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1 Einleitung
Die aul3erordentlich geringe Gréfe von Viren wird unter anderem dadurch ermdglicht, dass

sie die Stoffwechselleistungen der Wirtszelle fur ihre Vermehrung nutzen. Um dieses zu
erreichen, missen eine Vielzahl von viraden und zelluldren Komponenten miteinander
interagieren. Dies trifft fUr die Bindung an den Rezeptor ebenso zu wie fur die Vorgange der
Virusaufnahme, der Translation der viralen mRNS und die Assemblierung der Viruspartikel.
Darliber hinaus sind fir eine erfolgreiche Replikation auch Interaktionen notwendig, die
regulativ in das Zellgeschehen eingreifen, z.B. zur Uberwindung von zelluldren
Abwehrmechanismen (Zusammenfassungen dazu finden sich in (Knipe, 1996; Ludwig et al.,
1999)).

Die Interaktionen zwischen viralen und zelluldren Komponenten sind aus verschiedenen
Grunden auf3erordentlich interessant. Beispielsweise lassen sich die Funktionen von zelluldren
Komponenten modellhaft mit viralen Proteinen untersuchen, die mit ihnen interagieren. So
kann der Transport von Nukleinsduren und Proteinen durch die Kernpore mit Hilfe von
viralen Protein studiert werden (z.B. (Malim et al., 1989)). Proteinprozessierung im ER und
im Golgi-Apparat wird u.a. am Hamagglutintin (HA) des Influenza A Virus untersucht (Klenk
& Garten, 1994; Molinari & Helenius, 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion von zellularen Komponenten mit dem M1-
Protein des Influenza A Virus untersucht. Das Influenza-Virus ist der Erreger der klassischen
Grippe (Influenza). Obwohl die Prognose bel unkompliziertem Verlauf ginstig ist, kann eine
Influenza-Virusinfektion zum Tode fuhren. In Deutschland wird die Zahl der auf Influenza
zurlickzufiihrenden Todesopfer auf bis zu 15.000 pro Jahr geschétzt. Neben dem saisonalen
epidemischen Auftreten kann es auch zur Entwicklung von Influenza—Pandemien kommen.
Im letzten Jahrhundert gab es drei derartige Ausbriiche in den Jahren 1918/1919, 1957 und
1968. Die Pandemien sind verbunden mit dem Auftreten eines bis dahin neuen Influenza A
Virus Subtyps, gegen den in groflen Teilen der Bevdlkerung keine Immunitét besteht.
Dadurch kommt es zu einer weltweiten Verbreitung des Erregers, die unter Umsténden
dramatische Ausmalie haben kann. So erkrankten an der ,, spanische Grippe“ von 1918/1919
weltweit ca. 300 Millionen, von denen mehr als 20 Millionen starben. Auch wenn bis heute
unklar ist, warum dieser Virussubtyp diese immense Mortalitét verursachte, so besteht kein

Zweifel daran, dass sich ein dhnliches Szenario heute wiederholen kénnte. Besonders durch



die Intensivierung des weltweiten Reiseverkehrs konnte ein solches Virus mit hoher
Kontagidsitét innerhalb weniger Tage Gber den gesamten Erdball verbreitet werden.

1.1 Kilassifizierung von Influenza A, B und C-Viren

Influenzaviren lassen sich aufgrund unterschiedlicher molekularer Eigenschaften und
serologischer Charakteristikaihrer M1- und NP-Proteine in die Typen A, B und C unterteilen.
Influenza A und B Viren besitzen acht Gensegmente und werden in einem Genus
zusammengefasst. Die Influenza C Viren haben nur sieben Gensegmente. Dies erklart sich
aus der Tatsache, dass bei Influenza C Viren die Funktionen des Rezeptorproteins und die
Rezeptor-zerstérende Aktivitdt durch ein Protein, das Hamaggl utinin-Esterase-Fusionsprotein
vermittelt wird. Bei Influenza A und B Viren werden beide Funktionen auf zwel Proteine
verteilt, die auf unabhangigen Gensegmenten kodiert sind: das Hamagglutinin (HA) und die
Neuraminidase (NA).

Influenza A Viren lassen sich Uber diese Oberflachenproteine HA und NA in Subtypen
unterteilen, da gegen diese beiden Proteine Antikorper gebildet werden. Antikorper gegen das
Oberflachenprotein des einen Subtyps erkennen das eines anderen nicht. Zur Zeit sind 15
serologisch unterscheidbare HA-Typen und neun NA-Typen bekannt. Zur exakten
Typisierung eines Influenza A Virus-1solats wird eine Nomenklatur verwendet, die neben den
HA- und NA-Subtypen noch weitere Informationen enthélt (Murphy & Webster, 1996). Die
Bezeichnung enthélt die Spezies, aus der das Virus isoliert wurde, gefolgt vom Ort der ersten
Isolierung, der Nummerierung des Isolats und dem Jahr der Isolierung. Anschlief3end folgt
noch der Subtyp in Klammern. Dementsprechend wird ein Influenza A Virus, das 1970 in
lowa als erstes aus einem Schwein isoliert wurde, als A/Swine/lowa/1/70 (H1N1) bezeichnet.
Bei humanen Isolaten wird die Speziesbezei chnung weggel assen.

Influenza B Viren kdnnen bei Menschen ebenfalls Grippesymptome verursachen (Murphy &
Webster, 1996). Allerdings treten ernsthafte Falle mit der Notwendigkeit von
Krankenhausbehandlungen bel Influenza A Virus-Infektionen viermal so haufig auf wie bei
Influenza B Virus-Infektionen. Diese sind ebenfalls epidemisch. Dementsprechend wird die
Grippeschutzimpfung mit einer trivalenten Vakzine durchgefihrt, die neben den beiden
aktuell kursierenden Influenza A Virus-Stémmen mit den Subtypen HIN1 und H3N2 auch
einen Influenza B Virus-Stamm enthélt.



Influenza C Viren verursachen dagegen nur sporadisch auftretende Erkrankungen der oberen
Atemwege, die nur selten einen schweren Verlauf haben.

1.1.1 Epidemiologische Bedeutung des Influenza A Virus: Reservoirs und ,mixing
vessels*®

Influenza A Viren befallen neben Menschen auch Schweine, Pferde und eine grof3e Anzahl

von Vogelarten (Murphy & Webster, 1996). Im Gegensatz dazu werden Influenza B Viren als

spezifisch humanpathogen eingeschétzt. Influenza C Viren befallen Menschen und Schweine.

Obwohl Influenza A Viren eine Vielzahl von Tierarten befallen, so haben sich doch im
Verlauf der Evolution Wirts-spezifische Linien herausgebildet. Eine Virusiibertragung von ist
nicht zwischen allen Spezies moglich. Auch wenn noch nicht ale Faktoren verstanden sind,
die den Wirtstropismus determinieren, kann als gesichert gelten, dass die Rezeptorerkennung
durch das HA dabei eine entscheidende Rolle spielt. So werden beim Menschen hauptsachlich
Influenza A Viren der HA-Subtypen H1, H2 und H3 gefunden, wahrend sich bel Vogeln
Viren mit allen 15 bekannten Subtypen finden lassen.

Wasservogel stellen das natirliche Reservoir von Influenza A Viren dar. Die
Virusvermehrung lauft bei ihnen meist asymptomatisch im Darmepithel ab. Bel der
Ubertragung dieser Viren auf domestiziertes Gefliigel kann es zur Ausbildung von Influenza
A Virus-Erkrankungen mit erheblichem wirtschaftlichen Schaden kommen. So fihrt bei
Truthdhnen die Infektion mit Influenza A Viren aler Subtypen zur Ausbildung von
chronischen Atemwegserkrankungen. Viren der HA-Subtypen H5 und H7 konnen bei
Huhnern  zu einer schweren, systemischen Infektion mit Affektierung des
Zentralnervensystems fuihren. Diese klassische Gefllgelpest fuhrt innerhalb weniger Tage
zum Tod der infizierten Tiere (Murphy & Webster, 1996).

Eine direkte Infektion von Menschen mit Influenza A Viren aus Vogeln ist das erste Mal 1997
dokumentiert worden. Dieser Ausbruch erreichte bei 18 Fallen eine Mortalitétsrate von 30 %
(Claas et al., 1998; Shortridge et al., 1998). Da das Virus jedoch nicht ausreichend auf den
neuen Wirt adaptieren konnte, kam es nicht zu weiteren Ubertragungen von Mensch zu
Mensch. Fir die Entstehung von neuen Virusstdmmen, die zu Pandemien fihren konnen, wird
die Reassortantenbildung verantwortlich gemacht. Dieser Mechanismus beruht auf dem
segmentierten Genom der Influenzaviren. Wird eine Zelle paralled mit zwei Viren
unterschiedlichen Subtyps infiziert, so kommt es zu einer Vermischung der replizierten



Gensegmente beider Viren (Lamb & Krug, 1996; Rott et al., 1976). Dadurch kdnnten bis zu
28 (— 2 Elternviren) = 254 unterschiedliche neue Virustypen oder Reassortanten entstehen.
Eine derartige Durchmischung der viralen Gensegmente kann jedoch nur in Zellen stattfinden,
die von unterschiedlichen Viren gleichermal3en infiziert werden konnen. Fir diese Funktion
alsvirales, Mischgefal3* (mixing vessel) werden Schweine postuliert, die sowohl durch aviére
als auch durch humanpathogene Viren infizierbar sind (zusammengefasst in (Scholtissek &
Naylor, 1988; Shortridge, 1992; Webster et al., 1995)).

1.2 Aufbau des Influenza A Virus

Influenza Viren verfigen lUber ein segmentiertes, einzelstrangiges RNS-Genom (Pons, 1971,
Scholtissek, 1978; Rees & Dimmock, 1981). Die RNS hat eine negative Orientierung. Sie
kann daher nicht direkt zur Trandation von Proteinen dienen, sondern muss vorher von einer
RNS-abhéngigen RNS-Polymerase (RDRP) transkribiert werden. Da Wirtszellen nicht tber
RDRP verfligen, muss diese vom Virus mit der RNS in die Zelle gebracht werden. Sieiist an
die RNS gebunden, die darlber hinaus noch vom Nukleoprotein (NP) in virae
Ribonukleoprotein- (VRNP-) Komplexe verpackt ist (Inglis et a., 1976; Lamb & Choppin,
1976). Die acht RNS-Strénge des Influenza A Virus-Genoms kodieren fir insgesamt zehn
Proteine. Dabel kodieren die Segmente sieben und acht fir jeweils zwei Proteine, die durch
Spleif3en von je einer gemeinsamen MRNS trandatiert werden. Die VRNS-Segmente und die
von ihnen kodierten Proteinen sind in der folgenden Tabelle mit Hinweisen zu deren Funktion

wiedergegeben.
RNS-Segment kodiertes Protein Funktion
1 PB2 Transkription
2 PB1 und Replikation
3 PA viraler RNS
4 HA Rezeptorbindung und Membranfusion
5 NP Komplexierung der VRNS und cRNS
6 NA Rezeptor-zerstérendes Enzym
M 1-Protein M embranbi ndung, VRN P-Bi ndung, _nukl earer Export,
7 Regulation der viralen Transkription/Replikation
M2-Protein lonenkanal
NSL posttrangl a_ti onale Regulation der Genexpression;
8 Antagonist der zelluldren Interferon-Antwort
NS2 nukledrer Exportfaktor

Tabelle 1: vVRNS-Segmente des I nfluenza A Virus. Angegeben sind die von den Segmenten kodierten Proteine
und ihre Funktionen.
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1.2.1 Elektronenmikroskopie und molekularer Aufbau

Influenza-Virionen sind pleomorph. Aus Zellkulturen und nach mehrfacher Passagierung in
Bruteiern lassen sich sphérische Partikel von 80 — 120 nm Durchmesser isolieren (Choppin &
Compans, 1975).

' Himagglutinin -~ My protein O Nukleoprotein (‘f}xl Trimerer Polymeraseko mplex

——
T termons @ won < vner  ORYALLLOOO00E aursors

Abbildung 1: Morphologie der Influenzaviren A) Schematische Darstellung der viralen Proteine im Virion.
Das hier nicht dargestellte NS1 ist as einziges Nicht-Strukturprotein nicht im Viruspartikel nachzuweisen. B)
Die elektronenmikroskopische Aufnahme von Influenza B Viren zeigt die virale Membran mit den eingelagerten
Glykoproteinen, (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. Gelderblom, RKI Berlin). Influenza A und
B Viren sind im EM nicht zu unterscheiden.

Im Gegensatz dazu sind Virus-Partikel, die aus Patienten isoliert sind, in ihrem
Erscheinungshild heterogener. Hier finden sich neben sphérischen auch filamentdse Formen
(Chu et a., 1949). Influenzaviren sind von einer Membran umhllt, die von der
Wirtszellmembran abgeleitet ist. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen lasst sich diese
Membran deutlich erkennen. In dieser Membran sind drei virale Transmembranproteine
eingelagert. Zwei davon, die Glykoproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA)
lassen sich al's sogenannte Spikes erkennen (Laver & Vaentine, 1969). Das M2-Protein ragt

nicht weit genug aus der Membran hervor, um so nachgewiesen werden zu konnen.
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1211 Hamagglutinin

Das Hamagglutinin (HA) liegt als homotrimerer Komplex auf der Virusoberfl&che vor (Wiley
et a., 1977). Es ist nach der Fahigkeit der Viren benannt worden, Erythrozyten zu
agglutinieren (Hirst, 1941; McClelland & Hare, 1941). Das HA bindet an Sialinsauren auf der
Oberflache der Wirtszelle und vermittelt so die Virusaufnahme. Aul3erdem vermittelt es nach
einer pH-Wert-abhangigen Konformationsanderung die Fusion der Membranen des
endozytierten Virions mit der des Endosoms (zusammengefasst in (Skehel & Wiley, 2000)).

Nach der Transkription der mRNS fur das HA-Monomer wird das HA-Polypeptid in das ER
geschleust. Das HA verfugt Uber ein N-terminales Signalpeptid, das beim Transport der
entstehenden Polypeptidkette von einer zellularen Signalpeptidase abgespalten wird.
Dementsprechend ist das HA als Klasse | Transmembranprotein aufzufassen. Wéahrend des
Transportes durch den Golgi-Apparat findet die Homotrimerisierung des HA statt. Aul3erdem
wird hier die Ektodomdne des HA an bis zu sieben Stellen glykosyliert. Einige der
Glykosylierungen beeinflussen die Rezeptor-Affinitdt des HA und die virale Vermehrung
(Ohuchi et al., 1997; Wagner et a., 2000). Dartber hinaus wird das HA an drel Stellen der
Transmembranregion palmityliert (Schmidt, 1982). HA wird proteolytisch in die Fragmente
HA1 und HA, gespalten, die tber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Klenk &
Garten, 1994). Durch diese proteolytische Spaltung wird die pH-abhangige
Konformationsénderung ermoglicht, die fir die Membranfusion und somit fur die Infektitsitat
der Viren essentiell ist. Damit ist die Expression einer geeigneten Protease en
determinierender Faktor des Gewebstropismus von Influenza Viren. Dies wird dadurch
belegt, dass das HA der Geflligelpest-Viren, die eine systemische Infektion verursachen, tber
eine multibasische Spaltstelle mit der Konsensussequenz R-X-K/R-R verflgt, die von der
ubiquitér exprimierten Proteinkonvertase Furin erkannt wird (Stieneke-Grober et al., 1992).
Die HA-Molekile von Viren, die sich nicht systemisch in Gefligel ausbreiten, haben
hingegen monobasische Spaltstellen mit nur einem Arginin-Rest. Diese werden nur von
extrazelluldren Proteasen erkannt, die von Epithelzellen sezerniert werden (zusammengefasst
in (Klenk & Garten, 1994)).

Das HA ist eines der Hauptziele bei der Bildung von neutralisierenden Antikorpern. Dabei
werden hauptsachlich Strukturen des globuléren Kopfes erkannt, besonders im Bereich um
die Rezeptorbindestelle. Die Bindestelle selbst kann von Antikorpern nicht gebunden werden,
dasiein einer Tasche der Oberflachenstruktur verborgen ist. Durch den evolutionéren Druck,
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den die Antikorper auf das HA ausiiben, haben sich 15 Subtypen entwickelt, die sich durch
Kreuzreaktion mit den jeweiligen Antikorpern identifizieren lassen.

1.2.1.2 Neuraminidase

Die Neuraminidase (NA) ist das zweite Subtyp-spezifizierende Oberflachenprotein der
Influenza A Viren. Es|0st die terminalen Neuraminsauren von glykosylierten Proteinen (oder
Lipiden) an der Zelloberflache ab und zerstért so die Influenza A Virus-Rezeptoren. Dadurch
wird eine erneute Adsorption neugebildeter Virionen an die infizierte Zelle bzw.
untereinander verhindert. Weiterhin wird eine Rolle der NA-Enzymaktivitét beim
Durchdringen von Schleimschichten diskutiert (Lamb & Krug, 1996).

Das vom NA-Gen kodierte Polypeptid ist ein Klasse II-Membranprotein, d.h. es wird mit der
N-terminalen Signal- und Verankerungsdomane in der Membran des ER inseriert. Beim
Transport durch den Golgi-Apparat findet die Oligomerisierung des NA zu Homotetrameren
statt. AulRerdem hat es funf potentielle Glykosylierungsstellen (Varghese et al., 1983).

1.2.1.3 M2-Protein

Das M2-Protein bildet einen Transmembran-lonenkanal (Sugrue & Hay, 1991), durch den
Protonen aus dem angesduerten Endosom in das Innere des Virus gelangen. Die daraus
resultierende pH-Wertserniedrigung im Virion fihrt zu einer Konformationsénderung des
Matrixproteins, wodurch eine Freisetzung der viralen Nukleokapside (VRNPs) ermdglicht
wird (Bui et a., 1996). Das M2-Protein stellt ein Klasse I11-Transmembranprotein dar, da sein
C-Terminus wie bei Typ I-Membranproteinen im Zytoplasma lokalisiert ist, im Gegensatz zu
diesen aber ein abspaltbares Signalpeptid fehlt (Hull et al., 1988). Das M2-Protein bildet ein
Homotetramer aus, bei dem die einzelnen Monomere Uber Disulfidbriicken kovalent
verbunden sind (Holsinger & Lamb, 1991). Es wird post-translational durch Phosphorylierung
am Serin 64 modifiziert (Holsinger et al., 1995). Allerdings konnte gezeigt werden, dass diese
Phosphorylierung nicht essentiell fur die Virusvermehrung ist (Thomas et al., 1998).
Aul3erdem wird das Cystein 50 palmityliert (Holsinger et al., 1995; Sugrue et al., 1990; Veit
etal., 1991).

Das Medikament Amantadin (1-Aminoadamantan-Hydrochlorid) und sein  Derivat
Rimantadin binden die Transmembran-Doméne des M2-Proteins und inhibieren so die
Virusvermehrung, indem sie den lonenkanal blockieren (Kato & Eggers, 1969; Skehel & Hay,
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1978). Mutationen im Bereich der Transmembrandoméne des M2-Proteins vermitteln
Resistenz gegen Amantadin bzw. Rimantadin (Belshe et al., 1988).

1.2.1.4 Virae Ribonukleoproteine (VRNPS)

Im Inneren des Virions sind die acht VRNS-Strange mit der RNS-abhangigen RNS-
Polymerase (RDRP) und dem Nukleoprotein (NP) zu Nukleokapsiden (VRNPs) komplexiert
(Inglis et a., 1976; Lamb & Choppin, 1976). Die Polymerase dient sowohl der viralen
Transkription als auch der Replikation. Sie ist ein Homotrimer aus zwei basischen (PB1 und
PB2) und einer sauren Untereinheit (PA) (Horisberger, 1980). Dieser heterotrimere Komplex
bindet an die RNS im Bereich des 3'- und 5'- Endes (Murti et a., 1988). Die Enden sind
zueinander komplementéar und kénnen daher einen RNS-Doppelstrang ausbilden, der durch
die Bindung der Polymerase stabilisiert wird. Die Funktionsweise der Polymerase in
Transkription und Replikation wird im Kapitel 1.3.2 ngher verlautert.

Das NP komplexiert die virale RNS. Es bindet an einzelstrangige RNS, wobei es mit ca. 20
Nukleotiden interagiert (Choppin & Compans, 1975). Interessanterweise komplexiert das NP
zwar negativ-strangige VRNS und positiv-strangige cRNS, die bel der Replikation als
Zwischenprodukt entsteht, nicht aber die ebenfalls positiv-stréngige virale mRNS (Hay et al.,
1977; Pons, 1971). Das NP wird phosphoryliert (Petri & Dimmock, 1981; Privalsky &
Penhoet, 1977; Privasky & Penhoet, 1981). Die Funktion dieser posttranslationalen
Modifikation ist bisher noch nicht bekannt.

1.2.1.5 NSI1-Protein

Das auf dem VRNS-Segment 8 kodierte NS1-Protein kann als einziges virales Protein nicht in
Virionen nachgewiesen werden. Das NS1 Ubernimmt im Infektionsverlauf eine Reihe
unterschiedlicher regulatorischer Funktionen. Es inhibiert z.B. das Spleil3en von zellulérer
MRNS, vermutlich Gber eine Interaktion mit dem zelluléren NS1-bindenden Protein (NS1-BP)
(Wolff et al., 1998). Weiterhin reguliert es den Export von mRNS aus dem Zellkern (Fortes et
al., 1994). Aul¥erdem inhibiert es die antivirale Interferon-Antwort, indem es die Aktivierung
der Proteinkinase R (PKR) verhindert (Lu et al., 1995).

1216 NS2-Protein/NEP

NS2 konnte in geringer Kopienzahl im Virion nachgewiesen werden (Yasuda et al., 1993). Es
vermittelt vermutlich den Export der vVRNPs aus dem Zellkern (O'Neill et al., 1998). Daher
wurde eine Umbenennung des Proteins in NEP (nuclear export protein) vorgeschlagen.
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1.2.2 Das M1-Protein

Bei alen membranumhtlliten Viren finden sich sogenannte Matrix-Proteine, die zwischen
dem Nukleokapsid und der Membran eingelagert sind. Diese Proteine spielen stets eine Rolle
bei der Verpackung des Kapsids in die Membranhtlle und bei der Entpackung am Beginn des
Infektionszyklus. Da Matrixproteine bei allen membranumhdllten Viren vergleichbare
Funktionen und Eigenschaften (wie Membranbindung und Assoziation an das Nukleokapsid)
haben, wurde in verschiedenen Ansitzen untersucht, ob sie auch Ahnlichkeiten in Struktur
und Sequenz aufweisen. So konnte gezeigt werden, dass sich die dreidimensionaen
Strukturen der N-terminalen Doménen der Matrixproteine des HIV (gag) und des Influenza A
Virus (dem M 1-Protein) dhneln. (Harris et al., 1999). Allerdings findet sich keine Homologie
in den korrespondierenden Aminosauresequenzen, so dass diese Strukturghnlichkeit
vermutlich auf einer parallelen Anpassung unterschiedlicher Proteine auf gleiche Funktionen
beruht. Daim Rahmen dieser Arbeit das M 1-Protein des Influenza A Virus untersucht wurde,

wird esim folgenden ausfuhrlich dargestellt.

Das M1-Protein ist auf dem Gensegment sieben kodiert. Das Polypeptid umfasst 252
Aminosduren mit einem Molekulargewicht von ca. 28 kDa. Es liegt in hoher Kopienzahl im
Viruspartikel vor (3.000 Molekile pro Virion), wo es in einer dichten Schicht unter der
Membran nachgewiesen werden kann. Da das M1-Protein keine Transmembran-Doméne
besitzt, wird postuliert, dass es mit den zytoplasmatischen Doméanen der
Transmembranproteine HA, NA und M2 interagiert. Diese Hypothese ist nicht bewiesen, sie

wird jedoch durch verschiedene experimentelle Hinwei se gestiitzt.

1 232

Membran-bindende Dom éinen Kern-Lokalisations-Signal/ RNS-bindende Dom éinef
= (AS9-21;58 71;114 - 135) Inhibition der viralen Transkription (AS 101 - 105)

- vermutetes Zinkfinger- Mbotiv
(AS 148 -162)

AS: M1 Aminosiure-Positionen

Abbildung 2: Schematische Darstellung des M1-Proteins des Influenza A Virus. Die Lage von
charakterisierten und vermuteten Doménen ist eingezeichnet.
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Es konnte z.B. gezeigt werden, dass ein rekombinantes Influenza A Virus, dem die
zytoplasmatischen Domanen des HA und des NA fehlen, Virionen bildete, die gegeniiber den
Wildtyp-Virionen um ein vielfaches vergrofert waren. Auferdem bildeten sie irregulére
Formen aus (Jin et al., 1997). Neben der mdglichen Membranassoziation tber die viralen
Transmembranproteine ist das M1-Protein aber auch in der Lage, direkt an Membranen zu
binden. Dies konnte in vitro (Bucher et a., 1980) und in vivo (Gregoriades & Frangione,
1981) nachgewiesen werden. Dabei wurden drei hydrophobe Bereiche des M1-Proteins as
Membran-bindende Doméanen identifiziert. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass keine
dieser Domanen allein fir die Membranbindung essentiell ist (Kretzschmar et a., 1996).
Vielmehr weisen neuere Strukturanalysen darauf hin, dass das M 1-Protein Uber seine gesamte
Lange mit der Membran assoziiert ist (Shishkov et al., 1999).

Das M 1-Protein bindet auf3erdem an VRNPs (Rees & Dimmock, 1981). Diese Interaktion ist
pH-Wert-abhangig, bei Erniedrigung des pH-Werts |6st sich das M 1-Protein von den VRNPs
und erméglicht so deren Import in den Zellkern (Bui et a., 1996). Die molekulare Grundlage
der Interaktion zwischen den VRNPs und dem M1-Protein ist noch nicht verstanden.
Vermutlich ist das M1-Protein sowohl mit der RNS as auch mit Proteinen der vVRNPs
assoziiert (Ye et a., 1999). Es gibt Hinweise darauf, dass das M1-Protein mit dem NP
interagieren kann. So assoziiert in MDBK- und MDCK-Zellen tiberexprimiertes M 1-Protein
an Zytoskel ett-Strukturen nur bei gleichzeitiger Uberexpression von NP (Avalos et al., 1997).
Allerdings konnten Zhao et al. nach der Kotransfektion von BHK-Zellen keine Bildung von
M1-NP-Komplexen beobachten, sondern nur eine Bildung von NP- bzw. M1-
Homooligomeren (Zhao et al., 1998).

Das M1-Protein wird in der spaten Phase der Infektion synthetisiert. Ein Teil davon wird in
den Zellkern transportiert. Das M1-Protein verfugt Uber ein Kernlokalisierungssignal (NLS)
mit der Sequenz RKLKR zwischen den Aminosduren 101 und 105. Im Zellkern spielt das
M1-Protein eine Rolle bei der Regulation der viralen Transkription und beim Export der neu
synthetisierten VRNPs. Die genauen Mechanismen dieser Vorgadnge sind noch nicht
verstanden. Das M 1-Protein kann an RNS binden (Wakefield & Brownlee, 1989; Ye et a.,
1989). Diese Bindung wird ebenfalls durch die Aminosduren 101 bis 105 vermittelt (Elster et
a., 1997). Eventuell wird dadurch der vVRNP-Export vermittelt. Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass das M 1-Protein mit Histonen interagiert (Zhirnov & Klenk, 1997). Die
Funktion dieser Interaktion ist unklar.
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Aus der Aminosauresequenz des M 1-Proteins 1&sst sich zwischen den Aminoséuren 148 und
162 eine Zinkfingerdoméne postulieren. Allerdings lasst sich Zink in Virionen und bei
aufgereinigtem M1-Protein nur in geringem Mal3e nachweisen (Elster et al., 1997).
Zinkfingerdomanen vermitteln Interaktionen mit Nukleinsduren und mit Proteinen. Da die
RNS-Bindung des M1-Proteins durch Zink nicht beeinflusst wird, wird eine Rolle dieser
Doméne bei einer Protein-Protein-Interaktion vermutet. Die Expression eines Polypeptides,
dass den Bereich der Zinkfingerdoméane des M1-Proteins umfasst, hat eine inhibitorische
Wirkung auf die Influenza A Virus-Vermehrung in vitro (Nasser et al., 1996) und in vivo
(Judd et a., 1997). Dies konnte auf eine noch unbekannte, aber essentielle Bedeutung der
Zinkfingerdoméane des M 1-Proteins fir die Virusvermehrung hinweisen.

Das M1-Protein des Influenza Virus ist vornehmlich an Serin-Resten und in geringem Mal3e
an Threonin-Resten phosphoryliert (Gregoriades et al., 1984). Vor dem Beginn dieser Arbeit
waren jedoch weder die phosphorylierten Aminosduren des M1-Proteins bekannt noch die
Kinasen, die das M 1-Protein modifizieren. Die Funktion der Phosphorylierung ist ebenfalls
noch nicht aufgeklart. Proteinphosphorylierungen regulieren haufig die Aktivitdt von
Proteinen oder deren intrazelluldre Lokalisation (Hunter, 1995). Fur das M1-Protein konnte
gezeigt werden, dass eine hyperphosphorylierte Form des Proteins im Zellkern
zuriickgehalten wird (Whittaker et al., 1995). Dadurch ergibt sich die Méglichkeit, dass die
Phosphorylierung des M 1-Proteins z.T. dessen intrazel lulére L okalisation reguliert.

Eine Rontgenstrukturanalyse der Aminosauren 1 — 164 des M1-Proteins bei einem pH-Wert
von 4,0 ergab, dass dieser Bereich eine globulére Struktur ausbildet, die aus zwei Gruppen aus
jevier a-Helices besteht. Diese beiden Doméanen sind tber eine Schlaufe verbunden. Bei der
Kristallisation bildeten diese N-terminalen M1-Bereiche Dimere aus (Sha & Luo, 1997). Bei
einer Kristallisierung dieses M1-Proteinfragments bel einem pH-Wert von 7.0 wurde
hingegen keine Dimerisierung beobachtet (Arzt et a., 2001). Da bel beiden
Kristallisationsexperimenten die Fragmentierung des M1-Proteins spontan bel  der
Aufreinigung auftrat, wird angenommen, dass der N-terminale Bereich bis Aminosdure 164
eine geschlossene Doméne bildet (Arzt et al., 2001).

Ein Tell der Funktionen des M1-Protein konnte durch Interaktion mit zelluldren

Komponenten vermittelt werden. Diese Vermutung wird durch folgende Ergebnisse
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unterstitzt: Der Virusstamm A/Mallard/New Y ork/6750/78 vermehrt sich in Primatenzellen
schlechter alsin seinem natrlichen Wirt, der Stockente. Eine Virus-Reassortante, die nur das
M-Segment dieses Virusstammes und alle anderen Segmente aus dem humanpathogenen
A/Udorn/307/72-Stamm trégt, zeigt eine vergleichbare Attenuierung in Primaten. Eine
Reassortante, die das M-Segment aus dem Virusisolat A/Pintail/Alberta/119/79 zusammen
mit den anderen Segmenten aus dem A/Udorn/307/72 trégt, zeigt jedoch im Primaten keine
Attenuierung (Murphy et al., 1989). Daraus kann gefolgert werden, dass die beobachtete
Attenuierung des Stockenten-Virus in Primaten eine Funktion des M-Segmentes darstellt. Es
ist z.B. denkbar, dass dieses M1-Protein mit Komponenten in Primatenzellen nicht in dem
Ausmal’ interagieren kann, wie mit Komponenten seiner natlrlichen Wirtszelle.

1.3 Infektionszyklus

Der Verlauf der Infektion ist von der Bindung der Viruspartikel an der Oberflache der
Wirtszelle bis zum Abschniren neuer Virionen von der Zelle seit langer Zeit intensiv
untersucht worden. Diese Forschungen haben bereits zum Verstéandnis vieler essentieller
Prozesse der Virusreplikation geftihrt, dieim folgenden Abschnitt dargestellt sind.

1.3.1 Eindringen in die Wirtszelle

Nachdem das Hamagglutinin an endstandige Neuraminsauren von Glykoproteinen (oder
Glykolipiden) gebunden hat, werden Influenza A Viren durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose von der Wirtszelle aufgenommen. Die Erniedrigung des pH-Wertes in den
Endosomen fihrt zu einer Konformationsénderung des HA-Fragments. Es kommt zur
Ausbildung einer langen, hydrophoben a-Helix (Bullough et a., 1994). Der vom HA;-
Fragment ausgebildete Kopfbereich mit der Rezeptor-Bindetasche wird zur Seite gekippt. Die
a-Helix des HA»-Fragments taucht in die Endosomenmembran ein, wodurch deren
Verschmelzung mit der viralen Membran eingeleitet wird. Parallel dazu werden Protonen aus
dem angesduerten Endosom durch den vom M2 gebildeten lonenkanal in das Virusinnere
transportiert. Hier fihrt die Ansduerung zu einer Dissoziation der Komplexe aus den VRNPs
und dem M1-Protein. Fur diesen Vorgang wird eine pH-induzierte Konformationsanderung
des M1-Proteins verantwortlich gemacht. Die Dissoziation des M1-Proteins von den VRNPs
ist notwendig, damit die VRNPs nach der Freisetzung in das Zytoplasma in den Zellkern
transportiert werden kénnen (Bui et a., 1996). Amantadin inhibiert die Virusvermehrung
durch Blockade des M2-lonenkanals (Bron et a., 1993). Dadurch wird die Dissoziation des
M1-Proteins von den VRNPs verhindert, wodurch diese im Zytoplasma der infizierten Zelle
verbleiben (Martin & Helenius, 1991).
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1.3.2 Transkription und Replikation

Nachdem die VRNPs durch aktiven Transport in den Zellkern transportiert worden sind
(Kemler et a., 1994), findet hier zunachst die virale Transkription statt. Die virale Polymerase
erkennt die Promotor-Regionen an den konseriverten 3'- und 5'-Enden der VRNS. Diese
Bereiche sind zueinander komplementar und konnen eine Doppel strang-RNS-Helix ausbilden
(Hsu et al., 1987).

virale Transkaiption
virale Replilkation

0 Rezeptor N *Neuraminidase

= VRNP Hamagglutinin

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Infektionszyklus von Influenza A Viren unter besonderer
Bericksichtigung der unterschiedlichen Funktionen des M 1-Proteins. Besonders hervorgehoben sind hier
(1) die Freisetzung der VRNPs in das Zytoplasma, (2) das Umschalten von viraler Transkription auf Replikation,
(3) der Export der neusynthetisierten VRNPs aus dem Zellkern und (4) die Assemblierung von neuen viralen
Partikeln an der Wirtszellmembran.

Allerdings weisen Daten von Fodor et al. und Flick et al. darauf hin, dass nicht die gesamten
komplementéren Bereiche miteinander zu einem Doppelstrang verbunden sind. Fodor et al.
interpretieren ihre Daten in Richtung einer Gabel (, Fork®-)-Struktur, bei welcher der innere
Bereich der komplementéren 3'- und 5'-Sequenz einen Doppelstrang bilden und die auf3eren
Bereiche einzelstréngig vorliegen (Fodor et al., 1995). Flick et al. konnten zeigen, dass zur
effizienten Transkription komplementére Bereiche sowohl innerhalb des 3'-Endes als auch
innerhalb des 5’ -Endes notwendig sind. Daher postulieren sie eine Struktur, die sowohl am 3'-
als auch am 5'-Ende eine RNS-Schlaufe bilden, der ein doppelstrangiger RNS-Bereich folgt
(,,cork-scew*- Modell) (Flick et al., 1996).
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Zur Transkriptionsinitiation bendtigt die virale Polymerase spezielle RNS-Fragmente, die an
ihrem 5'-Ende einen spezifisch methylierten Guanosin-Rest aufweisen (m’GpppNm-Cap).
Diese speziellen Oligonukleotide erzeugt die PB2-Untereinheit der viralen Polymerase, indem
sie zellulare mRNS, die eine derartige ,, Cap“-Modifikation tragt, 10 bis 13 Nukleotide hinter
dem 5'-Ende préferentiell hinter einer Purinbase zerschneidet (Plotch et a., 1981). Dieser
Vorgang wird als ,cap-snatching” bezeichnet. Nach der Oligonukleotid-unterstiitzten
Initiation der Transkription wird die virale mRNA bis zu einem Bereich aus funf bis sieben
Uridin-Resten verlangert, der sich ca. 25 Nukleotide vor dem 5'-Ende der VRNS befindet.
Dort wird ein Poly-A-Schwanz an die mRNS synthetisiert, indem die Polymerase diesen
Uridin-Bereich transkribiert, zu dessen Anfang zurtickspringt und diesen Vorgang mehrfach
wiederholt. Dieses , Stottern“ konnte dadurch verursacht werden, dass die Polymerase, die
wahrend der gesamten Transkription am 5'-Ende der vRNS gebunden bleibt, eine weitere
Elongation der Transkription verhindert. Diese Hypothese beruht auf der Tatsache, dass die
Polymerase 5'-Enden der VRNS mit hoher Affinitat bindet (Tiley et al., 1994). Durch das
»Cap-snatching” und die Poly-A Schwanz-Synthese entsteht virale mRNS, die Uber alle
notigen Modifikationen verfigt, um aus dem Zellkern exportiert und im Zytoplasma
tranglatiert zu werden.

