte Prainkubation mit anti-CD46-Serum fuhrte zu einer Reduktion auf 4,7%.
Fur die SK6-Zellen wurden unspezifische Bindungswerte von 1,7% und 1,9% gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Experimenten, die Fehlerbalken geben den
jeweils niedrigsten und hochsten gemessenen Wert an.
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3.1.2 Empfanglichkeit von CD46,,,, fur BVDV

Zunachst wurde die etablierte Zelllinie SK6CD46y,, auf ihre Empfanglichkeit fur BVDV
NADL getestet. Als Kontrollen dienten MDBK-Zellen (Marbin Darby Bovine Kidney) und
SK6-Zellen (Abb.6). Dieser Versuch wurde in einem Doppelansatz durchgefuhrt. Die
Zelllinien, SK6CD46y,, und SK6, wurden sowohl mit und ohne Zugabe von 2mg/ml
Doxycyclin zum Kulturmedium analysiert. 10° Zellen wurden von den mit Doxycyclin
induzierten und nicht induzierten SK6CD46,,, und SK6 Zelllinien und von der nicht
induzierten Kontrolle, den MDBK-Zellen 1h bei 37°C mit einer m.o.i. von 0,1 mit BVDV
NADL infiziert. 24h nach der Infektion wurden die Zellen fixiert und mittels
immunhistochemischem Nachweis mit dem mAk D5, der das BVDV E2 Glykoprotein
erkennt und dem mAk Code 4, der gegen das Pestivirus NS3 Protein gerichtet ist, detektiert.
Nach Zugabe des anti-Maus IgG Antikorpers und der Substratlosung konnten die gefarbten
infizierten Zellen ausgezahlt werden. Der fur die MDBK-Zellen ermittelte Wert an infizierten
Zellen wurde als Standardwert der Empfanglichkeit fur BVDV mit 100% festgelegt (Abb.6).
Anhand des Standardwertes wurden die prozentualen Empfanglichkeitswerte der SK6CD46y,0,
und SK6 Zelllinien errechnet. Fur die nicht mit Doxycyclin induzierten SK6CD46y,,, und SK6
Zelllinien wurde eine Empfanglichkeit von 18,8% und 1,6% ermittelt. Nach Induktion wurden
reduzierte Empfanglichkeitswerte von 5,5% und 1,1% errechnet. Der Empfanglichkeitswert
von 18,8% von nicht induzierten SK6CD46y,, bestatigt die Funktionalitdt des in die SK6 Tet
on Zellen eingebauten CD46y, und gestattet den Einsatz dieser Zelllinie in weiteren
funktionellen Versuchen.

Die Ergebnisse der Western Blot Analyse zeigten (Abb.4), dass SK6CD46y,, Zellen schon
ohne Induktion eine Expression des CD46y,, aufweisen. Diese Expression reicht aus, um die
hochsten Empfanglichkeitswerte zu erzielen. Die Zunahme der Proteinexpression von
CD46y,y nach Induktion der Zelllinie fuhrt zu einer deutlichen Verringerung der
Empfanglichkeit fur BVDV von 18,8% auf 5,5%.
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Abb.6: Empfanglichkeit von CD46y,, exprimierenden SK6-Zellen fiur BYDV

Je 10° induzierte und nicht induzierte SK6 und SK6CD46,,, Zellen sowie MDBK-Zellen
wurden 1h bei 37°C mit BVDV NADL mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. 24h spater wurden
die Zellen fixiert und mittels immunhistochemischem Nachweis mit dem mAk D5, der das
BVDYV Glykoprotein E2 erkennt und dem mAk Code 4, der gegen das Pestivirus NS3 Protein
gerichtet ist, ausgewertet. Der fur die MDBK-Zellen ermittelte Empfanglichkeitswert wurde
als Standardwert auf 100% festgelegt. Die Expression von bovinem CD46 fithrte in den nicht
induzierten SK6-Zellen zu einer Steigerung der Empfanglichkeit von 1,6% auf 18,8%.

3.1.3 Funktionelle Untersuchung von CD46,,,, durch Deletion einzelner CCP’s

Die Expression von CD46y,, in SK6-Zellen zeigte eindeutig eine 3-4fache erhohte Bindung
von [’H] markiertem BVDV sowie eine 50-100fache Steigerung der Empfinglichkeit.
Hierdurch waren die Daten von Maurer (Diss. 2002) bestétigt und die basalen Kriterien eines
Virusrezeptors erfullt.

Im weiteren sollte jetzt auf molekularer Ebene untersucht werden, an welche Struktur von
CD46y,,, BVDV NADL bindet. Die N-terminale extrazellulire Doméne des Typl
Membranproteins CD46, das auch als ,,membrane cofactor protein® (MCP) bezeichnet wird,
enthélt vier fur Angehorige der Familie der Regulatoren der Komplementaktivierung typische
Sequenzen (,,complement control protein“, CCP) (Liszewski et al., 1991). Es handelt sich
hierbei um 60-70 Aminosauren lange Abschnitte, die jeweils vier hoch konservierte Cysteine

und ein ebenso konserviertes Tryptophan enthalten (Reid et al., 1986). In CCP1 und CCP4
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von CD46y,, ist jeweils eine und in CCP2 sind zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen
vorhanden. An die CCP-Domainen schlieft sich eine Region an, die iiberdurchschnittlich viele
Serine, Threonine und Proline enthalt und stark O-glykosyliert ist (STP-Region). Die
Verankerung in der Plasmamembran wird durch eine hydrophobe Transmembranregion
bewirkt, auf der zytoplasmatischen Seite befindet sich eine kurze C-terminale Domine.

Fur CD46y,, lagen drei spezifische mAk BVD/CA 17, 26 und 27 vor, fur die nachgewiesen
werden konnte, dass sie die BVDV Infektion hemmen (Schelp et al., 1995; Maurer, Diss.
2002). Da diese Antikoper die Infektion durch BVDV hemmen, lag die Vermutung nahe, dass
ihre Epitope im CD46y,, in raumlicher Niahe der BVDV Bindungsstelle liegen. Um diese
Epitope zu identifizieren, wurde das CD46y,, gezielt verandert. Beruicksichtigt wurde bei der
Veranderung des CD46 Molekuls der modulare Aufbau aus den vier CCP-Dominen. Es
wurden zunachst einzelne CCP Module im CD46 Molekul deletiert. Im CD46y,,, existieren
keine Schnittstellen fur Restriktionsenzyme zwischen den einzelnen CCP Molekiilen, mit
deren Hilfe die CCP-Domiénen hitten auf einfache Weise deletiert werden konnen. Das
Einfugen solcher Schnittstellen hatte jedoch zu unerwunschten Anderungen in der
Aminosauresequenz gefuhrt. Daher wurde eine Klonierungsmethode auf der Basis der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) verwendet, um gezielte Deletionen in der CD46 Sequenz
einzufuhren. Die PCR wurde mit der Pfu-Polymerase, mit der im pcDNA3 als
Expressionsvektor vorhandenen CD46,,, Sequenz (pKM6; Maurer, Diss. 2002) und mit den
fur jede Deletion spezifischen Oligonukleotiden durchgefuhrt. Hierfur wurden die
Oligonukleotide so gewahlt, dass die CCP-Domanen einschlieBlich der zwischen den CCP
Molekiilen liegenden Sequenz deletiert wurden. Um die per PCR erhaltenen, linearen DNA-
Molekille mit nicht kompatiblen Enden miteinander ligieren zu konnen, war es notwendig
glatte Enden herzustellen. Alle resultierenden Plasmide wurden durch Sequenzierung
bestatigt. Auf diese Weise wurden CCP1 (pCD4641), CCP2 (pCD4642) CCP3 (pCD4643),
CCP4 (pCD4644), CCP1 und CCP2 (pCD46a142) sowie CCP3 und CCP4 (pCD4643a4)
deletiert (Abb.7 und Abb.11).

Die CCP-Deletionsmutanten im pcDNA3 Vektor wurden nach Infektion von Vaccinia Virus
(MVAT7) in BHK-Zellen transfiziert. Das pcDNA3 Plasmid enthédlt neben dem hCMV
Promotor einen T7-RNA-Polymerase Promotor. Dies ermoglicht eine Expression der CCP-
Deletionsmutanten cDNA in eukaryotischen Zellen mit Hilfe des rekombinanten MVAT7.
Das MVAT7-System fuhrt hierbei zu einer deutlichen Steigerung der Expression, da die

Transkription der Plasmide im Zytoplasma erfolgt.
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Die Expression der Konstrukte wurde mit den fur CD46y,, spezifischen mAk BVD/CA 17, 26
und 27 nachgewiesen. Im immunhistochemischen Nachweis konnte festgestellt werden, dass
die Antikorper nur dann die CD46-Konstrukte erkannten, solange CCP1 oder CCP2 erhalten
waren (Abb.7). Dabei war CCP1 fur die Bindung von BVD/CA 26 und CCP2 fur die Bindung
von BVD/CA 17 und 27 notwendig. Die Expression von pCD46a1,42 wurde mit Hilfe eines
anti-CD46-Serums (Maurer, Diss. 2002) uberpriift.

anti-CD46-Serum

BVD/CA 27

BVD/CA 26

BVD/CA 17

Abb.7: Reaktionsmuster der mAk BVD/CA 17, 26 und 27 im immunhistochemischen
Nachweis von pCD46x;, pCD46s2, pCD4643, pCD4644, pCD46a142 und
pCD4643 44

a) pCD46A1, pCD46A2, pCD46bA3, pCD46A4, pCD46A1,A2 und pCD46A3,A4 wurden nach
Infektion von MVAT7 in BHK-Zellen transient exprimiert, 24h spater fixiert und
anschlieBend mit den mAk BVD/CA 17, 26 und 27 inkubiert. Nach Inkubation mit
dem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus IgG Antikorper wurden die Zellen mit einer
Substratlosung gefarbt. Anhand der Farbung konnte festgestellt werden, dass mAk
BVD/CA 26 bovines CCP1 erkennt, wiahrend mAk BVD/CA 17 und mAk BVD/CA
27 mit CCP2 interagieren. Fur den Nachweis von pCD464142 wurde mit anti-CD46-
Serum inkubiert.

b) 200fache VergroBerung der gefarbten BHK-Zellen nach Transfektion mit pCD464;
und anschlieBender Inkubation mit mAk BVD/CA 27.

¢) 200fache VergroBerung der BHK-Zellen nach transienter Expression von pCD464;
und Inkubation von mAk BVD/CA 26.
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3.1.3.1 Erzeugung von Zelllinien, die Deletionsmutanten von CD46y,,, exprimieren

Fur die funktionellen Experimente, den Bindungsassay und den Empfanglichkeitsnachweis,
wurden von den pCD46 Deletionsmutanten vier SK6 Tet on Zelllinien (SK6CD46,;,
SK6CD46,,, SK6CD464; 42 und SK6CD46,43 44) etabliert. Hierzu wurden die im pcDNA3
Expressionsvektor vorhandenen Konstrukte pCD46a1, pCD4642, pCD4641,4a2 und pCD4643 .44
uiber Restriktionsschnittstellen in den zur Etablierung von SK6 Tet on Zelllinien notwendigen
pTRE Vektor kloniert. Uber eine stabile Transfektion wurden die Deletionsmutanten von
CD46y,, im pTRE-Vektor in die SK6 Tet on Zellen eingebaut. Fur die Konstruktion der
Zelllinien wurden demzufolge die CD46 Plasmide beriicksichtigt, die Deletionen von CCP1,
CCP2, CCP1+2 und CCP3+4 enthielten. Das Reaktionmuster der mAk BVD/CA 17, 26 und
27 lieB} eine besondere Bedeutung der CCP1 und CCP2-Module erkennen.

Zum Nachweis der Proteinexpression und der Proteingrofle wurden diese Zelllinien fur die
Western Blot Analyse mit und ohne Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin zum Zellkulturmedium
18h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und in einer SDS-PAGE (8%
Tricingel) unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Nach dem Transfer der
Proteine wurde die Nitrozellulosemembran mit anti-CD46-Serum inkubiert (Abb.8).

In Abwesenheit von Doxycyclin erfolgte nur eine geringe Expression der Deletionsmutanten.
Bei allen Zelllinien zeigte sich eine deutliche gesteigerte Expression der Deletionsmutanten
von CD46, und des unveranderten CD46,, nach Doxycyclin Zugabe. Fur die
Positivkontrolle SK6CD46y,,, konnte ein apparentes Molekulargewicht von ca. 58kDa
festgestellt werden. Wahrend bei SK6CD46,;, SK6CD46,; und SK6CD464344 eine
Reduktion des Molekulargewichtes auf ca. 50kDa erkennbar war. Das Molekulargewicht fur
SK6CD46,; A2 betrug nur noch ca. 40kDa. Die Reduktion der Molekulargewichte kann durch
die Deletion der verschiedenen CCP Module und durch die unterschiedliche Entfernung N-
glykosydisch gebundener Zuckerketten bedingt sein. Bei SK6CD46,; und SK6CD4643 44
wurde jeweils nur eine N-Glykosylierungsstelle entfernt, wahrend bei SK6CD46,, zwei und

bei SK6CD46,; 2 sogar drei N-Glykosylierungsstellen aus der Sequenz deletiert wurden.

73



Ergebnisse

- Doxycyclin + Doxycyclin
kDa kDa
69 — 69 —
45 — 45 —
30 — 30 —
18 — 18 —
CCP1
CCP2
CCP3
CCP4
= 2 = 3 2 = 3 = 3 2
o ) ) ) ° © e o )
< < 5 < < 5 < 5 < <
a =) =) =) =) =) =) =) =) =)
€ 8 8 8 ¢ § € 8 8 8 ¢ §
o4 N N N N N N N N N N N
7 72N 7> B 7> B 7 B 7 72 7 B 7> B 7> B 7 B 7

Abb.8: Western Blot Analyse von SK6CD4641, SK6CD4642, SK6CD4641,42, und
SK6CD4643.44

Die mit und ohne Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin inkubierten Zelllinien wurden lysiert und
in einer SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Nach dem Transfer
der Proteine wurden die Nitrozellulosemembranen mit anti-CD46-Serum inkubiert. Die
Detektion erfolgte uber Bindung eines Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen IgG
Antikorpers und anschlieBender Chemilumineszens.

Nach erfolgter Doxycyclin Inkubation zeigten alle Zelllinien eine deutlich gesteigerte
Expression der Deletionsmutanten von CD46y,,, und CD46y,,.

Die unterschiedlichen Molekulargewichte der Zelllinien konnen eine Folge der Deletion
verschiedener CCP Module sowie der damit einhergehenden Entfernung von N-

Glykosylierungsstellen sein.
3.1.3.2 Bindung von [3H] markiertem BVDV an Deletionsmutanten von CD46,,,,

Nachdem die Western Blot Analysen die Expression der gewuinschten CD46 Molekiile
bestatigt hatten, konnten die Zelllinien funktionell untersucht werden. Hierzu wurden die
Zelllinien jeweils nicht induziert und induziert im Bindungsassay mit [*H] markiertem BVDV
getestet. Zur Kontrolle der Spezifitit der Bindung wurde jeweils ein Ansatz der induzierten
Zelllinien mit anti-CD46-Serum und einer mit Praimmunserum (Normalserum) 1h bei 4°C
prainkubiert. Die Ergebnisse des Bindungsassays zeigten, dass die Deletionsmutanten von

CD46p,y nicht in der Lage sind BVDV zu binden (Abb.9). Einzig die
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Positivkontrolle SK6CD46y,,, erreichte nach Induktion einen mittleren, spezifischen

Bindungswert von 7,3%, der durch anti-CD46-Serum teilweise hemmbar war.
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Abb.9: Bindung von [3H] markiertem BVDV an Deletionsmutanten von CD46,,,,
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Im Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien der
Deletionsmutanten von CD46,,,, SK6CD46,,, und die SK6-Zellen 1h bei 4°C mit markiertem
Virus inkubiert. Die Zelllinien wurden jeweils nach Prainkubation mit anti-CD46-Serum und
Praimmunserum (Normalserum) auf Bindung getestet. Die induzierten Deletionsmutanten
von CD46,, erreichten Bindungswerte von 2,3%, 1,6%, 1,5% und 1,9%. Fur die
Negativkontrolle, die SK6-Zellen, wurde in Anwesenheit von Doxycyclin ein Bindungswert
von 1,6% ermittelt. Die Positivkontrolle SK6CD46y,, erreichte nach Induktion einen
spezifischen Bindungswert von 7,3%. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei
Experimenten, die Fehlerbalken geben den jeweils niedrigsten und hochsten gemessenen
Wert an.
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3.1.3.3 Empfanglichkeit der Deletionsmutanten von CD46y,, fir BYDV

Nachdem die Deletionsmutanten von CD46y,, im Bindungsassay keine spezifische Bindung
von [’H] markiertem BVDV aufwiesen, wurden sie in einem weiteren funktionellen
Experiment auf ihre Empfanglichkeit fur BVDV getestet. Hierfur wurden 10° Zellen der
induzierten und nicht induzierten Zelllinien der Deletionsmutanten von CD46,,, 1h bei 37°C
mit BVDV NADL mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert und 24h spater fixiert. Die Auswertung
erfolgte mittels Immunhistochemie mit den mAk D5 (anti BVDV Glykoprotein E2) und Code
4 (anti Pestivirus NS3). Die nicht induzierte Positivkontrolle SK6CD46,,, wurde als
Standardwert auf 100% festgelegt, nach Induktion wurde fur die Positivkontrolle ein mittlerer
Wert von 10,5% ermittelt (Abb.10). Fur die nicht induzierten Deletionsmutanten wurden
mittlere Werte von 2,3%, 1,7%, 1,6% und 1,4% festgestellt, die ungefahr mit dem Wert der
Negativkontrolle von 1,7% ubereinstimmten. Nach Induktion wurden deutlich geringere,
mittlere Werte von 0,1%, 0,4%, 0,4% und 0,6% fur die Deletionsmutanten von CD46,,,
ermittelt. Der Wert der SK6-Zellen, der Negativkontrolle, war hingegen mit 4,0% deutlich
hoher. Offensichtlich bewirkt die Deletion einer oder mehrerer CCP Module den
Funktionsverlust als BVDV Rezeptor. Interessanterweise wird die basale Empfanglichkeit
von SK6-Zellen durch die Uberexpression der Deletionsmutanten von CD46y,, sogar noch

verringert.
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Abb.10: Empfanglichkeit der Deletionsmutanten von CD46,,, fur BVYDV

Fir den Nachweis der Empfinglichkeit wurden 10° Zellen der Zelllinien der
Deletionsmutanten von CD46,,,, der SK6CD46,,, und der SK6-Zellen nicht induziert und
induziert 1h bei 37°C mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Auswertung erfolgte
mittels Immunhistochemie mit den mAk D5 und Code 4. Die nicht induzierten SK6CD46,,,
wurden als Standardwert auf 100% festgelegt. Nach erfolgter Induktion lag die
Empfanglichkeit der SK6CD46y,, bei 10,5%. Die nicht induzierten Deletionsmutanten von
CD46y,, erreichten Empfanglichkeitswerte, die dem der Negativkontrolle (SK6-Zellen)
entsprachen. Nach erfolgter Induktion lagen die Werte der Deletionsmutanten von CD46,,
deutlich unter dem Wert der Negativkontrolle. Bei allen Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus 3 Experimenten, die Fehlerbalken geben die jeweils hochsten und niedrigsten
gemessenen Werte an.
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3.1.4 Funktionelle Untersuchung von CD46,,,, durch Austausch einzelner CCP
Module

Der Verlust der Rezeptorfunktion bei den Deletionsmutanten von CD46y,, liel den Schluss

zu, dass vermutlich eine Mindestgrof3e oder Struktur vorhanden sein muss, um Virus zu

binden. Aus diesem Grunde wurden Austauschmutanten von CD46,,, erzeugt, die bei

gleicher Molekiilgrole die Sequenz der CCP Module veranderten. Hierfur wurden Zelllinien,

die CD46,_ mit CCP Modulen eines anderen Rezeptors enthielten, etabliert. Fir Masernvirus

bov
waren bereits einige Chimaren von humanem CD46 konstruiert worden, hierfur wurden CCP-
Doméanen von CD55 verwendet (M. Manchester et al., 1997; Greenstone et al., 2002). CD55
ist entsprechend CD46 ebenfalls aus CCP Modulen aufgebaut, jedoch besteht es nicht aus 4
sondern aus 5 CCP-Domianen. Um die fur Bindung und Infektion relevanten Bereiche im
CD46y,, identifizieren zu konnen, galt es, ein moglichst ahnliches Molekil fur die geplanten
CCP Austausche zu finden, dass keine Bindung an BVDV aufweisen durfte. Die als
Negativkontrolle eingesetzten SK6-Zellen exprimieren porzines CD46 (CD46,,,). Da weder
vermehrte Bindung von BVDV noch eine erhohte Empfanglichkeit fur das Virus festgestellt
werden konnte, wurde CD46,,, fur die geplanten CCP Austausche verwendet. Im

