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3 Einleitung

3.1 Die Familie Flaviviridae

Die Einteilung von Viren in unterschiedliche Familien erfolgt aufgrund verschiedener
Hauptkriterien, die vor allem den Genomaufbau betreffen (DNA oder RNA, einzelstrangig
oder doppelstrangig, positive oder negative Strangorientierung, kontinuierlich oder
segmentiert, Anordnung der Gene). Daneben sind auch die Form der Viruspartikel
(Kapside) sowie das Vorhandensein oder Fehlen einer Lipidhille Kriterien fur die
Zuordnung von Viren. Innerhalb der einzelnen Familien erfolgt die Einteilung in Genera
und Spezies tiberwiegend aufgrund der Ahnlichkeit der Genomsequenzen, teilweise auch

anhand serologischer Kriterien.

Die Mitglieder der Familie Flaviviridae (Heinz et al., 2005) haben im Wesentlichen

folgende gemeinsame Eigenschaften (Meyers und Thiel, 1996):

Das Genom besteht aus einer einzelstrdngigen RNA mit positiver Strangorientierung
(Plusstrang-RNA) und ist in der Regel zwischen 9,1 und 12,5 kb lang. Die in ihrer
Orientierung einer MRNA entsprechende genomische RNA kodiert in einem einzigen
offenen Leserahmen (ORF, open reading frame) ein Polyprotein. Dieses Vorlauferprotein
wird wahrend und nach der Translation von zelleigenen und viralen Proteasen in die reifen
Proteine gespalten. Am 5°- und am 3"-Ende des Genoms befinden sich jeweils nicht-
translatierte Regionen (NTRs). Die Virionen haben einen Durchmesser von 40-60 nm. Sie
enthalten neben der genomischen RNA das Nukleokapsidprotein C (Core) und sind von

einer Lipidmembran umgeben, in die Virus-kodierte Glykoproteine eingelagert sind.

Die Viren der Familie Flaviviridae werden drei verschiedenen Genera zugeordnet:

Flavivirus, Hepacivirus und Pestivirus.

Zum Genus Flavivirus gehéren unter anderem das namensgebende Gelbfiebervirus sowie
das Frihsommermeningoenzephalitis(FSME)-Virus, das Dengue-Virus und das West-Nil-
Virus. Eine Gemeinsamkeit dieser Viren ist die Ubertragung durch Arthropoden (Insekten
und Spinnentiere); auf diese Weise Uubertragene Viren werden auch als Arboviren
bezeichnet. Das Genus Hepacivirus besteht aus dem humanpathogenen Hepatitis C-Virus
(HCV) und dem friiher als Hepatitis G-Virus (HGV) bezeichneten GB-Virus-B (GBV-B), das
als vorlaufige Spezies diesem Genus zugeordnet wurde (Heinz et al., 2005). Das Genus

Pestivirus umfasst verschiedene Tierseuchenerreger, auf die nachfolgend genauer
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eingegangen wird. AuRerdem gehéren zu dieser Virusfamilie auch die bisher noch keinem
Genus zugeordneten GB-Viren GBV-A und GBV-C (Leary et al., 1996; Muerhoff et al.,
1995; Simons et al, 1995). Obwohl GBV-C-Infektionen beim Menschen haufig
vorkommen, konnte bisher noch kein Zusammenhang zu einer Erkrankung hergestellt
werden. Das in Lymphozyten replizierende GBV-C wird besonders oft bei HIV-infizierten
Patienten nachgewiesen und ist bei diesen mit einer deutlich verlangerten Uberlebenszeit
und einer gesteigerten Effektivitdt antiretroviraler Therapie verbunden. In Zellkulturen
konnte nachgewiesen werden, dass GBV-C die Replikation von HIV hemmt, vermutlich
durch eine Verhinderung des Eintritts in die Zelle (Reshetnyak et al., 2008; George und
Varmaz, 2005; Williams et al., 2004).

3.2 Pestiviren

3.2.1 Taxonomie
Das Genus Pestivirus umfasst zur Zeit finf Spezies (Avalos-Ramirez et al., 2001; Heinz et
al., 2005):

e das Virus der klassischen Schweinepest (classical swine fever virus, CSFV)

e das Border Disease-Virus der Schafe (BDV)

e das Virus der Bovinen Virusdiarrhd Typ 1 (bovine viral diarrhea virus, BVDV-1)
e das Virus der Bovinen Virusdiarrhé Typ 2 (bovine viral diarrhea virus, BVDV-2)
e der Stamm Giraffe-1 (vorlaufige Spezies)

Noch unklar ist, ob die zwei Pestivirus-Isolate ,Reindeer-1* und ,Bison“ eine weitere
Untergruppe von BDV darstellen, oder jeweils eine neue Spezies bilden (Becher et al.,
1999a). Sequenzvergleiche und serologische Untersuchungen sprechen eher fur eine

Klassifizierung als eigenstandige Spezies (Avalos-Ramirez et al., 2001).

Die serologische Verwandtschaft zwischen CSFV und BVDV wurde bereits frih
festgestellt (Darbyshire, 1960). Durch die Sequenzierung einer Reihe kompletter
pestiviraler Genome und den Einsatz weiterer molekularbiologischer sowie biochemischer
Methoden konnten mit der Zeit immer mehr Informationen zur Genomorganisation,
Zusammensetzung der Virionen und Polyproteinprozessierung von Pestiviren gewonnen
werden. AuflRerdem konnten die Verwandtschaftsgrade der Virusspezies untereinander
besser untersucht werden. Auf dieser Grundlage werden die Pestiviren heute der Familie

der Flaviviridae zugeordnet (Heinz et al., 2005), nachdem sie urspriinglich zu den
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Togaviridae (Westaway et al., 1985) gezé&hlt worden waren.

Pestiviren sind die engsten Verwandten des humanen Hepatitis C-Virus (HCV) und der
GB-Viren (Lindenbach und Rice, 2001). Bis zur Etablierung eines effektiven HCV-
Zellkultursystems (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005) wurden Pestiviren héaufig

als Modellsystem fir HCV verwendet.

3.2.2 Eigenschaften von Pestiviren

Ein Charakteristikum der Pestiviren ist das Auftreten von zwei Biotypen (Baker, 1987;
Lindenbach und Rice, 2001). Aufgrund ihres Verhaltens in Zellkulturen unterscheidet man
zwischen nichtzytopathogenen (nzp) und zytopathogenen (zp) Pestiviren. Die Infektion mit
zp Viren fuhrt zum Absterben infizierter Zellen durch Apoptose (Grummer et al., 2002; Hoff
und Donis, 1997; Schweizer und Peterhans, 1999; Zhang et al., 1996). Es zeigt sich ein
deutlicher zytopathischer Effekt (Corapi et al., 1988; Hoff und Donis, 1997; Lambot et al.,
1998; Pocock et al., 1987; Purchio et al., 1984; Schweizer und Peterhans, 2001; Vassilev
und Donis, 2000; Zhang et al., 1996). Es kommt zur Vakuolisierung und Abkugelung der
Zellen, die sich schlie3lich aus dem Zellverband I6sen. Im Gegensatz dazu verursachen
nzp Viren in infizierten Rinderzellkulturen keine sichtbaren morphologischen

Veranderungen der Zellen.

Mit Pestiviren infizierte Zellkulturen produzieren nur mé&Rige Virustiter; nicht alle neu
gebildeten Virionen gelangen in den Uberstand, viele bleiben mit den Zellen assoziiert. Die
freigesetzten Virionen lagern sich haufig an Serumbestandteile und Zellen an, was eine
Aufreinigung zur elektronenmikroskopischen Darstellung der Partikel erschwert (Laude,
1977). In konzentrierten Virussuspensionen lassen sich behillte Partikel mit
Durchmessern zwischen 40 und 60 nm elektronenmikroskopisch darstellen (Horzinek et
al., 1971; Moennig und Plagemann, 1992). Die gereinigten Virionen bestehen aus RNA,
dem Kapsidprotein C (Core) und einer Hillmembran, in welche drei virale Glykoproteine
eingelagert sind (Thiel et al., 1991). Die Glykoproteine E™ und E2 konnten mittels Immun-
Elektronenmikroskopie auf der Oberflache der Virionen nachgewiesen werden (Weiland et
al., 1992; Weiland et al., 1990).

3.2.3 Infektionen durch Pestiviren

Pestiviren verursachen wirtschaftlich bedeutende Krankheiten bei Schweinen und
verschiedenen Hauswiederkauerarten, sowie bei Wildwiederkduern. Klassische
Schweinepest und Bovine Virusdiarrhd / Mucosal Disease gehoren heute zu den

anzeigepflichtigen Tierseuchen.
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Wahrend natirliche Schweinepest-Infektionen nur in  Wild- und Hausschweinen
nachgewiesen werden konnten, haben BVDV und BDV ein breiteres Wirtsspektrum. Mit
BVDV kénnen neben Rindern auch Schweine, kleine Wiederkauer wie Schaf und Ziege
sowie verschiedene Wildwiederkauer infiziert werden (Becher et al., 1997; Paton et al.,
1995; Vilcek und Nettleton, 2006). BDV wurde nicht nur aus Schafen, sondern auch aus
Schweinen isoliert (Becher et al., 1999b; Becher et al., 1997).

Wird ein trachtiges Wirtstier mit Pestiviren infiziert, konnen diese die Plazentarschranke
uberwinden und den Embryo oder Fo6tus infizieren (Moennig und Plagemann, 1992; Thiel
et al.,, 1996). Maternale Antikorper kbnnen diese Barriere aufgrund des Aufbaus der
Plazenta bei Wiederkauern und Schweinen (Placenta Epitheliochorialis) nicht tlberwinden.
Der Zeitpunkt der diaplazentaren Infektion des Embryos oder F6étus und der Reifezustand
seines Immunsystems zu diesem Zeitpunkt bestimmen daher die Folgen der Infektion.
Fruchtresorption, Aborte, Totgeburten, Missbildungen, Lebensschwache, aber auch die
Geburt gesunder Nachkommen sind moglich. Findet die Infektion des Foétus zu einem
Zeitpunkt statt, an dem dessen Immunsystem schon weitgehend ausgereift ist, kann wie
beim adulten Tier durch eine adaquate Immunantwort das Virus eliminiert werden. Findet
aber die Infektion mit einem nzp Virus zu einem friheren Zeitpunkt (beim Rind etwa
zwischen dem 40. und dem 125. Tag der Tréchtigkeit) statt, ist das Immunsystem des
Fo6tus noch nicht ausgereift und kann daher nicht mit einer Immunantwort auf die Infektion
reagieren. Als Folge kann sich eine erworbene Immuntoleranz gegen dieses Virus
entwickeln, indem im Rahmen der physiologischen Thymusreifung, wahrend der
Eliminierung der gegen korpereigene Antigene gerichteten B- und T-Lymphozyten, auch
alle gegen das persistierende Virus gerichteten Lymphozyten eliminiert werden. Die
viralen Antigene werden infolgedessen nicht als fremd erkannt, und das adaptive
Immunsystem reagiert lebenslang nicht mehr auf das persistierende Virus. Diese
Immuntoleranz bildet sich sehr spezifisch nur gegentiber dem persistierenden Virus aus.
Das betroffene Tier bleibt lebenslang persistent infiziert (PI-Tier) und scheidet standig
grol3e Mengen infektioser Viren aus. Solche persistent infizierten Tiere spielen die
entscheidende Rolle in der Epidemiologie der zugehorigen Krankheit, denn sie sind die

Hauptquelle fir neue Infektionen.

Bei Wiederkduern koénnen persistente Infektionen mit dem Kimmern der Tiere
einhergehen oder klinisch weitgehend unauffallig verlaufen, wobei die PI-Tiere mehrere

Jahre alt werden konnen. Persistente Infektionen bei Schweinen aufiern sich dagegen
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haufig durch deutlich erkennbare klinische Symptome und die betroffenen Tiere Uberleben

hdchstens einige Monate (Meyers und Thiel, 1996).

Im Gegensatz zu den diaplazentaren Infektionen verlaufen BVDV- oder BDV-Infektionen,
die nach der Geburt stattfinden, bei Wiederkduern meist klinisch unauffallig oder mit nur
milden Symptomen (Thiel et al., 1996). Eine Ausnahme bilden dabei horizontale
Infektionen mit besonders virulenten BVDV-2-Stdmmen, die zum so genannten
Hamorrhagischen Syndrom (s.u.) fiuhren kénnen. Horizontale Schweinepest-Infektionen
verursachen meist deutliche Symptome, auch wenn sich die klinischen Verlaufsformen in

neuerer Zeit immer weniger charakteristisch darstellen (Meyers und Thiel, 1996).
Die Krankheiten im Einzelnen:

Die klassische Schweinepest (KSP) oder europaische Schweinepest (ESP), verursacht
durch das CSFV (classical swine fever virus; auch: hog cholera virus), trat 1833 in
Amerika als erste durch Pestiviren ausgeloste Erkrankung in Erscheinung. Sie war im 19.
Jahrhundert besonders wegen ihrer perakuten Verlaufsform mit kurzer Inkubationszeit und
hoher Sterblichkeitsrate gefirchtet. Heute treten praktisch keine perakuten Falle mehr auf,
und auch die akute Form ist selten geworden. Die Symptomatik mildert sich immer mehr
ab (Meyers und Thiel, 1996) und die chronische Verlaufsform dominiert (van Oirschot,
1992; Wensvoort und Terpstra, 1985). Typische Schweinepestfdlle nach horizontaler
Infektion sind durch Leukopenie, hohes Fieber, Durchblutungsstérungen und Blutungen
der Haut und innerer Organe gekennzeichnet. Auch zentralnervbése Symptome kdnnen
auftreten. Nach einer Fieberphase von 2 - 14 Tagen tritt entweder der Tod ein (v.a. bei

jungen Tieren) oder es kommt zur Genesung (v.a. bei alteren Zuchttieren).

Je nach der Verlaufsform werden CSFV-Stamme mit hoher, maRiger, geringer und nicht
vorhandener Virulenz unterschieden (Meyers und Thiel, 1996). Persistente Infektionen
konnen infolge diaplazentarer Infektion, aber auch infolge postnataler Infektion bis zum
Absetzalter auftreten und fuhren meist zu chronischen Verlaufsformen. Diaplazentare
Infektionen kénnen abhéngig vom Infektionszeitpunkt auch zu embryonalem oder fetalem
Tod mit Aborten oder zur Geburt unterentwickelter oder lebensschwacher Ferkel fuhren.
Daher kann sich eine Schweinepest-Infektion unter Umstanden ausschlie3lich in Form
massiver Fruchtbarkeitsstérungen zeigen, was die Diagnose und somit die Bek&dmpfung

erschwert.

Aufgrund der hohen Kontagiositat des Virus kann sich die Seuche schnell ausbreiten,

wenn nicht rechtzeitig Gegenmal3inahmen ergriffen werden. Da es sich um eine
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anzeigepflichtige Tierseuche handelt, muss auch der Verdacht auf Schweinepest sofort
gemeldet werden. Die Bekampfung wird in Deutschland durch die Schweinepest-
Verordnung geregelt. Infolge der EU-weiten Bekdmpfungsmal3nahmen kénnen die Kosten
infolge von Schweinepestepidemien in Milliardenhdhe liegen. Die Epidemie der Jahre
1994/1995 fuhrte zur Totung von 1,5 Mio Schweinen und verursachte einen
volkswirtschaftlichen Schaden von 1,5 Mrd DM.

Die Border Disease der Schafe (BD) wurde erst wesentlich spater zum ersten Mal
beschrieben (Hughes et al., 1959). Die Krankheitsbezeichnung ist darauf zurtickzuftihren,
dass die durch BDV verursachte Erkrankung erstmals an der Grenze zwischen England
und Wales auftrat. BDV ist heute weltweit verbreitet und hat in LAndern mit intensiver
Schafhaltung wirtschaftliche Relevanz. Die Krankheit wird auch als ,hairy shaker disease"
bezeichnet, da bei neugeborenen La&mmern infolge diaplazentarer Infektion Symptome wie
Zittern, Ataxie und Veranderungen des Haarkleides auftreten kénnen. Die Pathogenese
der Border Disease &hnelt der von BVD, da auch hier die Infektion von adulten Tieren oft
subklinisch verlauft oder nur milde Symptome verursacht. Diaplazentare Infektionen
konnen dagegen zu Aborten, Missbildungen und zur Geburt von persistent infizierten
Tieren fihren (Garcia-Pérez et al., 2009; Nettleton et al., 1998). Auch ein MD-ahnliches
Krankheitsbild wurde bei Schafen beobachtet (Barlow et al., 1983).

Die durch BVDV ausgelésten Rinderkrankheiten Bovine Virusdiarrhé und Mucosal
Disease (BVD/MD) wurden in den 40er- und 50er-Jahren des vergangenen Jahrhunderts
erstmals als Tierkrankheiten beschrieben (Baker et al., 1954; Hughes et al., 1959; Olafson
et al.,, 1946; Ramsey und Chivers, 1953). Auf sie wird nachfolgend noch einmal

ausfuhrlicher eingegangen.

3.3 Bovine Virusdiarrhd und Mucosal Disease (BVD/MD)

3.3.1 Bedeutung

Die BVD/MD verursacht weltweit grof3e Verluste in der Rinderhaltung und stellt derzeit
eine der bedeutendsten Rinderseuchen in Westeuropa dar. In Deutschland ist sie seit
2004 anzeigepflichtig. Vor allem durch die von BVDV verursachten
Reproduktionsstérungen entstehen Jahr fur Jahr erhebliche wirtschaftliche Schaden fir

die Landwirtschatft.

Serologische Untersuchungen ergaben, dass die Mehrzahl aller untersuchten Rinder
Kontakt mit BVDV hatten (Meyers und Thiel, 1996). Weltweit betragt die Seropravalenz
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abhangig von der regionalen Rinderdichte 50 - 90 % (Moennig und Greiser-Wilke, 2003).
Je nach Region sind 0,1 - 2 % aller Rinder in Deutschland persistent infiziert (PI-Tiere)
(Liess et al.,, 1987). Diese viramischen Tiere scheiden das Virus lebenslang aus und
verbreiten den Erreger mit hoher Effizienz. Wenn in einem Bestand mehr als 25 % der
Jungtiere serologisch positiv sind, ist davon auszugehen, dass sich ein PI-Tier im Bestand
befindet. In Bayern beispielsweise liegt der Anteil von auf diese Weise ermittelten PI-
verdachtigen Herden zwischen 16 % und 20 % (Brendel et al., 2005).

BVDV konnte aul3er in Rindern bereits in Schafen, Ziegen, Hirschen, Giraffen, Antilopen,
Rentieren, Bisons, Buffeln, Yaks, Kleinkantschilen, Alpakas, dem Japanischen Serau
sowie in Schweinen nachgewiesen werden (Barnett et al.,, 2008; Becher et al., 1999a;
Becher et al., 1997; Grgndahl et al., 2003; Hamblin und Hedger, 1979; Harasawa et al.,
2006; Mishra et al., 2008; Nettleton, 1990).

3.3.2 Pathogenese

Die Infektion mit BVDV erfolgt meist Uber oronasale Aufnahme von Viren, welche von
infizierten Rindern Uber die Korpersekrete und mit dem Kot ausgeschieden wurden. Die
primare Virusvermehrung findet in den Schleimhauten und regionalen lymphatischen
Geweben, vor allem in den Tonsillen statt. Anschlieend kommt es zur Viramie mit
vorubergehender Immunsuppression und zur Infektion verschiedener Organe und
Gewebe, v.a. des Verdauungstraktes und des Respirationstraktes sowie lymphatischer
Gewebe (Bruschke et al., 1998). Die Tiere werden fur mehrere Tage zu

Virusausscheidern, bis das Virus durch das Immunsystem kontrolliert wird.

BVDV-Infektionen verlaufen bei erwachsenen Rindern meist ohne klinische Symptome
und bleiben daher unbemerkt (Thiel et al., 1996). Naturliche horizontale Infektionen mit
BVDV-1 konnen je nach Gesundheitszustand des Tieres und Virulenz des Stammes
subklinisch verlaufen oder mit Leukopenie, Thrombozytopenie, Fieber, leichtem Durchfall,
Atembeschwerden und/oder Immunsuppression einhergehen (Baker, 1987; Liess, 1967;
Potgieter et al., 1985). Fur die grofRten wirtschaftlichen Verluste sorgt die Infektion
trachtiger Tiere, die Fruchtresorption, Aborte, Missbildungen oder die Geburt persistent
infizierter Nachkommen zur Folge haben kann. Eher selten kommt es zu Infektionen mit
hochvirulenten Stammen, die zu Erkrankungen mit hoher Morbiditat und Mortalitat v.a. bei
Kalbern fuhren. Solche Infektionen gehen mit schweren Thrombozytopenien einher, die
sich durch Blutungen in Schleimh&uten und diversen inneren Organen bemerkbar machen
(Rebhuhn et al., 1989). Das Krankheitsbild zeigt Ahnlichkeiten zu den bei Schweinen nach
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CSFV-Infektion beobachteten Symptomen (Carman et al.,, 1998; Corapi et al., 1990b;
Corapi et al.,, 1989; Pellerin et al., 1995; Pellerin et al., 1994; Rebhuhn et al., 1989;
Ridpath et al., 1994). Diese als Hamorrhagisches Syndrom bezeichnete Erkrankung tritt
fast ausschlieBlich infolge von BVDV-2-Infektionen auf und wurde innerhalb der letzten

Jahre auch vereinzelt in Deutschland beobachtet.

Die Mucosal Disease (MD) der Rinder ist eine sporadisch auftretende Erkrankung, die
meist im Alter zwischen sechs Monaten und zwei Jahren auftritt und in jedem Fall, meist
innerhalb von 2 Wochen nach dem Auftreten der ersten Symptome, tddlich endet (Baker,
1987). Typisch fur diese Erkrankung sind L&sionen wie Ulzerationen und Nekrosen der
Schleimhaute im gesamten Verdauungstrakt (Baker, 1987; Moennig und Plagemann,
1992), die zu starkem blutigem Durchfall und zur Zerstérung des lymphatischen Gewebes,
u.a. der Peyerschen Platten, fuhren. Auffallige Lasionen zeigen sich auf3erdem an den
sichtbaren Schleimhauten des Kopfes sowie an der Haut des Zwischenklauenbereiches

und des Kronsaumes.

Die Pathogenese der MD ist komplex (siehe Abbildung 1). Eine persistente Infektion mit
einem nzp BVDV-Stamm ist Voraussetzung fur die Entstehung der MD (Liess et al., 1974);
nur nzp Stamme konnen persistente Infektionen etablieren. Auffallig ist, dass aus an MD
verendeten Tieren immer zwei Virustypen, ein so genanntes Viruspaar, isoliert werden
konnen (Brownlie et al., 1984; McClurkin et al., 1985; McKercher et al., 1968; Wilhelmsen
et al., 1991). Zusatzlich zum persistierenden nzp Virus findet sich ein antigenetisch eng
verwandtes zp Virus (Corapi et al., 1988; Pocock et al., 1987). Diese Verwandtschaft steht
in deutlichem Gegensatz zu der grof3en Variabilitat der vielen bekannten BVDV-Isolate;
daher ging man schon friih davon aus, dass das zp Virus durch Mutationen im infizierten
Tier aus dem nzp Virus entsteht (Bolin et al., 1988; Brownlie et al., 1984; Corapi et al.,
1988; Howard et al., 1987). Durch gezielte Uberinfektion eines persistent infizierten Tieres
mit einem zp BVDV-Isolat kann die MD auch experimentell ausgeldst werden, falls die
antigenetische Verwandtschaft des zp Stammes zu dem persistierenden nzp Virus eng
genug ist, um vom Immunsystem toleriert zu werden (Bolin et al., 1985; Brownlie et al.,
1984; Moennig et al., 1990). Auffalligerweise replizieren die zp BVD-Viren besonders gut
in denjenigen Geweben, die bei der MD am starksten geschadigt werden, z.B. im
lymphatischen Gewebe des Magen-Darm-Traktes (Liebler et al., 1991). In persistent
infizierten Rindern kann das persistierende nzp Virus in vielen unterschiedlichen Organen

und Geweben gefunden werden, unter anderem in Leukozyten (Bielefeldt Ohmann et al.,
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1987), im Verdauungstrakt (Liebler et al.,, 1991; McClurkin et al., 1985) und im ZNS
(Fernandez et al., 1989), jedoch verursacht es keinerlei Lasionen (Liebler-Tenorio et al.,
2004) und es scheint immer nur eine begrenzte Anzahl von Zellen infiziert zu sein. Im
Intestinaltrakt eines PI-Tieres findet man etwa Virusantigen nur in einigen wenigen Epithel-
Zellen, mononuklearen Zellen sowie intramuralen Ganglienzellen (Liebler et al., 1991). Im
Laufe der Virusreplikation kommt es im PI-Tier friher oder spéater durch RNA-
Rekombination oder Mutation zur Entstehung eines zp Virus. Dieses zp Virus, das
zunéchst nur an einer einzigen Stelle in einem beliebigen Gewebe des Tieres vorhanden
ist, verbreitet sich im Laufe der Pathogenese der Mucosal Disease im gesamten
Organismus. Schlie3lich liegt der Titer des zp Virus nur geringfligig unter dem des nzp
Virus. Mit dem Auftreten des zp Virus, oft erst Monate oder Jahre nach der Infektion mit
dem persistierenden nzp Stamm, steigt also die Zahl der infizierten Zellen dramatisch an
(Liebler et al., 1991). Eine Studie Uber experimentell induzierte Mucosal Disease bei
mehreren Kalbern fuhrte zu der Beobachtung, dass in der frihen Phase der MD das zp
Virus v.a. in Tonsillen, Lymphknoten und im lymphatischen Gewebe des Darmes zu finden
war, wahrend es nur eine Woche spéter in der spaten Phase der MD diffus verteilt vorlag
(Liebler-Tenorio et al., 1997). Das betroffene Tier erkrankt an MD und stirbt innerhalb von

zwei Wochen nach dem Einsetzen der ersten Symptome.

Eine Variante der MD ist die so genannte ,late onset“-Form. Bei den betroffenen Tieren
folgt nach dem Auftreten der ersten Symptome zuerst eine mehrere Monate andauernde
symptomarme Phase. Die massiven Symptome, die schlie3lich zum Tod fuhren, treten
erst spat auf. Ursache der ,late onset“-MD ist die Uberinfektion persistent infizierter Tiere
mit einem zp BVDV-Stamm, der antigenetisch weniger eng mit dem persistierenden nzp
Stamm verwandt ist und daher vom Immunsystem nicht vollstandig toleriert wird. Durch
die nur begrenzte antigenetische Homologie der beiden Viren kann das Immunsystem des
Tieres in geringem Mal3e auf den zp Stamm reagieren und so den Verlauf der Erkrankung
hinauszégern (Fritzemeier et al., 1995; Moennig et al., 1993; Ridpath und Bolin, 1995a).
Durch RNA-Rekombination zwischen dem zp Stamm und dem persistierenden nzp Stamm
entstehen jedoch nach einer gewissen Zeit neue zp Viren, die vom Immunsystem
vollstandig toleriert werden. Daher endet auch die ,late onset‘-Form schlie3lich mit den

massiven MD-Symptomen, die zum Tod des betroffenen Tieres fuhren.
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Infektion mit nzp Virus

Kuh am 40.-120. Tag
der Trachtigkeit

Geburt eines Pl-Kalbes

Superinfektion
mit zp Virus

&%

Mutation
(RNA-Rekombination, ...)

Viruspaar: nzp + zp Virus
— MD

Abbildung 1: Entstehung der Mucosal Disease (MD)

Wird eine trachtige Kuh mit einem nichtzytopathogenen BVD Virus infiziert, so kann es zur diaplazentaren
Infektion des Fotus kommen. Geschieht die Infektion zwischen dem 40. und 120. Tag der Trachtigkeit, so
kann der Fotus eine spezifische Immuntoleranz gegentber dem Virus entwickeln und es kommt zur Geburt
eines persistent infizierten Kalbes. Das Kalb selbst erkrankt in der Regel nicht, scheidet jedoch Virus aus.
Nach meist 0,5 - 2 Jahren entsteht durch Mutationen im Genom des persistierenden Virus ein zp BVDV.
Alternativ kann auch eine Superinfektion mit einem dem nzp Virus antigenetisch eng verwandten zp Virus
zur Bildung eines Viruspaares im PI-Tier fuhren. In beiden Féallen kommt es durch das Auftreten des zp Virus
zum Ausbruch der Mucosal Disease (MD) und damit zum Tod des Tieres.

3.3.3 Diagnostik
Die Diagnose einer BVDV-Infektion kann direkt tber den Nachweis des infektiosen Virus

bzw. den Nachweis von Virusbestandteilen wie RNA oder Protein sowie indirekt tber den

18



Einleitung

Nachweis antiviraler Antikérper erfolgen. Im Oktober 2008 wurde eine amtliche
Methodensammlung des Friedrich-Loeffler-Instituts im Bundesanzeiger verdffentlicht,

welche Verfahren zur Probennahme und Untersuchung auf BVD enthélt.

Die hochste Sensitivitdt und Spezifitdit unter den indirekten Methoden erreicht der
Serumneutralisationstest (Schelp und Greiser-Wilke, 2003). Fur die Routinediagnostik
besser geeignet, da einfacher und mit verschiedenenen Probenmaterialien durchfuhrbar,
ist allerdings der Antikdrpernachweis mittels ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent
assay). Er kann auch zur Untersuchung von Sammelmilchproben eingesetzt werden und
ist damit ein gutes Werkzeug zur Bestandsuntersuchung (Avalos-Ramirez et al., 2001;
Schelp und Greiser-Wilke, 2003).

Der direkte Virusnachweis gelingt am besten durch Anzucht in der Zellkultur und
anschlieBender Untersuchung auf Virusantigen mittels Immunfluoreszenz- oder
Immunperoxidase-Methoden (Thiel et al., 1996). Aul3erdem ist die Detektion von viralem
Antigen mit ELISA-Verfahren maoglich (Schelp und Greiser-Wilke, 2003) oder es kann die
virale RNA mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Die RT-PCR ist extrem sensitiv und
kann auch zur Untersuchung von Proben benutzt werden, die fir eine Virusanzucht nicht
geeignet sind (Horner et al., 1995; Ridpath et al., 2002). Eine Weiterentwicklung dieser
Methode ist die quantitative Realtime-RT-PCR, mit der die Amplifikation eines bestimmten
viralen Genomfragments in Echtzeit durch computergestiitzte Messung von Fluoreszenz-
Signalen verfolgt werden kann (Bhudevi und Weinstock, 2001; Gaede et al.,, 2005;
McGoldrick et al., 1998).

In den letzten Jahren wurden verstarkt Methoden zum Nachweis von Virus in Hautbiopsien
per ELISA, RT-PCR und Immunhistochemie entwickelt (Brodersen, 2004; Cornish et al.,
2005; Fulton et al., 2006; Grooms und Keilen, 2002; Kennedy et al., 2006; Njaa et al.,
2000). Persistent mit BVDV infizierte Rinder spielen die Hauptrolle bei der Ubertragung
der Infektion. Die frihzeitige Erkennung und Eliminierung der PI-Tiere haben daher
herausragende Bedeutung bei der Bekdmpfung der BVD. Bei der BVD-Diagnostik junger
Kalber storen kolostrale Antikorper im Blut, da sie zur Maskierung von viralem Antigen und
somit zu einer diagnostischen Licke fuhren, die je nach verwendetem Testsystem bis zum
60., teils auch bis zum 120. Lebenstag reicht. Die Blutuntersuchung ist daher zumindest
fur den Antigennachweis kein ideales Instrument. Oberhautpartien enthalten hohe
Konzentrationen an BVDV-Antigen aber nur wenig Blut, so dass maternale Antikorper

nicht interferieren und die diagnostische Licke so bei jungen PI-Tieren auf unter 2
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Wochen eingeschrankt werden kann. Zudem scheint BVDV-Antigen nur bei persistenten
und nicht bei transienten Infektionen in epidermalen Hautstrukturen nachweisbar zu sein
(Hilbe et al., 2007), wodurch eine Identifikation von PI-Tieren erméglicht wird. Ein wichtiger
Vorteil von Hautbiopsien ist nicht zuletzt, dass sie einfach als Ohrstanzproben mit dem
Einziehen der Ohrmarken im Rahmen der Rinder-Kennzeichnung gemald der
Viehverkehrsverordnung von jedem Kalb gewonnen werden kénnen. Die Untersuchung
von Ohrgewebeproben stellt also eine aussichtsreiche Alternative fir die bisher
praktizierte BVD-Diagnostik dar, insbesondere zur Identifikation von PI-Tieren im Rahmen

von Bekampfungsprogrammen.

3.3.4 Bekampfung

Im November 2004 wurde die Neufassung der Verordnung Uber anzeigepflichtige
Tierseuchen bekannt gemacht. Seitdem gehért die vorher nur meldepflichtige Bovine
Virusdiarrhd zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen. Bereits 1998 wurden vom
Bundesministerium fir Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft ,Leitlinien far
den Schutz von Rinderbestanden vor einer Infektion mit dem Virus der BVD/MD und die
Sanierung infizierter Bestande“ erlassen, die als Basis fur die nun laufenden freiwilligen
Bekampfungsprogramme der einzelnen Bundeslander dienen. Mittlerweile werden in
zahlreichen Staaten Programme zur Eradikation der BVD/MD durchgefiihrt. In der
Schweiz lauft seit Frihjahr 2008 ein BVD-Ausrottungsprogramm (,Stop BVD), das im
Oktober 2009 abgeschlossen sein soll. In Deutschland wird es erst ab 1. Januar 2011 ein
Bekadmpfungsprogramm auf staatlicher Ebene geben, wenn die im Dezember 2008
verabschiedete ,Verordnung zum Schutz der Rinder vor einer Infektion mit dem Bovinen
Virusdiarrhoe-Virus* (BVDV-Verordnung) in Kraft tritt.

In den USA wird oft und mit einer Vielzahl an Préaparaten geimpft (zur Zeit Gber 150),
allerdings ohne bisher eine Verbesserung der Seuchenlage zu erreichen. In Europa steht
man der BVD Impfung etwas zurlickhaltender gegenuiber. Dies hat einerseits mit der
Effizienz und Sicherheit der erhaltlichen Impfstoffe zu tun und andererseits mit der oftmals
falschen Anwendung derselben. Zudem tritt BVDV in einer Vielzahl von Varianten auf, die
sich zum Teil antigenetisch stark unterscheiden. Ein BVD Impfstoff sollte einerseits den
Ausbruch einer akuten Erkrankung wirksam unterbinden und andererseits in der Lage
sein, intrauterine Infektionen des Fotus sowie Fruchtbarkeitsstérungen zu verhindern.
Gelingt ersteres, so ist der Schutz des Fotus zwar vorhanden, keinesfalls aber 100 %ig.

Der Schutz vor FertilitAtsstorungen ist ebenfalls unvollstdndig. Die verwendeten
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Lebendvakzinen enthalten zp BVDV und verhindern, dass wahrend der Trachtigkeit
geimpfte Mutter persistent infizierte Kélber gebaren. Bei PI-Tieren ist eine solche Impfung
nicht nur sinnlos, sondern auch riskant, denn sie kann die Mucosal Disease auslésen.
Zudem konnen Lebendvakzinen eine dhnliche immunsuppressive Wirkung haben wie das
Feldvirus. Totvakzinen sind sicher in der Anwendung, allerdings sind sie wesentlich
weniger wirksam als Lebendvakzinen und der Impfschutz muss haufig erneuert werden
(mindestens 2x/Jahr). BVD Vakzinen wirken am besten gegen akute Erkrankungen,
welche in 70-90 % der Falle ohnehin symptomlos ablaufen. Damit erscheint die Impfung
nur als zusatzliche Massnahme sinnvoll, um besonders geféhrdete Tiere zu schitzen.
Dazu gehoren v.a. Virus- und Antikérper-negative Rinder vor der ersten Belegung, weil
eine Infektion dieser Tiere im kritischen Frihstadium der Trachtigkeit zu persistent

infizierten Nachkommen fiihren kann.

Aufgrund ihrer enormen Bedeutung fiir die Virusverbreitung sind die persistent infizierten
Kalber, die Uber ihre Korpersekrete das Virus lebenslang in groRen Mengen ausscheiden,
der wichtigste Angriffspunkt im Rahmen der Tierseuchenkdmpfung. Etwa 0,1 bis 2 % der
Rinderpopulation in Deutschland sind PI-Tiere (Avalos-Ramirez et al., 2001; Moennig und
Greiser-Wilke, 2003). Leider kdnnen diese Tiere in den ersten Wochen und Monaten nach
der Aufnahme von BVD-Antikérper-haltigem Kolostrum aufgrund der verringerten Viruslast
im Blut nicht mit allen Tests sicher diagnostiziert werden. Durch diese diagnostische Liicke
erhoht sich, ebenso wie durch den Zukauf trachtiger Kihe, die ein PI-Tier austragen, das
Risiko fur Tierbestande. Ziel jeder BVD/MD-Bekdmpfung sollte daher die Verhinderung
persistenter Infektionen und die Eliminierung der PI-Tiere sein. Auf der einen Seite wird
versucht, durch Impfung der weiblichen Zuchttiere diaplazentare Infektionen und damit die
Geburt persistent infizierter Kélber zu verhindern (van Oirschot et al., 1999). Andererseits
wird versucht, durch verbesserte diagnostische Methoden PI-Tiere zu identifizieren und
durch Schlachtung zu eliminieren (Gaede et al., 2003; Rossmanith et al., 2001). Haufig
werden beide Malnahmen in den Beka&mpfungskonzepten kombiniert. Die genauen
Vorgehensweisen zum Erreichen bzw. zum Erhalt eines bestimmten Status sind in

Deutschland bis zum Inkrafttreten der BVDV-Verordnung durch die Leitlinien geregelt.

Sind alle PI-Tiere eines Bestandes identifiziert und eliminiert (,BVD-unverdachtiger*
Bestand), kann dieser Status durch Impfung der weiblichen Zuchttiere gut aufrechterhalten
werden. Durch ein Impfprogramm allein (Bestdnde ,ohne BVD-Status“) kénnen zwar

klinische Erkrankungen und diaplazentare Infektionen weitgehend verhindert werden, aber
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es kommt auf lange Sicht zu keiner Verbesserung der Seuchensituation. Unter der
Voraussetzung, dass ein Bestand nachweislich frei ist von PI-Tieren und dass die erneute
Viruseinschleppung durch hygienische und organisatorische Malinahmen effektiv
verhindert werden kann (,BVD-freie* Bestande), kann auf Impfungen verzichtet werden. In
diesem Fall sind regelmafige Nachkontrollen zur Aufrechterhaltung des Status notwendig.
Diese Populationen sind hochempféanglich, und im Fall einer erneuten Viruseinschleppung
ist mit hohen Schaden zu rechnen.