Die Influenza Virus-Infektion flhrt zu einer Reduktion der Synthese von zelluldren Proteinen.
Die Expression des viralen NS1-Proteins fuhrt zu einer Inhibition des Spleif3ens und des
Exports von mRNS (Fortes et a., 1994; Nemeroff et al., 1998; Shimizu et al., 1999; Wolff et
al., 1998). Daruber hinaus wird auch die Tranglation von zellulé&rer mRNS im Zytoplasma
selektiv inhibiert, wahrend virdle mRNS trandatiert wird (Garfinkel & Katze, 1993).

Die virale Proteinexpression in der Influenza A Virus-infizierten Zelle kann in eine frihe und
eine spate Phase unterteilt werden. Wahrend innerhalb der ersten vier Stunden vornehmlich
die Polymerase-Untereinheiten, das NP und das NS1 nachgewiesen werden kénnen, lassen
sich die Strukturproteine, zu denen neben den Glykoproteinen HA, NA und M2 auch das M 1-
Protein gezadhlt wird, erst in der spéten Phase der Expression detektieren (Shapiro et al.,
1987). Das M1-Protein hat neben seiner strukturbildenden Funktion auch regulative
Aufgaben. Ein Teil des neu synthetisierten M 1-Proteins wird in den Zellkern importiert. Dort
inhibiert es die virale Transkription (Perez & Donis, 1998; Zvonarjev & Ghendon, 1980) und

fuhrt so vermutlich zu einem Umschalten auf virale Replikation.
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Die virale Replikation unterscheidet sich in einigen Punkten von der ebenfalls durch die
RDRP katalysierten Transkription. Bei der Replikation wird die gesamte virale RNS in ihrer
gesamten Lénge zuerst in eine cRNS mit positiver Polaritét umgeschrieben. Diese dient
anschlieflend als Matrize zur Synthese neuer VRNS mit negativer Polaritdt. Bei beiden
Schritten muss der gesamte RNS-Strang repliziert werden. Der Prozess wird nicht Gber Cap-
tragende Oligonukleotide initiiert und auch nicht mit Anhangen eines Poly-A-Schwanzes
terminiert. Die genaue Regulation der viralen Replikation ist noch nicht verstanden. Es gibt
alerdings Hinweise dafur, dass das NP die Termination an der Uridin-reichen Sequenz
verhindert (Beaton & Krug, 1986). Die neusynthetisierten VRNS-Segmente werden im
Zellkern vom NP und den drei Polymerase-Untereinheiten, die alle mittels karyophiler

Sequenzen aktiv in den Zellkern transportiert werden, zu neuen VRNPs kompl exiert.

1.3.3 Kernexport und Virusassemblierung

Da be Influenzaviren die Replikation im Kern der infizierten Zelle stattfindet, die
Tochtervirionen aber an der Zellmembran zusammengesetzt werden, missen die
neusynthetisierten VRNPs in der spdten Phase aus dem Zellkern exportiert werden. Fir diesen
Export ist eine nukledre Akkumulation des M1-Proteins notwendig (Martin & Helenius,
1991). Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, dass dieser Export durch das NS2-Protein
vermittelt wird (O'Neill et al., 1998). Das NS2 verfugt Uber ein funktionales
Kernexportsignal, das mit Nukleoporinen interagieren kann (O'Neill et al., 1998), bindet aber
nicht direkt an vVRNPs. Allerdings kann das NS2 an das M 1-Protein, vermutlich an dessen C-
terminalen Bereich binden (Ward et al., 1995; Yasuda et al., 1993). Somit kdnnte es als
Adapter zwischen den VRNPs und den zelluldren Kernexport-Maschinerie dienen. In der Tat
fuhrt eine Injektion von anti-NS2-Antikdrpern in den Kern einer infizierten Zelle zu einer
Blockade des VRNP-Exports (O'Neill et a., 1998). Darlber hinaus wird auch eine Funktion
des NP beim vVRNP-Export diskutiert (Elton et al., 2001).

Der Zusammenbau der Tochtervirionen findet an der Plasma-Membran der infizierten Zelle
statt, wohin die Glykoproteine nach ihrer Synthese durch das Endoplasmatische Retikulum
und den Golgi-Apparat transportiert werden. In polarisierten Zellen, wie dem Lungenepithel,
findet dieser Transport zur apikalen Zellmembran statt, an der auch die Abschniirung der
Virionen erfolgt (Boulan & Pendergast, 1980). Die Freisetzung der Tochtervirionen an der
aulReren Seite dieser Zellschicht ermdglicht den Viren ein schnelles Verlassen des infizierten
Wirtes und das Erreichen neuer Wirte in Form einer Tropfcheninfektion. Durch den Schleim

werden die membranumhillten Viren vor den Einflissen der AulRenwelt zuséizlich geschiitzt.
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Der genaue Prozess der viralen Assemblierung ist noch wenig verstanden. Trotzdem kann als
sicher gelten, dass das M1-Protein bei diesem Prozess eine entscheidende Rolle spielt, da es
sowohl mit der Plasma-Membran als auch mit den VRNPs interagiert. Eine direkte Interaktion
zwischen dem M1-Protein und den zytoplasmatischen Bereichen der Transmembranproteine
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Trotzdem wird angenommen, dass solche
Interaktionen die Assemblierung der Virionen initiieren. Dies ist auch im Einklang mit der
Situation bei anderen membranumhllten Viren, bel denen Interaktionen zwischen den
Matrix- und den Glykoproteinen gezeigt werden konnten. Dies ist z.B. bei Retroviren, wie
dem Rous Sarcoma Virus und bei Paramyxoviren wie dem Sendai Virus der Fall
(zusammengefasst in (Lenard, 1996)). Inzwischen konnte gezeigt werden, dass das M1-
Protein eine entscheidende Rolle beim Abschniren von Influenzavirionen von der
Zellmembran spielt (Gémes-Puertas et al., 2000).

Zur Entstehung von infektiosen Influenza Virus-Partikeln muss von jedem der acht viralen
RNS-Segmente eine Kopie in das Virion verpackt werden. Bisher ist noch nicht geklart, ob es
einen Mechanismus gibt, um die Bestlickung der Virionen mit einem vollstandigen Satz
VRNPs zu gewdhrleisten oder ob dieser Einbau rein statistisch erfolgt.

Wahrend und nach der Abschnirung finden zwei fir die Infektiositdt der Tochtervirionen
essentielle Prozesse dtatt. Zum enen schneidet die Neuraminidase endsténdige
Neuraminsaurereste von der Oberflache der Wirtszelle ebenso wie von der Oberflache der
Virionen ab und verhindert so eine Agglutination der Virionen mit der Wirtszelle bzw.
miteinander. Zum anderen wird durch extrazellulére Proteasen das HA-Vorléuferprotein in
HA; und HA, gespalten. Erst dadurch kann das HA bei der néchsten Infektion seine
Fusionsaktivitdt entfalten. Bei Influenza A Viren mit einer multibasischen Spaltstelle
katalysiert die ubiquitér exprimierte Proteinkonvertase Furin diese Reaktion bereits im
Transgolgi-Netzwerk (Klenk & Garten, 1994). Diese Unabhéngigkeit der HA-Spaltung von
extrazellulédren Proteasen stellt die Hauptursache fur die schweren systemischen Infektionen
dar, die Influenza A Viren des Subtyps H5 und H7 be Gefligel verursachen.
Humanpathogene Influenzaviren haben monobasische HA-Spaltstellen, wodurch sich
vermutlich die Restriktion der Virusausbreitung auf die Atemwege mitbegrindet. Bei der
bisher schwersten weltweiten Influenza-Pandemie, der ,, spanischen Grippe“ von 1918/19 mit
Uber 20 Millionen Toten, kam es jedoch zu schweren und z.T. ungewohnlich schnellen
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Krankheitsverlaufen. Daher wurde vermutet, dass das HA dieses Viruses ebenfalls eine
multibasische Spaltstelle gehabt haben konnte. Nach der Isolierung von viraler RNS aus
Autopsie-Proben des ,, Armed Forces Institute of Pathology” und deren Sequenzierung zeigte
sich jedoch, dass das HA nicht Uber eine multibasische Spaltstelle verfugt (Taubenberger et
a., 1997; Reid et al., 1999).

Der Maus-adaptierte Influenza A/WSN/33 Virusstamm l&sst sich in Zellkultur ohne Zugabe
der Protease Trypsin vermehren. Dies beruht auf der Fahigkeit des NA, die im Serum
enthaltende Pro-Protease Plasminogen fur die HA-Spaltung zu sequestrieren (Goto &
Kawaoka, 1998). Diese Plasminogenbindung wird durch ein C-terminalen Lysinrest und den
gleichzeitigen Verlust einer Glykosylierungsstelle des NA (bei WSN/33 an der Aminosaure
146) begriindet. Es wurde spekuliert, ob der Pandemie-Stamm von 1918/19 ebenfalls
derartige Eigenschaften hatte, wodurch die extreme Aggressivitét des Erregers zum Teil hétte
erklart werden konnen. Allerdings liessen sich die entsprechenden Mutationen bei der
Neuraminidase des 1918-Influenza A Virus nicht nachweisen (Reid et al., 2000).

1.4 Fragestellung der Arbeit

Das M1-Protein ist ein pleotroper Faktor im Verlauf einer Influenza A Virus-Infektion. Neben
der strukturellen Funktion spielt es bei dem Im- und Export der VRNPs in den und aus dem
Zellkern ebenso eine Rolle wie beim Umschalten von viraler Transkription auf Replikation.
Durch Untersuchungen mit Reassortanten von Influenza A Virus-Stdmmen mit
unterschiedlichem Wirts- bzw. Gewebstropismus konnte gezeigt werden, dass neben dem
RNS-Segment, das fur das HA kodiert, auch das M-Segment eine Rolle bel der Restriktion
von Influenza A Viren bel der Ausbreitung in bzw. zwischen Wirten spielt. Ein Beispiel dafir
ist die bereits erwahnte Attenuierung von unterschiedlichen Virusassortanten in Abhangigkeit
von ihren M-Segmenten (Murphy et al., 1989). Auch wenn die molekularen Grundlagen
dieser Restriktionen noch nicht verstanden sind, erscheint es plausibel, dass das M1-Protein
mit zelluldren Komponenten interagieren muf3, um ein komplettes Durchlaufen des
Infektionszyklus zu ermoglichen.

Die Fragestellung dieser Arbeit war es, zelluldre Komponenten zu identifizieren, die mit dem
M1-Protein interagieren. Darlber hinaus wurden die gefundenen Protein-Protein-
Interaktionen ndher charakterisiert und ihre Bedeutung fir den Infektionszyklus des Influenza

A Virus untersucht.



2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

2.1.1 Chemikalien:

Acrylamid

Adenin-Hemisulfat

Agar

“Oxoid-Agar”

Agarose (NEEO Ultragqualitét)
Ampicillin

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
L-Arginin-HCl

Benzamidin

Bicin (N,N-Bis-(2-Hydroxyethyl)-Glycin)
Bisacrylamid

Borsaure

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumal bumin)

Bovines Serumalbumin (35 %)

CaCl; (Caciumchlorid)

Chloroform

Coomassie Brillant Blue R250
DABCO (1,4-Diazabizyklo-[2,2,2]-oktan)
DEAE-Dextran

1,2-s,n- Diolein

DMF (Dimethylformamid)

DM SO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs (Desoxynukl eotidtriphosphate)
DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendinitril otetraessigsaure)
Essigsaure

Ethidiumbromid

Ethanol

Ethylenglykol

FCS (fotales K@ berserum)

Formamid

Formaldehyd

Formaldehyd (Methanol-frei) 10 %
Galaktose (< 0,01 % Glukose)

GF 109203X

L-Glutamin
a-D-Glukose-Monohydrat

Glycerin

Glycin

Glykogen

Hefeextrakt
Hefe-Stickstoff-Basis-Medium
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin- Ethansulfonsiure)
Heringssperma-DNS

L-Histidin

IPTG (Isopropyl-b-Thiogal actopyranidose)
L-Isoleucin

KCl (Kaiumchlorid)

Kanamycin
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Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Oxoid, Wesdl

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Biorad, Minchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth. Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Polysciences, Warrington/PA
Sigma, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
Gibco, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Becton-Dickinson, Heidelberg
Becton-Dickinson, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Bad Soden



Kristallviolett

L-Leucin

Leupeptin

Lithiumacetat (LiAc)
LipofectAMIN 2000

L-Lysin

Lysolecithin
Magermilchpulver
b-Mercaptoethanol

MES (2-Morpholinoethansul fonsdure-Monohydrat)
Methanol

L-Methionin

MOPS (3-M orpholinopropansul fonsdure)
Mowiol 4-88

Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Citrat

Natriumfluorid (NaF)
Natrium-Glycerophosphat
Natriumdesoxychol at
Natriumhydroxid

Natrium-V anadat

NP 40

Phenol

PM SF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
PEG (Polyethylenglykol) 1000
PEG 3350

PEG 4000

2-Propanol

Ponceau S

Phosphatidylserin

Raffinose

Rotiphenol (Phenol/Chloroform/Amylalkohol [25:24:1])

Rotiphoresegel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1)
Saccharose

Salzséaure

Sorbitol

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate

SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N’N’-Tetraethylmethylendiamin)
Test-Neuraminidase

Threonin

Tricin (N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-Glycin)
Trichloressigsaure

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)

Triton X-100

Trypsin/EDTA

Trypsin (TPCK-behandelt)

Tryptophan

Trypton

Tween 20

Tyrosin

Uridin

Vvalin

Xylencyanol

X-Gal (5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-b-D-Galactosid)
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Riedel de Haen, Seeze
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Oxoid, Wesdl

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
KMF, St. Augustin
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Chiron-Behring, Marburg
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim



2.1.2 Enzyme:

2121 DNS-modifizierende Enzyme
Alkalische Phosphatase

Restriktionsenzyme

RNAsIn
T4-DNS-Ligase

Expand High Fidelity PCR-System

2.1.2.2 Proteinkinasen

Proteinkinase C (Rattenhirn-Extrakt)
Proteinkinase C-lsoformen
Caseinkinase |1

2.1.3 Radiochemikalien

[g¥P-ATP

[a-*P]-ATP

[a%P)dCTP

L-[*S]-Methionin

Promix: [*S]-Methionin und [*S]-Cystein
[*?P]-Ortho-Phosphat

Roche, Mannheim
MBI Fermentas, Litauen
MBI Fermentas, Litauen
Roche, Mannheim
NE Biolabs, Schwalbach
MBI Fermentas, Litauen
Roche, Mannheim
MBI Fermentas, Litauen
Roche, Mannheim

Cabiochem, Bad Soden
Santa Cruz, California, USA
Cabiochem, Bad Soden

>5000 Ci/mmol
>5000 Ci/mmol
>5000 Ci/mmol
>1000 Ci/mmol
>1000 Ci/mmol
8500-9120 Ci/mmol
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Die Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen und vor Ablauf der ersten

Halbwertszeit eingesetzt.

2.1.4 Sonstiges

Biomax-Rontgenfilme
Biolmager-Platte
Decal_abel-DNA-Labeling Kit
Dialyseschlduche
DNS-Langenstandards

DNS-Sequenzier-Kit
Elektroporationskivetten

Filterpapier 3MM (Whatmann)
Glasperlen (Séure-gewaschen)
Glutathion-Sepharose

Hybridisierungd 6sung (D1G-Easy-Hyb)
Kulturgefélie (Plastik)

Multiple Tissue Northern Dot Blot
Nitrozellulose-Membran
Nylon-Membran (positiv geladen)
Oligotex direct mMRNA-Midi- Kit
Parafilm

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

Protein-L éngenstandard

QIAEXII Gel Extraction Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Kodak, USA

Fuji-Films, Japan
MBI/Fermentas, Litauen
Spectrum, California, USA
Roche, Mannheim
Fermentas, Litauen
PerkinElmer/Applied Biosystems, Weiterstadt
Biorad, Miinchen

Neolab, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Pharmacia, Freiburg
Roche, Mannheim

Greiner, Solingen

Nunclon, Dénemark
Sarstedt, NUmbrecht
Clontech; Heidelberg
Schleicher& Schuell, Dassel
Roche, Mannheim
QIAGEN, Hilden
American National Can, USA
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
GibcoBRL, Eggenstein
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
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QIAPREP Plasmid Mini Kit QIAGEN, Hilden
Quikchange™Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Heidelberg
Sephadex G 25 Saulen Roche, Mannheim
TNT-coupled Reticulocyte Lysate System Promega, Mannheim

2.2 Medien und Puffer

Die nachstehend aufgefiihrten Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt. Die
zur Einstellung des pH-Wertes verwendete Séure bzw. Base ist nach dem Pufferreagenz
angegeben. Alle Prozent-Angaben sind, falls nicht anders erwahnt, V olumenprozent.

2.2.1 Bakterien-Medien

LB-Medium 10 ¢/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7.2

2xYT-Medium 16 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7.2

5x A (Minimal-A Medium) 52,5 g/l K;HPO,
22,5 g/l KH,;PO,
5 g/l (NH4),S0,
2,5 g/l Natrium-Zitrat

1x A-Patten 15gAgar
790 ml H,O
Nach den Autoklavieren zugegeben 200ml 5x A

0,2 % (w/v) Glukose
10 mg/l Vitamin B1
0,812 mM MgSOq4

SOC-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 mM NaCl
25mM KCl
Nach den Autoklavieren zugegeben: 20 mM Mg**-Stock

(1M MgCl;x 6 H,O + 1M MgSO,4x 7 H,0)
0,4 % (w/v) Glukose
(sterilfiltriert)
Bel Bedarf wurden den Medien nach dem Autoklavieren folgende Antibiotika zugesetzt:

Ampicillin 100 pg/mi
Kanamycin 30 pg/ml

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde den Medien 1.5 % (w/v) Agar zugesetzt.



2.2.2 Hefe-Medien und -Puffer
Synthetisches Vollmedium (SC)

Nach dem Autoklavieren zugegeben

bei Bedarf zugegeben

X-Gal-Platten

Nach dem Autoklavieren zugegeben:

10 x Aminosduren (AA-Mix)

YPAD-Medium

Nach den Autoklavieren zugegeben

Glycerinlésung

Frost-L6sung 1

Frost-L6sung 2

Frost-Losung 3
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6,7 g/l Hefe-Stickstoff-Basis Medium
20 g/l Agar (fur Platten)
1 mM NaOH
2 % (w/v) Glukose oder
2% (w/v) Galaktose + 1 % Raffinose
1x AA-Mix
0,2 g/l Threonin
30 mg/l Isoleucin
150 mg/l Valin
20 mg/l Uridin
20 mg/l L-Histidin
100 mg/l L-Leucin
20 mg/l Tryptophan

65 g/l Hefe-Stickstoff-Basis-Medium
20 g/l Agar
1 mM NaOH
2 % (w/v) Glukose oder
2 % (w/v) Galaktose + 1 % Raffinose
1x AA-Mix
0,2 g/l Threonin
0,03 g/l Isoleucin
0,15 g/l Vdin
10 mg/l L-Leucin
70 mM Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,0
10 pg X-Gal (20 mg/ml in DMF gel 6st)

0,2 g/l Adenin-Hemisulfat
0,2 g/l L-Arginin-HCI
0,39/l L-Lysin-HCl

0,5 g/l L-Phenylalanin
0,3 g/l L-Tyrosin

0,2 g/l L-Methionin

10 g/l Hefeextrakt

20 g/l Pepton

0,1 g/l Adenin-Hemisulfat
2 % (w/v) Glukose

65 % Glycerin
0,1 M MgSOq4
25mM Tris-Cl,pH 7,4

1M Sorbitol

10 mM Bicin-NaOH, pH 8,35
3 % Ethylenglykol
5% DMSO

40 % (w/v) PEG 1000
0,2 M Bicin-NaOH, pH 8,35

0,15 M NaCl
10 mM Bicin-NaOH, pH 8,35



Hefe-Aufbruchpuffer

2.2.3 Medien fir die Zellkultur

0,1 M NaCl

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA
1% SDS
2 % Triton X-100

Die Zellkulturmedien wurden im Institut zubereitet oder bezogen Uber:

MEM (Minimal Essential Medium)

DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium)

Medien ohne Methionin und ohne Cystein (**S-Markierung)
Medien ohne Phosphat (*3P-Markierung)

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Fur die Zellkultur wurden die Medien frisch komplettiert mit:

Abweichend davon wurde komplettiert fir:
Transfektionsanséatze

Infektionsexperimente

2.3 Stammlésungen

PBS

PBS/BA/Mg?'/Ca?"

TBS

10x TBST

10 x SDS-Gellaufpuffer

2 x SDS-Ladepuffer

Tris-Tricin-Gelpuffer

10 % FCS
2 mM Glutamin

50 Einheiten/ml Penicillin-Streptomycin

10 % FCS
2 mM Glutamin

0,1 % FCS oder 0,2 % BSA
2 mM Glutamin
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50 Einheiten /ml Penicillin-Streptomycin

137 mM NaCl
2,7mM KCl
80,9 MM NaHPO,
1,5mM KH,PO,
pH 7,4 (HCI)

PBS

0,1 g/l MgCl,

0,1 g/l CaCl,

0,2 % Bovines Serumalbumin

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,15 M NaCl

0,1 M Tris-HCl, pH 8,0
1,5M NaCl
0,5 % Tween 20

250 mM Tris
1,92 M Glycin
109/l SDS

0,1 M Tris, pH 6,8
4% (wlv) SDS
20 % Glycerin
5 % b-Mercaptoethanol

eine Spatel spitze Bromphenolblau

3 M Tris-HCI, pH 8,35
3 g/l SDS



Acrylamid/Bis (49,5/ 3)

Anoden-Laufpuffer

Kathodenpuffer

Semidryblot-Puffer

Proteingel-Farbel 6sung

Proteingel-Entfarbel 6sung

Proteingel-Fixierlsung

10 x TBE-Puffer

10x TE

6 X DNS-Ladepuffer

20x SSC

RNS-Gdl-Laufpuffer (5x)

Formamid-Auftragspuffer

Transferpuffer

Net-N

48 % (w/v) Acrylamid
1,5 % (w/v) Bisacrylamid

0,2M Tris-HCI, pH 8.9

0,1 M Tris
0,1 M Tricin
19/l SDS

48 mM Tris
39 mM Glycin
1,3mM SDS
20 % Methanol

0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R250

10 % Essigsaure
45 % Ethanol

10 % Methanol
5 % Essigsdure

30 % Methanol
10 % Essigsaure

0,89 M Tris
0,89 M Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0

0,1 M Tris, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylenzyanol
30 % Glycerin

3 M NaCl
0,3 M Na-Zitrat

100 mM MOPS
25 mM NaAc
5mM EDTA
pH 7,0

48 % Formamid

17 % Formaldehyd

11 % Glycerin

0,1 % Bromphenolblau

3 M NaCl
8 mM NaOH

1xTE,pH 8,0
150 mM NaCl
0,05 % NP 40
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RIPA Puffer

frisch zugegeben:

GST-Prézipitationspuffer

Hypotonischer Puffer

Mowiol

Uber Nacht quellen gelassen

zugegeben und unter Rihren auf 50-60°C erhitzt.

50 mM Tris, pH 8,0
150 mM NaCl
1% NP40
0,5 % Na-Desoxycholat
0,1% SDS
1 mM PMSF
0,5 % Aprotinin
1 mM NaVanadat
5mM Benzamidin
0,5mM DTT
10 mM Na-Fluorid
50 mM Natriumglycerophosphat

20 mM HEPES, pH 8,0
150 mM NaCl

0,05-0,5% NP 40

10 mM NaCl

20 mM Tris, pH 7,5
0,5mM EDTA

1 mM NaVanadat
0,5mM DTT

5 mM Benzamidin

2,4 gMowiol 4-88
6 ml Glycerin
6 ml dH,O
12ml 0,2M TrispH 8,5
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Nachdem sich das Mowiol geldst hatte, wurde es 15 Min. mit 4.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand mit
DABCO (10% (w/v)) versetzt. Aliquots wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.4 Plasmide

Bezeichnung
Hefe-Two Hybrid-System

Refer

pSH 18-34  lacZ-Reportergen unter LexA-Transkriptionskontrolle

pJK 101 lacZ-Reportergen flr Repressions-Experiment

pSH 17-4 Positivkontrolle fur die Transkriptionsaktivierung

pRFHM-1  Negativkontrolle, exprimiert das Drosophila-Protein
Bicoid fusioniert an LexA

pJG 4-5 Vektor zur Expression von B42-Fusionsproteinen,
z.B. cDNS-Genbibliotheken
pEG 202 Vektor zur Expression von LexA-Fusionsproteinen
pLexA-M1  Expr. von LexA-M1 Fusionsprotein fur Two Hybrid-Screen di

Klonierung der vollstdndigen RACK 1-cDNA
PTARGET Vektor zur Klonierung von PCR-Fragmenten
iber Adenin-Uberhange
PTARGET-RACK1  Vektor mit der vollstdndigen RACK1-cDNA aus Hel a-Zellen

GST-Kopréazipitations-Experimente
pGEX 5x-1 Vektor zur bakteriellen Expression von
GST-Fusionsproteinen,

pGST-21 6 bakt. Expression der cDNS des Striatin-Homologs 2 | 6
pGST-21V 1 bakt. Expr. des Syndecan-4-Klons 2 1V 4

pGST-2V 6

bakt. Expr. der cDNS des Striatin-Klons2 V 6

enz

(Finley & Brent, 1996)

ese Arbeit

Promega, Mannheim

diese Arbeit

diese Arbeit

Pharmacia, Freiburg



pGST-317 bakt. Expr. der cONSdesKlons31 7

pGST-311 2 bakt. Expr. der cDNSdesKlons3 11 2
pGST-3111 1 bakt. Expr. der cDNS des RACK1-Klons 3111 1
pGST-41V 1 bakt. Expr. der cDNS desRACK1-Klons4 1V 1
pGST-4l111 bakt. Expr. des RACK1-Klons4 1111
pGST-RACK1 bakterielle Expression von GST-RACK 1wt
pGST-WD V bakt. Expr. der RACK WD-Domane 5
pGST-WD V +6 bakt. Expr. der RACK WD-Doménen 5 und 6
pGST-WD 6 bakt. Expr. der RACK WD-Doméne 6
pGST-WD 6+ VIl bakt. Expr. der RACK WD-Doméanen 6 und 7
GST-WD VI bakt. Expr. der RACK WD-Domaéne 7

pGST-M 1wt bakt. Expr. des M1-Protein
Zdlkultur-Transfektion

pcDNA 3,1myc/his Vektor zur Proteinsynthese in Kulturzellen
pcDNA-GSTmyc Expr. von GSTmyc in Zellen

pcDNA-GST-4 Il Imyc

pcDNA-4 111 1myc
pcDNA-RACKmyc

Expr. von GST-4 |11 1 mit myc-Markierung in Zellen
Expr. von 4 111 1 mit myc-Markierung
Expr. des RACK 1wt mit myc-Markierung

I n vitro-Proteinsynthese

pcDNA-M1 wt
pcDNA-M1 (51-252)
pcDNA-M1 (76-252)
pcDNA-M1 (91-252)
pcDNA-M1 (113-252)
PcDNA-M1 (120-252)
PcDNA-M1 (136-252)
pcDNA-M1 (1-200)
pcDNA-M1 (1-170)
pcDNA-M1 (1-148)
pcDNA-M1 (1-135)
pcDNA-M1 (1-112)
pcDNA-M1 (1-90)
pcDNA-M1 D91-115

T7-Promotor-vermittelte Expression des M 1-Proteins

Expression

der jeweils angegebenen

Aminosiuren des

M1-Proteins

2.5 Oligonukleotide
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Invitrogen, Niederlande

diese Arbeit

diese Arbeit

Fir Sequenz-Reaktionen und Polymerase-Kettenraktionen wurden die folgenden, von Dr.

Krause im Institut fir Molekulare und Tumorbiologie der Philipps-Universitét Marburg oder

von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) hergestellten Oligonukleotide verwendet. Die in

Fettdruck dargestellten Sequenzbereiche stellen Erkennungsstellen der jewelligen

Restriktionsendonukleasen dar, Transkriptions-Stop-Sequenzen sind unterstrichen.
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Name RE-Site Sequenz

B 42 AD TTG CTG AGT GGA GAT GCC

B423 TGA TTG GAG ACT TGA CC

T7-Promotor, 5' AAT ACG ACT CAC TAT AGG G

pTARGET-Sequenz; 3 GAT ATG ACC ATG ATT ACG CC

M1Seq 1l TCT TTG CAG GGA AGA ACA CC

M1 Seqg 2 AGC AAA TGG CTG GAT CGCA G

M1 Seq 3 GCC ATT TTG GAC AAA CCG TC

hRACK 1,5 Xmal gC CCg ggg gCC ATg ACT gAg Cag ATg ACC

hRACK1, 3’ Sa | gCg gTC gAC AAg CTC TgC CAT AAA CTTC

T(argeT)-RACK 3 Sful Cgg CgT TCg AAg CgT gTg CCA ATg gTC CAC CIg

GST-RACK1, 5 Hind 111 Cgg AAg CTT CAT gTC CCC TAT ACT Ag

GST-RACK1, 3 Xbal Cg TCT AgA gCg TgT gCC AAT ggT CAC

RACK-Kpnl, 5 Kpn CgC ggT ACC gCC ATg ACT gAg Cag ATg

RACK-Xmal, 3 Xmal gCg CCC ggg TCT AgC gTg TgC CAA Tgg

myc-RACK 5 Kpn gC ggT ACC ATg gAA CAA AAA CTC ATC TCA gAA gAg
gAT CTg gCC ATg ACT gAg CAg ATg ACC

myc-RACK 3 Xbal CgC TCT AgA TCT AgC gTg TgC CAA Tgg

myc-tag+end, 3 Sa | gg CgC gTC gAC TCA ATg CAT ATT CAg ATC CTC

RACK end, 5 TgC TTC AgC CCT AAC CgC TAC

RACK begin, 3 gCC ATC TgA ggA gAT AAC CAC

RACK1, WDV 5 Kpn | gg ggT ACC AAC CAC ATT ggC CAC

RACK1, WDV 5 EcoRI gC gAA TTC AAC CAC ATT ggC CAC

RACK1, WDV 3 Xhol gCg CTC gAg CTA gAg ATC CCA TAA CAT ggC C

RACKL, WD 65 EcoRI gC gAA TTC gAT ggT ggg gAC ATC ATC AAC

RACKL,WD63 Xhol gCg CTC gAg CTA TAA ATC CCA gAT CTT gAT gC

RACK1, WDVII 3 Xhol gCg CTC gAg AAg CTC TgC CAT AAA CTTC

pGEX-Seguenz. 5' gTA TAT AgC Atg gCC TTT gCA gg

myc 3' Xho | Xhol gCg CTC gAg TCA ATg CAT ATT CAg ATC CIC

4111 1 myc5' Hind 111 GGC AAG CTT GCC ATG AAA TAC ACT GIC CAG

M15' EcoRI gC gAA TTC ATG AGT CTT CTA ACC

M1-Xho | Xhol ggC CTC gAg TCA CTT gAA CCg TTg C

M1D91-115 BamH | ggC ggA TCC ATC ACT CAg TTA TTC TgC

M1D1-135, 5 EcoRI ggC gAA TTC ggg gCT gTg ACC ACT g

M1D 136-, 3' Xho | ggC CTC gAg TCA CAT CCT gTT gTA TAT gAg

M1D91-252, 3 Xho | ggC CTC gAg TCA Tgg ATC CCC gTT CCC

M1 D 2-50, 5 EcoRI CgC gAA TTC AAg ATg CCA ATC CTg TCA CCT CTIg ACT

M1D201-, 3 Xbal gC TCT AgA CTA TgC TgC TTg CTC ACT CgA TC

M1D2-1355 EcoRI CgC gAA TTC AAg ATg ggg gCT gTg ACC ACT gAA g

M1D 2-75; 5 EcoRI gC gAA TTC AAg ATg CgT AgA CgC TTT gTC

M1D113-, 3 Xho | g CCg CTC gAg TCA ggC CCC Atg gAA TgT TAT C

M1D171, 3 Xbal GGEC TCT AGA TCA GIT TGI TGI CAC CAT TTG

M1D 148, 3 Xbal GGEC TCT AGA TCA TAC CAG GCC AAA TGC CAC TTC

M1D2-90,5 EcoRI GCC GAA TTC AAG ATG AAT AAC ATG GAC AAA C&C

M1D2-112, 5 EcoRI GCC GAA TTC AAG ATG AAA GAA ATC TCA CIC

M1D 141-, 3 Xhol GCC CT CGA GIC AAG TGG TCA CAG CCC C
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2.6 Antikorper

2.6.1 Priméarantikorper

Bezeichnung Eigenschaften Referenz

monoklonaler Maus IgM, .
a-RACK1 erkennt den Bereich zg\]/vischen AS113und 317 Biomol, Hamburg
a-InfluenzaM1 | monoklonaler Maus IgG, gegen das gesamte Protein gerichtet Serotec, USA
a-c-Myc Kaninchen-Serum, erkennt das hier verwendete 9E10-Myc-tag Santa Cruz, USA
a-c-Myc monoklonaler Maus 1gG, erkennt ebenfalls das 9E10-Myc-tag Santa Cruz, USA
a M1 Kaninchen-Serum, gegen das Influenza A Virus-Matrix-Protein Ingtitut fur Virologie,
a-WSN Kaninchen-Serum, gegen Influenza A Gesamt-Virus Universitét Marburg

2.6.2 Sekundarantikorper

Bezeichnung Eigenschaften | Referenz
Western Blot-Detektion

Kaninchen a Maus-1gG, POD erkennt Fc-Teil des Maus AK (1:15.000) Dako, Hamburg
Schwein a Kaninchen-1gG, POD erkennt Fc-Anteil des Kaninchen-Serums (1:10.000) | Dako, Hamburg
Ziegea Maus1gG, POD erkennt den Fc-Anteil desigG. Dianova, Hamburg
Ziegea-MausIgM, POD erkennt die schwere Kette des IgM Dianova, Hamburg

Indirekte |mmunfluor eszenz

Schaf a Maus-1gG, TR (Texas Red) | erkennt Fc-Anteil muriner 19G

Ziege a-Kaninchen-1gG, TR erkennt Fc-Anteil des Kaninchen-1gG Dianova, Hamburg
Ziege a-Kaninchen-IgG, FITC | erkennt Fc-Anteil des Kaninchen-1gG
(Fluorescei nisothiocyanat)

2.7 Bakterien - und Hefestamme

2.7.1 Escherichia coli

BL 26 [F* ompT hsdSs (rs” mg™) gal dem)

DH5a [F” F 80dlacZDM 15 D(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17 (r”* mg") supE44l * thi-1 gyrA96 relAl]

MH3 (trpC araD lacX hsdR galU galK)

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F pro AB
lacl9%ZDM15 Tn10 (Tet")].