Sequenzvergleich des CD46y,, mit dem porzinen Homolog konnte eine Ubereinstimmung von

ca. 60% der Aminosauren der CCP Module festgestellt werden (Abb.11).
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. M A L L RPE ss F W vV L A
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b33 [ rr.rLpPprsspalcDDPPRFVSMKPOQGTLRKPSYSPGEQIVYEQC
35 LLP spalcp PP F SMEKPOQ L Y PG EC
p VFLLPMPSDA[ICDEPPKFESMRPQ-FLNTTYRPGDRVETYE-C
b73 HLGFQPVTPGOQVLALVCODNNTWSSLOEGGAJEKHEK
GFQP P vecogp HTWS L QE Jc
P75 RPGFQPMVPALPTESVCODDNTWSPLOQEA AGCJRR
b1ll2 prNGOQOVILVNGNTEFGSEVHYVCNNGYYLLGTNISTYCEVS
114 P HGoQV H G FGS CH G YLLG Yc vs
p PLNGQVSYPNGDMLFGSKAQFTCNTGFYIIGAETVYCOQUVS
CCP3
b152 serevNWSDNPPTJEKILCOPPPEIQNGKYTNNHKDVFEY
G Wws P dqeEkIiijc PP EI HGKYTH HKDVFESY
pl54 - e NVMAWSEPSPLOQEKILICKPPGEIPNGKYTNSHKDVFEY
b1l92 yEvvTyYScCDPSNGPDEYSLVGESKLTCIGNGEWSSOQPFPOC
NEVVTISEC S GPDEYSLVGESKLTCTIG EWSS PP C
P13 NEVVTYSCLSSTGPDEFSLVGESSLFCIGKDEWSSDPPEDZC
CCP4
b232 xyvvHcVYPAIEHGTIVSGFGPKYYYKATVVLKCNEGFNLY
Kvvdc ypP HG IVSGFG K YYKA VV KCH GF L
P233 x vvHCPYPVVPNGEIVSGFGSKFYYKAEVVFKCNAGFTLEH
b272 N SVVVCGENSTWEPELPRCIIRGH - - - « = « — « o o o = - = P
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G ¥ s
p348 _ _____._ AGGVYFFHHKYNKEKRG--SK

Abb.11:Sequenzvergleich der bovinen und porzinen CD46 Aminosiuresequenzen

Aminosauren, die mit der CD46,,, Sequenz uibereinstimmen, sind griin dargestellt. Die CCP-
Dominen sind durch schwarze Umrahmung markiert. Die Cysteine der CCP-Doméanen sind
konserviert. Die porzinen CCP1 und CCP2-Module umfassen jeweils eine Aminosaure
weniger als die bovinen CCP1 und CCP2-Module.

Die in der Aminosauresequenz der CCP Module vorhandenen Cysteine sind konserviert. Im
Sequenzvergleich wird deutlich, dass die porzine Sequenz der CCP1 und CCP2-Doménen
jeweils eine Aminosaure weniger umfasst als die bovine (Abb.11).

Zur Herstellung der CCP Austausche im CD46,  wurden PCR-Klonierungen durchgefuhrt.
Die porzinen CCP-Domianen wurden mittels PCR mit den entsprechenden Oligonukleotiden

hergestellt. Um die per PCR erhaltenen, linearen DNA-Molekille mit nicht kompatiblen
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Enden miteinander ligieren zu konnen, war es notwendig glatte Enden herzustellen. In die im
pcDNA3 Expressionsvektor vorhandenen Konstrukte pCD4641, pCD46a2, pCD4643, CD4644,
pCD46a1,42 und CD46a344 wurden in die fehlenden CCP-Domianen die entsprechenden
porzinen CCP-Dominen eingesetzt. Die so im pcDNA3 Vektor etablierten CD46-Konstrukte
wurden Uber Restriktionsschnittstellen in den zur Etablierung von SK6 Tet on Zelllinien
notwendigen Vektor pTRE kloniert.

Es wurden folgende SK6 Tet on Zelllinien erzeugt SK6CD46P1, SK6CD46P2, SK6CD46P3,
SK6CD46 ,, SK6CD46 | ., SK6CD46 , .. Die Zelllinien wurden nach Induktion mit den mAk
BVD/CA 17, 26 und 27 im immunhistochemischen Nachweis getestet (Abb.12).
Entsprechend den Ergebnissen der Deletionsmutanten von CD46, — erkannten die mAk
BVD/CA 17 und 27 SK6CD46 ,, SK6CD46 ., SK6CD46 , und SK6CD46 ,

BVD/CA 26 mit SK6CD46 ,, SK6CD46 ., SK6CD46 ,und SK6CD46 . , interagierte.

wahrend

O bovin O porzin

CCP1 CCP1
cCP2 CCP2
ccr3 ccr3
CCP4 CCP4
BVD/CA 17 + - + + - +
BVD/CA 26 - + + + - +
BVD/CA 27 + - + + - +

Abb.12: Reaktionsmuster der mAk BVD/CA 17, 26, 27 im immunhistochemischen
Nachweis der Austauschmutanten von CD46y,,,

Die mAk konnten nur mit den Zelllinien interagieren, bei denen CCP1 und/oder CCP2 von

CDA46y,, erhalten blieb. Fur BVD/CA 26 wurde bovines CCP1 und fur BVD/CA 17 und 27
wurde bovines CCP2 als Bindungsdomine identifiziert.
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3.1.4.1 Western Blot Analyse der Austauschmutanten von CD46y,,,

Zum Nachweis der korrekten Proteinexpression und der exprimierten Menge wurden die
Zelllinien, die Austauschmutanten von CD46y,, exprimieren, mit Hilfe der Western Blot
Analyse untersucht. Fur die Western Blot Analyse wurden SK6CD46P1, SK6CD46P2,
SK6CD46 ., SK6CD46 ,, SK6CD46, . SK6CD46 .
Doxycyclin zum Kulturmedium 18h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen

mit und ohne Zugabe von 2mg/ml

1,p2° 4

lysiert und in einer SDS-PAGE (8% Tricingel) unter nicht reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran mit anti-
CD46-Serum inkubiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Chemilumineszenz (Abb.13).
Die Zelllinien SK6CD46 , und SK6CD46 , wiesen bereits ohne Induktion eine Expression des
Proteins auf. Dieses Expressionsverhalten wurde, wie schon bei den Deletionsmutanten von
CD46, , beschrieben, auch fur die Positivkontrolle CD46,  festgestellt.

Nach Induktion war eine starke Proteinexpression der Austauschmutanten von CD46,
erkennbar. Fur die Zelllinien SK6CD46 , und SK6CD46 , , erscheint das Molekulargewicht
von CD46 mit ca. 54kDa etwas kleiner als das der Positivkontrolle SK6CDA46, =~ mit ca.
58kDa. Dieser Molekulargewichtsunterschied lasst sich durch das Fehlen von N-
Glykosylierungsstellen im porzinen CCP2 erklaren. Wiahrend im CD46,  vier N-
Glykosylierungsstellen, davon jeweils eine in CCP1 und CCP4 und zwei in CCP2 vorhanden
sind, gibt es im CD46_ insgesamt nur zwei N-Glykosylierungsstellen und zwar eine in CCP1
und eine in CCP4.

Das fur die Western Blot Analyse verwendete anti-CD46-Serum erkennt CD46_ . Dadurch
lasst sich die sowohl ohne als auch nach erfolgter Induktion der Zelllinien vorhandene
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 69kDa erklédren.

Die Menge an exprimiertem Protein der Zelllinie SK6CD46 , , erschien nach Induktion im

Vergleich zu den Proteinexpressionen der anderen Zelllinien deutlich reduziert.
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Abb.13: Western Blot Analyse der Austauschmutanten von CD46y,,

Die mit und ohne Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin fur 18h bei 37°C inkubierten Zelllinien
wurden lysiert und in einer SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
Nach dem Transfer der Proteine wurden die Nitrozellulosemembranen mit anti-CD46-Serum
inkubiert. Die Detektion erfolgte iiber Bindung eines Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen
IgG Antikorpers und anschlieBender Chemilumineszens.

Die Zelllinien SK6CD46 ,, SK6CD46 , und SK6CD46,  weisen bereits ohne Induktion eine
Expression des Proteins auf Die nach Induktion deuthchen Molekulargewichtsunterschiede
der einzelnen Zelllinien lassen sich durch die unterschiedliche Anzahl von N-
Glykosylierungsstellen in bovinen und porzinen CCP-Dominen erklaren.

3.1.4.2 Bindung von [3H] markiertem BVDV an Austauschmutanten von CD46,,,,

Die Austauschmutanten von CD46y,,, wurden entsprechend den Deletionsmutanten wiederum
im Bindungstest mit [*H] markiertem BVDV getestet. Bei diesen Analysen gab es im
Gegensatz zu den Deletionsmutanten von CD46y,, deutliche Unterschiede in der Bindung
(Abb.14).

Fur SK6CD46 , und SK6CD46 , , wurden nach Induktion Bindungswerte von 1,5% und 1,8%

gemessen, die somit nur leicht uber dem Wert der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, mit
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1,1% lagen. Die Vorinkubation mit anti-CD46-Serum nach erfolgter Induktion fuhrte bei
diesen Zelllinien zu keiner Beeinflussung der Ergebnisse, sie blieben mit Werten von 1,5%
und 1,8% unverandert. Auch nach Prainkubation mit Normalserum veranderten sich die
Werte mit 1,4% und 1,6% kaum. Folglich konnte fur diese beiden Zelllinien, bei denen
bovines CCP1 durch porzines CCP1 ersetzt wurde, keine Erhohung der spezifischen Bindung
von BVDV festgestellt werden, was auch durch die fehlende Wirkung der mAk BVD/CA 17,
26 und 27 verdeutlicht wird.

Fur die Zelllinien SK6CD46 ,, SK6CD46 , und SK6CD46 , konnten hingegen spezifische
Bindungswerte von 7,0%, 5,9% und 6,9% beobachtet werden, die allerdings unter dem Wert
von SK6CD46, = (9,2%) lagen. Die Spezifitat der Bindung lieB sich anhand der Reduktion
dieser Werte nach Vorinkubation der drei induzierten Zelllinien mit anti-CD46-Serum auf
4,1%, 2,6% und 2,4% nachweisen. Wahrend das Normalserum die Bindungswerte kaum
veranderte (7,6%, 5,9% und 6,7%). Fur alle drei Zelllinien, bei denen bovines CCP1 im CD46
Molekil erhalten blieb, konnte eine spezifische Bindung fir BVDV gemessen werden.

Fur SK6CD46 , , wurde nach Induktion eine spezifische Bindung von 2,6% nachgewiesen und
nach Prainkubation mit anti-CD46-Serum ein Wert von 1,9% ermittelt. Somit wies diese
Zelllinie einen geringen Unterschied zu der Negativkontrolle (SK6-Zellen) auf, fur die keine
spezifische Bindung festgestellt werden konnte.

Die Ergebnisse des Bindungsassays der CD46y,, Austauschmutanten zeigen einen deutlichen
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von bovinem CCP1 und der spezifischen

Bindung von [*H] markiertem BVDV auf.
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Abb.14: Bindung von [3H] markiertem BVDV an Austauschmutanten von CD46y,,y
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3.1.4.3 Empfanglichkeit der Austauschmutanten von CD46,,, fir BYDV

Aufgrund der besonderen Bedeutung von CCP1 fur die Bindung von [*H] markiertem BVDV
NADL waren die Untersuchungen zur Empfanglichkeit der Austauschmutanten von CD46,,
von grofBem Interesse. Hierbei zeigte sich im standardisierten ,,Empfanglichkeitstest, dass die
Zelllinien SK6CD46 , und SK6CD46 , ,
von lediglich 1,2% und 0,8% erreichten (Abb.15). Nach Induktion der beiden Zelllinien
reduzierte sich fur SK6CD46pl die Empfanglichkeit auf einen mittleren Wert von 0,03%,
wihrend sich der Wert von SK6CD46, |, mit0,9% leicht erhohte. Sowohl die mit und ohne

Induktion ermittelten Empfanglichkeitswerte von SK6CD46

ohne Induktion Empfanglichkeitswerte fur BVDV

, erreichten Werte in der
GroBenordnung der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, mit 1,0% und 1,2 %.

Dagegen konnten fur SK6CD46 ,, SKOCD46 , und SK6CD46 , ohne Induktion mit 72,9%,
81,0% und 32,4% deutlich erhohte Werte fur die Empfanglichkeit ermittelt werden.
SK6CD46p3 erreichte mit einem Mittelwert von 81,0% fast den Bereich der Positivkontrolle
SK6CD46, ., von 100%. Wie zuvor reduzierten sich die Empfanglichkeitswerte nach
Induktion (47,2%, 73,8% und 2,5%). Auch nach Induktion der Positivkontrolle zeigte sich mit
einem Wert von 29,1% eine deutliche Reduktion der Empfanglichkeit.

Ein anderes Bild ergab sich bei der Analyse von SK6CD46 , ,. Hier wurde ohne Induktion ein
Empfanglichkeitswert von 1,7% ermittelt, der im Gegensatz zu den anderen Zelllinien nach
Induktion auf 16,4% anstieg.

Als Ergebnis ist festzuhalten, dass alle CD46-Konstrukte, die CCP1 von CD46y,, enthielten,

eine gesteigerte Empfanglichkeit von SK6-Zellen zur Folge hatten.
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Abb.15: Empfanglichkeit der Austauschmutanten von CD46y,,, fur BVDV

Fir den Nachweis der Empfinglichkeit wurden 10° Zellen der Zelllinien der
Austauschmutanten von CD46,,,, von SK6CD46,,, und von den SK6-Zellen nicht induziert
und induziert 1h bei 37°C mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Auswertung
erfolgte mittels Immunhistochemie mit den mAk D5 und Code 4. Die nicht induzierten
SK6CD46y,y wurden als Standardwert auf 100% festgelegt. Fur die Zelllinien SK6CD46,, und
SK6CD46, , wurden ohne Induktion Werte von lediglich 1,2% und 0,8% ermittelt, wiahrend
fur SK6CD46 SK6CD46,, und SK6CD46 , erhohte Werte von 72,9%, 81,0% und 32,4%
festgestellt Wurden Dagegen erzielte die Zellhnle SK6CD46 , , ohne Induktion einen Wert
von 1,7% der nach Induktion auf 16,4% anstieg.
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3.1.5 Funktionelle Untersuchung von CD46,,,, durch Austausche in CCP1
3.1.5.1 Funktionelle Untersuchung von CD46y,,, durch CD46; 1, und CD46/p)

Die Ergebnisse der Deletionsmutanten und der Austauschmutanten von CD46,,, legten nahe,
dass bovines CCP1 fur die Interaktion zwischen BVDV NADL und zellulirem Rezeptor
CDA46y,, essentiell ist.

Um die Bindungsdomiane in CCP1 einengen zu konnen, wurden Sequenzaustausche innerhalb
von porzinem und bovinem CCP1 durchgefuhrt. Zunachst wurden zwei CD46 Proteine
konstruiert, in denen die N-terminale Halfte von CCP1 zum einen aus der bovinen
(CD46,(/p)) und zum anderen aus der porzinen CCP1 Sequenz (CD46, 1)) stammte, wahrend
die C-terminale Hilfte von CCP1 von der jeweils anderen Sequenz eingefigt wurde (Abb.16).
Die Zelllinien SK6CD46;p1, und SK6CD46;4, wurden im immunhistochemischen
Nachweis mit dem spezifischen mAk BVD/CA 26 untersucht. Der Antikorper zeigte lediglich
mit SK6CD46 ) eine Reaktion. Hierdurch wird verdeutlicht, dass zumindest ein Teil des
mAk BVD/CA 26 Epitops im N-terminalen Bereich des bovinen CCP1-Moduls liegt.
Dagegen lie3 sich SK6CD46 ) nur mit dem anti-CD46-Serum nachweisen.
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Abb.16: Sequenzvergleich der bovinen und porzinen CD46 Aminosiauresequenzen

Aminosauren, die mit der CD46,,, Sequenz uibereinstimmen, sind griin dargestellt. Die CCP-
Dominen sind durch schwarze Umrahmung markiert. Von CCP1 ist die N-terminale und C-
terminale Halfte der Aminosauresequenz bezeichnet.
Die Aminosaurenaustausche der Zelllinien SK6CD46gsps., SKO6CD46p37v3s, SK6CD46ps, und
SK6CD464;5 sind mit blau und die von SK6CD464LpTES4s SInd mit rot markiert.
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3.1.5.2 Bindung von [3H] markiertem BVDV an CD46, 1), und CD46,,)

Die beiden etablierten Zelllinien, SK6CD46,q1 und SK6CDA46,y, wurden wiederum im
standardisierten Bindungstest mit [*H] markiertem BVDV getestet.

Far SK6CD46,r wurde nach Induktion mit 3,1% ein hoherer Bindungswert ermittelt als fir
SK6CDA46,,y, mit 0,9% (Abb.17). Die Spezifitit der Bindung konnte nach Priinkubation der
induzierten Zelllinien mit anti-CD46-Serum jedoch nicht nachgewiesen werden. Mit Werten von
3,0% und 1,2% wurde keine Reduktion festgestellt. Die Werte stellen Mittelwerte aus jeweils drei

Experimenten dar. Die Fehlerbalken geben den jeweils niedrigsten und hochsten gemessenen Wert an.

O-DOX +DOX [OJ+DOX+ anti-CD46-Serum [l+DOX + Normalserum
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Abb.17: Bindung von [3H] markiertem BVDV an CD46, 1), und CD46,p)

Im standardisierten Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien
SK6CD46, 1), SKO6CD46 (), SKO6CD46y,, und SK6 1h bei 4°C mit markiertem Virus
inkubiert. Die Zelllinien wurden jeweils nach Prainkubation mit anti-CD46-Serum und
Praiimmunserum (Normalserum) auf Bindung getestet. Fiur SK6CD46, 1, und SK6CDA46, 1)
konnte keine spezifische Bindung festgestellt werden, wahrend fur die Positivkontrolle
SK6CD46y,, nach Induktion ein spezifischer Bindungswert von 7,7% ermittelt wurde.
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3.1.5.3 Empfanglichkeit von CD46,) und CD46,,,) fur BYDV

Im Bindungsassay konnte fur die beiden Zelllinien SK6CD46;n und SK6CD46, 4 keine
spezifische Bindung an markiertes BVDV NADL festgestellt werden. In dem folgenden
zweiten funktionellen Experiment sollte analysiert werden, in welchem Malle diese Zelllinien
von BVDV infiziert werden konnen.

Fur die nicht induzierten Zelllinien SK6CD46;p1, und SK6CD46,¢,;, wurden im
standardisierten ,,Empfanglichkeitsnachweis* fur BVDV Werte von 1,4% und 0,9% ermittelt
(Abb.18). Diese lagen im Bereich der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, von 1,2%. Der Wert
der nicht induzierten Positivkontrolle, SK6CD46y,,,, wurde als Standard auf 100% festgelegt,
nach Induktion erfolgte eine Reduktion des Wertes auf 32,8%.

Die induzierten Zelllinien wiesen eine Empfanglichkeit von 143,1% fur SK6CD46;, und
von 0,04% fur SK6CDA46, ) auf.

SK6CD46, ) zeigte zwar nur marginale Bindung, aber die Empfinglichkeit wurde erheblich
gesteigert. Hierbei fiel auf, dass diese Steigerung nur nach Induktion erfolgte.