3.4 Replikation von Pestiviren

3.4.1 Invasion der Zelle

Das zellulare Oberflachenprotein CD46 dient dem BVD-Virus als Rezeptor (Krey et al.,
2006; Maurer et al., 2004) und es gibt Hinweise auf die Existenz mindestens eines Co-
Rezeptors, der aber bisher nicht identifiziert werden konnte. Nach der Adsorption an die
Zelloberflache gelangt das Virus durch Rezeptor-vermittelte und Clathrin-abhéngige
Endozytose in die Zelle (Flores et al., 1996; Grummer et al., 2004; Krey et al., 2005; Lecot
et al., 2005). Zur Entlassung des Virus aus dem Vesikel (Endosom) wird durch eine H*-
lonenpumpe in der Vesikelmembran das Innere des Endosoms angesauert. Der niedrige
pH-Wert ermdglicht die Verschmelzung der Virusmembran mit der Endosomenmembran,
wobei wahrscheinlich auch Glykoproteine der Virushille beteiligt sind (Garry und Dash,
2003). Es wird angenommen, dass erst durch das Lésen der Disulfidbindungen zwischen
den viralen Glykoproteinen die Fusion der Membranen ermdglicht wird (Krey et al., 2005)
und so schlieRlich das Kapsid ins Zytoplasma gelangt. Uber die Freisetzung der RNA aus

dem Kapsid ist wenig bekannt.

3.4.2 Genom und Polyprotein

Das aus einer RNA positiver Polaritat bestehende pestivirale Genom ist etwa 12,3
Kilobasen (kb) gro3 (Becher et al., 1998; Collett et al., 1988a; Deng und Brock, 1992;
Meyers et al., 1989a; Renard et al., 1987; Ridpath und Bolin, 1995b; Ridpath und Bolin,
1997). Das Genom einiger zp BVDV-Stamme kann aufgrund von Duplikationen viraler
Sequenzen und Insertionen zellularer Sequenzen eine Grol3e von bis zu 16,5 kb erreichen
(Meyers und Thiel, 1996). Es besteht aus einem einzigen langen offenen Leserahmen
(ORF, open reading frame), der von der 5- und der 3"-nichttranslatierten Region (NTR)
flankiert wird (Collett et al., 1988a; Meyers et al., 1989a; Moormann et al., 1990). Die virale
RNA besitzt weder eine 5 -Cap-Struktur noch einen Polyadenylat-Schwanz am 3"-Ende

und unterscheidet sich damit deutlich von der mRNA eukaryontischer Zellen.
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Die Translation wird durch eine interne Ribosomenbindung an die 5’NTR des viralen
Genoms initiiert. Die Lange der 5'NTR betragt zwischen 380 und 400 nt, innerhalb welcher
sich eine besonders gefaltete RNA-Struktur mit zahlreichen AUG-Tripletts oberhalb des
eigentlichen Start-AUG befindet. Diese Struktur wird als interne Ribosomen-Eintrittsstelle
(IRES) bezeichnet (Chon et al., 1998; Frolov et al., 1998; Myers et al., 2001; Poole et al.,
1995; Rijnbrand et al., 1997; Pestova und Hellen, 1999; Tautz et al., 1999; Yu et al., 2000;
Fletcher und Jackson, 2002). Somit unterscheidet sich die genomische RNA von
Pestiviren und HCV bezuglich der Translationsinitiation von der RNA der Flaviviren, deren
Translation durch eine Cap-Struktur am 5°-Ende vermittelt wird (Poole et al., 1995;

Tsukiyama-Kohara et al., 1992).

Auch fur die 3'NTR konnte die Ausbildung einer charakteristischen RNA-Struktur
nachgewiesen werden, welche eine essentielle Funktion fir die Replikation besitzt. Die
Lange der 3'NTR bei Pestiviren variiert zwischen 188 und 276 nt (Avalos-Ramirez et al.,
2001; Becher et al., 1998). Beim Alignment pestiviraler 3’'NTRs fallt auf, dass die am
weitesten 3"-warts gelegenen 70 Nukleotide innerhalb des Genus hoch konserviert sind.
Diese Region wird als ,3" conserved” (3'C)-Region bezeichnet, wohingegen der variable
Rest der 3'NTR ,3" variable* (3"V)-Region benannt wird. Durch Sequenzanalysen und
Computervorhersagen konnten Modelle fur die Sekundarstruktur der 3'NTR von BVDV
und KSPV erstellt werden (Deng und Brock, 1993). In dieser Studie wurde die Existenz
von drei Stemloopstrukturen vorhergesagt. In neueren Studien konnte durch Verdau mit
substratspezifischen RNasen, welche selektiv einzelstrangige RNA verdauen, sowie durch
chemische Modifikation einzelstrdngiger Sequenzabschnitte mit Agenzien wie
Dimethylsulfat die Sekundarstruktur fir die 3'NTR des BVDV-Replikons DI9C bestimmt
werden (Yu et al, 1999). Dabei konnten 3 Stemloopstrukturen experimentell
nachgewiesen werden, welche durch einzelstrangige Sequenzabschnitte voneinander
getrennt sind. In Mutagenesestudien konnte durch Transitionen gezeigt werden, dass die
Sekundarstruktur des 3 terminalen Stemloop (SLI) der 3'C Region fir die RNA-
Replikationsfahigkeit des Replikons DI9C wichtig ist (Yu et al., 1999). Essentielle
Sequenzmotive finden sich insbesondere im apikalen Loop von SL I. Am Beispiel von
BVDV CP7 konnte durch Deletionsmutanten gezeigt werden, dass SL | und der 3"-Bereich
des einzelstrangigen Abschnitts zwischen SL | und SL Il fur die Virusreplikation essentiell
sind. SL Il oder SL Il kénnen jedoch deletiert werden, ohne dass dadurch die

Replikationsfahigkeit verlorengeht (Pankraz et al., 2005). Weiterhin konnte gezeigt
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werden, dass in der 3’V Region der 3'NTR von Pestiviren mehrere Translations-
Stopkodons nach dem eigentlichen Stopkodon ,in frame® liegen, d.h., dass sie im
Leseraster des ORFs liegen. Diese werden als Pseudostopkodons bezeichnet (Isken et
al., 2004). Durch Analyse dieser Pseudostopkodons mittels strukturneutraler und
nichtstrukturneutraler Mutationen konnte gezeigt werden, dass eine effiziente Termination
der Translation abhéngig von dem Vorhandensein weiterer Stopkodons in der 3"V Region
ist, da das eigentliche Stopkodon des offenen Leserasters (ORF) alleine nicht zu einer
vollstandigen Termination der Translation fuhrt. Pseudostopkodons finden sich in der
3’'NTR von allen Mitgliedern der Familie Flaviviridae. Demzufolge erscheint die 3"V Region
mit den Pseudostopkodons als eine Art Abstandhalter zwischen ORF und der 3"C Region,

um eine Interferenz von Translation und Replikation zu verhindern.

Die gesamte virale Replikation lauft im Zytoplasma der Wirtszelle ab. Die virale RNA kann
nach dem Eindringen in die Zelle direkt als Matrize fir die Proteinsynthese benutzt
werden. Der offene Leserahmen kodiert fiir ein Polyprotein mit einer Lange von etwa 3900
Aminosauren (AS). Diese Art der Proteinexpression Uber ein oder mehrere Polyproteine
als Vorlaufer ist typisch fur viele Plusstrang-RNA-Viren (Krausslich und Wimmer, 1988).
Signalpeptide im Bereich der Strukturproteine sorgen fur den Transport des
Translationskomplexes an die Membran des ER. Nach Translation in das ER finden die
Signal Peptidpeptidase- und Signalase-katalysierten Protein-Spaltungen zwischen C/E™,
(EM/EL1), E1/E2, E2/p7 und p7/NS2 statt (Elbers et al.,, 1996; Harada et al., 2000;
Heimann et al., 2006; Thiel et al., 1993). Vermutlich bleiben alle Virusproteine mit der ER-
Membran assoziiert, wo auch die Genomreplikation stattfindet. Aus dem Polyprotein
entstehen durch mehrere ko- und posttranslationale, von zellularen und viralen Proteasen

katalysierte Prozessierungsschritte, schlie3lich zwolf reife virale Proteine (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Prozessierung des Polyproteins von Pestiviren durch zelluldre und Virus-kodierte
Proteasen
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3.4.3 Virale Strukturproteine
Das Kapsidprotein C (Core) wird N-terminal durch die Autoprotease N

P und C-terminal

durch das zellulare Enzym Signalase (Signalpeptidase) aus dem Polyprotein freigesetzt.
Der C-Terminus von Core wird erst durch eine zweite Spaltung mittels der Signal
Peptidpeptidase generiert (Heimann et al., 2006). Das Core Protein ist im nativen Zustand
ungefaltet und enthalt viele basische Aminosauren, die fir dessen Interaktion mit der

viralen RNA verantwortlich sind (Murray et al., 2007).

Eine Signalsequenz direkt vor E™ fuhrt zur Translokation des folgenden
Proteinabschnittes in das ER-Lumen. Die viralen Struktur-Glykoproteine E™, E1 und E2
sowie das hydrophobe Protein p7 werden durch die zellulare Signalase freigesetzt. Die
Signalase ist eine an der lumenalen Seite der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) lokalisierte Protease, deren Funktion im zellularen Stoffwechsel die
Entfernung der Signalpeptide von den N-terminalen Enden der in das ER translatierten
Proteine ist. Die Spaltung zwischen E™ und E1 wird durch eine unbekannte zellulare
Protease vermittelt (Elbers et al., 1996; Harada et al., 2000; Lin et al., 1994; Rimenapf et
al., 1993). Das E in der Bezeichnung der Strukturproteine steht fir Hille (envelope).
Bisher wurde p7 nicht in Virionen gefunden (Harada et al., 2000), weshalb es zu den
Nichtstrukturproteinen gezéhlt wird. Die Spaltung zwischen E2 und p7 ist unvollstandig;
daher lasst sich in infizierten Zellen auch ein E2/p7-Fusionsprotein nachweisen. Es
handelt sich hierbei um ein stabiles Protein und nicht um ein ungespaltenes
Vorlauferprotein von E2 und p7 (Harada et al., 2000). Wird die Spaltung zwischen E2 und
p7 unterbunden, werden keine infektiosen Virionen gebildet; RNA-Replikation ist jedoch
weiterhin moéglich. Ungespaltenes E2/p7 ist hingegen nicht essentiell (Harada et al., 2000).
In E1 und E2 (Kohl et al., 2004; Rimenapf et al., 1993; van Zijl et al., 1991) sowie in der
C-terminalen Region von E™ (Fetzer et al., 2005) konnten Strukturen identifiziert werden,
welche fur die Membranverankerung dieser Proteine verantwortlich sind. Die
Glykoproteine kdonnen uber Disulfidbriicken miteinander interagieren. In infizierten Zellen
und in gereinigten Virionen kénnen E™- und E2-Homodimere, sowie E1/E2- und E™/E2-
Heterodimere, nicht jedoch E™*/E1l-Heterodimere, gefunden werden (Lazar et al., 2003;
Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990).

Das essentielle Strukturprotein E™® befindet sich an der Virionoberflache, wird aber von
infizierten Zellen auch aktiv sezerniert (Rumenapf et al., 1991; Rimenapf et al., 1993;

Thiel et al., 1991). Es konnte eine amphipathische Helix im C-terminalen Bereich
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nachgewiesen werden, welche das Protein in der viralen, bzw. in zellularen Membranen
verankert (Tews und Meyers, 2007). Weiterhin besitzt dieses Strukturprotein im C-
terminalen Bereich eine membranaktive Sequenz, welche eine energieunabhangige
Aufnahme von E™ in Zellen erlaubt (Langedijk, 2002). Sowohl in der
membrangebundenen als auch in der freien Form besitzt E™ Ribonuklease-Aktivitat (Hulst
et al., 1993; Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996), woher auch die Bezeichnung
Jms* flr sezernierte Ribonuklease (ribonuclease secreted) rihrt. E™ ist vermutlich ein
Virulenzfaktor, da die Inaktivierung der RNase-Funktion zur Attenuierung von CSFV und
BVDV-2 fihrt (Meyer et al., 2002; Meyers et al., 1999). Es ist mdglicherweise am
pestiviralen Invasionsmechanismus beteiligt, scheint jedoch fiir den Virusentry nicht
essentiell zu sein (Ronecker et al., 2008). Durch Zugabe von grolken Mengen E™ zu
permissiven Zellen kann eine pestivirale Infektion inhibiert werden (Hulst und Moormann,
1997), was auf seine Bindung an Glykosaminoglykane an der Oberflache von
eukaryontischen Zellen zurlckzufuihren ist (Igbal et al.,, 2000). Diese Bindung erfolgt
vermutlich aufgrund von Zellkultur-adaptiven Mutationen im E™ (Hulst und Moormann,
2001). Da E™ in Abhangigkeit vom zellularen Kompartiment in unterschiedlichen
Glykosylierungsformen vorkommt, besitzt es verschiedene apparente Molekulargewichte
von 44 kD bis 60 kD (Thiel et al., 1991). Neueren Untersuchungen zufolge inhibiert E™®
von BVDV die Interferon-Antwort der Zellen, die beispielsweise durch den Kontakt mit
doppelstrangiger RNA (dsRNA) ausgel6st wird. Die Produktion von Interferon dient der
Zelle als Abwehrmechanismus gegen Virusinfektionen, im Laufe derer als
Replikationszwischenprodukt dsRNA gebildet wird. Diesen Verteidigungsmechanismus
aus dem Repertoir der ,angeborenen Immunitat® (innate immunity) kann das virale
Glykoprotein E™ unterdriicken, denn es hat die Fahigkeit, dsRNA zu binden und
abzubauen, wodurch es die zellulare Reaktion auf die dsRNA verhindern kann (Igbal et al.,
2004). Interessanterweise beschrankt sich diese Fahigkeit von E™ jedoch auf den
extrazellularen Raum, d.h. E™ blockiert die durch dsRNA ausgeldste Interferon-Antwort
nur ausserhalb der Zelle (Magkouras et al., 2008). Dies konnte eine wichtige Rolle fur die

Viruspersistenz im Wirt bedeuten.

Uber die Funktion des Glykoproteins E1 ist so gut wie nichts bekannt. Es wird
angenommen, dass es als Transmembranprotein nicht an der Virusoberflache exponiert
ist (Weiland et al., 1990; Thiel et al., 1991).

E2 ist bei Pestiviren fur die Bindung der Virionen an den zellularen Rezeptor CD46
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verantwortlich (Krey et al., 2006; Maurer et al., 2004). Die meisten Virusneutralisierenden

Antikorper sind gegen Epitope des E2-Proteins gerichtet.

3.4.4 Virale Nichtstrukturproteine

Die N-terminale Protease NP ist ein Nichtstrukturprotein, das nur bei Pestiviren und nicht
bei den anderen Genera der Familie Flaviviridae vorkommt. Mutationsstudien weisen
darauf hin, dass NP ein Vertreter der Subtilisin-ahnlichen Proteasen ist (Rumenapf et al.,

pro

1998). Es konnte gezeigt werden, dass N"" fur die Replikation von CSFV im Zellkultur-

System nicht bendtigt wird (Tratschin et al., 1998). Durch seine autokatalytische Aktivitat

trennt sich NP

nach der Translation vom Rest des Polyproteins ab. Dabei wird der N-
Terminus des Kapsidproteins C (Core) erzeugt (Stark et al., 1993; Wiskerchen et al.,
1991). Neuere Untersuchungen zeigen, dass NP eine wichtige Rolle bei der Hemmung
der zellularen Immunantwort gegen das Virus spielt. Dies geschieht durch Blockade der
IRF-3 (Interferon Regulatory Factor-3)-abhangigen Aktivierung von Interferon in der

infizierten Zelle (Magkouras et al., 2008; Ruggli et al., 2003; Seago et al., 2007).

Im Anschluss an die Strukturproteine werden die Ubrigen sieben der insgesamt acht
pestiviralen Nichtstrukturproteine kodiert. Diese machen mehr als zwei Drittel des
gesamten offenen Leserahmens (ORF) aus. Das 7 kD kleine hydrophobe Protein p7 ist fur
die Bildung infektioser Virionen essentiell, obwohl es in den Virionen selbst bisher nicht
nachgewiesen werden konnte (Elbers et al., 1996; Harada et al., 2000). Es zeigt
strukturelle Homologien zu den Viroporinen, einer Familie kleiner viraler Peptide, die eine
entscheidende Rolle bei der Reifung von Virionen spielen. Viroporine bilden durch
Oligomerisierung in Membranen lonenkandle und fuhren auf diese Weise zur
Destabilisierung der Membran (Carrasco, 1995; Harada et al., 2000). Das p7-Protein von
HCV ist ebenfalls essentiell fur die Bildung infektioser Virionen (Jones et al., 2007; Sakai
et al., 2003; Steinmann et al., 2007). Nach Expression dieses Proteins in eukaryontischen
Zellen oder in Bakterien wurde die Bildung von Hexameren nachgewiesen, welche
Kationenkanéle bilden, die mit Amantadin oder Hexamethylenamilorid blockiert werden
konnen (Griffin et al., 2003; Pavlovic et al., 2003; Premkumar et al., 2004; Sakai et al.,
2003; StGelais et al., 2007). Beide Substanzen wirken als lonenkanalblocker. Amantadin
hemmt z.B. auch die Funktion von lonenkanalen des Influenza-Virus (Duff und Ashley,
1992; Hay et al., 1985) und ist in Kombination mit anderen Therapeutika wirksam gegen
HCV (Griffin et al., 2003).

Auf p7 folgt im Polyprotein NS2-3. Dieses Protein wird durch eine Signalase-abhangige
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Spaltung zwischen p7 und NS2 und eine weitere Spaltung zwischen NS3 und NS4A, die
durch die Serinprotease-Aktivitat des NS3 vermittelt wird, aus dem Polyprotein freigesetzt.
Die anschlieRende Prozessierung zu NS2 und NS3 galt bei Pestiviren im Gegensatz zu
den anderen Genera der Flaviviridae lange als nicht obligat (Collett et al., 1988a; Meyers
et al.,, 1991b; Meyers et al.,, 1992). Inzwischen wurde jedoch auch fur Pestiviren die
Notwendigkeit der NS2-3-Spaltung gezeigt (Lackner et al., 2004). Die Effizienz der NS2-3-
Spaltung ist bei verschiedenen Pestiviren sehr unterschiedlich (Meyers und Thiel, 1996).
Bezlglich des ungespaltenen NS2-3 ist bekannt, dass es fur die Bildung infektioser
Virionen bendétigt wird (Agapov et al., 2004). Bei autonom replizierenden Virusstammen
findet nie eine vollstandige NS2-3-Spaltung statt; im Falle einer vollstandigen
Prozessierung von NS2-3 besteht Abhangigkeit von einem Helfervirus, welches NS2-3 in
trans bereitstellt. Freies NS3 hingegen ist essentieller Bestandteil der viralen Replikase
und kann als solcher nicht durch ungespaltenes NS2-3 ersetzt werden. Die Freisetzung
von NS3 mittels NS2-3-Spaltung erfolgt bei nzp Viren durch eine Autoprotease im NS2 in
cis. Es handelt sich dabei um eine Membran-assoziierte Cystein-Protease, die Ahnlichkeit
zur NS2-3-Protease von HCV und GB-Viren aufweist (Lackner et al., 2004). Es gibt bisher
keine experimentellen Daten zur Proteinstruktur von NS2 und die verfigbaren
Informationen beruhen somit auf bioinformatischen Vorhersagen. Demnach ist die N-
terminale Halfte von NS2 sehr hydrophob und enthalt eine Transmembrandoméane mit bis
zu acht Membrandurchgangen. Dieser Bereich ist zudem essentiell fur die Funktion der
NS2 Protease, deren aktives Zentrum sich in der zweiten Héalfte des Proteins findet.
Insbesondere das Histidin an Position 1447 und das Cystein an Position 1512 sind von
Bedeutung fur die Aktivitdt der NS2 Protease und ein Austausch einer dieser Aminosauren
zu einem Alanin fuhrt zur kompletten Inaktivierung der Protease. In der C-terminalen
Héalfte des Proteins befindet sich zudem ein vermutlich Zn** koordinierendes Motiv
(Abbildung 3).

Nach Infektionen mit nzp BDV-Stammen oder nzp CSFV-Stammen koénnen in infizierten
Zellen im Verhaltnis zu NS2-3 nur geringe Mengen an NS3 nachgewiesen werden,
wahrend bei zp Stammen eine deutlich starkere NS3-Expression stattfindet (Becher et al.,
1994; Gallei et al., 2008; Thiel et al., 1991). In mit zp BVDV-Stammen infizierten Zellen
Uberwiegt in der Regel die Menge an NS3 gegenuber der des ungespaltenen NS2-3.
Lange Zeit ging man davon aus, dass von nzp BVDV-Stammen in infizierten Zellen nur

ungespaltenes NS2-3 exprimiert wird (Donis und Dubovi, 1987; Lindenbach und Rice,
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2001; Pocock et al., 1987) und kein freies NS3 auftritt. Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass auch in nzp BVDV-infizierten Zellen freies NS3 entsteht, allerdings nur zu
frihen Zeitpunkten nach der Infektion. Die NS2 Protease unterliegt einer zeitlichen
Regulation, die dazu fuhrt, dass in nzp BVDV-infizierten Zellen ab etwa 9 Stunden post
infectionem die NS2-3-Prozessierung unter die Nachweisgrenze féllt (Lackner et al.,
2004).

BVDV NS2 Jiv Insertionen
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Nichtstrukturproteins NS2
In der N-terminalen Halfte des Proteins wird eine Transmembrandoméane postuliert (TM). In der C-terminalen

Halfte befinden sich zwei mit dem zellularen Protein Jiv interagierende Bereiche (I+Il) und ein zn*
bindendes Motiv. In dieser Region finden sich auch die Insertionsstellen von Jiv-Sequenzen in manchen zp
Pestiviren (s.u.) und die katalytischen Aminoséduren H1447 und C1512. Die Nummerierung entspricht den
Aminosaurepositionen im Polyprotein des BVDV-1 Stammes SD-1.

Es ist bereits seit einigen Jahren bekannt, dass das Chaperon Jiv (J-domain-protein
interacting with viral protein) als zellularer Bindungspartner von NS2 die NS2-3-Spaltung in
nzp BVDV-infizierten Zellen induziert. Infolgedessen fiihrt die Jiv-Uberexpression zu einem
Wechsel des viralen Biotyps von nzp zu zp (Rinck et al., 2001). Es stellte sich heraus,
dass Jiv ein essentieller Kofaktor der NS2 Protease ist, den diese in stéchiometrischen
Mengen bendétigt (Lackner et al., 2005). Die Untersuchung der Interaktion zwischen NS2
und Jiv ergab zwei Jiv-Bindungsdomanen im NS2. Die NS2 Autoprotease kann in eine
Protease- (N-terminaler Teil des NS2) und eine Substratdoméane (C-terminaler Bereich)
zerlegt werden. Werden beide Fragmente zusammen mit Jiv90 exprimiert kommt es zur
Assemblierung einer aktiven NS2 Protease. Ohne Koexpression von Jiv90, bzw. nach
Mutation der NS2-3 Spaltstelle oder des aktiven Zentrums der NS2 Protease unterbleibt
die Prozessierung (Lackner et al., 2006). Im Fall einer nzp BVDV Infektion limitiert die
intrazellulare Jiv-Menge die Zahl der pro Zelle freigesetzten NS3 Molekile und damit die
Zahl der aktiven Replikationskomplexe. Das Jiv-Protein ist in der Zelle jedoch nur in sehr
geringen Mengen vorhanden. Der Verbrauch des zellularen Jiv-Pools durch die
irreversible Bindung an NS2 erklart somit zusammen mit ihrer Beschrankung auf cis-

Spaltung die zeitliche Regulation der NS2 Protease-Aktivitdt und damit das Umschalten
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von RNA-Replikation zu Virionmorphogenese (Lackner et al., 2005). Die Aktivitat der NS2
Protease reguliert also den Lebenszyklus des nzp Virus (Abbildung 4).

Frilhe Phase | Jiv /N

RNA-
M2 bt = Replikation

Spate Phase Virion-
NS2 NS3 == Morpho-

genese

Abbildung 4: Zeitliche Regulation der Virusreplikation durch die Jiv-abhéngige Aktivitat der NS2
Protease

In frihen Phasen der Infektion ist ausreichend zellularer Kofaktor Jiv vorhanden, um die Aktivitat der NS2
Protease und damit die NS2-3-Spaltung zu gewahrleisten. Somit steht freies NS3 fir RNA-
Replikationskomplexe zur Verfugung. Wird spéater der zelluldre Jiv-Pool aufgebraucht, so ist Uberwiegend
ungespaltenes NS2-3 vorhanden, welches =zur Bildung infektibser Virionen benétigt wird. Die
Herabregulierung der NS2-3-Spaltung fiuhrt also zu einem Wechsel von RNA-Replikation zu
Virionmorphogenese. Auf diese Weise reguliert die Aktivitat der NS2 Protease den Lebenszyklus des nzp
Virus.

In zp BVDV-infizierten Zellen ist die Abhangigkeit von Jiv und somit die zeitliche
Regulation aufgehoben, so dass hier stets NS3 freigesetzt wird. Dabei erreichen

verschiedene zp BVDV-Stamme diese Deregulation auf unterschiedliche Weise (s.u.).

Die Abhangigkeit von Jiv ist bedeutend flur die Fahigkeit des Virus zur Persistenz. Die
begrenzte Jiv-Menge innerhalb der Zelle ist die Grundlage fiir die Regulation und damit far
die Limitierung der viralen Replikation in nzp BVDV-infizierten Zellen. Die Begrenzung ist
notwendig fur die Erhaltung des nzp Biotyps, der wiederum die Voraussetzung fur die
Etablierung persistenter Infektionen darstellt. Dieser ungewdhnliche und bislang
einzigartige Mechanismus der Replikationssteuerung tUber die Abhangigkeit von einem nur
begrenzt zur Verflgung stehenden zellularen Kofaktor ist somit ein viraler
Kontrollmechanismus im Rahmen der Anpassung an den Wirt, der es den nzp BVD-Viren

ermdglicht, lebenslang im Wirtsorganismus zu persistieren (Lackner et al., 2004).

Ein Vergleich verschiedener Pestivirus-Spezies zeigt, dass das hydrophobe NS2 eines der
variabelsten pestiviralen Proteine darstellt, wahrend das hydrophile NS3 mit Gber 90 %
Identitat auf Aminosaure-Ebene eines der am starksten konservierten Proteine ist (Becher
et al., 1994; Meyers und Thiel, 1996). NS3 ist multifunktionell, es besitzt Serinprotease-,
NTPase- und Helikase-Aktivitat (Bazan und Fletterick, 1989; Gorbalenya et al., 1989a;
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Gorbalenya et al., 1989b; Grassmann et al., 1999; Gu et al., 2000; Tamura et al., 1993;
Tautz et al., 2000; Warrener und Collett, 1995; Wiskerchen und Collett, 1991). Die drei
katalytischen Aminoséuren der Chymotrypsin-ahnlichen Serinprotease befinden sich im N-
terminalen Bereich von NS3; die NTPase- und Helikase-Zentren befinden sich im
zentralen Teil des Proteins. Die Helikase wird wahrscheinlich fur die Entwindung der RNA-
Doppelstrdnge bei der Genomreplikation benétigt. Die NS3-Protease ist fur alle
Spaltungen des Polyproteins unterhalb von NS3 verantwortlich (Bazan und Fletterick,
1989; Gorbalenya et al., 1989a; Tautz et al., 1997; Wiskerchen und Collett, 1991; Xu et al.,
1997) und fuhrt somit zur Freisetzung von NS4A, NS4B, NS5A und NS5B (Collett et al.,
1988a; Collett et al., 1991; Meyers et al., 1992). Die Spaltung zwischen NS3 und NS4A
erfolgt ausschlieB3lich in cis, alle Ubrigen Prozessierungsschritte kénnen auch in trans

katalysiert werden.

NS4A wird als Kofaktor fir die Spaltungen zwischen NS4B/NS5A und NS5A/NS5B
bendtigt. Dazu interagiert es mit dem N-terminalen Bereich von NS3 (Tautz et al., 2000;
Xu et al., 1997). Fur HCV wurde gezeigt, dass NS4A zur Faltung von NS3 beitragt, das
Enzym in der Membran verankert und die Aktivitdit der NS3-Helikase moduliert
(Lindenbach et al., 2007). Daneben hat freies NS4A auch wichtige Funktion bei der
Virionmorphogenese (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007).

Die Proteine von NS3 bis NS5B bilden gemeinsam den viralen RNA-Replikationskomplex
(Behrens et al., 1998; Meyers et al., 1996; Tautz et al.,, 1994). Fur alle Proteine des
Replikationskomplexes wurden Mutationen beschrieben, die eine RNA-Replikation
verhindern kodnnen. Daraus kann geschlossen werden, dass alle funf Proteine zur
Replikation der viralen RNA bendétigt werden (Grassmann et al., 2001). Subgenomische
pestivirale RNAs, welche die authentischen 5- und 3"-Enden (NTRs) aufweisen und die
Proteine NS3 bis NS5B kodieren, sind in der Lage, autonom zu replizieren (Behrens et al.,
1998).

Das hydrophobe NS4B gehért zu den am wenigsten erforschten pestiviralen Proteinen.
Ausgehend von den strukturellen und biochemischen Gemeinsamkeiten mit HCV NS4B
(Welsch et al., 2007) lassen sich jedoch &hnliche Funktionen vermuten. Demnach kénnte
NS4B die Ausbildung von speziellen Membranstrukturen (,membranous web*) induzieren,
in welchen dann die RNA-Replikation des Virus stattfindet (Gosert et al., 2003; Moradpour
et al., 2004). Desweiteren kommt NS4B im Rahmen des Replikationskomplexes eine
wichtige Funktion fir die virale RNA-Replikation zu (Paredes und Blight, 2008).
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NS5A nimmt eine Sonderstellung ein, da es als einziges Mitglied des
Replikationskomplexes in trans komplementiert werden kann (Grassmann et al., 2001). Es
handelt sich um ein Zink-bindendes Phosphoprotein (Tellinghuisen et al., 2006), welches
Untersuchungen bei HCV zufolge in drei Domanen unterteilt werden kann, von welchen
die ersten beiden fur die Replikation der viralen RNA bendtigt werden, wahrend die
Domane Il eine entscheidende Rolle bei der Bildung infektioser Virionen hat
(Tellinghuisen et al., 2008). Demzufolge stellt NS5A einen zentralen Regulator der
Virusreplikation dar, wobei seine Aktivitdt durch wechselnde Phosphorylierung bestimmt

wird.

NS5B ist die RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp, RNA dependend RNA
polymerase) des Virus (Kao et al., 1999; Steffens et al., 1999; Zhong et al., 1998). Sie
katalysiert im Zusammenspiel mit den anderen Proteinen des Replikationskomplexes das
Umschreiben des Positivstrang-Genoms in Negativstrang-RNA, die wiederum als Matrize
fur die Synthese von neuen Virus-Genomen dient. Daneben wird auch fir NS5B eine Rolle
bei der Virionmorphogenese vermutet, da eine Insertion im C-terminalen Bereich des
Proteins die Produktion infektiéser Viren verhinderte, wahrend die RNA-Replikation davon

nicht betroffen war (Ansari et al., 2004).

3.4.5 Virionmorphogenese

Zur Bildung der Pestiviruspartikel werden nicht nur ihre eigentlichen Bestandteile bendétigt,
also die viralen Strukturproteine, sondern auch die Nichtstrukturproteine sind von
entscheidender Bedeutung fur die Koordination der Virionmorphogenese (Murray et al.,
2008). Besonders p7, NS2-3, NS4A, NS5A und NS5B scheinen fiir die Generierung
infektioser Virionen besondere Bedeutung zu besitzen (s.0.). Die Rolle des NS2-3 Proteins

bei der Virionmorphogenese soll in der vorliegenden Arbeit naher untersucht werden.

Die Virionen reifen hochstwahrscheinlich an intrazellularen Membranen und werden Uber
Exozytose nach aul3en abgegeben (Bielefeldt Ohmann, 1988a; Bielefeldt Ohmann, 1988b;
Bielefeldt Ohmann et al., 1987; Gray und Nettleton, 1987). Es wird vermutet, dass sich die
mit dem Core Protein assoziierten Virusgenome in ER-Membranbereiche ausstilpen, in
welche groRere Mengen E™®, E1 und E2 eingelagert sind. Es kommt zur Abschniirung von
Partikel-haltigen Vesikeln in das ER-Lumen, die von dort entlang des sekretorischen
Weges zum Golgi-Apparat transportiert werden und schlieBlich  mit der

Zytoplasmamembran fusionieren, wodurch die infektiésen Virionen freigesetzt werden.
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3.5 Grundlagen der Zytopathogenitat

Durch die Effizienz der Prozessierung von NS2-3 werden die Auswirkungen der
Virusinfektion auf die infizierte Zelle festgelegt. Schon seit langem ist bekannt, dass die
effiziente Bildung von freiem NS3 mit der Zytopathogenitat von Pestiviren korreliert (Collett
et al., 1988a; Corapi et al., 1988; Pocock et al., 1987; Purchio et al., 1984). Zytopathogene
BVDV-Stamme sind gekennzeichnet durch die Bildung von freiem NS3 in groRen Mengen
(Meyers und Thiel, 1996) und eine gesteigerte virale RNA-Synthese (Becher et al., 2001;
Mendez et al., 1998; Vassilev und Donis, 2000). NS3 kann durch NS2-3-Spaltung
entstehen, aber auch durch Translation von duplizierten NS3-kodierenden
Genomsequenzen und damit unabhangig von einer NS2-3-Spaltung (Meyers und Thiel,
1996). Wodurch genau die Zytopathogenitat ausgeldst wird, ist noch ungeklart. Als
Ursache kommt eine direkte toxische Wirkung von NS3 in Frage, aber auch die
gesteigerte Anhaufung viraler RNA in den infizierten Zellen, infolgedessen die Zellen die
Apoptose einleiten. Sicher ist, dass die viralen Proteine N°°, C, E™, E1, E2 und p7 fir die

Festlegung des viralen Biotyps nicht essentiell sind (Tautz et al., 1999).

Ausgehend von einem zp BVD-Virus konnte experimentell ein Virus generiert werden, das
keinen zytopathischen Effekt auslost, obwohl grol3e Mengen von freiem NS3
nachgewiesen werden kodnnen. Dieses Virus besitzt eine Punktmutation im NS4B, die
offensichtlich einen Wechsel zum nzp Biotyp erlaubt, obwohl alle anderen zp-typischen
Eigenschaften wie NS3-Freisetzung und hohe virale RNA-Syntheserate erhalten bleiben
(Qu et al., 2001). Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte sein, dass nicht NS3 allein,
sondern ein Proteinkomplex, der NS3 enthalt, die Zytopathogenitat verursacht. Die
Mutation im NS4B konnte diesen Komplex so verandern, dass er seine zytopathogenen
Eigenschaften verliert. Die NS3-Expression allein kann daher nicht fur den viralen Biotyp
verantwortlich sein, zumal in der Zellkultur isoliert exprimiertes NS2-3 ebenso toxisch wirkt
wie freies NS3 (N. Tautz, personliche Mitteilung). Auch wenn die genauen molekularen
Ursachen des offensichtlich komplexen Pha&nomens der Zytopathogenitdt noch nicht
vollstandig geklart sind, kann man dennoch festhalten, dass im Rahmen einer natirlichen
BVDV-Infektion eine gesteigerte virale RNA-Synthese und das Vorliegen grol3er Mengen
NS3 in der Zellkultur mit Zytopathogenitat und im PI-Tier mit dem Auftreten einer todlichen

Krankheit korrelieren.

Inzwischen wurden zahlreiche Viruspaare aus an MD gestorbenen Tieren isoliert und zum

Teil komplett sequenziert. Die in Verbindung mit dem zp Biotyp gefundenen
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Veranderungen im Genom dieser Viren beruhen meist auf RNA-Rekombinationen und
erscheinen in einer Vielzahl von Variationen. Die Folge ist jedoch immer die Bildung von
freiem NS3 in grol3er Menge (Kimmerer et al., 2000; Lindenbach und Rice, 2001; Meyers
und Thiel, 1996). Die Rekombinations-Ereignisse finden wahrscheinlich in gro3er Zahl und
zufallig statt; es treten aber nur solche Ereignisse in Erscheinung, die zur Zytopathogenitat

des Virus und damit zur Erkrankung des Tieres fuhren.

Da die effektive Generierung von freiem NS3 eine Voraussetzung fur die Zytopathogenitat
ist, die Rekombinationsereignisse aber rein zuféllig sind, kann man in MD-Tieren
verschiedenste Arten von Genomvarianten finden, die mit der effektiven Bildung von NS3
verbunden sind. Wie vielfaltig die Méglichkeiten dabei sind, soll im Folgenden anhand

einiger Beispiele gezeigt werden.

Allgemein lasst sich zwischen zp BVDV-Stammen mit integrierten zellularen Sequenzen
und zp BVDV-Stdmmen ohne integrierte zellulare Sequenzen unterscheiden (Meyers und
Thiel, 1996). Die bisher am haufigsten gefundenen zellularen Sequenzen sind Ubiquitin-
kodierende Sequenzen und Sequenzen, welche fur das Jiv-Protein (J-domain-protein
interacting with viral protein, ehemals cINS) kodieren. Wenn keine zellularen Sequenzen
beteiligt sind, bestehen die Veradnderungen im viralen Genom aus Deletionen,
Duplikationen oder Punktmutationen (Meyers und Thiel, 1996).

Durch den speziellen Aufbau des Polyproteins der verschiedenen zp Viren wird die

Freisetzung von NS3 auf verschiedenen Wegen erreicht:

e eine zelluldre Insertion direkt oberhalb von NS3 dient als zusatzliche

Proteasespaltstelle und bewirkt so die Freisetzung von NS3;

e Duplikationen oder Deletionen viraler Sequenzen platzieren die virale Protease NP
direkt oberhalb von NS3 und fiihren so zur Bildung von freiem NS3 (Rearrangement

im viralen Genom);

e durch Integration eines Teils des zellularen Proteins Jiv in das Polyprotein wird die
NS2-3-Spaltung und damit die Freisetzung von NS3 induziert (Aktivierung der NS2

Protease);

e kleine Insertionen oder Punktmutationen im NS2 fuhren zur effektiven Spaltung von
NS2-3 in NS2 und NS3 (Aktivierung der NS2 Protease).

3.5.1 Zytopathogene Pestiviren mit Insertionen zwischen NS2 und NS3
Haufig gefundene Insertionstypen sind Ubiquitin und Ubiquitin-&hnliche Sequenzen
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(Meyers und Thiel, 1996). Ubiquitin ist ein bei Eukaryonten hochkonserviertes, 76 AS
grol3es Protein, das zur Markierung von Proteinen im Zellstoffwechsel dient (Hershko und
Ciechanover, 1992). Es wird in der Zelle stets als N-terminaler Anteil von Fusionsproteinen
exprimiert (Finley et al., 1989; Finley et al., 1987; Redmann und Rechsteiner, 1989). Durch
die Katalyse Ubiquitin-C-terminaler Hydrolasen (UCH), welche den C-Terminus des
Ubiquitins generieren, werden die Ubiquitin-Monomere von den Fusionsproteinen
abgespalten (Baker et al., 1992; Jentsch, 1992; Jonnalagadda et al., 1989; Mayer und
Wilkinson, 1989; Rechsteiner, 1987).
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Abbildung 5: Zp BVD Viren mit Ubiquitin-Insertionen
Durch RNA-Rekombination entstehen im persistent infizierten Rind Viren mit Insertionen zellularer Ubiquitin-

kodierender Sequenzen oberhalb des NS3 Gens. Diese Insertionen fihren zur Prozessierung durch zellulare
UCH, so dass freies NS3 in groRen Mengen generiert wird und die Viren zytopathogen sind. Das im Stamm
Osloss insertierte Ub-Monomer (*) enthalt im Vergleich zum bovinen Ub zwei (laut verdéffentlichter Osloss-
Sequenz), bzw. einen Aminosdureaustausch (gemaR Sequenzdaten des in dieser Arbeit verwendeten
Osloss-Stammes).