2.7.2 Saccharomyces cerevisiae
EGY 48 (MATa trpl ura3 his3 LEU2::pLEX-Aop6-LEU2),

2.8 Eukaryontische Zelllinien

Bezeichnung Ursprung ATCC-Nummer
MDCKII immortalisierte Nierenepithelzellen desHundes | CCL-34
humane, embryonale Nierenzellen, (mit dem i
293T groflRem T-Antigen des SV-40 Virus transformiert) CRL-1573
Hel a humane Gebarmutterhals-Karzinom-Zélllinie CCL-2

2.9 Virus-Stamme

In dieser Arbeit wurden die Influenza A Virusstamme A/WSN/33, A/FPV/Ro/34 und
A/Swi/Wig/1/67 verwendet. Von den Virusstammen lagen tiefgefrorene Proben in der im
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Institut for Virologie der Universitdt Marburg gelagerten Stammsammlung von Professor
Scholtissek aus Giessen vor.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische und biochemische Methoden

Die hier aufgefuhrten molekul arbiologischen Methoden sind, wenn nicht anders erwéhnt, aus
(Sambrook et al., 1989) oder (Ausubel et al., 1992) entnommen.

3.1.1 Amplifikation spezifischer DNS-Fragmente mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion bietet die Moglichkeit, einen DNS-Bereich

zwischen zwei bekannten Regionen in vitro zu amplifizieren. Die PCR-Reaktionen wurden

nach folgendem Grundschema in einem Reaktionsvolumen von 50 pl angesetzt:

10 ng Matrizen-DNS
100 ng , sense’-Oligonukleotid
100 ng , anti-sense’ -Oligonukleotid
5 ul 10 x Expand-Polymerase-Puffer
1yl dNTP-Mix, 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
ad 50 pl H,O
0,75 pul Expand Polymerase

Die Hybridiserungstemperatur variiert dabei in  Abhangigkeit der L&nge und
Komplementaritdt der Oligonukleotide: Die Synthesedauer ist abhéngig von der Lange des zu
amplifizierenden DNS-Fragmentes. Folgende Parameter stellen einen Anhaltspunkt fur das
Syntheseprotokoll dar.

Initiale Denaturierung: 96°C 1 Min.
Denaturierung 96°C 10 Sek.
Hybridisierung 45-75°C 10 Sek.| 25 Zyklen
Synthese 72°C 45-90 Sek.

Nach Beendigung der Synthese wurde der Ansatz in einem analytischen 1 %igem Agarosegel
untersucht und gegebenenfalls das amplifizierte DNS-Fragment aus der Agarose extrahiert.

3.1.2 RT-PCR

Bel der RT-PCR zur Klonierung einer kodierenden DNS aus mRNS wird diese zuerst durch
eine virdle RNS-abhangige DNS-Polymerase (Reverse Transkriptase, ,RT“) in cDNS
(komplementar-DNS) umgeschrieben. Diese kann dann wie bel einer gewdhnlichen PCR von
der DNS-abhangigen DNS-Polymerase eines thermostabilen Bakterienstammes amplifiziert

werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels RT-PCR die kodierende Sequenz des gesamten
RACKZ1 Proteins aus HeL a=mRNS amplifiziert. Dazu wurden 100 ng der mRNS mit 2,5 pmol
des hRACK1, 3'-Oligonukleotids versetzt und mit Hilfe der Superscript II- Reversen
Transkriptase in cDNS umgeschrieben. Der Reaktionsansatz der reversen Transkription
wurde direkt in eine PCR mit den beiden RACK 1-spezifischen Oligonukleotiden eingesetzt.
Bei dieser PCR-Reaktion wurde die Tag-Polymerase (Roche) eingesetzt, da diese am Ende
des synthetisierten DNS-Doppel strangs das Nukleotid Adenosin erganzt. Dadurch entsteht ein
A-Uberhang am 3'-Ende des PCR-Produktes. Dieser Uberhang ist komplementar zu T-
Uberhdngen an den 5'-Enden im linearisierten pTARGET-Plasmid, wodurch die Ligation

vereinfacht ist.

3.1.3 Langenauftrennung von DNS-Fragmenten im Agarosegel

Doppelstrangige DNS-Molekile im Groéf3enbereich von 250 Bp bis 10 kBp wurden in 0,8 —
2%igen, horizontalen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente
dabei 1 x TBE. Die aufzutrennende DNS wurde zuvor mit 1/5 Volumen 6 x DNS
Auftragspuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte je nach Gelgréf3e bei 50 — 120 Volt. Durch
Zugabe von Ethidiumbromid (0,2 pg/ml) zur Gelmasse wurde die DNS wahrend der
Elektrophorese angefarbt und hinterher durch UV-Licht sichtbar gemacht.

3.1.4 Extraktion spezifischer DNS-Fragmente aus Agarosegelen
Auf dem UV-Durchlichtschirm wurden DNS-Molektle von Interesse mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAEX 11 Kits nach den Herstellerangaben

extrahiert.

3.1.5 Spaltung von DNS-Molekilen an definierten Sequenzen mittels
Restriktionsendonukleasen

0,1 - 10 ng DNS wurden mit 5-10 Einheiten Restriktionsenzym in einem Volumen von 10 —

40 ul verdaut. Restriktionen erfolgten in den entsprechenden Inkubationspuffern bei dem

Temperaturoptimum des Enzyms.

3.1.6 Dephosphorylierung von DNS an 5 — Enden

Die Religation der komplementédren V ektorenenden wurde durch Dephosphorylierung der 5°
— Enden verhindert. Dazu wurden die V ektor-Restriktionsverdau-Reaktionen mit 0,1 Einheit
alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die
alkalische Phosphatase wurde anschlief3end mittels phenolischer Extraktion entfernt.
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3.1.7 Phenolische Extraktion von DNS-Molekilen

Der unter 3.1.6. beschriebene Reaktionsansatz wurde zur Vergréf3erung des Volumens mit
bidestilliertem Wasser auf 200 pl gebracht. Anschliefend wurde 1 Volumen
Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (25:24:1), pH 7-8 zugegeben und der Ansatz 3 Min. mit
dem Vortex durchmischt. Die Proben wurden fir 2 Min. bei 14.000 Upm zentrifugiert. Die
obere wassrige Phase wurde abgenommen und mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat, pH 5,3 und
2,5 Volumen 100 %igem Ethanol versetzt. Nach 30 Min. Inkubation bei —20°C wurde die
DNS durch Zentrifugation bei 14.000 Upm (fir 30 Min.) pelletiert. Das Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 20 pl sterilem H,O aufgenommen.
Die Bestimmung der DNS-K onzentration erfolgte durch Mengenvergleich im Agarosegel.

3.1.8 Verknupfung von DNS-Fragmenten an definierten Enden (Ligation)

Die T4-DNS-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einem
5 -Phosphat und einem 3'-Hydroxylende von Polynukleotiden. 20 bis 100 ng geschnittener
Vektor-DNS wurden mit einem dreifachen molaren Uberschuss des zu inserierenden DNS-
Fragments, 1 pl 10 x T4-Ligase-Puffer und 1 pl T4-DNS-Ligase (1Einheit) in einem
Gesamtvolumen von 10 pl bei 16°C Uber Nacht inkubiert. Der halbe Ligationsansatz wurde
zur Transformation von Bakterien verwendet.

3.1.9 Spektralphotometrische Analyse von Nukleinséauren

Da DNS ultraviolettes Licht absorbiert, kann man durch Messung der Extinktion (E) bei einer
Wellenldnge von 260 nm die Konzentration der DNS bestimmen. Dabei gelten folgende
Beziehungen :

Konzentration (doppelstrangige DNS) = 50 * Eze0 * Verdiinnung der MesslGsung
Konzentration (einzelstrangige DNS) = 30 * Ezgo * Verdinnung der Messldsung
Konzentration (RNYS) =40* Egp *Verdinnung der Messl6sung

Da auch Proteine Licht der Wellenlange 260 nm absorbieren, ihr Absoptionsmaximum aber
bei 280 nm liegt, lasst der Quotient Exso/Epsp €ine Aussage Uber den Reinheitsgrad der DNS
zu. Bel reiner DNS liegt dieser bei 1,8 bis 2,0.

3.1.10 Sequenzierung von Plasmid-DNS
Zur Sequenzbestimmung eines DNS-Strangs wird eine Polymerase-K ettenreaktion (PCR) mit
nur einem Oligonukleotid durchgefiihrt. Dabel entstehen durch statistischen Einbau von 27,3-

Didesoxynukleotiden (ddNTPs), die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert
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sind, durch Kettenabbriiche Fragmente mit definierten terminalen Basen. Diese Fragmente,
ergeben bei einer Gelelektrophorese eine Leiter, anhand derer sukzessive die Sequenz Uber
die jeweiligen terminalen Basen ermittelt werden kann. In dieser Arbeit wurde zur Erzeugung
und Markierung der PCR-Fragmente das ABI PRISM™ Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin EImer) verwendet.

Zur Sequenzierung wurden 250 ng Plasmid-DNS mit 10 pmol eines Sequenzier-Primers und 3
pl Terminator-Mix (Fa. Perkin Elmer) in 10 pl H2O verdunnt. Die Sequenz-PCR lief mit den
Parametern

96°C 10 Sek.
50°C 5 Sek. 25 Zyklen
60°C 4 Min.

Anschlieffend wurde die PCR-Probe auf 100 pl mit H,O verdinnt und mit 10 pl NaAc (3 M,
pH 5,3) und 250 ul Ethanol gefallt und zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen wurde die DNS in 1,5 pl Formamid-Puffer aufgenommen. Die Fragmente wurden
auf einem automatischen DNS-Sequenzer (Fa. Perkin Elmer) durch Elektrophorese ihrer
Lange entsprechend getrennt. Ein Laser detektierte wahrend der Elektrophorese die Farbstoffe
der einzelnen Fragmente. Die Auswertung der Sequenz erfolgte automatisch mit der Software
»Sequencing Analysis 3.0 (ABI PRISM/Perkin Elmer).

3.1.11 In vitro Translation und Transkription von Genen

Mit Hilfe des TNT-Quick coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega) lassen sich
Proteine aus cDNS direkt in vitro synthetisieren. Die cDNS liegt dabel in einem Plasmid mit
T7 Promoter vor und wird im Retikulozytenlysat zunéchst durch Zugabe von T7 Polymerase
in mMRNS transkribiert. Bei der folgenden Translation der mRNS entstehen durch Zugabe von
Aminosiuren, Puffer und [*°S]-Methionin radioaktiv markierte Proteine. Die in vitro
Proteinsynthesen erfolgten nach Angaben des Herstellers.

3.1.12 Gelelektrophoretische GréRen-Auftrennung von Proteinen

Bel der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine nach
Denaturierung und Ladungsausgleich (durch b-Mercaptoethanol und SDS) in einer aus
Acrylamid- und Bisacrylamid-Untereinheiten bestehenden Matrix nach ihrer Molmasse
elektrophoretisch aufgetrennt. Die obere Teil des Gels (Sammelgel) hat eine geringere
Polyacrylamid-Konzentration. Er dient zur Konzentration der Proben und fahrt zur
Ausbildung schérferer Banden im Trenngel.
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Rezept fur SDS-Polyacrylamid-Gele:

Trenngel Sammelgel
10% | 125% | 15% 5%

Rotiphoresegel 30 % (29:1)| 3,3 ml | 4,125mI| 5ml 1,66 ml
1,5M Tris, pH 8,8 2,5ml 25ml| 2,5ml -
0,5M Tris, pH 6,8 - - 1,25 ml
SDS 0,1% 0,1%| 0,1% 0,1%
APS 0,1% 0,1%| 0,1% 0,1%
TEMED 6 ul 6u| 6ul 12 ul
H,O ad 10 ml

In einer Mini-Protean 3 Giefdvorrichtung (Biorad) wurde zwischen zwei Glasplatten mit
einem Abstand von 0,75 mm zunéchst das Trenngel und nach dessen Polymerisierung das
Sammelgel gegossen. Durch einen Kamm wurden im Sammelgel die Taschen zur
Probenbeladung freigehalten. Nach dem Beladen der Taschen wurde die Elektrophorese mit
25 mA pro Gel in vertikalen Laufapparaturen (Biorad) mit 1 x SDS-Gellaufpuffer
durchgefihrt.

Zur Analyse viraler Proteine kam ein 15 %iges Polyacrylamidgel mit einem Verhédtnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid von 173:1 zum Einsatz. Dadurch ergab sich eine Auftrennung der
beiden viralen Komponenten M 1-Protein (27,5 kDa) und NS1-Protein (26 kDa). Das Trenngel

setzte sich wie folgt zusammen:

Trennge (15 %)
40 % (w/v) Acrylamid 3,76 ml
2 % (w/v) Bisacrylamid 0,433 ml
1,5M Tris, pH 8,8 2,5ml
10 % (w/v) SDS 0,1 ml
TEMED 5,5 ul
APS 0,1%
H.O ad 10 ml

Das Sammelgel hatte die gleiche Zusammensetzung wie beim herkémmlichen SDS-Gel.

Neben den SDS-Polyacrylamidgelen wurden auch Tris-Tricingele zur elektrophoretischen
Auftrennung von Proteinen verwendet. Mit Tris-Tricingelen lassen sich Proteine mit einer
Grole zwischen zwei und zehn kDa besser auftrennen alsin SDS-Polyacrylamid-Gelen.

Die Tris-Tricingele werden ebenso gegossen wie die SDS-Polyacrylamidgele. Die
Gelelektrophorese wird bei 90 V durchgefiihrt. Diese Gele laufen ehrheblich langsamer als
SDS-Polyacrylamidgele.
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Rezept fir Tris-Tricingele

Trenngel | Sammelgel
Acrylamid/Bis (49,5:3) 5ml 1ml
Tris-Tricingel puffer 5ml 3,1ml
Glycerin 2mi -
H,O 3ml 8,4 ml
APS (10 %) 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10l

3.1.13 Proteinfarbung im Polyacrylamidgel

Mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau R250 kdnnen Proteine durch Komplexbildung im
Polyacrylamidgel angefarbt werden. Nach Trocknung des Gels lasst sich die Farbung
dokumentieren. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 15 Min. in der Proteingel-
Farbelbsung inkubiert, wodurch der Farbstoff in das gesamte Gel diffundierte. Bei der
anschlief®enden Entfarbung (2 Stunden in Proteingel-Entféarbelésung) wurde der freie
Farbstoff aus dem Gel entfernt. Die Bereiche, in denen Proteine mit dem Coomassie
schwerl6sliche Komplexe gebildet hatten, blieben angeférbt. Die Gele wurden nach kurzer

Wasserung in H2O auf Filterpapier mit einem Vakuumtrockner getrocknet.

3.1.14 Immundetektion von Proteinen (Western Blot)

Beim Western Blot lassen sich spezifische Proteine mittels Antikorpern nachweisen. Dazu
werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine zunéachst in einem elektrischen Feld aus
der Gelmatrix auf ene Nitrocellulosemembran Ubertragen. Dies geschah im Semi-
Trockenblot-Verfahren mittels einer Semidryblotkammer (Transblot SD, Biorad) gemald
Herstellerangaben. Der Erfolg der Proteintibertragung lasst sich durch eine reversible Ponceau
S-Farbung Uberprifen. Dazu wurde die Membran 1 — 5 Min. mit 0,1 % Ponceau S (in 7 %

Trichloressigsaure) inkubiert und mit destilliertem Wasser entfarbt.

Zum Immunnachweis von Proteinen wurde die Membran zundchst eine Stunde mit
Magermilchldsung (3 % Magermilchpulver in TBST) behandelt, um unspezifische Bindung
der Antikorper an die Membran zu verhindern. Der zu verwendende primare Antikorper
wurde in TBST/BSA (1% (w/v)) verdinnt. Die geeignete Konzentration muss fur jeden
Antikorper empirisch ermittelt werden. Die Membran wurde eine Stunde mit 170 pl
Antikérperlésung/lcm? bei  Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der
Membran in TBST wurde der ebenfalls in TBST/BSA (1% (w/v)) verdinnte
Sekundérantikdrper zugegeben. Dieser erkennt die konstante Region des priméren
Antikorpers und ist somit Spezies-spezifisch. An den Sekundérantikorper ist das Enzym
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Peroxydase aus Meerrettich gekoppelt, welches im anschlief3enden Detektionsverfahren eine
photochemische Reaktion katalysiert. Deren Lichtentwicklung schwérzt einen Rontgenfilm an
den Positionen eines immunreaktiven Proteins auf der Membran. Nach grundlichem
Entfernen Uberschiissigen Sekundérantikorpers durch vier- bis sechsmaliges Waschen mit
TBST wurde die Membran mit der SuperSignal-Detektionslésung 5 Min. behandelt. Die
Membran wurde in Haushaltsfolie fur verschiedene Zeiten gegen Rontgenfilme exponiert. Die
optimale Expositionszeit muss fir jeden Western Blot empirisch ermittelt werden. Nach der

Detektion lassen sich die Membranen bei 4°C lagern.

3.1.15 RNS-Isolierung aus HelLa-Zellen
Die mRNS wurde aus kultivierten HeLa-Zellen mit dem Oligotex direct mRNA-Midi-Kit
(QIAGEN) gemél3 der Anleitung isoliert.

3.1.16 RNS-Gelelektrophorese

Fir das Gel wurden 0,45 g Agarose in 23,3 ml H,O durch Aufkochen gel6st. Nach Abkihlen
auf 60°C wurden 6 ml Laufpuffer (5 x) und 1 ml 37 %iges Formal dehyd dazugegeben und das
Gel in einen vorbereiteten Schlitten gegossen. Die RNS wurde in Auftragspuffer (1,75 pl
Formaldehyd, 5 pl Formamid, 1 pl Laufpuffer (5 x)) aufgenommen und 5 Min. bei 65°C
denaturiert. Nach dreiminutiger Inkubation auf Eis wurden die Probe auf das Gel geladen. Die
Elektrophorese fand bei 100 V statt.

3.1.17 Northern Blot

Da RNS mit komplementdren RNS- oder DNS-Molekilen Doppelstrange ausbildet, konnen
spezifische  RNS-Molekile mit Hilfe komplementérer, radioaktiv markierter Sonden
nachgewiesen werden. Dazu wird die RNS auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und
nach der Hybridiserung mit der Sonde Uber die Schwérzung eines Rontgenfilms
nachgewiesen. Der Transfer kann entweder durch Auftropfen der gelésten RNS auf die
Membran erfolgen, wie es im Fall des MTN (Multiple Tissue Northern Blot, Clontech)
geschehen ist, oder nach Gelelektrophorese im Vakuumblot-Verfahren auf die Membran
Ubertragen werden, was bel dem Sonden-Test der Fall war.

Dazu wurde die Membran kurz in Methanol geschwenkt und 10 Min. im Transferpuffer
gewaschen. Ein Vakuum-Blotter Model 784 (Biorad) wurde so installiert, dass ein konstanter
Sog durch das Gel und die Membran entstand. Durch Anlegen eines Vakuums von 50 mbar
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fur 1% Stunden wurde die RNS aus dem Gel auf die Membran transferiert, wobei das Gel
durch wiederholte Zugabe von Transferpuffer am Einstrocknen gehindert wurde. Nach
Abschluss des Transfers wurde die Membran 10 Min. in P-Puffer neutralisiert. Anschlief3end
wurde die RNS durch UV-Bestrahlung (254 nm fir 3 Min.) mit der Membran quervernetzt.
Der MTN wurde durch 10 Min. Inkubation in P-Puffer fir die Hybridisierung vorbereitet.

Die Membranen wurden mit 20 ml DIG-Hybridisierungsiésung bei 50°C im Ofen
prahybridisiert. In dieser Zeit fand die radioaktive Markierung der Sonde mit dem Decal abel-
DNA-Labeling Kit (MBI/Fermentas) nach Herstellerangaben unter Zugabe von [a- *P|dCTP
statt. Als Matrize wurde die RACK1-cDNS aus dem Plasmid pTARGET-RACK 1wt
ausgeschnitten und tber Agarosegel elektrophorese und Elution aufgereinigt. Von dieser DNS
wurden 100 ng als Matrize fir die Polymerasereaktion mit dem Klenow-Fragment eingesetzt,
die durch Dekanukleotide zufdliger Sequenz an verschiedenen Stellen der RACK1-cDNS
gestartet wurden. Durch den Einbau von [a*?P]-dCTP wurden die neusynthetisierten DNS-
Fragmente radioaktiv markiert. Nach der Reinigung der Sonden-DNS Uber Sephadex G 25-
Saulen wurde die spezifische Aktivitat der Sonde bestimmt. Fir eine zufriedenstellende
Detektion einer RNS wird eine spezifische Sondenaktivitét von 10” cpm/ug DNS empfohlen
(Sambrook et al., 1989). Die hier synthetisierte Sonde hatte eine spezifische Aktivitét von 1,1
x 10" cpm/pug DNS. AnschlieRend wurde die Sonde bei 95°C fiir 10 Min. denaturiert und auf
Eis abgekiihlt. Fiir die Hybridisierung wurden 10 pl der Sonde, entsprechend 1 x 10°® cpm, in
die Hybridisierungsl6sung gegeben. Die Hybridisierung fand tGiber Nacht bel 50°C statt.

Zur Detektion der RNS-Signade wurden die Membranen erst zweimal 5 Min. in
Waschlésung | (2x SSC, 0,1% SDS) bei Raumtemperatur gewaschen und anschlief3end in
Waschlésung 11 (0,1x SSC, 0,1% SDS) 2 x 15 Min. bei 50°C im Ofen inkubiert. Die
Membranen wurden in Plastikfolie eingeschweifl3t und die Signale durch Exposition gegen

eine Biolmager- Platte detektiert.

3.2 Manipulation von Escherichia coli

3.2.1 Erzeugung elektrokompetenter E.coli-Bakterien

Durch dieses Verfahren werden die Bakterien so modifiziert, dass sie durch einen elektrischen
Puls Plasmid-DNS aufnehmen konnen. Zunachst wurden 5 ml einer Bakterien-Ubernacht-
Kultur in 500 ml 2 x YT-Medium angeimpft und bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert, bis
eine ODsgs von 0,6 erreicht war. Dann wurde die Zellsuspension 10 Min. auf Eis gekihlt und
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bei 4°C fur 10 Min. bel 6.000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 ml HEPES-L 6sung
(2 mM, pH 7,0) resuspendiert. Die Suspension wurde mit gleichen Parametern zentrifugiert
und die Zellen in 125 ml HEPES (1 mM, pH 7,0) resuspendiert. Nach erneutem Pelletieren
der Zellen wurden diese in 25 ml einer 10 %igen Glycerinlésung resuspendiert, bei 4.200
Upm erneut pelletiert und in der dem Zellvolumen entsprechenden Flissigkeitsmenge 10
%igen Glycerins resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots von je 100 ul in flussigem
Stickstoff eingefroren und bei —70°C gelagert, bis sie zur Elektroporation verwendet wurden

3.2.2 Elektroporation von elektrokompetenten E.coli-Bakterien

Zur Elektroporation wurden 100 ul elektrokompetente E.coli-MH 3 Zellen auf Eis aufgetaut
und anschlief3end mit 5 pl der aus Hefezellen isolierten Genbank-Plasmid-DNS (aus 3.3.3)
gemischt. Diese Probe wurde in einer Elektroporationskiivette eine Minute auf Eis inkubiert.
Anschliefiend wurde im Gene Pulser 1l (BioRad) ein Elektropuls (2,5 kV; 25 mF; 200 ?)
appliziert. Direkt im Anschluss wurden die Bakterien in einem Milliliter SOC-Medium
aufgenommen und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden sie auf 1 x A —Platten (mit
Ampicillin; ohne Tryptophan) ausgestrichen und zwei Tage bei 37°C inkubiert.

3.2.3 DNS-Transfer in chemisch-kompetente E. coli-Bakterien

Das Einbringen von Plasmid-DNS durch die Zellwand geeigneter (,, kompetenter) Bakterien
wird als Transformation bezeichnet. Durch Ausplattieren dieser transformierten Bakterien auf
Antibiotika-haltigen Agarplatten erfolgt eine Selektion der Bakterien, die das eingefihrte
Plasmid besitzen.

Die kompetenten E. coli-Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Anschlief3end wurden
50 pl der Bakterien mit 5 pl eines Ligationsansatzes oder 0,1 ng Plasmid-DNS in einem
Polypropylen Reaktionsgefal? (fur XL1 Blue wird das Falcon 2059 empfohlen, bei den
anderen reicht ein Mikroreaktionsgefald) fur 30 Min. auf Eis inkubiert. Darauf folgten die
Inkubation des Gemisches in einem Wasserbad (42°C fir 45 Sek. bei XL1 Blue; 37°C fur 20
Sek. bei DH5a), und das Abklhlen der Bakterien auf Eis fur 2 Min. Der Ansatz wurde mit
0,5 ml vorgewarmten LB-Medium versetzt und fir eine Stunde bei 225 Upm und 37°C zur
Expression des Antibiotika-Resistenzgens inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert
und auf Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Einzelne Klone wurden in Flussigkultur weitervermehrt. Die Plasmid-DNS dieser
Klon-Kulturen wurde isoliert (3.2.4) und mittels Restriktionsspaltung und Sequenzierung
Uberpruft.
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3.2.4 Praparation von DNS

Zur Prgparation der Plasmid-DNS wurden Kits der Firma QIAGEN verwendet: Die
Plasmidisolierung im kleinen Mal3stab erfolgte mit Hilfe des QIAprep 8 Miniprep Kits. Fir
die Isolierungen grof3erer Mengen (>500 pg aus 250 ml Bakterienkultur) wurden QIAfilter
Plasmid Maxi Kits nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.5 Bakterielle Expression von rekombinanten Proteinen

Mit Hilfe von GST-Fusionsvektoren konnen fremde (z.B. eukaryontische) Proteine als
Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) in Bakterien exprimiert werden. Oft sind
solche Fusionsproteine loslich und konnen nach der Lyse der Bakterienzellen Uber
Affinitdtschromatographie mit Glutathion-Sepharose (Pharmacia) gereinigt werden.

Von einer Ubernachtkultur wurden 50 ml in 450 ml Antibiotika-haltigem LB-Medium
angeimpft und zwei Stunden bei 37°C und 225 Upm inkubiert. Anschlief3end wurde die GST-
Fusionsprotein-Expression durch Zugabe von IPTG (1 mM) induziert und die Bakterien
weitere zwei Stunden bel 37°C inkubiert. Bel alen folgenden Schritten wurden die Proben
stets bei 4°C oder auf Eis gehalten, um eine Degradation der Proteine zu vermeiden. Die
Bakterien wurden durch funfminttige Zentrifugation bei 5.000 Upm (im JA 10-Rotor)
pelletiert und in 25 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Die Zellen wurden durch
Ultraschallbehandlung (5 x 15 Sek. bei 40 Watt mit einem Branson Sonifier) zerstért. Um die
Proteinausbeute zu erhéhen, wurde das Zellhomogenat mit 1 % Triton X 100 far 30 Min.
rotierend inkubiert. Bel der anschliefRenden Zentrifugation (10 Min bel 15.000 Upm im
Beckman SS-20 Rotor) wurden die unléslichen Zellbestandteile von der Proteinlésung
abgetrennt. Durch zweistindige Inkubation mit 75 pl Glutathion-Sepharose wurden die GST-
Fusionsproteine gebunden und konnten durch Zentrifugation (2.500 Upm bei 4°C)
konzentriert und durch mehrmaliges Waschen mit eiskaltem PBS gereinigt werden. Die
Proteine wurden in der Sepharose-gebundenen Form in den Experimenten eingesetzt.

3.2.6 Koprazipitationsexperimente

GST-Fusionsproteine, die an Glutathion-Sepharose gebunden sind, kénnen u.a. verwendet
werden, um Interaktionen zwischen ihrem Fusionsanteil und Proteinen aus anderen Quellen,
z.B. Zelllysat oder in vitro Proteinsyntheseansétzen, zu untersuchen. Bindet ein Protein an das
GST-Fusionsprotein, so kdnnen beide Uber die gebundene Glutathion-Sepharose prézipitiert

werden und lassen sich hinterher in einem Proteingel nachweisen.
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Zu 10 pl Glutathion-Sepharose mit gebundenem GST-Fusionsprotein wurden 100 pl Zellysat
oder 20 ul einesin vitro-Proteinsyntheseansatzes gegeben. Die Probe wurde mit 500 pl GST-
Prézipitationspuffer versetzt und bei 4°C fir zwei Stunden bei langsamer Rotation inkubiert.
Anschlief3end wurde die Glutathion-Sepharose pelletiert (fir 3 Min. mit 2.000 Upm bei 4°C)
und dreimal mit dem GST-Prézipitationspuffer gewaschen. Bei radioaktiven Proben wurden
in dem dritten Waschschritt die Mikroreaktionsgefdlle gewechselt, um eventuelle
Hintergrundsignale durch am Kunststoff haftende Komponenten zu eliminieren. Die
Glutathion-Sepharose mit den daran gebundenen Proteinen wurde nach dem letzten
Waschschritt und dem grindlichen Entfernen des Waschpuffersin 20 pl 2 x SDS-Ladepuffer
aufgenommen. Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und bei radioaktiven
Proben Uber Autoradiographie detektiert. Bei nicht-radioaktiven Proben fand eine Western-
Immunodetektion ( 3.1.14) statt.

3.3 Manipulation von Hefezellen

3.3.1 Transformation von Saccharomyces cerevisiae:
3.3.1.1 Hocheffizienz-Primér-Transformation fir Two Hybrid-Screens

Bel einem Two Hybrid Screen nimmt mit der Zahl getesteter individueller Klone die
Wahrscheinlichkeit zu, auch wenig abundante cDNS-Klone zu berticksichtigen. Daher ist bel
der Priméartransformation eine sehr gute Effizienz wichtig. Mit der hier verwendeten Methode
kénnen bis zu 2 x 10’ Klone pro pg DNS erzeugt werden (Agatep, 1998).

Die Zellzahl einer Ubernachtkultur wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
50 ml warmes Y PAD-Medium mit 5 x 10° Zellen/ml angeimpft. Die Kultur wurde bei 30°C
bel 200 Upm in einem Schiittelbad inkubiert, bis eine Zelldichte von 2 x 10" Zellen/ml
erreicht war. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (5 Min. bei 3000 Upm) und in
25 ml sterilem H,O resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml
100mM Li-Acetat-L6sung resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Die
Zellen wurden durch kurze Zentrifugation pelletiert und in einem Endvolumen von 0,5 ml in
Li-Acetat resuspendiert (entsprechend 2 x 10° Zellen/ml). Je 50 ul dieser Zellsuspension
wurden pro Transformation eingesetzt, indem sie in ein 1,5 ml Mikro-Reaktionsgefal
gegeben und durch kurze Zentrifugation pelletiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen
und auf das Zellpellet wurden in folgender Reihenfolge gegeben:
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240 pl PEG 3350 (50 % wiv)

36 ul 1 M Li-Acetat

25 pl denaturierte Heringssperma DNS

50 pl H20O mit 1 pg der zu transformierenden Plasmide
Das Gemisch wurde ca. 1 Min. mit dem Vortex-Gerét bis zur Homogenitét gemischt.
Anschlief3end inkubierten die Ansétze eine Stunde bei 30°C, gefolgt von einem 20— 25-
mindtigen Hitzeschock bei 42°C. Durch kurze Zentrifugation wurden die Zellen pelletiert und
der Transformations-Mix entfernt. Die Zellen wurden in 1 ml sterilem H,O gewaschen und
auf SC-Platten ausgestrichen. Zur Selektion wurde dabei die Tatsache genutzt, dass der
verwendete Hefestamm fir verschiedene Aminosduren auxotroph ist. Jedes transformierte
Plasmid ist in der Lage, eine dieser Auxotrophien zu komplementieren. Dadurch lassen sich
die gewtinschten Klone Uber spezifische Aminosaure-Mangelmedien selektieren. Nach zwei
bisdrei Tagen im 30°C-Brutschrank waren Kolonien auf den Platten zu erkennen.

Bel Primér-Transformationen der Hel. a-cDNS-Genbibliothek wurden die Hefetransformanten
so auf 24 x 24 cm SC (Gluc) urahistrp—Platten pro Transformationsansatz ausgestrichen,
dass 5 x 10* CFU (Colony forming Units) auf jeder Platte wuchsen. Nach zwei Tagen wurden
die erfolgreich transformierten Zellen geerntet. Dazu wurden die Platten fir 2 Stunden bei
4°C abgekihlt, um den Agar auszuhérten. Danach wurden die Hefekolonien mit einem
sterilen Objekttrager von den Platten gekratzt und in einem 50 ml-Zentrifugationsréhrchen
vereinigt. Nach zweimaligem Waschen in 1 x TE wurden die Zellen in Glycerinldsung
aufgenommen und in Aliquots von je 1 ml eingefroren. Diese Aliquots konnten fur die
Durchfiihrung der Two Hybrid-Screens aufgetaut und auf geeignetes Selektionsmedium
ausgestrichen werden.

3.3.1.2 Transformation von tiefgefrorenen Hefestdmmen

Vergleichbar zu Bakterien lassen sich auch transformationskompetente Hefestdmme
tiefgefroren lagern und zur Transformation auftauen (Schiestl et al., 1993). Diese Stamme

erreichen allerdings nicht den Kompetenzgrad frisch zubereiteter Kulturen. Zur Konstruktion
eines spezifischen Hefestammes ist die Kompetenz aber ausreichend. Der Vorteil liegt darin,
dass ein Vorrat kompetenter Stémme bei —70°C gelagert werden kann.

Die Zellen wurden in 500 ml Y PAD-Medium mit einer ODgoo Von 0,1 angeimpft und bis zum
Erreichen einer ODgoo Von 0,6 — 1,0 kultiviert. Nach einer 5 mindtigen Zentrifugation bei
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5.000 Upm wurden sie in 250 ml der Frost-Losung 1 resuspendiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 10 ml Frost-Losung 1 resuspendiert. Die
Suspension wurde in Portionen von 0,2 ml aliquotiert und langsam eingefroren. Diese
Aliquots kénnen bei —70°C gelagert werden.

Fir die Transformation wurde zu 0,2 ml gefrorener kompetenter Hefezellen 1 pg Plasmid-
DNS und 50 pg Heringssperma-DNS gegeben. Der Transformationsansatz wurde aufgetaut,
mit 1,4 ml Frost-Losung 2 versetzt und eine Minute mit dem Vortex-Gerédt gemischt. Danach
folgte eine einstindige Inkubation der Probe bei 30°C. Mit einem funf- Sekunden-
Zentrifugationsschritt wurden die Hefezellen pelletiert, in 1 ml Frost-Lésung 3 resuspendiert
und nach erneuter Zentrifugation in 50 pl Frost-Lésung 3 aufgenommen. Anschlief3end
wurden sie auf entsprechenden Hefe-Kulturplatten ausgestrichen und nach dem Antrocknen
bei 30°C mit der Unterseite nach oben inkubiert, bis Kolonien erkennbar waren —
ublicherweise nach zwei Tagen.

3.3.2 Parallelanzucht von Hefekolonien auf Kulturplatten mit unterschiedlichen
Medien (Replika-Plattieren)

Bei der ,interaction trap” genannten Two Hybrid Screen-Methode werden zum Nachweis

einer spezifischen Interaktion zwel unabhangige Galaktose-induzierte Reportergene

verwendet. Zur schnellen Untersuchung, ob eine grof3e Anzahl von Klonen beide

Reportergene Galaktose-abhangig aktiviert, wird eine Replikapl attierung durchgefihrt.

Die zu untersuchenden Hefestdmme wurden zuné&chst in dokumentierter Reihenfolge auf einer
Glukoseplatte ausgestrichen und in der Reihenfolge des Auftragens dokumentiert. Bei
ausreichender Koloniegrof3e wurde ein Samtkissen auf den Agar gepresst, so dass Hefen am
Gewebe haften blieben. Der so praparierte Kulturstempel wurde dann nacheinander auf zwel
Kulturplatten ohne Leucin und auf zwei X-Gal-Platten gepresst, jeweils einmal mit Glukose-
und einmal mit Galaktose-haltigem Medium. Da alle vier Platten die Kolonien in der gleichen
Anordnung trugen wie die Ursprungsplatte, lief3en sich die positiven Klone den
Ausgangskulturen zuordnen.