Die Ergebnisse zeigen, dass die C-terminale Halfte der Aminosauresequenz von bovinem
CCP1 zur Erhohung der Empfanglichkeit fur BVDV und fur die Funktionalitit des

Virusrezeptors notwendig ist.
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Abb.18: Empfanglichkeit der SK6CD46,,1,, und SK6CD46,p) Zelllinien fur BVDV

Fir den Nachweis der Empfinglichkeit wurden jeweils 10° Zellen von SK6CD46 p11),
SK6CDA46 1,5, SK6CD46,,, und SK6-Zellen nicht induziert und induziert 1h bei 37°C mit
BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunhistochemie
mit den mAk D5 und Code 4. Die nicht induzierten SK6CD46,,,, wurden als Standardwert auf
100% festgelegt. Nach erfolgter Induktion wurde fur SK6CD46, ) eine Empfanglichkeit von
143,1% und fur SK6CD46,4p von 0,04% ermittelt. Der Wert von 0,04% ist fur die
Darstellung in diesem Diagramm zu niedrig.

3.1.5.4 Funktionelle Untersuchung von CD46,,, durch Aminosaureaustausche in der
C-terminalen Halfte von CCP1

Durch die beschriebenen Zelllinien SK6CD46,p,, und SK6CDA46,,, konnte die fur die
Infektion mit BVDV relevante Region im CD46,,, Molekill weiter auf die C-terminale Halfte
der Aminosauresequenz in CCP1 eingeengt werden. In der C-terminalen Halfte sind 17 der 30
Aminosauren konserviert (Abb.16). Durch Mutation der nicht konservierten 13 Aminosauren

sollte die Bindungsdomiéne weiter eingeengt werden.

91



Ergebnisse

Mit Hilfe der ,,Quik Change* PCR Methode wurden die Aminosauren bov.HsiLs, durch
porz.R31P3;, bov.Vi;Tsg durch porz.Ms;Vig; bov.G4QVLALss durch porz. Ay LPTESys,
bov.Nsy in porz.Dsy und schlieBlich noch bov.Pss durch porz.Sss ersetzt. Der Austausch der
sechs aufeinanderfolgenden Kodons erfolgte anhand zweier nacheinander geschalteter ,,Quik
Change” PCR Ansitze, bei denen je drei Kodons ausgetauscht wurden. Die anderen vier
Austausche konnten mit Hilfe einer ,,Quik Change* PCR durchgefihrt werden. Insgesamt
wurden funf CD46-Konstrukte hergestellt, die jeweils einen dieser Aminosaurenaustausche
enthielten. Diese Konstrukte fuhrten nach Transfektion und Selektion in SK6-Zellen zu
folgenden Zelllinien: SKO6CDA46Rg;,ps,, SK6CD46p37v3, SKOCD46401PTESIs; SKOCD46ps, und
SK6CD46gss.

3.1.5.5Bindung von [3H] markiertem BVDV an CD46y,,, das einzelne Aminosaure-
austausche in der C-terminalen Halfte von CCP1 enthalt

Die etablierten Zelllinien wurden wiederum im standardisierten Bindungsassay auf Bindung
von BVDV untersucht. Wahrend die Positivkontrolle, SK6CD46y,,, Bindung von 9,3%
zeigte, wurden fur SK6CD46Rg;,p3,, und SK6CD46y137v35 nach Induktion Bindungswerte von
6,0% und 7,2% gemessen, die durch Prainkubation von anti-CD46-Serum hemmbar waren
(2,6% und 4,1%) (Abb.19). Fur die Zelllinien SK6CD46ps, und SK6CD46gss wurde nach
Induktion eine spezifische Bindung von 11,7% und 10,6% festgestellt. Nach Prainkubation
der induzierten Zelllinien mit anti-CD46-Serum wurden Bindungswerte von 7,9% und 6,4%
erreicht.

Auffillig war das Ergebnis der Zelllinie SK6CD46441prESs5- Hier wurde nach Induktion ein
Bindungswert von 1,2% ermittelt, der unter dem Wert der Negativkontrolle, den SK6-Zellen,
von 2,2% lag.

Es zeigte sich also, dass die Aminosauren Hs;Ls3,, V37T3s, Nsp und Pss keinen oder nur einen
geringen Anteil an der Bindung von BVDV haben. Dagegen sind die Aminosiuren
G4QVLAL,s ziemlich sicher an der Bindung beteiligt, da der Austausch in die Aminosauren
A4LPTES,s zu einem vollstandigen Verlust der Bindung fuhrte.

92



Ergebnisse

O-DOX pA#A+DO0X O+DOX + anti-CD46-Serum @EA+DOX + Normalserum

Bindung in %

P

—
S = N WA TR S = NW AR U
| | | | | | | | | | | | | | | | |

* cinzelne

CCP1
CCP2
CCP3
CCP4
aa-Austausche

SK6CD46,, 40, prpsss VOO

SK6CD46,,, 1,
SK6CD46, 1, 5
SK6CDA46,,
SK6CD46,,
SK6CD46,,,,

SK6

Abb.19: Bindung von [3H]-markiertem BYVDV an CD46y,,, mit einzelnen
Aminosaureaustauschen in der C-terminalen Halfte von CCP1.

Im standardisierten Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien
SK6CD46gsps,  SKO6CD46pz7vas,  SKO6CD46asrprESss,  SKO6CD46ps,, SK6CD46s:ss,
SK6CD46y,, und SK6 1h bei 4°C mit markiertem Virus inkubiert. Die Zellen wurden jeweils
nach Prainkubation mit anti-CD46-Serum und Praimmunserum (Normalserum) auf Bindung
getestet. Fur SK6CD46441p1ESss konnte keine spezifische Bindung ermittelt werden, wahrend
fur SKO6CD46g;p5, SK6CD46pzs7vis, SK6CDA46ps, und SK6CD46gss,  spezifische
Bindungswerte von 5,6%, 7,2%, 11,7% und 10,6% festgestellt wurden. SK6CD46y,,, die
Positivkontrolle, erreichte eine spezifische Bindung von 9,3%. Die Werte stellen Mittelwerte
aus jeweils 3 Experimenten dar. Die Fehlerbalken geben den jeweils niedrigsten und hochsten
Wert an.

93




Ergebnisse

3.1.5.6 Empfanglichkeit von CD46y,, mit einzelnen Aminosaureaustauschen in der C-
terminalen Halfte von CCP1 fur BVDV

Nachdem im Bindungsassay fur vier der funf Zelllinien eine spezifische Bindung an BVDV
NADL ermittelt wurde, sollte nun im zweiten funktionellen Experiment der Einfluss der
einzelnen Aminosaureaustausche auf die Empfanglichkeit der Zellen fur das Virus festgestellt
werden. Hierzu wurden die Zelllinien im standardisierten ,,Empfanglichkeitsnachweis*
getestet. Fur CDA46Rg; ps, CD46Msrvis, CD46ps, und CD46gss wurden ohne Induktion
Empfanglichkeitswerte von 10,8%, 93,3%, 38,4% und 23,6% nachgewiesen (Abb.20). Sie
zeigten eine deutliche Steigerung der Empfanglichkeit fur BVDV, wohingegen fur die nicht
induzierte Negativkontrolle, die SK6-Zellen, nur ein Wert von 1,0% festgestellt wurde.

Nach Induktion wurden fur diese vier Zelllinien Empfanglichkeitswerte von 24,2%, 7,3%,
64,0% und 29,3% ermittelt.

Fur CD46Rsps, CD466svs, CD46ps, und CD46gss wurde festgestellt, dass sie sowohl im
nicht induzierten als auch im induzierten Zustand zu einer Steigerung der Empfanglichkeit
fuhrten.

CD46a40LpTESss Wies mit 0,3% ohne Induktion und 0,1% nach erfolgter Induktion eine
Empfanglichkeit fur BVDV auf, die unterhalb der Empfanglichkeit der Negativkontrolle, den
SK6-Zellen, lag. Dieses Ergebnis weist eine Parallele zu der gemessenen Empfanglichkeit der
Austauschmutante CD46,,, auf. Fur die Zelllinie SK6CD46,, wurde nach Induktion eine
deutliche Reduktion der Empfanglichkeit auf 0,03% festgestellt.
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Abb.20: Empfanglichkeit von CD46y,,, mit einzelnen Aminosaureaustauschen in der 2.
Halfte von CCP1 far BVDV.

Fur den Nachweis der Empfinglichkeit wurden jeweils 10° Zellen von SK6CD46gs ps,
SK6CD46p37v3s, SKOCD46a40LpTESss, SKOCD46p5,, SKO6CD46s55, SKO6CD464,,, und von SK6-
Zellen nicht induziert und induziert 1h bei 37°C mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert.
Die Auswertung erfolgte mittels Immunhistochemie mit den mAk D5 und Code 4. Die nicht
induzierten SK6CD46y,,, wurden als Standardwert auf 100% festgelegt. Fur die Zelllinie
SK6CD46a40LpTESIs Wurde mit 0,3% ohne Induktion und 0,1% nach erfolgter Induktion die
geringste Empfanglichkeit fur BVDV festgestellt. Fur SK6CD46g; ps,, SKO6CD46p37v3s,
SK6CD46ps, und SK6CD46gs; wurde ermittelt, dass sie sowohl im nicht induzierten als auch

im induzierten Zustand zu einer erhohten Empfanglichkeit gegenuiber der Negativkontrolle
fuhrten.
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3.1.5.7 Funktionelle Untersuchung von CD46,, und CD46,,, durch Aminosiure-
austausche in der C-terminalen Halfte von CCP1

Anhand der Etablierung der Zelllinien mit den Aminosaureaustauschen von CD46y,, konnte
die fur Bindung und Empfanglichkeit relevante Aminosauresequenz in der C-terminalen
Hilfte von bovinem CCP1 weiter eingeengt werden. Die Aminosauresequenz G4QVLALys
scheint eine besondere Bedeutung fur die Bindung und Empfanglichkeit von BVDV zu
haben, denn der Austausch zu A4 LPTES;s fihrte zu einem vollstandigen Verlust der Bindung
und Empfinglichkeit.

Um festzustellen, ob die Aminosauren G4QVLAL,s tatsachlich fur die Virusbindung
verantwortlich waren, war es notwendig, den reziproken Austausch vorzunehmen, also die
bovinen Aminosduren G4QVLALss in CD46,,, einzufugen. Hierzu wurden als
Ausgangszelllinien SK6CD46,,; und die SK6 Tet on Zelllinie, die CD46,,, exprimiert (SK6
porz.CD46), ausgewidhlt. Beide Zelllinien zeigten weder im standardisierten Bindungsassay
noch im ,,Empfanglichkeitsnachweis“ eine Rezeptorfunktion fur BVDV. In diesen Zelllinien
wurden nun iber zwei hintereinander geschaltete ,,Quik Change PCR die porzinen
Aminosauren A4LPTES4s durch die bovinen Aminosauren G4QVLALys ersetzt und somit

die Zelllinien SK6CD46P1(G40QVLAL45) und SK6 pOI‘Z.CD46(G40QVLAL45) etabliert.

3.1.5.8Bindung von ['H] markiertem BVDV an CD46,1Gagviarss) und
porz.CD46G4QvLAL4s)

Die Zelllinien SK6CD46,;u0Gqoviarss)y und SK6 porz.CD46Goviarss) wurden im standardi-
sierten Bindungsassay auf Bindung von BVDV untersucht. Es wurden nach Induktion der
Zelllinien Bindungswerte von 1,3% und 1,6% ermittelt, die unter dem Wert der
Negativkontrolle, den SK6-Zellen, von 2,6% lagen (Abb.21). Die Prainkubation mit anti-
CD46-Serum oder mit Praimmunserum (Normalserum) wies Keinen Einfluss auf die

Bindungswerte der beiden Zelllinien auf.
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Abb.21: Bindung von [’H] markiertem BVDV an CD46,1GaoviaLss) und
porz.CD46G4QvLALss)

Im standardisierten Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien
SK6CD46P1(G40QVLAL45), SK6 pOI‘Z.CD46(G40QVLAL45), SK6CD46b0V und SK6 1h bei 4°C mit
markiertem Virus inkubiert. Die Zelllinien wurden jeweils nach Prainkubation mit anti-CD46-
Serum und Praimmunserum (Normalserum) auf Bindung getestet. Fur die beiden Zelllinien
konnte keine spezifische Bindung festgestellt werden. SK6CD46y,, erzielte nach Induktion
einen spezifischen Bindungswert von 11,0%, der sich durch Prainkubation mit anti-CD46-
Serum auf 7,1% reduzierte.

97



Ergebnisse

3.1.5.9 Empfanglichkeit von CD46,;4cQviLALss) und porz.CD46oviaLs) fur BYDV

Nachdem fur die Zelllinien SK6CDA46,Gaoqviaissy und SK6  porz.CD46Gsgviaris) im
Bindungsassay keine spezifische Bindung festgestellt werden konnten, sollten sie auf ihre
Empfinglichkeit far BVDV untersucht werden. Hierzu wurden 10° Zellen der Zelllinien im
standardisierten ,,Empfanglichkeitsnachweis“ mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert
(Abb.22).

Weder fur SK6CD46,;Gaoqviarss) noch fur SK6 porz.CD46Guqviarss) konnte eine erhohte
Empfanglichkeit festgestellt werden. Die nicht induzierten Zelllinien erzielten Werte von
4,9% und 4,3%, nach Induktion wurden Werte von 0,9% und 0,04% ermittelt. Sie blieben
somit unter den Werten der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, von 8,3% und 8,4%.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass der Austausch der Aminosauren G4QVLAL,s im bovinen
CCP1 zwar zum Verlust der Rezeptorfunktion (,Joss of function®) fuhrte, der reziproke

Austausch aber nicht zum Erwerb der Rezeptorfunktion (,,gain of function®).
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Abb.22: Empfénglichkeit von CD46p1(G40QVLAL45) und pOI‘Z.CD46(G40QVLAL45) far BYDV

Fur den Nachweis der Empfanglichkeit wurden jeweils 10° Zellen von SK6CD46,1(G10QVLAL4S)s
SK6 porz.CD46GqviaLss), SKO6CD46y,, und von SK6-Zellen nicht induziert und induziert 1h
bei 37°C mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Auswertung erfolgte mittels
Immunhistochemie mit den mAk D5 und Code 4. Die nicht induzierten SK6CD46,,, wurden
als Standardwert auf 100% festgelegt. Fur SK6CDA46,Gigviassy und  SK6
porz.CD46Gsoviarss)y wWurden ohne Induktion Empfanglichkeitswerte von 4,9% und 4,3%
ermittelt, die nach Induktion auf Werte von 0,9% und 0,04% reduziert wurden.
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3.1.5.10 Funktionelle Untersuchung von CD46y,, durch CCP1-Positionsmutanten

Die bisherigen Versuche hatten zum Ziel, die Bindungsdomane im CD46y,, zu identifizieren.
Zwar gelang der Nachweis, dass CCP1 sehr wesentlich fur die Bindung ist, jedoch sind
weitere Anforderungen an CD46y,,, notig um Virus zu binden.

Die Deletionsmutanten von CD46y,, hatten den Hinweis gegeben, dass die Grofle des CD46
Molekiils fur die Aufrechterhaltung der Rezeptorfunktion eine wichtige Rolle spielt. Daher
sollte im weiteren die Position von CCP1 im CD46 Molekul untersucht werden.

Um abzuklaren, ob fur CD46y, nach Anderung der Reihenfolge der CCP-Dominen die
Funktion als zellularer Rezeptor fur BVDV aufrechterhalten wird, wurde die Zelllinie
SK6CD46, ;34 konstruiert. Hierfur wurde SK6CD46,, als Ausgangsprodukt verwendet und
die Position von CCP1 und CCP2 getauscht.

Um die Rolle der Position von bovinem CCP1 im CD46 Molekul naher zu charakterisieren,
galt es abzuklaren, welchen Einfluss ein zusatzliches, N-terminal gelegenes CCP Modul
ausubt. Hierbei sollte weiterhin beriicksichtigt werden, dass das zusiatzliche CCP Modul keine
Bindung von BVDV aufwies. Dementsprechend wurde die Zelllinie SK6CD46,,, etabliert,
bei der das CD46y,,, Molekiil N-terminal um das porzine CCP1-Modul erweitert wurde.

Mit den Ergebnissen der Deletionsmutanten von CD46,,,, wurde verdeutlicht, dass sobald das
CD46y,y um eine CCP-Domane verkuirzt wird, die Funktion als zellularer Rezeptor fur BVDV
nicht mehr aufrechterhalten wird. Mit der Etablierung weiterer CD46-Konstrukte sollte
abgeklart werden, welchen Einfluss zusatzlich eingebaute CCP Module im CD46y,,, ausiiben.
Fur humanes CD46 wurde eine Lange von 100A bestimmt (Barlow et al., 1993), eine
Verlangerung des Proteins auf 120A fuhrte zwar zu einer starkeren Bindung von Masernvirus,
die Fusionseffizienz wurde jedoch deutlich vermindert. Mit der Etalbierung sogenannter
,Hybrid-Rezeptoren®, die aus einer unterschiedlichen Anzahl und Kombination der CCP-
Domiénen von humanem CD46 und der immunglobulin-ahnlichen Doméne CD4 bestanden,
konnte fur Masernvirus festgestellt werden, dass neben der Anwesenheit von CCP1 und
CCP2 die Lange des humanen CD46 eine wichtige Rolle fur die Virusbindung und Infektion
spielt (Buchholz et al., 1996). Um den Einfluss der Vergroerung des CD46,,, Molekiils auf
die Rezeptorfunktion fur BVDV zu untersuchen, wurden zwei Zelllinien konstruiert.

Die Zelllinie SK6CDA46, ;141234 enthalt funf CCP Module, wobei das bovine CCP1-Modul an
N-terminaler Position zu liegen kam. Die bovine CCP2-Domiéne wurde hierbei durch porzines
CCP1 und CCP2 ersetzt und somit das gesamte CD46 Molekul um eine CCP-Domiane

verlangert. Der Einbau von porzinem CCP1 und CCP2 fuhrte nicht nur zu einer Verlangerung
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des CD46 Molekils um ein CCP Modul, sondern vergroflerte zusatzlich den Abstand
zwischen bovinem CCP1 und der Zelloberflache.

Hingegen besteht die Zelllinie SK6CDA46, 514234 aus sechs CCP Modulen, wobei bovines
CCP1 und CCP2 an N-terminaler Position im CD46 Molekul prasentiert werden. Porzines
CCPI1 und CCP2 wurden zwischen die bovinen CCP2 und CCP3-Domiénen konstruiert und
das CD46y,, Molekill wurde folglich um zwei CCP Module verlangert. Zusatzlich vergroferte
sich der Abstand von bovinem CCP1 zur Zelloberflaiche um zwei CCP Module.

3.1.5.11 Western Blot Analyse der CCP1-Positionsmutanten

Zum Nachweis der Proteinexpression und Analyse der exprimierten Menge der CCP1-
Positionsmutanten, wurden jeweils zwei Zellklone desselben Konstrukts mit Hilfe der
Western Blot Analyse untersucht (Abb.23). Die Zelllinien wurden in dieser Analyse getestet,
bevor sie in den funktionellen Experimenten eingesetzt wurden. SK6 porz.CD46y,,
SK6CD46, , ,,, SK6CD46,,,1, SK6CD46, 14034, und SKO6CD46, 5 140,34 zeigten bereits ohne
Induktion eine nachweisbare Expression des Proteins. Dieses Expressionsverhalten wurde,
wie schon bei den Deletionsmutanten von CD46,  beschrieben, auch fur die Positivkontrolle
SK6CD46, , festgestellt.

Nach Induktion war eine starke Proteinexpression der CCP1-Positionsmutanten zu erkennen.
Die Zelllinie SK6CD46, 1,034 Weist trotz Erweiterung des CD46, = Molekuls um ein CCP
Modul nur ein geringgradig groBeres Molekulargewicht auf, als die Positivkontrolle
SK6CD46, A mit ca. 58kDa. Hierfur spielt die Verwendung von nicht reduziertem Zelllysat fur
die Western Blot Analyse und die unterschiedliche Verteilung der N-Glykosylierungs-stellen
im bovinen und porzinen CD46 eine Rolle. Wiahrend im CD46,, vier N-
Glykosylierungstellen davon jeweils eine in CCP1 und CCP4 und zwei in CCP2 vorhanden
sind, besitzt CD46, , lediglich zwei N-Glykosylierungsstellen, davon jeweils eine in CCP1
und eine in CCP4. Der Einbau von porzinem CCP1 und CCP2 anstelle von bovinem CCP2
fuhrte demzufolge zu einer Anderung der Anzahl von N-Glykosylierungsstellen im CD46
Molekl.