Die Ubiquitin-Insertion im viralen Polyprotein stellt also ein zuséatzliches
Prozessierungssignal dar, welches von zelleigenen Proteasen erkannt wird (Tautz et al.,
1993). Die Ubiquitin-Insertionen in den Genomen von zp Pestiviren umfassen jeweils
mindestens ein Ubiquitin-Monomer und befinden sich immer direkt oberhalb der NS3-
kodierenden Region. Im zp BVDV-Stamm Osloss wurde zum ersten Mal eine Ubiquitin-
Insertion beschrieben (de Moerlooze et al., 1993; Meyers et al., 1989b; Renard et al.,
1987). Die Insertion von 228 Basen Ubiquitin-kodierender Sequenz im Virusgenom flhrt
dazu, dass im Polyprotein des Virus zwischen AS 1589 und 1590 ein einzelnes Ubiquitin-
Monomer eingebaut ist, das im Vergleich zum zellularen Ubiquitin zwei AS-Austausche
tragt (Meyers et al., 1989b): Threonin an Position 55 und Glycin an Position 76 jeweils zu
Serin. Im Unterschied zur veroffentlichen Osloss-Sequenz (Renard et al., 1987; de
Moerlooze et al., 1993) tragt das in dieser Arbeit verwendete Osloss-Virus jedoch nur
einen dieser Austausche (Ub G76-S). Durch die Ub-Insertion kommt es im Polyprotein zu
einer Prozessierung durch die UCH. Die Generierung des C-Terminus von Ubiquitin fuhrt

gleichzeitig zur Entstehung des N-Terminus von NS3 und damit zu dessen Freisetzung,
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wahrend das Ubiquitin-Monomer als C-terminale Fusion am NS2 verbleibt. Somit sollte der
Stamm Osloss kein ungespaltenes NS2-3 besitzen. Da dieses jedoch essentiell fur die
Entstehung infektioser Viren ist (Agapov et al., 2004), stellt sich die Frage, wie dieses
Virus dennoch in der Lage ist zu replizieren. Der Stamm CP14 enthalt an der gleichen
Stelle wie Osloss eine Insertion von Ubiquitin-Sequenzen, die fur zwei komplette und ein
unvollstandiges Ub-Monomer kodieren. Dadurch erfolgt eine vollstandige Prozessierung
von NS2-3 und das Virus ist fur die Verpackung von einem Helfervirus abhangig, das NS2-
3 in trans bereitstellt (N. Tautz, personliche Mitteilung). In der vorliegenden Arbeit soll die

Frage der Virionmorphogenese des Stammes Osloss weiter untersucht werden.
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Abbildung 6: Prozessierung der NS2-3 Region der Stamme Osloss und CP1

Weil3e Dreiecke symbolisieren Spaltung durch die zelluldre Signalase, schwarze Dreiecke Spaltstellen der
NS3-Protease und Pfeile kennzeichnen Prozessierung durch UCH. Die Nummerierung entspricht den
Aminosaurepositionen im Polyprotein des BVDV-1 Stammes SD-1. NS2-3 des Stammes Osloss wird durch
zellulare UCH gespalten und somit freies NS3 generiert. Vermutlich steht Osloss daher kein ungespaltenes
NS2-3 zur Verfiigung. Durch Duplikationen im Genom von CP-1 entsteht bei diesem Stamm sowohl freies
NS3 als auch ungespaltenes NS2-3.

Ubiquitin-Insertionen konnen auch in Verbindung mit Duplikationen viraler Sequenzen
auftreten, wie beim BVDV-Stamm CP1 (Meyers et al., 1991b). Das Genom des CP1
entspricht bis in den NS4B-kodierenden Bereich dem eines nzp Pestivirus. Der fir NS4B
kodierende Sequenzabschnitt ist verkirzt (NS4B*) und ihm folgt eine Ubiquitin-kodierende
Sequenz, die sich aus einem verkirzten und einem vollstdndigen Ubiquitin-Monomer
zusammensetzt. Auf dieses Polyubiquitin-Genfragment folgt das Codon fur den N-
Terminus von NS3 (AS 1590) und die daran anschlieBende pestivirale Sequenz bis zum
Ende von NS5B. Im Stamm CP1 sind also NS3, NS4A und Teile von NS4B doppelt
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vorhanden. Die Gesamtlange des Genoms steigt dadurch auf etwa 15 kb. Im Polyprotein
von CP1 wird ebenso wie beim Stamm Osloss durch Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen der
N-Terminus von NS3 generiert. Zusatzlich entsteht jedoch aus der NS2-3-kodierenden
Region des vorderen Abschnitts des Genoms ungespaltenes NS2-3, so dass CP1 nicht

auf ein Helfervirus angewiesen ist.

Kombiniert mit der Duplikation viraler Sequenzen wurden in weiteren Stammen auch
andere zellulare Insertionen direkt oberhalb von NS3 gefunden. Die entsprechenden
Proteine haben als gemeinsame Eigenschaft, dass sie im viralen Polyprotein ein
Prozessierungssignal fur zellulare Proteasen darstellen, tber die der N-Terminus von NS3
generiert wird. Beispiele fur solche Sequenzen sind SMT3B (Qi et al., 1998) und NEDD8
(Baroth et al., 2000) sowie Fragmente des Mikrotubuli-assoziierten Proteins LC-3 (Meyers
et al., 1998), des GABA(A)-RAP und GATE-16 (Becher et al., 2002). SMT3B und NEDD8
haben in der Zelle ahnliche Funktionen wie Ubiquitin (Hochstrasser, 2000; Jentsch und
Pyrowolakis, 2000; Yeh et al., 2000); fur NEDD8 wurde sogar eine Spaltung durch
Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen nachgewiesen (Wada et al., 1998). Die anderen

zellularen Proteine weisen eine Ub-ahnliche Faltung auf.

3.5.2 Zytopathogene Pestiviren mit Duplikationen oder Deletionen
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Abbildung 7: Zp BVD Viren mit Duplikationen oder Deletionen im Genom

In den dargestellten Beispielen kommt es durch Rearrangements im viralen Genom zur Freisetzung von
NS3 durch die Spaltungsaktivitat der viralen Autoprotease NP°. CP9 kann durch eine Deletion der
Strukturproteine selbstandig keine Viren produzieren, ist aber fahig zur RNA-Replikation, da die virale
Replikase (NS3-NS5B) vollstandig vorhanden ist.

Duplikationen im viralen Genom koénnen auch ohne Insertion zellularer Sequenzen zur
Freisetzung von NS3 und damit zur Zytopathogenitat fuhren. Der Mechanismus der NS3-
Generierung ist bei den im Folgenden beschriebenen Stammen &hnlich wie im Falle der
bereits beschriebenen Ubiquitin-Insertionen, nur erfolgt die Spaltung durch die virale
Autoprotease NP anstatt durch zellulare Proteasen. In beiden Fallen folgt jedoch auf die

insertierte Sequenz direkt der Anfang von NS3.

Der BVDV-Stamm Pe515CP besitzt zum Beispiel eine komplexe doppelte Duplikation
(Meyers et al., 1992). Dabei liegen sowohl der Bereich NS3-4B* als auch die AS 15 bis
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168 von NP dupliziert vor. Die duplizierte NP°*-Sequenz (NP°*) endet mit der letzten AS
von NP, direkt gefolgt von NS3 (AS 1590). Indem NP * sich autokatalytisch abspaltet,
generiert es den N-Terminus von NS3 (Meyers et al., 1992). Andere zp BVDV-Stamme,
wie CP4 oder CP6, zeigen einen dem Pe515CP sehr &hnlichen Aufbau. Alle derartigen
Stamme haben einen direkten Ubergang von der letzten AS der NP*-Sequenz zum
Anfang der NS3-Sequenz, so dass auch hier der korrekte N-Terminus von NS3 generiert

werden kann.

Auch Deletionen im pestiviralen Genom konnen zur Generierung von NS3 und damit zur
Zytopathogenitat fuhren. Die Deletionen fuhren allerdings dazu, dass die entsprechenden
Viren abhangig von einem Helfervirus werden, das die fehlenden Proteine in trans
bereitstellt. Solche helferabhéangigen Viren werden ,Defekte Interferierende Partikel”, oder
kurz ,DI* genannt (Roux et al., 1991), wenn sie nicht nur auf ein Helfervirus angewiesen
und damit defekt sind, sondern auch die Replikation des Helfervirus negativ, d.h.

interferierend, beeinflussen.

Die Deletion von BVDV CP9 umfasst den gesamten Bereich der Strukturproteine, sowie
p7 und NS2 (Tautz et al., 1994). Dadurch folgt auf das letzte Codon der Autoprotease NP
das erste Codon von NS3, und so wird der N-Terminus von NS3 durch die
autokatalytische Abspaltung von NP generiert (Tautz et al., 1994). Die Ausbreitung dieses
Dl ist abhangig vom Helfervirus, da NS2-3, p7 und alle Strukturproteine nicht vom eigenen
Genom kodiert werden. Die Replikation der RNA erfolgt allerdings Helfervirus-unabhéngig
(Behrens et al., 1998). Das bedeutet, dass die Nichtstrukturproteine N*°, NS2, NS2-3 und

p7 zur Replikation viraler RNA nicht bendtigt werden.

3.5.3 Zytopathogene Pestiviren mit Mutationen im NS2

Der zp BVDV-Stamm Oregon besitzt weder Insertionen noch Deletionen, aber im
Vergleich mit nzp Stammen mehrere AS-Austausche innerhalb von NS2, die fur eine
partielle Spaltung von NS2-3 verantwortlich sind (Kimmerer et al., 1998). Der wichtigste
AS-Austausch scheint dabei derjenige an Position 1555 zu sein, denn eine Rickmutation
an dieser Stelle fuhrt zum Verlust der Zytopathogenitat (Kimmerer und Meyers, 2000).
Wie es beim Stamm Oregon ohne Insertion oder Deletion zur Prozessierung von NS2-3
kommt, ist bisher ungeklart. Es kann aber als sehr wahrscheinlich angesehen werden,

dass die Punktmutationen die NS2 Autoprotease aktivieren.

Die Hypothese der Aktivierung der NS2 Autoprotease durch eine Konformationsanderung
wurde bereits fur BVDV CP7 aufgestellt (Tautz et al., 1996). Dieser zp Stamm tragt eine
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27 Basen lange Insertion etwa in der Mitte des NS2-kodierenden Bereiches. Es handelt
sich dabei um die Duplikation einer viralen Sequenz, die etwa 300 Basen unterhalb ihres
Ursprungsbereiches in einem anderen Leserahmen eingebaut wurde. Es konnte gezeigt
werden, dass diese 9 AS-Insertion im NS2 nicht nur essentiell fir die NS2-3-Spaltung bei
CP7, sondern auch ausreichend fir eine NS2-3-Spaltung auf der Basis eines nzp Virus ist.
Die NS3-Serinprotease ist an dieser Prozessierung nachweislich nicht beteiligt (Tautz et
al.,, 1996). Die gleichen Ergebnisse erhielt man auch bei der Untersuchung mehrerer
BVDV-Isolate aus Ungarn (Bélint et al., 2005). Diese Viren hatten an der selben Stelle, an
der auch die Insertion des Stammes CP7 liegt, eine 15 AS grof3e Duplikation aus dem
Bereich der Spaltstelle zwischen NS4B und NS5A.

3.5.4 Zytopathogene Pestiviren mit Jiv-Insertionen
Jivao
NADL — | NsAT mss T1 1 | -

c*
ksse-1cp —| [ [
Jiv

Abbildung 8: Zp BVD Viren mit Jiv-Insertionen

Indem sie durch RNA-Rekombination Sequenzen der zellularen Jiv-mRNA in ihr Genom integrieren, werden
manche BVD Viren unabhéngig vom limitierten Jiv-Pool und spalten NS2-3 permanent. Die NS2 Protease
kann dabei sowohl in cis durch eine Jiv-Insertion im NS2 (z.B. NADL) als auch in trans durch eine Jiv-
Insertion in einem anderen Genombereich (z.B. KS86-1cp) aktiviert werden.

Npro*

| Ns23 [[ [ | n

In den Genomen einiger zp Pestiviren wurden RNA-Abschnitte einer zellularen mRNA
gefunden, die fir das Protein Jiv (J-domain-protein interacting with viral protein) kodiert.
Jiv-Insertionen, die man friher als cINS (cellular insertion) bezeichnete (Meyers et al.,
1991a; Rinck et al.,, 2001), wurden in vielen zp BVDV- und zp BDV-Stammen
nachgewiesen (Becher et al., 1996; Meyers und Thiel, 1996; Ridpath und Neill, 2000;
Vilcek et al., 2000).

Im Gegensatz zu allen anderen bisher gefundenen zellularen Insertionen befinden sich die
Jiv-Insertionen nicht direkt oberhalb von NS3. In den meisten Fallen liegt die Jiv-Insertion
innerhalb des NS2 an verschiedenen Positionen zwischen AS 1529 (BVDV 5912c;
Ridpath und Neill, 2000) und AS 1543 (BVDV 6082c, GenBank AF28180; abweichende
Angaben in: Ridpath und Neill, 2000) (siehe Abbildung 9). Die Insertion liegt damit
unterhalb einer putativen Zink-bindenden Struktur des NS2 (de Moerlooze et al., 1990)
und 47 bis 61 AS oberhalb des konservierten C-Terminus von NS2 im Bereich der zweiten
Jiv-Bindedomane (Tautz und Thiel, 2003).
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Abbildung 9: NS2 von zp Pestiviren mit Jiv-Insertionen
Mittlerweile wurden viele zp Pestiviren mit Insertionen von Jiv-Sequenzen im Nichtstrukturprotein NS2

isoliert. Die Insertionen variieren dabei leicht in ihrer Grof3e und in ihrer Position. Fir Jiv kodierende
Sequenzen grau unterlegt; Nummerierung gemaf AS-Positionen im Polyprotein von BVDV-1 Stamm SD-1

Die Insertionen sind in ihrer Gro3e sehr variabel. Bei zp BVDV NADL (Collett et al.,
1988b), dem Prototyp eines BVDV-Stammes mit Jiv-Insertion, werden nur 90 AS kodiert.
Dies ist die kirzeste bisher gefundene Jiv-Insertion. Bei diesem Stamm wurde gezeigt,
dass die 90 AS-Insertion notwendig und hinreichend fur NS2-3-Spaltung und
Zytopathogenitat ist (Mendez et al., 1998; Vassilev et al., 1997). Diese 90 AS sind auch
fast immer in den gréReren Jiv-Insertionen anderer zp Pestiviren enthalten. Es handelt

sich um ein Minimalfragment, welches daher auch als Jiv90 bezeichnet wird (Rinck et al.,
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2001). Nur bei BVDV 869 (Vilcek et al., 2000) fehlt die erste Aminosaure, bei BVDV ND
8799c (Ridpath und Neill, 2000) fehlen die zwei letzten Aminosauren von Jiv90. Der
Stamm BVDV C86 tragt die mit 177 AS grolite Jiv-Insertion im NS2 (Meyers, personliche
Mitteilung). Meist umfassen die Insertionen ausschlie3lich Jiv-Sequenzen; bei 5 bisher
untersuchten Pestivirus-Stammen grenzen an die Jiv-Sequenz N-terminal (BVDV 5569,
OkSt 94-050-297¢/6082c) oder C-terminal (BVDV 5.19516, ND 8799c) maximal 29 AS
lange Sequenzen unbekannter Herkunft.

Bisher wurden finf BVDV-Stamme identifiziert, bei denen die Jiv-Sequenzen nicht im
Bereich des NS2 zu finden sind. Die zp BVDV-Stamme KS86-1cp, Nose (Nagai et al.,
2003), CP8 (Mdller et al., 2003), 799cp und 839cp (Kameyama et al., 2006) besitzen Jiv-
Insertionen in der Region der Strukturproteine und kénnen dadurch die NS2-3-Spaltung in
trans aktivieren. Kirzlich konnte diese trans-Aktivierung der NS2 Protease durch Einfigen
der CP8-Insertion in den CSFV-Stamm Alfort-p447 auch bei Schweinepestviren
nachgewiesen werden. Der Biotyp dieses Virus anderte sich dadurch von nzp zu zp und

das Virus war im Wirt attenuiert (Gallei et al., 2008).

3.6 Das Jiv-Protein

Das fur Jiv kodierende Gen befindet sich auf Chromosom 5 des Rindes. Jiv ist das bovine
Ortholog des Proteins DnaJC14 (DnaJ [Hsp40] homolog, subfamily C, member 14) und
wird demzufolge der Familie der J-Domanen-Proteine zugerechnet. Diese sind eine
Gruppe von zellularen Chaperonen, die durch das Vorhandensein einer 70 AS gro3en J-
Domane gekennzeichnet sind. Die bekanntesten Vertreter dieser Familie sind das DnaJ-
Protein aus E. coli und das eukaryontische Hsp40 (Agashe und Hartl, 2000; Cheetham
und Caplan, 1998; Kelley, 1998). Diese J-Domanen-Proteine haben die Fahigkeit, mit dem
Hitzeschockprotein Hsp70 zu interagieren und die Aktivitdit dieses Chaperons zu
regulieren. Sie vermitteln Uber ihre J-Domé&ne die Hsp70-Substrat-Interaktion, indem sie
zunéchst selbst an die Substrate binden und diese dann an Hsp70 weiterreichen. Damit
spielen die J-Doménen-Proteine eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Proteinfaltungsprozessen. Die Faltungsaktivitdt von Hsp70 wird massiv stimuliert, wenn
das Substrat und ein J-Domé&nen-Protein an das Chaperon gebunden sind (Kelley, 1998).
Das Eingehen und das Vermitteln von Protein-Protein-Interaktionen ist also eine typische

Eigenschaft von J-Doméanen-Proteinen.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des zelluldren Proteins Jiv
Im TM bezeichneten Bereich wird eine Transmembrandomane mit zwei Membrandurchgangen

vorhergesagt. Die J-Domane (J) befindet sich N-terminal des mit pestiviralem NS2 interagierenden Jiv90.
Letzteres beinhaltet zwei Cystein-Motive eines putativen Zn2+-Fingers. Die Nummerierung entspricht den
AS-Positionen.

Es gibt bei vielen Tierarten und beim Menschen eine Vielzahl von J-Doménen-Proteinen.
Bei allen wurde durch bioinformatische Analysen neben der J-Domane noch mindestens
eine Transmembrandomane und ein Motiv fir die Bindung eines Zink-lons identifiziert.
Von J-Domaénen-Proteinen der Unterfamilie A ist bekannt, dass sie haufig zwei Zink-lonen

binden.

Das Jiv-Ortholog des Menschen wird auch als HDJ3 (humanes DnaJ3) bezeichnet. Das
entsprechende Gen befindet sich auf Chromosom 12 und besteht aus sieben Exons (Chen
et al., 2003). Daneben wird es auch als LYST(Lysosomal Trafficking Regulator)-Interacting
Protein 6, kurz LIP6, beschrieben (Tchernev et al., 2002).

Das orthologe Protein der Ratte ist am Export von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (G-
protein coupled receptors, GPCRs), wie dem Dopamin D1-Rezeptor, vom ER an die
Zelloberflache beteiligt (Bermak et al., 2001). Es wird daher auch als DRiP78 (dopamine-
receptor interacting protein 78) bezeichnet. Diese Funktion wird durch eine Protein-
Protein-Interaktion Uber eine Proteindoméne, welche Jiv90 umfasst, mit einem bei vielen
GPCRs konservierten polyaromatischen Motiv vermittelt. Es wurde auch ein Einfluss von
DRIiP78 auf die Expression des Typ 1 Angiotensin Il Rezeptors (AT;) an der Zelloberflache
beschrieben (Leclerc et al.,, 2002). Seine genaue Rolle beim Export der Rezeptoren ist
jedoch noch unklar. Neuere Untersuchungen schreiben DRiP78 eine Rolle als Chaperon
bei der Assemblierung von G Proteinen zu (Dupré et al., 2007). Dabei wurden spezifische
Interaktionen mit der Gy Untereinheit und mit PhLP (Phosducin-Like Protein), welches
selbst als Chaperon beim Zusammensetzen von G und Gy Untereinheit fungiert,

nachgewiesen.

Uber die Funktion von Jiv in der Zelle ist noch wenig bekannt. In natiurlichen Wirtszellen,
wie z.B. in MDBK-Zellen, werden unter normalen Bedingungen nur sehr geringe Mengen
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des Jiv-Proteins exprimiert. Die exprimierten Mengen sind so gering, dass ein direkter
Proteinnachweis bislang nicht gelungen ist; die Jiv-mRNA ist jedoch stets nachweisbar.
Aus der Gesamt-RNA aus MDBK-Zellen gelang der Nachweis von zwei Jiv-kodierenden
MRNAs. Die beiden mRNAs wurden als cDNAs kloniert und sequenziert. Sie
unterscheiden sich nur in der Lange der 3'NTR und entstehen offensichtlich durch die
Nutzung zweier unterschiedlicher Polyadenylierungssignale. Die Leserahmen der beiden
MRNA-Spezies sind gleich und kodieren beim Rind fur ein Protein von 699 AS (Rinck et
al., 2001). Auffallig ist der phylogenetisch konservierte upstream Open Reading Frame
(ORF, offene Leserahmen) bei Jiv zu RNAs verschiedener Spezies, der auf eine

posttranskriptionelle Translationskontrolle hinweist.

Der Jiv90-Bereich des bovinen Jiv-Proteins (AS 533-622) ist fur die stabile Interaktion mit
dem NS2 von Pestiviren verantwortlich. Durch Co-Immunpréazipitationsstudien konnte das
mit NS2 interagierende Jiv-Peptid auf 20 Aminosauren (AS 574-593) eingegrenzt werden.
Dieses Peptid bindet an beide Jiv Bindungsstellen im NS2. Jiv, bzw. sein Fragment JivoO0,
kann sowohl in cis, d.h. im Kontext von NS2-3, als auch in trans die NS2-3-Spaltung
induzieren und stellt einen essentiellen Kofaktor der NS2 Protease dar, den diese in
stochiometrischen Mengen ben6tigt. Zur Induktion der NS2-3 Spaltung gentigt bereits ein
75 AS groRRer Teil von Jivo0 (AS 544-618), jedoch fuhrt nur das vollstandige Jivo0 zur
maximalen Spaltungseffizienz. Eine Mutagenesestudie, in welcher Aminosauren im Jivo0
durch Alanin ersetzt wurden, zeigte, dass nur eine Aminosaure essentiell fur die
Spaltungsinduktion ist. Wird das Tryptophan an AS-Position 572, bzw. Position 39 im
Jivo0, durch Alanin substituiert (W39-A), so erfolgt keine Induktion der NS2-3-Spaltung
(Lackner et al., 2005).

Im Fall einer nzp BVDV-Infektion limitiert die intrazellulare Jiv-Menge die Zahl der pro Zelle
freigesetzten NS3 Molekile und damit die Zahl der aktiven Replikationskomplexe. Der
Verbrauch des zellularen Jiv-Pools erklart somit die zeitliche Regulation der Aktivitat der
NS2 Protease und das Umschalten von RNA-Replikation zu Virionmorphogenese
(Lackner et al., 2005; Lackner et al., 2006; Rinck et al., 2001). Erhéht man die Menge des
intrazellularen Jiv-Proteins massiv, etwa durch Jiv-Uberexpression in MDBK Zellen, greift
der Regulationsmechanismus in Form einer Limitierung der viralen Replikation durch den
Verbrauch des zellularen Kofaktors Jiv nicht mehr. In diesen Zellen kommt es im Verlauf
einer nzp BVDV-Infektion nicht zum Einbruch der viralen RNA-Replikation. Die Replikation

erfolgt Uber den gesamten Zeitraum der Infektion auf einem hohen Niveau, wie dies auch
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in zp BVDV-infizierten Zellen der Fall ist. Es kommt zur Ausbildung eines ZPE, auf
Proteinebene lasst sich tUber den gesamten Zeitraum der Infektion eine effiziente NS2-3-
Spaltung nachweisen, und in den Zellen akkumulieren grof3e Mengen viraler RNA. Eine
Erh6hung des intrazellularen Jiv-Spiegels interferiert also mit der Regulation der NS2-3-
Spaltung in nzp BVDV-infizierten Zellen mit der Folge, dass nzp BVDV in diesen Zellen
zytopathogen wird und wie zp BVDV repliziert (Rinck et al., 2001). Entsprechend sind die
Vorgange wahrend einer nzp BVDV-Infektion in Zellen mit einem durch RNA-Interferenz
reduzierten Jiv-Spiegel (Jiv-,knockdown®-Zellen). In diesen Zellen sinkt die Aktivitat der
NS2 Protease und damit die Freisetzung von NS3 bereits 2 Stunden friher als in den
Vergleichszellen auf ein nicht mehr nachweisbares Niveau ab. Zudem findet man in Jiv-
.knockdown*“-Zellen* im Vergleich zu den Ausgangszellen nach Infektion mit nzp BVDV
eine um 90 % reduzierte Menge viraler RNA und einen um 1,5 logio-Stufen reduzierten
Virustiter. Dies entspricht einer Reduktion der Menge freigesetzter Virionen um etwa 97 %.
Die vorhandene Jiv-Menge limitiert also offensichtlich die virale RNA-Replikation und die

Virusproduktion der infizierten Zelle (Lackner et al., 2005).

Die Tatsache, dass ein zellulares Protein in trans die virale Polyproteinprozessierung
beeinflusst und gleichzeitig den Biotyp des Virus verandert, ist aul3erst ungewdhnlich. Wie
dieser Prozess auf molekularer Ebene ablauft, ist noch nicht im Detail geklart. Fest steht,
dass Jivo0 mit zwei Bindungsdomanen in NS2 interagiert und so Protease- und

Substratdoméne zu einer aktiven NS2 Protease assemblieren kann (Lackner et al., 2006).

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Replikation zumindest mancher nzp BD-
Virusstamme von Jiv abhangig ist.

3.7 Zielsetzung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich in erster Linie mit den pestiviralen Proteinen NS2-3

und NS2 und dem mit ihnen interagierenden zellularen Protein Jiv.

Gemal unserer Arbeiten ist die Regulation der viralen NS2 Autoprotease durch den
zellularen Kofaktor Jiv fur den Lebenszyklus und die Fahigkeit des BVDV persistierende
Infektionen zu etablieren von entscheidender Bedeutung. Dieser ausgefeilte
Regulationsmechanismus unter Einbeziehung viraler und zellularer Faktoren sollte nun auf
biochemischer sowie struktureller Ebene untersucht werden. Dazu muissen zuerst die
beteiligten Proteine Jiv und NS2 in gréReren Mengen und in gereinigter Form gewonnen
werden. Nachfolgend kdnnen diese zur Produktion von Antikdrpern und zur Untersuchung

ihrer Struktur genutzt werden.
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Parallel dazu sollte die Funktion des ungespaltenen NS2-3 fur die Virionmorphogenese
untersucht werden. Als Modellvirus wurde der BVDV-1 zp Stamm Osloss verwendet, der
eine Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3 besitzt und daher kein ungespaltenes
NS2-3 zur Verfugung haben sollte. Um herauszufinden wie dieses Virus dennoch fahig ist
zu replizieren, sollte mittels reverser Genetik eine lebensfahige Virus-Chimére erzeugt und
analysiert werden, deren Genom aus Sequenzen des Osloss-Stammes und eines nzp

Virus besteht.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

1 kb-DNA-Leiter

Invitrogen, Karlsruhe

Acrylamid:N,N’-Methylen-bisacrylamid 29:1; 40% (w/v)

AppliChem, Darmstadt

Agarose ultraPURE™

Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Invitrogen, Karlsruhe

Ampicillin

Roth, Karlsruhe

Biotin (B-4639)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bromphenolblau

BioRad, Miinchen

Bovines Serum-Albumin (BSA)

NEB, Schwalbach

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe

Chloroform Roth, Karlsruhe
Coomassie Brilliantblau R 250 Merck, Darmstadt
DMEM-Pulver Invitrogen, Karlsruhe
DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth, Karlsruhe
dNTPs Roche, Mannheim

DTT (Dithiothreitol)

Serva, Heidelberg

EDTA (Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraacetat)

Merck, Darmstadt

Essigsaure

Roth, Karlsruhe

Ethanol

Fluka, Schweiz

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

F-10 Nut. Mix. Medium Supplement

Invitrogen, Karlsruhe

F-12 Nut. Mix. Medium Supplement

Invitrogen, Karlsruhe

FCS PAA, Osterreich
Freund'sches Adjuvans, incomplete Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glycerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glycin Fluka, Schweiz

Harnstoff Roth, Karlsruhe

HAT Medium Supplement 50x, Hybri-Max

Invitrogen, Karlsruhe

HT Medium Supplement 50x, Hybri-Max

Invitrogen, Karlsruhe

Hypoxanthin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid)

ICN, Eschwege

Isopropanol Roth, Karlsruhe
Kanamycin Roth, Karlsruhe
L-Arginin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Low Melting Agarose (LMA)

Gibco-BRL

Magermilchpulver

Fluka, Schweiz

Methanol

Fluka, Schweiz

Natriumnitrat

Merck, Darmstadt

N-octyl-B-D-glucopyranosid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

NP-40 (Nonidet P 40, Nonylphenyl-polyethylenglycol)

Fluka, Schweiz
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NZCYM

Roth, Karlsruhe

Oligonukleotide

Operon, Koln

OPI Medium Supplement Hybri-Max

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Orange-G Fluka, Schweiz
Paraformaldehyd Fluka, Schweiz
Penicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Phenolrot Fluka, Schweiz

Proteinmarker, prestained

NEB, Schwalbach; MBI
Fermentas, St. Leon-Rot

Protino® Ni-TED Resin

Macherey-Nagel, Diren

Roti-Blot® A und Roti-Blot® K Western Blot Puffer

Roth, Karlsruhe

Roti-Phenol®

Roth, Karlsruhe

SDS

ICN, Eschwege

SequaGel® XR Monomer Solution und SequaGel® Complete
Buffer (fur Sequenzgele)

National diagnostics, USA

Streptomycin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Superfect Transfektions-Reagenz

Qiagen, Hilden

TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) AppliChem, Darmstadt
Tricin ICN, Eschwege

Tris Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Fluka, Schweiz
Trypanblau Serva, Heidelberg

Turk's Farbeldsung Merck, Darmstadt

Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Wasser, doppelt destilliert

Roth, Karlsruhe

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p-D-Galactopyranosid)

ICN, Eschwege

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Die hier nicht alle im Einzelnen aufgelisteten Standard-Chemikalien wurden von den
Firmen Fluka (Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder

Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.
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4.1.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Dialyse-Schlauche

Pierce; Biomol

Elektroporationskivetten (2 mm Spaltbreite) Sigma-Aldrich
Filterpapier Whatman
GewebekulturgefalRe Falcon
Handschuhe rotiprotect® LATEX und rotiprotect® NITRIL Roth

HiTrap™ IMAC FF, 1 ml, affinity columns

GE Healthcare

HiTrap™ Protein G HP, 1 ml, affinity columns

GE Healthcare

Kanulen Braun
Kryoréhrchen Nalgene
Macrosep Omega Centrifugal Filter Devices, 3K und 10K Pall
Mikrotiterplatten Nunc
Nitrozellulose-Blotting-Membran BioTrace NT™ Pall
Pipettenspitzen Biozym
Pipettenspitzen, gestopft Nerbe plus
Plastikspritzen Braun

Protino® Columns (14 ml)

Macherey-Nagel

Protino® Ni-TED 2000 packed columns

Macherey-Nagel

QIlAshredder™ Homogenisatorsaulchen Qiagen
Reaktionsgefal3e (1,5 und 2 ml) Eppendorf; Sarstedt
Reaktionsgefal3e fur PCR-Anwendungen Biozym
Rontgenfilme Biomax™ Kodak

Sterilfilter Minisart™ (0,29 und 0,45 um) Sartorius
TSP-Platten (Transferable Surface Plate) Nunc

4.1.3 Verwendete Gerate

Absaugeinrichtung

Werkstatt des MZI, JLU GielRen; KNF

AKTA purifier (FPLC)

Amersham Pharmacia Biotech

Brutschranke fir Bakterienkulturen

GFL; Bachofer

Brutschranke mit CO,-Begasung

Forma Scientific; Labotect

Digitalkamera FView® und AxioCam

Soft Imaging System (SIS); Zeiss

DNA-Sequenzierer: LI-COR 4000 L

Licor

Elektroporationsapparatur: GenePulserll BioRad
ELISA-Reader: Spectra Il SLT
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer Brand
Fluorometer: Qubit Invitrogen

Fuoreszenz-Mikroskope

Zeiss (Axiovert 35; Axio Observer Z.1)

Gel-Dokumentationssystem

MWG

Gelelektrophoresekammern fir Agarosegele
(DNA und RNA)

Werkstatt des MZI, JLU Giel3en

Glaswaren Schott

Heizblbcke Eppendorf; Werkstatt des MZI, JLU Giel3en
Kryobox Nalgene

Kihl- und Gefrierschranke Liebherr

Lichtmikroskope Will; Zeiss

Magnetruhrer

IKA; Colora Messtechnik
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Minishaker: Vibrax VXR IKA

Nass-Blot-Apparatur Werkstatt des MZI, JLU GielR3en
Neubauer-Zahlkammer Assistent

pH-Meter Knick

Photometer: GeneQuant Il Pharmacia Biotech

Pipetten: pipetman Gilson

Pipetten, Mehrkanal Biohit

Pipettierhilfe PipetBoy Acu

Integra Biosciences

Proteingelelektrophoresekammern

Hoefer; Werkstatt des MZI, JLU GielRen

Pumpe, peristaltisch LKB Bromma
Reinstwasseranlage: Purelab UF Plus USF
Roéntgenfilmentwicklungsmaschine: Curix 60 Agfa

Schuttler Janken und Kunkel; GFL
Semi-Nass-Blot-Apparatur (Semi-dry) BioRad

Sonicator: Labsonic Braun
Spannungsquellen Biometra

Sterilbank

Kendro; Thermo Scientific

Thermocycler

Techne; Finnzymes

Thermostatschrank: Lovibond

Liebherr

Tischzentrifuge (1,5 und 2 ml)

Heraeus (Biofuge pico); Eppendorf (5415D)

Tischzentrifuge (15 und 50 ml)

Heraeus (Biofuge primo); Eppendorf (5804R)

Tischzentrifuge, gekihlt

Heraeus (Biofuge fresco); Eppendorf (5415R)

Ultrazentrifugen

Beckman; Kontron

Vortexer IKA
Waagen Mettler-Toledo; Sartorius
Wasserbad H. Kretschmer, GielRen; GFL

Western Blot Image Analyzer: LAS-4000mini

Fujifilm

Zentrifugen

Beckman (Avanti); Heraeus (Minifuge)

4.1.4 Verwendete Enzyme

Alkalische Phosphatase

Roche, Mannheim

Antarctic Phosphatase

NEB, Schwalbach

HPR | (Ribonuclease Inhibitor Human
Placenta)

TaKaRa, Frankreich

Klenow-Fragment

NEB, Schwalbach

Pfu DNA-Polymerase

Promega, Mannheim

Restriktionsendonukleasen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot; NEB, Schwalbach;
Promega, Mannheim; TaKaRa, Frankreich

RNase A

Roche, Mannheim

RNase OUT™ Ribonuclease Inhibitor

Invitrogen, Karlsruhe

Superscript I Reverse Transcriptase

Invitrogen, Karlsruhe

T4 DNA-Ligase

NEB, Schwalbach

T4 RNA-Ligase

NEB, Schwalbach

Taq DNA-Polymerase

NatuTec, Frankfurt

Transcriptor Reverse Transcriptase

Roche, Mannheim

Trypsin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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415 Verwendete Kits

BCA™ Protein Assay Kit

Pierce, USA

Nucleobond® AX 100 S&aulen zur DNA Praparation aus Bakterien

Macherey-Nagel, Diren

Nucleospin® RNA Il Total RNA Isolation zur RNA Praparation
aus eukaryontischen Zellen

Macherey-Nagel, Diren

RNeasy® zur RNA Préaparation aus eukaryontischen Zellen Qiagen, Hilden
-~ : : . -

Montage™ DNA Gel Extraction Kit zur Gewinnung von DNA Millipore, USA

Fragmenten aus Agarosegelen

Qiaquick® Gel Extraction Kit zur Aufreinigung von DNA- Qiagen, Hilden

Fragmenten aus Agarosegelen

Quant-iT™ DNA BR assay kit zur DNA-Messung

Invitrogen, Karlsruhe

Quant-iT™ RNA assay kit zur RNA-Messung

Invitrogen, Karlsruhe

Montage™ PCR Centrifugal Filter Devices zur Aufreinigung von
PCR-Produkten und zur DNA-Konzentration und Entfernung von
Salzen aus Reaktionsansétzen

Millipore, USA

PGEM®-T Vektor System | zur Klonierung von PCR Produkten

Promega, USA

Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus fir die
Auswertung von Western Blots

PerkinEImer Life Sciences,
USA

MAXIscript™ SP6 zur in vitro-Transkription von Plasmid-DNA in
RNA

Ambion Inc., USA

Expand Long Template PCR System

Roche, Mannheim

Thermo Sequenase fluorescent labelled cycle sequencing kit

Amersham, Freiburg

Maus-Hybridoma-Subtyping Kit

Boehringer, Mannheim

4.1.6 Verwendete Antikdrper

Monoklonaler Antikérper gegen NS3 (aNS3-mAK); erkennt ein
Epitop im viralen NS3 und NS2-3 Protein bei allen bisher

Code4 untersuchten Spezies aus dem Genus Pestivirus; zur

(mAk 8.12.7) Verfligung gestellt von E. J. Dubovi (New York State College of
Veterinary Medicine, Cornell University Ithaka, New York, USA;
(Corapi et al., 1990a))

Anti Flag M2 Monoklonaler Antikérper aus der Maus gerichtet gegen das
Flag-Epitop ,DYKDDDDK" (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Anti GST Monoklonaler Antikoérper aus der Maus gerichtet gegen
Glutathion-S-Transferase (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Anti Myc Monoklonaler Antikérper aus der Maus gerichtet gegen das c-

Myc-Epitop ,EQKLISEEDL" (Cell Signaling Technology, Inc.)