3.3.3 Isolierung von Genbank-Plasmid-DNS aus Hefe
Zur ldentifizierung eines gefundenen Interaktionspartners muss die fur das interagierende
Protein kodierende cDNS aus der Hefe isoliert werden. Diese ist in ein pJG4-5-Plasmid

integriert. Da die Hefe auch noch das Reportergen-Plasmid und das fur den Koder kodierende
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Plasmid enthdlt, ist eine Methode notwendig, mit der selektiv das gesuchte Plasmid isoliert
werden kann. Der E. coli-Stamm MH 3 weist eine Auxotrophie fur Tryptophan auf, die durch
das Plasmid pJG 4-5 komplementiert wird. Nach der Transformation der aus S. cerevisiae
isolierten Plasmide in diesen E.coli-Stamm lassen sich die Bakterien mit dem gewiinschten
Plasmid auf Medium ohne Tryptophan selektieren.

Die zu untersuchenden Hefestdmme wurden in Selektionsmedium angeimpft und Uber Nacht
im 30°C Schiittelbad inkubiert. Aus 1,5 ml dieser Ubernacht-Kultur wurden die Hefen durch
Zentrifugation (5 Sek.) geerntet und in 200 pl Aufbruchpuffer resuspendiert. Die Suspension
wurde mit 100 ul sduregewaschenen Glasperlen und 200 pl Rotiphenol versetzt und 2 Min.
mit dem Vortex-Gerdt gemischt. Nach einer finfminttigen Zentrifugation bei 13.000 Upm
wurde die obere, wassrige Phase abgenommen. Die DNS wurde durch Ethanolfallung
gereinigt und in 50 pl H.O aufgenommen. Anschlief3end wurde sie durch Elektroporation
(3.2.1) in E.coli MH 3 transformiert.

3.4 Virologische Arbeitsmethoden

3.4.1 Infektion von Kulturzellen mit Influenza A Virus

Die zu infizierenden Zellen wurden mit PBS gewaschen und dann je nach Versuch mit einer
Influenza A Virus-Suspension infiziert, die je nach experimenteller Fragestellung auf eine
MOI (multiplicity of infection, Anzahl der infektiésen Einheiten pro Zelle) zwischen 0,001
und 10 eingestellt war. Dazu wurden die Viren in PBS/BA/Mg?'/Ca2*verdinnt. Die Zellen
wurden im 37°C-Brutschrank fur 45 Min. inkubiert, wobei ale 15 Min. durch Schwenken der
Virussuspension ein Austrocknen der Zellen verhindert wurde. Anschlief?end wurden die
Zellen zweima mit PBS gewaschen und mit Medium mit 0,2% BSA bzw. 0,1% FCS
Uberschichtet. Bel der Infektion von Zellen in 35 mm-Kulturschaen wurden 300 pl
Virussuspension verwendet, nach dem Waschen wurden 2 ml Medium mit 0,1 % FCS auf die
Zellen gegeben. Im Falle aler Viren, die sich nicht vom A/WSN/33- oder vom A/KP/Ro/34-
Stamm ableiten, wurde dem Infektionsmedium 1pg/ml Trypsin zur Hamagglutininspaltung
zugesetzt. Die infizierten Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert.

3.4.2 Virusanzucht im embryonierten Hilhnerei
Das klassische System zur Anzucht von Influenzaviren sind 11 Tage alte, embryonierte
Huhnereier, in denen sie sich zu hohen Titern in der Allantoismembran replizieren (Barret &



49

Inglis, 1984). Die Viren werden in die Allantoisfliissigkeit abgegeben und kénnen mit dieser

geerntet werden.

Die 11 Tage aten, embryonierten Hihnereier (SPAFAS; Lohmann) wurden im Bereich der
Luftblase mit Jodiosung desinfiziert. Die Infektion mit 100 pl der vorbereiteten
Virusverdinnungen (in PBS/BA/Ca'/Mg?") erfolgte mit einer Spritze, deren Kanile
(0,55 x 25 mm) senkrecht und vollstandig in die vorher perforierte Eischale eingeftihrt wurde.
Die Offnung wurde mit Ponal-Klebstoff (Henkel) verschlossen. Die Eier wurden zunéchst fir
48 Stunden bei 37°C und 60 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert, um eine optimale
Virusvermehrung zu garantieren. AnschlieBend wurden sie Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Dadurch war die Entnahme der Allantoisflissigkeit ohne Einblutung aus den embryonalen
GefaRen maoglich. Die Entnahme erfolgte nach vorsichtiger Offnung des Eies im Bereich der
Luftblase. Die Virussuspension wurde aliquotiert bei -80°C gelagert.

3.4.3 Der Hamagglutinationstest (HA-Test)

Influenzaviren haben die Fahigkeit, an HUhner-Erythrozyten zu adsorbieren. Aufgrund der
dabel entstehenden Vernetzung der Erythrozyten (Hamagglutination) wird deren
Sedimentation am Boden des Reaktionsgefal3es verhindert. Unter Verwendung zunehmender
Virusverdinnungen bel gleicher Erythrozytenkonzentration 18/% sich die vorhandene
Viruskonzentration schnell und einfach abschétzen (Barret & Inglis, 1984).

In eine 96-Loch Mikrotiterplatte mit V-formigen Vertiefungen (Greiner) wurden in die ersten
Vertiefungen einer Langsreihe 100 pl Virussuspension pipettiert. In die anderen Vertiefungen
der entsprechenden Reihen wurden je 50 ul PBS vorgelegt. Ausgehend von der ersten
Vertiefung wurde die Virussuspension durch Uberfiihren von jeweils 50 pl in die folgende
Schale jeweils um die Halfte verdinnt. Aus der letzten Vertiefung wurden 50 pl verworfen. In
die so bestiickten Vertiefungen wurden 50 pl einer 1% Huhner-Erythrozytenldsung gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von ca. 30 Min. auf Eis lief3en sich die agglutinierten Proben an
der Ausbildung enes gleichmalligen Niederschlags erkennen. Im Gegensatz dazu
prézipitierten die Erythrozyten in Form eines Punktes in der Mitte des Bodens, wenn keine
Hamagglutination stattgefunden hatte. Durch Auszéhlen der Verdiinnungsstufen, die noch zu
einer Hamagglutination gefuihrt hatten, liefd sich der Virustiter der Ausgangssuspension in
Hamagglutinationseinheiten (HAE) ausdriicken. Eine HAE ist definiert als Virusmenge, die
50 % der in einer Schale vorgel egten Erythrozyten agglutinieren kann. Der reziproke Wert der
Verdiinnung, die gerade noch agglutinierend wirkt, wird als HA-Titer angegeben.
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3.4.4 Der Plague-Test

Wéhrend der Hamagglutinationstest lediglich Aussagen zum Titer der zur Hamaggl utination
fahigen Partikel zulasst, wird im Plaque-Test selektiv die Zahl der infektitsen Viruspartikel in
PFU (Plague Forming Units) pro ml bestimmt (Barret & Inglis, 1984). Die Virusplaques
lassen sich in einem Zellkulturrasen durch Kristallviolett sichtbar machen, da nur lebende
Zéellen geféarbt werden. Die durch die Virusinfektion abgestorbenen Zellen bleiben farblos und
heben sich als Plaques deutlich vom noch intakten Zellrasen ab.

MDCK I1-Zellen wurden in 35 mm-Kulturschalen bei einer Zelldichte von 90 % bis zur
Konfluenz zweimal mit PBS gewaschen und mit 250 pl der Virusverdinnungen
uberschichtet. Ublicherweise wurden Verdiinnungen von 1/10° bis 1/10® eingesetzt. Wahrend
der Inkubationszeit (45 Min. bei Raumtemperatur) wurde das Plague-Medium fir die
Uberschichtung der infizierten Zellen vorbereitet:

Pague-Medium: 50 ml 2 x Medium (inkl. 2 x Glutamin, 0,4 % BSA)
1 ml DEAE Dextran (1 %)
1 ml NaHCOs (5 %)
22,9 ml H,O (steril)
100 pl TPCK-behandeltes Trypsin (1 pg/pl)
bei 42°C im Wasserbad bereitgestel It
Geschmolzener Oxoid-Agar (2 % (w/v) in Wasser) wurde auf 50°C bereitgestellt. Der Agar
verhindert die Diffusion freigesetzter Viren im Medium.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die infizierten Zellen dreima mit PBS gewaschen.
Das vorgewdrmte Medium wurde mit 25 ml Oxoid-Agar versetzt und vom resultierenden
Gemisch wurden jeweils 2 ml pro Vertiefung auf die Zellen gegeben. Die infizierten Zellen
wurden bei 37°C und 5 % CO; inkubiert, nachdem der Agar bei Raumtemperatur erstarrt war.
Nach 2 bis 4 Tagen waren die Plaques durch den Agar zu sehen und konnten entweder
gestochen oder gefarbt wurden.

Beim Stechen werden klonale Viren eines einzelnen Plagues geerntet und stehen fir weitere
Selektions- bzw. Reinigungsschritte zur Verfligung. Mit einer sterilen Pasteurpipette wurde
der Virus-haltige Agar Uber einem Plague ausgestochen und in ein Mikro-Reaktionsgefal}
Uberfuhrt, in dem 500 pl PBS/BA/Mg?'/Ca" vorgelegt worden waren. Die im Agar
enthaltenen Viren wurden Uber Nacht bei 4°C eluiert. Zur Bestimmung des Plague-Titers
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wurden die Zellen mit Kristalviolett gefarbt. Dazu wurden zwei Milliliter einer
Kristallviolett-L 6sung auf den Agar gegeben. Am néchsten Tag wird der Agar mit Hilfe eines
Spatels entfernt und Uberschissiger Farbstoff mit H,O ausgewaschen. Die Plaques der
einzelnen Schalen werden ausgezadhlt und zur Berechnung des Virustiters mit der jeweiligen
Verdinnungsstufe multipliziert. Die daraus resultierende Anzahl der infektiosen Partikel
(PFU) pro ml Virussuspension dient z.B. zur Einstellung einer reproduzierbaren
Viruskonzentration fir Infektionsversuche, die als M.O.l. angegeben wird.

3.4.5 Aufreinigung von Viren durch Dichtegradienten-Zentrifugation

Zur Aufreinigung von Influenza A Viren aus der Allantoisflissigkeit infizierter Bruteier
macht man sich nacheinander zwel Prinzipien zunutze: Zuerst die Fahigkeit der Viren zur
Adsorption an Huhnererythrozyten und anschlief3end die Dichte der Viren fir ene
Gradientenzentrifugation.

Virushaltige Allantoisflissigkeit aus 20 Eiern wurde zun&chst 15 Min. bei 4.000 Upm bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit  Hihnererythrozytensuspension  versetzt
(Endkonzentration 1 %) und 15 Min. im Eisbad inkubiert. Durch Zentrifugation mit 4.000
Upm bei 4°C fur 15Min. wurden die Virustragenden Erythrozyten konzentriert.
Anschlief?end wurden die Virionen enzymatisch von den Erythrozyten abgelst. Da die dazu
verwendete Test-Neuraminidase (Behring) fir ihre Aktivitét Ca?*-lonen benétigt, wurden die
Erythrozyten nach dem PBS-Waschschritt in 10 ml PBS/Ca®*/Mg?* resuspendiert, bevor 1 m
Test-Neuraminidase zugegeben wurde. Die Zellen wurden 1 Stunde bei 37°C unter
gelegentlichem Umschitteln inkubiert. Die Viren wurden durch Pelletieren der Erythrozyten
(bel 4.000 Upm und 4°C fur 10 Min.) geerntet. Der Erythrozyten-freie, Virus-haltige
Uberstand wurde in die Dichtegradientenzentrifugation eingesetzt. Dazu wurden zwei lineare
Gradienten aus je 14 ml einer 20 %igen und einer 50 %igen Saccharoselosung (w/w)
gegossen. Beide wurden mit jeweils 9 ml des Eluats Uberschichtet. In der Ultrazentrifuge
wurden die Gradienten 10 Stunden mit 25.000 Upm bei 4°C zentrifugiert. Uber einer
Faserlichtlampe, die gegen den Boden des Zentrifugenréhrchens gesetzt wurde, konnte die
Virusbande aufgrund ihrer hoheren optischen Dichte erkannt und mit einer Kanile geerntet
werden. Die Proben wurden vereinigt und im gleichen Volumen PBS verdinnt. Durch eine
einstiindige Zentrifugation mit 25.000 Upm bei 4°C im SW 28-Rotor (Beckman) lief3en sich
die Viren pelletieren. Das Pellet wurde Uber Nacht in 250 pl TBS resuspendiert. Ein
anschlieRRender HA-Test ergab eine Konzentration von 2 HA-Einheiten/100 pl Suspension.
Daraus resultieren ca. 2 Einheiten/ml, also 4 x 10° Einheiten/ml.
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3.4.6 Isolierung des M1-Proteins aus aufgereinigten Influenza A Viren

Die hier verwendete Methode ist urspringlich zur Isolierung der VRNPs beschrieben worden
(Baudin et a., 1994). Dabei wird das M1-Protein von den anderen viralen Bestandteilen
separiert.

Von der nach Aufreinigung aus infizierten Hihnereiern erhaltenen Virussuspension wurden
200 pl in einem Lysepuffer (1 % Triton X-100, 1 mg/ml Lysolecithin, 1,5 mM DTT, 5 mM
MgClz, 100 mM KClI, 5 % Glycerin, gepuffert in 10 mM MES-Tris, pH 5,0) aufgenommen.
Nach grundlicher Durchmischung wurde der Ansatz fir zwei Stunden bel Raumtemperatur
inkubiert. Anschlief3end wurde die Probe durch Gradientenzentrifugation aufgetrennt. Dazu
wurde aus einer 30 %igen und einer 60 %igen Glycerinlésung (beide in 100 mM NaCl, 1 mM
DTT und 50 mM TrissMES, pH 8,0) ein linearer Gradient gegossen und mit einem 20 %igen
Glycerinkissen (in 100 MM NaCl, 1 mM DTT und 50 mM Tris-MES, pH 7,4) tberschichtet,
auf welches das Viruslysat gegeben wurde. In einer zwolfstiindigen Zentrifugation bei 25.000
Upm im SW41-Rotor und 4°C wanderten die viralen Bestandteile in Abhéngigkeit von ihrer
Dichte durch den Gradienten. Der Gradient wurde anschlief3end fraktioniert. Von den
Fraktionen wurden jeweils 5 pl mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Coomassie-Farbung analysiert. In den Fraktionen 1, 2 und 12 (Boden) liel3 sich das M1-
Protein nachgewiesen. Aufgrund der schwachen Banden wurde die M1-Proteinmenge in
diesen Fraktionen auf ca. 100 ng/Bande geschétzt, entsprechend war die Konzentration ca. 20
ng/pl. Von der Fraktion 12 wurden 100 pl fur die M1- Immunpréazipitation eingesetzt.

3.5 Zellkulturtechniken

3.5.1 Passagieren von Zellen

In dieser Arbeit wurden adhdrend wachsende, permanente Zelllinien u.a zur
Virusvermehrung verwendet. Diese werden in neue Kulturgeféf3e umgesetzt (passagiert),
wenn sie einen konfluenten Zellrasen im Kulturgefal? gebildet haben. Alle Arbeiten mit Zellen
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 37°C im Brutschrank
mit 5 % CO, gehalten.

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann mit 1 ml Trypsin/EDTA-LAsung
(pro 75 cm?-Flasche) im Brutschrank inkubiert, bis sie sich vom Boden lésten. Durch Zugabe
von 9 ml des entsprechenden Kulturmediums wurde das Trypsin inaktiviert. Je nach
Verdinnung wurden unterschiedliche Anteile der Zellsuspension in neue 75 cm?-Flaschen
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Uberfuhrt, in die zuvor 15 ml des jeweiligen Mediums vorgelegt worden waren. Nach 34
Tagen im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, waren sie zu einem dichten Zellrasen
zusammengewachsen und wurden erneut passagiert.

Fur die verwendeten Zelllinien gelten folgende Kulturbedingungen:

Medium Verdinnung bei Passage
MDCK 11 MEM 1:15
Hel a D-MEM 1: 6
293T Zéllen D-MEM 1: 6

3.5.2 Anlegen von Zellstocks

Eukaryontische Zellen lassen sich einfrieren und dauerhaft bei —196°C lagern. Die dafur
vorgesehenen Zellen wurden, ausgehend von einer 75 cm?Kulturflasche mit einem
konfluenten Zellrasen, mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgel 6st wie oben beschrieben.
Nach Zugabe von dem fiur diese Zellart spezifischen Medium wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei 2000 Upm fir 3 Min. pelletiert. Das Pellet wurde in 2 ml des spezifischen
Mediums mit 10 % DMSO resuspendiert und in zwel Polypropylen-Kryogefal3e tberfihrt.
Daraus resultierte eine Zelldichte von 5 x 10° Zellen pro KryogefaR, was einer 50 %-
konfluenten 75 cm?-Flasche entspricht. In einer mit 2-Propanol gefiillten Einfrierbox wurden
die Zellen durch langsame, kontinuierliche Temperaturerniedrigung bis auf —70°C abgekuhlt.
Anschlief?end wurden die in den Kryogeféf3en gefrorenen Zellen zur Dauerlagerung in den
Stickstofftank transferiert. Zur Wiederinkulturnahme wurden die Zellen im Wasserbad
aufgetaut und direkt anschlieffend in eine Zellkulturflasche mit entsprechendem Medium
Uberfihrt. Nach 24 Stunden im begasten 37°C-Brutschrank wurden die Zellen geteilt und

weiter passagiert.

3.5.3 Transfektion von Zellen

Uber die Methode der Transfektion wird DNS in eukaryontische Zellen eingebracht. Das in
dieser Arbeit verwendete Transfektionsreagenz LipofectAMIN 2000 besteht aus Liposomen,
die mit der zu transferierenden DNS Komplexe bildet. Wenn die Liposomen mit
Zellmembranen verschmelzen, wird die DNS in die Zellen geschleust. Als Positivkontrolle
wird der Vektor pEGFP-N1 transfiziert, der das Gen fir ein Derivat des Grin-
fluoreszierenden Proteins tragt. Erfolgreich transfizierte Zellen sind unter UV-Licht tber das

autofluoreszierende Protein EGFP (enhanced green fluorescent protein) zu identifizieren.

Abweichend vom Hersteller-Protokoll wurden MDCKII-Zellen wiefolgt transfiziert:
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Fir jede Transfektion wurden 4 pg der jeweiligen Plasmid-DNS in einem Endvolumen von
50 pul MEM (ohne Zusdize) aufgenommen. In einem zweiten Gefa? wurden 10 pl
LipofectAMIN 2000 in einem Endvolumen von 250 pl MEM (ohne Zuséize) aufgenommen
und 5 Min. inkubiert. Anschlief3end wurden die beiden Lésungen vermischt und 20 Min. bei
Raumtemperatur  inkubiert. In dieser Zeit wurden die MDCKII-Zellen durch
Trypsinbehandlung vom Boden der Kulturflasche gel6st und in 20 ml MEM (10 % FCS/ohne
Antibiotika) aufgenommen. Durch Zentrifugation bei 800 Upm fur 3 Min. bei
Raumtemperatur wurden die Zellen pelletiert und anschlief?end in 25 ml MEM (10 %
FCS/ohne Antibiotika) aufgenommen. Fir jeden Transfektionsansatz wurden 250 pl dieser
Zellsuspension in eine 35 mm-Kulturschale gegeben. Nach Ablauf der 20-mindtigen
Inkubation wurde das Transfektionsgemisch in 1 ml MEM (10 % FCS/ohne Antibiotika)
aufgenommen und mit der Zellsuspension kombiniert. Die Zellen inkubierten anschlief3end
24 Stunden bei 37°C.

3.5.4 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse mittels Mikroskopie

Proteine lassen sich durch spezifische Antikorpern im Zellinneren detektieren. Der Nachweis
wird hierbei Uber Fluoreszenzfarbstoffe gefuhrt, die an Sekundarantikérper gekoppelt sind.
Diese Fluoreszenzfarbstoffe strahlen nach Anregung mit UV-Licht eines definierten
Spektralbereiches und lassen so unter dem Mikroskop eine Lokalisationsbestimmung der
detektierten Proteinein der Zelle zu.

Die transfizierten Zellen wuchsen auf Deckglaschen in Kulturschalen. Die Zellen wurden mit
2,5 % Formaldehydl 6sung auf den Deckgléschen fixiert und anschlief3end mit 0,1 % Triton X-
100 permeabilisiert, um ein Eindringen der Antikorper in die Zellen zu erméglichen. Die
Primérantikorper wurden in PBS/3 % BSA verdinnt, wobei der optimale Verdinnungsgrad
fur jeden Antikorper empirisch bestimmt werden musste. Von der Antikorperlésung wurden
20 pl auf einem Stick Parafilm vorgelegt. Das Deckgléschen wurde mit der Zell-
bewachsenen Seite auf die Antikérperlésung gelegt und auf einem Stlck feuchtem
Filterpapier in einer geschlossenen Kammer waagerecht an einem dunklen Ort gelagert. Nach
einstindiger Inkubation wurde der Uberschiissige Primarantikorper durch Waschen in PBS
entfernt, woran sich eine ebenso lange Inkubation mit 20 pl des Sekundarantikorpers
anschloss. Dieser war ebenso in PBS/3 % BSA verdiinnt worden. Uberschiissiger Antikorper
wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt. Anschlief3end erfolgte ein Waschschritt
mit Wasser, um stérendes Salz zu entfernen. Die Deckglaschen wurden danach auf einen
Objekttréager in einen Topfen Mowiollésung gelegt, wodurch die Proben luftdicht
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abgeschlossen wurden. Nach dem Aushérten bel 4°C Uber Nacht wurden die Praparate unter
einem Fluoreszenzmikroskop (Diaphot 300, Nikon) analysiert. Die Zellfarbungen wurden mit
einer Digitalkamera (SPOT-RT, Visitron Systems) dokumentiert.

3.5.5 Metabolische Markierung von viralen bzw. zellularen Proteinen mit [*S]-
Promix

Durch Zugabe von radioaktivem Methionin und Cystein in das Kulturmedium lassen sich

Proteine bei ihrer Neusynthese markieren. In der Form des Promix (Fa. Amersham) liegt ein

Gemisch der markierten Aminosauren gebrauchsfertig vor.

Die zu markierenden Zellen wurden zweimal mit PBS (37°C) gewaschen und mit 2 ml des
entsprechenden Kulturmediums (ohne Methionin und ohne Cystein) Uberschichtet. Dem
Medium wurden 100 pCi Promix fir jede 35 mm Schale zugesetzt und die Zellen im
Brutschrank weitere zwei Stunden inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen wie unter 3.5.6

beschrieben geerntet und lysiert.

3.5.6 Aufschluss von eukaryontischen Kulturzellen
3.5.6.1 Durch Detergenzien und Ultraschall

Detergenzien zersttren die Zelle durch Auflésen der Membranen. Bel Ultraschallbehandlung
werden die Zellen mechanisch zerstort. Eine Kombination beider Methoden ermdglicht eine
nahezu vollstandige Lyse der zu untersuchenden Zellen. Die Zellen wurden zunéchst zweimal
in eiskaltem PBS gewaschen und anschlief3end mit einem Zellschaber in 150 pul NET-N (oder
RIPA) Puffer vom Boden der 35 mm Zellkulturschale gekratzt. Die Schale wurde mit
weiteren 150 pl Net-N gespllt, um restliche Zellen abzuernten. Die Zelllyse wurde durch
Ultraschallbehandlung (5 x 15 Sek im Branson Sonifier) vervollstdndigt. Durch
Zentrifugation (14.000 Upm. bei 4°C) wurden die unl6slichen Zelltrimmer abgetrennt. Das
geklarte Lysat wurde fir Experimente eingesetzt.

3.5.6.2 Homogenisierung im hypotonischen Puffer

Diese Methode findet Anwendung, wenn Detergenzien sich stérend auf nachfolgende
Experimente auswirken konnten. Die Zellen wurden zweimal in eiskaltem PBS gewaschen
und anschlief3end in hypotonischen Puffer von der Zellschale gekratzt. Anschlief3end wurden
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die Zellen mit 30 StéRRen im Dounce-Homogenisator (mit Pistill Typ B) zerstért und die
Zelltrimmer durch Zentrifugation (14.000 Upm fir 10 Min. bei 4°C) vom Lysat abgetrennt.

3.5.7 Flotationsanalyse im nicht-linearen Saccharosegradienten

Mit einer Gleichgewichtszentrifugation in einem Stufengradienten kdnnen aus einem Zelllysat
membrangebundene von zytoplasmatischen Proteine getrennt werden (Sanderson et al.,
1993). Diese Methode ist aussagekréftiger als eine einfache Pelletierung der Membran-
Fraktion, bei der auch unldsliche Zellbestandteile pelletiert werden. Bei der Flotation wandern
die Membran-Fragmente in einem Gradienten nach oben in die Interphase, wahrend
unlésliche Proteinaggregate zusammen mit den loslichen Proteinen am Boden des
Zentrifugenrohrchens verbleiben.

Die zu untersuchenden Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschlief3end im Lysepuffer (10 % (w/w) Saccharose; 10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA; 100
Einheiten Aprotinin/ml) vom Boden der Schale gekratzt. Durch 60 St6f3e im Dounce-
Homogenisator (Pistill Typ B) wurden die Zellen lysiert. Die Zellkerne wurden durch
Zentrifugation (bel 1.000 Upm und 4°C fir 4 Min.) entfernt und das postnukledre Lysat
wurde auf eine 60 %ige (w/w) Saccharosekonzentration eingestellt. Das Lysat wurde in eéinem
SW 60 Roéhrchen mit 3 ml einer 55 %igen (w/w) Saccharosel6sung Uberschichtet, auf die
anschlief3end bis zur Fullhéhe des Rohrchens eine 10 %ige (w/w) SaccharoselGsung
geschichtet wurde. Die Proben wurden dann 18 Stunden bei 40.000 Upm und 4°C
zentrifugiert. Dabei wanderten die Membranbestandteile auf Grund ihrer geringeren Dichte in
die Interphase zwischen der 55%igen und der 10 %igen Losung. Durch Anstechen des
Rohrchens am Boden wurde der Gradient in Fraktionen unterteilt. Die Boden- und die
I nterphase-Fraktionen wurden anschliefRend auf das Vorhandensein verschiedenener Proteine
mittels Immunprézipitation untersucht.

3.5.8 Immunpréazipitation

Bel der Immunpréazipitation werden die Komplexe aus Proteinen und den sie spezifisch
erkennenden Antikorpern dadurch gereinigt, dass Antikorper auf3erdem an Protein A- oder
Protein G-Sepharose binden konnen. Die so entstehenden Komplexe lassen sich durch
niedrigtourige Zentrifugation aufreinigen. Die zur Prézipitation notwendige Antikorper-
Konzentration ist fur jeden Antikorper unterschiedlich. Die Affinitét der AntikOrper fur
Protein A- oder G- Sepharose ist bei verschiedenen Tierarten und verschiedenen

Antikdrpersubtypen unterschiedlich (Harlow & Lane, 1988).
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Zur Immunprazipitation wurde zunachst der Antikorper der Wahl mit 500 pl Zelllysat
(entspricht einem Aquivalent von 5 x 10° Zellen) firr eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach dem
Abzentrifugieren unspezifischer Prazipitate fur 5 Min. bei 13.000 Upm und 4°C wurden 20 pl
der Protein A- bzw. G- Sepharose-Suspension zu dem Ansatz gegeben. Die Bindekapazitét
fur Antikorper liegt bel ca. 10 — 20 mg 1gG-Antikorper pro ml Sepharose. Die Proben wurden
zwei Stunden bei 4°C rotierend inkubiert. Anschlief3end wurden die Immunkomplexe durch
dreimaliges Zentrifugieren bel 2.000 Upm fur 3 Min. und Waschen im Zelllyse-Puffer
aufgereinigt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Pellets zur Analyse durch
Gelektrophorese in 20 pul 2 x SDS-Ladepuffer oder fur Kinasierungsexperimente im
entsprechenden Kinasepuffer resuspendiert.

3.5.9 Proteinphosphorylierungs-Experimente
35.9.1 Phosphorylierung des rekombinanten M 1-Proteins durch gereinigte Kinasen

Bakteriell exprimiertes, rekombinantes GST- bzw. GST-M1-Protein wurde an Glutathion-
Sepharose immobilisiert (beschrieben in 3.2.5). Fir die PKC-Kinasierungsexperimente
wurden 10 pl GST-M1 tragende Sepharose mit 50 pl hypotonischem Puffer versetzt, zu dem
25 pg/ml Phophatidylserin, 2,5 pg/ml 1,2-s,n-Diolein, 2 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 10 pCi
[¢-32P] ATP und 35 Milli-Einheiten PKC gegeben wurden. Firr die Kinasierung durch die
Caseinkinase |1 wurden 10 pl GST-M 1-Glutathionsepharose mit 500 Einheiten CK 11 in 20 pl
CK 1l — Reaktionspuffer und 10 uCi [¢->P] ATP gemischt. Die Ansitze wurden 15 Min. bei
30°C im Schuttelbad inkubiert, anschlief?end dreimal mit RIPA-Puffer gewaschen und in
jeweils 20 pl 2 x SDS-Ladepuffer aufgenommen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel zur
Kontrolle der eingesetzten Substratmenge mit Coomassie Brillant Blau gefarbt. Nach dem
Trocknen wurde die Substratphosphorylierung durch Exposition gegen einen Rontgenfilm
bzw. gegen eine Biolmager-Platte detektiert.

Bel PKC ist eine Einheit die Menge an Enzym, die 1 nmol Phosphat in 1 Min. auf ein
geeignetes Substrat Ubertragt. Eine Einheit CK Il Ubertrdgt dagegen 1 pmol Phosphat pro
Minute auf ein geeignetes Substrat. Daraus folgt, dass in dem durchgefthrten Versuch von der
CK Il 500 pmol /Minute Ubertragen werden konnten, von der PKC nur 0,035 nmol =
35 pmol/Minute.
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3.5.9.2 Phosphorylierung von virdlem M1-Protein durch gereinigte Kinasen

M1-Protein aus Influenza A Virus-Partikeln wurde, wie unter 3.4.6 beschrieben, gereinigt und
immunprézipitiert. Die Immunkomplexe dienten als Substrat fir die Kinasierungs
Experimente.  Als Kontrolle dienten Immunkomplexe ohne M1-Protein. Die
Kinasierungsansétze wurden gemal3 3.5.9.1 durchgefiihrt.

3.5.9.3 Phosphorylierung des rekombinanten M 1-Proteins durch MDCKI1-Zéelllysat

Fur die Untersuchung, ob das M1-Protein durch zelluldre Kinaseaktivitét phosphoryliert
werden kann, wurden 50 ul Zelllysat, dass durch Homogenisation im hypotonischem Puffer
erzeugt worden war, mit 10 pl immobilisertem GST-M1 in Anwesenheit von 10 pg/ml
Phosphatidylserin, 1 pg/ml Diolein, 0,125 mM CaCly, 6,25 mM MgCl, [¢->?P]-ATP bei 30°C
fur 15 Min. inkubiert. Der PKC-spezifische Inhibitor GF109203X wurde in ener
Konzentration von 10 mg/ml in DM SO gel6st, entsprechend 2,4 mmol/l. Von dieser Stock-
Losung wurde der Inhibitor in 25 mM Tris-HCI, pH 7,0 auf 100 pM verdunnt. In die
Kinasierungsansatze wurde diese Inhibitor-Lésung so eingesetzt, dass Endkonzentrationen
von 0,1 — 10 uM erreicht wurden. Nach der Durchfihrung der Kinasierungsexperimente
wurden die Ansdize nach dreimaligem Waschen in RIPA-Puffer gelelektrophoretisch

aufgetrennt und autoradiographisch ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung von zellularen Interaktionspartnern des M1-Proteins

von Influenza A Virus

Das M1-Protein ist im Verlauf der Infektion an verschiedenen Prozessen beteiligt. Es gibt
Hinweise, dass zumindest ein Teil dieser Prozesse durch die Interaktion des viralen M 1-
Proteins mit zelluldren Komponenten vermittelt oder reguliert wird. Daher ist die zentrale
Fragestellung dieser Arbeit, solche zelluldren Komponenten zu identifizieren. Dazu wurde ein
»interaction trap®* (Interaktions-Falle) genanntes Hefe Two Hybrid System verwendet (Finley
& Brent, 1996). Ein wichtiger Vorteil gegentiber dem Einsatz von biochemischen Methoden
besteht darin, dass nach der Identifizierung eines Interaktionspartners dessen Proteinsequenz
direkt Uber die Sequenzierung der kodierenden Nukleinsdure ermittelt werden kann.

4.2 Der Hefe Two Hybrid Screen als Methode zur Identifizierung
Protein-Protein-Interaktionspartnern

Das Hefe-Two Hybrid System ist ein genetischer Test zum Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen. Das System macht sich die modulére Struktur von Transkriptionsfaktoren
zunitze. Viele Transkriptionsfaktoren bestehen im wesentlichen aus zwei unabhéngigen
Domanen: Die eine vermittelt die Bindung an definierte DNS-Bereiche, die andere bindet die
RNS-Polymerase und ermoglicht dadurch den Transkriptionsstart (Hope & Struhl, 1986;
Keegan et al., 1986). Die beiden Doméanen konnen die Transkription eines Reportergens auch
dann starten, wenn sie unabhéngig voneinander an verschiedene Proteine fusioniert sind, die
miteinander eine Interaktion eingehen (Fields & Song, 1989). Somit wird die Expression des
Reporters zum genetischen Nachweis der Protein-Protein-Interaktion genutzt. Seit der
Entwicklung des Two Hybrid Systems von Stanley Fields und seinen Mitarbeitern (Fields &
Song, 1989) sind eine Vielzahl von Interaktionspartnern fir Proteine durch Genbank-
Sceening identifiziert worden, z.B. Cyclophilin A und B als Interaktionspartner des HIV-
Proteins Gag (Luban et al., 1993).

Zur Durchfiihrung eines Two Hybrid Screens wird zunéchst ein Vektor konstruiert, der das
Protein, fUr das ein Interaktionspartner gefunden werden soll, fusioniert an die DNS-bindende
Doméne des Transkriptionsfaktors LexA exprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
cDNS fir das M1-Protein des Influenza A/PR/8/34 Virus in das Plasmid pEG202 so
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integriert, dass es C-terminal an die Aminosaure 202 der DNS-bindenden Doméane des LexA-
Proteins fusioniert wurde. Unter der Kontrolle des ADH-Promotors wird das Protein
konstitutiv exprimiert (Abbildung 5). Dieses Fusionsprotein wird im folgenden as , Koder® -
(engl. , bait-*) Protein und das kodierende Plasmid al's plexA-M1 bezeichnet.

M1

> LexA

ADH-Promotor

LexA (1-202) | M1-Protein (1- 252)

Abbildung 4: Expression des ,Koder“-Proteins durch das Plasmid plexA-M1. Dargestellt ist die
Expressionskassette mit der DNS-bindenden Doméne des LexA- und dem Leserahmen des M1-Proteins, sowie
eine schematische Darstellung des resultierenden ,, Kder“ -Proteins.