Fur die Etablierung der Zelllinie SK6 porz.CD46;,, wurde im CD46,,, CCP1 durch bovines
CCP1 ersetzt. In den vorherigen Western Blot Analysen wurde fir CD46,,,, mit ca. 69kDa ein
etwas grofleres, apparentes Molekulargewicht als fur CD46,,, mit ca. 58kDa festgestellt.
Dieser Molekulargewichtsunterschied lasst sich im Sequenzvergleich der bovinen und

porzinen CD46 Aminosauresequenzen durch das Vorhandensein einer deutlich groeren STP-

Domiéne im Anschluss an das CCP4-Modul von CD46,,, erkliren (Abb.16). Dadurch
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begrundet sich das apparente Molekulargewicht der Zelllinie SK6 porz.CD46y;, das mit dem
der Zelllinie SK6CD46 pi.p234 Ubereinstimmt, obwohl deren CD46 Molekil ein CCP Modul
und eine potentielle N-Glykosylierungsstelle weniger enthalt.

Fur die Zelllinie SK6CD46, 14234, die aus sechs CCP Modulen besteht, wurde ein
apparentes Molekulargewicht von ca. 75kDa ermittelt. Diese VergroBerung des Molekular-
gewichtes lasst sich durch die Anwesenheit zweier zusatzlicher CCP Module und einer

weiteren N-Glykosylierungsstelle im CD46 Molekil erklaren.
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Abb.23: Western Blot Analyse von jeweils zwei Zellklonen der gleichen Zelllinien der
CCP1 Positionsmutanten

Die mit und ohne Zugabe von 2mg/ml Doxycyclin fur 18h bei 37°C inkubierten Zelllinien
wurden lysiert und unter nicht reduzierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Transfer der Proteine wurden die Nitrozellulosemembranen mit anti-CD46-Serum
inkubiert. Die Detektion erfolgte iiber Bindung eines Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen
IgG Antikorpers und anschlieBender Chemilumineszens.
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3.1.5.12 Bindung von [3H] markiertem BVDV an CCP1-Positionsmutanten

Anhand der Western Blot Analyse wurde die Proteinexpression der CCP1-Positionsmutanten
Zelllinien kontrolliert. Im Bindungsassay wurden die Zelllinien anschlieBend auf ihre
Bindung von [’H] markiertem BVDV NADL untersucht.

Die nach Induktion im Bindungsassay erreichten Bindungswerte von SK6 porz.CD46y,,
SK6CD46, ,,, und SK6CD46 14234 lagen mit 1,5%, 1,3% und 1,4% unter dem Wert der
Negativkontrolle, den SK6-Zellen, von 1,9% (Abb.24). Die Vorinkubation dieser Zelllinien
mit anti-CD46-Serum und Normalserum bewirkte keine Veranderung der Werte. Eine
spezifische Bindung von BVDV an diese drei CD46-Konstrukte erfolgte offensichtlich nicht.
Die Zelllinie SK6CD46.,,, erreichte nach Induktion einen leicht erhohten Bindungswert von
2,8%, der sich durch Prainkubation mit anti-CD46-Serum nur leicht verringerte (2,5%).
Lediglich fur die Zelllinie SK6CD46, 5 5140234 zeigte sich mit einem Wert von 5,8% eindeutig
Bindung. Die Prainkubation mit anti-CD46-Serum fuhrte zu einem um 3,0% verringertem
Wert und beweist somit die Spezifitat der Bindung. Nach Inkubation mit Normalserum wurde
keine negative Beeinflussung der Bindung festgestellt, der Wert lag mit 6,8% sogar etwas

hoher als der Wert der nicht prainkubierten, induzierten Zellen.
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Abb.24: Bindung von [3H] markiertem BVDV an CCP1-Positionsmutanten

Im Bindungsassay wurden die nicht induzierten und induzierten Zelllinien SK6 porz.CD46y,,
SK6CD46, , ,,, SK6CD46,,,;, SK6CD46, p14p034, SKOCDA6, 5514234, SK6CD46,y und SK6
1h bei 4°C mit markiertem Virus inkubiert. Die Zelllinien wurden jeweils nach Prainkubation
mit anti-CD46-Serum und Praimmunserum (Normalserum) auf Bindung getestet.

Lediglich far SK6CD46,,; und SK6CDA46; 5 ;14234 konnten im Bindungsassay nach Induktion
spezifische Bindungswerte ermittelt werden. Mit 2,8% und 5,8% erreichten sie nicht den fur
die Positivkontrolle ermittelten Wert von 7,7%. Bei allen Werten handelt es sich um
Mittelwerte aus drei Experimenten, die Fehlerbalken geben die jeweils hochsten und
niedrigsten gemessenen Werte an.
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3.1.5.13 Empfanglichkeit der CCP1-Positionsmutanten fur BVDV

Im Bindungsassay konnte fur zwei der CCPI1-Positionsmutanten Zelllinien eine spezifische
Bindung festgestellt werden. Im sich hier anschlieBenden standardisierten ,,Empfanglichkeits-
nachweis® wurden die Zelllinien auf ihre Empfanglichkeit fur BVDV untersucht.

Fur SK6 porz.CD46y;, SK6CD46, ., und SK6CD46, ,14234. wurden ohne Induktion
Empfanglichkeitswerte von 0,9%, 1,5% und 1,0% festgestellt (Abb.25). Diese Werte lagen im
Bereich der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, fur die ein Wert von 1,2% ermittelt wurde.
Nach Induktion der Zelllinien wurden Empfanglichkeitswerte von 0,1%, 0,8% und 1,1%
festgestellt. Wihrend sich die Werte von SK6CD46, ., und SK6CD46, ;14234 kaum
veranderten, wurde fiur SK6 porz.CD46,, eine deutliche Reduktion der Empfanglichkeit
ermittelt.

SK6CD46,,, erreichte im nicht induzierten Zustand mit 66,5% eine deutlich erhohte
Empfanglichkeit. Die durch Induktion provozierte starke Expression des CD46 Konstrukts
fuhrte hingegen zu einer deutlichen Reduktion des Empfanglichkeitswerts auf 3,9%.

Die Zelllinie SK6CD46,,; vermittelte Daten, die auf eine Beeintrachtigung der Funktion des
CD46y,, durch den Einbau des porzinen CCP1 vor das bovine CCP1 schlieBen lassen.
Spezifische Bindung und eine Erhohung der Empfanglichkeit konnten festgestellt werden,
blieben jedoch mit ihren Werten deutlich unter denen der Positivkontrolle, SK6CD46y,.

Sehr uberraschend war das Verhalten der Zelllinie SK6CD46, 5 14p234. Sie erreichte ohne
Induktion einen Empfanglichkeitswert von 5,0%, der nach Induktion auf 293,7% anstieg.

Fur die CCP1-Positionsmutanten lasst sich anhand des Bindungsassays und dem Nachweis
auf Empfanglichkeit zusammenfassen, dass fur SK6 porz.CD46,, SK6CD46, ,, und
SK6CDA46 514234 Weder eine spezifische Bindung noch eine Erhohung der Empfanglichkeit
festgestellt werden konnte. Das bedeutet, dass das bovine CCP1-Modul nicht allein ausreicht,
um Bindung und Infektion von BVDV NADL zu vermitteln. Weiterhin konnte festgestellt
werden, dass die Anderung der Reihenfolge von CCP1 und CCP2 im CD46y, ebenso zu
einem Funktionsverlust fuhrte, wie der Einschub von zwei porzinen CCP-Doménen zwischen
bovinem CCP1 und CCP3.

Fur SK6CD46 » p14+p2,34 konnten trotz Einbau von porzinem CCP1 und CCP2 und der damit
stattgefundenen VergroBerung des Abstandes von bovinem CCP1 zur Zelloberflache, eine

spezifische Bindung und sogar eine deutliche Erhohung der Empfinglichkeit fur BVDV

nachgewiesen werden.
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Abb.25: Empfanglichkeit der CCP1-Positionsmutanten fur BVDV

Fur den Nachweis der Empfanglichkeit wurden 10° Zellen von SK6 porz.CD46y,.
SK6CD462’1’3’4, SK6CD46+p1, SK6CD461,p1+p2,3,4, SK6CD461,2,p1+p2,3,4, SK6CD46b0V und von
den SK6-Zellen nicht induziert und induziert 1h bei 37°C mit BVDV mit einer m.o.i. von 0,1
infiziert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunhistochemie mit den mAk D5 und Code 4.
Die Empfanglichkeit der nicht induzierten SK6CD46,,, wurde als Standardwert auf 100%
festgelegt. SK6CD46,,, erreichte mit 66,5% ohne Induktion eine deutliche Steigerung der
Empfanglichkeit gegentiber der Negativkontrolle, den SK6-Zellen, die nach Induktion auf
einen Wert von 3,9% gesenkt wurde. Fur SK6CD46,, 145234 Wurde erst nach erfolgter
Induktion eine deutlicher Anstieg der Empfanglichkeit auf 293,7% festgestellt.
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3.2. Identifizierung und Charakterisierung von BVDV Glykoprotein E2
als Bindungspartner fur CD46,,,,

Der Bindungstest mit *H markiertem BVDV NADL bestitigte nach der bereits festgestellten
gesteigerten Empfanglichkeit fur CD46,,, exprimierende PK15 Zellen (Maurer, Diss. 2002)
die Rezeptorfunktion von CD46,,. Durch den Aufbau von Pestiviren, die eine Lipidhiille mit
den drei eingelagerten Glykoproteinen E1, E2 und E™ besitzen, kamen fur die Interaktion mit
dem zellularen Rezeptor drei Liganden in Frage.

Fur das Glykoprotein E1 wird angenommen, dass es als Transmembranprotein nicht an der
Virusoberflache exponiert ist (Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990). Neutralisierende
Antikorper werden im Verlaufe einer Infektion mit Pestiviren vorwiegend gegen das
Glykoprotein E2 und in geringerem Umfang gegen das Glykoprotein E™, aber nicht gegen E1
gebildet (Weiland et al., 1992). Im Tierexperiment bewirkte die Immunisierung von
Schweinen mit aufgereinigtem E2- und E™-Protein einen belastbaren Schutz vor der
Schweinepest, wahrend das mit El-Protein nicht gelang (Konig et al., 1995). AuBerdem
konnte mit in Insektenzellen synthetisierten, gereinigten E2- und E™-Glykoproteinen von
KSPV eine Inhibition der Pestivirusinfektion in Zellkultur festgestellt werden (Hulst et al.,
1997). Aufgrund dieser Daten ist anzunehmen, dass die BVDV Glykoproteine E2 und E™ als
Bindungspartner fur CD46y,,, in Betracht kommen.

Als Nachweismethode wurde ein Zelladsorptionstest etabliert, mit dem Bindung qualitativ
festgestellt werden konnte (s.Abb.26). Dieser Zelladsorptionstest wurde mit Glykoprotein E2
bzw. E™ exprimierenden BHK-Zellen (Baby Hamster Kidney, Hamsternierenzellen,
,hangerzellen) und CD46y,, exprimierenden Indikatorzellen, entwickelt. Das BVDV
Glykoprotein E2 ist in virusinfizierten Zellen nicht an der Zelloberflaiche vorhanden, sondern
akkumuliert im endoplasmatischen Retikulum (ER). Um eine Expression des Glykoproteins
an der Zelloberflaiche zu erreichen, wurde das Glykoprotein E2 mit der C-terminalen
Transmembrandoméane und der zytosolischen Domiane des Influenza Virus Proteins
Haemagglutinin (Influenza HA) fusioniert und in das pcDNA3 Vektorplasmid kloniert (Zhou
et al.,, 1998). Das pcDNA3 Plasmid enthdlt neben dem hCMV Promotor einen T7-RNA-
Polymerase-Promotor und kann durch die T7 RNA Polymerase abgeschrieben werden. Durch
Uberinfektion transfizierter Zellen mit einem rekombinanten Vaccinia Virus (MVAT7), das
T7 RNA Polymerase synthetisiert, kann eine besonders starke transiente Expression erzielt
werden. Die Fangerzellen (BHK-Zellen) wurden 1h bei 37°C mit MVAT?7 infiziert und

anschlieBend wurden die Glykoprotein E2 oder Glykoprotein E™ exprimierenden Plasmide in
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die Zellen transfiziert. Mit dem MVAT7-System wurde eine Transfektionseffizienz von uber
80% erzielt. Als Indikatorzellen wurden 38A;D (Schweine-Lymphomzellen) verwendet, die
das CD46y,, stabil exprimieren (38A;D CD46). Diese Zellen wurden mit Calcein, einem
zytoplasmatischen Fluoreszenzfarbstoff, inkubiert. Von den Fangerzellen, die die zu testenden

Glykoproteine exprimieren, wurde im Zelladsorptionstest ein konfluenter Zellrasen benotigt,
der mit den in Suspension vorhandenen, markierten Indikatorzellen inkubiert und
anschlieBend mehrmals mit PBS gewaschen wurde. Die Detektion der Bindung von

Indikatorzellen an den Zellrasen erfolgte qualitativ im Fluoreszenzmikroskop.

Indikatorzellen
? (38A,D CD46)
CD46| (P
? CD46
CD46 CD46
E2
/ Transfektion
Fangerzellen (BHK) CD46l CP C.)
? CD4o6
CD46 ?CD 46

E|2 E|2 E2 E2 E2

CD46€ I§>CD46
b

Abb.26: Schema des Zelladsorptionstests

Die Fangerzellen werden mit den fur die Bindung an CD46y,, in Frage kommenden BVDV
Glykoproteinen E2 und E™ exprimierenden Plasmiden transfiziert. Die stabil mit CD46y,,
transfizierten  Indikatorzellen = werden  metabolisch mit dem  zytoplasmatischen
Fluoreszenzfarbstoff Calcein 30 Minuten bei 37°C markiert und anschlieBend bei RT mit dem
Féangerzellrasen inkubiert. Die Bindung wird durch Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.
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Als mogliche Liganden von CD46y,, wurden im Zelladsorptionstest das BVDV Glykoprotein
E™ (BVDV E™), das BVDV Glykoprotein E2 (BVDV E2), sowie die analogen
Glykoproteine von KSPV (KSPV E™ und KSPV E2) getestet (Abb.27). Von letzteren wurde

erwartet, dass keine Bindung erfolgte.

- BVDVEms BVDVE2 KSPVEm™ KSPV E2

e)

+ anti-
CD46-

Abb.27: Nachweis der Zelladsorption im Fluoreszenzmikroskop

Im Zelladsorptionstest wurden BHK-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die die Glykoproteine
BVDV E™, BVDV E2, KSPV E™ und KSPV E2 exprimierten. AnschlieBend wurden diese
Zellen mit markierten, CD46y,, exprimierenden 38A;D-Zellen inkubiert und nach
mehrmaligem Waschen auf Zelladsorption im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Lediglich
die Expression von BVDV E2 fithrte zu einer Bindung von markierten 38A;D CD46 Zellen
(c). Die Spezifitat der Bindung wurde durch Prainkubation der 38A;D CD46 Zellen mit anti-
CD46 Serum und der dadurch erfolgten Bindungshemmung erwiesen (m). Zur Kontrolle
wurden die Zellen mit Normalserum (+NS) prainkubiert.
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Im Zelladsorptionstest wurde ausschlieBlich bei den BVDV Glykoprotein E2 (BVDV E2)
exprimierenden BHK-Zellen eine Bindung unzihliger, markierter CD46,, exprimierender
Zellen (38A;D CD46) an den Zellrasen festgestellt. (Abb.27/c). Die Prainkubation der BHK-
Zellen mit Praimmunserum (Normalserum) beeinflusste dieses positive Ergebnis nicht
(Abb.27/h). Hingegen wurde nach Prainkubation mit anti-CD46 Serum und fur die BHK-
Zellen, die BVDV Glykoprotein E™ (BVDV E™), KSPV Glykoprotein E2 (KSPV E2) und
KSPV Glykoprotein E™ (KSPV E™) exprimieren, nur eine Bindung vereinzelter, markierter

Indikatorzellen (38A;D CD46) nachgewiesen.

3.2.1 Charakterisierung der Bindungsdomine im BVDV Glykoprotein E2
3.2.1.1 Etablierung von Glykoprotein E2-Chimiren

Nachdem die Ergebnisse des Zelladsorptionstests die Vermutung bestatigt hatten, dass das
Glykoprotein E2 von BVDV als Ligand an CD46,,,, bindet, sollte auch hier die CD46
Bindungsdomine von Glykoprotein E2 bestimmt werden. Dies sollte methodisch in dhnlicher
Weise, wie fur CD46y,, durch Herstellung von Glykoprotein E2-Chimaren geschehen. Fur die
Konstruktion dieser E2-Chimaren wurde das KSPV Glykoprotein E2 gewihlt, das im
Zelladsorptionstest keine Bindung an CD46,,,, aufwies (Abb.27/e). Der Sequenzvergleich von
KSPV Alfort E2 mit BVDV NADL E2 zeigte eine Homologie von 63,6%, wobei variable von
konservierten Bereichen abzugrenzen sind (Abb.28). Da KSPV E2 im Zelladsorptionstest
keine Bindung an CD46y,, aufwies, lag die Vermutung nahe, dass vor allem die variablen

Bereiche fur die Rezeptornutzung verantwortlich sind.
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aa29
20 40
BVDV E2 1 HLDCKPEFSYAIAKDERIGQOLGAEGLTTRIWKEYSPGMKLEDTMVIAWCEDGKLMYLORCT 60
L CK ++ YAI+ IG LGAEGLTTYWKEYS G++L+D V A C G

KSPV E2 1 RLACKEDYRYAISSTNEIGLLGAEGLTTYWKEYSHGLOQLDDGTVKAVCTAGSFKVTALNV 60

80 100
BVDV E2 61 RETRYLAILHTRALPTSVVFKKLFDGRKQEDVVEMNDNFEFGLCPCDAKPIVRGKE::}L 120
RYLA LH RALPTSV F+ LFDG + EM+D+F FGLCP D P+++GK+NTTL
KSPV E2 61 VSRRYLASLHKRALPTSVTFELLFDG=TNPAIEEMDDDFGFGLCPFDTSPVIKGKE::%L 119
aal22
140 160
BVDV E2 121 LNGPAFQOMVCPIGWTGTVSCTSFNMDTLATTVVRTYRRSKPFPHRQGCITOKNLGEDLHN 180
LNG AF +VCPIGWTG V CT+ + TL T VV+T+RR KPFPHR C+T EDL +
KSPV E2 120 FYLVCPIGWTGVVECTAVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRVDCVTTIVEKEDLFH 179

aal84 200 220

BVDV E2 181 CILQGNWT VPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYPIGKCKL@GYRLVDST 240
¢ LJGNWICV GD + YKGG ++ C+WCG++FKE GLPHYPIGKC L NETGYR+VDST
KSPV E2 180 CKL VKGDPVTYKGGQVKQCRWCGFEFKEPYGLPHYPIGKCIL@GYRVVDST 239

260 280
BVDV E2 241 SCNREGVAIVPQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKLGPMPCRPYEIISSEGPVEKTACT 300
CNR+GV I +G +C IG TTV+V A+D +LGPMPCRP EI+SSEGPV KT+CTFNYT
KSPV E2 240 DCNRDGVVISTEGEHECLIGNTTVKVHALDERLGPMPCRPKEIVSSEGPVRKTSCT 299

320 340 Influenza HA TM
BVDV E2 301 KTLKNKYFEPRDSYFQQOYMLKGEYQYWFDLEVTDHHRQYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 380
KTL+NKY+EPRDSYFQQOYMLKGEYQYWF+L+VTDHH IVFAEWILWISFAISCFLLCVVL
KSPV E2 300 KTLRNKYYEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFNLDVTDHHTQYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 379

zytosol. Domine
BVDV E2 381 LGFJMWACQRGNIRCNI 397

LGFIMWACQRGNIRCNI
KSPV E2 380 LGFIMWACQRGNIRCNI 396

Abb.28: Glykoprotein E2 Sequenzvergleich von BYDV NADL und KSPV Alfort

Die Glykoprotein E2 Aminosauresequenzen von BVDV NADL (BVDV E2) und KSPV
Alfort (KSPV E2) sind dargestellt. Die potentiellen N-Glykosylierungsstellen (Asn x Thr/Ser)
sind eingezeichnet, wobei KSPV E2 eine zusatzliche N-Glykosylierungsstelle besitzt. Die
Cystein-Reste sind mit Ausnahme zweier zusatzlicher Cysteine in der BVDV E2 Sequenz
konserviert. Der Influenza HA Anker (Influenza HA), die Transmembranregion (TM) und die
zytosolische Domine sind eingezeichnet. Mit aa29, aal22 und aal84 sind die
Sequenzabschnitte der ersten sechs E2-Chimaren dargestellt.
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TyW3, HA TM
pEz(bl-29/p30-396) BVDV KSPV 'm_(
NG o3
PE2 1 120/p123-396) BVDV KSPV m,‘
G134Gss
PE2<b1.185/p186-396) BVDV KSPV ’mj