Anti Penta-His

Monoklonaler Antikérper aus der Maus gerichtet gegen das
Penta-His-Epitop ,HHHHH" (Qiagen, Hilden)

Anti Ub (13A4)

Monoklonaler Antikérper aus der Maus gerichtet gegen
Ubiquitin von S. cerevisiae; zur Verfligung gestellt von G.
Roman-Sosa (Institut fur Virologie, JLU Giel3en)

Cy3-konjugierter Anti-Maus-1gG

Monoklonaler Antikérper gerichtet gegen IgG der Maus und mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 konjugiert (Dianova, Hamburg)

Peroxidase-konjugierter Anti-
Maus-1gG

Hamburg)

Monoklonaler Antikorper gerichtet gegen 1gG der Maus und mit
dem Enzym Meerrettich-Peroxidase konjugiert (Dianova,
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4.1.7 Verwendete Basis-Plasmide

Enthalt die IRES des Encephalomyocarditis-Virus (EMCV) nach einem T7
RNA Polymerase Promotor; die IRES verstéarkt die cap-unabhangige

PCITE-2A Transkription im MVA-T7pol Vaccinia Virus Expressionssystem; bezogen
von Novagen, Madison, USA
Basiert auf pCITE-2A und kodiert zwischen EMCV-IRES und Polylinker
pGST zusatzlich fur Glutathion-S-Transferase (Tautz et al., 2000)
DGEM-T Zur Klonierung von PCR-Produkten mit A-Uberhangen; bezogen von

Promega, Madison, USA

Basiert auf pCITE-2A und kodiert nach einer fremden Signalsequenz
pC/E2-NS4A (Harada et al., 2000) fir die Aminosauren 693 bis 2343 des Polyproteins
von cp BVDV CP7 (NS2-NS4A i+) (Rinck et al., 2001)

Entspricht pC/E2-NS4A, allerdings wurde die CP7-spezifische 27 nt grol3e

pPN/E2-NS4A Insertion im NS2 deletiert (CP7 i-) (Rinck et al., 2001); kodiert fir NS2-
NS4A i-
Basiert auf pCITE-2A und kodiert hinter dem Startkodon (M) fur das Flag-
pFlagNS2 Epitop (DYKDDDDK) gefolgt von einem Leucin und NS2 von BVDV CP?7 i-
(AS 1137-1589) (Rinck et al., 2001)
pET28a Zur bakteriellen Protein-Expression; bezogen von Novagen
Basiert auf pET26b (Novagen) und kodiert hinter dem Startkodon (M) fir
pET26Ub Ubiquitin von S. cerevisiae; erhalten von J. J. Arnold, Pennsylvania State

University, USA (Gohara et al., 1999)

Basiert auf pET28a und kodiert hinter dem Startkodon (M) fiir den

pUb HexaHis-Tag (HHHHHH) gefolgt von Ub von S. cerevisiae (diese Arbeit)

pTF-Ub Bgsiert auf pUb gnd kodier_t zwischen HexaHis-Tag und Ub fur den E. coli
Trigger Factor (diese Arbeit)

pMistic Basi(_art auf pUb und kodiert anstelle von Ub fur Mistic von B. subtilis (diese
Arbeit)

PRK793 Bakterielle Expression der TEV Nuclear Inclusion Protease a (His-
TEV[S219V]-Arg) (Kapust et al., 2001)

DGEX-2T Zur bakteriellen Protein-Expression; kodiert fur Glutathion-S-Transferase;
bezogen von Amersham

pTf16 Kodiert fur E. coli Trigger Factor; bezogen von TaKaRa

pLitmus28, -38 Zu Konierungen genutzt; bezogen von NEB

pPTRE Zu Konierungen genutzt; bezogen von Clontech

pBluescript Il SK(-) | Zu Konierungen genutzt; bezogen von Stratagene

4.1.8 Verwendete PCR-Primer

Verwendung fir PCR, RT-PCR, gerichtete Mutagenese und Sequenzierung
unterstrichen Base, die von der Template-Sequenz abweicht
kursiv zusatzliche Restriktionsenzym-Schnittstelle

4.1.8.1 NCP7/Osloss Virus-Chimare
Vorwarts-Primer (sense)

Name Sequenz
3'-Aatll cgacgtccatggttggac
Bl ctcgtatacatattggac
B3 aaatctctgctgtacatggcacatg
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B5 tgctccgacacaaaagat

B7 gtacaacattgaaccttg

B9 tgacaccaatgccgagga

B10 attggtggccttatgagaca

B11l gcatgcaccttcaactacacaagaaca

B12 agtagttgaagtttggtg

B13 tccagatggtttgcccta

B14 ctacacaagaacattaaa

B17 aaacccctgagctgacca

B19 attgaagagatatcaggg

B36 tgagacaagcagctgtcg

B37 ccacaatatacaaaactt

B38 cagtccagacaattggc

B39 ggtgggctcccgceaccat

B40 aaccagttgctaaactag

B42 gttgggatcactttagtt

B43 acatcaacttatacaagg

B44 agccttggaagctctcag

B45 gggagttattagagcagg

B46 gctattgctacgttgccc

B47 gtgaggcaccagggtaat

B48 aattgttagagatctttc

B49 tgatgattggcaatcagg

B51 tcaatagggttgcaagga

B53 gccagagacaactccatc

B54 ctagcaaaactggccatt

B54.5 cttatggcagctgtcggtgc

B56 acgtccacggttggactag

BVTK7 tttacgcgtccggttattttccaccatatt
ncp710985sbfl | actcctgcaggtagagatctacggcttattggtg
ncp7xhol ttggaggacaagcctcgagatgccacg
NS20sNot aatgcggccgccacgggaag

0s nsi aatgcatccactaaaatcagtgacggtgatactgctaatggttggagggatggcaaaggcagaaccagg
0s5120+ cggtgatctagaacacctag

0Os5478+ accacaccaagggctccg

OSC1512A ccacgggaagcccatcaccgcggggatgactctagcgg
OsE2Kpnl ggtacccagtttgcaaacccggcttttactacgcc
OsH1447AFspl | ggcccttataataaaggctaaggtgcgcaaccagaccgtagce
Osl4617 ggtgatagcagcactcatagagc

Osl4996 ccttcaggcaggaacatagc

Osl6078 actacagaactcccaaaggc

Osl6596 acccacaagaaacatggcag

Osl7118 tgaagacctaccagcagcag

0sl7640sbfl tcacctgcaggacagaatcatggaatccatctcag
oslKasl agaaccaggcgcccagagcttcctag
OsNs3Age accggttgggcctacacacaccaaggcggce
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OsNS4ANSi gaatcatggaatccatctcagattatgcat
OsQcdelNsi catagtaatgcacccactaaaatcagtgac
QCoslR1274Q | cagttgtcacacagtggaaagttgac
QCoslubiwT cgtctgaggggtggtgggectgecg

Revers-Primer (anti-sense)

Name Sequenz
200R gggcatgccctcgtccac
380R aactccatgtgccatgtacag
5'-Pvul-r ctccgatcgttgtcagaag
B2R ctcctctttctccaaaca
B10R tcaccagacaaaccaaga
B19R gaagtcagcccatagggt
B40R gtgccgtgtgtgttccce
B50R ggttaaaatcctttaaggc
B58R cctcacaagaggattcca
B60R cataatatatacaaatacag
B61R gggctgttaagggtcttc

IRES-UbiBgllirev

agatctgcatggtattatcatcgtgtttttcaaaggaaaaccac

ncp711090xhol-r

atgctcgagttatgacgggcacctccaccatatg

ncp712260xhol-r

tatctcgagttaagggttttccctagtccaaccg

ncp7ns2Ubirev agatctgcatccttaggatccatcctaggtgttctag
NS20slstopMlurev | acgcgtctattttaagatccatcctaggt

0S not rev tggcggcecgcatttagggcagttgccacccttce
OSC1512Arev ccgctagagtcatccccgeggtgatgggcttceegtgg
OsH1447AFspl-r gctacggtctggttgcgcaccttagcctttattataagggcec
OslI5531rev cctectcacttttagcaatgcg

Osl7628rev tggaggtgtacagcagctc

oslEaglrev gtggcggccgcatttagggcagttg

oslKaslrev taggaagctctgggcgcctggttctg
OsNS4ANsirev gagctcatgcataatctgagatggattccatgattctgtcc
Osp7Nsirev atgcattactatgatgtggtatataagtataaccc

OsQcdelNsirev

gtcactgattttagtgggtgcattactatg

QCosIR1274Q-r

gtcaactttccactgtgtgacaactg

QCoslubiWT-r

cggcaggcccaccacccctcagacg

4.1.8.2 Jiv Expressionskonstrukte
Vorwarts-Primer (sense)

Name Sequenz
5-Ndel-tig catatgcaagtttcagttgaaaccactcaaggccttg
BamHI-5"-Jiv90 ggatccatgtgcagccgatgccaggg
chisdelta catttggttcacggatgtggcaccaccaccacc
Jiv265+ ccatggctggggttcctgag
Jiv339Bsmbl+ cgtctcgcatggataaagccacctggatc
Nco-5"-Jivo0 ccatgggaatgtgcagccgatgccaggg
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NcoJivll7 ccatgggtatgaaacgaatggcagaaaatgagc

pet28ncodel gaaggagatatacaatgggcagcagc

PstJivo0 ctgcagatgtgcagccgatgccag

QCflagmut gactgcaggactacagggaggaggatgacaaggccatg

Ubi-N-his2 ccgcggtggacatcaccatcaccatcac
Revers-Primer (anti-sense)

Name Sequenz

37-Jiv90-Xho ctcgagcatccgtgaaccaaatgagatg

3-Ndel-tig catatgcgcctgctggttcatcagctcgtigaaag

chisdelta-rev ggtggtggtggtgccacatccgtgaaccaaatg

cldelC60rev ctgcagctacagcctattacactcagcacagtatc

Jiv194EcoRlI-r gaattcaacgttggaagggcctcctc

Jivbpstirev ctgcagctaagcacagtatctggccatg

Jivo0stopEcoRl gaattcacatccgtgaaccaaatgagatg

pet28ncodel-r gctgctgeccattgtatatctecttc

pQE30rev gttctgaggtcattactgg

QCflagmut-r catggccttgtcatcctcctcectgtagtcctgcagtc

4.1.8.3 NS2 Expressionskonstrukte
Vorwarts-Primer (sense)

Name Sequenz
bsmbimistic cgtctcgcatgttttgtacattttttgaaaaacatcaccgg
bsmbINS2-1382 cgtctcgcatggcttacttaaccctg
Ncol1532NS2 ccatgggtaactttgaaggac
QChisXmistic gcaccatcaccatcaccatggacccggaccgggaccaatgttttgtacattttttg
saciimistic ccgcggatggcatgttttgtacattttttgaaaaacatcaccgg
SaciiNS2M1382 ccgcggtggcatggcttacttaaccctggactttatg
TEVE/Q2xQC cctgtacttccaaggggagaacctgtacttccaaggggccatgg
Revers-Primer (anti-sense)

Name Sequenz
cp7kpnrev ggtctacctgctctaggtacccctggg
mysticnco3” ccatggcttctttttctccttcttcagatactgagatgg
NS2-1535BsmBl-rev | cgtctccattccttcaaagttaccttccc
QchisXmistic-r caaaaaatgtacaaaacattggtcccggtccgggtccatggtgatggtgatggtge
TEVE/Q2xQC-r ccatggccccttggaagtacaggttctccccttggaagtacagg

4.1.8.4 IR-Primer
Mit Fluoreszenzfarbstoff (IRD-800) markierte Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Name Sequenz
IR B6 ccctggttttctttcaag
IR B8 cacagctcactacctcgt
IR B10 attggtggccttatgagaca
IR B10R tcaccagacaaaccaaga
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IR B12R gcatcacat(c)gggcaa(g)ag
IR CITE440 atgctttacatgtgtttagtcg
IR GST-3 cagggctggcaagccacgtttg
IR M13 gtaaaacgacggccagt
IR M13R ggaaacagctatgaccatg
IR T3rev aattaaccctcactaaaggg
IRT7 gtaatacgactcactatagggc
IRT7 pET taatacgactcactatagggg
IR T7Term-rev gctagttattgctcagcggtgg

4.1.9 Verwendete Jiv-Expressionsplasmide

4.1.9.1 Expression in E. coli

Name Kodierender Bereich

Jiv Sequenz (AS) Fusionspartner Tags
pGEX-Jivo0 533-622 GST His
pUb-Flag-Jivo0 533-622 Ub His, Flag
pUb-TEVTEV-Flag-Jivo0 533-622 Ub His, Flag
pUb-TEVTEV-Flag-Jivli17 506-622 Ub His, Flag
pUb-TEVTEV-Flag-Jiv194 506-699 Ub His, Flag
pUb-TEVTEV-Flag-Jiv265 435-699 Ub His, Flag
pTf-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv265 435-699 Trigger Factor, Ub His, Flag
pTf-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv339 361-699 Trigger Factor, Ub His, Flag

4.1.9.2 Expression in BHK-21

Kodierender Bereich

Name ; -
Fusionspartner Jiv Sequenz (AS)
pGST-Jiva0 GST 533-622
pGST-Jiva0 AC5 GST 533-617
pGST-Jivo0 AC10 GST 533-612
pGST-Jiva0 AC20 GST 533-602
pGST-Jivo0 AC30 GST 533-502
pGST-Jivo0 AC40 GST 533-582
pGST-Jivo0 AC50 GST 533-572
pGST-Jivo0 AC60 GST 533-562 Lac"ggg;’t al,
pGST-Jiva0 AN5 GST 538-622
pGST-Jivo0 AN10 GST 543-622
pGST-Jivo0 AN20 GST 553-622
pGST-Jivo0 AN30 GST 563-622
pGST-Jivo0 AN40 GST 573-622
pGST-Jivo0 AN50 GST 583-622
pGST-Jivo0 ANGO GST 593-622
pGST-Jiv10 (AN20/AC60) GST 553-562 diese Arbeit
pGST-Jiva0 AA 19/20 GST 533-622 K551+S552>AA
PGST-Jiva0 AA 22/23 GST 533-622 R554+Y555>AA Lackner et al.,
PGST-Jivo0 AA 24/25 GST 533-622 C556>A 2005
PGST-Jivo0 AA 26/27 GST 533-622 E558+C559>AA
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pGST-Jivo0 AA 28/29

GST 533-622 N560+R561>AA

pGST-Jiv5 (AN20/ACE5) GST 553-557 diese Arbeit

4.1.10 Verwend

ete NS2-Expressionsplasmide

Name Kodierender Bereich

NS2 Sequenz (AS CP7) Fusionspartner Tags
pPET26Ub-NS2 0. TM 1382-1589 Ub -
pTf-Ub-TEVTEV-Flag-NS2 0. TM 1382-1589 Trigger Factor, Ub His, Flag
pMistic-TEVTEV-Strepll-Flag-NS2 1137-1589 Mistic H'Ss’t'rgg’l‘?'

41.11 Verwend

ete Gesamtklone

pNCP7-5A

Zur Herstellung infektioser RNA genomischer Lange von
nzp BVDV NCP7 (Becher et al., 2000)

Per RT-PCR mit Gesamt-RNA aus Osloss-infizierten MDBK Zellen konnten cDNA-Fragmente
gewonnen und in pNCP7-5A kloniert werden, die den jeweiligen Gen-Abschnitten des BVDV-1 zp
Virus Osloss entsprechen. Somit wurden chimare Gesamtklone erzeugt, die dann linearisiert,
transkribiert und in MDBK Zellen elektroporiert wurden.

pNCP7/0sl Ub

Basiert auf pPNCP7-5A; Notl-Agel von Osl (Bereich um Ub)

pNCP7/0sl NS2-Ub

Basiert auf pPNCP7-5A; NS2-Agel von Osl

pNCP7/0Osl E2-Ub

Basiert auf pPNCP7-5A; E2-Agel von Osl

pNCP7/0sl Ub-NS4A

Basiert auf pPNCP7-5A; Notl-NS4A von Osl

pNCP7/Osl E2-NS4A

Basiert auf pPNCP7-5A; E2-NS4A von Osl

pNCP7/Osl NS2-4A

Basiert auf pPNCP7-5A; NS2-NS4A von Osl

pNCP7/0sl NS2-4A H/A C/A

Basiert auf pPNCP7/Osl NS2-4A; mit Punktmutationen
H1447->A und C1512->A in NS2

pNCP7/0sl NS2-4A H/A C/A Ub wt Basiert auf pPNCP7/Osl NS2-4A H/A C/A; bovines wt Ub

4.1.12 Verwend

ete E. coli Stamme

HB101

Fur Standard-Klonierungen

Fur Klonierungen in pGEM-T, da dieser Stamm eine 3-Galaktosidase-

DHSa Blau/Weil3-Selektion erlaubt

GM33 Fir Klonierungen; Dam- und Dcm-Methylierungs-negativ

BL21+pLys Fur Protein-Expressionen; mit Plasmid zur Expression von T7 Lysozym
BL21-RIL Fur Protein-Expressionen; enthalten zusatzliche Kopien der tRNA Gene

argy, ileY und leuw

4.1.13 Verwend

ete eukaryontische Zellen

Madin Darby Bovine Kidney Zellen, bezogen von der American Type

MDBK Culture Collection (ATCC), Rockville, USA

BHK-21 Baby Hamst_er Kidney Zellen, KIon_ BS_R, e_r_halt_en von J. qu, F_rie_drich—
Loeffler-Institut Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Tlbingen

PT Schaf-Nierenfibrob_last_en, von R Riebe, Fri_edrich_—Loeferr-Institut_
Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit, Greifswald / Insel Riems

Sp2/0 Maus-Myelomzelllinie

4.1.14 Verwend

ete Viren

CP7

Zp BVDV-1 Stamm CP7, erhalten von E. J. Dubovi, New York State
College of Veterinary Medicine, Cornell University Ithaka, New York, USA

(Corapi et al., 1988)
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NCP7

Nzp BVDV-1 Stamm NCP7, erhalten von E. J. Dubovi, New York State
College of Veterinary Medicine, Cornell University Ithaka, New York, USA
(Corapi et al., 1988)

Osloss

Zp BVDV-1 Stamm Osloss, erhalten von B. Liess, Institut fur Virologie,
Tierarztliche Hochschule Hannover (Renard et al., 1985)

NADL

et al., 1988b)

Zp BVDV-1 Stamm NADL (National Animal Disease Laboratory), erhalten
von der American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Collett

MVA

Rekombinantes Vaccinia Virus MVA (Modified Vaccinia Ankara)-T7pol,
erhalten von G. Sutter, Paul-Ehrlich-Institut, Langen (Sutter et al., 1995);
Vermehrung am Institut fir Virologie der JLU Giel3en durch K. Muller

4.1.15 Verwendete Losungen und Puffer

Ldsung

Verwendung

Zusammensetzung (Losungsmittel ist ddH,0,
sofern nichts Anderes angegeben ist)

10x LongRun-

Sequenzierung

162 g Tris; 27,5 g Borsaure; 9,3 g EDTA-Nay; mit ddH,O

Konzentrat auf 11
Anodenpuffer SDS-PAGE 200 mM Tris/HCI pH 8,9
Blockierlésung ELISA 10 % FCS (filtriert); 0,05 % Tween 20; in PBS
Borax-Puffer Nassblot 10 mM Na-Tetraborat Dekahydrat

4,5 g/l DMEM-Pulver; 200 uM L-Alanin; 225 uM L-Aspartat;
CCM-34 Zellkultur 933 uM Glycin; 510 uM L-Glutamat; 217 uM L-Prolin;

184 pM Hypoxanthin; 0,1 mg/l Biotin; 44 mM NaHCO3;
Coating Puffer ELISA 0,1 M Na-Carbonat pH 9,5 (700 ml 0,1 M NaHCO; + 300 ml

0,1 M Na,COs)

Coomassie-
Féarbeldsung

Coomassie-Gel-
farbung

0,25 % (w/v) Coomassie Blau; 45 % (v/v) Methanol;
10 % (v/v) Essigsaure

dNTP-L6sung

PCR

10 mM; jeweils 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP

Entfarbeldsung

Coomassie-Gel-
farbung

45 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure

60 g/l Natriumcarbonat (wasserfrei), 0,05 % (v/v) 37 %

Entwickler Silber-Gelfarbung Formaldehyd-L6sung, 4 mg/l Natriumthiosulfat

s i 3} 50 % (v/v) Ethanol, 12 % (v/v) Essigsaure, 0,05 % (v/v)
Fixierlosung Silber-Gelfarbung 37 % Formaldehyd-Losung
Gelpuffer SDS-PAGE 1 M Tris/HCI pH 8,45; 0,1 % (w/v) SDS
gesattigtes Plasmid-DNA Roti-Phenol, gesattigt mit 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH
Phenol Reinigung 8,0; 0,1 % (w/v) Hydroxychinolin
H’Z‘gﬁ; Hybridomzellkultur | 490 ml Hybridom Medium; 10 ml HAT/HT Supplement

Hepes Medium

Hybridomzellkultur

5 ml 1 M Hepes-L6sung; 1 ml 500x Penicillin/Streptomycin;
ad 500m| mit DMEM

200 ml DMEM; 100 ml F-10; 100 ml F-12; 75 ml FCS; 5 ml

Hﬁ%ﬁﬁ&m Hybridomzellkultur | OPI; 5 ml 200 mM Glutamin; 5 ml 1M Hepes; 1,75 ml 50
mM B-ME; 1 ml 500x Penicillin/Streptomycin
Kathodenpuffer | SDS-PAGE 100 mM TrisHCI pH 8,25; 100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS
LB Medium FIUssigkuItur far 1% (w/v) Bacto-Trypton;_O,S % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 %
Bakterien (w/v) NaCl; auf pH 7,5 mit NaOH
LB*" Medium Kompetente 20 mM MgSO, und 10 mM KCl in LB Medium
Bakterien
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Aufreinigung ) 100 -

LEW Puffer rekombinanter Sf)laér_]MHN?C;I, 50 mM NaH,POy; 10 % (v/v) Glyzerin; 5 mM
Proteine p PR,

Low Melting . .

Agarose Plague-Reinigung | 1,5 g LMA auf 50 ml mit ddH,O

Myelom Medium

Myelomzellkultur

450 ml DMEM; 75 ml FCS; 5 ml 200 mM Glutamin; 5 ml
1 M Hepes; 1,75 ml 50 mM B-ME; 1 ml 500x
Penicillin/Streptomycin

Aufreinigung
NS2-Puffer rekombinanter 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 300 mM KCI; 10 % (v/v) Glyzerin
Proteine
Flassigkultur fur .
NZCYM 4 22 g Pulver auf 1 | mit ddH,O
Bakterien
p1 Plasmid-DNA 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 mg/l RNase A
Praparation
P2 Plasmid-DNA 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS
Praparation
p3 Plasmid-DNA 2.8 M Kaliumacetat pH 5,1
Praparation
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPOy,; 1,47 mM
PBS Zellkultur KH,PO,; auf pH 7,4 mit HC|
PBS" Immun- 0,49 mM MgCl,; 0,68 mM CaCl, in PBS
fluoreszenz
PBS-Tween Western-Blot 0,05 % (v/v) Tween 20 in PBS
Agarosegel- 0 L~ 200 ,
Probenpuffer Elektrophorese 0,1 % (w/v) Orange-G; 30 % (v/v) Glycerin
125 mM Tris pH 8,3; 187,5 mM KCI; 7,5 mM MgCl,; 25 mM
Puffer A RT-PCR DTT; 1,25 mM dNTPs
25 mM Tris pH 8,3; 100 mM KCI; 6,5 mM MgCly; 1,25 mM
Puffer B RT-PCR dNTPS; 0,5 % Triton X-100; 0,1 % BSA
0 . . 0 n: 0,
SDS-Lysepuffer | SDS-PAGE 2 % (w/v) SDS; 6 M Harnstoff; 10 % (v/v) Glycerin; 0,01 %

(w/v) Bromphenolblau

Silberlésung

Silber-Gelfarbung

2 g/l Silbernitrat, 0,075 % (v/v) 37 % Formaldehyd-Lésung

Stop-L6sung

Sequenzierung

20 mM EDTA pH 8,0 und 300 mg/l Bromphenolblau in
deionisiertem Formamid

2 % (v/v) modifiziertes TAE-Puffer-Konzentrat (50x

TAE-Puffer Agarosegel- Modified Tris-Acetate EDTA buffer, Millipore); 100 pg/I
Elektrophorese s :
Ethidiumbromid
Kompetente 30 mM K-Acetat; 100 mM RbCI; 10 mM CacCl,; 50 mM
TfBI pe MnCl,; 15% (v/v) Glycerin; auf pH 5,8 mit Essigsaure;
Bakterien S
sterilfiltriert
TRl Kompetente 10 mM MOPS; 75 mM CaCl,; 10 mM RbCI; 15% (v/v)
Bakterien Glycerin; auf pH 6,5 mit KOH; sterilfiltriert
TMB Stock ELISA 100 mg TMB; 40 ml DMSO
. - . 0
TMB Substrat ELISA 1 ml TMB Stock; 300 ul 3 M Na-Acetat pH 5,3; 1,5 ul 30 %

H,O,; auf 10 ml mit ddeO

Trocknerldésung

Silber-Gelfarbung

20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Glycerin

Trypsin-Lésung

Zellkultur

2,5 g/l Trypsin; 16 mg/l Phenolrot; 3,3 mM EDTA in PBS
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4.2 Methoden
4.2.1 Arbeiten mit DNA

Einige Plasmide, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, wurden in Zusammenarbeit mit
den Medizinisch-Technischen Assistentinnen Bettina Schmidt, Martina Hell, Stefanie
Schwindt und Sylvaine Jacobi hergestellt. Vorlaufer-Plasmide waren zum Teil aus

vorherigen Arbeiten von Dr. G. Rinck, Dr. T. Lackner und Dr. A. Muller bereits vorhanden.

4.2.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien
Die Praparation kompetenter E. coli Bakterien erfolgte nach der Methode von Hanahan

(Hanahan, 1983). Hierzu wurden 10 ml LB Medium mit einer einzelnen Kolonie angeimpft
und unter Schutteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert. 1 ml der Bakteriensuspension diente
am nachsten Morgen zum Beimpfen von 100 ml LB™ Medium. Die Inkubation unter
Schitteln bei 37°C erfolgte solange, bis die optische Dichte ODggo €inen Wert von 0,4 bis
0,55 erreichte. Die Bakteriensuspension wurde unter gelegentlichem Schwenken etwa
10 min auf Eis abgekihlt und anschlieend bei 3.000 xg und 4°C fir 10 min
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml kaltem TfBI resuspendiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wurden die Zellen in 4 ml TfBIl gel6st. Die
Suspension der kompetenten Bakterien wurde in 50 pl und 200 ul Aliquots bei -70°C

gelagert.

4.2.1.2 Glycerinkultur von Bakterien
Zur langfristigen Lagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen hergestellt. Dazu

wurden 10 ml LB Medium (evtl. zusatzlich Antibiotika) mit einer Bakterienkolonie beimpft
und Uber Nacht bei 30°C geschiittelt. Die Bakterien wurden dann 10 min bei 3.000 xg und
4°C abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml LB Medium resuspendiert. 700 ul dieser
Suspension wurden in einem Kryoréhrchen mit 1 ml Glycerin vermischt und bei -70°C

gelagert.

4.2.1.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im kleinen Malf3stab zu

analytischen Zwecken erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim
und Doly, 1979) und anschliel3ender Prazipitation der Plasmid-DNA. Plasmide, die in
dieser Arbeit Verwendung fanden, vermitteln entweder eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Ampicillin oder Kanamycin. Mit einer Einzelkolonie von einer Antibiotikum-

haltigen Agarplatte (1,5 % Agar-Agar in LB Medium; 50 mg/l Ampicillin, bzw. Kanamycin)
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wurden 3 ml eines Antibiotikum-haltigen (100 mg/l Ampicillin, bzw. 50 mg/l Kanamycin)
LB Mediums beimpft. Die Flussigkultur wurde unter Schuitteln bei 37°C fir mindestens
sechs Stunden oder Uber Nacht inkubiert. 1,5 ml der gewachsenen Kultur wurden bei
16.000 xg fur 30 s abzentrifugiert und das Pellet danach in 200 pl eiskaltem P1
resuspendiert. Die Suspension wurde mit 200 pl P2 vermischt und unter Schitteln 4 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl P3 erfolgte die Zentrifugation bei
16.000 xg und 4°C fur 10 min. Die Plasmid-DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe
von 600 pl Isopropanol geféllt und bei 16.000 xg und 4°C fur 30 min abzentrifugiert. Das
Pellet wurde nach dem Waschen mit 200 pl 70 % (v/v) Ethanol auf dem Heizblock bei
50°C getrocknet und anschlieRend in 50 pl ddH,O resuspendiert.

4.2.1.4 Midi-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen und
Konzentrationsbestimmung

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im groReren Mal3stab zum Zwecke
der weiteren Verwendung wurden die Anionen-Austauscher-Saulen Nucleobond® AX 100
und die mitgelieferten Puffer (Macherey-Nagel) nach Vorschrift des Herstellers verwendet.
Im Regelfall wurde von einem Flussigkulturvolumen von 50 ml ausgegangen; bei der
Praparation von Plasmiden, welche das komplette pestivirale Genom in Form von cDNA

enthalten (Gesamtklone) wurde das Volumen der Flussigkultur verdoppelt.

Die Bakterien wurden in 4 ml S1 resuspendiert und durch Zugabe von 4 ml S2 und
vorsichtigem Mischen fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Nach Zugabe von 4 ml S3 und
Mischen lief die filtrierte Losung durch eine mit 2,5 ml N2 aquilibrierte Saule. Nach dem
Ablauf der Losung wurde die S&ule mit 10 ml N3 gewaschen und die Plasmid-DNA
anschlieend mit 3 ml N5 eluiert. Die Fallung erfolgte durch Zugabe von 3 ml Isopropanol
und Zentrifugation bei 16.000 xg und 4°C fur 30-45 min. Nach dem Waschen mit 200 ul
70 % (v/v) Ethanol und Trocknen des Pellets auf dem Heizblock bei 50°C wurde die DNA
in 180 ul ddH,O aufgenommen.

Um den DNA-Gehalt einer Plasmid-Praparation zu bestimmen, wurde die UV-Licht-
Absorption der verdunnten LOosung in Quarzglaskivetten bei einer Wellenldnge von
260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren, im Photometer Gene Quant Il
RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech) gemessen. Hierzu wurden 2 pl der DNA-LAsung
mit 98 ul ddH,O verdinnt und die Absorption durch diese Losung, gegen reines Wasser
als Referenz, bestimmt. Doppelstrangige DNA in einer Konzentration von 50 pg/ml ergibt

bei einer Schichtdicke von 1 cm einen Absorptionswert von 1. Ausgehend von diesen
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Werten und des Verdinnungsfaktors von 50 ergab sich die DNA-Konzentration in pg/ul

durch Multiplikation des gemessenen Wertes der Absorption mit dem Faktor 2,5.

4.2.1.5 Restriktionsenzym-Verdau und Klonierungstechniken
Die fur die spezifische Spaltung von DNA-Molekilen eingesetzten Restriktions-

endonukleasen der Klasse Il dienen der bakteriellen Zelle in vivo zum Schutz vor fremder
DNA, die z.B. durch Phagenbefall eingebracht werden kann. Diese unerwiinschte Fremd-
DNA wird fragmentiert und dadurch unschadlich gemacht; zelleigene DNA ist durch
entsprechende DNA-Modifikationen (Methylierungen) vor dem Abbau geschitzt. Die
Endonukleasen bilden zusammen mit den Methylasen so genannte Restriktions-
Modifikations-Systeme. Sowohl zur Analyse von DNA als auch fur Klonierungszwecke
wurden in dieser Arbeit Restriktionsenzymverdaue durchgefihrt. Die hierflr verwendeten
Restriktionsendonukleasen  schneiden  doppelstrangige DNA an  spezifischen
Erkennungssequenzen. Die Reaktionsbedingungen zum Verdau von DNA mit
Restriktionsenzymen richteten sich beziglich der Auswahl des Puffers, der
Inkubationstemperatur und der Inkubationsdauer nach den Empfehlungen des jeweiligen
Herstellers und eigenen Erfahrungen. Die Inkubationsdauer betrug fir analytische
Verdaue 30-60 min, fur Klonierungen oder Linearisierungen im Allgemeinen 2-2,5 h. Der
Enzymanteil im Ansatz sollte dabei 10 % des Gesamtvolumens nicht Uberschreiten, da die
Enzyme in glycerinhaltigen  Puffern aufbewahrt werden und zu hohe
Glycerinkonzentrationen die Reaktion negativ beeinflussen konnen. In einigen Fallen
fuhren zu hohe Enzym-Konzentrationen oder ungeeignete Puffer auch zu einem teilweisen

Verlust der Spezifitat des Enzyms (Stern-Aktivitat).

Zur Analyse von Plasmid-DNA (analytischer Verdau) wurden 200 ng DNA aus Midi-
Praparationen oder 1-3 ul der Ldsung aus Mini-Praparationen mit ausgewahlten
Restriktionsenzymen verdaut. Die Auswahl der Enzyme richtete sich nach dem
analytischen Zweck (z.B. Uberprufen der Intaktheit von Schnittstellen nach Klonierung
uber diese Schnittstellen; Uberpriifen auf Vorhandensein einer Marker-Schnittstelle nach
Mutagenese etc.). Ein analytischer Verdau fand stets im 10 pl-Maf3stab statt; hierzu wurde
die DNA unter Zugabe von 10 % (v/v) eines passenden Puffers (meist NEB 10xPuffer 1, 2,
3 oder 4) und 1 % (v/v) BSA (NEB) durch Zugabe von 0,1-0,2 ul Restriktionsenzym (je
nach Konzentration in U/pl und Aktivitat des Enzyms) fur etwa 30 min bei der Enzym-
abhéngigen optimalen Temperatur inkubiert. Die Analyse erfolgte durch Agarosegel-

Elektrophorese und UV-Durchleuchtung (s.u.).
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Zur Gewinnung von DNA-Fragmenten zur weiteren Klonierung (praparativer Verdau)
wurde mit 3-5 pg Plasmid-DNA aus Midi-Praparationen in 60 pl Ansétzen nach dem
gleichen Schema verfahren. Wenn immer moglich, wurden Klonierungstechniken mit
Restriktionsenzymen bevorzugt, bei denen auf beiden Seiten der DNA-Fragmente
kompatible 5 oder 3’ Uberhange bestehen blieben (sticky-sticky-Klonierung). Auf diese
Weise konnten intramolekulare Ruck-Ligationen der Vektor-DNA reduziert und der
erfolgreiche Einbau des Fragmentes in der gewinschten Orientierung mit intakten
Ubergangen sichergestellt werden. In einigen Fallen, z.B. wenn kompatible Schnittstellen
der beiden Klonierungspartner fehlten, wurde auch mit glatten DNA-Enden (blunt-ends)
gearbeitet. Hierzu wurden Enzyme verwendet, die von sich aus ein solches Ende ohne
Uberhang erzeugen (z.B. EcoRV) oder der Uberhang wurde mittels Zugabe von 0,5 pl
Klenow-Fragment (DNA Polymerase I, grol3es Fragment; 50 U/ul; NEB) nach dem Verdau
mit dem ersten Enzym abgebaut. Hierzu wurde die Reaktion 5 min bei 37°C inkubiert und
nach Zugabe von 1 ul dNTPs (10 mM) fur weitere 15 min stehen gelassen. Alternativ
wurde das Klenow-Fragment auch dazu genutzt, 5’ Uberhdnge der geschnittenen DNA in
523’ Richtung aufzufillen, um auf diese Weise ein glattes DNA-Ende zu erhalten. In
diesem Fall wurde die Reaktion nach gleichzeitiger Zugabe von Klenow-Fragment und
dNTPs fur 15 min bei 37°C inkubiert.

Vor dem Schnitt mit einem zweiten Enzym musste das Klenow-Fragment durch Phenol-
Chloroform-Extraktion entfernt werden. Hierzu wurde der Reaktionsansatz mit dem
gleichen Volumen gesattigtem Phenol (Roti-Phenol, gesattigt mit 10 mM Tris/HCI; 1 mM
EDTA; pH 8,0; 0,1 % (w/v) Hydroxychinolin) grindlich vermischt. Nach Zentrifugation bei
16.000 xg fur 5 min wurden Phenol-Reste durch die Zugabe von einem Volumen
Chloroform zur wassrigen Phase entfernt und das Gemisch erneut zentrifugiert (s.o.). Die
DNA wurde durch die Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem Ethanol und /1o Volumen 3 M
Na-Acetat zur wassrigen Phase fir 30 min bei -20°C geféllt und anschlieRend bei
16.000 xg und 4°C ebenso lange abzentrifugiert. Nach dem Waschen mit 70 % (v/v)
Ethanol und erneuter Zentrifugation (16.000 xg; 5 min) wurde das Pellet getrocknet und in
ddH,0 resuspendiert.

Um die intramolekulare Ligation der Molekilenden eines geschnittenen Vektors ohne
Einbau des Inserts zu verhindern wurde bei Bedarf, vor allem aber bei Arbeiten mit glatten
DNA-Enden, das geschnittene Vektor-Plasmid dephosphoryliert. Hierzu wurde nach dem
Verdau der DNA 1 U Alkalische Phosphatase (CIP, calf intestine phosphatase; 1 U/pl;
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Roche, Mannheim) zugegeben und die Reaktion 5 min bei 37°C inkubiert. Alternativ
konnte 1 pl Antartic Phosphatase (NEB) pro pg DNA zugesetzt und fur 15 min bei 37°C
inkubiert werden. Der Vorteil letztgenannter Phosphatase besteht in der Moglichkeit sie

anschlieRend durch Erhitzen fiir 5 min auf 65°C zu inaktivieren.

Die geschnittene DNA wurde durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und die
entsprechende Bande unter UV-Durchleuchtung (312 nm) aus dem Gel ausgeschnitten
(s.u.).

4.2.1.6 Agarosegel-Elektrophorese von DNA und Isolation von DNA
Fragmenten

Zur Herstellung von TAE-Puffer diente das modifizierte TAE-Puffer-Konzentrat (50x
Modified Tris-Acetate EDTA buffer, Millipore), das mit Wasser auf einfache Konzentration
verdinnt und mit 100 pg/lI Ethidiumbromid versetzt wurde. Das enthaltene Ethidiumbromid
interkaliert in Nukleinsauren und fluoresziert dann bei Anregung durch UV-Licht (254 oder
312 nm Wellenlange). Standardméaflig wurden Gele mit 0,8 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer
verwendet; bei kleinen DNA-Fragmenten (< 500 bp) lag die Agarosekonzentration bei
1,5 % (w/v). Die Agaroselésung wurde nach dem Aufkochen in der Mikrowelle bei 60°C im
Wasserbad gelagert. Vor dem Auftrag der DNA-Proben wurden diese im Verhaltnis 5:1 mit
Probenpuffer vermischt (0,1 % (w/v) Orange-G; 30 % (v/v) Glycerin). Parallel zu den
Proben wurde auf jedem Gel auch die 1 kb-DNA-Leiter (Invitrogen) als GréRenstandard
aufgetragen. Die Gel-Apparaturen aus der Werkstatt des Mehrzweckinstitutes (MZI)
GielRen hatten einen Elektrodenabstand von 15 cm. Die Auftrennung erfolgte durch das
Anlegen einer elektrischen Gleichspannung von 120 V fur etwa 25-30 min. Die
Fluoreszenz der Proben auf analytischen Gelen wurde im UV-Durchlicht (254 nm
Wellenlange) betrachtet und computergestuitzt mittels des Systems GelPrint 20001 (MWG)

durch Thermodruck dokumentiert.