Als Gegenstiick zum Koder-Protein wird eine cDNS-Genbibliothek bendtigt, die so kloniert
ist, dass die Proteine einer Wirtszelle als Fusionsprotein mit der Transkriptions-aktivierenden
Doméne (TAD) B42 exprimiert werden (Abb. 6). B42 ist eine zuféllig aus Plasmid-DNS
identifizierte Sequenz, dessen trandlatierte Sequenz sauren Charakter besitzt und deshalb
transkriptionsaktivierend wirkt (Finley & Brent, 1996). Die in dieser Arbeit verwendete
HelLa-=cDNS-Genbibliothek war erzeugt worden, indem poly(A)-RNS aus Hela-Zellen
zunéchst mit einem Oligo-dT-Primer in cDNS umgeschrieben und nach der anschlief3enden
PCR gerichtet in das Plasmid pJG 4-5 integriert worden war. Die von diesen Plasmiden
kodierten Fusionsproteine werden nach Galaktose-Induktion exprimiert. Dadurch kdnnen in
Glukose-haltigem Medium auch Hefe-Klone vermehrt werden, deren Genbank-Plasmide fir
toxische Polypeptide kodieren. Die HeLa-cDNS-Genbibliothek wurde von Roger Brent
(Boston) zur Verflgung gestellt.

Aulerdem wird fur einen Two Hybrid Screen ein Hefestamm benétigt, der Uber ein
Reportergen unter der Kontrolle des zu konstituierenden Transkriptionsfaktors verfigt. Diein
dieser Arbeit verwendete ,Interaktions-Fale® arbeitet mit zwei Reportergenen:
Komplementation einer L eucin-Auxotrophie und Induktion der b-Gal aktosidase-Expression.
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TAD

> HelLa
GAL1-Promotor

B42-TAD HelLa-cDNE

Abbildung 5: Expression einer Hel.a-cDNSim Plasmid pJG 4-5. Unter Kontrolle des GAL 1-Promotors wird
das Fusionsprotein aus Transkriptions-aktivierender Doméne (TAD) und HelLa-cDNS kodiertem Polypeptid
exprimiert (rechts schematisch dargestellt) .

Fir die Komplementation ist das LEU2-Gen unter Kontrolle des lexA-Promotors in das
Genom des Hefestammes EGY 48 integriert worden. Das lacZ-Gen unter lexA-Kontrolle ist
auf dem Plasmid pSH 18-34 kodiert. Zur Aufspannen der , Interaktions-Falle’ muissen also
das Reportergen-Plasmid pSH 18-34, das Plasmid plexA-M1zur Expression des ,Koder”-
Proteins und die HeL a-cDNS-Genbibliothek in den Hefestamm transformiert werden.

Abbildung 6: Aktivierung der Reportergene im Selektions-Hefestamm. Das konstitutiv exprimierte
,Koder*-Protein (Bait) bindet an die LexA-Bindestellen der Reportergen-Promotoren. Die von den Genbank-
Plasmiden kodierten Fusionproteine (act) werden nur in Anwesenheit von Galaktose (in b und c) nicht aber von
Glukose (a) exprimiert. Die Reportergene werden nur exprimiert, wenn das ,Koder*-Protein mit dem
Fusionsprotein des Genbank-Plasmids interagiert (b) (Abbildung aus (Finley & Brent, 1996)).

Werden nun das ,Koder“-Protein und die Hela-cDNS-Genbibliothek in Hefezellen
exprimiert, so |&% sich eine Interaktion zwischen dem ,Koder” und dem HelLacDNS
kodiertem Polypeptid durch eine Aktivierung der Reportergene nachweisen (Abbildung 7, b).
Eine Aktivierung der Reporter bleibt jedoch aus, wenn Koéder und Polypeptid nicht
interagieren (Abbildung 7, c). Bae Verwendung von glukosehaltigem Medium bleibt die
Aktivierung ebenfalls aus, da die Plasmide der Genbibliothek nicht exprimiert werden
(Abbildung 7, a). Somit &3t sich durch die Aktivitdt der Reportergene darauf schlief3en, ob
das von der HeL a-cDNS kodierte Polypeptid, das in einem Selektionsstamm exprimiert wird,
mit dem ,, Koder” -Protein interagiert.
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4.2.1 Vorbereitungen
4211 Konstruktion eines LexA-M 1-Expressionsplasmides

Ausgehend von dem Plasmid pAPR701, in das die gesamte Sequenz des Influenza A Virus
M-Segments kloniert worden war, wurde mit den Oligonukleotiden M1 5 und M1-Xhol
durch PCR der fir das M 1-Protein-kodierende DNS-Bereich amplifiziert. Das DNS-Fragment
wurde nach Restriktionsverdau in das Plasmid pEG202 ligiert. Dadurch erhielt der Vektor die
Kapazitéat zur Expression der DNS-bindenden Domane des LexA-Transkriptionsfaktors, an
dessen Carboxy-terminalem Ende das M1-Protein fusioniert ist. Die gelungene Klonierung
des plexA-M1 wurde zundchst durch Restriktionsverdau und anschlief?end durch eine
Sequenzierung bestatigt.

4212 Testdes,LexA-M1-Expressionsplasmides auf Funktionalitét

Das ,,Koder”-Protein muss mehrere Anforderungen erfllen, um sich fur einen Two Hybrid-
Screen zu eignen:

Es muss stabil exprimiert werden.

Esmussin den Kern der Hefezelle wandern kénnen.

Es darf nicht von sich aus die Transkription der Reportergene aktivieren.

Es darf nicht toxisch fir die Hefezellen sein.
Zur Uberprifung der ersten beiden Bedingungen wurde ein Repressionsassay durchgefiinrt,
bei dem die Expression eines Reportergens reprimiert wird, wenn das ,, Koder”-Protein im
Zellkern an LexA-Bindestellen binden kann. Dazu wurde das Testplasmid pJK 101 verwendet,
das Galaktose-abhangig b-Galaktosidase exprimiert. Zwischen dem GAL1-Promotor und
einer Expressions-aktivierenden Sequenz (UAS. upstream activating sequence) sind
Bindestellen fur die DNS-Bindedoméne des LexA-Proteins integriert. Durch dessen Bindung
an diese DNS blockiert es die Transkription des Reportergens (Brent & Ptashne, 1984).

Die folgenden Hefestdmme wurden durch Transformation der jeweiligen Plasmide in den
Hefestamm EGY 48 konstruiert: Der Test-Stamm EGY 48 pJK101/plexA-M1 mit dem
Testplasmid und dem Plasmid zur Expression des ,Koder”-Proteins, der Stamm EGY 48
pJK101 nur mit dem Testplasmid as Negativkontrolle und der Stamm EGY 48 pJK101/
pRFHM 1 mit dem Testplasmid und einem Plasmid zur Expression eines funktionalen LexA-
Fusionsproteins als Positivkontrolle.



63

Von den erhaltenen Transformanten wurden je funf auf eine Galaktose-Mediumplatte mit X-
Gal ausgestrichen. Die Negativkontrolle zeigte auf der Galaktose Platte (Gal X-Gal) eine
Blauférbung, die Positivkontrolle blieb weil3. Bel dem LexA-M1-Test wurden im Falle einer
Expression des Fusionsproteins und dessen Kernwanderung und DNS-Bindung durch das
LexA-M1-Protein ebenfalls weil3e Hefekol onien erwartet.

Hefestamm I nkubationser gebnis Kommentar
EGY 48 pJK101 blau Negativkontrolle
EGY 48 pJK101/ plexA-M1 well3 Test
EGY 48 pJK101/pRFHM 1 well3 Positivkontrolle

Tabelle 2 Auswertung des Repressionstests zur Funktionalitét des L exA-M 1-Expressionsplasmides. Durch
Transformation der jeweiligen Plasmide wurden die folgenden Hefestdmme erzeugt: EGY 48 pJK101, der das
Reporterprotein b-Galaktosidase exprimiert, EGY 48 pJK101/plexA-M1 und EGY 48 pJK101/pRFHM 1, das
ein funktionales ,, Koder-“ Protein exprimiert. Kolonien der drei Stdmme wurden auf Gal aktose-haltigem X-Gal-
Medium ausgestrichen. Eine Blauférbung ist nur zu erwarten, wenn das LexA-Fusionsprotein nicht an die [exA-
Erkennungsseguenz auf dem Plasmid pJK 101 bindet.

Die Kolonien des Stammes EGY 48 pJK101/plexA-M1 blieben auf dem Galaktose-haltigen
X-Ga Medium weil3. Dadurch wurde die Expression des LexA-M1-Fusionsproteins ebenso
wie dessen Bindung an lexA-Erkennungssequenzen auf der DNS im Hefezellkern bestétigt.

Um as ,Koder“-Protein geeignet zu sein, daf das LexA-M1-Fusionsprotein die
Reportergenexpression nicht von sich aus aktivieren. Um dies auszuschlief3en, wurde der
Reporterstamm EGY 48 pSH18-34 nur mit dem Plasmid plexA-M1 transformiert. Parallel
wurde ein Kontrollstamm durch Transformation des Plasmids pRFHM 1 erzeugt. Durch
dieses Plasmid wird das Reportergen nicht aktiviert (Finley & Brent, 1996). Von jedem
Stamm wurden vier Klone in Glukose- haltigem SC-Medium ohne Uridin und ohne Histidin
(SC(Glu)urahis) 30°C bis zu einer Dichte von etwa 10’ Zelle/ml (ODgoo = 0,5)
herangezogen. Von den Zellen wurden Verdiinnungsreihen von 10° bis 10° in sterilem HO
angesetzt. Je 10 pl dieser Verdinnungen wurden auf eine SC(Gal/Raf) urahis-Platte
(Abbildung 7, leut+) und auf eine SC(Gal/Raf)urahisleu-Platte (Abbildung 7, leu-)
aufgetropft. Die Platten wurden im 30°C-Brutschrank tber mehrere Tage beobachtet. Parallel
dazu wurden die beiden Stdmme auf eine SC(Gal/Raf)ura’his-X-Gal-Platte ausgestrichen, um
die Expression des lacZ-Gens zu testen (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Wachstum des Teststammes EGY 48 pSH18-34/plexA-M1 in Abhangigkeit von Leucin.
Hefezellen der angegebenen Stdmme wurden in Verdinnungen von 1:1 bis 1:10.000 auf SC(Gal/Raf)urahis -
Platten mit und ohne Leucin (leu+ bzw. leu-) aufgetropft. Nach drel Tagen wurde kontrolliert, bis zu welcher
Verdinnung die Zellen auf den jeweiligen Medien gewachsen waren. Dabel diente der Stamm EGY 48 pSH18-
34/pRFHM 1 as Positivkontrolle.

Beide Stamme wuchsen auf den SC(Gal/Raf) ura’his -Platten bis zur hochsten untersuchten
Verdinnung (Abbildung 7, leut). Das ,,Koder”-Protein ist also nicht toxisch fur die Zellen.
Im Gegensatz dazu zeigten sie auf den SC(Gal/Raf)urahisleu-Platten nur in der 1:1
Verdinnung ein schwaches Wachstum (Abbildung 7, leu-). Dieses ist vermutlich darauf
zurlickzuftihren, dass einige langlebige Zellen durch die Inhaltsstoffe abgestorbener Hefen
weiterwuchsen. Daraus folgte, dass der Stamm EGY 48 pSH 18-34/plexA-M1 das
Reportergen nicht aktiviert und somit auxotroph fur Leucin ist. Dartiber hinaus fand keine
Blaufarbung auf den X-Gal-Platten statt. Das zweite Reportergen wurde ebenfalls nicht
aktiviert (Daten nicht gezeigt).

Diese Vorexperimente bewiesen, dass das LexA-M 1-Fusionsprotein exprimiert und in den
Hefezellkern importiert wird. Dort ist das,, Koder”-Protein nicht in der Lage, von sich aus die
Expression der Reportergene zu initiieren. Das plexA-M1 Plasmid wurde nun eingesetzt, um
zellulére Interaktionspartner aus einer cONS-Genbibliothek zu identifizieren.

4.2.2 Erzeugung eines Selektionsstammes

Zur Erzeugung eines Selektionsstammes wurde eine in den Vektor pJG 4-5 integrierte Hel a-
cDNS-Genbibliothek in den Hefestamm EGY 48 pSH18-34/plexA-M1 transformiert. Um fir
einen Two Hybrid Screen eine moglichst grof3e Zahl unabhéngiger Klone zu erhalten, sollte
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die Effizienz bei dieser Primértransformation méglichst hoch sein. Es werden mind. 10°
CFU/ug DNS empfohlen (CFU = colony forming units). Bei der ersten Priméartransformation
wurde nur eine Effizienz von 4 x 10° CFU/ug Plasmid-DNS erreicht. Trotz der geringen
Effizienz wurde eine Selektion durchgefthrt. Parallel wurde die Transformationseffizienz
weiter erhoht, bis eine Transformationseffizienz von 5 x 10° CFU/ug Plasmid-DNS erreicht

wurde.

Die Kolonien der jeweiligen Primértransformationen wurden vereinigt und die Zelldichte der
Hefesuspensionen bestimmt. Im ersten Fall ergab sich dabei eine Dichte von 2 x 10° CFU/m
bei einer Gesamtzahl von 1,4 x 10° individuellen Kolonien (1 x 10* Kolonien x 14
Kulturschalen). Im zweiten Fall wurde eine Zelldichte von 2 x 10° CFU/ ml bei einer

Gesamtzahl von 1,6 x 10° individuellen K olonien bestimmt.

4.2.3 Two Hybrid-Screen: Selektion der Hefestamme, die spezifische

Interaktionspartner des M1 Proteins exprimieren

Die hier angewandte Methode zur Selektion der positiven Klone bestand aus drei Schritten:

Zuerst wurden aus den Primértransformationen die Zellen isoliert, die auf Gal aktose-
haltigem Medium ohne Leucin (SC(Gal/Raf) urahistrp’leu’) wachsen kénnen.

Dann wurden diese Klone daraufhin untersucht, ob sie beide Reportergene Gal aktose-

abhangig aktivieren kénnen.

Anschlief3end wurde das Genbibliotheks-Plasmid aus den selektierten Klonen isoliert.
Das  Genbibliotheks-Plasmid wurde  wieder in den Hefestamm
EGY 48/pSH18-34/plexA-M 1 transformiert und erneut auf unabhangige Aktivierung
der beiden Reportergene getestet.

Durch dieses Vorgehen kdnnen falschpositive Klone ausgeschlossen werden, die z.B. auf
Mutationen in einem der Reportergene (oder deren regulativen Elementen) oder die
Paralleltransformation eines Hefestammes mit mehreren  Genbibliotheks-Plasmiden

zuriickzufUhren sind.
4231 Selektion |: Komplementation der Leucin-Auxotrophie

Im ersten Selektionsschritt wurden alle Klone isoliert, die auf Galaktose-haltigem Medium in
Abwesenheit von Leucin wachsen konnen. Da das LEU2-Gen unter der Kontrolle des |exA-
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Promotors liegt, ist zu erwarten, dass nur solche Klone wachsen, bei denen das LexA-M1 mit
dem an die saure Aktivatordomane fusionierten Polypeptid interagiert. Von jedem
Priméartransformationsansatz wurden funf 150 mm-Kulturschalen mit Galaktose-haltigem
Medium ohne Leucin mit jeweils 1x 10° CFU bei 30°C inkubiert. Ausgehend von gleicher
Anzahl von Klonen in jeder Kolonie der Primértransformation, waren damit von jeder der
1,4 x 10° individuellen Kolonien der ersten Transformation 36 Klone und von jeder der 1,6 x
10° Kolonien der zweiten Transformation ca. 4 Klone auf den Platten vertreten. Durch diese
mehrfache rechnerische Uberreprasentation der einzelnen Kolonien wurde das Risiko
minimiert, cONS-Klone, die in der Primartransformation unterreprasentiert sind, nicht zu
erfassen. Bei der Selektion wurde zur Nummerierung der Klone ein Code aus drei Zahlen
verwendet: Die erste (arabische) Ziffer benennt den Tag der Entnahme, die zweite (romische)
die Platte, von der ein Klon stammt. Die dritte (wieder arabische) Zahl wurde entsprechend
der Anzahl an gepickten Klonen gegeben.

Aus der ersten Selektionsrunde gingen 31 Kolonien der ersten Priméartransformation und 40

Kolonien der zweiten Primértransformation als positiv hervor.

4232 Selektion 1I: Nachweis der Galaktose-abhéangigen Aktivierung der beiden
Reportergene

In der zweiten Selektionsrunde wurde untersucht, welche der insgesamt 71 Kolonien beide
Reportergene in Abhéngigkeit von Galaktose aktivieren konnte. Alle Kolonien wurden
zunéchst in Glukose-haltigem Medium vermehrt und auf Glukose-haltigen Platten vereinzelt.
Von jeder Kolonie wurden vier Klone auf Glukose-haltige Platten umgesetzt. Nach ihrem
Anwachsen fir zwei Tage bei 30°C wurden sie mittels Replikaplattierung auf Platten mit den
folgenden Medien ausgebracht:

Glukose-haltiges Medium ohne Leucin

Galaktose-haltiges Medium ohne Leucin

Glukose-haltiges Medium mit X-Gal

Galaktose-haltiges Medium mit X-Gal
Anschlieffend wurde untersucht, welche der Klone auf Leucin-freiem Medium Wachstum nur
in Abhéngigkeit von Galaktose, nicht aber von Glukose zeigten. Wenn diese Klone auf3erdem
auf X-Gal-Medium nur in Galaktose-Abhéangigkeit eine Blaufarbung zeigten, wurden sie as
positiv betrachtet.
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Aus der zweiten Selektionsrunde gingen von den 31 Kandidaten der ersten
Primértransformation 19 als Postive hervor. Von den 40 Kolonien der zweiten
Primartransformation wurden 29 positiv bewertet.

4233 Selektion 1ll: Rekonstruktion des Phanotyps durch Rucktransformation der
Genbibliotheks-Plasmide in den Hefe-Selektionsstamm

In der dritten Selektionsrunde wird Uberprift, ob sich die Aktivierung der Reportergene mit
den Genbibliotheks-Plasmiden der positiven Hefe-Kolonien reproduzieren 183t. Dazu wurden
die Genbibliotheks-Plasmide der selektierten Klone isoliert und anschlief3end erneut in den
ursprunglichen Hefestamm EGY 48 pSH18-34/plexA-M1 transformiert. Parallel dazu wurden
die Plasmide auch in den Hefestamm EGY 48 pSH18-34/pRFHM 1 transformiert, der das
Fusionsprotein LexA-Bicoid exprimiert. ,,Bicoid* aus Drosophila melanogaster wurde hier
als Negativkontrolle eingesetzt. Je vier Klone des rekonstruierten Hefestammes und des
Kontroll-Hefestammes wurden jeweils auf

Glukose-haltiges Medium ohne Leucin

Galaktose-haltiges Medium ohne Leucin

Glukose-haltiges Medium mit X-Gal

Galaktose-haltiges Medium mit X-Gal
ausgestrichen. Es galten wieder dieselben Bewertungskriterien, die in Selektion 11 (4.2.3.2))
beschrieben sind.

plexA-M1 plexA-M1 pRFHM 1
pJG4-5 pJG4-5-41111 pJG4-541111

Abbildung 8: Nachweis der Reportergen-Aktivitat auf X-Gal-Medium. Die selektierten Genbank-Plasmide
wurden in den Ausgangs-Hefestamm EGY 48 pSH18-34/plexA-M1 und in den Kontrollstamm EGY 48 pSH18-
34/pRFHM 1 transformiert. Je vier Klone des Ausgangsstammes, des rekonstruierten Stammes (hier EGY 48
pSH18-34/plexA-M 1/pJG4-5 —4 111 1) und des Kontrollstammes mit nicht-spezifischem Koderprotein (EGY 48
pSH18-34 /pRFHM 1/pJG4-5-4 111 1) wurden auf Reportergenaktivitdt untersucht (hier b-Galaktosidasegen-
Expression).

Von den Klonen der ersten Priméartransformation wurden am Ende der dritten Selektionsrunde
10 Klone positiv bewertet. Aus der zweiten Priméartransformation gingen noch einmal 12
Klone hervor. Die in diesen 22 Hefestdmmen exprimierten Polypeptide interagierten
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spezifisch mit dem M1-Protein. Der Verlauf der Selektion lasst sich wie folgt

zusammenf assen:

getestete Transformanten | Selektion | | Selektion |1 | Selektion 111
Screen 1 1,4x10° 31 19 10
Screen 2 1,6 x 10° 40 29 12
Tabelle 3: Zusammenfassung der Zwischenschritte des Two Hybrid-Screens. Angegeben sind die jeweilige
Anzahl der Kolonien, die getestet oder am Ende der jeweiligen Selektionsrunde als positiv bewertet worden sind.

4234 Analyse der isolierten Klone durch Sequenzierung der entsprechenden cDNS

Die Genbank-Plasmide der 22 positiv bewerteten Hefestdmme wurden mit dem
Oligonukleotid B 42, AD, das im Bereich der aktivierenden Doméne bindet, und mit dem
Oligonukleotid B 42, 3' sequenziert. Dadurch standen die Sequenzinformationen von beiden
Enden der cDNS zur Verfigung. Die resultierenden cDNS-Sequenzen wurden Uber das
HUSAR-Progranm (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) auf der Internet-
Homepage des Deutschen Krebsforschungszentrums (dkfz; http://genome.dkfz-heidelberg.de)
mit den Datenbank-Eintrégen verglichen. Dazu wurde das blastn-Programm verwendet.
Parallel wurde durch einen Kontrollverdau mit Eco RI/Xho | die Grof3e der jeweilsim Vektor
enthaltenden cDNS bestimmt.

M 216 21v4 2V6 317 3102 3114111 41¥1 M

5148 -------ﬂ--

1904 — B |
1375 —

564 —p»-

Abbildung 9: Restriktionsverdau einiger Genbank-Plasmide der im Two Hybrid-Screen selektierten
Hefestdmme. Aus den selektierten Stdmmen wurden die pJG 4-5-Plasmideisoliert und mit den zur Konstruktion
der Genbank verwendeten Enzymen Eco RI und Xho | verdaut. Die resultierenden DNS-Fragmente wurden auf
einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Die GrofRen einiger Langenmarkerbanden sind neben den Pfeilen angegeben.

Der Klon 3 111 1 enthielt eine ca. 0,5 kBp lange cDNS (Abbildung 9). Diese kodierte fur die
carboxyterminalen 141 Aminosduren des Proteins RACK1, dem Rezeptor der aktivierten
Proteinkinase C (Ron et a., 1994). Das RACK1-Protein wurde urspringlich aus Rattenhirnen
Uber seine Eigenschaft isoliert, die aktivierte Form der PKC zu binden. Das humane Homolog
ist auf der Aminosaure-Ebene mit denen der Ratte und des Huhnes identisch (Guillemot et al.,
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1989; Ron et a., 1994). RACK1 ist ein 317 Aminoséauren grof3es Protein, dessen Struktur aus
sieben sog. WD Repeat Domanen besteht. WD-Doménen vermitteln Protein-Protein-
Interaktionen. Der Klon wurde weiter untersucht.

: Ergebnisder Sequenz-Vergleiche
Bezeichnung :
desKlons | (Mit Angabe der entsprechenden Zugangsnummer zur Bemerkung
Sequenzin der Medline)

3111 AS 176 —317 desRACK 1-Proteins der Ratte (141 AS); M 24194 Weiter untersucht
41111 AS138-317 desRACK 1-Proteinsder Ratte (179 AS); M 24194 Weiter untersucht
41V 1 AS178—-317 desRACK 1-Proteins der Ratte (129 AS); M 24194 Weiter untersucht
515 AS 188317 desRACK 1-Proteinsder Ratte (129 AS); M 24194 Weiter untersucht
216 AS 249- ca. 383 des Striatin der Ratte (130 AS); X 99326 Weiter untersucht
2V 6 AS97-335 des Striatin der Ratte (238 AS); X 99326 Weiter untersucht
21V 4 AS 72-198 des hum. Amphiglycan/Syndecan-4 (126 AS); X 67016 Weiter unter sucht
1116 humaner cDNS-Klon 202964 5 (unbekanntes Protein); HS 240201 Weiter untersucht
312 keine Seguenz erhalten Weiter unter sucht
317 humaner cDNS-Klon 2616955’ ; HS 545262 Weliter untersucht
11112 GA-reiche Sequenz mit Homologie zu Alu-Sequenzen nicht weiter untersucht
1114 hnRNP A1 im verschobenen Leserahmen nicht weiter untersucht
11115 hnRNP A1 im verschobenen Leserahmen nicht weiter untersucht
11118 hnRNP A1 im verschobenen Leserahmen, nicht weiter untersucht
5V9 hnRNP A1 im verschobenen Leserahmen nicht weiter untersucht
41V 2 ribosomales Protein L 26 im verschobenen Leserahmen nicht weiter untersucht
1113 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht
2119 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht
318 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht
3113 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht
314 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht
315 cDNSin 3'-5'- Orientierung nicht weiter untersucht

Tabelle 4: Im Two Hybrid-Screen isolierte Genbank-Plasmide mit dem Ergebnisihrer Sequenzierung.
In Fettdruck sind die homologen Proteine mit ihren Genbank-Zugangsnummern angegeben.

Das cDNS-Fragment des Klons 4 I11 1 mit einer Lange von ca. 500 Bp (Abbildung 9) enthielt
ebenfalls eine RACK1-kodierende Sequenz. Hier umfasste das synthetisierte Polypeptid die
Aminosauren 138 —317 des RACK1-Proteins. Die Klone 4 1V 1 und 51 5 enthielten ebenfalls
ca. 500 Bp lange cDNS-Fragmente (Abbildung 9) mit bei beiden Genbank-Plasmiden
identischen Sequenz fir ein Polypeptid mit den carboxyterminalen 129 Aminosauren (AS 188
—317) desRACK1.

Der Klon 21 6 enthielt ein cDNS-Fragment von 1,4 kBp Lénge (Abbildung 9). Ein Vergleich
der Sequenz vom 5'-Ende der cDNS mit den Daten der Genbank ergibt auf der Nukleotid-
wie auch auf der Aminosdureebene (Aminosauren 250 — ca. 383) eine ca. 83 %ige
Ubereinstimmung mit der kodierenden Sequenz fiir das Striatin der Ratte (Castets et al., 1996).
Striatin war urspriinglich aus Rattengehirnen isoliert worden, wo es in Motorneuronen und im
Striatum vorkommt. Es gehort zur Familie der WD-Repeat Proteine und bindet auf3erdem

Camodulin in Anwesenheit von Ca®*. Die Sequenzierung des 3’ -Endes der cDNS ergab (iber
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700 Nukleotide eine 95 %ige ldentitdt mit der mMRNS des humanen TGF-(transforming
growth factor) b-Rezeptors. Da die Hin- und Ricksequenzen der cDNS sich nicht
Uberschnitten, konnte jedoch nicht gekléart werde, ob die beiden Sequenzen ineinander

Ubergingen. Dieser Klon wurde weiter untersucht.

Der cDNS-Klon 2 V 6 enthielt eine cDNS mit einer Lange von ca. 1,2 kBp (Abbildung 9).
Der Sequenzvergleich ergab auf der Nukleotid-Ebene ebenfalls einen hohen Identitdtsgrad
von Uber 90 % zur cDNS des Striatin der Ratte. Dieser lief? sich Gber 700 Nukleotide
verfolgen und erreichte auf der Proteinebene beginnend bei der AS 97 Uber 238 Aminosauren
einen ldentitatsgrad von 92 %. Auch dieser Klon wurde weiter getestet.

Die cDNS des Genbankplasmids pJG-2 IV 4 hatte eine Lange von ca. 0,7 kBp (Abbildung 9).
Die 5'- und 3'-Sequenzen des Fragments Uberlappten und so lief3 sich in der cDNS durch
Vergleich mit der Genbank die kodierende Sequenz des Proteins Amphiglycan (David et al.,
1992) ab der Aminosaure 72 bis zum Stop-Signal nach der AS 198 identifizieren.
Amphiglycan ist ein Transmembranrezeptor, der auf Lungenepithelzellen sowie auf
Fibroblasten exprimiert ist. Das Protein wird auch als Syndecan-4 bezeichnet, da es aufgrund
seiner Struktur und Funktion ein Mitglied der Syndecan-Familie darstellt. Daher wird es im
folgenden als Syndecan-4 bezeichnet (Woods & Couchman, 1994). Der Interaktionspartner

wurde weiter untersucht.

Die im Klon 3 | 7 enthaltene cDNS zerfiel beim Restriktionsverdau in zwei Fragmente von
ca. 1,3 bzw. 0,5 kBp Lange (Abbildung 9). Die Sequenzierung ergab eine Ahnlichkeit mit
einer nicht néher charakterisierten humanen cDNS. Der Klon wurde weiter untersucht.

Der Klon 3 11 2 enthielt ein ca. 0,7 kBp langes cDNS-Fragment (Abbildung 9). Es lief3 sich
zunéchst in mehreren Versuchen nicht sequenzieren. Trotzdem wurde dieser Klon weiter

untersucht.

Das Genbank-Plasmid pJG-1 Il 6 enthielt ein cDNS-Segment von ca. 0,9 kBp. Aus der
Sequenzierung in der 5'-Richtung ergab sich ein Identitétsgrad von 96 % mit einer EST-
Sequenz eines humanen cDNS-Klons. Ein dadurch kodiertes Protein ist bis zu diesem

Zeitpunkt noch nicht identifiziert. Dieser Klon wurde weiter untersucht.
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Die cDNS im Klon pJG-1 11l 2 hatte eine Lange von ca. 0,85 kBp. Die ersten 90 Nukleotide
hinter der Eco RI-Schnittstelle bestehen aus einer Abfolge der Nukleotide G und A, die von
einer Serie von Thymidinresten gefolgt ist. Die GA-Abfolge kodiert fur ein Polypeptid aus
sich abwechselnden Arginin- und Glutamatresten. Ein Sequenzvergleich zeigte Ahnlichkeiten
zu den sog. Alu-Sequenzen auf. Dabei handelt es sich um nicht-kodierende Bereiche des
Erbgutes. Der Klon wurde nicht weiter untersucht.

Der Klon pJG-1 111 4 enthielt eine cDNS von ca. 0,8 kBp. Der Sequenzvergleich ergab auf der
Nukleotid-Ebene eine Homologie zum heterogenen nukledren Ribonukleoprotein Al
(hnRNPA1). Allerdings war der Leseraster der cDNS bei der Integration in das Genbank-
Plasmid verschoben worden, so dass nur ein Polypeptid von 52 Aminosauren synthetisiert
wurde. Die cDNS-Sequenzen der Genbank-Plasmide pJG-1 111 5, pJG-1 11l 8 (beide ca. 0,8
kBp) und pJG-5V 9 (0,75 kBp) hatten ebenfalls eine Sequenzdhnlichkeit mit dem hnRNPA 1
bei verschobenen Leseraster. Dadurch kodierten sie fur Polypeptide von 57, 49 bzw. 42 AS
Lange. Die 42 Aminosauren des kirzesten Polypeptids (5 V 9), die sich auch am C-Terminus
der anderen drei Klone finden, zeigten im Protein-Datenbank-Vergleich Gber das Programm
,blastp® keine signifikante Ahnlichkeit mit bekannten Proteinen. Diese vier Genbank-

Plasmide wurden nicht weiter untersucht.

Das Genbank-Plasmid pJG-4 IV 2 enthielt eine cDNS von ca. 0,8 kBp Léange. Der
Sequenzvergleich ergab eine hohen Identitatsgrad zur mRNS des ribosomalen Proteins L 26,
allerdings war auch hier der Leseraster bei der Integration der cDNS verschoben worden. Das
dadurch exprimierte Polypeptid umfasste 84 AS. Ein Vergleich der Sequenz mit den Gen-
Datenbank-Eintragen zeigte keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen. Dieser Klon wurde

nicht weiter untersucht.

Der Klon pJG-1 1l 3 enthielt ein ca. 1 kBp langes cDNS-Fragment. Aus dessen Sequenzierung
in Leserichtung ergab sich, dass kurz hinter der Eco RI- Schnittstelle eine Xho | Stelle lag, die
von einer Thymin-reichen Region gefolgt wurde. Daraus wurde gefolgert, dass in diesem
Klon eine cDNS in der falschen Orientierung vorlag. Die Sequenzen der Genbank-Plasmide
pJG-1 11 9 (zwei Fragmente von 250 und ca. 100 Bp), pJG-3 | 8 (0,3 kBp) pJG-3 Il 3, pJG-
311 4 und pJG-3 Il 5 zeigten einen vergleichbaren Aufbau und wurden deshalb ebenfalls als

cDNS in verkehrter Orientierung angesehen. Diese Klone wurden nicht weiter untersucht.
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Nach der Sequenzierung wurden von den 22 Klonen, die im Two Hybrid-Screen as
Interaktionspartner des M1-Proteins identifiziert worden waren, 12 Klone von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen, weil sie eine Verschiebung oder eine umgedrehte Orientierung
des Leserasters der integrierten cDNS aufwiesen. Die cDNS-Sequenzen der anderen 10

Genbank-Plasmide wurden weiter untersucht.

4.3 Biochemische Bestatigung der genetisch gefundenen Interaktion

Im Two Hybrid-System wird eine Protein-Protein-Interaktion indirekt durch eine
Reportergenaktivierung nachgewiesen. Zur Bestétigung dieser Interaktion muss die direkte
Bindung der beiden Proteine biochemisch nachgewiesen werden. Dazu wurde hier einin vitro
Kopréazipitationsansatz gewahlt, bei dem die M1-Interaktionspartner an das Protein
Glutathion-S-Transferase (GST) fusioniert und exprimiert werden. GST dient zur
Affinitétsreinigung der Fusionsproteine durch Glutathion-Sepharose. Zum Nachweis einer
direkten Bindung an den Interaktionspartner muss das M1-Protein spezifisch mit den
untersuchten GST-Fusionsproteinen, nicht aber von GST prézipitiert werden.

4.3.1.1 Konstruktion der GST-Expressionsvektoren

Die cDNS-Fragmente, die fur die M1-interagierenden Proteine kodieren, wurden zunéchst
Uber einen Eco RI/Xho |- Verdau aus dem pJG 4-5 Vektor ausgeschnitten und in den Vektor
pGEX 5x-1 integriert. Nachdem die gelungenen Integrationen Uber Sequenzierung bestétigt
worden waren, wurde untersucht, ob die Fusionsproteine stabil exprimiert werden. Die
Plasmide wurden dazu in den E.coli-Stamm BL 26 transformiert. Die Synthese der erwarteten
Fusionsproteine nach Induktion der Expresson mit 1 mM IPTG wurde im SDS
Polyacrylamidgel Uberpruft. Nach ener Coomassie-Brillant-Blau-Férbung wurde das
induzierte Fusionsprotein durch den Vergleich des Proteinbandenmusters mit dem einer nicht-

infizierten Kultur identifiziert.

Dieca 0,5 kBp langen cDNS-Molekile der RACK1 Klone wurden in das Plasmid pGEX 5x-
1 integriert. Die entstandenen Expressionskonstrukte wurden pGST-3 111 1, pGST-4 [11 1 und
pGST-41V 1 genannt. Fur das GST-3 111 1-Protein wurde eine Grofde von ca. 40 kDa
erwartet, da die 141 Aminosauren des RACK1-Polypeptids ungeféhr 15 kDa entsprechen, zu
denen noch die 25 kDa des GST-Fusionsanteils zu rechnen sind. Ein entsprechendes Protein
lie3 sich im Coomassie-gefarbten Gel nachweisen (Abbildung 10, Spur3l1ll 1 +). Das
Fusionsprotein GST-4 111 1 enthielt 179 Aminosduren des RACK 1-Proteins, entsprechend ca.
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20 kDa, wodurch sich die errechnete Groéf3e des Proteins von ca. 45 kDa ergab. Nach der
Induktion liefd sich ein ca. 40 kDa-Polypeptid nachweisen (Abbildung 10 Spur 4111 1 +). Die
cDNS 4 IV 1 kodierte fur 129 Aminosauren mit ca. 14 kDa Daraus ergab sich fir das
Fusionsprotein GST-4 IV 1 ein kalkulierte Grofée von 39 kDa. Im Coomassie-gefarbten SDS-
Proteingel liefd sich nach der Induktion dieses Polypeptid nachweisen (Abbildung 10, Spur
41V 1 +). Dieinduzierten Proteine sind mit Sternen markiert.