T29“’730

HA T™M
PE2 ;1 201530.397) KSPV BVDV ’m__(
N12,G 123
PE2<p1.1zz/b123-397) KSPV BVDV mJ

(;184(}185

PE2<p1.1ss/b186-397) KSPV BVDV m.l

Abb.29: Schematische Darstellung der BVDV/KSPV E2-Chiméren

Die Anteile der Glykoprotein E2 Sequenz im pcDNA3 Plasmid von BVDV NADL (BVDV)
und KSPV Alfort (KSPV) der erzeugten Chimaren sind eingezeichnet. Die C-terminale
Transmembrandomédne und die zytosolische Domiane von Influenza Haemagglutinin (HA
TM) zur Prasentation der chimaren Proteine an der Zelloberfliche sind gekennzeichnet

Bei der Konstruktion der E2-Chimaren wurde insbesondere die Verteilung variabler von
weniger variablen Bereichen beruicksichtigt. Zunachst wurden sechs KSPV/BVDV E2-
Chimaren im pcDNA3 Plasmid hergestellt (Abb.29). Hierfur wurden wiederum PCR-
Klonierungen durchgefuhrt, da keine geeigneten Restriktionsschnittstellen in den
Glykoprotein E2 Sequenzen vorhanden waren. Die Chiméren pE2p1-20/p30-396), PE2(b1-122/p123-
396, und  PE2pii84piss306) enthielten mit  aal-29, aal-122 und aal-184 die
N-terminale Aminosauresequenz von BVDV NADL E2, wihrend C-terminal die restliche
Sequenz von KSPV Alfort E2 eingesetzt wurde. Die komplementdren Chimaren pE2p1-29/m30-
397), PE2(p1-122b123-397) und pE2p1-184m185-397)) enthielten mit aal-29, aal-122 und aal-184 die
N-terminale Aminosauresequenz von KSPV Alfort E2, wahrend der C-terminale Anteil der
Glykoprotein E2 Sequenz von BVDV NADL entstammte. Die E2-Chimaren wurden im
immunhistochemischen Nachweis auf Expression der chimaren Proteine untersucht, bevor sie

anschlieBend im Zelladsorptionstest auf Bindung getestet wurden. Hierfur wurden der mAk
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D5, der das BVDV Glykoprotein E2 erkennt und der mAk Al18, der mit dem KSPV
Glykoprotein E2 interagiert, eingesetzt.

Im immunhistochemischen Nachweis der E2-Chiméren erkannte der mAk D5 die Konstrukte
PE2(b1-184/p185-396) UNd ,E2p120m30-397). Die Expression der Konstrukte pE2p1-29/p30-396), PE2(b1-
122/p123396) und PE2(pi-184/b185:3977 wurde mit dem mAk A18 nachgewiesen. (Tab.1). Zum
Nachweis der Transfektionseffizienz wurde fur die Chimére pE2pi-122p123-397) anti-E2-Serum
eingesetzt, da weder mit dem mAk D5 noch mit mAk A18 eine Interaktion festgestellt werden
konnte. Die Ergebnisse des immunhistochemischen Nachweises lieferten Hinweise auf die
Bindungsdoménen der mAk D5 und A18 im Glykoprotein E2 von BVDV und KSPV. Fur den
mAk D5 wurde eine fur die Interaktion mit dem BVDV E2 notwendige Aminosauresequenz
von aa30-184 festgestellt, wahrend die Aminosauresequenz von KSPV E2 fur die Bindung
von mAk A18 auf aal23-184 eingeengt werden konnte (Tab.1).

Glykoprotein E2 Konstrukt D5 | A18 |Bindung an bovines CD46

PE2b1-20/p30-396) - + -
PE2b1-122/p123-396) - + _
PE2b1-184/p185-396) + | - -
PE2p1-29m30-397) + - +
PE2(p1-122/b123:397) - | - -
PE2p1-184/m185-397) - + _

Tab.1: Reaktionsmuster der mAKk D5 und A18 und Ergebnisse des Zelladsorptionstests
fur die E2-Chimaren pE21-29/p30-396) PE2(b1-122/p123-396)» PE2(b1-184/p185-396)y PE2(p1-
29/530-397)s PE2(p1-122123-397) und pE21.184/p185-397)

Fur den immunhistochemischen Nachweis und den Zelladsorptionstest wurden BHK-Zellen
mit den E2-Chimiaren transfiziert und nach 24h fixiert. Nach Inkubation mit dem mAk D5
und mAk A18 und anschlieBend mit dem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus I1gG Antikorper
wurden die Zellen gefiarbt. Anhand der Farbung wurde die Expression der chiméren E2
Glykoproteine uberprift. pE2pi-120p1233977 wurde von beiden mAk nicht erkannt. Die
Expression des Proteins wurde mit anti-E2 Serum uberpriuift.

Im Zelladsorptionstest konnte nur fur die Chimédre E2p120m30-397) €ine Bindung von
markierten 38A;D CD46 Zellen festgestellt werden.
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Im Zelladsorptionstest zeigte sich, dass CD46y,, nur an die E2-Chimiére pE2p;129m30397) binden konnte.
Um den fur die Bindung relevanten Bereich im BVDV E2 weiter einengen zu konnen, wurden unter
Berticksichtigung der fur die Bindung essentiellen aa30-397 von BVDV drei weitere E2-Chiméaren
etabliert. Mit den E2-Chimiren pE2pi203p204306) und pE2 12745275300 wurde der Anteil der N-
terminalen Aminosauresequenz von BVDV E2 auf aal-223 und aal-274 verlangert und somit wurden
weitere variable BVDV Bereiche eingefiigt (Abb.30 und Abb.31).

Im Zelladsorptionstest wurde jedoch festgestellt, dass die VergroBerung des N-terminalen BVDV E2
Anteils in den beiden Chiméren pE2 12035024306 und pE21274p275.396) keinen positiven Einfluss auf
die Bindung an CD46,,,, austibte.

20 40 aa42-63

BVDV E2 1 HLDCKPEFSYAIAKDERIGQLGAEGLTTTWKEYSPGMKLEPTMVIAWCEDGKLMYLORCT 60
L CK ++ YAI+ IG LGAEGLTTTWKEYS G++L+p V A C G
KSPV E2 1 RLACKEDYRYAISSTNEIGLLGAEGLTTTWKEYSHGLQLDPGTVKAVCTAGSFKVTALNV 60

aa64

80 100
BVDV E2 61 RET YLAILHTRALPTSVVFKKLFDGRKQEDVVEMNDNFEFGLCPCDAKPIVRGK@L 120
YLA LH RALPTSV F+ LFDG + EM+D+F FGLCP D P+++GK+NTTL
KSPV E2 61 VS YLASLHKRALPTSVTFELLFDG=TNPAIEEMDDDFGFGLCPFDTSPVIKGK@L 119

140 160
BVDV E2 121 LNGPAFQMVCPIGWTGTVSCTSFNMDTLATTVVRTYRRSKPFPHRQGCITQOKNLGEDLHN 180
LNG AF +VCPIGWTG V CT+ + TL T VV+T+RR KPFPHR C+T EDL +
KSPV E2 120 #::%AFYLVCPIGWTGVVECTAVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRVDCVTTIVEKEDLFH 179
aa223
200 220
BVDV E2 181 CILGq:::kVPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYP GKCKL%::ﬂeynLVDST 240
C LGGNWICV GD + YKGG ++ C+WCG++FKE GLPHYPJGKC L NETGYR+VDST
KSPV E2 180 CKLGq:::FVKGDPVTYKGGQVKQCRWCGFEFKEPYGLPHYP GKCILf::ﬂGYRVVDST 239
aa274
260 280
BVDV E2 241 SCNREGVAIVPQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKL PMPCRPYEIISSEGPVEKTACT#::] 300
CNR+GV I +G +C IG TTV+V A+D +LGPMPCRP EI+SSEGPV KT+CTFNYT
KSPV E2 240 DCNRDGVVISTEGEHECLIGNTTVKVHALDERL PMPCRPKEIVSSEGPVRKTSCT#::] 299

320 340 Influenza HA TM
BVDV E2 301 KTLKNKYFEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFDLEVTDHHRIYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 380

KTL+NKY+EPRDSYFQOYMLKGEYQYWF+L+VTDHH JYFAEWILWISFAISCFLLCVVL
KSPV E2 300 KTLRNKYYEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFNLDVTDHHTQYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 379

Zytosol. Domiane
BVDV E2 381 LGFIMWACQRGNIRCNI 397

LGF ACORGNIRCNI
KSPV E2 380 LGF ACQORGNIRCNI 396

Abb.30: Glykoprotein E2 Sequenzvergleich von BYDV NADL und KSPV Alfort
Die Uberg'a'mge der Sequenzen der E2-Chiméaren pEZ(b1_223/p224,396), pEZ(b1_274/p275_396) und pEz(pl64/b65-397)

sind mit aa64, aa223 und aa274 dargestellt. Der variable Sequenzbereich von aa42-63 ist eingerahmt.
Die potentiellen N-Glykosylierungsstellen markiert.
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Bisher konnte nur fur die E2-Chimédre pE2pi20m30397) eine Bindung an CDA46y,,
nachgewiesen werden. Um die fur die Bindung benotigte BVDV Sequenz weiter einzuengen,
wurde die variable Region von aa42-62 ebenfalls ausgetauscht und die E2-Chimire pE2p;.
cames-397) etabliert (Abb.30 und Abb.31). Diese E2-Chimdre wurde wiederum im
Zelladsorptionstest auf ihre Bindung an CD46y,,, untersucht. Interessanterweise konnte keine
spezifische Bindung festgestellt werden. Durch die Verlangerung der KSPV E2 Sequenz um
34 Aminosauren bei der E2-Chimire pE2p1.64/m65-397) im Vergleich zu der KSPV Sequenz von
PE2p1-20m30-397) wurde die Bindung von 38A;D CD46 Zellen aufgehoben. Das bedeutet, dass

diese 34 Aminosauren wichtig fur die Bindung an CD46y,, sind.

1,,;Gaa4 HATM
PE2 1 235224306 | BVDV KSPV m_]
G,74Py7s
PE2 . 2745275306 | BYDV KSPV md

R64Y65

pEZ(p1-64/b65-397) KSPV BVDV MJ

Abb.31: Schematische Darstellung der E2-Chiméaren: pE2,1.223/p224.396)y PE2(b1-274/p275-396)
und pE2;,1.64b65-397)

Die bezeichneten Aminosauren geben sowohl den Ubergang von der BVDV in die KSPV
Aminosauresequenz an als auch von KSPV in BVDV. Die C-terminale
Transmembrandoméne und die zytosolische Domine von Influenza Haemagglutinin (HA
TM) zur Prasentation der chimaren Proteine an der Zelloberflache sind gekennzeichnet.

Die E2-Chimiaren wurden wiederum auf erfolgreiche Proteinexpression mit Hilfe des
immunhistochemischen Nachweises mit den mAk D5 und Al18 getestet (Tab.2). Die
Chiméren pE21-223/p224-396) Und PE21274/5275-306) Werden nur von mAk D5 erkannt, wéhrend
PE2(pi-64m65-397) mit keinem der mAk reagierte. Folglich konnten die aa30-64 von BVDV E2
als essentieller Anteil des mAk D5 Epitops identifiziert werden.
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Glykoprotein E2- D5 | A18 |Bindung an bovines CD46
Konstrukte

PE2h1-223/p224-396) + | - _

PE2p1-274/p275-396) + | - _

PE2p1-64/b65-397) - - -

Tab.2: Reaktionsmuster der mAk D5 und A18 und Ergebnisse des Zelladsorptionstests
von pPE2,1.223/p224-396)s PE2(b1-274/p275-96) UNd PE2p1.64/b65-397)

pEZ(b 1-223/p224-396) und pEZ(b 1-274/p275-396) wurden vom mAKk D5 erkannt. Die
Transfektionseffizienz von pE2pi-6ames-397) wurde mit anti-E2-Serum uberpruft. Fur alle drei
E2-Chimaren konnte keine Bindung von 38 A;D CD46 Zellen festgestellt werden.

Nachdem der N-terminale Anteil von aal-274 fur eine Bindung an CD46y,, nicht ausreichte,
wurden zwei weitere E2-Chimaren mit einem N-terminalen BVDV Aminosauresequenzanteil
von aal-293 und aal-312 etabliert. Wahrend sich die Sequenzen von BVDV E2 und KSPV
E2 zwischen aa274-293 lediglich durch zwei Aminosauren (aa281 Y—K und aa291 E—R)
unterscheiden, sind zwischen aa293 und aa312 nur noch zwei konservative Austausche
(aa304 K—R und aa308 F—Y) zu identifizieren (Abb.32 und Abb.33). Beide Chiméren
wurden wiederum im Zelladsorptionstest auf Bindung an CD46,,, getestet, wobei positive
Ergebnisse erzielt wurden. Hierdurch lief sich der fur eine Bindung an CD46y,, relevante N-
terminale BVDV Aminosauresequenzanteil auf aal-293 eingrenzen.

Mit den E2-Chimiren pE2@i-20130-3977 und pE2¢16465397) konnte der fur die Bindung
relevante Aminosauresequenzbereich von BVDV E2 auf aa30-65 eingeengt werden (Abb.32).
Dieser Bereich umfasst die variable Region von aa42-62. Es lag nahe, den
Aminosauresequenzbereich von aa30-65 weiter einzugrenzen. Hierzu wurden E2-Chimiaren
erzeugt, die die N-terminale Aminosauresequenz von KSPV E2 von aal-46 und aal-56
enthalten (Abb.33). Im Zelladsorptionstest konnte wiederum fur beide Chimaren eine
Bindung an CD46,, nachgewiesen und dadurch der fur die Bindung relevante

Aminosauresequenzbereich auf aa57-293 eingeengt werden.
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aad6 aaS6
20 40 1 1
BVDV E2 1 HLDCKPEFSYAIAKDERIGOLGAEGLTTTWKEYSPGMKLEDI'MVIAWCEDGKLMYIJORCT 60
L CK ++ YAI+ IG LGAEGLTTTWKEYS G++L+D] V Al C G
KSPV E2 1 RLACKEDYRYAISSTNEIGLLGAEGLTTTWKEYSHGLOLDDGTVKANCTAGSFKVIRLNV 60
80 100
BVDV E2 61 RE YLAILHTRALPTSVVFKKLFDGRKQEDVVEMNDNFEFGLCPCDAKPIVRGKE:E}L 120
YLA LH RALPTSV F+ LFDG + EM+D+F FGLCP D P+++GK+NTTL

KSPV E2 61 VS YLASLHKRALPTSVTFELLFDG=TNPAIEEMDDDFGFGLCPFDTSPVIKGK@L 119

140 160
BVDV E2 121 LNGPAFQOMVCPIGWTGTVSCTSFNMDTLATTVVRTYRRSKPFPHROGCITQOKNLGEDLHN 180
LNG AF +VCPIGWTIG V CT+ + TL T VV+T+RR KPFPHR C+T EDL +

KSPV E2 120 %::%AFYLVCPIGWTGVVECTAVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRVDCVTTIVEKEDLFH 179

200 220
BVDV E2 181 CILGé::EkVPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYPIGKCKL%::ﬂGYRLVDST 240
C LGGNWICV GD + YKGG ++ C+WCG++FKE GLPHYPIGKC L NETGYR+VDST
KSPV E2 180 CKLG%::EFVKGDPVTYKGGQVKQCRWCGFEFKEPYGLPHYPIGKCIL{::%GYRVVDST 239
aa274 aa293
260 280
BVDV E2 241 SCNREGVAIVPQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKLGPMPCRPYEIISSEGPVE TACTd::] 300
CNR+GV I +G +C IG TTV+V A+D +LGPMPCRP EI+SSEGPV HT+CTFNYT
KSPV E2 240 DCNRDGVVISTEGEHECLIGNTTVKVHALDERLGPMPCRPKEIVSSEGPVR TSCTq::] 299
aa312
320 3340 Influenza HA TM
BVDV E2 301 KTLKNKYFEPRDSYFQOYMLKGEYQYWFDLEVTDHHRIYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 380
KTL+NKY+EPRDSYFQQYMLKGEYQYWF+L+VTDHH IYFAEWILWISFAISCFLLCVVL
KSPV E2 300 KTLRNKYYEPRDSYFQQOYMLKGEYQYWFNLDVTDHHTIYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 379

cytosol. Domine
BVDV E2 381 LGFJIMWACQRGNIRCNI 397

LGF ACORGNIRCNI
KSPV E2 380 LGF ACQORGNIRCNI 396

Abb.32: Glykoprotein E2 Sequenzvergleich von BYDV NADL und KSPV Alfort
Die Uberginge der E2-Chiméren pE21.203/294-396), PE2(b1-312/p313:396)s PE2(p146m47397) und

PE2(pisems7-397) sind dargestellt (aa293, aa312, aa46 und aa56). Die potentiellen N-
Glykosylierungsstellen sind eingerahmt.
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HA T™M
T,0:85,
PE2, 20304309 |BVDV KSPV ’m,‘
R;1:D55

PE2, 30813306 |BYDVY KSPV mJ
AW,

PE2, sonar20n | KSPV BVDV m,(
1.0y

pEz(pl-Sﬁ/h57-397) KSPV BVDV 'm‘(

Abb.33: Schematische Darstellung der E2-Chimaren: pEZ(b1_293/p294_396), pEZ(b1_312/p313_396),
PE2 p1.46/b47-397) und pE2;,1.56m57-397)

Die Anteile der Glykoprotein E2 Aminosauresequenz im pcDNA3 Plasmid von BVDV
NADL (BVDV) und KSPV Alfort (KSPV) der erzeugten Chimaren sind gekennzeichnet.

Der zum Nachweis der Proteinexpression durchgefuhrte immunhistochemische Nachweis
dieser vier E2-Chimaren zeigte, dass sie einheitlich von mAk D5 erkannt werden. Der zuvor
als essentieller Anteil des mAk D5 Epitops identifizierte Bereich von aa30-65 konnte mit
diesem Reaktionsmuster weiter auf die aa57-65 von BVDV E2 eingeengt werden (Tab.3).

Glykoprotein E2 Konstrukt| DS | Al8 |Bindung an bovines CD46
E2 11293/p294-396) + - +
E2(bl—312/p313—396) + - -+
E2(pl—46/b47—397) + - -+
E2(pl—56/b57—397) + - -+

Tab.3: Reaktionsmuster der mAk DS und A18 und Ergebnisse des Zelladsorptionstests
von pE2;1.293/p294-396)y PE2(b1-312/p313-396)s PE2(p1-46/47-397) und pE2,1.5657-397)

Fur E21-293/p294-396), E2(b1-312/p313-396)s E2(p1-46/647-397) und E2 ;1 56/557-397) konnte eine Interaktion

mit dem mAk D5 nachgewiesen werden. Alle vier E2-Chimaren zeigten eine deutliche
Bindung von 38A;D CD46 Zellen im Zelladsorptionstest.
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SchlieBlich lag es nahe, die beiden E2-Chimaren mit den umfangreichsten
N- und C-terminalen KSPV Anteilen (pE2p1-56/b57-444) und pE2b1293/p294-445)) in einer Chimare
zu kombinieren, um so eine minimale, fur die Bindung an CD46,, essenticlle BVDV E2
Sequenz ermitteln zu konnen (Abb.34).

Fur die Konstruktion der E2-Chimiare pE2p1-56/b57-293/p294-445) Wurde der mittlere Abschnitt der
Aminosauresequenz aa57-293 von BVDV E2 in die KSPV E2 Sequenz eingesetzt (Abb.35).
Der Zelladsorptionstest zeigte, dass diese minimale BVDV E2 Sequenz von aa57-293 fur eine

spezifische Bindung von CD46y,, ausreicht.