Praparative Gele wurden zur Schonung der DNA (Vermeidung von Strangbriichen) im UV-
Durchlicht bei 312 nm Wellenlange betrachtet, die gesuchten DNA-Fragmente mit einem
Skalpell ausgeschnitten und zur weiteren Verwendung aus dem Gelfragment isoliert.
Hierzu dienten die Saulen des ,Montage DNA Gel Extraction Kit“, die nach Vorschrift des
Herstellers (Millipore) eingesetzt wurden. Nach einer zehnminitigen Zentrifugation bei
5.000 xg, bei der die festen Gelbestandteile in der Saule zurickbehalten werden, befindet

sich die extrahierte DNA im Filtrat und kann direkt weiter verwendet werden.

Groliere DNA-Fragmente aus Gesamtklonen wurden ohne direkte UV-Durchleuchtung aus
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praparativen Gelen isoliert. Hierzu diente ein parallel gelaufenes Aliquot der geschnittenen
DNA als GroRenmarker. Nach dem ,blinden” Ausschneiden des Fragmentes auf gleicher

Hohe im Gel wurde der Erfolg erst nach der Isolierung im UV-Durchlicht begutachtet.

4.2.1.7 Ligation und Transformation in E. coli
Die isolierten Vektoren und Inserts (s.0.) wurden unter Verwendung der T4 DNA-Ligase

(NEB) neu zusammengeflgt. Dieses Enzym katalysiert die kovalente Verknupfung der
3’OH mit der 5’PO4-Gruppe an den Enden doppelstrangiger DNA durch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung unter ATP-Verbrauch.

Im Regelfall wurden 2 pl Vektor-DNA-Losung und 6,5 pl Fragment-DNA-LGsung
zusammen mit 1 pl Ligase-Puffer (10x; NEB) und 0,5 pl T4 DNA-Ligase (NEB) vermischt
und Uber Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Im Falle einer Ligation mit drei DNA-Fragmenten
wurden 1,5 ul Vektor- und jeweils 3,5 pul Fragment-DNA-LOsungen eingesetzt. Zu jeder
Ligation wurde parallel auch eine Religations-Kontrolle angesetzt. Diese bestand aus den
gleichen Komponenten wie der Ligations-Ansatz, jedoch wurde anstelle der Fragment-
DNA-L6sung ddH,O zugegeben. Diese Kontrolle diente spater zur Abschéatzung der
Effizienz des Fragment-Einbaus im Vergleich zur intramolekularen Ruckligation des

Vektors.

Zur Transformation wurden jeweils 50 pl transformationskompetenter E. coli K12 HB101
Bakterien nach dem Auftauen auf Eis zum Ligations- und Religationsansatz pipettiert.
Nach 20 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 2 min. Die Zellen
wurden danach 2 min auf Eis abgekihlt und mit 100 pl LB Medium vermischt. Bei
Transformation von Plasmiden mit Kanamycin-Resistenz und bei Gesamtklonen wurde die
Bakteriensuspension zuerst noch fur 30-40 min bei 37°C geschuttelt, Ampicillin-resistente
Zellen jedoch gleich auf einer Antibiotikum-haltigen LB-Agarplatte (50 mg/l Ampicillin, bzw.
Kanamycin) ausplattiert. Die Inkubation bei 37°C Uber Nacht erlaubte das Heranwachsen

von Kolonien.

Zum Zwecke der Retransformation bereits isolierter Plasmide (z.B. zur Vermehrung nach
einer Mini-Praparation im Midi-Mal3stab) wurde nach dem gleichen Prinzip verfahren,
allerdings genugten hierfur 1 pl Plasmid-Losung, bzw. 100 ng DNA. Die (re)transformierten
Bakterien dienten dann sowohl zur direkten Animpfung einer Flussigkultur als auch dem

Ausplattieren auf einer Agarplatte.

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

64



Material und Methoden

Amplifikation von DNA, bei der sehr geringe DNA-Mengen stark vervielfaltigt werden
konnen. Die Selektivitat 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 (Vorwarts-Primer) bezeichnete
Oligonukleotid ist hierbei komplementar zum antiparallelen Strang der DNA, wahrend das
als Minusstrang-Primer (Revers-Primer) bezeichnete Oligonukleotid komplementar zum
kodierenden Strang ist. Nach Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges durch Erhitzen
(Denaturierung) lagern sich beide Oligonukleotide bei Absenken der Reaktionstemperatur
an die komplementare DNA-Sequenz an (Annealing, Hybridisierung). Im nachsten Schritt
dienen sie der hitzebestandigen Tag DNA-Polymerase als Startmolekile fir die DNA-
Synthese (Elongation, Synthese). Dieser Zyklus aus Denaturierung, Annealing und
Elongation wird mehrfach wiederholt, was zur exponentiellen Anreicherung des
gewlnschten DNA-Fragmentes in der Reaktion fuhrt. Durch Verlangerungen an den 5'-
Enden der verwendeten Primer kdnnen an den Enden des gesuchten Fragmentes auch
beliebige Sequenzen in das PCR-Produkt eingebaut werden, die nicht zur Matrize
homolog sind. Meist handelt es sich dabei um Erkennungssequenzen fur

Restriktionsenzyme, die zur spateren Klonierung des DNA-Abschnittes benétigt werden.

StandardmafRig wurden PCRs zur spateren Klonierung der Produkte im 50 pl Mal3stab
durchgefiihrt. 30 ng des als Template dienenden Ausgangs-Plasmides wurden hierzu mit
jeweils 2 pl beider Primerlosungen (10 pmol/ul), 2 pl 10 mM dNTP-LAsung (jeweils 2,5 mM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 pl Puffer (10x Puffer, NatuTec), ddH,O und 0,5 pl Taq DNA-
Polymerase (5 U/ul) gemischt und im Thermocycler inkubiert: Eine zweiminltige
Inkubation bei 40°C vermied Kondensationen am Deckel der PCR Gefalle wéhrend der
Aufheizphase der oberen Heizplatte. Bei Verwendung des Gerates der Firma Finnzymes
entfiel dieser Schritt. Anschliel3end erfolgte die Denaturierung der doppelstrangigen DNA
bei 94°C fur 2 min und dann 30 Zyklen aus Denaturierung (94°C, 30 s), Hybridisierung
(50-56°C [4-6°C unter der Primer-Schmelztemperatur], 45 s) und Synthese (72°C, 30 s je
kb). Es folgte eine abschlielRende Elongation von 5 min bei 72°C und die Abkuhlung der
Reaktion auf 4°C.

Solche PCR-Reaktionen wurden in dieser Arbeit vor allem dazu genutzt, um
Verkiurzungsstufen von NS2 und Jiv herzustellen, oder um fir Epitope kodierende (z.B.
His-Epitop) oder andere Sequenzen (Ub, Mistic, Tf, TEV-Schnittstellen, usw.) einzuftigen.

Sofern moglich, wurden die Primer fur das 5’ und 3’ Ende des PCR-Produktes so gestaltet,
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dass der spatere Einbau in den Expressionsvektor so unkompliziert und mit so wenigen
zusatzlich exprimierten Aminoséauren wie moglich vonstatten ging. Die Restriktionsenzym-
Schnittstelle von BsmBI wurde gelegentlich verwendet, um am N-terminalen Ende von
PCR-Produkten beliebige 5’-Uberhange mit einer Lange von vier Nukleotiden nach
Wunsch zu erzeugen, z.B. wenn die Verwendung anderer Enzyme aufgrund intern
vorhandener Schnittstellen nicht moglich war. Auf diese Weise konnten bevorzugte
Schnittstellen in der Vektor-DNA auch in solchen Fallen zur Klonierung des Fragmentes
verwendet und die Zahl zusatzlicher fremder Aminoséuren im exprimierten Protein
verringert werden. Das Design der zu bestellenden Oligonukleotide wurde mit Hilfe des
GCG-Programm-Paket (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, USA) im
HUSAR-System (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) bestimmt. Hierbei
fanden vorwiegend die Programme ,seqed” (Festlegung der Sequenz der Primer), ,map*
(Uberprufen der Restriktionsenzym-Schnittstellen und Auffinden von stillen Schnittstellen)

und ,gap“ (Uberprifung der Homologie zur Matrize) Anwendung.

Reverse Transkriptionen mit nachfolgender DNA-Amplifikation (RT-PCR) wurden zur
Gewinnung von viralen Gensequenzen aus Gesamt-RNA-Praparationen infizierter Zellen
durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst ein Startmix (50 pmol Revers-Primer; 1-2 ug
Gesamtzell-RNA; ad 11 pl mit RNase-freiem ddH,O) fir 2 min auf 92°C erhitzt und
anschlieBend wieder auf 4°C gekuhlt, um die Bindung des ersten Primers an sein
Template zu erreichen. Nach Zugabe des RT-Mixes aus 8 pul Puffer A, 0,5 pl
Ribonuklease-Inhibitor (HPR I, bzw. RNase OUT) und 0,5 ul Reverser Transkriptase
(Superscript 1l RT; 200 U/pl) wurde die Reverse Transkription 40 min bei 37°C
durchgefiihrt, dann 2 min bei 80°C denaturiert und nach 2 min bei 20°C auf 4°C abgekunhlt.
Nach Zugabe des PCR-Mixes aus 10 pl Puffer B, 50 pmol des zweiten (Vorwarts-)Primers,
1 pl Tag DNA-Polymerase und Auffillen mit ddH,O auf insgesamt 50 pl wurde ein

normales PCR-Programm mit 30 Zyklen gestartet (s.0.).

Fur das Amplifizieren gré3erer Nukleinsdure-Abschnitte, insbesondere viraler Sequenzen,
wurde die Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche) in Verbindung mit dem Expand
Long Template PCR Kit (Roche) verwendet. Dieses System ermoglichte eine Reverse
Transkription bei héheren Temperaturen (bis 65°C), wodurch die Sekundarstruktur-reiche
virale RNA besser amplifiziert werden konnte. Zudem wurden so Genfragmente von bis zu
3,7 kb in ausreichenden Mengen fir eine Direktsequenzierung (s.u.) gewonnen. 50 pmol

des Revers-Primer und 1-2 pug Gesamtzell-RNA infizierter Zellen wurden dabei mit RNase-
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freiem ddH,O ad 13 pl aufgefillt, fir 10 min auf 65°C erhitzt und anschlieRend auf 4°C
gekuhlt. Nach Zugabe des RT-Mixes aus 4 pl Transcriptor RT Reaction Buffer (5x; Roche),
0,5 pl Ribonuklease-Inhibitor (HPR I, bzw. RNase OUT), 2 pl 10 mM dNTP-Ldsung und
0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche) wurde die Reverse Transkription 30-
60 min (je nach Lange der zu synthetisierenden cDNA) bei 50-65°C durchgefihrt, dann die
Reverse Transkriptase durch 5 min bei 85°C inaktiviert und wieder auf 4°C abgekuhlt. Der
folgende PCR-Mix bestand dann aus 10 pl des RT-Ansatzes, 5 pl des Expand Long
Template Buffer 3 (10x; Roche), 2,5 pl 10 mM dNTP-LOsung, je 20 pmol der beiden
Primer, 0,75 ul des Expand Long Template Enzyme Mix (Taq und Tgo DNA-Polymerase)
und ddH,O auf insgesamt 50 pl. Das PCR-Programm begann mit Erhitzen fir 2 min auf
92°C, gefolgt von 10 Zyklen aus 10s 92°C, 30s 56-65°C (4-6°C unter der Primer-
Schmelztemperatur) und 1 min pro 1,5 kb bei 68°C. Danach folgten weitere 20 Zyklen mit
von Zyklus zu Zyklus um je 20 s verlangerter Elongations-Zeit. Die Reaktion endete mit

einer abschlieRenden Elongation von 7 min bei 68°C und der Abkuhlung auf 4°C.

Das Ergebnis jeder (RT-)PCR wurde durch Agarosegel-Elektrophorese auf Grof3e und
Reinheit des Produktes hin Uberpruft. Die amplifizierte DNA wurde anschliel3end tber ein
praparatives Agarosegel aufgetrennt, unter UV-Durchlicht-Kontrolle (312 nm Wellenlange)
aus dem Gel ausgeschnitten und Uber eine Saule des ,Montage DNA Gel Extraction Kit"

(Millipore) zurtickgewonnen (s.0.).

RT-PCR-Amplifikate die direkt sequenziert werden sollten, wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und mittels des ,Qiaquick® Gel Extraction Kit* (Qiagen) gemaf
Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNA-Konzentration wurde mit dem ,Quant-iT™ DNA

BR assay kit (Invitrogen) und dem Fluorometer Qubit (Invitrogen) bestimmt.

Standard-PCR-Fragmente wurden mit dem pGEM®-T Vektor System | kloniert. Dabei
wurden 3 pl der DNA-L6sung mit 1 ul pGEM-T Vektor (54 ng/ul), 5 pl des mitgelieferten 2x
Puffers und 1 ul (35 U) der mitgelieferten T4 DNA-Ligase gemischt und Uber Nacht im
Kihlschrank inkubiert. Der gesamte Ligations-Ansatz wurde zur Transformation von 50 pl
einer Suspension mit kompetenten E. coli DH5a Bakterien verwendet, die eine [3-
Galaktosidase-vermittelte blau/weil3-Selektion erlauben. Das Gemisch aus Bakterien und
Ligations-Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert; nach dem Hitzeschock (2 min bei 42°C),
Abkuhlen auf Eis (2 min) und der Zugabe von 100 pl LB Medium wurden die Zellen fur
20 min bei 37°C inkubiert. Vor dem Ausplattieren auf einer Ampicillin-haltigen (50 mg/l)
Agarplatte erfolgte die Zugabe von 20 pl einer 4 %igen (w/v) X-Gal-Lésung.
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GroRRere RT-PCR-Amplifikate wurden nicht in den pGEM-T-Vektor ligiert, sondern die aus
dem Gel gewonnene DNA wurde mit Restriktionsenzymen an den Enden
»-hachgeschnitten“ und nach dem Verdau wiederum uber ein Agarosegel aufgereinigt und
ausgeschnitten. Die Gewinnung der DNA-LOsung erfolgte wieder per ,Montage DNA Gel
Extraction Kit* (Millipore) und das Fragment wurde dann Uber eine ,sticky-sticky“-Ligation

in den passend geschnittenen Vektor ligiert.

4.2.1.9 Gerichtete Mutagenese
Punktmutationen wurden uber die QuikChange™ Methode (Stratagene) nach den

Angaben des Herstellers in die entsprechenden Plasmide eingefihrt. Die Auswahl der
Oligonukleotide erfolgte ebenfalls nach den Empfehlungen von Stratagene: Zur
Generierung einer Mutation werden immer zwei Oligonukleotide bendtigt, die jeweils
komplementar zum identischen Bereich beider Strdnge der DNA-Matrize sind und die
gewulnschte Mutation tragen. Diese Oligonukleotide sind in der Regel 30-40 bp lang, da
sich zu beiden Seiten der Mutation noch etwa 15 Basen Matrizen-homologe Sequenz
befinden sollte. Der GC-Gehalt sollte tiber 40 % und die Schmelztemperatur (T,) oberhalb
von 78°C liegen. Meist enthielten die Oligonukleotide zusatzlich zur eigentlichen Mutation
noch eine zusatzliche Schnittstelle fir ein Restriktionsenzym, deren Einbau keine
Auswirkungen auf die Aminosauresequenz des Proteins hatte (silent marker site). Diese
Schnittstelle erleichterte spater die Analyse auf Vorhandensein der Mutation bei weiteren

Klonierungsschritten.

Die beiden Oligonukleotide dienten als Primer in einer PCR-Reaktion mit dem wt-Plasmid
als Matrize, in deren Verlauf das gesamte Plasmid mit der gewinschten Mutation
amplifiziert werden konnte. Hierzu wurden im 50 pl Ansatz zu ddH,O 30 ng wt-Plasmid, je
10 pmol von beiden Primern, 1 yl dNTP-Mix (10 mM), 5 pl 10x Puffer (Pfu-Polymerase,
Promega) und 1 pl Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul; Promega) gegeben. Im Thermocycler
erfolgten nach einmaligem Erhitzen auf 95°C fur 30s dann 20 Zyklen mit 30s
Denaturierung (95°C), 1 min Hybridisierung (50-52°C) und 2 min je kb Plasmidlange
Synthese (68°C). Zum Abschluss wurde die Reaktion nach funfminttiger Inkubation bei
68°C auf 4°C gekihlt und 5 ul zur spateren Analyse abgenommen. Der Rest wurde flr
eine Stunde bei 37°C mit 1 yl Dpnl (10 U/ul) inkubiert. Dieses Enzym schneidet nur
methylierte, d.h. die aus Bakterien (E. coli) stammende DNA, nicht aber die wahrend der
PCR in vitro entstandene unmethylierte DNA. Auf diese Weise wird die wt-Matrize zerstort.

Nach dem Verdau mit Dpnl wurde erneut eine 5 ul Probe aus der Reaktion entnommen
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und zusammen mit der ersten Probe Uber Agarosegel-Elektrophorese analysiert. Eine
kaum sichtbare oder nur schwache Reduktion der Signalstarke durch den Dpnl-Verdau
war ein Hinweis auf eine erfolgte DNA-Synthese. Die neu synthetisierte DNA ist wie die
Ausgangs-DNA doppelstrangig und zirkular, weist allerdings zwei versetzte Strangbriiche
an den Enden der jeweiligen eingebauten Primer auf. Erst nach Transformation der neu
synthetisierten DNA in Bakterien erfolgt die ,Reparatur® dieser Briche durch zelleigene
Ligations-Mechanismen, was zur Entstehung eines intakten Plasmids fuhrt.

1,5 pl der Reaktion wurden in 50 pl kompetente E. coli HB101 transformiert, die Plasmid-
DNA einzelner Kolonien gewonnen und der entsprechende Abschnitt des Plasmids
sequenziert. Ein Abschnitt des sequenzierten Bereiches, der die gewiinschte Mutation
enthalt, wurde Uber singulare Restriktionsenzym-Schnittstellen in das endgultige Plasmid
uberfuhrt.

4.2.1.10 DNA-Sequenzierung und Auswertung von Sequenzen
Die enzymatische Methode zur Ermittlung von DNA-Sequenzen durch Kettenabbruch

wurde 1977 entwickelt (Sanger et al., 1977). Der zu sequenzierende DNA-Abschnitt wird
hierbei, ausgehend von einem Oligonukleotid als Primer, durch eine hitzebestédndige DNA-
Polymerase in vier getrennten PCR-Reaktionen amplifiziert. Jede dieser Reaktionen
enthalt sowohl ddH,O, Puffer, DNA-Polymerase, den Sequenzier-Primer sowie alle vier
dNTPs. In den einzelnen Reaktionsansatzen befinden sich neben diesen regularen dNTPs
in einem gewissen Verhéltnis auch jeweils eine Sorte ihrer 2°3"-Didesoxy-Analoga
(ddCTP, ddATP, ddTTP oder ddGTP). Diese Analoga werden von der Polymerase
genauso in die entstehende DNA eingebaut wie die dNTPs, allerdings bricht die
Kettenverlangerung nach einem ddNTP ab, da keine 3'OH-Gruppe mehr zur Knupfung der
nachsten Phosphodiesterbindung vorhanden ist. Da diese Kettenabbriche statistisch
verteilt erfolgen, werden DNA-Molekile unterschiedlicher Léange synthetisiert; in der ersten
Reaktion sammeln sich alle Fragmente, die mit einem C enden, in der zweiten die mit A, in
der dritten die mit T und in der letzen alle mit einem G am Ende. Die Auftrennung der
DNA-Molekile aus den einzelnen Proben in vier benachbarten Spuren eines
hochauflosenden denaturierenden Polyacrylamidgels erlaubt einen Nachweis der
entstandenen Fragmente, auch wenn der Grél3enunterschied nur ein Nukleotid betragt. Da
der zur Reaktion verwendete Primer an einen Fluoreszenzfarbstoff (IRD-800, MWG-
Biotech) gekoppelt ist, kbnnen die Fragmente durch Anregung Uber einen Laser und

Detektion des emittierten Lichtes sichtbar gemacht und die Sequenzen softwaregestitzt
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ausgelesen werden.

Fur Standard-Sequenzierungen wurden Plasmid-DNAs aus Mini- oder Midipraparationen
verwendet. Pro Plasmid kamen etwa 0,2 ug Midi-DNA je kb Plasmidlange bzw. 12-15 pl
Mini-Plasmid-DNA zum Einsatz. Nach Zugabe von 2 pmol des passenden IRD-800-
gekoppelten Primers und Auffullen mit ddH,O auf insgesamt 25 ul wurde das Gemisch zu
je 6 pl auf vier PCR-Gefal3e verteilt und dabei zu jeweils 2 pl G-, A-, T- oder C-Mix aus
dem ,Thermo Sequenase fluorescent labelled cycle sequencing kit with 7-Deaza-dGTP™*
(Amersham) pipettiert und nach Mischen im Thermocycler inkubiert (2 min 40°C; 2 min
95°C; 30 Zyklen aus 30 s 94°C, 30 s 50°C und 45 s 70°C; gefolgt von 5 min 70°C und
Abkuhlen auf 4°C). Die Reaktionen wurden anschlie3end mit 4 ul Stop-Lésung versetzt

und 2 min bei 70°C denaturiert.

Das Auftrennen der Proben in 0,2 mm dicken Polyacrylamidgelen und die Detektion der
Sequenzmuster erfolgte mit dem LI-COR 4000 L™ DNA-Sequencer (Licor). Lange Gele
(66 cm) wurden fur das Lesen von bis zu 1.200 Basen verwendet; kurze Gele (40 cm) fur
die Sequenzierung von Fragmenten bis zu 800 Basen Lange. Nach Reinigung, Entfettung
und Zusammenbau der Glasplatten wurde die Polyacrylamidlésung mittels Spritze durch
einen 0,45 um-Filter zwischen die Platten gegossen. Als Elektrophoresepuffer diente eine
1:10 Verdinnung des 10x LongRun-Konzentrates. Die Polyacrylamidldsung fir lange Gele
(4 %) bestand aus 32 ml Sequagel® XR (national diagnostics), 8 ml Sequagel-Puffer, 2 ml
10x LongRun-Puffer, 15 ml ddH,O, 8 g Harnstoff, 400 pl 10 %igem APS und 20 pl
TEMED; fur ein kurzes Gel kamen 30 ml Sequagel XR, 7,5 ml Sequagel-Puffer, 300 pl
10 %iges APS und 400 pl DMSO zum Einsatz. Die Gelsubstanz polymerisierte nach dem
Giel3en mindestens 1 h lang; danach wurden die Glasplatten von auf3en erneut gereinigt
und zwischen die Elektroden des Sequenzierers montiert. Nach dem Auffillen der Puffer-
Tanks mit LongRun-Puffer folgte ein Vorlauf fir 30 min (lange Gele: 2000 V, 37 mA, 50 W,
45°C; kurze Gele: 1500 V, 37 mA, 50 W, 50°C). AnschlieBend wurde der 48er-
Haifischzahn-Kamm eingesteckt, in jede Aussparung 1,2 pl der entsprechenden Proben
aufgetragen und die Hochspannung zu den gleichen Bedingungen wie beim Vorlauf
wieder eingeschaltet. Durch die Software-Funktionen des Programms DataCollection
»JAutofocus” und ,Autogain“ wurde eine korrekte Justierung der Optik von Laser und
Scanner, sowie eine optimale Signal-Verstarkung sichergestellt und anschlielend der
Scanner eingeschaltet. Das virtuelle Gel-Abbild konnte schon wéahrend des Laufes

betrachtet und spater mittels zugehoriger Software (Programm ImageAnalysis)
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automatisch oder manuell ausgewertet werden.

Ein Teil der Sequenzierungen wurde nicht selbst, sondern von den kommerziellen
Anbietern Qiagen und Agowa durchgefiihrt. Hierzu wurden die DNA-L&sungen und Primer

zu den Firmen gesendet und die Sequenzdaten dann von diesen erhalten.

Die Sequenzdateien wurden zusammen mit den zur Auswertung bendtigten Sequenzen
uber eine FTP-Verbindung auf einen Server des Deutschen Krebsforschungszentrums
(DKFZ) in Heidelberg ubertragen. Hier stand das GCG-Programm-Paket (Genetics
Computer Group, Madison, Wisconsin, USA) im HUSAR-System (Heidelberg Unix
Sequence Analysis Resources) zur Analyse der Daten zur Verfigung. Zum Vergleich der
erhaltenen Sequenzen mit den gesuchten Sequenzen wurde das Programm ,gap“
verwendet; die Ergebnisse wurden manuell Uberprift, gespeichert und durch einen

Ausdruck dokumentiert.

4.2.1.11 Bestimmung der Nukleotidsequenz des chiméaren Virus
Zur Ermittlung der Nukleinsdure-Sequenz des in dieser Arbeit beschriebenen Virus

wurden MDBK Zellen mit Plaque-gereinigtem Virus infiziert (MOl = 0,1) und nach 30-40 h
die Gesamt-RNA aus diesen Zellen isoliert. Jeweils 1-2 pg dieser RNA wurden dann
eingesetzt, um per RT-PCR insgesamt 9 uUberlappende Virus-Genom-Fragmente in cDNA
zu transkribieren und zu amplifizieren. Die Fragmente wurden in Agarosegelen
aufgetrennt, ausgeschnitten und aufgereinigt. Nach Messung der DNA-Konzentration
wurden die Losungen zur Sequenzierung mit Virus-Sequenz-spezifischen Primern zur
Firma Qiagen gesandt und die dann erhaltenen Sequenzdaten ausgewertet. Diese Form
der Direktsequenzierung der RT-PCR-Fragmente wurde gewahlt, da vorhergehende
Versuche der Sequenzierung von in bakterielle Plasmide klonierten Amplifikaten zu sehr
heterogenen Sequenzdaten gefuhrt hatten. Die direkte Sequenzierung ohne Klonierung
ergab hingegen eine Art Master- oder Konsensus-Sequenz, welche die Nukleotide zeigte,

die in der Mehrheit der PCR-Amplifikate vorhanden waren.

Das Fragment 3’-5’ wurde gemaf der von Prof. Dr. P. Becher beschriebenen Methode
(Becher et al.,, 2000) erhalten. Die Amplifizierung des 5- und des 3-Endes des
Virusgenoms gelang dabei durch eine vorhergehende Ligation der Virus-RNA zu einem
zirkularen Molekdal mit Hilfe der T4 RNA-Ligase (NEB). 1 ul der so behandelten
Gesamtzell-RNA-Praparation wurde zur Gewinnung von cDNA mittels Transcriptor
Reverse Transcriptase und dem Primer 380R genutzt. 2 pl dieser Reaktion wurden dann
als Template in einer Standard-PCR mit Tag DNA-Polymerase und den Primern B54 und
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380R eingesetzt, von welcher dann wiederum 2 pl in einer zweiten, so genannten ,nested
PCR", mit den Primern B56 und 200R als Template dienten. Das daraus erhaltene etwa

300 bp groRe Fragment konnte dann direktsequenziert werden.

4.2.2 Arbeiten mit RNA

4.2.2.1 Invitro Transkription

Die in vitro Transkription von RNA auf der Grundlage von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe
des Kits MAXIscript™ (Ambion) nach den Vorgaben des Herstellers unter Verwendung der
SP6 DNA-abhangigen RNA-Polymerase. Die doppelstrangigen DNA-Matrizen trugen
hierzu einen SP6 Promotor oberhalb der zu transkribierenden Region und wurden
unterhalb dieses Bereiches durch einen Verdau mit einem singulér schneidenden
Restriktionsenzym (i.d.R. Smal) linearisiert. Pro Reaktion wurden 5 pg Plasmid-DNA
verdaut und anschlieend durch die Zugabe von 10 % (v/v) 3 M Natriumacetat-Losung
und zwei Volumen Ethanol bei -20°C fur mindestens 15 min gefallt und bei 16.000 xg und
4°C fur 15 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in
13,5 pl RNase-freiem ddH,O resuspendiert. 1 pl der DNA-L6sung wurden durch
Agarosegel-Elektrophorese begutachtet und 12 pl davon dann in der Transkriptions-
Reaktion eingesetzt, zusammen mit 2 pl Transkriptionspuffer, jeweils 1 ul ATP, CTP, GTP
und UTP (je 10 mM) und 2 ul des SP6-Enzym-Mix. Die Transkription fand fir eine Stunde
bei 37°C statt.

Die Phagen-RNA-Polymerase bindet dabei zuerst an den doppelstrangigen DNA-
Promotor, entwindet dann die beiden DNA-Strange und verwendet den 3'>5’ Strang als
Matrize zur Synthese eines komplementdren 523 RNA-Molekils bis zum Ende der
Matrize, welches durch die Linearisierung mittels Restriktionsenzymverdau erzeugt
worden war (,run-off transcription). Der minimale SP6 Promotor besteht aus 18
Nukleotiden (ATTTAGGTGACACTATAGAAGNG; unterstrichen: minimale Sequenz; fett:

erstes transkribiertes Nukleotid).

Die Qualitat der transkribierten RNA wurde durch Agarosegel-Elektrophorese von 1 pl des
Ansatzes beurteilt und die Konzentration konnte mittels ,Quant-iT™ RNA assay kit*
(Invitrogen) und dem Fluorometer Qubit (Invitrogen) gemafR den Herstellerangaben
gemessen werden. Die RNA wurde in Aliquots bei -70°C gelagert und dann zur

Elektroporation in MDBK Zellen verwendet (s.u.).

4.2.2.2 RNA-Isolierung aus Zellen
RNA-Praparationen aus eukaryontischen Zellen wurden entweder mit Hilfe des Systems
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Nucleospin® RNA 1l der Firma Macherey-Nagel oder des Systems RNeasy® der Firma
Qiagen nach den Angaben der Hersteller durchgefuihrt. Beispielhaft wird nachfolgend die

Anwendung des erstgenannten Kits beschrieben.

Vor der Praparation wurden die bendtigte RNase-freie DNase-Losung (1 Aliquot
lyophilisiertes Enzym gel6st in 540 yl RNase-freiem ddH,O) und der Puffer RA3 (Zugabe
von 50 ml Ethanol zu 12,5 ml Pufferkonzentrat) angesetzt. Etwa 2 x 10° Zellen wurden
nach Abnahme des Uberstandes und Waschen mit PBS durch Zugabe von 350 pl RA1
und 3,5 ul B-Mercaptoethanol in der Zellkulturschale lysiert. Zur Reduktion der Viskositat
und Klarung des Lysates diente die Filtration durch eine Nucleospin®-Filtereinheit mittels
Zentrifugation bei 11.000 xg fur 1 min. Um in der homogenisierten Losung die benétigten
RNA-Bindungs-Konditionen einzustellen, erfolgte die Zugabe von 350 ul 70 % (v/v)
Ethanol bevor das vermischte Lysat auf eine Nucleospin® RNA Il Séaule geladen und flr
30 s bei 8.000 xg zentrifugiert wurde. Anschlielend erfolgte die Entsalzung der
Silikamembran durch 350 pl MDB (Membrane Desalting Buffer) und Zentrifugation bei
11.000 xg fur 1 min. Fur den Verdau gebundener DNA wurden 10 ul der DNase-Ldsung
(s.0.) mit 90 ul DNase-Reaktionspuffer vermischt und auf die Membran pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde die Membran durch Zugabe
von 200 pl Waschpuffer RA2 und Zentrifugation (8.000 xg fur 30 s) gewaschen. Der zweite
Waschschritt wurde mit 600 ul RA3 (8.000 xg fir 30 s), der dritte mit 250 pl RA3 (11.000
xg fur 2 min) durchgefihrt. Die gereinigte RNA konnte dann aus der getrockneten
Membran durch Zugabe von 60 pl RNase-freiem ddH,O und Zentrifugation fur 1 min bei

11.000 xg eluiert werden.

Um den RNA-Gehalt der Lésungen zu bestimmen, wurde die UV-Licht-Absorption der
verdiinnten Losung in Quarzglaskivetten bei einer Wellenlange von 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, im Photometer Gene Quant || RNA/DNA
Calculator (Pharmacia Biotech) gemessen. 2 ul der RNA-L6sung wurden hierzu mit 98 pl
ddH,O verdiunnt und die Absorption durch diese LOsung, gegen reines Wasser als
Referenz, bestimmt. Einzelstrangige RNA in einer Konzentration von etwa 40 pg/ml ergibt
bei einer Schichtdicke von 1 cm einen Absorptionswert von 1. Ausgehend von diesen
Werten und dem Verdunnungsfaktor 50 ergab sich die RNA-Konzentration in pg/ul durch

Multiplikation des gemessenen Wertes der Absorption mit dem Faktor 2.

73



Material und Methoden

4.2.3 Arbeiten mit Proteinen

4.2.3.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Die Expression rekombinanter Proteine in Bakterien erfolgte Uber ein induzierbares T7
Expressionssystem in E. coli, Stamm BL21+pLys (Novagen). Dieser besitzt ein
genomisches Integrat eines Fragments des A-Phagenstamms DE3 und damit das Gen fur
die RNA Polymerase des Bakteriophagen T7 unter der Kontrolle des lacUV5 Promotors.
Daneben enthéalt dieser Stamm ein Chloramphenicol-Resistenz vermittelndes Plasmid
pLys welches fur das T7 Lysozym kodiert. Die Expression geringer Mengen T7 Lysozyms
verhindert eine basale Protein-Expression vor der eigentlichen Induktion und erleichtert die
Zelllyse (Studier, 1991). Die fur das gewinschte Protein kodierende Sequenz wird in
Kanamycin-Resistenz vermittelnde pET Plasmide (Novagen) kloniert, so dass eine
Expression tber T7 Transkriptions- und Translationssignale stattfindet (Studier et al.,
1986; Rosenberg et al., 1987; Studier et al., 1990).

Fast alle in dieser Arbeit bakteriell hergestellten Proteine wurden zur Verbesserung des
Expressionslevels und der Loslichkeit als Fusionsproteine exprimiert. Dazu wurden an den
N-Terminus ihrer kodierenden Sequenz die Gene von Proteinen angefiigt, welche die
Expression, Stabilitat, Faltung und Lo6slichkeit von Fusionspartnern gewahrleisten. Zu
diesem Zweck wurden Ubiquitin von S. cerevisiae (Butt et al.,1989; Yoo et al., 1989)
(gewonnen aus dem Plasmid pET26UDb), Trigger Factor von E. coli (Thapa et al., 2008)
(gewonnen per PCR aus dem Plasmid pTf16) und Mistic von B. subtilis (Roosild et al.,

2005) (gewonnen per PCR aus einer B. subtilis Gesamt-DNA-Praparation) genutzt.

Zur Detektion mit mAk und zur Affinitatsreinigung wurden die Fusionsproteine zudem mit
Tags versehen. Verwendet wurden: HexaHis-Tag (HHHHHH), Flag-Tag (DYKDDDDK),
Strepll-Tag (WSHPQFEK) und c-Myc-Tag (EQKLISEEDL).

Zur Spaltung der Proteine mittels der TEV-Protease wurden zwei aufeinanderfolgende
Schnittstellen (ENLYFQGENLYFQG) zwischen die Fusionspartner eingefugt.

BL21+pLys wurden mit dem fir das entsprechende Protein kodierenden Plasmid
transformiert und auf LB Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin und 34 pg/mi
Chloramphenicol ausplattiert. Mit einer Bakterienkolonie wurden 10 ml NZCYM Medium
(50 pg/ml Kanamycin, 34 pg/ml Chloramphenicol, 1 % Glukose) angeimpft und Gber Nacht
bei 30°C auf einem Schittler inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 1 Liter NZCYM
Medium, welches 50 pg/ml Kanamycin und 34 pg/ml Chloramphenicol enthielt, angeimpft.

Die Bakterien wurden unter Schitteln bei 37°C kultiviert bis ein ODgy9 Wert von 1-1,5
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erreicht wurde. Dann wurde die Proteinsynthese durch Zugabe des Laktose-Analogons
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG, 0,5 mM Endkonzentration) 4 h lang bei 25°C
(Jiv-Derivate, NS2-Verkirzungen, TEV-Protease), bzw. ber Nacht bei 18°C (Mistic-NS2)
induziert. Die Kultur wurde anschlieRend 20 min bei 5.000 xg abzentrifugiert und durch
dreimaliges Frieren/Tauen des Bakterienpellets die zytosolischen Proteine freigesetzt. Das
Pellet wurde in 50 ml LEW Puffer (mit 25-50 mM Imidazol, bzw. ohne Imidazol bei
Aufreinigung uber Protino Saulen), bzw. NS2-Puffer (Mistic-NS2) resuspendiert und die
bakterielle chromosomale DNA durch Ultraschall geschert, wodurch die Viskositat
abnahm. Danach wurde das Lysat durch eine ,Lowspeed“-Zentrifugation (20 min bei 4.000

Xg) vorgereinigt.

In Inclusion Bodies vorliegende unlésliche Proteine (etwa das Mistic-NS2 Fusionsprotein)
befanden sich dann in diesem Lowspeed-Pellet und wurden unter denaturierenden
Bedingungen aufgereinigt. Dazu wurde das Pellet in Puffer mit 4 M Guanidinium-HCI
resuspendiert und die weitere Aufreinigung erfolgte analog der Aufreinigung des

Lowspeed-Uberstandes Idslicher Proteine.

Losliche Proteine befanden sich im Uberstand der Lowspeed-Zentrifugation. Dieser
Uberstand wurde 1 h bei 120.000 xg und 4°C ultrazentrifugiert und mit einem 0,45 pum
Filter filtriert. Das geklarte Lysat wurde dann entweder per FPLC-Apparatur tber eine 1 ml
HiTrap™ IMAC affinity Saule (mit Ni** oder Co?*) oder manuell per Schwerkraft tiber eine

mit Protino® Ni-TED Resin bepackte Saule gereinigt.

Die Aufreinigung von Proteinen per Saulen-Affinitats-Chromatographie mit immobilisierten
Metall-lonen (IMAC) beruht auf der spezifischen Interaktion von Metall-lonen und
bestimmten, auf der Oberflache von Proteinen exponierten, Seitenketten von Aminosauren
(meist Histidin). Die Anwesenheit mehrerer AS-Seitenketten nebeneinander, wie etwa im
HexaHis-Tag, erhéht die Affinitat deutlich. Im Einzelnen werden Schwermetall-lonen (etwa
Nickel** oder Cobalt**) durch eine chelierende Matrix (an Agarose kovalent gebundenes
Nitrilotriacetat (NTA) oder an Silica kovalent gebundenes Tris-carboxymethyl-ethylen-
diamin (TED)) immobilisiert. Das His-getaggte Protein wird mit hoher Affinitat an der
stationdren Metall-Matrix gebunden, da die Imidazol-Ringe des Hexa-Histidin-Tags den
Chelatkomplex um das Metall-lon zu einem 6-fach koordinierten Komplex vervollstandigen
konnen. Die Elution erfolgt durch Kompetition mit aufsteigenden Konzentrationen von
Imidazol (bis zu 500 mM).

Im Falle der Aufreinigung per HiTrap S&dule und Chromatographie-Anlage (AKTApurifier)

75



Material und Methoden

wurde die Protein-haltige Lésung mit einer Geschwindigkeit von 0,7 ml/min auf die
aquilibrierte Saule aufgetragen. Die Saule wurde dann mit 10 ml Imidazol-haltigem LEW
Puffer (25-50 mM) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte mittels eines
isochratischen Imidazol-Gradienten (Flussrate: 0,7 ml/min), der durch die Mischung von
LEW Puffer ohne und mit 500 mM Imidazol entstand. Dabei wurden 1 ml Fraktionen

gesammelt.