317 3112 31111 41111 41V 1

- + - + - + - F - +

67 kDa —

44 kDa —

Abbildung 10: Expression der GST-Fusionsproteine mit den cDNS-Sequenzen der im zweiten Two Hybrid
Screen isolierten Genbank-Plasmide. Bakterienkulturen mit den Expressions-Plasmiden fir die
Fusionsproteine GST-317,-3112,-3 1111, -4 111 1 und -4 1V 1 wurden mit 1 mM IPTG induziert (+) und zwei
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Pelletierung wurden die Bakterien in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert. Die
Proteine wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Parallel dazu wurden Proben von nicht-
induzierten Kulturen (-) als Vergleich aufgetragen. Die induzierten Polypeptide sind mit Sternen markiert. Die
Punkte markieren die Positionen der 67 kDa- und 44 kDa- Langenmarker.

Die cDNS des Klons 3 | 7 zerfiel nach dem Restriktionsverdau mit Eco RI /Xho | in zwel
Fragmente von 1,3 und 0,5 kDa Lange. Die cDNS wurde durch partiellen Verdau aus dem
Plasmid ausgeschnitten und in das bakterielle Expressionsplasmid integriert. Der so erzeugte
Vektor wurde pGST-3 | 7 genannt. Der Sequenzvergleich der cDNS hatte eine Homologie zu
einer humanen cDNS fir ein bisher nicht identifiziertes Protein ergeben. Von einer 1,8 kBp
langen DNS konnte ein bis zu 600 Aminosauren langes Polypeptid mit einer Masse von ca. 66
kDa kodiert sein. Zusammen mit dem GST-Fusionsanteil ergabe sich ein Protein von bis zu
91 kDa. Nach der IPTG-Induktion liefd sich im Proteingel ein ca. 67 kDa-Protein nachweisen
(Abbildung 10), was auf einen offenen Leseraster schlief3en lief3, der fur 380 Aminosduren
kodiert.
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Durch Integration der cDNS des Klons 3 11 2 in den bakteriellen Expressionsvektor wurde das
Plasmid pGST-3 |l 2 erzeugt. Die unbekannte Sequenz der 0,7 kBp langen cDNS kdnnte
maximal 233 Aminosauren kodieren. Das resultierende GST-Fusionsprotein konnte somit
eine Grofe von bis zu 50 kDa erreichen. Nach der Transformation des Vektors in Bakterien
und deren Induktion mit IPTG lief3 sich ein 44 kDa grof3es Protein nachweisen (Abbildung
10). Daraus lief3 sich auf einen offenen Leserahmen mit einer Kodierungskapazitdt von ca.
170 Aminosauren schlief3en.
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Abbildung 11: Expression der GST-Fusionsproteine mit den cDNS-Sequenzen der im ersten Two Hybrid
Screen isolierten Genbank-Plasmide. Die cDNS-Fragmente der im ersten Two Hybrid Screen isolierten
Genbank-Plasmide wurden in das Plasmid pGEX b5x-1 integriert. E.coli-BL 26 Kulturen mit diesen
Expressionsvektoren wurden mit 1 mM IPTG induziert und zwei Stunden bei 37°C im Schiittler inkubiert.
Aliquots der lysierten Bakterien vor (-) und nach (+) der Induktion wurden auf SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt und mit Coomassie geférbt. Durch Pfeile sind auf der linken Seite die Positionen der Langenmarker
und auf der rechten die der induzierten Proteine markiert. Die exprimierten GST-Fusionsproteine enthalten die
cDNS-Fragmente der Proteine Striatin (A und C) und Syndecan-4 (B).

Der Vektor pJG-2 | 6 enthielt ein cDNS-Fragment von 1,4 kBp Lange, das nach
Eco RI/Xho I-Verdau in den Expressionsvektor integriert wurde, wodurch das Plasmid pGST-
2 | 6 entstand. Aus der Gelanalyse ergab sich, dass in den IPTG-induzierten Zellen ein 60
kDa- Protein synthetisiert wurde (Abbildung 11, A), das in der nicht-induzierten Kontrollspur
fehlte. Der GST-Anteil des Fusionsproteins umfasst ca. 25 kDa, so dass der Striatin-Antell
etwa 35 kDa ausmacht. Werden fur jede Aminosiure eines Polypeptids ca 110 Da
veranschlagt, entspricht das ca. 318 Aminosauren. Der Sequenzvergleich hatte ergeben, dass
der Striatin-Leserahmen ab der Aminosdure 250 in der Sequenz enthalten war. Demnach
waéren die Aminosauren 250 bis 568 des Striatins exprimierbar. Das Striatin der Ratte umfasst
780 AS. Da die 3'-Sequenzierung fir die letzten 700 Basenpaare eine Sequenz mit hohem
|dentitétsgrad fur den Transforming Growth Factor b ergeben hatte und die Sequenzierung
nicht den gesamten cDNS-Bereich abgedeckt hatte, kann allerdings keine sichere Aussage
Uber den C-terminalen Bereich des Fusionsproteins getroffen werden.
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Durch Integration der 1,2 kBp-cDNS des anderen Striatinklons in den Expressionsvektor
entstand das Konstrukt pGST-2 V 6. Diese cDNS kodiert fur das Striatin-Protein ab der
Aminosdure 97. Nach IPTG-Induktion wurde von diesem Klon ebenfalls ein ca. 60 kDa-
Protein synthetisiert (Abbildung 11, C). Abziglich der 25 kDa des GST ergibt sich auch bei
35 kDa die Kapazitét fur ca 318 Aminosduren von AS 97 — ca. 415. Daraus folgt fur die

beiden Striatin-Klone ein Gberlappender Bereich der Aminosauren 250 — ca. 415.

Die cDNS des Syndecan-4-Klons hat eine K odierungskapazitét fir die 126 carboxyterminalen
Aminosduren (von 72 bis 198). Das entspricht einer Polypeptidkette von ca. 14 kDa, die
zusammen mit dem GST-Anteil ein 39 kDa grof3es Fusions-Protein ermoglichen. Die
Syndecan-4-cDNS wurde in den bakteriellen Expressionsvektor integriert. Der so entstandene
Vektor pGST-2 IV 4 wurde in Bakterien transformiert. Nach IPTG-Induktion lief3 sich im
Coomassie-geféarbten SDS-Gel das postulierte 39 kDa-Protein nachweisen, allerdings wurde
auch ein Polypeptid von ca. 80 kDa exprimiert (Abbildung 11, B). Dabei kénnte es sich um
ein SDS-stabiles Dimer handeln. Die Ausbildung derartiger Dimere ist fur Syndecan-4
beschrieben worden (zusammengefasst in (Carey, 1997)).

Die 0,9 kBp lange cDNS des Klons pJG-1 1l 6 hat eine Kodierungskapazitat fur ca. 300
Aminosduren mit einer Masse von ca. 33 kDa Nach ihrer Integration in den
Expressionsvektor folgte daraus fur das Konstrukt pGST-1 11 6 die Moglichkeit, ein Protein
von maximal 58 kDa zu exprimieren. Nachweisen lief3 sich nach IPTG-Induktion im Lysat
der entsprechend exprimierten Bakterien jedoch nur ein ca. 25 kDa-Protein. Da diese Grof3e
dem GST-Anteil des Fusionsproteins entspricht, wurde gefolgert, dass das Fusionsprotein
nicht stabil exprimiert wurde. Allerdings war die Integration des cDNS-Fragments in das
Plasmid nicht durch eine Sequenzierung bestétigt worden, so dass ein Fehler bel der

Klonierung nicht ausgeschlossen werden konnte. Dieser Klon wurde nicht weiter untersucht.

4.3.1.2 Invitro-Koprézipitationsansiize

Zum Nachweis der Interaktion der bakteriell exprimierten Fusionsproteine mit dem M1-
Protein wurde das M1-Protein in seiner nativen Form eingesetzt. Dazu wurden MDCKII-
Zellen mit Influenza A Virusinfiziert und zum spéten Zeitpunkt der Infektion, wenn das M 1-
Protein in grof3er Menge synthetisiert wird, in Net-N Puffer und mit Ultraschall lysiert. Um
das M1-Protein in den Prézipitationsansétzen direkt nachweisen zu kdnnen, waren die Zellen
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vor der Lyse zwei Stunden mit **S-Promix metabolisch markiert worden. Auf den Gelen
wurde zur Kontrolle Lysat von Virus-infizierten bzw. Mock-infizierten Zellen aufgetrennt
(Abbildung 13 und Abbildung 14, Bahnen mit der Kennzeichnung T). Diese Spuren dienten
der Zuordnung der préazipitierten Proteine. In den Lysaten der infizierten Zellen waren nach
Gelelektrophorese hauptsachlich drei virale Proteine nachweisbar: das M1-Protein mit einer
Grole von 27,5 kDa (M1), unterhalb davon das NS1-Protein mit ca. 26 kDa (NS1) und
deutlich hoher das NP-Protein mit einer Masse von 56 kDa (NP). Oberhalb des NP war noch
eine virusspezifische Doppelbande zu erkennen, die eine Grole von ca. 70 bis 77 kDa
aufwies. Aufgrund ihrer GrofRe wurde angenommen, dass es sich um unterschiedlich
glykosylierte Formen des noch ungespaltenen Hamagglutinins (HA) handelte. Das HA hat mit
ca 560 Aminosdauren ein kakuliertes Molekulargewicht von 62 kDa Die
Koprézipitationsansdtze wurden bei geringer Stringenz (d.h. 0,05 % Triton X-100)
durchgefihrt und gewaschen. Nach der Elektrophorese wurden die an die GST-
Fusionsproteine gebundenen Komponenten der Zelllysate mittels Autoradiographie detektiert.
GST-Protein (Abbildung 13 und Abbildung 14, Spuren mit der Kennzeichnung GST) ohne
Fusionsanteil diente als Kontrolle der Spezifitdt der gefundenen Interaktion. Radioaktiv
markiertes Lysat aus Mock-infizierten Zellen diente als Kontrolle der Virus-Spezifitat der
prézipitierten Komponenten.

4.3.1.2.1 Interaktion der Klone des ersten Two Hybrid Screens mit viralen Proteinen im
K oprézi pitationsassay

Zunéchst wurden zwei Klone mit Homologie zum Striatin der Ratte (2 1 6 und 2 V 6) und
einer mit Homologie zum Syndecan-4 (2 IV 4) getestet. Das GST-Syndecan-4-Fusionsprotein
préazipitierte aus dem Lysat von infizierten Zellen das M 1-Protein (Abbildung 13, Spur GST-
21V 4). In geringerem Mal3 wurden auch das NS1- und das NP-Protein préazipitiert, was auf
eine Interaktion des préazipitierten M1-Proteins mit viralen Bestandteilen wie den VRNPs
zurickzufihren sein konnte. Dagegen konnte nur eine schwache Koprézipitation von GST-2 |
6 und GST-2 V 6 mit dem M1-Protein und in etwa gleichem Mal3e mit den anderen viralen
Komponenten NS1 und NP beobachtet werden (Abbildung 13, Spuren GST-2 | 6 und GST-2
V 6).
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Abbildung 12: Test der im ersten Two Hybrid Screen gefundenen Klone auf Interaktion mit dem viralen
M1-Protein im GST-Kopréazipitationsassay. Die cDNS der Klone wurden als GST-Fusionsproteine bakteriell
exprimiert und diese durch Bindung an Glutathion-Sepharose gereinigt. Diese Matrix wurde mit dem Lysat
radioaktiv markierter Zellen, die mit Influenza A Virusinfiziert worden waren, inkubiert. An GST-
Fusionsproteine gebundene Proteine lieflen sich nach der Auftrennung im Polyacrylamidgel mittels
Autoradiographie nachweisen. An die Glutathion-Sepharose waren das nicht-fusionierte GST (Spur GST), die
Striatin-Fusions-Proteine (Spuren GST-2 | 6 und GST-2 V 6) bzw. das GST-Syndecan-4-Fusionsprotein (Spur
GST-21V 4) gekoppelt worden. Parallel wurden 5% des in die GST-Koprézipitationsansdtze eingesetzten
Zelllysats mit aufgetrennt (Spur T). Am linken Randsind das Nukleoprotein (NP), das Matrixprotein (M1) und
das NS1-Protein (NS1) mit Pfeilen markiert.

In der Kontrollprézipitation mit GST allein lieffen sich keine viralen Proteine detektieren.
Daraus folgte, dass die Proteine in den Bahnen der einzelnen Prézipitationsansitze auf
spezifische Interaktionen mit den Fusionsanteilen zurtickzufiihren waren und nicht auf
unspezifische Bindung an das GST oder die Glutathion-Sepharose.

4.3.1.2.2 Interaktion der Klone des zweiten Two Hybrid Screens mit viralen Proteinen im

K oprézi pitationsassay
Es wurden funf Klone getestet, von denen drel fir unterschiedlich lange, carboxyterminae
Anteile des RACK 1-Proteins kodieren (3111 1, 4 111 Lund 4 1V 1). Der Klon 31 7 zeigte einen

hohen Identitétsgrad zu einer noch nicht ndher spezifizierten humanen mRNS. Bel einem
Klon (3 11 2) war bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Sequenzbestimmung gelungen.

Die cDNS des Genbank-Plasmids pJG-3 | 7 wurde als GST-Fusionsprotein exprimiert und
mit Lysaten aus infizierten (A/WSN/33) bzw. Mock-infizierten (Mock) Zellen inkubiert. Die
Autoradiographie (Abbildung 13, A) ergab nur eine schwache Kopréazipitation der viralen
Proteine M1, NS1 und NP mit GST-3 | 7. Das GST-Protein ohne Fusionsanteil (GST)
prazipitierte unter gleichen Bedingungen keine viralen Komponenten. Die Inkubation des
Fusionsproteins mit Mock-infiziertem Lysat fihrte ebenfalls zu keiner Proteinfallung.
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Das Fusionsprotein des Klons GST-311 2 prazipitierte aus dem Influenza A Virus-infizierten
Zelllysat die Proteine M1, NS1 und NP zu etwa gleichen Teilen (Abbildung 13, B). Dartiber
hinaus wurde auch das HA nachgewiesen. Da das Fusionsprotein auch aus dem Mock-
infizierten Zelllysat ein ca. 45 kDa grof3es Protein prézipitierte, wurde angenommen, dass das
noch unbekannte Protein eine starke Affinitdt zu unterschiedlichen Proteinen hat und nicht

spezifisch mit dem M1-Protein interagiert.
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Abbildung 13: Test der im zweiten Two Hybrid Screen gefundenen Klone auf direkte I nteraktion mit dem
M1-Protein des Influenza A Virus im GST-Koprézipitationsansatz. Die bakteriell exprimierten GST-
Fusionsproteine wurden an Glutathion-Sepharose gebunden und aufgereinigt. Anschlief3end wurden sie mit dem
radioaktiv markierten Lysat von Influenza A Virus- (Spuren A/WSN/33) oder mock- (Spuren Mock) infizierten
Z€llen inkubiert.Die nach dem anschlief3enden Waschen an der Sepharose verbliebenen Proteine wurden in SDS-
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Ein Aquivalent von 5 % der eingesetzten Lysate wurde parallel aufgetrennt
(Spuren T). Die Positionen der virden Proteine NP, M1 und NS1 sind durch Pfeile angezeigt. Bei den
untersuchten GST-Fusionsproteinen handelt es sich bei A) GST-3 | 7 um das Polypeptid einer noch nicht
spezifizierten humanen cDNS. B) Die Sequenz des GST-3 Il 2 — Fusionsanteil war nicht ermittelt worden. Bei
C) GST-3111 1, D) GST-4 111 1 und E) GST-4 1V1 handelt es sich um C-terminale Bereiche des RACK 1. Nicht-
fusioniertes GST diente als Negativkontrolle (Spuren GST).
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Das Fusionsprotein des Klons 3 [11 1 kodierte fir die WD-Doménen 5 — 7 des RACK1-
Proteins. Im Prézipitationsansatz mit dem Lysat Virus-infizierter Zellen (A/WSN/33) lief3 sich
eine starke Falung des M 1-Proteins zeigen (Abbildung 13, C: GST-3 11l 1). Das NS1, das NP
und die beiden potentiellen HA-Banden sind ebenfalls nachweisbar, eventuell durch
Prézipitation von VRNP-Komplexen. Aus dem Lysat der Mock-infizierten Zellen wurden
keine Komponenten prézipitiert. Der Klon 4 [11 1 kodiert fur den langsten im Two Hybrid
Screen gefundenen Leserahmen des RACK 1-Proteins, der einen grof3en Teil der WD-Doméne
4 sowie die Doméanen 5 bis 7 umfasst. Mit dem daraus resultierenden Fusionsprotein GST-
4111 1 lief? sich im Koprézipitationsansatz das M1-Protein aus dem Lysat infizierter Zellen
spezifisch prézipitieren (Abbildung 13, D). Aus Mock-infizierten Zellen wurden dagegen
keine Bestandteile prazipitiert. Auch das Fusionsprotein 41V 1 prézipitierte das M1-Protein
mit hoher Spezifitat gegenliber den anderen viralen Proteinen, ohne zellulére Bestandteile aus
der Mock-Kontrolle zu falen (Abbildung 14, E).

Aufgrund der Ergebnisse der in vitro-Koprazipitationsexperimente wurde entschieden, die
RACK1-M1-Protein Interaktion weiter zu analysieren. Bei den drei untersuchten Klonen fand
sich die grofdte Spezifitét fir das M 1-Protein. Darliber hinaus war die Tatsache, dassim Two
Hybrid-Screen vier unabhangige Klone mit RACK1-cDNS identifiziert worden waren, eine
zusétzliche Motivation.

Das Syndecan-4 hatte ebenfalls eine starke Affinitdt zu dem M-1-Protein des Influenza A
Virus gezeigt. Eine weitere Analyse dieses Interaktionspartners ist daher erwdgenswert. Das
Syndecan-4 ist ein Transmembranprotein und die im Two Hybrid-Screen isolierte cDNS
schlief die extrazelluldre Domane ebenso ein wie den Transmembrananker und den
zytoplasmatischen Teil des Proteins. Daher misste zundchst sichergestellt werden, dass die
Interaktion mit dem M1-Protein nicht in der extrazelluldren Doméane lokalisiert ist, denn das
M1-Protein ist im Verlauf der Infektion nicht aufferhalb der Zelle lokalisiert. Es wurde
entschieden, die Klone 3 1 7 und 3 Il 2 nicht weiter zu verfolgen, da bei ihnen keine
spezifische Interaktion mit dem M1-Protein nachzuweisen war. Vielmehr zeigten sie eine in
etwa gleich hohe Affinitdt zu den viraen Proteinen M1, NS1 und NP. Aus dem gleichen
Grund wurden auch die beiden Striatin-Klone 21 6 und 2 V 6 nicht weiter untersucht.
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4.3.2 Das RACK1-Protein: Struktur und Funktionen

RACK21 wurde urspringlich durch seine Fahigkeit isoliert, an die aktivierte Form der
Proteinkinase C (PKC) zu binden (Ron et a., 1994). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass
RACK1 die aktivierte PKC im Zytoplasma bindet und an Membranen relokalisiert (Ron et a.,
1999). Es wird davon ausgegangen, dass die aktive PKC dadurch Membran-gebundene
Substrate leichter phosphorylieren kann. Wie sich gezeigt hat, interagiert RACK1 mit einer
Vielzahl weiterer zelluldrer Komponenten. Zu diesen gehdren die Phosphotyrosin-Kinase Src
(Chang et a., 1998), die Integrin-b-Untereinheit (Liliental & Chang, 1998) und die
gemeinsame b-Kette des IL5/IL3/GM-CSF-Rezeptors (Geijsen et al., 1999), verschiedene
Pleckstrin-Homologie-Doméanen (Rodriguez et al., 1999) und die cAMP-spezifische
Phosphodiesterase PDE4D5 (Yarwood et al., 1999). Mit Ausnahme der RACK1-Src-
Interaktion, wodurch die Src-Kinaseaktivitét inhibiert wird, ist die Funktionen der Bindung
der Proteine an RACK1 noch weitgehend unbekannt.

RACK1 ist ein Homolog der b-Untereinheit des trimeren G-Proteinkomplexes. Obwohl der
Identitatsgrad auf Aminosdureebene fir die Gesamtsequenz nur 22 % erreicht, findet sich
doch eine signifikante strukturelle Ahnlichkeit: Beide Proteine tragen sieben WD-Doménen
(Ron et al., 1994). Diese 38 — 51 Aminosduren umfassenden Doménen finden sich in
Proteinen mit unterschiedlichsten Funktionen und dienen vermutlich der Vermittlung von
Protein-Protein-Interaktionen (Neer et al., 1994). WD-Domanen werden haufig von den
Resten Tryptophan (W) und Aspartat (D) beendet. Das Gb-Protein hat eine Propellerstruktur
aus sieben Rotorbléttern, die von den WD-Doménen gebildet werden (Smith et a., 1999).
Aufgrund der Ahnlichkeit in der Sequenz und der Gestaltung der Doménen wird
angenommen, dass RACK1 ebenfals eine solche Propellerstruktur ausbildet. RACK1 ist
aulRerordentlich stark konserviert. Die Homologe von Mensch, Ratte und Huhn sind auf
Aminosaure-Ebene identisch (Guillemot et al., 1989; Ron et al., 1994) und selbst das
Homolog aus der Béckerhefe hat noch einen Identitétsgrad von 50 % (Hoffmann et al., 1999).
Diese enorme Sequenzstabilitdt wird als Hinweis dafir gewertet, dass RACK1 essentielle
Funktionen in der Zelle erfullt.
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Abbildung 14: Struktur der im Two Hybrid-Screen isolierten RACK1-Klone. Die von den Genbank-
Plasmiden pJG-31111, pJG-41l11, pJG-4IV1 und pJG-515 exprimieten RACK1-Polypeptide sind
schematisch relativ zum vollsténdigen RACK1 dargestellt. Die sieben WD-Doménen des RACK 1wt und die
jeweils exprimierten WD-Doménen der einzelnen Polypeptide sind as rote Rechtecke eingezeichnet.

Keiner der vier als M1-Interaktionspartner identifizierten RACK1-Klone umfasst den
gesamten RACK1-Leserahmen. Alle beginnen in der kodierenden Sequenz und reichen tber
das Stop-Kodon von RACK1 hinaus. Der langste Klon 4111 1 beginnt vor der WD-Doméane
IV, der Klon 3111 1 beginnt kurz vor dem Ende der Doméne IV und die beiden Sequenz-
identischen Klone 4 1V 1 und 5 | 5 beginnen kurz vor dem Anfang der WD-Doméne V.

4321 Koprazipitation von RACK1 und dem M1-Protein von Viren mit aviérer, porciner
und humanpathogener Spezifitat

Influenza A Viren haben ein weites Wirtsspektrum, das neben dem Menschen viele
Saugetiere und auch Vogel umfasst (Lamb & Krug, 1996). Bei einem Sequenzvergleich der
M-Segmente von 42 Influenza A Virusstammen mit unterschiedlicher Wirtsspezifitat und
geographischer Herkunft ergab sich, dass die M1-Proteine einen Identitétsgrad von Uber 92 %
zwischen den Stdmmen aufweisen (Ito et a., 1991). Trotzdem lassen sich vier
unterschiedliche Evolutions-Linien ausmachen. Die erste Linie umfasst nur das stark
divergente M-Segment des Stammes Equine/Prague/56. Die zweite besteht aus M-Segmenten
von Stammen, die Mdwen infizieren. Die dritte Linie 1&sst sich in zwel Untergruppierungen
aufteilen. In der ersten finden sich humanpathogene Stamme, wéhrend die zweite aus
Stdmmen mit einer Spezifitdt fur Schweine besteht. Die vierte Linie wird aus Stdmmen
gebildet, die aus V6geln isoliert worden sind. Da sich bel Virusstammen mit Spezifitét fur
unterschiedliche Wirte verschiedene Linien des M 1-Proteins entwickelt haben, stellte sich die
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Frage, ob die M1-Proteine unterschiedlicher Influenzavirus-Stdmme in der Lage seien, mit
den jeweiligen RACK 1-Proteinen der verschiedenen Wirtszellen zu interagieren.

Um diese Frage zu untersuchen, wurden Influenza A Virus-Stdmme analysiert, dieder Linie 4
und den beiden Untergruppierungen der Linie 3 zugeordnet worden waren (Ito et al., 1991).
Neben dem bereits verwendeten Stamm A/WSN/33, der aus einem humanpathogenen |solat
hervorgegangen war, wurde der Erreger der klassischen Geflligelpest, A/FPV/Ro/34 as
Geflligel-spezifischer Stamm ausgewéhlt. AulRerdem wurde der Schweine-Influenzaerreger
A/Swi/Wig/1/67 untersucht, dessen M-Segment nicht sequenziert worden war. Auf Grund des
Zeitpunktes und des Ortes seiner Isolierung wird der Stamm trotzdem in die Gruppe der Viren

der klassischen Schweinegrippe eingeordnet.

Mit den Viren dieser Stdmme wurden MDCKII-Zellen mit einer MOI von 10 infiziert. Die
Zellen wurden sechs Stunden nach Infektion mit **S-Methionin metabolisch markiert und acht
Sunden nach Infektion in Net-N lysiert. Diese Zelllysate wurden in Koprézipitations-
Experimente eingesetzt.

RACK1 ist ein stark konserviertes Protein. Die bereits 1989 isolierte entsprechende cDNS aus
Huhnern kodiert fur ein Protein, dessen Aminosduresequenz identisch ist zu der von
Menschen (Guillemot et al., 1989) und Ratten (Ron et a., 1994). Das homologe Protein aus
Schweinen  (GenBank- Nummer AF146043) zeigt ebenfalls diese identische
Aminosduresequenz. Daher konnte fur alle Experimente das im Two Hybrid Screen isolierte,
humane RACK1-Polypeptid 4 |11 1 eingesetzt werden.

Bakteriell exprimiertes und an Glutathion-Sepharose immobilisiertes GST-4 111 1 wurde fur
die einzelnen Experimente mit den jeweiligen Lysaten inkubiert. Parallel wurde auch
unfusioniertes GST als Negativkontrolle mit den Lysaten inkubiert. Das RACK 1-Polypeptid
4111 1 préazipitiert das M1-Protein von allen drei Virusstammen hochspezifisch (Abbildung
15). In keinem der Experimente war das M1-Protein der jeweiligen Viren durch GST gefallt

worden.
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Abbildung 15: In vitro-Kopréazipitation des M21-Proteins von Virusstdmmen unterschiedlicher
Wirtsspezifitét mit dem RACK1-Polypeptid 4 111 1. MDCKII-Zellen wurden mit Influenza A Virusstémmen
mit Spezifitét fir A) Gefligel (A/FPV/Ro/34), B) Schweine (A/Swi/Wig1/67) und C) Menschen
(A/WSN/33)infiziert. Die Lysate der **S-Methionin-markierten Zellen wurden mit GST bzw. GST-4 111 1, das an
Glutathion-Sepharose gebunden war, inkubiert (Spuren GST-4 1l 1). Die Prézipitate wurden auf SDS
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und die markierten Proteine durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Parallel
wurden je 5 % des eingesetzten Zelllysats auf dem Gel mit aufgetrennt (Spuren T) Die Positionen der viralen
Proteine NP, M1 und NS1 sind durch Pfeile markiert. Nicht-fusioniertes GST diente als Negativkontrolle
(Spuren GST).

Demnach ist, ebenso wie das M1-Protein und das RACK1, auch die Interaktion der beiden
Proteine zwischen den unterschiedlichen Wirten konserviert.

4.4 Zur Funktion von RACKL1 in der Zelle

4.4.1 Untersuchung der gewebespezifischen Expression von RACK1 in humanen
Geweben
Da Uber das humane RACK1-Protein bisher nur sehr wenig bekannt war, wurde zunéchst
untersucht, in welchen Gewebetypen das RACK1 exprimiert ist. Dabel stellte sich auch die
Frage, ob sich eine Korrelation mit Gewebetypen ergab, in denen sich Influenza A Viren
vermehren. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde der kommerziell erhdltliche
»Multiple Tissue Northern Dot Blot® (MTN; Clontech) mit mRNS aus verschiedenen
Geweben eingesetzt. Der Vorteil eines Dot-Blots liegt darin, dass auf engem Raum die RNS-
Proben aus verschiedenen Geweben parallel auf die Anwesenheit einer speziellen RNS

untersucht werden kdnnen.

Da bel Dot Blot-Analysen keine Aussage dartiber getroffen werden kann, ob ein gegebenes
Signal auf eine einzelne untersuchte RNS-Spezies zurlickzufihren ist, oder ob die Sonde mit
mehreren RNS hybridisiert, wurde die Sonde zunéchst getestet. Dazu wurde ein Northern Blot
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mit poly(A)-RNS und Gesamt-RNS aus Hel a-Zellen hergestellt. Zur Detektion der RACK 1-
MRNS wurde mit dem Decal_abel-DNA-Labelling Kit eine radioaktiv markierte DNS-Sonde
erzeugt. Dabel diente das RACK1-cDNS-Fragment als Matrize. Die Membran wurde tber
Nacht mit 10 pl der Sonde (entsprechend 1,1 x 10° cpm) hybridisiert.

poly(A)-RNS Gesami-RNS

Abbildung 16: Northern Blot zum Test der Spezifitdt der radioaktiv markierten DNS-Sonde. Auf einem
Formamid-Agarosegel wurden von einer poly(A)-RNS-Préaparation aus HeLa-Zellen (Spur 1 bis 3) 195 ng (1),
19,5 ng (2) bzw. 1,95 ng (3) sowie von einer gesamt-RNS-Préparation aus HeL a-Zellen (Spuren 4 bis 6) 1 ug
(4), 0,1 ug (5) bzw. 10 ng (6) elektrophoretisch getrennt. Nach Ubertragung der RNS auf eine positiv geladene
Membran und eine einstiindige Préhybridisierung wurde die Membran mit einer radioaktiv-markierten, RACK 1-
spezifischen Sonde Uber Nacht hybridisiert. Das radioaktive Signal wurde nach mehrmaligem Waschen der
Membran durch Exposition auf einer Biolmager-Platte detektiert.

Die Sonde detektierte nur eine einzelne RNS-Bande. Bei der Poly(A)-RNS (Abbildung 16,
Proben 1 bis 3) war nur bei der hochsten Konzentration von 195 ng RNS (Probe 1) ein
deutliches Signal zu erkennen. Bei der Gesamt-RNS (Proben 4 bis 6) war ein etwa
vergleichbares Signal bel 1 ug RNS detektierbar (Probe 4) und eine sehr schwache Bande bei
100 ng (Probe 5). Damit liefd sich mit dieser Sonde im Northern Blot eine einzelne mRNS
detektieren. Somit war die Sonde geeignet, um RACK1-mRNS im ,, Multiple Tissue Northern
Dot Blot* (MTN) zu detektieren.

Bel dem MTN ist die mRNS aus 43 verschiedenen Geweben erwachsener Menschen und von
sieben Gewebetypen aus humanen Foten aufgetragen. Dabel wurden die RNS-Mengen gegen
vier als gleichwertig exprimiert angesehene mRNS-Spezies normalisiert. Dartiber hinaus sind
auf der Membran acht Negativkontrollen aufgetragen, um sicherzustellen, dass keine
unspezifische Bindung der Sonde detektiert wird. Die einzelnen Gewebetypen sowie die
Negativkontrollen sind der Tabelle unter der Autoradiographie des MTN zu entnehmen
(Abbildung 18). Nachdem durch den Test-Northern Blot gezeigt werden konnte, dass die
Sonde nur mit der RACK1-RNS hybridisierte, wurde der MTN nach einer einstiindigen
Prahybridisierung mit 1x 10° cpm der RACK 1-Sonde iber Nacht hybridisiert. Das Ausmald
der Hybridisierung wurde durch Exposition des Blot gegen Rontgenfilm und Biolmager-
Platte dokumentiert.
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Abbildung 17: Northern Dot Blot mit RNS aus unterschiedlichen humanen Geweben (Multiple Tissue
Northern Dot Blot; MTN). Im oberen Teil der Abbildung (1) ist das Autoradiogramm des mit einer radioaktiv
markierten RACK1-DNS-Sonde inkubierten Blots gezeigt. Aus der Tabelle im unteren Teil der Abbildung (I1)
geht hervor, aus welchem Gewebe die eéinem Spot zugeordnete RNS stammt. Die am unteren Ende der Membran
aufgetragenen Nukleinsduren (H1 bis H7) dienen als Negativkontrollen.
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Die Autoradiographie des MTN zeigte, dass die RACK1-mRNS in allen humanen Geweben
vorliegt, wahrend die Sonde bei den Negativkontrollen (H1 bis H8) kein Signal erzeugte. Aus
der unterschiedlichen Signalstérke lief3 sich ableiten, dass bei adulten Menschen die RACK 1-
Expression im Gehirn (Al bis B7) geringer ist als in den anderen Geweben. In den
Eierstocken, der Bauchspeicheldriise und dem Appendix (D2, D3 und F1) war die Expression
strker as in den meisten anderen Geweben. Im Unterschied dazu erreichte die RACK1-
MRNS-Synthese in allen fétalen Geweben (G1 bis G7) ungeféhr das gleiche Ausmal3, in
Gehirn (G1) und Herz (G2) etwas geringer alsin Niere (G3) bzw. Thymus (G6). Insgesamt ist
die RACK1-mRNS-Konzentration in sich teilenden Geweben hoher as in ruhenden. Es lief3
sich zeigen, dass RACK1 in der Lunge (F2), dem primédren Zielorgan einer Influenza A
Virus-Infektion, in hohem Mal3e exprimiert wird. Dadurch steht esin vivo fur eine Interaktion
mit dem virden M1-Protein zur Verfigung. Da das RACKL1 in allen hier untersuchten
Geweben exprimiert wurde, spielt die RACK1-M1-Interaktion anscheinend keine Rolle fur

einen Gewebstropismus einer Influenzavirus-Infektion.

4.5 Modelle zur Funktion der RACK1-M1-Interaktion

Nachdem das RACK1-Protein im Two Hybrid Screen als Interaktionspartner des viradlen M1-
Proteins identifiziert worden war und die Interaktion zwischen RACK1 und M1 in in vitro-
Kopréazipitationsexperimenten bestétigt werden konnte, stellte sich die Frage, welche
Funktion die gefundene Protein-Protein-Interaktion im Kontext der viralen Infektion der
Wirtszelle haben konnte. RACK1 war urspringlich durch seine Fahigkeit identifiziert
worden, die aktivierte Form der Proteinkinase C (PKC) zu binden und an zelluldre
Membranen zu verankern (Ron et al., 1994). Aufgrund dieser Tatsache wurden die drei
folgenden Modelle denkbarer Funktionen der RACK1-M1-Interaktion entwickelt und
getestet.

1. Influenza A Viren schniren sich zum spédten Zeitpunkt der Infektion von der
zelluldren Plasma-Membran ab. Die Bedeutung des M1-Proteins bei diesem Vorgang
war schon lange diskutiert worden und konnte vor kurzem bestétigt werden (Gomes-
Puertas et a., 2000). Der genaue Mechanismus zur Bildung reifer Viruspartikel ist
jedoch noch nicht vollstandig verstanden. RACK1 assoziiert an zelluldre Membranen.
Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Bindung des M1-Proteins an RACK 1
eine Rolle beim Zusammensetzen der neugebildeten Virionen und deren Abschniren
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von der Wirtszelle am Ende des Infektionsverlaufes spielen konnte. Ein analoger
Mechanismus konnte bei Rhabdoviren gezeigt werden, bei denen das Matrixprotein
mit zelluléren WW-Domaéanen-Proteinen interagieren muf3, um ein Abschniiren von der
Wirtszellmembran zu erméglichen (Harty et al., 1999).

2. DasM1-Protein des Influenza A Virusstammes WSN/33 wird von bisher unbekannten
Kinasen hauptsachlich an Serinresten phosphoryliert (Gregoriades et al., 1984,
Gregoriades et a., 1990). RACK1 bhindet die aktivierte Form der Serin-
/Threoninkinase PKC (Ron et a., 1994). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass
die PKC das M 1-Protein phosphorylieren konnte. In diesem Falle konnte die tiber den
Adapter RACK1 vermittelte N&he zwischen Kinase und Substrat die M1-
Phosphorylierung in der Zelle beglinstigen.