TssQ 57 T29ssz94 HA TM
PE2, 56.157293,5204.396) | KSPV BVDV BVDV KSPV

Abb.34: Schematische Darstellung der E2-Chimare pEZ(pl-56/b57-293/p294-396)

Die Anteile der Glykoprotein E2 Aminosauresequenz im pcDNA3 Plasmid von BVDV
NADL (BVDV) und KSPV Alfort (KSPV) der etablierten Chimare sind gekennzeichnet.
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BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

BVDV

KSPV

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

E2

61

61

121

120

181

180

241

240

301

300

381

380

20 40
HLDCKPEFSYAIAKDERIGQLGAEGLTTTWKEYSPGMKLEDTMVIAWCEDGKLMYLORCT 60
L CK ++ YAI+ IG LGAEGLTTTWKEYS G++L+D V A C G
RLACKEDYRYAISSTNEIGLLGAEGLTTTWKEYSHGLQLDDGTVKAVCTAGSFKVTALNV 60

80 100
RETRYLAILHTRALPTSVVFKKLFDGRKQEDVVEMNDNFEFGLCPCDAKPIVRGK-'L 120
RYLA LH RALPTSV F+ LFDG + EM+D+F FGLCP D P+++GK+NTTL
VSRRYLASLHKRALPTSVTFELLFDG=TNPAIEEMDDDFGFGLCPFDTSPVIKGK-‘L 119

140 160
LNGPAFQMVCPIGWTGTVSCTSFNMDTLATTVVRTYRRSKPFPHROQGCITQKNLGEDLHN 180
LNG AF +VCPIGWTG V CT+ + TL T VV+T+RR KPFPHR C+T EDL +

FYLVCPIGWTGVVECTAVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRVDCVTTIVEKEDLFH 179

200 220
CILGIVPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYPIGKCKL.GYRLVDST 240
C LGGNWTCV GD + YKGG ++ C+WCG++FKE GLPHYPIGKC L NETGYR+VDST
CKLG(-CVKGDPVTYKGGQVKQCRWCGFEFKEPYGLPHYPIGKCIL.GYRVVDST 239

260 280
SCNREGVAIVPOQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKLGPMPCRPYEIIS SEGPVEKTACTF- 300
CNR+GV I +G +C IG TTV+V A+D +LGPMPCRP EI+SSEGPV KT+CTFNYT
DCNRDGVVISTEGEHECLIGNTTVKVHALDERLGPMPCRPKE IVSSEGPVRKTSCTF- 299

320 340 Influenza HA TM
KTLKNKYFEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFDLEVTDHHRIJYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 380
KTL+NKY+EPRDSYFQQOYMLKGEYQYWF+L+VTDHH IYFAEWILWISFAISCFLLCVVL
KTLRNKYYEPRDSYFQQOYMLKGEYQYWFNLDVTDHHTJYFAEWILWISFAISCFLLCVVL 379

zytosol. Domiane
LGF JMWACQRGNIRCNI 397

LGF ACORGNIRCNI
LGF ACORGNIRCNI 396

Abb.35: Glykoprotein E2 Sequenzvergleich von BVDV NADL und KSPV Alfort

Die in der E2-Chiméare pEz(pl-56/b57-293/p294-396) eingebaute BVDV E2 ,,Minimalsequenz“ von
aa57-293 ist rot markiert. Die potentiellen N-Glykosylierungsstellen sind griitn markiert.
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3.2.1.2 Etablierung von KSPV Gesamtklonen, die Glykoprotein E2 Sequenzabschnitte
von BYDV NADL enthalten

3.2.1.2.1 Einbau der BVDV E2 ,,Minimalsequenz* in den KSPV Gesamtklon

Mit den E2-Chimdren im pcDNA3 Plasmid wurde die fur die Bindung an CD46,,, notwendige
Aminosauresequenz auf den Bereich von aa57-293 eingegrenzt. Der hierzu verwendete
Zelladsorptionstest liel jedoch nur eine qualitative Aussage iiber Bindung zu, da insbesondere
wegen unterschiedlicher Transfektionsergebnisse grofle Schwankungen festzustellen waren.
Daher sollte als quantifizierbare Messung nicht allein Bindung, sondern das Infektionsvermogen
von rekombinanten Viren herangezogen werden. Hierzu wurde die minimierte BVDV E2
Sequenz in den zur Verfugung stehenden KSPV Alfort Gesamtklon (rKSPV) mittels ,reverser
Genetik* kloniert und der rekombinante KSPV Gesamtklon rKSPV E2,,57938vpv) hergestellt.
Unter ,reverser Genetik* wird die synthetische Erzeugung spezifischer Mutanten von infektiosen
Viren und die nachfolgende Analyse ihrer entsprechenden Phanotypen verstanden. Fur RNA
Viren, wie KSPV, muss zunachst eine sogenannte ,,infektiose cDNA-Kopie* hergestellt werden,
die das gesamte virale Genom in Form einer cDNA Kopie in einem Plasmid enthalt. Nur auf
dieser ¢cDNA im Plasmid konnen Mutationen durchgefuhrt werden. Ausgehend von einem
Bakteriophagen Promotor (SP6 oder T7) kann in vitro durch entsprechende Polymerasen die
cDNA in eine RNA umgeschrieben werden. Nach Transfektion der in vitro transkribierten RNA
in permissive Zellen wird der virale Replikationszyklus initiiert. Fur eine Reihe von Pestiviren
sind bereits infektiose cDNA-Gesamtklone beschriecben (Mendez et al.,, 1988; Meyers et al.,
1996a und 1996b; Moormann et al., 1996; Ruggli et al., 1996; Vassilev et al., 1997).

Um das Infektionsvermogen dieser rekombinanten Viren zu testen, wurden von der DNA des
Ausgangsklons rKSPV und der Gesamtklonchimiare rKSPV  E2@uas57.2038vpy) Transkripte
hergestellt. Die Transkript RNA wurde anschlieBend in SK6-Zellen (Schweinenierenzellen) durch
Elektroporation transfiziert. Die elektroporierten Zellen wurden 24h inkubiert, bevor das
Zellkulturmedium abgenommen wurde. Mit diesem Zellkulturmedium wurden sowohl SK6 als
auch MDBK-Zellen infiziert (Abb.36). Der Test erlaubt die Bestimmung der biologischen
Aktivitat der chimaren E2 Proteine. Es konnte dabei die Empfanglichkeit von Zellen porzinen und
bovinen Ursprungs untersucht werden.

Wihrend die Empfanglichkeit der SK6-Zellen fur rKSPV als Standardwert auf 100% festgelegt
wurde, wiesen die MDBK-Zellen mit einem Wert von 8,3% eine deutlich reduzierte

Empfanglichkeit auf. Die E2 Gesamtklonchimére tKSPV E2.57.2038vpv) infizierte hingegen SK6-
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Zellen nur noch mit einer Effizienz von 3,1%, wahrend MDBK-Zellen signifikant empfanglicher
waren (22,5%). Diese Ergebnisse bedeuten, dass die Gesamtklonchimare MDBK-Zellen um den
Faktor 7 besser infiziert als SK6-Zellen und somit von einem Wirtswechsel gesprochen werden
kann.

Um die fur den Wirtswechsel verantwortliche BVDV E2 Sequenz im KSPV Gesamtklon weiter
einzuengen, wurde die BVDV E2 Sequenz von aa57-293 auf aa57-274 verringert und die
Gesamtklonchimédre rKSPV E2,57.074pvpy) konstruiert (Abb.36). Fur das daraus hervorgehende
Virus wurden Empfanglichkeitswerte von 2,8% fur SK6-Zellen und von 17,6% fur MDBK-
Zellen ermittelt. Auch fur diese Gesamtklonchimare konnte ein Wirtswechsel nachgewiesen
werden. Interessanterweise bedingt dieser Austausch ebenfalls einen Wirtswechsel, obwohl fur

das analoge Konstrukt im Zelladsorptionstest keine Bindung festzustellen war.

OrKSPV
90 O
R BrKSPV E2(aa57-293
BVDV)
P | I S OrKSPV E2(aa57-274
| N BVDV)
-
S
250 F| e
on
=
g 40 -
5
= 30
20 -
10
0
SK 6 MDBK

Abb.36: Empfanglichkeit von SK6- und MDBK-Zellen fur rKSPV und die
E2-Gesamtklonchimaren rKSPV E2(aaS7-293BVDV) und rKSPV E2(aa57-274BVDV)

SK6 und MDBK-Zellen wurden mit dem Zellkulturmedium von SK6-Zellen infiziert, die 24h
vorher mit RNA Transkripten von rKSPV und den Gesamtklonchimdren rKSPV E2,s7.
293BVDV) und rKSPV E2(aa57-274BVDV) elektroporiert worden waren. Nach 24h wurden die Zellen
fixiert, mit dem mAKk Code 4 (anti Pestivirus NS3) inkubiert und infizierte Zellareale
immunhistochemisch dargestellt. Die Empfanglichkeit von SK6-Zellen fur rKSPV wurde mit
100% festgelegt und somit konnte eine Empfanglichkeit von 8,4% fur die MDBK-Zellen
ermittelt werden. Die Empfanglichkeit von SK6-Zellen fur rKSPV E2.57-2038vpv) lag bei
3,1% und von MDBK-Zellen bei 22,5% Fur rKSPV E2(aa57-274BVDV) wurde ein
Empfanglichkeitswert von 2,8% fur SK6-Zellen und von 17,6% fur MDBK-Zellen ermittelt.
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3.2.1.2.2 Etablierung von Glykoprotein E2-Gesamtklonchimaren durch Austausch
variabler Sequenzbereiche

Um die Aminosauresequenz von bovinem E2 im rKSPV Gesamtklon, die fur den
Wirtswechsel verantwortlich ist, weiter einengen zu konnen, wurden vier Chimaren erzeugt,
bei denen einzelne variable Sequenzbereiche im Glykoprotein E2 ausgetauscht wurden
rKSPV E2), rKSPV E2, tKSPV E2gyy und rKSPV E2y, (Abb.37). Hierbei wurden vier
variable Bereiche (I: aa49-63BVDYV; II: aa87-93BVDYV; III: aal42-149BVDYV; IV: aal66-
175BVDV) fur den Austausch gewiahlt, die gleichzeitig in dem Sequenzbereich zwischen
aa57-274 lagen, der in der Gesamtklonchimire rKSPV E2,57274pvpv) Zu einer Steigerung
der Empfianglichkeit von MDBK-Zellen fuhrte. Im Gegensatz zu den E2-Chimaren, die im
Zelladsorptionstest auf ihre Bindung an CD46y,, anhand des Funktionsverlustes (,loss of
function”) untersucht wurden, handelt es sich bei diesen Gesamtklonchimaren durch den
Einbau einer kurzen BVDV E2 Sequenz in den rKSPV Gesamtklon um sogenannte ,,gain of
function“~-Mutanten.

Aufgrund der Plasmidgrofe von 14,5kb war es nicht moglich, die ,,Quik Change* PCR
Methode direkt mit der vollstandigen cDNA Kopie von rKSPV durchzufuhren. Demzufolge
wurde die Mutagenese der KSPV Sequenz durch ,,Quik Change PCR mit der Pfu-
Polymerase in einem KSPV-Vorklon, der das gesamte KSPV E2 umfasste, durchgefuhrt. Die
veranderte E2-Sequenz wurde anschlieBend uber Restriktionsschnittstellen in den rKSPV

kloniert.

123



Ergebnisse

I §a49—63 60

. 20 . 40
BVDV E2 1 HLDCKPEFSYAIAKDERIGQLGAEGLTTTWKEYSPGMKLEDTMVIAWCEDGKLMYLORCT
L CK ++ YAI+ IG LGAEGLTTTWKEYS G++L+D V A G

KSPV E2 1 RLACKEDYRYAISSTNEIGLLGAEGLTTTWKEYSHGLOQLDDGTVKAVETAGSFKVTALNV

II .aa87—93100 . 120

BVDV E2 61 RETHYLAILHTRALPTSVVFKKLFD¢ MNDNFEFGLCPCDAKPIVRGKFNTTL
YLA LH RALPTSV F+ LFD¢ + [EM+D+F FGLCP D P+++GK+NTTL
KSPV E2 61 VSRHYLASLHKRALPTSVTFELLFD¢=TNPAIHEMDDDFGFGLCPFDTSPVIKGKYNTTL

80

140III aal42-149 160 IV a§\166—17§80

BVDV E2 121 LNGPAFQMVCPIGWTGTVSCRSFNMDTLATFTVVRTYRRSKPFPHROGCITQKNLGHDLHN
LNG AF +VCPIGWTG V C3¥+ + TL T| VV+T+RR KPFPHR ;
KSPV E2 120 LNGSAFYLVCPIGWTGVVECHAVSPTTLRTEVVKTFRRDKPFPHRVDCVTTIVEKRDLFH

200 . 220 . 240

BVDV E2 181 CILGGNWTCVPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYPIGKCKLENETGYRLVDST
C LGGNWTCV GD + YKGG ++ C+WCG++FKE GLPHYPIGKC L NETGYR+VDST

BVDV E2 180 CKLGGNWTCVKGDPVTYKGGQVKQCRWCGFEFKEPYGLPHYPIGKCILTNETGYRVVDST

260 . 280 . 300

BVDV E2 241 SCNREGVAIVPQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKLGPMPCRPYEIISSEGPVEKTACTFNYT
CNR+GV I +G +C IG TTV+V A+D +LGPMPCRP EI+SSEGPV KT+CTFNYT

KSPV E2 240 DCNRDGVVISTEGEHECLIGNTTVKVHALDERLGPMPCRPKEIVSSEGPVRKTSCTFNYT

320 . 340 . 360

BVDV E2 301 KTLKNKYFEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFDLEVTDHHRDYFAESILVVVVALLGGRYVLWL
KTL+NKY+EPRDSYFQQYMLKGEYQYWF+L+VTDHH DYFAE +++VVVALLGGRYVLWL

KSPV E2 300 KTLRNKYYEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFNLDVTDHHTDYFAEFVVLVVVALLGGRYVLWL

BVDV E2 361 LVTYMVLSEQKALG 374
+VTY++L+EQ A G
KSPV E2 360 IVTYIILTEQLAAG 373

Abb.37:Sequenzvergleich von BVDV NADL (BVDV E2) und
KSPV Alfort (KSPV E2) Glykoprotein E2

Darstellung der vier variablen Sequenzbereiche (I: aa49-63; II: aa87-93; III: aal42-149; IV:
aal66-175), die in der KSPV E2 Sequenz durch die entsprechenden Bereiche von BVDV E2
ausgetauscht wurden. Da es sich hierbei um die E2 Sequenz des rKSPV Gesamtklones
handelt, ist kein Influenza HA Anker vorhanden.

Um die Empfanglichkeit von SK6 und MDBK-Zellen fur diese Gesamtklonchiméren zu testen,
wurden SK6-Zellen wiederum mit den RNA Transkripten der Chiméaren durch Elektroporation
transfiziert und die freigesetzten Viren wurden zur Infektion von SK6 und MDBK-Zellen

verwendet. Alle erzeugten Gesamtklonchimaren wurden im immunhistochemischen Nachweis
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mit den mAk A18, D5 und Code 4 uberpriift, bevor ihre Zellkulturiberstande zur Infektion von
SK6 und MDBK-Zellen eingesetzt wurden. Hierbei waren die SK6-Zellen fur diese
Gesamtklonchimaren  deutlich  weniger empfanglich als fur den  unveranderten
Ausgangsgesamtklon rKSPV (Abb.36). Jedoch konnte keine Erhohung der Empfanglichkeit von
MDBK-Zellen fur diese Chimaren festgestellt werden. Das Reaktionsmuster des mAk Al18
verdeutlichte im immunhistochemischen Nachweis, dass der Austausch des Sequenzbereiches II1
(aal42-149BVDV) zu einem Verlust der Erkennung fithrte.

Die Empfanglichkeit von SK6 und MDBK-Zellen fur die rKSPV Gesamtklonchimaren, die einen
kurzen Abschnitt der BVDV E2 Sequenz enthielten, war insgesamt deutlich verringert. Um zu
untersuchen ob die gewidhlten variablen Bereiche zusammenwirken miissen um eine CD46
Bindung zu erzielen, wurden Gesamtklonchimaren mit verschiedenen Kombinationen der

variablen Bereiche erzeugt (Abb.38).
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Abb.38: Empfanglichkeit von SK6- und MDBK-Zellen fur die Gesamtklonchimiaren
rKSPV E2(I-IV) und fur rKSPV

Vier BVDV E2 Sequenzbereiche (I: aa49-63; II: aa87-93; III: aal42-149; IV: aal66-175)
wurden in den rKSPV Gesamtklonchimdren in unterschiedlicher Anzahl und Kombination
ausgetauscht. SK6 und MDBK-Zellen wurden mit dem Zellkulturmedium von SK6-Zellen
infiziert, die 24h vorher mit RNA Transkripten der Chimaren und des Ausgangsgesamtklons
rKSPV elektroporiert worden waren. Die Empfanglichkeit von SK6-Zellen fur rKSPV wurde auf
100% festgelegt. Die Chiméaren rKSPV E2qpmm und rtKSPV E2 gy, erreichten mit 119,4% und
77,8% Empfanglichkeitswerte fur SK6-Zellen, die mit der Kontrolle, rKSPV, vergleichbar waren.
Fur alle anderen Chiméaren waren die SK6-Zellen deutlich weniger empfanglich, jedoch konnte
keine Erhohung der Empfanglichkeit fur MDBK-Zellen festgestellt werden.

125



Ergebnisse

Die Kombination von jeweils zwei der vier Sequenzabschnitte fithrte zur Etablierung von
sechs weiteren Gesamtklonchiméren: rKSPV E2 ), rTKSPV E2 14y, TKSPV E2p41v), rIKSPV
E2 @141y, TKSPV E2 q141v) und rKSPV E2 q1141v).

Bei der Infektion von SK6-Zellen wurden fur die Gesamtklonchimédren rKSPV E2 4 my und
rKSPV E21.av) Empfinglichkeitswerte von 119,4% und 77,8% ermittelt. Hingegen konnte
keine  Erhohung der Empfanglichkeit von MDBK-Zellen fur diese beiden
Gesamtklonchimaren festgestellt werden (Abb.38). Die restlichen vier Chimaren lagen mit
ihren Werten im Bereich der vorherigen Gesamtklonchiméren, die jeweils nur einen kurzen
BVDYV Glykoprotein E2 Sequenzbereich enthielten.

Da weder fur die Gesamtklonchimaren mit einem Sequenzbereich von BVDV E2 noch fur die
mit zwei Bereichen eine Anderung der Empfanglichkeit von MDBK-Zellen festgestellt
werden konnte, wurden anschlieBend vier Gesamtklonchimaren mit drei der im
Sequenzvergleich eingerahmten vier variablen Bereiche erzeugt (Abb.35). Bei der Infektion
von SK6-Zellen und MDBK-Zellen mit den Gesamtklonchimaren rKSPV E2 yipemm, tKSPV
E2qmevy, TKSPV  E2gquamervy und  rKSPV  E2qumsrvy wurden keine erhohten
Empfanglichkeitswerte festgestellt (Abb.38). Es wurden im Gegenteil deutlich reduzierte
Werte ermittelt, die weit unter dem mit 100% festgelegten Standardwert der Empfanglichkeit
von SK6-Zellen fur den Ausgangsgesamtklon rKSPV lagen.

Auch der Einbau der vier im Sequenzvergleich identifizierten variablen BVDV E2 Bereiche
(rKSPV E2qinsmyy) fuhrte zu keiner Erhohung der Empfanglichkeit von MDBK-Zellen
(Abb.38). Einzig die als erstes beschriebenen Gesamtklonchimédren rKSPV E2,57.2938vDV)
und rKSPV E2,457.2748vpy) infizierten MDBK-Zellen deutlich besser als SK6-Zellen.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der Bindungsdomane im CD46,,,

Der Ausgangspunkt dieser Untersuchungen war die Arbeitshypothese, dass das bovine CD46
Molekiil bei der Infektion boviner Zellen durch BVDV als Rezeptor dient. Diese Hypothese
stutzte sich auf die Identifizierung von CD46 als das Protein, welches mit BVDV-
infektionshemmenden mAk reagierte (Maurer, Diss. 2002). Zusatzlich wurde gezeigt, dass die
heterologe Expression von CD46,, in porzinen Zellen eine deutliche Steigerung der
Empfanglichkeit fur BVDV zur Folge hatte. Zunachst galt es zu klaren, welche Funktion
CD46 im Verlaufe der Invasion von BVDV spielt. In Analogie zu anderen Virussystemen
(Masernvirus, HHV 6) lag es nahe zu vermuten, dass es sich bei CD46 um einen zellularen
Rezeptor fur BVDV handelte.