Bei der manuellen Aufreinigung tUber Saulen mit Ni-TED Resin lief das geklarte Lysat
zweimal durch die aquilibrierte Saule und es wurde mit 10 ml Puffer (LEW bzw. NS2) ohne
Imidazol nachgewaschen. Die Elution erfolgte stufenweise mit Pufferldsungen steigender

Imidazol-Konzentration (bis 200 mM). Das Eluat wurde in 3 ml Fraktionen aufgefangen.

Von jeder Fraktion wurden 10 pl auf ein 10 %iges Polyacrylamidgel (s.u.) aufgetragen und
nach einer Coomassie-Farbung diejenigen identifiziert, in denen das Protein eluierte.
AnschlieRend wurden die Fraktionen, bei denen die grol3te Menge reinen Proteins auftrat,
vereinigt und gegen LEW Puffer zu einer Imidazol-Endkonzentration von 25 mM Uber
Nacht bei 4°C dialysiert.

4.2.3.2 Expression, Aufreinigung und Spaltung mit der TEV-Protease
Nach der Aufreinigung des rekombinanten Proteins wurde der N-terminale Fusionspartner

nicht mehr bendétigt und sollte daher abgespalten werden. Dazu wurde eine Protease des
Tobacco Etch Virus genutzt, da diese mit hoher Spezifitat spaltet, selbst hergestellt und

nach der Spaltung Uber einen Affinitdts-Tag wieder herausgereinigt werden konnte.

Das Plasmid pRK793 tragt ein Ampicillin-Resistenz-Gen und kodiert fur eine N-terminal
HexaHis- und C-terminal PentaArg(RRRRR)-getaggte Mutante der TEV Nuclear Inclusion
a (Nla) Protease. Der Aminosaurenaustausch von S zu V an Position 219 fuhrt zu einer
Steigerung der Enzymeffizienz und zu einer hundertfachen Verminderung der

Selbstinaktivierung (Kapust et al., 2001).

Expression und Aufreinigung der Protease erfolgte gemafld oben genanntem Protokoll zur
Aufreinigung rekombinanter Proteine per HiTrap Saule und FPLC-Anlage. Mit folgenden

Unterschieden:

Zur Expression wurden BL21-RIL Bakterien in LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und
34 ug/ml Chloramphenicol kultiviert und bei einer ODgopo von etwa 0,5 die Protein-
Expression mit 1 mM IPTG fir 4 h bei 30°C induziert. Die Aufreinigung fand in Puffer mit
100 mM NacCl, 50 mM NaH;Po4, 10 % (v/v) Glycerin und 25 mM Imidazol (pH 7,9) statt
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und die gepoolten Eluat-Fraktionen wurden mit EDTA und DTT in einer Endkonzentration

von jeweils 1 mM versetzt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Die Spaltung von rekombinanten Proteinen, welche stets zwei aufeinanderfolgende
Spaltstellen fir die TEV-Protease (AS-Sequenz: ENLYFQG; Spaltung zwischen Q und G)
enthielten, erfolgte durch Mischen von Protease- und Protein-Loésung im Verhaltnis von
1:50 bis 1:100 und Inkubation bei 16°C uber Nacht.

Nach der Spaltung konnten die Protease, der N-terminale Fusionspartner sowie Reste
ungespaltenen Proteins durch eine His-Affinitats-Chromatographie (s.o0. und Abbildung 11)

aus dem Proteingemisch herausgefangen werden. Das gewtnschte Protein befand sich

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips der

dann im Durchflu der Saule (subtraktive Aufreinigung).
subtraktiven Aufreinigung
Ein N-terminal His-getaggtes gereinigtes Fusionsprotein wird

. |dE
durch Inkubation mit einer His-getaggten Protease an der

- % TEV Protesse spezifischen Spaltste_lle ('I.'.EV) g_espalten. NE}Ch der Spaltung
wird das Proteingemisch Uber eine IMAC S&ule gegeben, so
dass die Protease, das N-terminale Spaltprodukt (His-X) und

Reste ungespaltenen Proteins an die Saulenmatrix binden. Das
gewiinschte Protein (Y) findet sich im Durchfluf3.

FRTRTR |

4.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Protein-Losungen
Die Proteinkonzentration von Lésungen wurde tber den BC-Assay (BCA = Bi-chinolin-

dicarbonséaure-Assay; BCA Protein Assay Kit; Fa. Pierce) nach Anweisung des Herstellers
bestimmt. Die Inkubation der BSA-Verdinnungsreihe und der zu messenden Probe mit
den Reagenzien erfolgte bei 60°C fir 30 min. Nachdem die Proben auf Raumtemperatur
abgekuhlt waren, wurde die Extinktion im ELISA-Reader bei 550 nm gemessen und die

Proteinkonzentration anhand der BSA-Standardkurve berechnet.
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Meist gentigte es jedoch die Proteinkonzentration Uber einen Coomassie-Spot-Test
abzuschatzen. Dazu wurden je 5 pl einer BSA-Verdinnungsreihe und daneben je 5 ul von
Verdinnungen der zu bestimmenden Proteinlosung auf ein Filterpapier pipettiert und
trocknen gelassen. AnschlieRend wurde das Papier mit Coomassie-Losung 1 min lang
gefarbt und dann wieder entfarbt. Anhand des Vergleiches der Farbeintensitaten von

Proteinprobe und BSA-Standard konnte dann der Proteingehalt abgeschatzt werden.

4.2.3.4 SDS-PAGE
Fur die Durchfuhrung von Sodiumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamidgel-Elektrophoresen

(PAGE) zur Auftrennung von Proteingemischen in Tricingelen (Schagger und Jagow,
1987) kamen fur kleine Gele (8,5 x 6,0 cm) Gelapparaturen aus der Werkstatt des MZI
(JLU GieRen) und fur groRe Gele (13 x 15 cm) Apparaturen der Firma Hoefer zum Einsatz.
Die Trenngele hatten je nach Grol3e der gesuchten Proteine einen Acrylamid-Anteil von 8
bis 12 % (w/v) in Gelpuffer. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von jeweils 0,05 %
(w/v) Ammoniumpersulfat (APS) und 0,1 % (v/iv) TEMED gestartet. Die Sammelgele
bestanden aus 4 % (w/v) Acrylamid in Gelpuffer mit 0,08 % (w/v) APS und 0,1 % (v/v)
TEMED. Die verwendete Acrylamid-Losung hatte eine Konzentration von 40 % (w/v) und

Bestand im Verhéltnis 29:1 aus Acrylamid und N,N’-Methylen-Bisacrylamid.

Die Proben wurden zur Denaturierung in SDS-Lysepuffer mit 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
10 min auf 94°C erhitzt. Als Molekulargewichts-GroRenstandard diente ein auf jedes Gel

aufgetragener gefarbter Protein-Marker (Prestained Protein Marker, Fermentas; NEB).

Als Laufpuffer zur Elektrophorese dienten Anoden- und Kathodenpuffer; die angelegte
elektrische Spannung betrug bei kleinen Gelen 120 V fur etwa 60 min; groRe Gele liefen
Uber Nacht bei Spannungen zwischen 45 und 60 V, je nach der Konzentration des
Acrylamids im Trenngel und der gewtinschten Laufweite. Die Elektrophorese wurde in der
Regel abgebrochen, sobald die Bromphenolblau-Front an der Anoden-Seite des Gels

ausgetreten war.

Nach Abbau der Gelapparatur wurde das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel
entweder zur Durchfiihrung eines Western Blots verwendet (s.u.) oder mit Coomassie-
Losung gefarbt. Dabei wurde das Gel fur 20-30 min in Coomassie-Farbelésung und
anschlieBend bis zur Entfarbung des Hintergrundes in Entfarbeldsung geschittelt. Das Gel

wurde dann unter Vakuum bei 65°C auf Filterpapier getrocknet.

4.2.3.5 Silberfarbung
Alternativ zur Farbung mit Coomassie Blue und zur Uberprifung der Reinheit konnen
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Proteine auch mit Hilfe der sensitiveren Silberfarbung angefarbt werden. Die Silberfarbung
beruht auf Anlagerung von Ag*-lonen an Proteine, die beim Entwickeln zu metallischem
Silber reduziert werden, wodurch sich weiteres metallisches Silber anlagert. Dazu wurde
das Polyacrylamidgel fur mindestens 1 h bei Raumtemperatur fixiert, anschlieRend dreimal
fur je 20 min in 30 % (v/v) Ethanol gewaschen, mit 0,2 g/l Natriumthiosulfat fir 60 s
inkubiert, dreimal mit ddH,O fir je 20 s gewaschen, mit Silberlosung fur 20 min
impragniert, erneut zweimal mit ddH,O gewaschen und dann bis zur gewlnschten
Farbeintensitat (3-10 min) in Entwickler geschwenkt. Die Reaktion wurde nach
zweimaligem Waschen fir je 2 min mit ddH,O schlieflich fir 10 min in Fixierer abgestoppt
und das Gel dann in 50 % (v/v) Methanol Uberfiihrt. Nach 20 min wurde es mindestens
30 min oder Uber Nacht in Trocknerlésung gelagert und dann zwischen zwei

Cellophanblattern getrocknet.

4.2.3.6 Western Blot
Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine

Nitrozellulose-Membran im elektrischen Feld (Western Blot) wurde entweder in einem

halbtrockenen Verfahren (semi-dry) oder im Nass-Verfahren durchgefuhrt.

Im semi-dry-Verfahren wurde die Elektro-Blot Apparatur Trans-Blot® SD (BioRad)
verwendet. Die Puffer Roti-Blot A und K (Roth) wurden hierzu nach den Angaben des
Herstellers eingesetzt: 10 % (v/v) Pufferkonzentrat und 20 % (v/v) Methanol in ddH,O. Die
Gele wurden kurz im Kathodenpuffer geschwenkt, wahrend die Membran mit
Anodenpuffer befeuchtet wurde. AnschlielRend wurden auf der Anode der Blot-Apparatur
drei mit Anodenpuffer befeuchtete Filterpapiere (Whatman) passender Gréf3e und die
Membran tbereinander platziert. Auf die Membran wurde das Gel, dariiber weitere drei mit
Kathodenpuffer befeuchtete Filterpapiere gelegt. Nach dem Entfernen von Luftblasen
zwischen den Schichten und dem Anbringen der Kathode wurde eine elektrische
Gleichspannung (maximal 13 V) angelegt. Fur den Proteintransfer aus kleinen Gelen
wurde der Stromfluss auf 5 mA/cm?, bei groRen auf 3 mA/cm? begrenzt. Die Transferdauer

lag fur kleine Gele bei 30-45 min, fiir grof3e bei 60 min.

Der Proteintransfer im Nassblot-Verfahren wurde mit einer von der Werkstatt des MZI, JLU
Giel3en, hergestellten Kammer durchgefiihrt. Als Blotting Puffer wurde dabei eine 10 mM
Losung von Na-Tetraborat in ddH,0 (Borax-Puffer) verwendet. Gel, Membran und zwei
Filterpapiere wurden kurz in diesem Puffer geschwenkt und dann in der Reihenfolge

Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier in eine Haltevorrichtung zwischen zwei diinne
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Schwamme geklemmt. Die Haltevorrichtung wurde dann in der Blot-Kammer so
angebracht, dass die Membran der Anode und das Gel der Kathode zugewandt war. Die
Kammer wurde bis zum Rand mit etwa 800 ml Borax-Puffer geflllt und ein Ruhrfisch
dazugegeben. Der Transfer fand innerhalb einer Stunde bei 4°C auf einem Magnetrihrer

und bei einem Stromfluss von 400 mA statt.

Zur Blockierung freier Proteinbindungsstellen wurde die Membran nach dem
Proteintransfer fuir mindestens eine Stunde, in der Regel jedoch Uber Nacht, in einer
Losung aus 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-Tween (0,05 % (v/v) Tween 20 in PBS)
unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 15 min Waschen der Membran mit
PBS-Tween erfolgte die Zugabe des Primarantikdrpers (verdinnt in PBS-Tween). Nach
Inkubation fur eine Stunde und dreimaligem Waschen der Membran fir jeweils 10 min mit
PBS-Tween wurde der Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Sekundarantikdrper gegen
Maus-1gG zugegeben (verdinnt mit PBS-Tween im Verhéltnis 1:10.000) und die Membran
unter Schwenken eine weitere Stunde mit dieser Losung inkubiert. Nach erneuten drei
Waschvorgangen mit PBS-Tween wurde die Membran mit frisch angesetzter
Chemilumineszenz-L6sung (Perkin-Elmer) nach Vorschrift des Herstellers befeuchtet.
Nach einer einminttigen Inkubation wurde u(berschiissige LOosung abgetupft und die

Membran mit einer transparenten Folie abgedeckt.

Die Sichtbarmachung der Chemilumineszenz-Signale erfolgte zum Teil durch Exposition
von Rontgenfilmen und zum Teil durch digitale Auswertung mittels eines Luminescent

Image Analyzer (Fuijifilm).

Biomax® Rontgenfilme (Kodak) passender Grél3e wurden durch direkte Exposition auf der
transparenten Folie zun&chst fir 30 s belichtet und sofort entwickelt. Je nach Intensitat
des erhaltenen Signals wurden anschlielend léangere oder kirzere Belichtungszeiten
gewahlt. Das Bandenmuster des gefarbten Protein-Markers wurde mit einem Filzschreiber

von der Membran auf den dariiber ausgerichteten entwickelten Film tUbertragen.

Die computergestitzte Auswertung von Western Blots erfolgte mit dem Image Analyzer
LAS-4000mini und der mitgelieferten Software gemal den Angaben des Herstellers
(Fujifilm). Die dabei Uber eine Digitalkamera aufgenommenen Lumineszenz-Bilder konnten

auf einem PC bearbeitet und gespeichert werden.

4.2.3.7 Affinitatsreinigung monoklonaler Antik6rper (mAk)
Zur Reinigung monoklonaler Antikérper aus dem Hybridomuberstand, etwa fur den Einsatz

in der Immunprazipitation, diente die Protein-G-Sepharose Saule ,HiTrap Protein G HP
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1 mlI“ (GE Healthcare). Protein G ist ein Zelloberflachenprotein von Streptokokken der
Gruppe G und ein Typ Il Fc-Rezeptor, der, ahnlich wie das Protein A aus Staphylokokkus
aureus, an die Fc-Region von IgG bindet. Im Gegensatz zu Protein A bindet Protein G

effizienter an die Fc-Region von Antikérpern der Subklasse 1gG;.

200-350 ml Hybridomuberstand wurden zur Pufferung auf eine Endkonzentration von
10 mM Tris/HCI (pH 7,0) eingestellt und durch 1 mM NaNs konserviert. Der Uberstand
wurde durch einen 0,45 um Filter filtriert, um unl6sliche Bestandteile zu entfernen und
anschlieBend mit Hilfe einer Schlauchpumpe mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min
durch die aquilibrierte Séaule gepumpt. Nach einem kompletten Durchlauf der L&ésung
wurde sie Uber Nacht Gber die Saule umgepumpt. Als Waschlosung dienten 10 ml eines
10 mM Tris/HCI-Puffers (pH 7,0). Die Elution des Antikorpers erfolgte mit 15 ml eines
0,1 M Glycin-HCI Puffers (pH 2,7) und jeweils 1 ml der Elutionslésung wurden in
getrennten Reaktionsgefalden gesammelt, in die jeweils schon 100 pl einer 1 M Tris/HCI-
Losung (pH 9,0) vorgelegt waren. Auf diese Weise erfolgte eine schnelle Abpufferung des

pH-Wertes in einen neutralen Bereich zur Schonung der eluierten Antikorper.

Jeweils 10 pl jeder Fraktion wurden mit 10 ul SDS-Probenpuffer vermischt, 10 min bei
94°C inkubiert und anschliel3end Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Farbung des Gels
mit Coomassie-Losung fur 20 min und anschlielender Entfarbung mit haufig gewechselter
Entfarbelésung tber mehrere Stunden wurden die Elutions-Fraktionen mit der hoéchsten
Antikorper-Konzentration bestimmt und gepoolt. Der gereinigte Antikorper wurde

aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4.2.4 Arbeiten mit Zellen

4.2.4.1 Allgemeine Zellkultur-Techniken

Alle Zellkultur-Arbeiten fanden unter einer Sterilbank (Holten Laminar Air Flow, Safe 2000,
Kendro; MSC-Advantage, Thermo Scientific) statt. MDBK, BHK-21 und PT Zellen wurden
in Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser bei 37°C, 5% CO,; und 96 % relativer
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Als Zellkulturmedium diente CCM-34, dem 10 %
(v/v) fotales Kalberserum (FCS), 100.000 1U/I Penicillin und 0,1 g/l Streptomycin zugesetzt

wurden.

Die Zellen wurden im Abstand von 3 bis 4 Tagen passagiert. Hierzu wurde der Uberstand
abgenommen und der Zellrasen mit 2 ml Trypsin-Losung kurz abgespilt. Nach Abnahme
der Flussigkeit und Inkubation mit 1 ml Trypsin-Losung bei 37°C fur 2-3 min konnten die
Zellen durch leichtes Klopfen gegen den Schalenrand geldst und vereinzelt werden. Nach
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Resuspendieren in 10 ml Zellkulturmedium wurde */3, dieser Suspension in einer neuen
Schale mit 10 ml Medium gemischt und wieder bei den oben genannten Bedingungen

inkubiert.

Um Zellen der gewiinschten Dichte fur Experimente am nachsten Tag zur Verfiigung zu
haben, wurden diese nach der Trypsinbehandlung dichter ausgesat. In jede Vertiefung
einer 6-well Platte (3,5 cm Durchmesser) wurde hierzu etwa /-5 (BHK) oder /5 (MDBK)
der Zellsuspension einer 10 cm Schale mit dichtem Monolayer verwendet und auf
2 ml/well Gesamtvolumen mit Medium verdinnt. Die zur Elektroporation von MDBK Zellen
bendtigten dicht bewachsenen 10 cm Schalen konnten durch Aussaden dieser Zellen am

Vortag im Verhaltnis 1:3 erhalten werden.

Wurden fur bestimmte Experimente exakte Zellmengen benétigt, wurden die Zellen nach
der Trypsinierung in 10 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Dazu wurden
10 pl der Zellsuspension mit 90 pl 0,025 % (w/v) Trypanblau (in 0,15 M NaCl) gemischt
und mit der Mischung eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (Kleinquadrat-Flache = 0,0625
mm? Hohe = 0,2 mm) befilllt. Nach Auszahlung der Zellen in vier GroRquadraten (n =

Gesamtzahl der Zellen in 4 Grol3quadraten) konnte die Zellzahl mit der Formel
Zellen/ml =nxV x 1,25 x 1000
(V = Verdunnungsfaktor = 10)

berechnet werden.

4.2.4.2 Kryokonservierung von Zellen
Zur dauerhaften Lagerung wurden von jeder Zelllinie Kryokulturen angelegt, die in

flissigem Stickstoff gelagert und bei Bedarf wieder aufgetaut wurden. Nach dem Ablésen
der Zellen einer 10 cm Schale mittels Trypsin-Losung wurden diese mit 10 ml Medium in
ein 15 ml Gewebekulturrdhrchen dberfuhrt und fir 2 min bei 400 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1,8 ml reinem FCS resuspendiert. In 2
Kryoréhrchen wurde jeweils 100 pl DMSO vorgelegt und 900 ul der Zellsuspension
zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Kryorohrchen in eine nach Vorschrift
des Herstellers mit Isopropanol beflllte Kryobox (Nalgene) gestellt und diese bei -70°C
eingefroren. In dieser Box wurden die Zellen schonend um 1°C pro min bis auf -70°C

abgekdhlt, bevor sie schlief3lich in flissigem Stickstoff dauerhaft gelagert werden konnten.

4.2.4.3 T7-Vaccinia-Expression
Durch Infektion von BHK-21 Zellen mit rekombinantem Vaccinia Virus MVA-T7pol kommt
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es im Zytoplasma der Zellen zur Expression der T7 DNA-abhangigen RNA-Polymerase.
Nach anschlieBender Transfektion entsprechender Plasmide werden mRNAs transkribiert,
die unter Kontrolle des T7 Polymerase-Promotors stehen (Sutter et al., 1995). Da es durch
die T7 Polymerase des Vaccinia Virus nur zu einem uneffizienten caping der
transkribierten RNAs kommt, wurden in dieser Arbeit Plasmide zur T7-Vaccinia-
Expression verwendet, die auf dem Vektor pCITE basieren. Dessen IRES verbessert die
Effizienz der Translation der entstehenden mRNAs deutlich, da die Initiation der

Translation cap-unabhangig erfolgt.

Die zur Expression verwendeten BHK-21 Zellen wurden am Vortag im 6-well-Format so
ausgesat, dass am néchsten Tag ein optisch zu 70-90 % dichter Monolayer vorlag (s.0.).
Die Infektion mit Vaccinia Virus MVA-T7pol erfolgte in 1 ml FCS-freiem Medium fir 1 h im
Brutschrank mit einer MOI von 3. Zur Transfektion der Expressionsplasmide wurde
Superfect® Transfektions-Reagenz nach der Vorschrift des Herstellers (Qiagen)
verwendet. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Lipofektion (Felgner et al., 1987)
mit einer kationischen Tragersubstanz, die eine endosomale Aufnahme von DNA
ermdglicht und den pH-Wert im Lysosom abpuffert, sobald die Fusion von Endosom und
Lysosom stattgefunden hat, wodurch ein Transport der auf diese Weise stabilisierten DNA
in die Zelle ermdglicht wird. 2 pg Plasmid-DNA, bei Doppeltransfektionen pro Plasmid 1,5
ug, wurden hierzu mit 70 yl Medium ohne FCS und Antibiotika vermischt. Diese Ldsung
wurde mit 10 pl Superfect® versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Abschluss der Vaccinia-Infektion wurde der Uberstand von den Zellen abgenommen und
nach Waschen mit PBS durch 1 ml Zellkulturmedium mit FCS und Penicillin/Streptomycin
ersetzt. Die Transfektionsansatze wurden anschlieBend zu den Uberstanden der Zellen
pipettiert und durch Schwenken der Platte verteilt. Nach 2-4 h Inkubation im Brutschrank
wurde der Zelluberstand abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und dann Uber
Nacht mit Medium mit FCS und Penicillin/Streptomycin inkubiert.

Zur weiteren Analyse mittels Western Blot wurden die Zellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in jeweils 250 pl SDS-Lysepuffer unter Zusatz von 5% (viv) B-
Mercaptoethanol lysiert und das Lysat bei -20°C gelagert. Dabei wurden standardmafig

Vaccinia-infizierte, nicht transfizierte Zellen als Negativkontrolle verwendet.

4.2.4.4 Infektion von MDBK Zellen
MDBK Zellen wurden infiziert um entweder Virus-RNA zu gewinnen oder um virale

Proteine im Western Blot oder in der Immunfluoreszenz nachzuweisen. Dabei wurden
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standardmafiig nicht-infizierte Zellen als Negativkontrolle parallel analysiert.

Zur Infektion wurden am Vortag in 3,5 cm Schalen ausgesate MDBK Zellen verwendet, die
zum Zeitpunkt der Infektion eine Dichte von 60-80 % zeigten. Nach dem Abnehmen des
Uberstandes und dem Waschen mit 2 ml PBS wurden die Zellen bei einer MOI von 5 (WB,
IF), bzw. 0,1 (RNA-Gewinnung) mit dem jeweiligen Virus in FCS-freiem Medium infiziert.

Nach einer Stunde wurde der Uberstand wieder durch 2 ml FCS-haltiges Medium ersetzt.

Zur weiteren Analyse mittels Western Blot wurden die Zellen nach unterschiedlichen
Zeitpunkten in jeweils 250 pl SDS-Lysepuffer unter Zusatz von 5% (viv) B-
Mercaptoethanol lysiert und bei -20 °C gelagert.

4.2.4.5 Elektroporation von MDBK Zellen
Die Elektroporation ist neben der Lipofektion (s.0.) eine zweite Methode zur Transfektion

eukaryontischer Zellen. Infolge eines kurzen elektrischen Impulses wird die Zellmembran
kurzzeitig durchlassig und extrazellular vorhandene RNA oder DNA kann ins Zytoplasma
gelangen. Zum Einbringen von RNA in MDBK Zellen ist die Elektroporation
erfahrungsgemald die geeignetste Methode und kam fir diesen Zweck zur Anwendung
(Tautz et al., 1999).

Fur eine Elektroporation wurden vergleichbare Mengen an RNA, in der Regel etwa 1 ug,
und ein Drittel der Zellen einer dicht bewachsenen 10 cm Zellkulturschale (etwa 1 x 10°
Zellen) verwendet. Der Zellrasen wurde hierzu durch Trypsinbehandlung vom Boden der
Zellkulturschale gel6st und vereinzelt, und in 10 ml FCS-haltigem Medium resuspendiert,
um Reste von Trypsin zu inaktivieren. Nach Zentrifugation bei 300 xg fur 2 min wurde das
Pellet zweimal mit PBS gewaschen und schliel3lich wieder in 1,2 ml PBS aufgenommen.
Pro Elektroporationsansatz wurden jeweils 400 pl dieser Zellsuspension auf eine
Elektroporationskivette (Elektroden-Abstand: 2 mm) verteilt. Sofort nach Zugabe der RNA
erfolgte der elektrische Impuls (0,18 kV, 950 pF) und die elektroporierte Zellsuspension
wurde in eine 3,5 cm Zellkulturschale ausgesat, mit 1,6 ml FCS-haltigem Zellkulturmedium
aufgefullt und im Brutschrank inkubiert, bis die Zellen etwa fiir einen Western Blot lysiert
oder fur einen Immunfluoreszenztest fixiert wurden. Als Negativkontrolle wurde

standardmalfiig eine Elektroporation ohne RNA-Zugabe durchgefuhrt.

Zum Test auf Replikation und Translation der elektroporierten RNA und zum Nachweis der
Entstehung infektioser Viren wurde jede elektroporierte Zellsuspension in zwei wells
ausgesat und dann nach 24 h und nach 48 h jeweils ein well fixiert und in der

Immunfluoreszenz (s.u.) mit dem mAk Code4 als Primarantikérper untersucht. Zeigte sich
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dabei eine Ausbreitungstendenz der positiven Zellen im Vergleich der beiden Zeitpunkte,
so war dies ein Hinweis auf Bildung infektioser Virionen. Um dies zu bestatigen wurde der
Zell-Uberstand des 48 h-wells steril filtriert und auf eine neue 3,5 cm Schale nicht-
infizierter MDBK Zellen gegeben. Nach 48h wurde ein erneuter Code4-

Immunfluoreszenztest durchgefihrt, um das Erfolgen einer Infektion zu Uberprifen.

4.2.4.6 Immunfluoreszenz
Zum Zwecke der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Zellen

wurden diese nach Waschen mit PBS™ zunachst durch Zugabe von 2% (w/v)
Paraformaldehyd in PBS™ und Inkubation bei 4°C fir 20 min fixiert. Nach dem Waschen
mit PBS™ erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembranen durch Zugabe von 0,5 %
(w/v) N-octyl-B-D-Glucopyranosid in PBS™ und Inkubation bei 4°C fiir 7 min. Die Zellen
wurden danach erneut mit PBS™ gespiilt. Die Primarantikorper, mAk aus Maus-
Hybridomen, wurden mit PBS™ verdiinnt und fur eine Stunde bei 37°C auf den Zellen
belassen, bevor diese zweimal mit PBS'™ gewaschen wurden. Um einen
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der Antigen-Antikorper-Komplexe zu ermdglichen,
wurden als Sekundarantikorper Cy3-gekoppelte Anti-Maus-IgG in einer Verdinnung in
PBS™ von 1:500 verwendet und ebenfalls fir eine Stunde bei 37°C auf den Zellen
belassen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS™ konnten die erhaltenen Praparate im
Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet werden. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte

mittels Digitalkamera und zugehdriger PC-Software.

4.2.4.7 Bestimmung des Virus-Titers von Zellkulturiiberstanden
Angewendet wurde das Verfahren der Endpunktverdiinnung. Um den Titer von

Zellkulturiberstanden nach Elektroporation viraler RNA oder nach Virusinfektion zu
bestimmen, wurden MDBK Zellen mit seriellen Verdinnungen des virushaltigen
Uberstandes in 96-well Mikrotiterplatten inkubiert und die Etablierung einer Infektion spater

per Immunfluoreszenztest beurteilt.

Beginnend mit jeweils 50 pl einer Vorverdiinnung des Uberstandes in Zellkulturmedium
von 1:10 oder 1:100 wurde der Verdunnungsfaktor in zwolf Stufen von well zu well jeweils
um den Faktor 3 erhéht. Hierzu wurden in alle wells 100 pl Zellkulturmedium vorgelegt und
jeweils 50 pl von einer Stufe zur nachsten Ubertragen; 50 pl aus der letzten Stufe wurden
verworfen. Fur jede Titerbestimmung wurde diese Verdiunnungsreihe in vierfacher

Ausfuhrung durchgefihrt.

AnschlieRend wurden MDBK Zellen einer dicht bewachsenen 10 cm Zellkulturschale durch
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Trypsinbehandlung vereinzelt und in 30 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zellkonzentration wurden 10 pl dieser Suspension mit 90 pl einer
0,025 % (w/v) Trypanblau-Lésung vermischt und in der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer die
Zellzahl bestimmt (s.0.). Diesem Ergebnis entsprechend wurde die Suspension
anschlieRend durch Verdiinnung mit Medium auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen je

ml eingestellt.

100 pl der verdinnten Zellen (2 x 10* Zellen) wurden zu jedem well der Virus-
Verdiunnungsreihe pipettiert. Nach Inkubation im Brutschrank (37°C; 5% CO,; 96 %
relative Luftfeuchtigkeit) fir drei Tage wurden die Zellen in einer Immunfluoreszenz-
Analyse auf das Vorhandensein des viralen Proteins NS3 und damit auf Virusinfektion hin
untersucht (s.0.). Als Primarantikérper diente dabei der mAk Code4 in einer Verdinnung
von 1:20 in PBS™.

Titerberechnungen bei Endpunktverdinnungsverfahren erfolgen stets mit Hilfe
statistischer Schéatzverfahren. In dieser Arbeit fand die Formel nach Spaermann und

Karber Anwendung: m = x; +%— dXR,

m negativer dekadischer Logarithmus des Titers bezogen auf das Testvolumen,
d.h. der Titer des Testvolumens ergibt sich aus 10™. Da als Testvolumen 50 pl
eingesetzt wurden, muss dieser Wert mit 20 multipliziert werden, um die Anzahl

infektioser Viren je ml zu erhalten (GKIDsp).

Xi Logarithmus der kleinsten Verdinnung, die zur Infektion aller vier Replikate
einer Verdunnungsstufe fuhrt (z.B. in Stufe 6 wére x; = Ig (1/72.900) = -4,86)

d Logarithmus des Verdunnungsfaktors (hier: d =193 = 0,477)

2R; Summe der Reaktionsraten; in diese Summe werden alle positiven Reaktionen
ab der hdchsten Verdiunnungsstufe, in der alle Replikate positiv sind,
einbezogen und durch die Anzahl der Replikate dividiert (wenn in der nachsten
Verdiinnungsstufe also noch 3 von 4 Replikaten positiv reagieren ist 2R = 1 + %
=1,75)

4.2.4.8 Plaguereinigung
Zur biologischen Klonierung eines Virus wurden MDBK Zellen in 6-well

Gewebekulturschalen mit virushaltigem Uberstand in fortlaufender Verdiinnung von 1:10
infiziert. Nach 1 h im Brutschrank wurden diese Anséatze mit 3 ml 0.6 % Low Melting
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Agarose enthaltendem Medium pro well Uberschichtet und 4-5 Tage inkubiert. Nach dem
Auftreten eines zytopathischen Effekts wurde Material von Plaques, die in der hochsten
Verdunnungsstufe aufgetreten waren und isoliert lagen, mit Pipettenspitzen ausgestochen
und durch mehrstindiges Schitteln (3-4 h) in jeweils 1 ml frischem Medium bei 4°C
resuspendiert. Dieses so erhaltene infektiose Material wurde dann erneut zur Infektion von
nicht infizierten Zellen geman obigem Schema genutzt und so eine Plaquereinigung in der
Folge noch zweimal wiederholt. Das so gewonnene biologisch klonierte Virus wurde dann
in gréReren Gewebekulturschalen vermehrt und der aus dem Kulturiiberstand gesammelte

Virusstock titriert und bei -80°C in Aliquots weggefroren.

4.2.5 Produktion monoklonaler Antikdrper
Die Arbeiten fur die Gewinnung monoklonaler Antikbrper wurden nach Harlow, Howard
und Lindl durchgefuhrt (Harlow und Lane, 1999; Howard und Bethell, 2001; Lindl, 2002).

4.2.5.1 Immunisierung von Mausen
Als Antigen fur die Gewinnung monoklonaler Antikorper gegen das Jiv-Protein wurde

bakteriell exprimiertes, gereinigtes His-Ub-Flag-Jivo0 verwendet.

Drei weibliche, sechs Wochen alte Balb/c-Mause wurden mit je 25-50 pg Protein pro
Immunisierung intraperitoneal inokuliert. Dabei wurden jeweils 100 ul der Proteinlésung
vermischt mit 100 pl Freundschem Adjuvans injiziert. Die Immunisierungen erfolgten an
den Tagen O (,Priming“), 14, 28 und 49 (,Boost®). An den Tagen 0 und 42 wurde den
Tieren Blut entnommen und Serum gewonnen, das mittels Western Blot auf Antikdrper
gegen bakterielles His-Ub-Flag-Jivo0 und gegen in BHK-21 Zellen exprimiertes GST-Jiv90
getestet wurde. Die Pra-Immun- und Immunseren wurden dabei jeweils 1:5.000 und
1:10.000 verdinnt als Primarantikorper eingesetzt. Die Maus mit dem starksten
spezifischen Signal und dem schwachsten Hintergrund im Blot wurde dann ab Tag 61
noch dreimal im Abstand von je 24 Stunden intraperitoneal ohne Adjuvans immunisiert

und am Tag 64 zur Gewinnung der Milzzellen euthanasiert.

4.2.5.2 Gewinnung und Ausplattierung von Feeder-Zellen
Das klonale Wachstum einzelner frisch fusionierter Hybridome ist meist unzureichend. Die

Hybridome sind empfindlich gegenlber Zelltoxinen und benétigen u.a. Wachstumsfaktoren
wie IL-6 sowie Spurenelemente wie Selen. Das Wachstum kann durch die Kokultivierung
mit "Feeder"-Zellen, wie z.B. Thymozyten, Fibroblasten oder Makrophagen, deutlich

verbessert werden.
Einen Tag vor der Fusion (Tag 63) wurden Peritoneal-Exsudat-Zellen von einer nicht
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immunisierten Balb/c Maus als Feeder-Zellen gewonnen. Die Euthanasie der Maus
erfolgte nach der Betaubung mit CO, durch cervikale Dislokation. Die Maus wurde in 70 %
Ethanol getaucht und auf Styropor fixiert. Die Haut wurde vom Xyphoid bis zur
Inguinalregion gespalten und die abdominale Muskelschicht frei prapariert, ohne die
Bauchhohle zu er6ffnen. 4 ml Hepes Medium wurden unter das Peritoneum gespritzt. Der
Bauch wurde leicht massiert, um die Flussigkeit zu verteilen und sie dann mit einer Spritze
abzusaugen. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Die so gewonnene Zellsuspension
wurde bei 300 xg fur 5 min zentrifugiert, das Pellet in 145 ml HAT Medium aufgenommen

und auf vierzehn 96-well Mikrotiterplatten (100 pl Zelllésung/Vertiefung) verteilt.

4.2.5.3 Gewinnung der Splenozyten (Milzzellen)
Die Totung der Maus erfolgte durch cervikale Dislokation nach Betdubung mit CO, am Tag

64. Zur Entnahme der Milz wurde die Maus auf dem Rucken fixiert. Nach Desinfektion mit
70 % Ethanol wurde die Haut vom Xyphoid bis zur Inguinalregion durchtrennt und die
Bauchmuskulatur frei prapariert. Nach Eroéffnung der Bauchhdhle wurde die Milz steril
entnommen und in eine Petrischale mit 10 ml Hepes Medium gegeben. Das noch
anhaftende Fett- und Bindegewebe wurde entfernt und die Milzkapsel an einem Pol
eroffnet. Durch diese Offnung wurde die Milzpulpa vorsichtig herausgespiilt. Hierzu wurde
die Kanule einer mit Hepes Medium gefullten 10 ml Spritze am entgegengesetzten Pol der
Milz durch die Kapsel gestochen und bei geringem Druck gesplilt. Der Vorgang wurde bis
zu einer deutlichen Entfarbung der Milz wiederholt. Die gewonne Zellsuspension wurde in
ein Falcon-Rohrchen Uberfuhrt. Nach kurzer Zeit (etwa 2 min) sedimentierten die gréf3eren
Gewebestiicke und der Uberstand wurde in ein neues 50 ml Falcon-Réhrchen pipettiert.
Die Splenozyten wurden bei 300 xg fur 5 min zentrifugiert und zweimal mit Hepes Medium

gewaschen.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot 1:10 mit Turk s-Féarbel6sung versetzt und
in einer Z&ahlkammer nach Neubauer unter einem inversen Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
Auszahlung berucksichtigte 4 grof3e Quadrate der Kammer. Gezéahlt wurden nur lebende
Zellen ohne sichtbare Blaufarbung. Mit folgender Formel wurde die Zellzahl (Zellen/ml)

ermittelt:
Zellzahl/ml =nx V x 2,5 x 1000
n = Zellen in 4 Gro3quadraten

V = Verdinnungsfaktor

88



Material und Methoden

4.2.5.4 Fusion von Splenozyten und Myelomzellen
Zur Fusion wurde die Myelomzelllinie Sp2/0 verwendet. Durch Verschmelzung dieser

Tumorzellen mit den Milzlymphozyten der immunisierten Maus entstehen Hybridomzellen,
die einerseits Antikorper einer bestimmten Spezifitdt produzieren und andererseits in
Zellkultur unbegrenzt vermehrt werden kénnen. Die Myelomzellen wurden per Trypanblau-
Farbung gezahlt und dann im Verhaltnis 1:3 zu den Splenozyten gegeben. Das
Zellgemisch wurde bei 300 xg fiir 4 min pelletiert, der Uberstand entfernt und das Pellet
zweimal mit Hepes Medium gewaschen. Anschlielend wurde dem Pellet Uber einen
Zeitraum von einer Minute unter leichtem Schwenken in einem 37°C Wasserbad 1 ml PEG
1500 Losung (Polyethylenglykol) zugegeben. Danach erfolgte zur Verdinnung des PEG
die Zugabe von zunachst 1 ml Hepes Medium Uber einen Zeitraum von 60 s, dann
weiteren 3 ml Hepes Medium innerhalb von 90 s und schlie3lich 10 ml Hepes Medium in
2 min. Die fusionierten Zellen wurden bei 300 xg fur 5 min pelletiert, in 145 ml HAT
Medium resuspendiert und auf 14 Mikrotiterplatten mit Feeder-Zellen verteilt (100
ul/Vertiefung). Die Platten wurden 11 Tage im Brutschrank bis zum ersten Screening

inkubiert.