3. RACK1 interagiert mit verschiedenen zelluléren Komponenten. Durch die Bindung
des M1-Proteins an den Bindungspartner RACK1 konnte die Bindung solcher

Komponenten und damit ihre Funktion modifiziert werden.

Diese drei Modelle stellen die theoretische Grundlage der nachfolgenden Experimente dar,
mit denen mogliche Funktionen der Interaktion zwischen dem zelluldren RACK1 und dem

virdlen M 1-Protein untersucht wurden.

4.5.1 Untersuchungen zur M1-RACKZ1 Interaktion: Spielt RACK1 eine Rolle beim
viralen Assemblierungsprozess ?
Da angenommen wird, dass RACK1 bei der Verankerung der aktivierten PKC an zelluldre
Membranen eine Rolle spielt, wurde untersucht, ob RACK1 as zeitweise
membranverankertes Protein Uber die Interaktion mit dem M1-Protein eine Rolle bel der
Virusreifung und Knospung spielt. Dabel wurde zunéchst von der Hilfsannahme
ausgegangen, dass RACK1 in einem solchen Falle zumindest zu einem gewissen Teil in die
Virionen integriert werden kénnte. Um dies zu Uberprifen, wurde versucht, RACKL1 in

Virionen nachzuweisen.

4511 RACK1|&sst sich nicht in aufgereinigten Virionen nachweisen

Influenza A Virionen wurden aus der Allantoisflissigkeit von 20 infizierten, embryonierten
Huhnereiern zunéchst Uber Adhé&sion an Erythrozyten und anschlief3end Uber
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Gradientenzentrifugation aufgereinigt. Sie wurden aus der Saccharosefraktion pelletiert und in
250 ul TBS euiert. Ein HA-Test ergab fir die daraus resultierende Virussuspension 2° HA-
Einheiten/100 pl. Dies entspricht nach Literaturwerten ca. 5 x 10" PFU (plague forming units)
bzw. 5 x 10° Partikeln nach elektronenmikroskopischer Auszshlung (Barret & Inglis, 1984).
Fur die Western-Blot Analyse wurden von dieser Virussuspension auf das SDS
Polyacrylamidgel Verdiinnungen aufgetragen, die demnach ca. 10° bis ca. 10° Viruspartikel
enthielten.

In der Immundetektion lief?en sich mit dem a-M1-Antikorper steigende Mengen des M1-
Proteins detektieren. In der hdchsten getesteten Virionenkonzentration fand ein Ausbleichen
des Signals statt, was auf den rapiden Abbau des Luminiszens-Substrats infolge sehr hoher
Konzentration des Antigens zurtckzuftihren ist. Der a-RACK1-Antikorper hingegen
detektierte bel den getesteten Virus-Mengen kein RACK1-Protein und erkannte das Protein
nur in dem als Positivkontrolle aufgetragenen Jurkat-Zelllysat.

Aufgereinigte Virionen

Jurkat — Allantois 10° 106 107 108

o-M1 ety

a-RACK1 | =

Abbildung 18: Detektion von M1-Protein und RACK1 in aufgereinigten Virionen. Influenza A Viren
wurden aus der Allantoisflissigkeit von infizierten, embryonierten Hihnereiern erst durch Adhadsion an
Erythrozyten und dann durch Zentrifugation in einem Saccharosegradienten stufenweise aufgereinigt und nach
Pelletierung in TBS aufgenommen. Aus dem HA-Titer der Suspension wurde die Anzahl an Viruspartikeln nach
einem Richtwert abgeschétzt. Die Spuren eines SDS-Polyacrylamidgels wurden mit den daraus resultierenden
Virionen-Mengen beladen. Im nachfolgenden Western Blot wurden die Proteine M1 und RACK1 mit den
entsprechenden Antikorpern detektiert. Dabel dienten Jurkat-Zelllysat und ein Aliquot Allantoisflissigkeit aus
infizierten Eiern a's Positivkontrolle des a-RACK- bzw. des a-M1- Antikorpers.

Daraus lief sich folgern, dass RACK1 nicht in detektierbaren Ausmalien in Influenza A
Virionen integriert wird. Allerdings folgt daraus nicht zwingend, dass das RACK1 keine
Rolle bei der viradlen Assemblierung an der Membran spielt. Es wére ebenso denkbar, dass
nach der Membranverankerung der viralen Komponenten der zelluldre Verankerungsfaktor
aus dem sich abschnirenden Membransegment aussortiert wird.
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4512 RACK1 und M1 zeigen keine Komigration in der Membran-Fraktion Influenza A
Virus-infizierter MDCK-Zéellen

Wenn die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-Protein bel der Assemblierung der
Viruspartikel eine Rolle spielt, sollte RACK1 in infizierten Zellen zusammen mit dem M1-
Protein an der Membran nachweisbar sein. Zur Untersuchung der Frage, ob RACK1
zusammen mit dem M1-Protein an der zellularen Membran lokalisiert ist, wurden die
Membranen infizierter Zellen mit Hilfe der Flotationsanalyse (beschrieben in (Sanderson et
al., 1993)) von der zytoplasmatischen Fraktion und unléslichen Bestandteilen getrennt. Aus
der Interphase-Fraktion, in der sich die Membranen anreichern, wurden Immunprézipitationen
mit spezifischen Antikorpern gegen das M1-Protein und gegen das RACK1-Protein
durchgefuihrt. Als Kontrolle wurden die gleichen Prézipitationen ebenfalls aus der Boden-

Fraktion vorgenommen, in der sich die zytoplasmatischen Bestandteile anreichern.

Wahrend sich das M 1-Protein in dem Lysat infizierter Zellen sowohl aus der Fraktion mit den
zytoplasmatischen Bestandteilen als auch aus der Membranfraktion prazipitieren liefd (Spuren
M1), konnte das RACK1 nur aus der zytoplasmatischen Fraktion gefdlt werden (Spuren
RACK1).

A B Posi- Boden: Inlerphase:
— nukledires Lyloplasma- ¥lembran-
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10" | LT
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60 %o (wiw) Saccharose

Abbildung 19: Das virale M1-Protein liegt in der infizierten Zelle an Membranen gebunden vor, nicht
aber das RACK1. MDCKII-Zellen wurden nach achtstiindiger Infektion mit Influenza A/WSN/33-Viren in
hypotonischem Puffer lysiert und zur Flotationsanalyse im nicht-linearen Gradienten aufgetrennt. Die
Saccharose-Konzentrationen (w/w) der einzelnen Stufen sind unter A) angegeben. B) Aus jeweils 250 pl der
Zytoplasma und der Membran-Fraktion wurden Immunprézipitationen mit polyklonalem a-M1-Serum (M1)
bzw. monoklonalem a-RACK1-Antikorper (RACK) durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Antikdrper wurden 2 % des
in die Flotationsanalyse eingesetzten Lysats auf dem Gel aufgetrennt (Postnukledres Lysat). Die prézipitierten
Proteine wurden im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im anschlief3enden Western Blot detektiert.

RACK1 und das M1-Protein liegen also in der infizierten Zelle nur im Zytoplasma
gemeinsam vor. Demnach ist eine Beteiligung des RACK 1 am viralen Assemblierungsprozess

unwahrscheinlich. Méglicherweise spielt die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-
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Protein gemal dem zweiten, postulierten Modell ene Rolle bei der M1-
Proteinphosphorylierung. Die Maoglichkeit, dass das M1-Protein das RACK1 an der
Membranlokalisation hindert, konnte ausgeschlossen werden, da RACK1 in Mock-infizierten
Zellen ebenfalls nicht an der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte (Daten hier nicht

gezeigt).

4513 In der Immunfluoreszenz zeigt sich eine zytoplasmatische Kolokalisation von
RACK1 und dem M1-Protein

Die Lokalisation von RACK1 und dem MI1-Protein wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz in Influenzavirus-infizierten Zellen untersucht. Dazu wurden auf
Deckgléschen kultivierte MDCKII-Zellen fur acht Stunden mit Influenza A/WSN/33-Viren
(MOI: 10) infiziert. AnschliefRend wurden die Zellen gemal? 3.5.4 fixiert, permeabilisiert und
mit den priméren Antikorpern a-RACK1 (IgM) und a-M1 (1gG) inkubiert. Die priméren
Antikérper wurden mit Texas-Red-gekoppeltem a-Maus-IgM- bzw. FITC-gekoppeltem a-
Maus 1gG-Antikorper geférbt. Die Lokalisation der Proteine wurde durch Bestrahlung mit
UV-Licht in einem Fluoreszenz-Mikroskop (Nikon) sichtbar gemacht und mit einem

Digitalkamerasystem (Diagnostic Instruments, inc.) dokumentiert.

RACK1 ist fast ausschliefdlich im Zytoplasma lokalisiert, wo es an der Plasma-Membran fast
nicht detektierbar ist, aber im Bereich um den Zellkern akkumuliert. Im Zellkern wird kein
RACK1 detektiert. Nach achtstindiger Infektion war das M1-Protein im Zellkern ebenso wie
im gesamten Zytoplasma nachzuweisen. Eine Lokalisation an den duf3eren Membranen, den
Bereichen der Virus-Neubildung und —Abschnirung, war ebenfalls deutlich nachweisbar.
Durch Uberlagerung der beiden Bilder (merge) zeigten sich zellulére Bereiche, in dem beide
Proteine lokalisiert waren, as gelb-orange Farbung. Diese befanden sich im direkten Umfeld
der Zellkerne, nicht jedoch an der Zellmembran. Wenngleich eine Kolokalisation von
Proteinen nur durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie gezeigt werden kann, so 1&/% sich
doch sagen, dass in den orange geféarbten Bereichen der ,, merge” -Abbildung beide Proteine in

raumlicher Nahe zueinander lokalisiert sind.
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Abbildung 20: Lokalisation von RACK1 und dem M1-Protein in Influenza A Virus-infizierten MDCKI |-
Zéelen. MDCKII-Zellen wurden acht Stunden nach Infektion mit Influenza A/WSN/33 Viren fixiert,
permeabilisiert und mit Antikorpern gegen RACK1 bzw. das M 1-Protein inkubiert. AnschliefRend wurden diese
Antikdrper durch geeignete, mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Sekundéarantikdrper detektiert. Durch UV-
Anregung war dadurch RACK1 durch rote und das M1-Protein durch griine Fluoreszenz im Mikroskop zu
erkennen. Eine Uberlagerung der beiden Bilder (merge) deutet den Bereich moglicher Kolokalisation an.

Aus den Ergebnissen dieser Experimente liefd sich schlief3en, dass die Interaktion zwischen
dem viralen M1-Protein und dem zellularen RACK1 bel der Virus-Morphogenese an der

Zellmembran vermutlich keine Rolle spielt.

4.6 Phosphorylierung des viralen M1-Proteins durch zellulare Kinasen

Das M1-Protein des Influenza A Virus Stammes WSN/33 wird vornehmlich an Serinresten
phosphoryliert (Gregoriades et al., 1984; Gregoriades et a., 1990). Bisher sind weder die
vermittelnden Enzyme noch die Funktionen der Modifikation bekannt. Da eine
hyperphosphorylierte Mutante des M1-Proteins im Zellkern akkumuliert (Whittaker et al.,
1995), ist es jedoch vorstellbar, dass die intrazelluldre Lokalisation des M1-Proteins durch
Phosphorylierung reguliert wird. Da das M1-bindende Protein RACK1 als Rezeptor der
aktivierten Kinase PKC identifiziert worden ist (Ron et a., 1994), erschien es moglich, dass
die PKC in die Phosphorylierung des M 1-Proteins involviert ist. Um dieses zu untersuchen,
wurde as erstes die Aminosduresequenz des M1-Proteins mit Hilfe eines
Computeralgorithmus auf Motive durchsucht, die von Proteinkinasen erkannt werden. Das
Programm PROSITE (Hofmann et a., 1999), das im Internet auf der Homepage ExPASy
(Expert Protein  Analysis System) des Schweizer Institutes fir Bioinformatik
(http://lwww.expasy.ch/sprot/prosite.html) zur Verfigung steht, ermittelte insgesamt finf
Aminosauren, die von Proteinkinasen phosphoryliert werden konnten. Zwei davon befanden
sich in Konsensus-Sequenzen, die von der Proteinkinase Caseinkinase Il (CKII) erkannt
werden konnten, namlich die Threoninreste T5 und T 37. Die drei anderen Aminosauren

waren in einem Kontext, in dem sie von der Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden



92

konnten. Dabei handelte es sich um zwei Serine in den Positionen S70 und S 161 und einem
Threonin in der Position T 185. Fur die PKC gibt das PROSITE-Programm die
Erkennungssequenz S/T-X-R/K an, wobei X jede beliebige Aminosiure sein kann.

T.EVE S,ER S.e;HR
y DLE T135 AK

252

Ml vipid-bindende Domane

l Eemlokalisierngs-Signal / RNS-bindende Doméne
E vorhergesagte Zink-Finger Domine

Abbildung 21: Computergestiitzte Identifizierung von potentiellen Phosphorylierungsstellen des M1-
Proteins. Mit dem Programm PROSITE lassen sich bei gegebener Proteinsequenz Erkennungsstellen fir
Kinasen vorhersagen. Bei einer solchen Analyse der Aminosiuresequenz des M1-Proteins vom Influenza A
Virus PR/8/34 fanden sich fUnf potentielle Phosphorylierungsstellen. Zwei Threoninreste liegen in Konsensus-
Sequenzen der Caseinkinase Il (CKII) an Position 5 und Position 37 (kursiv dargestellt). Ein weiteres Threonin
(an Position 185) und zwei Serinreste (an Position 70 und 161) liegen in Erkennungsbereichen der Proteinkinase
C (PKC) (fett dargestellt).

4.6.1 Das M1l-Protein wird durch aufgereinigte PKC, nicht aber durch CKIll
phosphoryliert

Nachdem in der M1-Proteinsequenz potentielle Erkennungsstellen fir die Proteinkinasen

PKC und CKII identifiziert worden waren, wurde untersucht, ob diese beiden Kinasen das

M1-Protein phosphorylieren konnen. Dabel wurde zunéchst bakteriell exprimiertes M1-

Protein als Substrat verwendet. Bei der Verwendung von M1-Protein aus Virionen bestand

das Risiko, dass aufgrund bereits bestehender Phosphorylierungen das Ergebnis nicht zu

ermitteln ware.

Zunéchst wurde die M1-Protein-Expressionskassette aus dem Plasmid plexA-M1
ausgeschnitten und in den Vektor pGEX 5x-1 integriert. Das so erzeugte Plasmid pGEX-
M1wt wurde nach seiner Bestétigung im Kontrollverdau und in der Sequenzierung in den
Expressionsstamm BL 26 transformiert. Durch Zugabe von 1 mM IPTG liel3 sich die
Synthese des vorhergesagten 53 kDa-Protein (25 kDa des GST-Anteils und 28 kDa des M 1-
Anteils) induzieren (Daten nicht gezeigt). Nach der Induktion im grof3en Mal3stab wurde das
Protein durch Bindung an Glutathion-Sepharose gereinigt und as Substrat in
Kinasierungsexperimenten mit gereinigter PKC (Calbiochem) bzw. gereinigter CKIl (New
England Biolabs) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente aufgereinigtes GST. Die
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Phosphorylierungen wurden durch den Einsatz von [¢>?P]-ATP detektierbar und durch
Auflegen eines Rontgenfilms auf das getrocknete SDS-Polyacrylamidgel sichtbar gemacht.

Es zeigte sich, dass 35 Milli-Einheiten PKC zu einer deutlichen Phosphorylierung des M1-
Proteins fihrten (Abbildung 23 A, PKC). Dagegen fihrte eine Inkubation mit 500 Einheiten
der CKII nur zu einer schwachen Markierung des M1-Proteins, die nur leicht oberhalb des
Hintergrundsignals lag (Abbildung 23 A, CKII). In diesem Zusammenhang sel auf die im
Material und Methoden-Tell erlauterten Unterschiede in der Einheitsdefinition der
verwendeten Kinasen hingewiesen. Demnach war die in den CKIl-Anséizen eingesetzte
Enzymaktivitédt ca. 14-fach hoher als bel den PKC-Experimenten. Keine der beiden
eingesetzten Kinasen phosphorylierte das bakterielle GST-Protein. Die Funktionalitét beider
Kinasen wurde in paralel durchgefihrten Kontrollexperimenten mit dem Substrat MBP
(Myelin Basic Protein) nachgewiesen. Sie sind hier nicht gezeigt.

PKC CKII
A M GST GST-Ml GST GST-Ml
M GST-M1 —» —
GST—> 3
B GsTMm1— P e
GST—» - - wew

Abbildung 22: Phosphorylierung von bakteriell exprimiertem M1-Protein durch gereinigte
Proteinkinasen. Nach Aufreinigung an Glutathion-Sepharose wurde GST-M1 mit 35 Milli-Einheiten
Proteinkinase C (PKC) oder 500 Einheiten Caseinkinase Il (CK I1) in Anwesenheit von 10 uCi [g*P]-ATP fir
15 Min. bei 30°C inkubiert. Nach der Gelelektrophorese lief’ sich eine Phosphorylierung in der Autoradiographie
nachweisen. A) Autoradiographie der Kinasierungsexperimente mit Proteinkinase C (Spuren PKC) und
Casainkinase Il (Spuren CKIl). Fur jeden Ansatz ist das Substrat (Spuren GST-M1) und die Negativkontrolle
(Spuren GST) aufgetragen. Die Positionen der erwarteten Proteinbanden ist am linken Rand durch Pfeile
markiert. In der Markerspur (M) sind die Léngenmarkerbanden fur 46 und 29 kDa zu erkennen. B) Coomassie-
Brillant-Blau-Férbung des korrespondierenden SDS-Polyacrylamidgels.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Phosphorylierung des bakteriell exprimierten M1-
Proteins durch gereinigte PKC moglich war, stellte sich die Frage, ob das M1-Protein
ebenfalls in seiner nativen Form phosphoryliert werden kdnnte. Dazu wurde das native M 1-
Protein aus Virionen isoliert und mittels eines a-M 1-Kaninchenserums an Protein A-Agarose
immobilisert. Das so aufgereinigte virde M1-Protein diente as Substrat in

Kinasierungsexperimenten, die unter den gleichen Bedingungen durchgeftihrt wurden wie bei
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den Versuchen mit GST-M1 als Substrat. Als Negativkontrolle wurden an Protein A-Agarose
immobilisierte a-M 1-Antikorper eingesetzt.

A) Mle[ .

B)

IgG*: Sy

Abbildung 23: Phosphorylierung des aus Virionen aufgereinigten M 1-Proteins. Aus Virionen isoliertes und
immunpréazipitiertes M1-Protein wurde mit 35 Milli-Einheiten PKC (Spuren PKC) oder 500 Einheiten CKI|
(Spuren CKI1) mit je 10 uCi [g->? P]-ATP im entsprechenden Puffer fiir 15 Min. bei 30°C inkubiert (Spuren M1).
Als Negativkontrolle dienten Kinasierungsansdtze mit immobilisierten Antikérpern ohne virales Protein. A) Die
Phosphorylierung wurde mittels Autoradiographie dokumentiert. B) Zur Kontrolle der eingesetzten Mengen
wurden die Proteine im Western Blot mit einem a-M1-Kaninchenserum detektiert. Die Positionen des M1-
Proteins (M1) und desin (B) ebenfalls erkannten Antikorpers aus der Immunprézipitation (IgG) sind am linken
Rand durch Pfeile markiert.

In der Autoradiographie zeigte sich, dass die PKC in der Lage war, auch das native M1-
Protein zu phosphorylieren. Die CKII-Behandlung des nativen M1-Proteins flhrte zu keiner
bemerkenswerten Phosphorylierung. Durch keine der beiden Kinasen fand ein
Phosphorylierung der Negativkontrollen statt. Die Positivkontrollen der Kinasen waren in
beiden Fallen positiv (Daten hier nicht gezeigt). Damit konnte gezeigt werden, dass die PKC,
fur die drel potentielle Erkennungsstellen auf dem M1-Protein vorhergesagt worden waren,
sowohl bakteriell exprimiertes, als auch natives, aus Virionen aufgereinigtes M1-Protein
phosphorylieren kann. Die CKII, fur die ebenfalls zwei Erkennungsstellen postuliert worden
waren, ist hingegen nicht imstande, das M1-Protein zu phosphorylieren, weder in der

bakteriell exprimierten, noch in der nativen Form.

4.6.2 Phosphorylierung von rekombinantem M1-Protein durch zellulare Extrakte
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die aufgereinigte PKC in der Lage war, sowohl
bakteriell exprimiertes als auch aus Virionen aufgereinigtes M1-Protein zu phosphorylieren,
stellte sich die Frage, ob sich durch das Lysat von Wirtszellen ebenfalls eine
Phosphorylierung des M 1-Proteins erreichen lief3.

Dazu wurden MDCKII-Zellen in hypotonem Puffer mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators
lysiert. Der Uberstand wurde nach dem Entfernen der Zelltrimmer eingesetzt, um bakteriell
exprimiertes M1-Protein zu phosphorylieren. Es zeigte sich, dass das M1-Protein durch das
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Zélllysat phosphoryliert wurde. Um zu untersuchen, ob die phosphorylierende Aktivitét in
dem Zdllysat auf die PKC zurickzufihren sein konnte, wurden in parallelen
Kinasierungsversuchen steigende Konzentrationen des Proteinkinase-Inhibitors GF 109203X
eingesetzt, der sich durch eine hohe Spezifitét fir die PKC auszeichnet (Toullec et al., 1991).

Durch Zugabe steigender Konzentration dieses Inhibitors wurde die Phosphorylierung des
M1-Proteins durch das zellulére Lysat zunehmend inhibiert. Daraus lief3 sich schlief3en, dass
es sich bei der Kinase, die das M1-Protein modifizierte, sehr wahrscheinlich um die PKC
handelte.

- 0.1 1.0 10.0
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Abbildung 24: Inhibition der M 1-Protein-Phosphorylierung in Zelllysaten durch den PKC-spezifischen
Inhibitor GF 109203X. Bakteriell exprimiertes GST-M1 wurde nach seiner Immobilisierung an Glutathion-
Sepharose mit dem Lysat hypotonisch aufgeschlossener MDCKII-Zellen inkubiert, dem 10 uCi [¢*P]-ATP
zugegeben worden war. Nach 15 Min. Inkubation bei 30°C wurden die Proben aufgereinigt und auf eéinem SDS-
Polyacrylamidgel separiert. Zur Detektion der Phosphorylierung wurde das Gel gegen Rontgenfilm exponiert.
Im oberen Teil ist die Autoradiographie gezeigt (*P), im unteren die Coomassie-Brillant-Blau-Férbung des
gleichen Bereichs (Coomassi€). Uber den einzelnen Spuren sind die Konzentrationen des eingesetzten Inhibitors
GF 109203X in uM angegeben.

4.6.3 Phosphorylierung des rekombinanten M1-Proteins durch PKC-Isoformen

Von der Proteinkinase C sind bisher elf Isoformen identifiziert worden, die in drei Gruppen
unterteilt werden (zusammengefasst in (Liu, 1996)). Zu den klassischen PKC (cPKC), deren
Aktivierung von der Anwesenheit von Ca?*-lonen und Phosphoserin abhéngt, zéhlen die
Isoformen PKCa, PKCg und die beiden Spleif3varianten PKCbl und bll. Die Isoformen der
neuen PKC (nPKC), PKCd, PKCe, PKC? und PKC?, sind in ihrer Aktivierbarkeit von Ca?*
unabhéangig. Zur Gruppe der sogenannten atypischen PKC (aPKC) gehdren die Isoformen
PKC?und PKC7?. Aulerhalb dieser Klassifizierung gibt es noch die PKCy, die eine Position
zwischen den nPK C und den aPK C einnimmt. Danur die cPKC Uber den Bereich verfiigen, in
dem die RACK1-Bindestelle kartiert worden ist (Ron & Mochly-Rosen, 1994), kann

angenommen werden, dass auch nur diese Isoformen in der Lage sind, an RACK 1 zu binden.
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Die in den vorherigen Versuchen verwendete PKC war aus Rattenhirnen isoliert worden.
Dabei handelte es sich um ein Gemisch aus verschiedenen Isoformen. Die bisherigen Daten
gaben keinen Hinweis darauf, welche der PKC-1soformen fir die Phosphorylierung des M 1-
Proteins verantwortlich war. Wenn die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-Protein
eine Rolle bei der M 1-Proteinphosphorylierung spielt, sollte die dabei beteiligte PK C-1soform
in der Lage sein, an RACK1 zu binden. Deshalb wurden verschiedene PKC-lsoformen auf
ihre Fahigkeit untersucht, das M 1-Protein zu phosphorylieren. Im einzelnen wurden dabei ale
cPKC (also die PKCa, bl, bll und g), zwei I1soformen von den nPKC (PKCd und €) und eine
aPKC (PKC?) eingesetzt. Die Experimente wurden wie in 4.6.1 mit bakteriell exprimiertem
GST-M1-Protein durchgefuhrt. Dieses wurde an Glutathion-Sepharose immobilisiert mit
PKC-Kinaseassaypuffer versetzt, der in jedem Falle alle Kofaktoren beinhaltete. Zu den
Ansédtzen wurden jeweils 50 Milli-Einheiten der jeweiligen Kinase-Isoformen gegeben und
die Reaktionen wurden 15 Min. bei 30°C inkubiert und Uber SDS-Gelelektrophorese
ausgewertet (3.5.9.1). Nach der beschriebenen Aufarbeitung und Auswertung der Proben

ergab sich das folgende Ergebnis:
PK C-I sofor men | M 1-Phosphorylierung
PKCqg ++
PKCa ++
PKChblI +
PKCbl -
PKCe -
PKCd +
PKC? -

Tabelle 5: Phosphorylierung des bakteriell exprimierten M1-Proteins durch PKC-lIsoformen. Die
Kinaseassay wurden so durchgefiihrt, wie esin der Legende der Abbildung 23 beschrieben ist. Die Bewertungen

bedeuten: - = keine erkennbare Phosphorylierung; += deutliche Phosphorylierung; ++ = sarke
Phosphorylierung).

Von den cPKC phosphorylieren die PKCg, die PKCa und die PKCbIl das M1-Protein, dabei
ist die Phosphorylierung durch die PKCg am stérksten. Die PKCbl phosphoryliert das M 1-
Protein nicht. Die PKCd phosphoryliert als einzige nicht-cPKC ebenfalls das M1-Protein. Die
PKCe und ? zeigten keine Phosphorylierungsaktivitéat gegentiber dem M1-Protein. Da das
M1-Protein von PKC-lIsoformen phosphoryliert wird, die ebenfalls mit dem RACK1
interagieren, fand sich in diesen Experimenten eine deutliche Unterstiitzung der Annahme,
dass die Interaktion zwischen dem zelluléren RACK1 und dem viralen M 1-Protein eine Rolle

bei dessen Phosphorylierung spielt.
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4.7 Modifikation der RACK1-Funktion durch die Interaktion mit dem
viralen M1-Protein

Das dritte fur die Funktion der RACK 1-M 1-Interaktion postulierte Modell unterstellt, dass die
normalen, zelluldren Funktionen des RACK1 durch das virale M1-Protein moduliert werden
(4.5.1). Der optimale Weg zur Uberpriifung dieser Hypothese wére die Untersuchung, ob die
Infektion in Wirtszellen verandert wird, wenn diese kein RACK1 exprimieren. Allerdings ist
bisher keine RACK 1-freie Zélllinie publiziert worden und die Multiple Tissue Northern Blot
Untersuchungen zeigten, dass RACK1 in allen Geweben exprimiert wird. In Anbetracht der
Tatsache, dass das RACK1-Protein in allen Saugetieren auf3erordentlich hoch konserviert ist,
ist es wahrscheinlich, dass RACK1-freie Zellen nicht zu erhalten sein werden. Daher wurde
Uberlegt, die Bedeutung der Interaktion zwischen RACK 1 und dem M1-Protein mit Hilfe von
rekombinanten Viren zu untersuchen, bei denen der RACK1-bindende Bereich des M1-
Proteins zerstort worden ist. Dazu musste dieser Bereich zunéchst kartiert werden.

4.7.1 Untersuchungen zur M1-RACKI1-Interaktion: Kartierung der Bereiche, die
Protein-Protein-Interaktion vermitteln

In einem Kopréazipitationsansatz wurde das verkirzte RACK1-Peptid 4 1Il 1 an GST
fusioniert eingesetzt, um M1-Protein-Mutanten,auf ihre RACK 1-Bindung zu testen. Uber ihre
radioaktive Markierung konnten dann die mit Glutathion-Sepharose prézipitierten Proteine in
der Autoradiographie eines Polyacrylamidgels nachgewiesen werden. Um die
Prézipitationseffizienz der einzelnen Experimente vergleichen zu konnen, wurde die
Radioaktivitét mit einem Biolmager quantifiziert. Das Ausmal3 der spezifisch prézipiterten
Radioaktivitéat der M1-Mutante wurde auf die Menge an Radioaktivitét bezogen, die in das
Experiment eingesetzt worden war. Anhand der so ermittelten Effizienzen lief3en sich die
einzelnen M1-Mutanten in ihren RACK 1-Bindeeigenschaften vergleichen.

4711 Identifizierung von M1-Bereichen, die RACK1-Bindung vermitteln

Als Matrize fur die in vitro Transkription und Translation dienten pcDNA3.1-Plasmide, bei
denen die cDNS-Sequenzen der jeweiligen M1-Proteinmutanten hinter einen T7-RNS-
Polymerasepromotor integriert worden waren. Die unterschiedlichen cDNS-Sequenzen waren
mittels PCR aus der vollstandigen M1-Protein-cDNS-Sequenz unter der Verwendung der
jeweils geeigneten Oligonukleotid-Primer erzeugt worden. Die Léngen der jeweiligen cDNS-
Fragmente und der daraus resultierenden Polypeptide sind in der Tabelle 6 zusammengefasst.
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Nach der Integration der cDNS-Fragmente in das Plasmid pcDNA 3.1 wurden die Konstrukte
durch Sequenzierung und durch in vitro-Synthese des entsprechenden Polypeptids bestétigt,
bevor die Koprézipitationen durchgefuhrt wurden (Daten hier nicht gezeigt).

Langeder amplifizierten | L&ngedesresultierenden

Bezeichnung cDNS Polypeptids

M1 wt 760 Bp 252 AS=27,5kDa
a) carboxyterminal verkirzt:

M1 (1-200) 605 Bp 200 AS=22kDa
M1 (1-135) 410Bp 135 AS=15kDa
M1 (1-112) 340 Bp 112 AS=12kDa
M1 (1-90) 275Bp 90 AS=10kDa
b) aminoter minal verkiir zt:

M1 (50-252) 735Bp 203 AS=22kDa
M1 (76-252) 536 Bp 177 AS=19kDa
M1 (91-252) 494 Bp 163 AS=18kDa
M1 (113-252) 423 Bp 141 AS=16kDa
M1 (135-252) 354 Bp 118 AS=13kDa

C) intern deletiert:
M1?91-115 684 Bp 228 AS=23kDa

Tabelle 6: Mutanten des M 1-Proteins. Die Mutanten sind nach den enthaltenden Aminosduren (AS) des M1-
Proteins benannt. Die Lange der korrespondierenden M1-cDNS und die errechnete molekulare Masse der M 1-
Fragmente sind angegeben.

Bei den Koprazipitations-Experimenten wurden die einzelnen, in vitro synthetisierten M1-
Mutanten auf ihre Fahigkeit getestet, an GST-4111 1 bzw. GST zu binden. Nach der
Gelelektrophorese wurde die jeweils gebundene Radioaktivitdt durch Exposition auf einer
Biolmager-Platte detektiert.

M1 wt M1 (50-252)

GST- GST-
total GST RACK total GST RACK

Abbildung 25: Ermittlung der relativen RACK 1-Bindung von M 1-Mutanten im K opr &zipitationsansatz.
Das vollsténdige M1-Protein (M1 wt) und eine M1-Mutante (hier M1 (50 — 252)) wurden in vitro synthetisiert
und mit *S-Methionin radioaktiv markiert. Anschlieend wurden die Proteinsynthese-Ansitze mit bakteriell
exprimiertem und an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST- (Spuren GST) bzw. GST-4 1111 (Spuren
GST-RACK) inkubiert. Die Koprazipitationsansitze wurden nach dem Waschen auf Tris-Tricin-Gelen
aufgetrennt. Parallel zu den Proben wurde ein Aliquot von 5 % des in vitro-Expressions-Ansatzes mit
aufgetrennt (Spuren total). Die Dokumentation der radioaktiven Signale erfolgte durch Rontgenfilme und zur
Ermittlung der relativen RACK1-Bindung der Mutanten durch Exposition auf Biol mager-Platten.
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In Abbildung 25 ist eine solche gelel ektrophoretische Auftrennung des Prézipitationsansatzes
der M1-Protein-Mutante (50— 252) und des M1-Protein-Wildtyps dargestellt. Anschlief3end
wurden die detektierten Signale mit dem PC-BAS-Programm densitometrisch bestimmt.

Um die erhaltenen PSL-Werte (PSL: photostimulated luminiscense) miteinander vergleichen
zu konnen, wurde zunéchst fir jede getestete Mutante der in der GST-Prazipitation erhaltene
Wert as Hintergrund von dem der GST-4 111 1-Prézipitation abgezogen. Der dadurch
erhaltene, bereinigte Prazipitationswert wurde durch den Total-Wert geteilt. Das ist der
densitometrisch erhaltene Wert fir 5 % der in die Prazipitation eingesetzten M 1-Mutante. Der
resultierende Bindungswert fur die Mutante wurde anschlief3end durch den Wert fir die
jewells parallel analysierten M1-Wildtyp-Proben (Abbildung 25) geteilt und mit 100
multipliziert. Der sich ergebende Wert gibt die Bindung der Mutante relativ zum Wildtyp in
Prozent an.

' =
PSL(GST-RACK) - PSL (GST)
Mi1-Mut.
PSL{total)
rel. RACK1-Bindung - > “ x10
PSL{GST-RACK) - PSL (GST)
Mi-wt
PSL{total)
M ~

Zur Absicherung der Daten wurden diese Experimente fr jede Mutante dreimal durchgefiihrt
und die sich ergebenen Werte gemittelt. Die erhatenen Ergebnisse sind in Abbildung 27
zusammengefasst.

Bei sukzessiver Deletion von Bereichen des carboxyterminalen Endes des M 1-Proteins zeigte
sich, dass die Bindung an das RACK1-Protein (4111 1) bei Verkirzung von 112 auf 90
Aminosauren verloren ging. Im Vergleich zum vollstandigen M1-Protein fuhrte die Deletion
der C-terminalen 52 Aminosduren zu einer Reduzierung der Bindeféhigkeit. Weitere
Verkirzungen bis hin zur Expression der aminoterminalen 112 Aminosduren hatten keinen
weiteren Einfluss auf die RACK1-Bindung. Daraus lief3 sich schlief3en, dass im Bereich der
ersten 112 Aminosduren ein RACK1-bindender Bereich lokalisiert ist, der durch weitere
Deletion der Aminosduren 91 bis 112 inaktiviert wird. Der Bereich der carboxyterminalen

52 Aminosauren hat auf die RACK1-Bindung einen positiven Einfluss.
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Abbildung 26 Bindung von M 1-Protein-Mutanten an RACK1 (GST-4 111 1) im in vitro Koprazipitations-
Experiment. Bakteriell exprimiertes GST-4 1111 diente zur Prézipitation der benannten M1-Mutanten. Die
Stérke des jeweiligen Signals des préazipitierten Proteins wurde densitometrisch erfasst und auf die Menge des
eingesetzten Proteins bezogen. Dieser Wert wurde nach Abzug des GST-Hintergrundes auf den Wert der parallel
durchgefiihrten Prézipitation des Wildtyp (Wt)-M1 bezogen. Dadurch ergab sich die folgende Skalierung: -:
Hintergrund, +/-: 1 — 10 %; +: 10 — 50 %; ++: 51 — 100 %,; +++: > 100 %. Im obersten Balken, der das Wt-M1
dargtellt, sind die membranbindenden Doménen als langsgestreifte Bereiche dargestellt, die RNS-bindende
Doméne mit dem Kernlokalisierungssignal ist schwarz und die vorhergesagte Zinkfingerdoméne ist
guergestreift.