Um dies zu bestatigen, wurde zur Feststellung der Virusbindung ein quantitativer
Bindungsassay etabliert. Versuche zur Markierung von Viren durch Einbau von radioaktiven
Aminosauren in die Strukturproteine verliefen ergebnislos. Insbesondere die mangelhafte
Abtrennbarkeit viraler Partikel von zellularem Debris bereitete grole Schwierigkeiten. Dieses
Problem konnte durch die Verwendung von [*H]-Uridin gelost werden, das eine spezifische
Markierung des Virusgenoms erlaubte. Hierbei wurde auch eine Besonderheit der Pestiviren
ausgenutzt, denn die im Virus vorkommende Ribonuklease E™ zerstort kontaminierende
zellulare RNA Molekile, wahrend das virale Genome geschutzt bleibt. Durch
Sedimentations- und Gradientenreinigung wurden freie Nukleotide und RNA Fragmente
abgetrennt. Mit dem markierten Virusmaterial konnte der Nachweis der Bindung viraler
Partikel an CD46y,,, exprimierende Zellen erbracht werden. Gleichzeitig zeigten die CD46y,y
exprimierenden SK6-Zellen (SK6CD46,,,,) im Vergleich zu den parentalen SK6-Zellen eine
deutliche Steigerung der Infektion mit BVDV. Hiermit konnte neben der Virusbindung auch
die Beteiligung an der Infektion bestitigt werden. Zusammenfassend ergeben die Daten
bezuiglich Virusbindung und Steigerung der Empfanglichkeit sehr starke Argumente fur die
Hypothese, dass es sich bei CD46y,, um einen Rezeptor fur BVDV handelt.

Eine groBe Hilfe fur die Etablierung des Bindungsassay mit [*H]-Uridin markiertem BVDV
war die Verwendung von SK6-Zellen mit induzierbarer CD46 Expression. Die Vorteile der
hierbei verwendeten induzierbaren SK6 Tet on Zelllinien liegen in der Stabilitat der Zellen
und in der Effizienz der Proteinexpression. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass

auch mit diesem System eine absolute Vergleichbarkeit einzelner Zelllinien aufgrund
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unterschiedlicher Expressionsstarke von CD46 in jedem Fall nicht gegeben ist.
Interessanterweise zeigte die Positivkontrolle (SK6CD46y,,) nach Induktion eine um den
Faktor 5 gesteigerte Bindung, wahrend sich die Empfanglichkeit um das 10fache verringerte.
Eine zu groBe Menge an CD46y,, wirkt offensichtlich hemmend auf das Infektionsvermogen
von BVDV.

Um die fur die Bindung und Infektion von BVDV relevanten Domanen im CD46y,, zu
identifizieren, wurden zunachst Deletionsmutanten von CD46y,, etabliert. Mit diesen
Deletionsmutanten von CD46y,,, konnte gezeigt werden, dass die spezifischen mAk BVD/CA
17, 26 und 27, die eine BVD Infektion hemmen (Schelp et al., 1995, Maurer, Diss. 2002) mit
CCP1 (BVD/CA 26) oder mit CCP2 (BVD/CA 17, 27) interagieren. Das Reaktionsmuster
dieser Antikorper ergab, dass die CCP1 und CCP2-Module von CD46,, vermutlich eine
wichtige Rolle fur die Bindung und Infektion von BVDYV spielen.

Interessanterweise konnte fur die Deletionsmutanten von CD46,,, weder eine Steigerung der
Bindung noch der Empfanglichkeit gegenitber den SK6-Zellen ermittelt werden. Diese
Ergebnisse verdeutlichten, dass die Deletion einer oder zweier CCP Module ausnahmslos zu
einem Verlust der Rezeptorfunktion fuhrte (,,loss of function®). Hierbei spielte es keine Rolle,
ob die CCP1 und CCP2-Module vorhanden waren.

Nachdem die Deletionsmutanten von CD46y,, im Bindungs- und Empfanglichkeitstest keine
gesteigerten Werte erzielten, sollte fur die weitere Charakterisierung auf andere Weise
verfahren werden. Fur Masernvirus gelang die Identifikation der fur Bindung und Infektion
relevanten CCP Module durch die Erzeugung von CD46-Chimaren. Hierfur wurden
strukturell ahnliche CCP-Domianen des CD55 Molekiils eingesetzt, an das Masernvirus nicht
bindet (Manchester et al., 1997; Greenstone et al., 2002). Fur die Bestimmung der fur
Bindung und Infektion relevanten Bereiche im CD46y,, war es vorteilhaft, Chimaren mit
einem moglichst nah verwandten aber sicher nicht als BVDV Rezeptor dienenden Protein zu
verwenden. Hierfur eignete sich das porzine CD46, denn es erfolgte keine spezifische
Bindung von BVDV an CD46,,.

Fur den Test auf Virusbindung und den Nachweis der Empfanglichkeit fir BVDV wurden
zunachst SK6 Zelllinien etabliert, bei denen bovines CCP1, CCP2, CCP3, CCP4, bzw.
Kombinationen von CCP1 und CCP2 oder CCP3 und CCP4 durch die entsprechenden
porzinen Module ersetzt wurden. Fur die Zelllinien SK6CD46,; und SK6CD46,, ,», die
porzines CCP1 bzw. porzines CCP1 und CCP2 enthalten, konnte weder eine erhohte,
spezifische Bindung noch eine gesteigerte Empfanglichkeit fur BVDV nachgewiesen werden.

Hingegen wurden nach Austausch von porzinem CCP2 in SK6CDA46,, immer noch
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gesteigerte Bindungs- und Empfanglichkeitswerte erzielt. Diese Ergebnisse zeigten, dass das
bovine CCP1-Modul essentiell fur die Rezeptorfunktion ist, wahrend das CCP2-Modul ohne
Funktionsverlust durch das porzine CCP2 ersetzt werden kann. Hiermit lieB sich ein
Unterschied zu den Ergebnissen der Antikorperbindungsdaten von BVD/CA 17, 26 und 27,
die sowohl an CCP1 und CCP2 binden ermitteln.

Die Etablierung zusatzlicher Austauschmutanten von CD46y,, filhrte zur weiteren Einengung
der fur Bindung und Empfinglichkeit essentiellen Aminosauren im bovinen CCP1-Modul.
Mit diesen Zelllinien der Austauschmutanten von CD46,,, gelang es schlieBlich, die fur die
Bindung und Empfinglichkeit von BVDV notwendige Aminosauresequenz auf sechs
Aminosauren in der C-terminalen Halfte von CCPI1 einzugrenzen. Der Austausch von
G4QVLAL,s zu den analogen Aminosauren des porzinen CD46 fuhrte zum Verlust der
Rezeptorfunktion von CD46y,. Um nachzuweisen, ob dieser Bereich alleine fur die Bindung
ausreicht, wurden die sechs Aminosauren in CCPl1 von porzinem CD46 (SK6
porz.CD46G40qviarss und SK6CD46,Ga0qviarss)) eingefugt. Hierbei konnte jedoch weder
eine Bindung noch eine Empfanglichkeit nachgewiesen werden, die uiber die Werte der SK6-
Zellen hinausgingen. Das lasst den Schluss zu, dass die Sequenz G4QVLAL,4s im bovinen
CCP1 zwar an der Bindung beteiligt ist, aber als alleinige Determinante nicht genuigt um
Rezeptorfunktion zu vermitteln. Allerdings zeigte sich, dass auch das vollstandige CCP1 von
CD46y, keine Bindung bzw. Empfanglichkeit vermittelt, wenn es in das porzine CD46
Molekiil eingefugt wird.

Offensichtlich sind neben dem CCP1-Modul noch weitere Doméanen im CD46,,, fur die
Virusbindung und fur die Beteiligung an der Infektion essentiell. Ahnliche Ergebnisse sind
fur Masernviren, fur Humanes Herpes Virus 6 (HHV 6) und fur Neisseria gonorrhoeae
bekannt. Fur die Masernvirusstimme Edmonston und Hallé wurde eine Interaktion des viralen
Haemagglutinin mit den Domanen CCP1 und CCP2 detailliert beschrieben (Manchester et al.,
1995; Iwata et al., 1995; Ubersicht in Manchester et al., 2000). Mittels Fusionsexperimenten
von CD46/CD55-Chimaren konnte fur HHV 6 eine starke Abhiangigkeit von den CD46
Domiénen CCP2 und CCP3 ermittelt werden (Greenstone et al., 2002). Fur die Anheftung von
pilusbildenden Neisseria Bakterien an die Wirtszelle wurden die STP-Region, CCP3 und die
zytoplasmatische  Domiane (Cytl) als notwendig identifiziert. = Neben diesen
Krankheitserregern  binden auch die naturlichen Liganden von CD46, die
Komplementfaktoren C3b und C4b, mit CCP2, CCP3 und CCP4 an mehrere Strukturen
innerhalb der vier CCP-Dominen (Liszewski et al., 2000) (Tab.4).
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Die Ergebnisse der Deletionsmutanten und Austauschmutanten von CD46,,, sowie die
Bindungseigenschaften der mAk BVDV/CA 17, 26 und 27 lassen vermuten, dass CD46yy

moglicherweise eine zweite Bindungsdoméne im CCP2 beinhaltet.

Komplementfaktoren CD46 Domiane
C3b,C4b CCP2, CCP3, CCP4
Erreger

Masernvirus CCP1, CCP2

Humanes Herpes Virus 6 | CCP2, CCP3

(HHV6)

Bovine Virus Diarrhoe CCP1, CCP2(?)
Virus

(BVDY)

Neisseria gonorrhoeae CCP3, STP-Region,

Zytosolische Domine
(Cyt1)

Tab.4: Interaktion der verschiedenen pathogenen Mikroorganismen und naturlichen

Liganden mit Domanen im CD46 Molekil.

Um den Einfluss der Grofle des CD46y,,, Molekils auf die Bindung und Infektion von BVDV
zu testen, wurden Zelllinien etabliert, die CD46 exprimieren, das um ein oder zwei CCP
Module vergroBert war. Fur die Zelllinie SK6CD46, 140234, die anstelle von bovinem CCP2
porzines CCP1 und CCP2 enthielt, konnte weder gesteigerte Bindung noch Empfanglichkeit
festgestellt werden. Hingegen wurde fur die Zelllinie SK6CD46, 5140234, die die beiden
zusatzlichen CCP1 und CCP2-Module von porzinem CD46 zwischen dem bovinen CCP2 und
CCP3-Modul enthielt, mit 5,8% ein deutlich erhohter Bindungswert und mit 293,7% nach
erfolgter Induktion eine erheblich hohere Empfanglichkeit nachgewiesen. Fur Masernvirus
wurde beschrieben, dass eine Verlangerung von humanem CD46 zwar zu erhohter Bindung
aber geringerer Fusionsaktivitat fuhrte. Hierbei wurden auch die Langen der CD46 Molekiile
bestimmt (100A, 120A) (Barlow et al., 1993; Buchholz et al., 1996). Die Konstruktion eines
humanen CD46 Molekuls, das aus 8 CCP-Dominen von humanem CD46 und CD55 bestand,
zeigte neben einer verstiarkten Virusbindung verminderte Empfanglichkeit der Zellen fur

Masernvirus (Christiansen et al., 2002). Weiterhin konnte mit diesem Konstrukt ein negativer

130



Diskussion

Einfluss auf die Infektion auch bei Koexpression von unverandertem CD46 festgestellt
werden. Ebenso wurde eine Hemmung der Infektion bei Koexpression dieses CD46
Konstrukts und CD150 fur Masernvirusstamme ermittelt, die sowohl CD46 als auch CD150
als zellularen Rezeptor verwenden.

Die gesteigerten Bindungs- und Empfanglichkeitswerte der Zelllinie SK6CD46, 25140234
konnen dadurch erklart werden, dass Masernvirus und BVDV einen unterschiedlichen
Invasionsmechanismus verwenden. Masernviren dringen Uiber Fusion an der Plasmamembran
in die Zelle ein (Griffin and Bellini, 1996). Fur Pestiviren wird hingegen angenommen, dass
sie wie andere Vertreter der Flaviviridae uber rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle
gelangen (Rice, 1996). Hierfur spricht auch, dass die Pestivirusinvasion durch Verhinderung
der endosomalen Acidifizierung vollstandig hemmbar ist (Krey, unveroffentlichte Daten). Ein
niedriger pH-Wert ist bei behiillten Viren, die durch Endozytose aufgenommen werden, fur
die Einleitung der Membranfusion essentiell (Sieczkarski und Whittaker, 2002).

Da dass CD46, 5 p14p2,34 Molekill noch um eine weiteres CCP Modul verldngert wurde, als
CD46, pi+p234 kann die VergroBerung der Distanz zwischen dem CCPI1-Modul und der
Zelloberflache als Ursache fur den Funktionsverlust ausgeschlossen werden. Hingegen
bestatigt der Funktionsverlust bei der Zelllinie SK6CDA46, ;141234 die Vermutung einer fur die
Steigerung der Bindung und Empfanglichkeit essentiellen zweiten Bindungsdoméne im
bovinen CCP2 Molekul, die hier fehlt. Zur Relevanz der GroBe von CD46,, fur die
Rezeptorfunktion lasst sich zusammenfassen, dass eine Mindestgrof3e von vier CCP Modulen
vorliegen muss, wahrend die Verlangerung des Molekiils aber geduldet wird.

Alternativ lasst sich der Funktionsverlust der Zelllinie SK6CD46 1434 durch die
Kristallstruktur der CCP1 und CCP2-Dominen des humanen CD46 erklaren (Casasnovas et
al.,, 1999) (Abb.2). Diese Struktur verdeutlicht, dass die CCP1 und CCP2-Module in einem
bestimmten Winkel zu einander angeordnet sind und sich dadurch erst die fur die Infektion
mit Masernviren spezifische Bindungsdoméne ausbildet. In SK6CDA46, ,1.12,3.4 treffen bovines
und porzines CCP1 direkt aufeinander und damit geht wahrscheinlich eine Veranderung der
raumlichen Anordnung des CD46 Molekills einher, die zum Funktionsverlust von CD46 als
zellularer Rezeptor fur BVDV fuhrt. Zusitzlich lasst sich ableiten, dass auch die ungerade
Anzahl von CCP Modulen in SK6CDA46; ;.1234 und die damit veranderte Orientierung des N-
terminal gelegenen CCP1-Moduls die Ursache des Funktionsverlustes sein konnte.

Durch Veranderung der Molekiulstruktur lasst sich auch der Funktionsverlust der Zelllinie
SK6CD46, ;34 erklaren. Sie wurde etabliert um die Relevanz der Position von CCP1 als N-

terminales Modul im CD46y, Molekill nachzuweisen. Im Bindungsassay und im

131



Diskussion

Empfanglichkeitsnachweis wurden fur diese Zelllinie Werte ermittelt, die denen der
Negativkontrolle, den SK6-Zellen entsprachen. Die raumliche Anordnung der einzelnen CCP
Module und damit der Bindungsdomane(n) wurde durch den Tausch von CCP1 und CCP2
wahrscheinlich so stark verandert, dass diese CCP1-Positionsmutante nicht mehr als Rezeptor
von BVDV erkannt wurde. Diese Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass neben CCP1
eine zweite Bindungsdomine essentiell ist, die hochstwahrscheinlich in CCP2 zu lokalisieren
ist.

Einzig die Ergebnisse der Zelllinie SK6CD46,, widersprechen der Annahme einer zweiten
Bindungsdomiéne im bovinen CCP2-Modul. Trotz Austausch von bovinem CCP2 in porzines
CCP2 wurden eine deutliche Steigerung der Bindung und der Empfanglichkeit dieser Zelllinie
fur BVDV festgestellt. FEine mogliche Erklarung hierfur konnte die hohe
Sequenzubereinstimmung von porzinem und bovinem CCP2 sein, die nur zu einer
geringfugigen Veranderung des CD46y,,, Molekiils fihrt.

Im Empfanglichkeitsnachweis der Zelllinien SK6CD46,,, SK6CD46 1/p),
SK6CD46(a401pTES45), SKOCDA46,1Ga00vLAL4s), SKO6 porz. CD46Gaoqviarss) und porz. CD46y,
waren nach erfolgter Induktion Werte festzustellen, die um das 10 bis 50fache unter dem Wert
der Negativkontrolle (SK6-Zellen) lagen. Gemeinsam ist diesen funf Zelllinien, dass bei den
durchgefuhrten Austauschen jeweils CCP1 verandert wurde. Sie unterscheiden sich jedoch in
der Grofle des Austausches und es handelt sich sowohl um CD46,,,, exprimierende Zellen,
denen porzine Austausche zugefugt wurden, als auch um CD46,,, exprimierende Zellen, in
denen sechs bovine Aminosauren oder das komplette bovine CCP1 Molekul ersetzt wurden.
Offensichtlich bewirkt die Uberexpression eines funktionslosen CD46 Molekuls in SK6-
Zellen eine Verringerung der basalen Empfanglichkeit. Es kann angenommen werden, dass
hierbei eine kompetitive Hemmung von bislang unbekannten zelluliren Faktoren erfolgt, die

fur die BVDV Invasion notwendig sind.
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4.2 Charakterisierung der Bindungsdomane im BVDV Glykoprotein E2

Im [°H] Bindungstest wurde eindeutig nachgewiesen, dass BVDV an CD46,,, bindet,
unbeantwortet blieb jedoch die Frage nach dem tatsachlichen viralen Liganden. Durch den
Aufbau von Pestiviren, die eine Lipidhiille mit drei eingelagerten Glykoproteinen (E1, E2 und
E™) besitzen, kamen fur die Interaktion mit dem zelluliren Rezeptor drei Liganden in Frage.

Fur das Glykoprotein E1 wird angenommen, dass es als Transmembranprotein nicht an der
Virusoberflache exponiert ist (Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990). Aufgrund dieser Daten
kommen vor allem die BVDV Glykoproteine E2 und E™ als Bindungspartner fir CD46y,, in
Betracht. Um die Bindung dieser Glykoproteine an CD46y,, zu untersuchen, wurde ein
Zelladsorptionstest etabliert. Hierfur wurden E2 und E™ sowohl von BVDV als auch von
KSPV  durch  C-terminale = Fusion —mit der Influenzavirus  Hemagglutinin
Transmembrandoméne und der zytosolischen Domiane fusioniert und auf der Oberfliche von
BHK-Zellen exprimiert (Zhou et al., 1998). Als Indikatorzellen wurden 38A;D-Zellen, die
das CD46y, stabil exprimieren (38A;D CD46) mit einem zytoplasmatischen
Fluoreszenzfarbstoff markiert und mit E2 bzw. E™ exprimierenden BHK-Zellen inkubiert.
AusschlieBlich bei den BVDV E2 exprimierenden BHK-Zellen wurde eine Bindung von
38A1D CD46 Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie festgestellt. Mit den im
Zelladsorptionstest erzielten Ergebnissen wurde BVDV E2 eindeutig als Bindungspartner von
CD46y,, identifiziert. Das deckt sich mit den bislang iber BVDV E2 und E™ veroffentlichten
Daten. Neutralisierende Antikorper werden im Verlaufe einer Infektion mit Pestiviren
vorwiegend gegen E2 und in geringerem Umfang gegen E™, aber nicht gegen E1 gebildet
werden (Weiland et al., 1992). Zusitzlich bewirkte die Immunisierung von Schweinen mit
aufgereinigtem E2- und E™- Protein einen belastbaren Schutz vor der Schweinepest, wiahrend
das mit E1-Protein nicht gelang (Konig et al., 1995). Weiterhin konnte mit in Insektenzellen
synthetisierten, gereinigten KSPV Glykoproteinen E2 und E™ die Infektion von porzinen und
bovinen Zellen mit den Pestiviren BVDV und KSPV kompetitiv gehemmt werden (Hulst et
al., 1997). Allerdings war eine deutlich hohere Konzentration von E™ (100x g/ml) gegeniiber
E2 (10u g/ml) erforderlich, um eine vollstandige Inhibition der KSPV Infektion zu erzielen.
Dieser deutliche Konzentrationsunterschied weist daraufhin, dass die beiden Hullproteine
vermutlich mit verschiedenen Strukturen auf der Zelloberfliche interagieren. Zusatzlich
konnte fur den BVDV Stamm P515 eine Interaktion von E™ mit verschiedenen

Glukosaminoglykanen (Heparin, Fucoidan, Dermatansulfat), die auch eine Hemmung der

133



Diskussion

Virusinfektion durch Prainkubation der Zellen mit diesen Substanzen bewirken, festgestellt
werden (Igbal et al., 2000).