4.2.5.5 Selektion von Hybridomzellen
Die bekannteste Methode fir die Selektion von Hybridomzellen ist die Verwendung von

Myelomzelllinien, denen das Enzym Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase
(HGPRT) fehlt. Bei Kultivierung dieser Zellen in HAT Medium (Hypoxanthin, Aminopterin
und Thymidin) blockiert Aminopterin die Biosynthese von Nukleotiden und die Tumorzellen
sterben ab. Milzlymphozyten produzieren HGPRT und kdénnen, wenn das Medium mit
Hypoxanthin und Thymidin supplementiert ist, auf einem alternativen Weg Nukleotide
synthetisieren (Harlow und Lane, 1999). Dadurch kénnen sich also nur Hybridzellen, die

so genannten Hybridome, im Selektionsmedium vermehren.

Zur Selektion wurden die fusionierten Zellen in HAT Medium kultiviert. Im Abstand von 2
bis 3 Tagen wurden die Platten sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch auf das
Wachstum von Zellkolonien kontrolliert, um den geeigneten Zeitpunkt fur die
Untersuchung der gewachsenen Hybridomzellkolonien auf die Produktion von Antikdrpern
zu ermitteln. Nach 11 Tagen Selektion wurde das erste Screening durchgefthrt und

danach von HAT Medium auf HT Medium umgestellit.

4.2.5.6 Screening von Hybridomzellen
Das erste Screening fand statt, nachdem die Klone etwa 30 % des Bodens der

89



Material und Methoden

Vertiefungen bedeckten. Dazu wurden 100 pl Medium aus jeder Vertiefung abgenommen

und durch frisches Medium ersetzt.

Zum Testen dieser Hybridom-Uberstande wurde ein indirekter ELISA etabliert. Der ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) nutzt die hohe Spezifitit der Bindung von
Antikorpern an ihr Antigen. Er basiert auf der Immobilisierung von Protein auf einer
Trageroberflache und anschlieBendem Nachweis des gebundenen Zielproteins durch
einen Antikdrper. Dieser kann entweder direkt an ein Enzym gekoppelt sein oder durch
einen Enzym-gekoppelten Zweitantikorper detektiert werden (indirekt). Eine durch das
konjugierte Enzym katalysierte Farbreaktion kann dann photometrisch gemessen werden.
Die optimale Proteinkonzentration fir den ELISA-Test wurde mit Hilfe eines negativen
Serums (Pra-Immunserum einer Maus) bzw. eines positiven Serums (Serum der

immunisierten Maus) bestimmt.

Hierfir wurde das entsprechende gereinigte Protein (His-Ub-Flag-Jiv90) in ,Coating”
Puffer verdinnt, so dass eine Reihe mit folgenden Konzentrationen entstand: 0,25 ng/ul,
0,5 ng/ul, 0,75 ng/ul, 1 ng/pl, 1,25 ng/pl und 1,5 ng/ul. In einem Doppelansatz wurden von
jeder Verdiinnung 100 ul auf die Vertiefungen einer 96-well Platte verteilt. Diese wurde mit
einer ,TSP“-Platte abgedeckt und 1 h bei 37°C inkubiert. Bei den TSP-Platten handelt es
sich um Platten mit 96 Projektionen, deren Flachen mit Protein beschichtet werden kdnnen
und die wie ein Deckel auf eine Mikrotiterplatte passen. Nach der Inkubation wurden
sowohl die 96-well Platten als auch die TSP-Platten dreimal in PBS mit 0,1 % Tween 20
gewaschen. Danach wurden pro well 125 pl einer Blockierlésung (10 % FCS) zugegeben
und beide Platten 1 h bei 37°C inkubiert, bevor sie wieder dreimal mit PBS-Tween (0,1 %)
gewaschen wurden. Danach verdinnte man das positive und negative Serum jeweils
1:10.000 in HAT Medium und pipettierte 100 pl davon zu jeder Proteinverdiinnung. Die
Platten wurden 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden beide Platten dreimal
gewaschen und die TSP-Platte auf eine Platte mit ,U“-férmigen Vertiefungen transferiert,
in der bereits 50 ul Ziege Anti-Maus IgG Meerrettich-Peroxidase konjugierter Antikorper
vorlagen, der 1:5.000 in PBS-Tween (0,1 %) verdiunnt war. Nach 1 h bei Raumtemperatur
wurde die TSP-Platte abermals dreimal gewaschen und auf eine 96-well Mikrotiterplatte
gesetzt, in der jeweils 100 pl frisch angesetztes TMB-Substrat vorgelegt waren. 15-20 min
nach Inkubation mit dem Substrat im Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von je
100 pl 1 M HySO4-Lésung gestoppt. Im ELISA-Reader wurde die Extinktion bei einer

Wellenlange von 450 nm gemessen (Referenzwellenlange 620 nm).
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Als optimale Proteinkonzentration stellte sich 1,5 ng/ul heraus. Bei diesem Wert blieb die
OD des positiven Serums noch konstant und unterschied sich von der des negativen

Serums um den Faktor 30.

Das abgenommene Medium wurde mit Hilfe des indirekten ELISAs auf die Produktion
spezifischer Antikérper untersucht, indem die Hybridom-Uberstande als Erstantikorper
dienten. Als Positivkontrolle diente Hybridom-Uberstand des Anti Ubiquitin  mAKk
produzierenden Hybridoms 13A4, als Negativkontrolle Uberstand des Code4 Hybridoms.
Die Vertiefungen, deren Uberstande eine OD 2 1 erreichten, wurden vorlaufig als positiv
bewertet, d.h. solange bis das Ergebnis in einem zweiten Screening, zwei Tage spater,
bestéatigt werden konnte. Die stabile Produktion spezifischer Antikérper wurde dann
schlieBlich durch weitere Screenings, Immunfluoreszenztests und Western Blots in den

darauf folgenden Tagen nachgewiesen.

4.2.5.7 Klonierung positiver Hybridome
Um die Monoklonalitat der Zellkolonien zu gewahrleisten wurden diese zweifach rekloniert.

Zuvor wurden zur Sicherung der Zellen jeweils zwei Aliquots in flissigem Stickstoff

eingefroren.

Fur die Reklonierung wurde die "limited-dilution"-Methode angewandt. 96-well Platten
wurden mit 50 pl Hybridom Medium je Vertiefung beschickt. Zellen aus den als positiv
identifizierten Vertiefungen wurden vorsichtig resuspendiert und 50 ul der Zellsuspension
in die erste Vertiefung Al Uberfiihrt. Ausgehend von der ersten Vertiefung wurde eine 1:2
Verdunnungsreihe in den Vertiefungen Al bis H1 hergestellt. Danach wurden je 50 pl
Hybridom Medium in die vorgenannten Vertiefungen zugegeben. Ausgehend von dieser
ersten Reihe wurde eine 1:2 Verdunnungsreihe Uber zwolf Reihen mit einer
Mehrkanalpipette hergestellt. Abschlielend wurden weitere 150 pl Hybridom Medium in
jede Vertiefung pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur 8 bis 10 Tage im Brutschrank bei
37°C und 5 % COs.

Zur ldentifikation positiver Klone wurden der ELISA analog zum Screening und Western
Blots verwendet. Die Hybridome wurden erneut rekloniert und von zwei Subklonen jedes

Hybridoms wurden zwei Replikas in fliissigem Stickstoff eingefroren (ca. 10° Zellen/ml).

4.2.5.8 Gewinnung der mAk
Klone, die stabil Antikbrper gegen das entsprechende Protein produzierten, wurden auf

Kulturschalen mit 25 cm Durchmesser expandiert. Der Kulturiiberstand der Hybridome

wurde abgenommen, 10 min bei 4.000 xg geklart und der zellfreie Uberstand bei -20°C
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eingefroren.

4.2.5.9 Isotypisierung der mAk

Zur Isotypisierung der Antikorper wurde ein Isotyp-Bestimmungskit (Maus-Hybridoma-
Subtyping Kit, Boehringer Mannheim) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Der
Nachweis basiert auf einem ELISA-Format und ermoglicht eine schnelle und sensitive
Bestimmung der Subtypen und Isotypen muriner monoklonaler Antikdrper (IgA, IgM, 1gG1,

19G2a, 19G2, und IgG3) sowie der leichten Ketten (k und A) per Farbreaktion.

4.2.5.10 Bestimmung des Epitops
Zuerst wurde der Hybridom-Uberstand als Primarantikorper in einem Western Blot (s.0.)

eingesetzt, um N- und C-terminale Verklrzungen von Jiv90, fusioniert an GST und per T7-
Vaccinia-System in BHK-21 Zellen exprimiert, zu detektieren. Dadurch konnte das Epitop
auf einen 10 AS grofRen Bereich eingegrenzt werden. AnschlieRend erfolgte die
Bestatigung durch T7-Vaccinia-Expression einer GST-Fusion dieser 10 AS und Nachweis

im Western Blot.

Eine weitere Eingrenzung erfolgte durch einen Western Blot mit GST-Jiv90-Mutanten, bei
denen jeweils zwei aufeinanderfolgende Aminosauren durch zwei Alanin ersetzt waren
(-Alanin-Scan®). Hier zeigten sich nur 5 AS als essentiell fir die Bindung des Jiv-mAK.

Diese 5 AS wurden dann ebenfalls an GST fusioniert per T7-Vaccinia-System exprimiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli
Nach dem Test diverser bakterieller Expressionssysteme konnte schlie3lich sowohl fur Jiv
als auch fir NS2 ein Protokoll zur rekombinanten Expression und Aufreinigung der

Proteine in E. coli etabliert werden.

5.1.1 Expression und Reinigung von Jiv

Erste Expressionsversuche des 90 AS grofRen Fragmentes des J-Domanen-Proteins Jiv
(Jiv90) in E. coli fuhrten entweder zu kaum detektierbaren Mengen oder zu ausschlie3lich
unléslichem Protein. JivO0 wurde dabei alleine oder als Fusion an den Intein-Tag (New
England Biolabs), Maltose Bindendes Protein (MBP) oder Glutathion-S-Transferase (GST)
(Abbildung 12) und in den E. coli Stammen ER2566, JM109, BL21 oder Rosetta

exprimiert.

‘\0(\ @O(\ b\)'\/'
6\3@. (\b\) \’b‘(\ \S‘lc}\

- 40‘\(\ (\’?’&\\/*{oé"'\)“@@@}\%&

175

83 % %
325

25
16,5

Abbildung 12: Expression von GST-Jiv90-His in BL21 (SDS-PAGE und Coomassie-Farbung)
Als C-terminale GST-Fusion konnten grof3e Mengen Jiv90 produziert werden. Nach Ultrazentrifugation des

Lysats fand sich das Protein nicht im Uberstand (Uberstand Uz.), konnte aber zum Teil aus dem Pellet in
Puffer mit 6M GuHCI resolubilisiert werden. Eine Aufreinigung des denaturierten Proteins Uber den C-
terminalen His-Tag per IMAC gelang jedoch nicht.

Um eine ausreichende Menge l6slichen Jiv90 zu erhalten, musste dieses fusioniert an den
C-Terminus von Ubiquitin exprimiert werden. Mit dem Plasmid pUb-Flag-Jivo0
transformierte BL21+pLys produzieren nach Induktion mit IPTG grol3e Mengen des
Proteins His-Ub-Flag-Jivo0, welches zum Teil in l6slicher Form vorliegt (Abbildung 13 A).
Das Fusionsprotein konnte Uber Nickel-lonen-Saulenchromatographie gereinigt werden

(Abbildung 13 B+C) und wurde zur Immunisierung von BALB/c Mausen verwendet (s.u.).
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Weiterhin wurde dieses Protein im anschlielBenden Screening der gewonnenen Hybridome

mittels indirektem ELISA als Antigen eingesetzt.
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Abbildung 13: Expression und Aufreinigung von His-Ub-Flag-Jiv90 (SDS-PAGE)
A: Coomassie-Farbung; Expression und Lyse; Uberstand Uz.: Zelllysat-Uberstand nach Ultrazentrifugation

B: Coomassie-Farbung; Elutionsfraktionen (Imidazol-Gradient) der Aufreinigung mittels Ni**-IMAC-Saule (GE
Healthcare HiTrap)

C: Silberfarbung; Vereinigte Elutionsfraktionen

Zur Untersuchung der Struktur von Jiv90 sollte der Fusionspartner His-Ub vom gereinigten
Protein abgespalten werden. Versuche mit einer Ubiquitin C-terminalen Hydrolase
verliefen nicht zufriedenstellend, da einerseits nur 50 % des Proteins gespalten werden
konnten und andererseits die Protease nicht in reiner Form und nur ohne Tag zur
Verfigung stand, so dass sie nach Spaltung nicht herausgereinigt werden konnte. Daher
wurden zwei Schnittstellen der ,Nuclear Inclusion Protease a“ des Tobacco Etch Virus
zwischen His-Ub und Flag-Jiv90 eingefiigt. Diese Veranderung fihrte zu einer
herabgesetzten Loslichkeit des exprimierten Proteins. Dennoch konnten ausreichende
Mengen His-Ub-TEVTEV-Flag-Jivo0 per Ni?*-Saulenchromatographie gereinigt (Abbildung
14) und durch Zugabe der selbst hergestellten und gereinigten TEV-Protease gespalten
werden (Abbildung 15 A). Eine anschlieRende subtraktive Aufreinigung durch erneute Ni®*-
Saulenchromatographie fihrte zum Herausfangen von His-Ub, TEV-Protease und der
Reste des ungespaltenen Proteins. Das abgespaltene Flag-Jivo0 fand sich im Durchfluf3
der Saule, erwies sich jedoch als sehr instabil (Abbildung 15 B und Abbildung 16).
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Abbildung 14: Expression und Aufreinigung von His-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv90

SDS-PAGE und Coomassie-Farbung; Expression und Aufreinigung mittels Ni**-IMAC-Saule (Macherey-
Nagel Protino)
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Abbildung 15: Spaltung und subtraktive Aufreinigung von His-Ub-TEVTEV-Flag-Jivo0

Spaltung des Eluates mittels TEV-Protease (A) und Aufreinigung der Spaltprodukte per IMAC-Saule (B). Im
Durchfluss Flag-Jiv90, das sehr instabil und daher in der Coomassie-Farbung nur schwach zu erkennen ist.
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Abbildung 16: Subtraktive Aufreinigung von Flag-Jivo0
In Western Blots mit drei verschiedenen monoklonalen Antikérpern lasst sich die Aufreinigung der

Spaltprodukte gut nachvollziehen. Flag-Jivo0 wird per Anti Flag mAk im Durchfluss der Saule, His-Ub und
die His-getaggte Protease per Anti Ub, bzw. Anti His mAk im Eluat der Saule detektiert.

Um eine hohere Stabilitat nach Abspaltung zu erreichen, wurde das Jiv-Fragment im
Fusionsprotein verlangert; zuerst zu Jivl17, dann Jivl94 und schlie3lich Jiv265 (siehe
dazu Abbildung 17). Die exprimierten Fusionsproteine waren jedoch nahezu komplett
unléslich. Unter denaturierenden Bedingungen (LEW-Puffer mit 8 M Harnstoff)
aufgereinigtes His-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv194, konnte durch Dialyse gegen Puffer ohne
Harnstoff zu einem grof3en Teil rickgefaltet und dann mittels TEV-Protease gespalten
werden (Abbildung 18). Das Flag-Jivl94 Spaltprodukt erwies sich nach subtraktiver
Reinigung jedoch ebenfalls als instabil (Abbildung 19). Generell ist festzustellen, dass die
Jiv-Fragmente mit zunehmender Lange stabiler wurden, dass aber gleichzeitig die
Loslichkeit der Ub-Fusionsproteine abnahm. Exprimiertes His-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv265

war vollstandig unléslich.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der exprimierten Jiv-Fragmente

Ausgehend von Jiv90 stellt Jivli17 eine N-terminale Verlangerung bis zur J-Doméane dar und Jiv194 umfasst
zusatzlich den C-Terminus von Jiv. Ein Hinzufligen der J-Domane fiihrte zu Jiv265 und schlie3lich Jiv339
besteht aus der C-terminalen Halfte des Proteins ab der putativen Transmembrandomane.
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Abbildung 18: Aufreinigung, Ruckfaltung und Spaltung von His-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv194
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

A: Aufreinigung des Zelllysat-Uberstandes unter denaturierenden Bedingungen (8 M Harnstoff) per IMAC-
Saule und Rickfaltung des Eluat-Pools per Dialyse gegen Puffer ohne Harnstoff

B: Spaltung des ruckgefalteten Proteins mittels TEV-Protease
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Abbildung 19: Subtraktive Aufreinigung von Flag-Jiv194
In der Coomassie-Farbung findet sich Flag-Jivi94 als schwache Bande im Durchfluss der Saule. Die

anderen Proteine lassen sich von dieser durch Zugabe von Imidazol wieder eluieren. Auffallig ist die im
Vergleich zu Abbildung 18 B bereits deutliche Abnahme der Intensitét der Flag-Jivl94 Bande.

Erst das Einklonieren der Gensequenzen des E. coli Trigger Factors (Tf) zwischen His-
Tag und Ubiquitin fihrte zur Gewinnung loslichen rekombinanten Proteins in Form von
His-Tf-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv265. Dieses konnte per Cobalt-lonen-Saulenchromatographie
gereinigt und per TEV-Protease zu etwa 80-90 % gespalten werden (Abbildung 20 und
Abbildung 21 A). Eine zweite, subtraktive Reinigung der Spaltprodukte tber eine Cobalt-
Saule fuhrte zu einer Abreicherung der His-getaggten Proteine, jedoch noch nicht zu einer
ausreichenden Reinheit des Flag-Jiv265 (Abbildung 21 B).

Eine weitere N-terminale Verlangerung des Jiv-Fragments um den Bereich zwischen der
putativen Transmembrandomane und der J-Domane (Jiv339) fluhrte lediglich zu einer
Verschlechterung der Ldslichkeit des Tf-Ub-Fusionsproteins und nicht zu einer

verbesserten Reinigungseffizienz nach Spaltung.
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Abbildung 20: Expression und Aufreinigung von His-Tf-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv265

Jiv265 entspricht AS 435-699 des Jiv-Proteins und beinhaltet J-Doméane und Jiv90. Das Fusionsprotein mit
Tf und Ub wird zum groRen Teil loslich exprimiert (A) und lasst sich per IMAC-Saule (Macherey-Nagel
Protino) aufreinigen (B). SDS-PAGE und Coomassie-Farbung.
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Abbildung 21: Spaltung und subtraktive Aufreinigung von His-Tf-Ub-TEVTEV-Flag-Jiv265

SDS-PAGE; Coomassie-Farbung

Nach Spaltung mittels TEV-Protease bleibt ein kleiner Teil des Proteins ungespalten (A). B: Im Durchfluss
der IMAC-Saule finden sich neben einem Grof3teil des Flag-Jiv265 auch noch Reste des His-Tf-Ub und des
ungespaltenen Proteins. Ein geringer Teil des Flag-Jiv265 scheint an die Saule zu binden und lasst sich von
dieser eluieren. Somit ist die subtraktive Reinigung in diesem Fall nicht zu 100 % effizient.
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5.1.2 Expression und Reinigung von NS2

Die bekannte Zytotoxizitat des NS2 Proteins fir E. coli, verbunden mit seiner hydrophoben
N-terminalen Halfte, verhinderte bisher eine Expression in prokaryontischen Zellen. Auch
C-terminal an Ubiquitin fusioniert wurden keine im Western Blot nachweisbaren
Proteinmengen gebildet. Eine Expression des vollstandigen NS2 des BVDV-1 zp
Stammes CP7 in E. coli war nur durch C-terminale Fusion an das Bacillus subtilis Protein
Mistic moglich. Mistic ist bekannt dafiir, dass es seine Fusionspartner unter Umgehung
normaler zellularer Transportwege selbsttatig in Membranen einlagert und damit

zytotoxische Effekte verhindern kann (Roosild et al., 2005).
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Abbildung 22: Expression, Aufreinigung und Rickfaltung von His-Mistic-TEVTEV-Strepll-Flag-NS2
Die Nummerierung entspricht den Aminoséurepositionen im Polyprotein des BVDV-1 Stammes SD-1. NS2
des BVDV-1 Stammes CP7 konnte in voller Ladnge nur als Fusion an das B. subtilis Protein Mistic exprimiert
werden (A). Die Aufreinigung erfolgte unter denaturierenden Bedingungen (4 M GuHCI) per IMAC-Saule (B)
und das Protein konnte riickgefaltet werden, indem man es zuerst gegen Puffer mit 8 M Harnstoff und dann
gegen Puffer ohne denaturierendes Agens dialysierte (C). SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
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Das Fusionsprotein konnte nicht in loéslicher Form gewonnen werden und eine
Resolubilisierung durch Zusatz von LDAO (wie beschrieben in: Roosild et al., 2005) oder
anderen Detergenzien (Triton X-100, CHAPS, Na-Taurodeoxycholat, ZWITTERGENT® 3-
12, MEGA-10, Deoxy Big CHAP, Tween 20, Lubrol PX, Dodecyl-Glucopyranosid) war
nicht erfolgreich. Daher wurde ein Protokoll zur Aufreinigung unter denaturierenden
Bedingungen (4 M GuHCI) etabliert. Die Ruckfaltung des gereinigten Proteins erfolgte
nach Dialyse gegen Puffer mit 8 M Harnstoff durch eine weitere Dialyse gegen Puffer ohne
denaturierendes Agens (Abbildung 22). Es zeigte sich jedoch, dass das Fusionsprotein

weder im denaturierten noch im riickgefalteten Zustand stabil ist.

BVDV NS2 ohne TM Jiv Insertionen

—_
H1447 C1512

Z8el
0irl
cesl
0951L
6851l

His-Tf-Ub-TEVTEV-Flag-NS2 0. TM
Trigger Factor @ i

i SV
S & S
& & & 5 -
O 0 x> " Elutionsfraktionen b T
b S & & 9 5-200 mM Imidazol Y &
130. — —
95 -~ — — o e q—
-~ Sl b -—— _—
72 ! g L - -
55 — e . —
43 h - iy ,
34 - C— ———
26 - - R ——
A B C

Abbildung 23: Expression, Aufreinigung und Spaltung von His-Tf-Ub-TEVTEV-Flag-NS2 0. TM

NS2 o. TM ist ein C-terminales Fragment von NS2 (AS 1382-1589) und beinhaltet das aktive Zentrum der
Protease, den Zn*-Finger und die Jiv-Bindedomanen. Die Nummerierung entspricht den Aminosaure-
positionen im Polyprotein des BVYDV-1 Stammes SD-1. Als Fusion an Tf und Ub wird das NS2-Fragment
zum grof3en Teil 16slich exprimiert (A) und kann Gber eine IMAC-Saule gereinigt werden (B). Allerdings findet
nach Zugabe der TEV-Protease keine Spaltung statt (C). SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
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N-terminal verkirztes NS2 (NS2 ohne TM), welches aus AS 1382-1589 (bezogen auf
Aminosaurepositionen im BVDV-1 Stamm SD-1) des Polyproteins des BVD Virus CP7
besteht und keine der putativen Transmembrandomanen enthélt, konnte als Fusion an
Trigger Factor und Ubiquitin (pTf-Ub-TEVTEV-Flag-NS2 0. TM) analog zu His-Tf-Ub-
TEVTEV-Flag-Jiv265 bakteriell und in léslicher Form produziert werden. Allerdings war
das gereinigte Protein nicht mehr durch die TEV-Protease spaltbar (Abbildung 23).
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5.2 Herstellung monoklonaler Antikorper

Rekombinant in E. coli exprimiertes und gereinigtes His-Ub-Flag-JivO0 wurde zur
Immunisierung von drei weiblichen BALB/c Mausen genutzt. Nach drei Immunisierungen
(42 Tagen) wurden die Seren im Western Blot auf Bildung von Antikérpern gegen das
bakterielle Protein und gegen eukaryontisch exprimiertes GST-Jiv90 getestet. Alle drei
Seren reagierten positiv und die Maus mit dem starksten spezifischen Signal, bei
gleichzeitig niedrigem Hintergrund, wurde fur die Gewinnung der Milzzellen zum Zwecke

der Fusion mit Myelomzellen ausgewéahlt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Detektion von Jiv90 mittels Mauseserum im Western Blot
In BL21+pLys exprimiertes His-Ub-Flag-Jiv90 (nach Induktion) und in BHK-21 Zellen per T7-Vaccinia-

System exprimiertes GST-Jivo0 wurde im jeweiligen Zelllysat geblottet und mit Mauseserum (1:10.000) als
Primé&rantikbrper nachgewiesen. A: Serum der Maus vor Beginn der Immunisierung; B: Serum der selben
Maus nach drei Immunisierungen mit gereinigtem His-Ub-Flag-Jivo0

Die fusionierten Zellen wurden nach 11 Tagen Selektion zum ersten Mal und nach zwei
weiteren Tagen zum zweiten Mal per indirektem ELISA mit His-Ub-Flag-Jivo0 als Antigen
gescreent. Es konnten schlie3lich vier Hybridome gefunden werden, die dauerhaft
spezifische Antikérper gegen His-Ubi-Flag-JivO0 bildeten. Diese wurden vermehrt,
zweimal durch Endpunktverdiinnung kloniert und kryokonserviert. Durch Western Blots mit
verschiedenen bakteriell und eukaryontisch exprimierten Proteinen, konnte bestimmt
werden, gegen welche Teile des injizierten Proteins die gebildeten Antikorper gerichtet

waren. Zudem konnten die mAKk isotypisiert werden (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Charakterisierung der erzeugten Hybridomzelllinien

Ergebnisse

Hybridom Subtyp leichte Kette | Antigen
4.7F 19G2a K His

9.4E 19G; K Jivo0
10.3A 190G, K Flag
10.10F 1gGap K Ub

Es konnte also eine Hybridom Zelllinie gewonnen werden, die einen Jiv-spezifischen
monoklonalen Antikdrper (mAk) erzeugt. Der mAk konnte erfolgreich in Western Blot,
Immunfluoreszenz und Immunprazipitation zum Nachweis von pro- und eukaryontisch

exprimiertem Jiv und Jiv90 eingesetzt werden (Abbildung 25).

Jiv-Flag GST-Jivoo

Abbildung 25: Detektion von Jiv und Jiv90
Induziert mit Doxyzyklin wurde Jiv-Flag, bzw. GST-Jiv90 in PT Tet On Zellen exprimiert und mit Uberstand

des Hybridoms 9.4E als Primarantikdrper im Immunfluoreszenztest nachgewiesen. Dabei zeigt sich fur das
vollstandige Jiv eine typische ER-Farbung. Jiv90 hingegen beinhaltet keine Transmembrandoméne und
lokalisiert daher nicht am ER. Entsprechend sind die positiven Signale in der Zelle diffus verteilt.

Durch Western Blots mit per T7-Vaccinia-System produzierten Verkirzungen von Jivo0
konnte das Epitop des Jiv mAKk bis auf zehn Aminosauren eingegrenzt werden (Abbildung
26). Diese zehn Aminosauren (SARYCAECNR) sind in den Jiv-Orthologen von Mensch,

Schimpanse, Rhesusaffe und Ratte zu 100 % konserviert.

Auf gleiche Weise exprimierte Doppel-Alanin-Mutanten zeigten, dass nur 5 dieser 10 AS
fur die Bindung des mAk essentiell sind (Abbildung 27). Die Expression dieser 5 AS alleine
an GST fusioniert konnte jedoch im Western Blot nur mit dem gegen GST gerichteten mAk
nachgewiesen werden (Abbildung 28). Das Epitop des Jiv mAk kann somit vorerst auf 10

AS eingeengt werden.
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Abbildung 26: Eingrenzung des Epitops des Jiv mAk

Per MVA T7-Vaccinia-Virus-System in BHK-21 als GST-Fusion exprimierte N-terminale (N delta) und C-
terminale (C delta) Verkirzungen von Jiv90 werden im Western Blot mit Anti Jiv und Anti GST mAk
detektiert. Dabei zeigt sich, dass ein N-terminal um 20 AS verkirztes Jiv90 und ein C-terminal um 60 AS
verkiirztes Jivo0 noch vom Jiv mAk erkannt werden. Das Epitop des mAk befindet sich also innerhalb der AS
21 bhis 30.
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Abbildung 27: Bestimmung der fir die Ak-Bindung wichtigen AS

Per MVA T7-Vaccinia-Virus-System in BHK-21 als GST-Fusion exprimierte Doppel-Alanin-Mutanten von
Jiva0 werden im Western Blot mit Anti Jiv und Anti GST mAKk detektiert. Dabei zeigt sich, dass nur ein
Bereich von 5 AS nicht veréndert werden darf, um die Bindung des Jiv mAk zu gewahrleisten. K: Mit
Vaccinia-Virus MVA T7 infizierte BHK-21
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Abbildung 28: Bestimmung des Epitops des Jiv mAk

Per MVA T7-Vaccinia-Virus-System in BHK-21 als GST-Fusion exprimierte Fragmente von Jivo0 (Jiv5:
ARYCA,; Jivl0: SARYCAECNR) werden im Western Blot mit Anti Jiv und Anti GST mAKk detektiert. Dabei
zeigt sich, dass Jiv10 erkannt wird, jedoch am nur 5 AS grof3en Jiv-Fragment keine Antikdrper-Bindung mehr

erfolgt.

Desweiteren konnte mit diesem mAk das Protein NS2-3, genauer gesagt die Jivo0

Insertion im NS2, des zp BVDV-1 Stammes NADL per Immunfluoreszenz und im Western
Blot detektiert werden (Abbildung 29 und Abbildung 30).
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Abbildung 29: Detektion von NS2-3, NS2 und NS3 des BVD Virusstammes NADL im Western Blot

Das Lysat NADL infizierter (MOI = 1) MDBK Zellen wurde nach verschiedenen Zeitpunkten post infectionem
mit Code4 und Anti Jiv mAk auf die Bildung der Proteine NS2-3, NS2 und NS3 untersucht. MDBK: nicht

infizierte Zellen
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Coded Anti Jiv

Abbildung 30: Detektion von NS2-3, NS2 und NS3 des Stammes NADL im Immunfluoreszenztest
Mit NADL infizierte (MOI = 5) MDBK Zellen wurden 24 h p.i. fixiert und mit Code4, bzw. Anti Jiv mAKk im

Immunfluoreszenztest untersucht. Mit beiden Antikdrpern konnte eine Infektion nachgewiesen werden.
Versuche mit diesem Antikérper das endogene zellulare Jiv in verschiedenen Zelllinien
nachzuweisen waren bisher nicht erfolgreich. Er wurde zudem anderen Arbeitsgruppen

zur Verfugung gestellt, die damit die physiologische Funktion von DRiP78 untersuchen
wollen.
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5.3 Erzeugung und Charakterisierung eines chimaren Virus
mit einer Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3

Zur Untersuchung der Funktion des ungespaltenen NS2-3 bei der pestiviralen
Virionmorphogenese wurde der zp BVDV-1 Stamm Osloss als Modellvirus ausgewahlt, da
er eine Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3 besitzt und daher kein ungespaltenes
NS2-3 zur Verfugung haben sollte. Um herauszufinden wie dieses Virus dennoch fahig ist
zu replizieren, sollte eine lebensfahige Virus-Chiméare erzeugt und analysiert werden,

deren Genom aus Sequenzen des Osloss-Stammes und eines nzp Virus besteht.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung des kodierenden Bereiches der cDNA-Konstrukte

Weil3 unterlegte Bereiche entsprechen der Sequenz des nzp Stammes NCP7, schwarze der Sequenz des
zp Stammes Osloss. Wenn die Osloss-Sequenzen mindestens die Proteine NS2-NS4A umfassen, kénnen
nach Elektroporation in MDBK Zellen infektiocse Viren im Uberstand nachgewiesen werden. Zur
Untersuchung der Rolle der NS2 Protease und der Mutation im Osloss Ub bei der Virionmorphogenese
wurden mutierte Konstrukte hergestellt, die sich jedoch vollig identisch zu NCP7/Osloss NS2-4A verhielten.
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Durch die Anwendung revers genetischer Methoden konnten mehrere cDNA-Klone
chimarer BVD-Viren erzeugt werden, die auf der infektibsen cDNA des nzp Stammes
NCP7 basieren und unterschiedlich lange Anteile der Gensequenzen des zp Stammes
Osloss umfassen. Dazu wurden per RT-PCR aus der Gesamt-RNA Osloss infizierter
MDBK Zellen virale Genomfragmente amplifiziert, sequenziert und in den NCP7 cDNA
Gesamtklon pNCP7-5A kloniert. Diese chimaren cDNA Genome wurden in vitro
transkribiert und die Transkripte in MDBK Zellen elektroporiert. Durch Immunfluoreszenz
(IF)-Tests von elektroporierten Zellen nach 24 h und 48 h mit Code4 als Primarantikdrper
konnte gezeigt werden, ob die transfizierte RNA zur Bildung von Virusprotein fuihrte und ob
eine Ausbreitung der positiven Signale im Vergleich von 24 h zu 48 h stattfand. Letzteres
galt als erster Hinweis auf die Bildung infektiéser Viren. Bestatigt wurde dies dann durch
Inkubation von MDBK Zellen mit den steril filtrierten Uberstanden der elektroporierten
Zellen. Zeigten sich in einem nach 48 h durchgefiihrten Code4 IF-Test positive Zellen, so

war das transfizierte chimére Genom fahig zur Bildung infektiéser Virionen.

175 ——

47 .5 v

6h 24 h

Abbildung 32: Elektroporation des Transkripts der chiméren cDNA pNCP7/0Osl NS2-4A in MDBK

Nach 24 h sind im Immunfluoreszenztest mit Code4 mAK viele positive Einzelzellen zu erkennen. Nach 48 h
bilden sich an mehreren Stellen Gruppen positiver Zellen, was ein Hinweis auf eine Ausbreitung infektidser
Viren ist. Im Western Blot mit Code4 mAk kann die Expression von NS2-3 und NS3 nach Elektroporation im
Vergleich zu mit zp BVDV-1 CP7 infizierten MDBK Zellen untersucht werden. Dabei zeigt sich, dass in den
mit NCP7/Osl NS2-4A transfizierten Zellen (Elektrop.) kein ungespaltenes NS2-3 detektiert werden kann.
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Es stellte sich heraus, dass ein NCP7 Genom, welches zp BVDV Osloss-Sequenzen
umfasst, die fir NS2 und das darauf folgende Ubiquitin kodieren, keine infektidsen
Virionen bildet. Erst wenn der Anteil des Osloss Genoms mindestens den kompletten
Bereich NS2-Ub-NS3-NS4A umfasst, kommt es Uberhaupt zur Bildung infektidser Virionen
(PNCP7/0sl NS2-4A). Dieser Prozess war aber sehr ineffizient. Die mit Elektroporations-
Uberstand infizierten Zellen zeigten nur wenige (1-3) positive Infektionsherde mit jeweils
mehreren fluoreszierenden Zellen (Abbildung 33). Zudem konnten mit dem Uberstand

dieser Zellen keine weiteren MDBK Zellen infiziert werden.

Zur Untersuchung der Rolle der NS2 Protease wurden per gerichteter Mutagenese
Chiméaren mit zwei Mutationen im NS2-Gen generiert, die beide zum Verlust der
Proteaseaktivitat fuhren (H1447-A und C1512-A) (Lackner et al., 2004). Nach
Elektroporation verhielt sich die mutierte Chimare vollkommen identisch zum
Ausgangsvirus. Dieser Befund spricht stark gegen eine Rolle der NS2 Protease bei

Virionmorphogenese und RNA-Replikation.

Ebenso konnte eine besondere Bedeutung der Punktmutation (G76S) des Osloss-Ub im
Vergleich zum bovinen Ub ausgeschlossen werden. Ein chiméarer cDNA-Gesamtklon,
welcher die Mutation in der Ub-Sequenz nicht tragt (pBNCP7/Osl NS2-4A H/A C/A Ub wt)
verhielt sich nach Elektroporation véllig identisch zum Klon pNCP7/0Osl NS2-4A H/A C/A.

Abbildung 33: Infektion von MDBK Zellen mit
Elektroporations-Uberstand

Nach 48 h Inkubation von MDBK Zellen mit steril filtriertem
Uberstand elektroporierter Zellen (pNCP7/Osl NS2-4A; 48 h
nach Elektroporation) sind im Immunfluoreszenztest mit
Code4 wenige Infektionsherde sichtbar.

Durch Passagierung von MDBK Zellen, die mit chiméarem Virus aus Elektroporations-
Uberstand infiziert wurden, konnte ein Virus erzeugt werden, welches annahernd normale
Virustiter erreicht. Von Passage zu Passage konnte zunehmend ein zytopathischer Effekt
beobachtet werden. Es bildeten sich typische Plaques, die Zellen I6sten sich schlief3lich ab
und der Zellrasen wurde l6chrig. Eine Titration des Zelliberstandes nach der vierten
Passage ergab einen Virustiter von 2 x 10° Viren/ ml. Ein nach der sechsten Passage
gewonnener Virus-Stock hatte einen Titer von 4 x 10° Viren/ml und wurde durch
anschlieBende dreimalige Plaquereinigung biologisch kloniert. Nach der Reinigung
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erreichte das klonierte Virus einen Titer von 2x 10’ Viren/ml und nach einem
Vermehrungsschritt konnte ein Virus-Stock mit einem Titer von 3 x 10" Viren / ml erhalten

werden.

Zur Untersuchung der NS2-3 Prozessierung des Virus nach Elektroporation und nach
Passagierung wurde nach verschiedenen Zeitpunkten gewonnenes Zelllysat von
elektroporierten, bzw. infizierten Zellen im Western Blot mit Code4 mAk untersucht.
Hierbei war weder nach Elektroporation (Abbildung 32), noch nach Infektion
ungespaltenes NS2-3 detektierbar (Abbildung 34). Auch wenn die Existenz geringer
Mengen ungespaltenen NS2-3 auf diese Weise nicht ausgeschlossen werden kann, so
zeigt sich doch ein deutlicher Unterschied in der NS2-3-Prozessierung der Virus-Chiméare
und anderer zp BVDV-1 Stamme (siehe auch Abbildung 29).
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Abbildung 34: Vergleich der NS2-3 Expression verschiedener BVD Viren im Western Blot
MDBK Zellen wurden mit NCP7, CP7 und der Plaque-gereinigten Virus-Chimére jeweils mit einer MOI = 1

infiziert. Nach verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurde Zelllysat geerntet und im Western Blot mit Code4 mAk
untersucht. Der nzp Stamm NCP7 zeigt dabei nahezu ausschliel3lich ungespaltenes NS2-3, der zp Stamm
CP7 grolRere Mengen NS3 und zu spateren Zeitpunkten zunehmend NS2-3 und die NCP7/Osloss Virus-
Chimére nur NS3. MDBK: nicht infizierte Zellen

Auf Basis von Gesamt-RNA infizierter MDBK Zellen wurden per RT-PCR insgesamt 9
Uberlappende Genom-Fragmente des Plaque-gereinigten Virus amplifiziert und deren
DNA Sequenz bestimmt werden (Abbildung 35). Durch eine Direktsequenzierung der RT-
PCR-Amplifikate wurde eine Konsensus-Sequenz gewonnen und so mehrere
Sequenzveranderungen im passagierten Virus lokalisiert. Im Vergleich zum Ausgangsklon
NCP7/Osloss NS2-4A H/A C/A wurden sieben Anderungen der Nukleotidsequenz
gefunden, die zu Aminosaure-Austauschen filhrten und eine Mutation im 3

nichttranslatierten Bereich (Tabelle 2).
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Ems | E1 | E2 BME“ E NSSA | NS5B j—T1R
— * . : 0?
Fragment Nukleotide GroRe
(bezogen auf pNCP7/0sl NS2-4A) (kb)
5 1884-2356 472
Xhol-Kasl 2071-5676 3.605
Kasl-Fspl 5586-6608 1.022
Fspl-Agel 6474-7389 915
Sall-Nsil 6854-9697 2.843
Nsil-Clal 9495-13181 3.686
Clal-Aatll 13073-14351 1.278
3 14140-14356 216
5'-3' 14338-2096 251

Abbildung 35: RT-PCR-Fragmente zur Sequenzierung des Virusgenoms

Schematische Darstellung des Genoms der Virus-Chimédre und Lage der 9 Uberlappendenen RT-PCR-
Fragmente. Weil3 unterlegte Bereiche entsprechen der Sequenz des nzp Stammes NCP7, schwarze der des
zp Stammes Osloss. Zur Amplifizierung der dussersten Enden des Genoms war eine nested RT-PCR mit
zirkularisierter Virus-RNA nétig. Der Revers-Primer basenpaarte folglich im 5’-Ende und der Vorwarts-Primer
im 3'-Ende des Virusgenoms. Das entsprechende Amplifikat ,5'-3™ wird durch die beiden Pfeile symbolisiert.

Tabelle 2: Nukleotidaustausche der Konsensus-Sequenz im Vergleich zum Ausgangsklon
Sieben Austausche in der kodierenden Sequenz filhren zu AS-Austauschen in den Proteinen E™, E2, p7,
NS2, NS3 und NS5A. Zudem findet sich eine Mutation im 3’ nichttranslatierten Bereich. Nukleotidangaben
entsprechend der Sequenz von pNCP7/0Osl NS2-4A; AS-Positionen entsprechend Polyprotein von NCP7

nt Lokalisation Basen Aminosaure Mutation

2367 NP ccg-cca P-P -
3451 EM® aca-tca T-S T403-S
3579 E™ att-ata -1 -
4540 E2 ttg-ctg L-L -
4707 E2 gtt-gtc V-V -
4892 E2 ccg-ctg P-L P883-L
5555 p7 acc-atc T-1 T1104-|
6047 NS2 cga-caa R-Q R1268-Q
7523 NS3 tta-tca L-S L1684-S
10317 NS4B gag-gaa E-E -
10912 NS5A tat-cat Y-H Y2814-H
11423 NS5A aat-agt N-S N2984-S
14324 3'NTR a-c - 3'NTRmut
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Um diejenigen Mutationen identifizieren zu kdnnen, welche fiir die gesteigerte Produktion
infektioser Viren relevant sind, wurden die zuvor genannten acht Austausche zuerst
einzeln in den Ursprungs-cDNA-KIon riickkloniert. Es zeigte sich, dass alle Einzelmutanten
nach Elektroporation keine deutlichen Unterschiede zum Ursprungs-Konstrukt zeigten.
Wenn man die entsprechenden Uberstande auf neue MDBK Zellen gab, fiihrten jedoch
zwei der Einzel-Mutanten, der Austausch in NS2 und in starkerem Malf3e der Austausch in
der 3'NTR, zu mehr fluoreszierenden Infektionsherden und damit zu einer geringen
Erhohung der Menge infektidser Viren im Vergleich zum Ausgangsklon. Die Kombination
dieser beiden Mutationen in einer cDNA hatte dann schlie3lich eine sehr deutliche
Steigerung der Produktion infektidser Viren zur Folge. Bereits nach Elektroporation waren
mehr positive Zellen vorhanden und es zeigte sich ein zytopathischer Effekt, der ein
Ausdinnen des Zellrasens zu 48 h nach Elektroporation bewirkte (Abbildung 36). Wurde
der Elektroporations-Uberstand auf neue Zellen gegeben, so zeigte sich ebenso ein
deutlicher ZPE und die wenigen nach 48 h verbliebenen Zellen waren nahezu komplett
positiv. Der Ausgangsklon und die Einzelmutanten fihrten nur zu wenigen positiven

Zellfoci und zu keinem ausgepragten ZPE (Abbildung 37).

R1268-Q

-+
3‘NTRmut

Abbildung 36: Elektroporation der Doppelmutante, Imnmunfluoreszenz mit Code4 mAk
Nach 24 h sind viele Einzelzellen, nach 48 h nahezu alle verbliebenen Zellen positiv.
Unteres Bild: Durchlichtaufnahme des dariiber befindlichen IF-Bildausschnittes.
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NCP7/0sl
NS24A H/AC/A

+ R1268-Q

+ 3'NTRmut

+ R1268-Q
+ 3'NTRmut

Abbildung 37: MDBK Zellen nach 48 h Inkubation mit je 1 ml Uberstand elektroporierter Zellen
linke Seite: Immunfluoreszenz mit Code4 mAKk; rechte Seite: gleicher Bildausschnitt im Durchlicht.

Sowohl beim Ausgangsklon, als auch bei der Einzelmutation im NS2 (R1268-Q) finden sich nach 48 h
Inkubation nur wenige Foci positiver Zellen. Die 3’'NTR-Mutante zeigt etwas mehr Foci, der Zellrasen ist
jedoch ebenfalls weitgehend intakt. Dagegen fiihrt die Doppelmutante zu einem starken Ausdinnen des
Zellrasens und die verbliebenen Zellen sind anndhernd vollstéandig positiv.
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Eine vergleichende Titration der Elektroporations-Uberstande ergab einen Anstieg der
Menge gebildeter Viren um eine logio-Stufe bei der 3'NTR-Einzelmutante und die

Doppelmutante erreichte einen Titer von tiber 10° Viren / ml (Tabelle 3).

Tabelle 3: Titer
Vergleichende (Viren/ml)
Virustitration der
Elektroporations- NCP/Osl 4 x 10°
Uberstande (48 h)
und des Plaque- R1268-Q (NS2) 3x10?
gereinigten Virus-
Stock 3'NTRmut 3x10°
R1268-Q (NS2) + 3’NTRmut 5 x 10°
R1268-Q (NS2) + 3’'NTRmut + 3% 10°
Y2814-H + N2984-S (NS5A)
R1268-Q (NS2) + 3’'NTRmut + 4 x 10°
L1684-S (NS3)
R1268-Q (NS2) + 3’'NTRmut +
T403-S (E™) + P883-L (E2) + 2 x 10’
T1104-I (p7)
Virus-Stock 3x10’

Ausgehend von der Doppelmutante (NS2 + 3'NTR) wurden weitere der gefundenen
Mutationen in dieses Konstrukt rickkloniert, um zu entscheiden, ob auch diese einen
Beitrag zu einer effektiveren Virionmorphogenese leisten und der Virustiter noch weiter
erhoht werden kann. Dabei zeigte sich, dass eine Ergdnzung der beiden Mutationen in
NS5A zu keiner Veranderung des Titers im Vergleich zur Doppelmutante fuhrte. Ebenso
bewirkte das Hinzufligen des Austausches in NS3 keinen weiteren Titeranstieg. Wurden
jedoch die Mutationen in E™, E2 und p7 zusammen in die Doppelmutante eingefligt, so
erhohte sich der Titer weiter und erreichte das Niveau des Plaque-gereinigten Virus-
Stocks (Tabelle 3).
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6 Diskussion

6.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

6.1.1 Expression und Reinigung von Jiv

Das zellulare Protein Jiv ist das bovine Ortholog des Proteins DnaJC14 und gehort damit
zur Familie der J-Doméanen-Proteine, deren bekannteste Vertreter DnaJ von E. coli und
das eukaryontische Hsp40 (heat shock protein 40) sind. J-Domanen-Proteine werden
entsprechend ihres Aufbaus in drei Subfamilien eingeteilt (Cheetham und Caplan, 1998).
Die Proteine der Unterfamilie A beinhalten dabei alle drei der fur DnaJ typischen
Regionen: Die J-Doméne, Uber welche sie mit dem Chaperon Hsp70 interagieren, eine
Glycin/Phenylalanin-reiche Region und vier Cystein-Motive, die zwei Zink-lonen
koordinieren. Diese Zink-bindende Region fehlt Mitgliedern der Subfamilie B und
gemeinsames Merkmal der Subfamilie C ist lediglich die J-Domane. Jiv (DnaJC14) enthalt
jedoch zusatzlich zur J-Doméane noch zwei Cystein-Motive, die ein Zink-lon koordinieren

kdnnten.

Im Allgemeinen haben J-Doménen-Proteine Bedeutung bei der Faltung und dem
Transport von Proteinen in der Zelle, etwa als Co-Chaperone. Vor allem fir das Jiv-
Ortholog der Ratte, DRiP78 (dopamine-receptor interacting protein 78), wurden
verschiedene Funktionen bei Transport oder Assemblierung von Rezeptoren postuliert
(Bermak et al., 2001; Dupré et al., 2007; Leclerc et al., 2002). Uber die physiologische
Funktion von Jiv ist jedoch noch nichts bekannt. Aus diesem Grund und zur weiteren
Untersuchung der Interaktion von Jiv und dem Nichtstrukturprotein NS2 der Pestiviren
sollte in dieser Arbeit eine bakterielle Expression und Aufreinigung von Jiv etabliert

werden.

Expressionsstudien in eukaryontischen Zellen zeigten, dass das 90 Aminosauren grof3e
Fragment Jiv90 in der Lage ist, pestivirales NS2 zu binden und die NS2-3-Spaltung zu
induzieren (Lackner et al., 2005; Lackner et al., 2006; Rinck et al., 2001). Dies legte die
Vermutung nahe, dass Jiv90 eine eigenstdndige Domane darstellt. Daher wurden die
ersten bakteriellen Expressionsversuche in dieser Arbeit mit JivO0 durchgefihrt. Es stellte
sich jedoch heraus, dass Jiv90 in Bakterien nur als Fusionsprotein exprimiert werden
konnte (C-terminal an GST oder C-terminal an Ubiquitin), und dass es nach Abspaltung

des Fusionspartners instabil war. Jiv90 scheint also entweder keine eigenstandige
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Domane zu sein, oder es fehlen in E. coli wichtige Kofaktoren fur die Stabilitdt oder
Faltung von Jiv90. Basierend auf bioinformatischen Analysen wurde das exprimierte Jiv-
Fragment schrittweise vergrof3ert, so dass es schliel3lich den Bereich ab der putativen
Transmembrandoméne bis zum C-Terminus umfasste (Jiv339). Dabei nahm die Stabilitat
der Fragmente nach Abspaltung vom Fusionspartner zu, jedoch gleichzeitig die Léslichkeit

des Fusionsproteins ab.

Ubiquitin von S. cerevisiae und Trigger Factor von E. coli sind bekannt daftr, dass sie als
Fusionspartner das Expressionslevel und die Loéslichkeit von bakteriell exprimierten
Proteinen verbessern (Butt et al.,1989; Thapa et al., 2008; Yoo et al., 1989). Durch die
Verwendung von Trigger Factor und Ubiquitin als Fusionspartner konnten grol3ere
Fragmente des zellularen Proteins Jiv in l6slicher Form in E. coli exprimiert und gereinigt
werden. Die Reinheit des per TEV-Protease abgespaltenen Jiv-Peptids war bisher jedoch

noch nicht ausreichend fir experimentelle Strukturanalysen.

6.1.2 Expression und Reinigung von NS2

Aufgrund toxischer und hydrophober Eigenschaften des pestiviralen Nichtstrukturproteins
NS2 konnte dieses bisher nicht in prokaryontischen Zellen exprimiert werden. Gemali
bioinformatischen Vorhersagen befinden sich in der N-terminalen Region des Proteins bis
zu acht Transmembranbereiche durch welche es an der ER-Membran verankert ist. NS2
des nah verwandten Hepatitis C Virus konnte in Bakterien hergestellt und zur Bestimmung
der Kristallstruktur genutzt werden, indem ein um den hydrophoben N-Terminus
verkirztes Peptid exprimiert wurde (Lorenz et al., 2006). Im Gegensatz zu HCV ist jedoch
der N-terminale Bereich des pestiviralen NS2 essentiell fiir die Funktion der NS2 Protease
(Lackner et al., 2004). Daher wurde in dieser Arbeit zuerst versucht NS2 in voller Lange zu
exprimieren. Dies gelang durch C-terminale Fusion des NS2 von BVDV-1 Stamm CP7 an
das B. subtilis Protein Mistic. Dieses wurde in der Literatur als geeigneter Fusionspartner
fur die Expression von Proteinen mit Transmembrandomanen beschrieben (Roosild et al.,
2005). Eine Aufreinigung von Mistic-NS2 gemal3 der Literaturangaben durch Herauslésen
aus der Membran mit Detergenzien gelang jedoch nicht. Stattdessen erfolgte die
Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen mit anschlieender Ruckfaltung. Das
erhaltene Protein erwies sich jedoch als nicht stabil und derzeit wird eine Optimierung des
Expressions- und Reinigungsprotokolls in Zusammenarbeit mit dem biochemischen Institut

der Universitat Halle versucht.

Die Probleme bei der Aufreinigung des kompletten NS2 fuhrten schlieBlich zu
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Expressionsversuchen mit N-terminal um die putativen Transmembranbereiche
verkirztem NS2. Als C-terminale Fusion an Ubiquitin konnte dieses Peptid (NS2 ohne TM)
in E. coli exprimiert werden; das Protein war jedoch vollstandig unloslich. Eine Fusion an
Trigger Factor und Ubiquitin, analog zu den Jiv-Expressionen, fihrte schliel3lich zu
l6slichem Protein, das sich aufreinigen, jedoch nicht mehr duch die TEV-Protease spalten
lalt. Es ist wiederholt berichtet worden, dass manche Fusionsproteine fir die TEV-
Protease ungeeignete Substrate sind, da sie entweder in I6slichen Aggregaten vorliegen
oder gefaltete Strukturen des Fusionsproteins nahe der TEV-Spaltstelle diese
unzuganglich fur die Protease machen. Im letzteren Fall konnte das Einfligen von Spacer-
Regionen zwischen Schnittstelle und Zielprotein das Substrat wieder zuganglich machen.
Im vorliegenden Fall ist jedoch ein solcher Abstandshalter bereits in Form des Flag-Tags
vorhanden. Daher soll nun eine Abspaltung des Fusionspartners mittels anderer
Proteasen versucht werden. Geplant ist ein Austausch des Ubiquitins durch das
verwandte Protein SUMO (small ubiquitin-related modifier) und eine anschlieRende

Spaltung durch die SUMO Protease | (Ulpl) von S. cerevisiae (Malakhov et al., 2004).

6.2 Herstellung monoklonaler Antikorper

Bis dato gibt es keinen publizierten monoklonalen Antikdrper gegen Jiv, DnaJC14 oder
DRIiP78. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit mit einem rekombinanten Jiv-Peptid ein
solcher monoklonaler Antikérper hergestellt werden. Durch die Immunisierung von
Mausen mit bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem His-Ub-Flag-Jiv90 und die Fusion
von Milzzellen einer immunisierten Maus mit Myelomzellen konnten mehrere Hybridom-
Zelllinien erzeugt werden, die spezifische monoklonale Antikdrper bilden. Die Antikdrper
wurden isotypisiert und der gegen Jiv90 gerichtete mAk weiter charakterisiert, aufgereinigt
und in verschiedenen Tests, wie etwa ELISA, Western Blot, Immunfluoreszenz und

Immunpréazipitation, eingesetzt.

Das Epitop des Jiv mAKk konnte bis auf zehn Aminosauren eingegrenzt werden. Diese
zehn Aminosauren (SARYCAECNR) sind in den Jiv-Orthologen von Mensch, Schimpanse,
Rhesusaffe und Ratte zu 100 % konserviert. Der Antikdrper erkennt bakteriell und
eukaryontisch Uberexprimiertes Jiv. und humanes DnaJC14 in Western Blot und
Immunfluoreszenz, jedoch waren Versuche mit diesem Antikorper das endogene zelluléare
Jiv/IDnaJC14 in verschiedenen Zelllinien nachzuweisen bisher nicht erfolgreich. Dies mag
darauf beruhen, dass dieses Protein vermutlich nur in sehr geringer Menge in der Zelle

vorhanden ist. So konnte bis dato lediglich die entsprechende mRNA in Zellen
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nachgewiesen werden. Diese ist nur in geringer Kopienzahl detektierbar und weist zudem
einen upstream Open Reading Frame auf, wodurch eine stark verminderte Translations-

effizienz zu erwarten ist.

In Kooperation mit anderen Forschergruppen sind weitere Versuche geplant, um das
endogene Jiv Uber diesen mAk mit sensitiveren Methoden nachzuweisen. Desweiteren
wurde der Jiv mAk zwei Arbeitsgruppen in Kanada und den USA zur Verfliigung gestellt,

die damit die physiologische Funktion von DRiP78 untersuchen wollen.

6.3 Erzeugung und Charakterisierung eines chimaren Virus
mit einer Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3

Das den Pestiviren nah verwandte Hepatitis C Virus ist in der Lage, infektiése Viren auch
ohne ungespaltenes NS2-3 zu bilden, wie dies unter anderem durch die Insertion einer
internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES) zwischen NS2 und NS3 gezeigt werden konnte
(Jirasko et al., 2008). Statt dessen wurde eine Interaktion zwischen NS2 und NS3
beobachtet (Kiiver et al., 2006). Im Gegensatz dazu wurde sowohl fir BVDV als auch fur
CSFV gezeigt, dass ohne ungespaltenes NS2-3 keine infektiosen Viren gebildet werden
(Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007). Dabei wurde jeweils durch die Insertion
Ubiquitin-kodierender Sequenzen oder einer IRES die Bildung von unprozessiertem NS2-3
verhindert (Abbildung 38).

Generierung
infektioser Viren

g ~ g2

S |C|E™ | E1|E2|g| NS2 NS3 % g NS5A NS5B +
g I
5 C|Em™ | E1|E2|5| NS2 H NS3 § E NS5A NS5B -

NS4A

NS5A NS5B -

NS4B|

Ems| E1| E2 |'5| NS2 NS3
IRES

Abbildung 38: Insertion von Ubiquitin oder einer IRES zwischen NS2 und NS3 von Pestiviren

Das Einfligen einer fir Ub kodierenden Sequenz oder der IRES von EMCV zwischen NS2 und NS3 von
infektiosen cDNA Gesamtklonen von BVDV und CSFV fithrt zum Verlust der Fahigkeit zur Bildung
infektidser Viren.

Npre
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Es existieren viele zp BVD Viren mit Ubiquitin-Insertionen in ihrem Polyprotein und nur bei
einzelnen Stammen findet sich die Insertion direkt zwischen NS2 und NS3. Die Mehrzahl

der Viren kodiert zusatzlich zur Ub-Insertion durch eine Genomduplikation NS2-3-4A (z.B.
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CP1; Meyers et al., 1991b) und kann damit selbstandig replizieren. Das BVD Virus CP14
(Tautz et al., 1993) hingegen weist eine Ub-Insertion zwischen NS2 und NS3 auf und ist
von einem Helfervirus abhangig, welches NS2-3 in trans bereit stellt (N. Tautz, personliche
Mitteilung). Dies unterstreicht die Bedeutung von unprozessiertem NS2-3 fir die
pestivirale Virionmorphogenese. Fur den zp BVDV Stamm Osloss wurde der Modus der
NS2-3 Prozessierung und die Rolle fur die Bildung infektioser Virionen bisher nur
unzureichend untersucht. Es stellte sich daher die Frage, ob der Stamm Osloss ein

Beispiel fir eine Virionmorphogenese ohne ungespaltenes NS2-3 ist.

Da es bis dato keinen cDNA Gesamtklon des Virusstamms Osloss gibt, wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Gesamtklon des nzp BVD Virus NCP7 als Ausgangskonstrukt
genommen und in diesen per RT-PCR gewonnene cDNA Fragmente des Stammes
Osloss inseriert. Es stellte sich heraus, dass die RNA-Transkripte dieser chiméaren cDNAs
erst dann zur Bildung von infektiosen Virionen in transfizierten Zellen fuhrten, wenn der
Anteil des Osloss-Genoms mindestens die Proteine NS2-NS4A umfasste. Dies deutet
Ubereinstimmend mit anderen Berichten (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) auf die
besondere Bedeutung dieser Region des Polyproteins als eine funktionelle Einheit bei der

Virionmorphogenese hin.

Basierend auf diesem chimérem Konstrukt NCP7/Osl NS2-4A konnte durch Einfigen der
Mutationen H1447-A und C1521-A in NS2 gezeigt werden, dass eine Chiméare mit
inaktivierter NS2 Protease (NCP7/0Osl NS2-4A H/A C/A) dennoch fahig zur Bildung
infektioser Viren ist. Dies beweist also, dass die Aktivitdt der NS2 Protease fur die
Virionmorphogenese nicht bendtigt wird, so wie dies mittlerweile auch fir CSFV berichtet
wurde (Moulin et al., 2007).

Auf gleiche Weise konnte die Hypothese, dass die Mutation im Osloss-Ubiquitin (G76-S)
eine entscheidende Rolle fur die Virusproduktion spielt, widerlegt werden. Es wurde
vermutet, dass dieser AS-Austausch eine unvollstandige NS2-3-Spaltung verursacht, so
dass Osloss eine ausreichende Menge NS2-3 fur die Virionmorphogenese zur Verfiigung
steht. Eine Rickmutation des Osloss-Ub zu der Sequenz des bovinen Ub fuhrte nach
Elektroporation der chimaren cDNA (NCP7/0Osl NS2-4A H/A C/A Ub wt) jedoch zu keinem
Unterschied hinsichtlich der Bildung infektioser Viren im Vergleich zum chimaren

Gesamtklon mit Osloss-Ub.

Bei allen bisher untersuchten autonom replizierenden Pestiviren lassen sich im Western

Blot zu spéateren Zeitpunkten der Infektion grofRe Mengen NS2-3 detektieren. Im
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Gegensatz dazu zeigt das in dieser Arbeit generierte chimare Virus im Western Blot kein

ungespaltenes NS2-3 und repliziert dennoch eigenstandig zu hohen Virustitern.

Npre
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Abbildung 39: Ermittlung der fir die Virionmorphogenese relevanten Mutationen

Zur Identifizierung der fur die gesteigerte Virusproduktion verantwortlichen Mutationen wurden die im
Plague-gereinigten Virus gefundenen Austausche schrittweise in das Ausgangs-cDNA-Konstrukt
rickkloniert. Die Tabelle fasst die Ergebnisse der bisherigen Rickmutationen zusammen. Dabei korreliert
die Anzahl der Pluszeichen mit der Menge gebildeter Viren nach Transfektion. Im unteren Bild ist die Lage

der als relevant festgestellten Mutationen im Polyprotein durch Pfeile gekennzeichnet. Bereiche der Osloss-
Sequenz sind schwarz unterlegt. n.d.: not done (nicht getestet)

Ausgehend von dem chiméaren cDNA Konstrukt NCP7/0Osl NS2-4A H/A C/A genugte das
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Einfligen von vier AS-Austauschen und eines Nukleotidaustauschs in der 3'NTR (siehe
Abbildung 39), um ein Pestivirus mit einem Titer von tiber 10’ Viren / ml bei gleichzeitig

nicht detektierbarem NS2-3 zu erzeugen.
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Abbildung 40: RNA Sekundarstruktur der 3’'NTR der NCP7/Osloss Viruschiméare + 3’'NTRmut
Die Pfeile deuten auf die im selektierten und Plaque-gereinigten Virus gefundene Mutation a-c (3’NTRmut)

im Stemloop | (SLI). Modifiziert nach Isken et al., 2004 und Pankraz et al., 2005.

Basis fur die Konstruktion der NCP7/Osloss cDNA Chiméren war der Gesamtklon pNCP7-
5A (Becher et al., 2000). Bei der Klonierung dieses Plasmids wurde eine 3'NTR-Sequenz
verwendet, welche im Vergleich zum NCP7 Wildtyp-Virus drei Nukleotidaustausche
enthédlt. Es konnte mittlerweile gezeigt werden, dass eine Verdnderung dieser drei
Austausche hin zur NCP7 Wildtyp-Sequenz zu einer Steigerung der spezifischen
Infektiositat transkribierter RNA um den Faktor 5 fuhrt (Pankraz et al., 2005). Diese
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Sequenzunterschiede der 3’'NTR befinden sich im Stemloop | (SL I), welcher essentiell fur
die Virusreplikation ist. Die im passagierten und Plague-gereinigten chimaren Virus
identifizierte Mutation in der 3'NTR (3'NTRmut) entspricht der Rickmutierung einer der
drei genannten Austausche zu der NCP7 Wildtyp-Sequenz. Betrachtet man die
Lokalisation dieser Mutation gemafd bioinformatischen Vorhersagen und experimentellen
Studien (Deng und Brock, 1993; Yu et al.,, 1999), so lasst sich erkennen, dass die
Ruckmutation von Nukleotid 158 der 3'NTR von a zu ¢ zu einer Stabilisierung des Loops
in SL | fuhrt (Abbildung 40). Dadurch lassen sich die positiven Auswirkungen dieses
Austauschs in der chimaren cDNA auf die Zahl der infizierten Zellen und den Titeranstieg

um etwa eine logio-Stufe erklaren.

Gemal} Strukturvorhersagen des NS2 Proteins befindet sich die Mutation R1268-Q in der
N-terminalen Transmembrandoméne zwischen zwei Membrandurchgéngen. Da es je nach
benutztem Programm unterschiedliche Topologievorhersagen fir die Transmembran-
bereiche gibt, ist nicht zu entscheiden auf welcher Seite der ER-Membran sich die
betreffende Aminoséaure befindet. Der Mehrheit der Vorhersagen zufolge liegt die Mutation
im ER-Lumen und damit auf der gleichen Seite wie die Strukturproteine. Studien mit
chimaren HCV cDNA Klonen deuten ebenfalls auf eine besondere Bedeutung der NS2
Transmembranbereiche bei der Virionmorphogenese (Yi et al.,, 2006). Dabei zeigten
Polyprotein-Chiméren aus verschiedenen HCV Genotypen (1a und 2a) Inkompatibilitaten
beziglich der Entstehung infektioser Viren. D.h. nach Transfektion chimarer RNA wurden
nur wenige infektiose Viren gebildet. Die Passage von transfizierten Zellen fihrte zur
Entstehung mehrerer kompensatorischer Mutationen, welche die Menge gebildeter
infektioser Partikel deutlich erhéhten. Die Mutationen in NS2 lagen dabei ausschlief3lich in
der Transmembrandoméne. Weitere Mutationen, die den Virustiter steigerten, fanden sich
in den Proteinen E1 und p7. Dieser Befund stellt ebenfalls eine Parallele zur vorliegenden
Arbeit dar, da auch hier Mutationen in Strukturproteinen (E™, E2) und p7 zu einer
weiteren Erh6hung des Virustiters fuhrten. Alleine, ohne den Austausch R1268-Q in NS2,
konnten die Mutationen in E™, E2 und p7 jedoch keinen Anstieg der Virusproduktion
bewirken. Es scheint also, dass die Transmembranbereiche von NS2 sowohl bei HCV als
auch bei BVDV eine entscheidende Rolle beim Virusassembly spielen, mdglicherweise
durch die Vermittlung von Interaktionen mit den Strukturproteinen an der ER-Membran
(siehe dazu auch Abbildung 41). Entsprechend scheinen die Austausche in E™, E2 und

p7 in erster Linie Inkompatibilitdten zwischen der 5 -wérts gelegenen NCP7 AS-Sequenz
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und dem NS2 von Osloss zu kompensieren. Die Mutation in p7 etwa (T1104-I) stellt eine

Ruckmutation zur Osloss-Sequenz an dieser Stelle dar.

E2
. NS4A

() ﬂ'ﬂ

RRER i
&

Npro NS2 Ns3 NS5B
Cytosol

Abbildung 41: Putative Topologie des pestiviralen Polyproteins an der ER-Membran

Die schematische Darstellung beruht auf bioinformatischen Vorhersagen und stellt nur eine der mdglichen
Topologien dar. So gibt es vor allem hinsichtlich der Anzahl der Transmembranhelices, sowie der
Lokalisation der NS2 Proteasedoméne unterschiedliche Vorhersagen. Modifiziert nach Murray et al., 2008.

Daneben wéare auch denkbar, dass der Austausch in NS2 eine Interaktion mit NS3
ermdglicht. Bei Pestiviren konnte bisher, im Gegensatz zu HCV (Kiiver et al., 2006), keine
Bindung von NS2 an NS3 beobachtet werden. Wirde nun aber NS2 durch die Mutation
R1268-Q direkt mit NS3 interagieren, so ware das Virus vermutlich, analog zu HCV,

unabhangig von ungespaltenem NS2-3 bei der Virionmorphogenese.

Auch wenn NS2 offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Entstehung infektioser Viren
spielt, so ist dennoch festzuhalten, dass die Mutation in NS2 alleine zu keinem
Unterschied zur Ausgangschimare NCP7/0sl NS2-4A H/A C/A fuhrte. Nur in der
Kombination mit der 3'NTRmut zeigte sich ein dramatischer positiver Effekt auf den
Virustiter. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass die Mutation in der 3’'NTR, und damit
der Stemloop |, nicht nur eine wichtige Bedeutung fiir die RNA-Replikation hat, sondern
dass sich hier eventuell auch ein Signal fir das Virusassembly befindet. Bislang ist weder

fur Pestiviren noch fir HCV ein Packaging Signal in der viralen RNA bekannt.

Die genauen Funktionen des SL | der 3'NTR sowie der Transmembrandomane von NS2
beim Assembly sollen in der Folge durch Mutations- und Interaktionsstudien naher
untersucht werden. Ebenso soll durch jeweils einzelnes Einfligen der E™, E2 und p7
Mutationen in die Doppelmutante derjenige Austausch ermittelt werden, der fir den zuletzt

beobachteten Titeranstieg entscheidend ist.

Desweiteren lasst sich durch den fehlenden Nachweis von ungespaltenem NS2-3 im
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Western Blot nicht ausschlielen, dass dennoch sehr geringe Mengen von
unprozessiertem NS2-3 vorhanden sind. Es steht also noch der endgiltige Beweis aus, ob
das in dieser Arbeit erzeugte Virus wirklich in der Lage ist, als einziges bekanntes
Pestivirus vollstandig ohne NS2-3 autonom zu replizieren. Dies soll durch die Insertion
einer internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES) zwischen NS2 und NS3 der dreifach

mutierten Viruschiméare gezeigt werden.

Es ist aber festzuhalten, dass die bislang erhaltenen Daten zeigen, dass es sich bei dem
in dieser Arbeit hergestellten chiméaren Virus um das erste Pestivirus handelt, welches
trotz nicht nachweisbarer NS2-3 Mengen zu einer hdchst effizienten Bildung infektioser
Virionen befahigt ist.
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7 Zusammenfassung

Das positiv-strangige RNA-Genom des Pestivirus bovine viral diarrhea virus (BVDV) wird
in ein Polyprotein translatiert, welches ko- und posttranslational durch zellulare und Virus-
kodierte Enzyme prozessiert wird. Eine Cystein-Autoprotease im Nichtstrukturprotein NS2
spaltet NS2-3 und setzt dadurch NS3 frei, welches essentieller Bestandteil des viralen
Replikationskomplexes ist. Die Funktion des freien NS3 bei der pestiviralen RNA-
Replikation kann nicht von NS2-3 Ubernommen werden. Letzteres hingegen wird fur die
Bildung infektioser Viruspartikel benotigt. Die NS2-3 Spaltung von nicht zytopathogenem
(nzp) BVDV st auf die ersten Stunden nach Infektion beschréankt, so dass zu spateren
Zeitpunkten die virale RNA-Replikation herunterreguliert wird und ein Wechsel zur
Virionproduktion stattfindet. Demzufolge werden also Replikation und Virionmorphogenese
von BVDV durch die Aktivitat der NS2 Autoprotease reguliert. Um proteolytisch aktiv zu
sein, bendtigt die NS2 Protease stochiometrische Mengen des zellularen Chaperons Jiv
(J-domain protein interacting with viral protein) oder seines 90 Aminosauren grof3en
Fragments Jiv90 als Kofaktor. Der Verbrauch des zellularen Jiv-Vorrats fihrt zusammen
mit der Beschrdnkung der NS2 Protease auf cis-Spaltung zur zeitlichen Regulation der
NS2-3 Spaltung. Aufgrund von Mutationen sind zytopathogene (zp) BVDV Stamme
unabhangig von der zellularen Jiv-Menge und spalten NS2-3 wahrend des gesamten

Infektionsverlaufs.

Zur weiteren Untersuchung der Interaktion von NS2 und Jiv/Jiv90 und der physiologischen
Funktion von Jiv in der Zelle wurden rekombinantes NS2 und Jiv-Fragmente in E. coli
hergestellt. Um ein ausreichendes Expressionsniveau zu erlangen musste Jiv90 an den C-
Terminus von Ubiquitin fusioniert werden. Eine Expression von NS2 war nur als C-
terminale Fusion an das B. subtilis Protein Mistic moéglich. Es wurden Protokolle zur
Aufreinigung l6slichen Proteins etabliert. Rekombinantes JivO0 wurde zur Herstellung
eines Jiv-spezifischen monoklonalen Antikérpers genutzt, welcher detailliert charakterisiert
und in verschiedenen Assays eingesetzt wurde. Grol3ere Jiv-Fragmente konnten durch

Fusion an Trigger Factor und Ubiquitin gewonnen werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Funktion des ungespaltenen NS2-3
bei der Virionmorphogenese. Zu diesem Zweck wurde der zp BVDV Stamm Osloss als
Modellvirus gewahlt, da er eine Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3 aufweist, die zu
einer vermutlich kompletten Spaltung duch zellulare Ubiquitin-spezifische Proteasen fuhrt.
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Trotz des anzunehmenden Mangels an unprozessiertem NS2-3 repliziert Osloss zu hohen

Virustitern.

Chiméare cDNA-Klone, die auf dem nzp Stamm NCP7 basieren und Osloss Genabschnitte
unterschiedlicher Gréf3e enthalten, wurden auf die Bildung infektioser Viren untersucht.
Ein NCP7 Genom, das die Osloss Gene NS2 bis NS4A umfasst, fihrte nach Transfektion
zu einem geringen Titer infektiéser Viren. In diesem Kontext konnte eine essentielle Rolle
der NS2 Protease bei der Virionmorphogenese ebenso ausgeschlossen werden wie ein
Einfluss der Mutation im Osloss-Ubiquitin auf die Virusproduktion. Durch Zellkulturpassage
konnte ein chiméares Virus isoliert werden, das ohne im Western Blot nachweisbare
Mengen an NS2-3 einen Titer von tber 10’ Viren/ml erreicht. Eine Konsensus-Sequenz
des viralen Genoms  offenbarte  sieben Nukleotidaustausche, die zu
Aminosaureaustauschen fuhren, und eine Mutation in der 3'NTR. Wiedereinfligen der
Austausche in den Ausgangs-cDNA-Klon verursachte einen drastischen Anstieg der
Bildung infektioser Viren, wenn eine Mutation in NS2 mit dem 3'NTR Austausch
kombiniert wurde. Wurden zusatzlich die Mutationen in E™, E2 und p7 hinzugefugt, fuhrte
dies zu einem weiteren Anstieg des Virustiters bis auf das Niveau des Plague-gereinigten

Virus-Stocks.

Es konnte also ein chimares BVD Virus erzeugt werden, welches eigenstandig zu hohen
Titern repliziert, ohne nachweisbare Mengen ungespaltenen NS2-3 zu exprimieren.
Ausserdem konnten Mutationen identifiziert werden, die fur die Produktion infektidser

Viren entscheidend sind und welche in weiteren Untersuchungen analysiert werden sollen.
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8 Summary

The plus-strand RNA genome of the pestivirus bovine viral diarrhea virus (BVDV) is
translated into one polyprotein which is processed co- and posttranslationally by cellular
and virus-encoded proteases. A cysteine autoprotease in the viral nonstructural protein
NS2 cleaves NS2-3 thereby releasing NS3 which is an essential component of the viral
replication complex. While NS2-3 cannot functionally replace NS3 in pestiviral RNA
replication it is strictly required for the production of infectious virus particles. NS2-3
cleavage of noncytopathogenic (ncp) BVDV is restricted to the first hours p.i. leading to
downregulation of viral RNA replication and a shift to virion production at later time points.
Accordingly, replication and virion morphogenesis of BVDV are regulated by the activity of
the NS2 autoprotease. To be proteolytically active the NS2 protease needs stoichiometric
amounts of the cellular chaperone Jiv (J-domain protein interacting with viral protein) or its
90 amino acids fragment Jivo0 as a cofactor. Consumption of the cellular Jiv pool and the
restriction of the NS2 protease to cis cleavage result in the temporal regulation of NS2-3
cleavage. By acquisition of genome mutations cytopathogenic (cp) BVDV strains are
independent of the cellular Jiv level and cleave NS2-3 during the whole course of the

infection.

To further investigate the interaction of NS2 and Jiv/Jivo0 and to elucidate the
physiological function of Jiv in the cell, recombinant NS2 and fragments of Jiv were
produced in E. coli. To obtain significant expression levels Jiv90 had to be fused to the C
terminus of Ubiquitin; expression of NS2 was only achieved as a C-terminal fusion to the
Bacillus subtilis protein Mistic. Protocols for purification of soluble protein were
established. Recombinant Jiv90 was used to generate a Jiv specific monoclonal antibody
which was characterised in detail and proved useful in several assays. Longer Jiv
fragments could be purified by fusion to Trigger Factor and Ubiquitin followed by cleavage

with the Tobacco Etch Virus (TEV) nuclear inclusion protease.

The second part of this work focused on the function of uncleaved NS2-3 in virion
morphogenesis. To this aim cp BVDV strain Osloss was chosen as a model virus since it
contains an ubiquitin insertion between NS2 and NS3 leading to supposedly complete
cleavage by cellular ubiquitin-specific proteases. Despite the assumed lack of

unprocessed NS2-3, Osloss replicates to high titres.

Chimeric cDNA clones based on ncp strain NCP7 containing Osloss gene segments of
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different sizes were tested for the production of infectious virus. A NCP7 genome
encompassing the Osloss genes NS2 to NS4A led to infectious progeny virus at very low
titres. In this context an essential role of the NS2 protease in virion morphogenesis as well
as the importance of the Osloss ubiquitin mutation for virus production could be ruled out.
After passaging infected cells a chimeric virus could be isolated showing a titre of about
107 viruses/ml without displaying any NS2-3 detectable by western blot. A consensus
sequence of the viral genome revealed seven nucleotide changes leading to amino acid
substitutions and one mutation in the 3'UTR. Reintroduction into the original cDNA caused
a drastic increase in infectious virus production if a mutation in NS2 was combined with the
3'UTR exchange. Addition of the mutations in E™, E2 and p7 into the backbone of the
double-mutant virus led to a further increase in virus titres reaching the level of the plaque
purified virus stock. In conclusion, a chimeric BVD virus was generated replicating
autonomously to high titres without expressing detectable amounts of uncleaved NS2-3.
Furthermore, several mutations could be identified that are essential for infectious virus

production and have to be analysed in future studies.
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