Kurzlich wurde fur Hepatitis C Virus, ein mit Pestiviren verwandtes Mitglied der
Flaviviridae, durch Bindungsversuche mit dem Glykoprotein E2 das CD81 Molekil als
potentieller Rezeptor identifiziert (Pileri et al., 1998). Durch die Bindung an Rezeptoren auf
der Zielzelle sollen die Glykoproteine E1 und E2 von HCV die Infektion, Membranfusion und
den sich anschlieBenden ,.entry* des Virus vermitteln.

Nachdem die Ergebnisse des Zelladsorptionstests BVDV E2 als CD46y,,,-rezeptorbindenden
Liganden bestétigt hatten, sollten die fur die Bindung relevanten Aminosdauren im E2
identifiziert werden. Dabei wurde dhnlich vorgegangen wie bei den Chimaren von CD46.

Fur die Herstellung von BVDV E2-Chimaren konnten Sequenzabschnitte von KSPV E2
verwendet werden, da es im Zelladsorptionstest keine Bindung an CD46y,, gezeigt hatte.
Weiterhin zeigte sich im Sequenzvergleich der beiden Glykoproteine ein hoher Grad an
Ubereinstimmung, wodurch zunachst eine Fokussierung auf die variablen Bereiche sinnvoll
erschien. Unter Berucksichtigung dieser variablen Bereiche wurden insgesamt 14 E2-
Chimaren etabliert. Die Eingrenzung der fur die Bindung relevanten Aminosauren erfolgte
nach dem Prinzip des Funktionsverlustes (,,loss of function®). Hierfur wurden in die BVDV
E2 Sequenz grofle KSPV Sequenzabschnitte eingefugt und die entstandenen Chimdren im
Zelladsorptionstest auf Bindung von CD46,, untersucht. War keine Bindung mehr
feststellbar, wurden die von KSPV stammenden Sequenzabschnitte verkleinert, bis
38A;D CD46 Zellen wieder gebunden wurden. In einem ersten Schritt wurden sechs
Glykoprotein E2-Chimaren etabliert, wobei die Uberginge der BVDV in die KSPV und der
KSPV in die BVDV Aminosauresequenz bei aa29, aal22 und aal84 lagen. Nur die Chiméare
PE2(pi-29m30-397) Wies Bindung auf. AnschlieBend wurden drei weitere E2-Chiméren etabliert,
um die fur die Bindung notwendige BVDV E2 Sequenz weiter einzugrenzen. Diese Chimaren
enthielten aal-223, aal-274 und aa65-397 der BVDV E2 Sequenz und zeigten im
Zelladsorptionstest keine Bindung CD46y,, exprimierender Zellen. Hiermit wurde deutlich,
dass der fur die Bindung verantwortliche Anteil der BVDV E2 Sequenz verloren gegangen
war. AnschlieBend wurden weitere vier E2-Chimaren etabliert, die aal-293, aal-312, aa46-
397 und aa56-397 und damit einen deutlich erhohten Anteil der BVDV E2 Sequenz
enthielten. Die Vergrolerung des BVDV E2 Sequenzanteils fihrte im Zelladsorptionstest zu
Bindung von CD46y,, an alle vier E2-Chimaren. SchlieBlich lag es nahe, die beiden E2-
Chimaren mit den umfangreichsten N- und C-terminalen KSPV Anteilen zu kombinieren und

eine weitere E2-Chimare (pEz(pl-56/b57-293/p294-396)) zu erstellen. Fur diese E2-Chiméare wurde
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im Zelladsorptionstest Bindung nachgewiesen und somit die fur die Bindung essentielle
BVDV E2 Sequenz auf den Bereich von aa57-293 eingegrenzt.

In der N-terminalen Halfte des Glykoproteins E2 des KSPV Stamm Brescia konnten mit Hilfe
von 13 mAk vier Antikorperbindungsdoménen (A, B, C und D) identifiziert werden (van Rijn
et al., 1993). AnschlieBend wurden neutralisierende mAk, die die Epitope A, B und C
erkannten, eingesetzt, um mAk-resistente KSPV E2-Mutanten zu isolieren (van Rijn et al.,
1994). Mit diesen E2-Mutanten  konnten zwei  voneinander  unabhingige
Antikorperbindungsdomanen identifiziert werden (Epitope B und C und Epitop A) (Abb.37).
Fur die Etablierung eines KSPV Glykoprotein E2 Modells, das auf diesen
Antikorperbindungsdaten basiert, wurden sowohl die beiden voneinander unabhidngigen
Antikorperbindungsdoménen, als auch die fur die Proteinfaltung essentiellen Cysteine
beriicksichtigt (Abb.37). Da die Cysteine der BVDV und KSPV E2 Sequenzen weitgehend
konserviert sind, kann davon ausgegangen werden, dass dieses Modell auch auf das E2 von
BVDYV tubertragbar ist.

Die vorgeschlagene Struktur der Antikorperbindungsdomdane A kann mit den
Zelladsorptionsdaten in Einklang gebracht werden. Diese Domine liegt im Sequenzbereich
der fur die Bindung an BVDV E2 notwendig ist. Obwohl die Antikoperbindungsdoméanen B
und C nicht im Bereich zwischen aa57 und aa293 liegen, kann die Bindung neutralisierender
Antikorper an diese Doménen durch sterische Behinderung der Rezeptorbindungsdomine die

Infektion hemmen. (Abb39).
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Abb.39: KSPV Glykoprotein E2 Modell (aus van Rijn et al., 1994)

In diesem auf Antikoperbindungsdaten basierendem Modell wurden die Aminosauren in
folgende Gruppen eingeteilt: © hydrophobe Aminosauren (A, G, M, I, L, V, F, W, P); m
ungeladene Aminosauren (N, Q, S, T, Y); A geladene Aminosauren (D, E, K, R, H) und e
Cysteine (C). Zusatzlich wurden die aa57 und aa293, die den Bereich der im
Zelladsorptiontest fur die Bindung an CD46y,, identifizierten ,,Minimalsequenz*“ des BVDV
E2 umfassen, eingezeichnet.

Mit Hilfe der E2-Chimére (pE2pi-s6/ms57-203/p294-306)) konnte die fur die Bindung an CD46y,,
benodtigte BVDV E2 Sequenz auf den Bereich von aa57-293 eingegrenzt werden. Mit den
bislang etablierten E2-Chimaren wurde im Zelladsorptionstest ausschlieflich Bindung
festgestellt. In einem alternativen Ansatz sollten die Chiméaren im Virus auf ihre Funktion bei
Infektion untersucht werden.

Die ersten ,Jebensfahigen” KSPV/BVDV-Chimaren wurden aus dem KSPV Stamm C, einem
Impfvirus, und den Glykoproteinen E2 und E™ des BVDV Stamm 5250 fur die Herstellung
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einer Markervakzine etabliert (van Gennip et al., 2000). Nachdem diese KSPV/BVDV-
Chimaren auch nach mehreren Zellkulturpassagen keine Veranderungen der eingefugten
BVDV E2 und E™ Sequenzen aufwiesen, wurde dieses System als stabile Grundlage fur
weitere Experimente angesehen.

Als Grundlage zur Klarung der Funktionalitit der E2-Chiméaren wurde ein rekombinanter
KSPV Gesamtklon (rKSPV) verwendet, in den die identifizierte ,,Minimalsequenz® des
BVDV E2 (tKSPV E2 57293 BvDV)) eingesetzt wurde. Mit dieser Gesamtklonchimére war die
Bestimmung der Vermehrungsfahigkeit und die Infektiositat und somit der biologischen
Aktivitat des chimaren E2 Proteins moglich. Gleichzeitig konnten hiermit die Probleme der
variierenden Transfektionseffizienzen und der lediglich qualitativen Erfassung von Bindung
umgangen werden.

Der Einsatz der Gesamtklonchimédre rKSPV E2,,57.293 svpy) funktionierte im Gegensatz zu
den bisher etablierten Glykoprotein E2-Chimaren nach dem Prinzip des Funktionsgewinns
(,,gain of function”), da nur ein kleiner BVDV E2 Sequenzabschnitt in die KSPV
Gesamtklonsequenz eingefugt wurde. SK6-Zellen wurden mit Transkripten von rKSPV und
rKSPV  E2.57203 Bvpv) transfiziert und nach 24h wurden die Zellkulturiberstinde
abgenommen. Mit diesen Uberstanden wurden sowohl SK6 als auch MDBK-Zellen infiziert,
um einen Hinweis iiber das Infektionsverhalten der Gesamtklone zu erhalten. Die hierbei fur
rKSPV  E2(,.57203 BvDY) erzielten Ergebnisse erlauben es, von einem Wirtswechsel zu
sprechen, fur den der Einbau der BVDV E2 Sequenz von aa57-293 verantwortlich ist.
Wihrend rKSPV E2 57203 svpv) MDBK-Zellen mit einer Effizienz von 22,5% und SK6-
Zellen mit 3,1% infizierte, lag die Empfanglichkeit von SK6-Zellen fur rKSPV bei 100% und
von MDBK-Zellen bei 8,4%. Um die fur den Wirtswechsel verantwortliche BVDV E2
Sequenz im KSPV Gesamtklon weiter einzuengen, wurde die BVDV E2 Sequenz von aa57-
293 auf aa57-274 verringert. Auch diese Gesamtklonchimire zeigte einen Wirtswechsel. Fur
rKSPV E2;a57.2748vpyy) Wurden Empfanglichkeitswerte von 2,8% fur SK6-Zellen und von
17,6% fur MDBK-Zellen ermittelt. Interessanterweise gelang mit der E2-Chimére (pE2p,-
274/p275-397)), Welche die aal-274 der BVDV Glykoprotein E2 Sequenz enthédlt kein
Bindungsnachweis im Zelladsorptionstest.

Um die fur den Wirtswechsel verantwortliche Aminosauresequenz von BVDV E2 im KSPV
Gesamtklon weiter einengen zu konnen, wurden Gesamtklonchiméren erzeugt, bei denen
jeweils einzelne variable Aminosauresequenzbereiche ausgetauscht wurden. Diese vier
variablen Bereiche umfassen I: aa49-63, II: aa87-93, III: aal42-149 und IV: aal66-175 der
BVDV E2 Sequenz. Hierbei wurde die bereits fur die Bindung von E2-Chimaren im CD46,,
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identifizierte essentielle ,Minimalsequenz® berticksichtigt und variable Bereiche in dem
Sequenzabschnitt von aa57-293 ausgesucht.

Mit der Verwendung eines rekombinanten KSPV Gesamtklons als Grundlage zur Etablierung
von Gesamtklonchimaren und dem Austausch mehrerer variabler Bereiche sollte
beriicksichtigt werden, dass die Bindungsdoméne sehr wahrscheinlich auf verschiedenen,
nicht zusammenhangenden Sequenzabschnitten liegt. Diese Vermutung wird durch die
Ergebnisse der E2-Chimaren gestiitzt, die verdeutlichen, dass sowohl der Einbau eines
grofleren N-terminalen als auch C-terminalen Sequenzabschnittes von KSPV Glykoprotein E2
zum Bindungsverlust fuhrten.

Diese vier im Sequenzvergleich auffilligen variablen Bereiche wurden zuerst einzeln in den
Gesamtklon rKSPV eingefigt. Nachdem jedoch fur SK6-Zellen und MDBK-Zellen eine
insgesamt deutlich verringerte Empfanglichkeit festgestellt wurde, wurden die variablen
Bereiche jeweils in Kombination von zwei und anschlieBend sogar drei Austauschen in den
Gesamtklon eingesetzt (Abb.36). Auch hierbei wurden fur diese Gesamtklonchiméren keine
erhohten Empfanglichkeitswerte fur MDBK-Zellen nachgewiesen. Um die letzte
Kombinationsmoglichkeit dieser vier variablen Bereiche auf den FEinfluss der
Empfanglichkeit von MDBK-Zellen zu testen, wurde eine weitere Gesamtklonchimare
etabliert, die alle vier variablen Bereiche von BVDV E2 enthilt. Fur diese Chimare konnten
fur die SK6-Zellen und MDBK-Zellen nur sehr geringe Empfanglichkeitswerte festgestellt
werden. Ein Wirtswechsel war nicht zu ermitteln. Offensichtlich umfassen diese vier
getesteten variablen Bereich nicht die fur die Empfanglichkeit essentiellen Domianen des

BVDYV Glykoproteins E2.

4.3 Fazit

In dieser Arbeit wurde die Bindung von [’H]-Uridin markiertem BVDV an CD46y.,
exprimierende Zellen nachgewiesen und zusammen mit der CD46 bedingten Steigerung der
Empfanglichkeit von porzinen Zellen wurden fur CD46,, die Kriterien, um als zellularer
Rezeptor dienen zu konnen, eindeutig erfullt. Die Bindungsstelle von BVDV im CD46
Molekiil konnte durch Deletions- , Insertions- und Austauschmutagenesen lokalisiert werden.
Hierbei wurde CCP1 eindeutig als essentiell fur die Bindung und Infektion identifiziert.
Durch sogenannte ,,loss of function“~-Mutanten konnte eine wichtige Funktion der sechs in der

N-terminalen Halfte von CCP1 lokalisierten Aminosauren G4QVLAL,s festgestellt werden.
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Wihrend ein auf 3 CCP-Dominen verkiirztes CD46 keine Rezeptorfunktion mehr besitzt,
lieferte die Insertion zusitzlicher CCP-Domianen Hinweise fur die mogliche Beteiligung von
CCP2 an der BVDV Bindung und Infektion.

Fur das BVDV Glykoprotein E2, stellt sich die Situation schwieriger dar. In einem
Zelladsorptionstest konnte E2 als viraler Ligand identifiziert und die fur die Bindung
notwendige Aminosauresequenz mittels E2-Chiméren auf aa57-293 eingegrenzt werden. Die
Funktionalitdit dieser E2-Chimaren wurde durch Herstellung von KSPV/BVDV E2
Gesamtklonchimaren uberpruft. Fur die Gesamtklonchiméaren rKSPV E2(,457.203 svpv) und
rKSPV E2(,457274 Bvpv) konnte anhand der Empfanglichkeitswerte von SK6 und MDBK-
Zellen ein Wirtswechsel festgestellt werden. Gesamtklonchiméren, die Austausche von
variablen Sequenzbereichen enthielten, fuhrten zu keiner weiteren Eingrenzung der fur den
Wirtswechsel verantwortlichen Aminosauresequenz.

Die Charakterisierung des zellularen Rezeptors CD46 konnte im Rahmen dieser Arbeit
weitgehend abgeschlossen werden. Offen bleibt die Frage nach der Lokalisation einer zweiten
Bindungsstelle im CD46 Molekiil.

Hingegen wurden bei der Charakterisierung der E2 Bindungsdomine vorlaufige Ergebnisse
erzielt, die nur eine Einengung auf 236 Aminosauren erlauben. Als Ursache hierfur kommen
die komplexe Struktur des E2 Glykoproteins und die im Virion stattfindende Dimerisierung
von E1 und E2 in Frage. Weiterhin ist nicht auszuschlieBen, dass durch die Herstellung der
Gesamtklonchimaren andere Funktionen von E2, wie z. B. die Fusion (Garry und Dash, 2002)
betroffen sind. Weitere Analysen sind notwendig um die fur die Bindung und Infektion

einzelnen, essentiellen Aminosauren im BVDV Glykoprotein E2 zu identifizieren.
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S.

Zusammenfassung

Ausgehend von der Arbeitshypothese, dass es sich beim bovinen CD46 um einen moglichen

zellularen Rezeptor fur das Virus der bovinen viralen Diarrhoe (BVDV) handelt, wurden die

molekularen Interaktionen zwischen diesem Molekul und dem Virus naher untersucht und

folgende Ergebnisse erzielt:

1.

Durch Etablierung eines sensitiven Bindungstests konnte die Adsorption von [*H]-Uridin
markiertem BVDV an CD46,, exprimierende Zellen eindeutig nachgewiesen werden.
Zusammen mit einer CD46 bedingten Steigerung der Empfanglichkeit von porzinen
Zellen (SK6-Zellen) sind die Kriterien erfullt, um CD46y,, als zelluliren Rezeptor fur
BVDV zu bezeichnen.

Die Bindungsstelle von BVDV im modular aus 4 CCP-Domanen aufgebauten CD46
Molekul wurde durch 4 Deletions-, 2 Insertions- und 17 Austauschmutationen lokalisiert.
Ein auf 3 CCP-Dominen verkiirztes CD46 besitzt keine Rezeptorfunktion mehr. Durch
homologe Austausche der CCP Module mit porzinem CD46 konnte CCP1 eindeutig als
essentiell fur die BVDV Bindung und Infektion identifiziert werden. Die Feinkartierung
der Bindungsstelle ergab eine wichtige Funktion der sechs in der C-terminalen Halfte von
CCP1 lokalisierten Aminosauren G4 QVLALys. Die Insertion von zusitzlichen CCP-
Domiénen in CD46 lieferte Hinweise fur die mogliche Beteiligung von CCP2 an der
BVDYV Bindung und Infektion.

Mit Hilfe eines Zelladsorptionstests konnte das Glykoprotein E2 von BVDV NADL als
CD46y4-bindender Ligand identifiziert werden. Weder das E2 Glykoprotein vom Virus
der klassischen Schweinepest (KSPV) noch E™ von BVDV zeigten eine Bindung.

Durch Austausch homologer Bereiche im E2 von BVDV und KSPV gelang die
Einengung des CD46,,, bindenden Bereichs auf die Aminosauren 57-293. Hierfur
wurden 14 E2-Chimiaren etabliert. Die weitere Untersuchung chimarer E2 Molekiile mit
Hilfe reverser Genetik ergab, dass die Anwesenheit der Aminosauren 57-293 des BVDV
E2 im KSPV E2 zu einem Wirtswechsel fuhrte, denn bovine Zellen waren deutlich besser

zu infizieren als porzine Zellen.
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6. Summary

The working hypothesis that bovine CD46 acts as a possible cellular receptor for bovine viral
diarrhoea virus (BVDV) was the basis for the examination of the interactions between this

molecule and the virus. The following results were obtained:

1. Specific binding of [*H]-uridine labeled BVDV to CD46,, expressing cells was
unambigously shown. This together with the CD46 mediated increase of the
susceptibility of porcine cells (SK6 cells) towards BVDV strongly suggests that CD46y,y
acts as a cellular receptor for BVDV.

2. The BVDV binding domain in the CD46 molecule which consists of 4 modular CCP-
Domains was identified by construction of 4 deletions, 2 insertions and 17 exchange
mutations. The truncated CD46 molecule containing only 3 CCP modules displayed no
receptor function. Homologous exchanges of the CCP modules with those of porcine
CD46 revealed that bovine CCP1 is essential for BVDV binding and infection. 6 amino
acids (G4QVLALys) in the C-terminal half of CCP1 were mapped as an important
binding domain. The insertion of additional CCP-Domains into the CD46 molecule
suggests that CCP2 is involved in BVDYV binding and infection.

3. Using a cell adsorption assay the BVDV NADL glycoprotein E2 could be identified as
CD46y4y-binding ligand. Neither for classical swine fever virus (CSFV) E2 nor BVDV
E™ binding to CD46y,,, was detected.

By exchanging homologous domains in E2 of BVDV and CSFV and by establishing 14
E2-chimeras a binding domain between amino acid 57-293 could be mapped.

Further investigations of glycoprotein E2-chimeras using reverse genetics revealed that
the insertion of amino acids 57-293 of BVDV E2 into CSFV E2 led to a change in host

range. The modified CSFV infected bovine cells more efficiently than porcine cells.
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