Bei einer aminoterminalen Verkirzung des M1-Proteins um die ersten 50 bzw. 75
Aminosduren zeigte sich kein Einfluss auf die Bindung an das verkirzte RACK1. Dagegen
liefd sich die die RACK 1-Bindeféhigkeit durch die Entfernung der ersten 90 Aminosauren des
M1-Proteins sogar noch steigern. Dieser Effekt lief3 sich ebenfalls beobachten, wenn die
ersten 112 Aminosauren deletiert worden waren. Bei Entfernung von 120 aminoterminalen
Aminosduren war die Bindeféhigkeit bis unterhalb des Niveaus des M1-Wildtyps reduziert.
Eine Deletion der N-terminalen 134 Aminosauren fihrte zum Verlust der RACK1-
Bindefahigkeit. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass ein RACK1-bindende Bereich
innerhalb der ersten 135 Aminosauren liegt. Die ersten 90 Aminosauren banden nicht an das
verkirzte RACK 1 und ihre Deletion wirkt sich noch steigernd auf die RACK 1-Bindefahigkeit
des M1-Proteins aus. AulRerdem konnte beobachtet werden, dass die Deletion der ersten 120
Aminosduren die M1-RACK 1-Interaktion deutlich reduzierte. Aus diesen Ergebnissen wurde
die Annahme abgeleitet, dass die RACK1-Bindeféhigkeit des M1-Proteins im Bereich der
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Aminosduren 91 — 134 lokalisiert ist. Zur weiteren Eingrenzung der Bindedoméne diente eine
M1-Mutante mit einer internen Deletion (M1 ?91-115). Es zeigte sich, dass dieses
Polypeptid in ungeféhr gleichem Mal3e an das verkirzte RACK1 band wie der M1-Wildtyp.
Das liefd den Schluss zu, dass ein RACK 1-bindender Bereich zwischen den Aminosduren 116
und 134 lokalisiert sei. Da die M1-Mutante, der die ersten 120 Aminosauren fehlten, noch
eine Bindung an das verkirzte RACK1 zeigte, war anzunehmen, dass dieser Bereich
zwischen den Aminosduren 121 und 134 |&ge. Damit ergaben sich zwei Bereiche des M 1-
Proteins, die an der RACK1-Bindung essentiell beteiligt zu sein scheinen. Eine Region liegt
zwischen den Aminosauren 91 und 112 und eine weitere zwischen dien Aminosauren 120 und
134.

Zur Erzeugung eines rekombinanten Virus, dessen M 1-Protein nicht mehr an RACK1 bindet,
ist alerdings eine genauere Eingrenzung der Bindungsstellen notwendig, da im Bereich der
Aminosduren 91 — 112 eine Reihe anderer Funktionen des M1-Proteins vermutet werden.
Aullerdem konnte eine Deletion von insgesamt 29 Aminosduren einen drastischen und
ungewollten Einflul? auf die M1-Proteinstruktur nehmen, wodurch verschiedene Funktionen

des Proteins beeintrachtigt wurden.

4.7.2 Klonierung der vollstandigen RACK1wt-cDNS aus mRNS von HelLa-Zellen

Die im Two-Hybrid Screen isolierten RACK1-cDNS kodierten ale fir carboxyterminae
Bereiche des Proteins. Es stellte sich die Frage, ob das vollstandige RACK 1-Protein ebenfalls
in der Lage ist, mit dem M1-Protein zu interagieren. Da die kodierende Sequenz fur das
humane RACK1-Protein bereits beschrieben worden war (Guillemot et al., 1989), konnten
daraus die Oligonukleotide hRACK1, 5 und hRACK1, 3’ abgeleitet werden, mit denen die
cDNS fir das gesamte RACK 1 spezifisch aus der RNS von Hel a-Zellen amplifiziert werden
konnte. Die mRNS wurde aus Hel a-Zellen mit dem Oligotex direct mRNA —Midi - Kit
gemald der Hersteller-Angaben (Fa. QIAGEN) isoliert. Diese RNS diente als Matrize fir die
Synthese der RACK1-cDNS mittels RT-PCR (3.1.2).
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Abbildung 27: Klonierung und Expression der cDNS fur das vollstandige RACK1 aus HelL a-Zellen.
Poly(A)-RNS aus Hela-Zellen wurde als Matrize fur eine RT-PCR mit RACK 1-spezifischen Oligonukleotiden
eingesetzt. A) Das RT-PCR-Fragment wurde in einem 1 % Agarosegel aufgereinigt. M bezeichnet die Spur des
Léngenmarkers. Der Pfeil markiert die 947 Bp-Bande. B) Die Integration des PCR-Fragments in das Plasmid
PTARGET. Die Insertion wurde durch Nachweis der spezifischen Fragmente nach einem Restriktionsverdau mit
Xho I/Sal | in einem 1 % Agarosegel bestétigt. Die Pfeile markieren die Positionen der Markerbanden fir 5,1
kBp, 831 Bp und 564 Bp. C) Das Plasmid pTARGET-RACK 1wt wurde als Matrize flr eine in vitro-Expression
mit dem TNT Coupled Reticulocyte Lysate System in Anwesenheit von *S-Methionin eingesetzt. Mit dem
Resktionsansatz wurde im Anschluss eine Immunprézipitation mit a-RACK1-Antikdrper (Spur a-RACK) bzw.
a-NP-Antikorper (Spur a-NP) durchgefiihrt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben in einem SDS-
Polyacrylamidgel wurden die radioaktiven Signale auf Rontgenfilm dokumentiert. Zur Kontrolle wurden 10 %
des in die Prézipitation eingesetzten TNT-Ansatzes auf das Gel aufgetragen (Spur T). Die Position des
RACK 1wt-Proteins ist durch einen Pfeil angezeigt. Die Bande in der Markerspur (M) hat eine Grélie von 29
kDa

Das aus der PCR gewonnene ca. 1.000 Bp lange DNS-Fragment (Abbildung 27, A) wurde in
den Vektor pTARGET integriert. In einem Kontrollverdau wurde das Vorhandensein des
PCR-Produktes im Plasmid bestétigt (Abbildung 27, B). Da das pTARGET-Plasmid Uber
einen T7-RNS-Polymerase-Promotor verfigt, wurde eine in vitro — Proteinexpression mit
dem neu erzeugten Plasmid pTARGET-RACK 1wt (Wildtyp) durchgefihrt. Dabei liefd sich
entsprechend der Erwartung ein ca. 36 kDa grof3es Protein synthetisieren, das mit einem a-
RACK1-Antikdrper (Transduction Laboratories) spezifisch prézipitiert werden konnte
(Abbildung 27, C). In einer nachfolgenden konnte das Vorhandensein und die Integritdt des
gesamten Leserahmens fir RACK 1 nachgewiesen werden.

Der gesamte Leserahmen des RACK 1 wurde anschlief3end in das Expressionsplasmid pcDNA
3.1 myc/his umkloniert. Dieses Plasmid dient zur Expression eines Proteins in
eukaryontischen Zellen. Durch das zusétzliche myc-Signal 183t sich das exprimierte RACK1
von endogenem Protein unterscheiden. Das erhaltene DNS-Fragment wurde nach Verdau mit
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BamH I/Xho| in das ebenso geschnittene Plasmid pcDNA 3.1 his‘myc integriert. Die
Integritét des Leserahmens wurde durch Sequenzierung nachgewiesen.

Das RACK1-Polypeptid 4 11 1 wurde ebenfalls in das Plasmid pcDNA 3.1 his‘/myc integriert.
Dazu wurde tUber PCR ein Transkriptionsstart-Kodon im Rahmen einer Kozak-Sequenz
(Kozak, 1984) vor das erste Kodon der im Two Hybrid-Screen isolierten cDNS platziert.
AulRerdem wurde zur Expression des myc-Epitops am 3'-Ende der cDNS-Sequenz das Stop-
Kodon entfernt. Die Integration der so amplifizierten cDNS in das Plasmid pcDNA 3.1
myc/his wurde durch Sequenzierung bestétigt.

4.7.3 Bindung des M1-Proteins an das vollstandige RACK1

In einem Kopréazipitationsassay wurde die Bindung des vollstdndigen RACK1-Proteins
(RACK1wt) und die Bindung des verkirzten RACK1-Polypeptid 4111 1 an das M1-Protein
untersucht und verglichen. RACK1wt und 4111 1 wurden dazu in vitro synthetisiert und mit
bakteriell exprimiertem GST-M1-Protein bzw. GST allein, die an Glutathion-Sepharose

immobilisiert worden waren, inkubiert.

Das RACK 1wt zeigte eine 1,15 %ige Bindung an das M 1-Protein, bezogen auf die eingesetzte
Menge an radioaktiv markiertem Protein. Dagegen wurde das 4111 1 vom M1-Protein mit
hoher Effizienz prazipitiert: Das Signal in der GST-M1-Spur entspricht 6,4% der
eingesetzten Proteinmenge. Setzt man willkurlich die Intensitét des gebundenen 4111 1-myc
als 100 %, so zeigt das vollstandige RACK1 nur 18 % der Prazipitationseffizienz (Abbildung
29, B). Interessanterweise wurde ein RACK1-Fragment, das bel der in vitro-Synthese als
Nebenprodukt entstanden war, mit hoherer Effizienz gebunden als RACKI1wt. Eine
densitometrische Bestimmung ergab fir das RACKmut genannte Fragment eine Bindung von

4,7 % der korrespondierenden Proteinmenge.
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Abbildung 28: Bindung von RACK 1wt und 4111 1 an GST-M 1-Protein. A) In vitro synthetisiertes und mit
[*S]-Methionin markiertes RACK1wt (RACK1-myc) bzw. 41111 (41111-myc) wurden mit bakteriell
exprimiertem, an Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-M1 bzw. GST inkubiert. Die Proben wurden
gelelektrophoretisch getrennt. Parallel dazu wurden 5 % der in vitro-Expressionsansétze mit aufgetrennt (Spuren
T). Die Radioaktivitdt wurde auf Rontgenfilm dokumentiert. B) Nach dem Scannen des Rontgenfilms wurden
die Signale der Proteinbanden mit dem Programm Tina 2.09 (Ray-Test) densitometrisch erfasst. Die Werte der
vom GST-M1-Protein prézipitierten Proteine 4111 1, RACK1 und dem Proteinfragment RACKmut wurden auf
die korrespondierenden Mengen des eingesetzten Proteins bezogen. Zum Vergleich der M1-Bindung von
RACK 1wt und 4 111 1 wurde die Prézipitationseffizienz des RACK 1wt auf die des 4111 1 bezogen, die dazu as
100 % definiert wurde.

RACKmut ist ca. 3 kDa kleiner als RACK1wt und konnte unter Verwendung eines
aternativen Transkriptionsstart-K odons synthetisiert worden sein. Tatsachlich findet sich 90
Nukleotide unterhalb des eigentlichen Start-Kodons eine Nukleotidsequenz um das ATG des
Methionin 30, die as Transkriptionsstart dienen kann:  150GAC ATG ATCigs
(Sequenzangaben gemal? (Guillemot et al., 1989)). Die durch Fettdruck hervorgehobenen
Nukleotide stellen eine sogenannte Kozak-Sequenz dar. Wenn es sich bei dem RACKmut
tatséchlich um ein daraus resultierendes Polypeptid mit einer N-terminalen Verkirzung von
30 Aminosauren handelt, wére das ein Hinweis darauf, dass die Interaktion zwischen RACK 1

und dem M 1-Protein durch diese ersten 30 Aminosauren reguliert wirde.

4.7.4 Untersuchung zur Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-Protein: Einfluss
der Uberexpression von RACK1 in der infizierten Zelle
Das M1-Protein ist zur Erfullung verschiedener Funktionen im Verlauf der Infektion in
unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert. Die Uberexpression des RACK1 kénnte in
infizierten Zellen zu einer verstérkten Bindung des M 1-Proteins fihren, wodurch es diese
Funktionen nicht mehr oder nur noch eingeschrénkt wahrnehmen konnte. Da das verkirzte
RACK1-Polypeptid eine stéarkere Bindungsaffinitét fir das M1-Protein aufweist (4.7.3.),
konnte das M 1-Protein durch dessen Anwesenheit quantitativ gebunden werden. Eine solche
guantitative Bindung wirde die anderen Funktionen des M 1-Proteins blockieren und so einen
dominant-negativen Effekt auf das M1-Protein ausiiben. Eine Bestimmung des Zeitpunktes
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der Blockade im Infektionsverlauf und eine Lokalisation der RACK1-M 1-Protein-Komplexe
konnte weiteren Aufschluf3 Gber die Funktion der Interaktion geben.

Um zu untersuchen, ob RACK1 einen derartigen Effekt auf das M1-Protein ausiiben kann,
wurde in MDCKI1-Zellen das Plasmid pcDNA-RACK1wt-myc transient transfektiert. Parallel
dazu wurde das Expressionsplasmid pcDNA 411l 1-myc transfektiert, da aufgrund der
hoheren Affinitat des verkirzten RACK1 zum M1-Protein eine Verstarkung des Effektes
erwartet wurde. Nach 24-stiindiger Inkubation lief3 sich eine Transfektionseffizienz von 80 %
der Zellen anhand der Eigenfluoreszenz des EGFP nachweisen, das vom Kontrollplasmid
PEGFP-N1 kodiert wurde. Die Zellen wurden mit Influenza A/WSN/33 Viren bei einer MOI
von 10 infiziert und acht Stunden im Brutschrank inkubiert. Zur Kontrolle wurden Mock-
Infektionen  durchgefuhrt. Anschliefend wurden die Zellen ener indirekten
Immunfluoreszenzanal yse unterzogen. Dazu wurden die mit pcDNA-RACK1myc und die mit
pcDNA-4 111 1myc transfizierten Zellen mit einem Kaninchen-Antiserum gegen das M1-
Protein und einem monoklonalem myc-spezifischem 1gG-Antikorper inkubiert. Die mit
PEGFP-N1 transfizierten Zellen wurden nur mit dem a-M1-Antikorper inkubiert. Der a-myc-
Antikérper wurde durch Inkubation mit einem Texas-Red (TR)-gekoppelten a-Maus 1gG-
Sekundérantikorper detektiert. Die Detektierung des a-M1-Antiserums erfolgte in den
Doppelfluoreszenzen mit einem Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-gekoppelten a-Kaninchen-
gG-Antikorper. In den mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen wurde der a-M1-Antikorper mit
TR-gekoppeltem a-Kaninchen-1gG-Antikdrper markiert.

Hier zeigte sich, dass das M 1-Protein nur in einer geringen Zahl der Zellen, die die RACK1-
Mutante 4111 1 Uberexprimierten, nachgewiesen werden konnte (Abbildung 29, A). Die
umliegenden Zellen, die kein 411l 1 Uberexprimierten, zeigten deutliche M1-
Proteinexpression, so dass der Effekt auf die Uberexpression des 4 111 1 zuriickgefiihrt werden
konnte. Dagegen liel? sich in fast alen Zellen, die das autofluoreszierende EGFP
exprimierten, das M1-Protein nachweisen (Abbildung 29, B). Daraus folgte, dass die
Inhibition der M1-Proteinsynthese nicht unspezifisch durch die Transfektion, sondern durch
die Expression der RACK1-Mutante verursacht wurde. Die Uberexpression des RACK 1wt
hatte in ungefdhr der Hélfte der beobachteten Zellen ebenfalls eine Inhibition der M1-
Proteinsynthese zur Folge (Abbildung 29, A). Der Anteil an Zellen, in denen dieser Effekt
beobachtet wurde, erschien also geringer als bei Uberexpression des verkiirzten RACK 1-
Proteins4 111 1.
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Abbildung 29: Analyse der Expression vom M1-Protein in Influenza A Virus-infizierten Zellen nach
Uber expression von RACK 1. MDCKII-Zéllen, die A) mit p4 111 1, pRACK 1wt oder B) pEGFP-N1 transfiziert
worden waren, wurden mit Influenza A/WSN/33 Viren infiziert (MOI: 10). Acht Stunden nach der Infektion
wurden die Zdlen fixiert, permeabilisiert und mit Antikdrpern gegen das M1-Protein (a-M1) und gegen das
myc-Epitop (a-myc) inkubiert. A) Zum parallelen Nachweis von RACK1 und dem M1-Protein wurden die
Primérantikorper mit TR- (myc) bzw. FITC- (M1) gekoppelten Sekunddrantikorper detektiert. B) Der a-M1-
Primérantikorper wurde mit TR-gekoppeltem Sekundérantikérper detektiert. Die Fuoreszenzen der
Sekundarantikorper bzw. die Eigenfluoreszenz des EGFP (EGFP) wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop
detektiert und mit einer Digitalkamera dokumentiert. Die Bilduberlagerungen (mer ge) wurden anschlief3end mit
der Software , Spot 2.1.2" (Diagnostic instrumentsinc.) erstellt.

Zur statistischen Absicherung dieser Befunde wurde durch Auszdhlung der Anteil an Zellen
bestimmt, bei denen das M1-Protein nach der Uberexpression von 4111 1-myc bzw.
RACK1wt-myc nachgewiesen werden konnte. Dieses Experiment wurde dreimal wiederholt.

Dabel wurden jeweils 120 bis 140 Zellen ausgezahlt, die erkennbar EGFP exprimierten, 50
bis 70 Zellen, die 4111 1-myc exprimierten und 35 bis 90 Zellen, in denen RACK1wt-myc
nachweisbar war. Davon lief3 sich das M1-Protein in 54 bis 92 % der EGFP-exprimierenden
Zéellen, in 16 bis 30 % der 4111 1-myc-exprimierenden und in 34 bis 49 % der Zellen, die
RACK1wt-myc exprimierten, nachweisen.
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Zusammengefasst konnte bel 76 (£ 20) % der insgesamt gezéhlten 347 EGFP-exprimierenden
Zellen eine gleichzeitige M1-Proteinsynthese nachgewiesen werden. Dagegen zeigten nur
22 (£ 7) % der insgesamt gezahlten 180 4111 1-myc-exprimierenden Zellen eine M 1-Protein-
spezifische Fluoreszenz. Bel den betrachteten 200 Zellen, die RACK1wt-myc
Uberexprimierten, fand in 43 (£ 8) % der Falle eine M 1-Proteinsynthese statt.
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Abbildung 30: Prozentualer Anteil der trandfizierten Zellen, bel denen die M 1-Proteinsynthese in der
Immunfluor eszenz nachgewiesen wer den konnte. MDCKII-Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion mit
den Plasmiden pEGFP-N1 (pEGFP), pcDNA-4I111-myc (p4ll1lmyc) oder pcDNA-RACKI1wt-myc
(PRACKmyc) mit Influenza A/WSN/33 Viren infiziert. Nach acht Stunden wurden die Zellen mittels indirekter
Immunfluoreszenz analysiert. Dabei wurde der prozentuale Anteil der Zellen erfasst, in denen sich nach
Uberexpression der plasmid-kodierten Proteine das M 1-Protein nachweisen lief3. In der obigen Tabelle sind die
Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten zusammengefasst.

Damit konnte belegt werden, dass die Uberexpression des N-terminal verkirzten RACK 1-
Polypeptids 4 111 1, im Gegensatz zu Uberexprimiertem EGFP die Expression des viralen M 1-
Proteins inhibiert. Diese Inhibition findet in geringerem Umfang statt, wenn das vollsténdige
RACK1 in Zellen Uberexprimiert wird. Der genaue Mechanismus dieses Effektes ist noch

unklar.
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5 Diskussion

Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und stellen deshalb die Syntheseleistungen der
Wirtszelle in den Dienst ihrer Vermehrung. Zu diesem Zweck missen eine Vielzahl von
viradlen mit zellularen Komponenten interagieren. Durch die Identifikation von zelluléren
Interaktionspartnern viraler Komponenten lassen sich daher ebenso Einsichten lber die

Virusvermehrung wie tber zellulére Prozesse erhalten.

Ein Tell der Funktionen des M1-Protein konnte durch Interaktion mit zellularen
Komponenten vermittelt werden. Diese Vermutung wird durch Untersuchungen von Virus-
Reassortanten unterstitzt, die sich nur im M-Segment unterscheiden. Bei diesen
Experimenten war die Attenuierung eines speziellen avidren Virusstammes bel der
Kultivierung in Primaten als Funktion des M 1-Proteins identifiziert worden. (Murphy et al.,
1989). Daraus lakt sich schlief3en, dass das M1-Protein aus dem avidren Virus mit
Komponenten in Primatenzellen nicht in dem Ausmald interagieren kann, wie mit

Komponenten der natirlichen Wirtszelle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach zelluldren Interaktionspartnern des M 1-Proteins des
Influenza A Virus gesucht. Das M1-Protein ist an unterschiedlichen Prozessen der
Virusvermehrung beteiligt. Dazu gehoren der Kerntransport der VRNPs (Martin & Helenius,
1991), die Regulation der viralen Transkription (Hankins et al., 1990; Perez & Donis, 1998;
Watanabe et al., 1996; Ye et al., 1989) und der Zusammenbau der Tochtervirionen an der
Wirtszellmembran (GOmes-Puertas et al., 2000; Kretzschmar et al., 1996; Lenard, 1996;
Patterson et al., 1988; Zhang & Lamb, 1996; Zhirnov, 1992).

5.1 Isolierung von zellularen Interaktionspartner des viralen M1-Proteins
durch das HefeTwo Hybrid-System

Zur Isolierung von zelluldren Interaktionspartnern des viralen M1-Proteins wurde das Hefe
Two Hybrid-System verwendet. Der Vorteil gegeniber herkdmmlichen biochemischen
Methoden zur Isolierung von Protein-Protein-Interaktionspartnern liegt in der schnellen
Verflgbarkeit der cDNS-Sequenz des gefundenen Proteins und damit seiner einfachen
Identifizierung. Ein Vorteil der , interaction trap” (Finley & Brent, 1996) gegeniiber anderen
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Two Hybrid Systemen liegt in den systemintegrierten Kontrollen zum Ausschlief3en von
falsch-positiven Klonen:

Das System verfigt Uber ein Testsystem zur Funktionalitét des ,Kdder*-Proteins
(Expression, Kern-Import und fehlende eigene Transkriptionsaktivitét)

Aulerdem werden zwel Reportergene nachgewiesen, deren unabhangige Aktivierung
durch Galaktose induziert wird.

Im Verlauf der in dieser Arbeit durchgefihrten Testprozeduren konnten so zahlreiche Klone,
die zunéchst als positiv erachtet wurden, als Falsch-Positiv erkannt und ausgeschlossen
werden (zusammengefasst in Tabelle 3). Am Ende wurden vom ersten Screen zehn und vom
zweiten Screen elf Hefeklone selektiert, in denen reproduzierbar beide Reportergene aktiviert

wurden.

5.2 Sequenzanalyse der gefundenen Interaktionspartner des M1-

Proteins

Die Sequenzierung der Genbank-Plasmide ergab, dass vier der Genbank-Plasmide fir den
Rezeptor der aktivierten C-Kinase (RACK1) kodieren, zwei fir Striatin und einer fir
Syndecan-4. Zwei Klone enthielten nicht-identifizierte cDNS-Sequenzen. Die von diesen 9
Plasmiden kodierten Polypeptide wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, biochemisch mit dem
M1-Protein zu interagieren.

Die Sequenzierung der restlichen zwolf Genbank-Plasmide ergab, dass diese nicht fir
zellulére Polypeptide kodierten. Es handelte sich hierbel um cDNS-Sequenzen, bei denen die
Leserahmen entweder bei der Insertion verschoben oder in 3'-5-Orientierung integriert
worden waren. Solche Effekte ergeben sich durch die Klonierungsstrategie der cDNS-
Genbank. Die mRNS war vom 3'-Ende her mit Oligo-dT-Primern in cDNS umgeschrieben
und anschlie?end am 5 -Ende mit einer Linker-DNS versehen worden, an welcher der 5'-
Primer hybridisiert. Dabei wird der Leserahmen der verwendeten cDNS nicht berticksichtigt,
so dass dtatistisch nur jede dritte erzeugte cDNS gemald ihres kodierenden Leserahmens
integriert wird. Eine umgekehrte Insertion der cDNS-Sequenz in das Genbank-Plasmid ist zu
einem geringen Prozentsatz moéglich, da die Erkennungsstellen der zur Ligation verwendeten
Restriktionsenzyme naturlicherwei se auch in den cDNS-Fragmenten vorkommen konnen. Die
von diesen zwolf Plasmiden kodierten Polypeptide wiesen im Sequenzvergleich mit der
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Embl-Datenbank keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen oder Doméanen auf und wurden
daher nicht weiter untersucht.

5.3 Biochemische Uberprifung der im Two Hybrid-Screen isolierten M1-
Protein-Interaktionspartner

Der genetische Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion im Two Hybrid System ist indirekt
und erfordert die Bestdtigung durch eine biochemische Methode. Dabel muss nachvollziehbar
sein, dass der gefundene Interaktionspartner direkt mit dem ,Koder”-Protein interagieren
kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu ein in vitro-Koprazipitationsassay verwendet, bei
dem eines der beiden interagierenden Proteine Uber die Glutathion-S-Transferase (GST) an
die Affinitdétsmatrix  Glutathion-Sepharose gebunden wird und somit seinen
I nteraktionspartner aus dem Reaktionsansatz préazipitieren kann.

Mit Hilfe dieses GST-vermittelten in vitro-Kopréazipitationsansatz konnte gezeigt werden,
dass RACK 1-Polypeptide das M1-Protein aus Influenza A Virus-infizierten MDCKII-Zellen
selektiv prazipitieren konnten (Abbildung 13). RACK1 war urspringlich Uber seine Fahigkeit
isoliert worden, die Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase C (PKC) in ihrer aktivierten
Form zu binden (Ron et al., 1994). Da RACK1 aus der Membranfraktion isoliert werden
konnte, in der sich die PKC nach ihrer Aktivierung anlagerte, wurde postuliert, dass RACK1
die aktivierte PKC in raumlicher Nadhe zu spezifischen Kinasesubstraten verankert (Mochly-
Rosen et al., 1995). Mittlerweile wurde dieses Modell insofern modifiziert, dass RACK1 die
aktivierte PKC im Zytoplasma bindet und an die Membran transportiert (Ron et al., 1999).
Die Struktur des RACK1 besteht aus sieben WD-Doménen. Diese Doméanen bilden
antiparallele b-Faltblétter aus, die wie Fligel eines Propellers zueinander angeordnet sind
(Smith et al., 1999). Dies gilt auch fur Teilbereiche von WD-Domanen-Proteinen (Garcia-
Higueraet al., 1996) und somit vermutlich auch fur die isolierten RACK1-Proteinfragmenten,
die mit dem M1-Protein interagieren.

Durch die beiden im Two Hybrid Screen isolierten Striatin-Polypeptide wurde das M 1-Protein
in der in vitro-Koprazipitationsanalyse nur in geringem Mal3e erkannt (zusammengefasst in
Abbildung 13). Das NP- und das NS 1-Protein wurden in stdrkerem Mal3e geféllt. Da sich die
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genetisch gefundene Interaktion zwischen Striatin und dem M1-Protein biochemisch bel
beiden Polypeptiden nicht bestétigen lief3, wurde diese nicht weiter untersucht.

Das Syndecan-4-Proteinfragment préazipitierte das M 1-Protein und in geringerem Ausmal3 die
viralen Proteine NP und NS1 (Abbildung 13). Deren Prazipitation von NP und NS1 kénnte
auf die Bindung von VRNP-Komplexen an das M1-Protein zurtickzufihren sein. ES ist
alerdings auch denkbar, dass Syndecan-4 zu einem gewissen Grad an andere virae
Komponenten bindet. Der im Two Hybrid-Screen isolierte Syndecan-4-L eserahmen umfasst
neben der zytoplasmatischen auch die gesamte transmembranale und einen Teil der
extrazelluldren Domane des Proteins. Diese Bereiche konnten ebenfalls fur die Prazipitation
des NP und des NS1, aber auch fur die gefundene Interaktion mit dem M21-Protein
verantwortlich sein. Daher misste zunéchst geklart werden, dass die Interaktion mit dem M 1-
Protein nicht auf den Bereich der extrazelluléren Doméane des Syndecan-4 beschrankt ist. Erst
dann ware eine weitere Charakterisierung der Interaktion sinnvoll. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Interaktion zwischen Syndecan-4 und dem M1-Protein jedoch nicht weiter
analysiert.

Das auf dem im Two Hybrid-Screen identifizierten Genbankplasmid pJG-317 kodierte
Polypeptid wies eine Homologie zu einer humanen mRNS eines noch unbekannten Proteins
auf. Das von dieser cDNS kodierte Polypeptid zeigte im Koprazipitationsansatz keine
Spezifitét fir das M 1-Protein (Abbildung 13) und wurde nicht weiter untersucht.

5.4 Die Fahigkeit, mit RACK1 zu interagieren, ist bei M1-Proteinen von
Influenza A Virusstammen mit unterschiedlicher Wirtsspezifitat

konserviert

RACK1 ist durch die Evolution bemerkenswert hoch konserviert, was auf eine wichtige
physiologische Rolle dieses Proteins hinweist. So sind die RACK1-Proteine von Huhnern,
Schweinen und Menschen auf der Aminosdure-Ebene identisch. Da diese drei Spezies von
Influenza A Viren befalen werden koénnen, stellte sich die Frage, ob RACK1 mit M1-
Proteinen aus Influenzaviren mit unterschiedlicher Wirtsspezifitét interagieren konnten. Im
Koprézipitationsansatz konnte gezeigt werden, dass RACK1 mit den unterschiedlichen M1-
Proteinen des avidaren Influenza A/FPV/Ro/34, des porcinen Influenza A/Swi/Wis/1/67 und
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des Maus-adaptierten, humanpathogenen Influenza A/WSN/33 Virus-Stammes interagieren
konnte (Abbildung 15). Diese Stdmme sind Reprasentanten von drei hauptséchlichen
evolutiondren Richtungen, die sich bel einem Sequenzvergleich der M-Segmente von 42
Influenza A Virusstdmmen ergeben (Ito et al., 1991). Aus diesen Ergebnissen 183t sich
folgern, dass die Interaktion zwischen dem viralen M1-Protein und dem zelluld&ren RACK1
zwischen avidren, porcinen und humanpathogenen Viren und ihren jeweiligen Wirten
konserviert ist und von daher eine wichtige Rolle im Verlauf der Infektion darstellen kdnnte.

5.5 Die Interaktion zwischen dem M1-Protein und RACK1 spielt
vermutlich keine Rolle bei der viralen Knospung an der
Zellmembran

Fur RACK1 war urspriinglich eine Funktion al's Membrananker der aktivierten PKC postuliert
worden (Mochly-Rosen et a., 1995). Eine Fraktion des M1-Proteins ist an die
Plasmamembran assoziiert, wo es eine Rolle beim Prozess der Abknospung von
neugebildeten Virionen spielt. Aus diesen Punkten erwuchs die Frage, ob die Interaktion
zwischen dem M1-Protein und RACK1 eine Rolle bel diesem Prozess spielt. Ein analoger
Vorgang konnte bei Rhabdoviren nachgewiesen werden, bei denen das Matrixprotein mit
zelluldren WW-Domaénen-Proteinen interagiert. Durch eine Blockade dieser Interaktion 1803t
sich die Abknospung von Virionen inhibieren (Harty et al., 1999). Es ist denkbar, dass das
Matrixprotein der Influenzaviren zu einem solchen Zweck mit dem WD-Doménenprotein
RACK1 interagiert. Dabei konnte RACK1 in neugebildete Virionen eingebaut werden. Um
diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde in einem Western Blot getestet, ob sich RACK1 in
Influenza A Virus-Partikeln nachweisen lief3, die aus infizierten HUhnereiern aufgereinigt
worden waren. Es zeigte sich jedoch, dass RACK 1 sich in den Virionen nicht nachweisen lief3
(Abbildung 18). Daraus wurde gefolgert, dass RACK1 nicht in Virionen inkorporiert wird.
Dieser Befund schliefdt jedoch eine Beteiligung von RACK1 bel der Membranverankerung
des M 1-Proteins nicht aus. Vielmehr konnte das RACK1 im Zuge der Virusmorphogenese aus
den entsprechenden Membranbereichen verdrangt werden. Deshalb wurde untersucht, ob in
Influenza A Virus-infizierten Zellen RACK1 zusammen mit dem M 1-Protein an Membranen
gebunden vorliegt.
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Mit dem Lysat infizierter MDCKII-Zellen wurde eine Flotationsgradientenzentrifugation
durchgefiihrt. Die Membran- und Zytoplasma-haltigen Fraktionen des Gradienten wurden
mittels Immunprézipitationen auf die Anwesenheit von RACK1 bzw. M1-Protein analysiert.
In einer Western-Blot-Analyse dieser Immunprazipitate konnte gezeigt werden, dass RACK1
unter diesen Bedingungen nur zytoplasmatisch lokalisiert war, wéhrend das M1-Protein
sowohl in der Zytoplasma- als auch in der Membranfraktion nachweisbar war (Abbildung 20).
Dies wurde auch durch indirekte Immunfluoreszenz-Analysen von infizierten Zellen belegt:
Bel Parallelfarbungen gegen RACK1 und gegen das M 1-Protein lief3en sich beide Proteine im
Zytoplasma um den Zellkern zeigen, wahrend nur das M 1-Protein, aber nicht das RACK1 an
der Zellmembran detektiert werden konnte (Abbildung 20). Somit ist eine direkte Beteiligung
des RACK1 bei der Virusassemblierung an der Zellmembran eher unwahrscheinlich.

Die Tatsache, dass sich RACK1 nicht an der Zellmembran nachweisen lief3, erscheint im
Widerspruch zu Publikationen, die RACK1 in einer als ,particulate fraction* bezeichneten
Zellfraktion nachweisen (Ron et a., 1994). Da mittlerweile konnte gezeigt werden, dass
RACK1 erst nach der Aktivierung der PKC mit dieser an die Membran relokalisiert (Ron et
al., 1999), erscheint es moglich, dass es in der untersuchten Spétphase der Infektion nicht an
die Membran asoziiert vorliegt. Die Bedeutung dieser Beobachtung ist jedoch noch unklar.
Da unter vergleichbaren Bedingungen das RACK1 auch in Mock-infizierten Zellen nicht an
der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte, konnte es jedoch nicht geschlossen
werden, dass das M 1-Protein eine RACK 1-Rel okalisation verhindert.

5.6 Das Mz1-Protein wird durch die Protein Kinase C (PKC)
phosphoryliert

Im Verlauf des Influenza A Virus-Infektionszyklus werden sechs der zehn viralen Proteine
phosphoryliert: das M1-Protein, NP, NS1, NEP/NS2, PA und M2. Die genaue Bedeutung der
Phosphorylierungen ist bis heute nicht geklart. Ebenso sind groftenteils die zelluléren
Kinasen, die die viralen Proteine phosphorylieren, unbekannt. Ungeachtet dessen |3t sich
sagen, dass Phosphorylierungen fur den Verlauf der Infektion vermutlich unerlasslich sind, da
Kinase-Inhibitoren wie das Isoquinolin-Sulphonamid H7, das die Proteinkinasen A und C
inhibiert, die virale Replikation und auf die Expression viraler Proteine inhibieren (Kistner et
al., 1989).
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Das M1-Protein wird durch bisher nicht identifizierte Kinasen an Serin- und Threoninresten
phosphoryliert (Gregoriades et al., 1984; Gregoriades et al., 1990). Da bekannt ist, dass
Funktionen und zellulére Lokalisation einer Vielzahl von Proteinen durch Phosphorylierungen
reguliert sind (Hunter, 1995), erscheint es mdglich, dass dieses auch beim M1-Protein der Fall
ist. Die M1-Phosphorylierung ist bisher nur am Beispiel des Influenza A Virusstammes
WSN/33 untersucht worden (Gregoriades et a., 1984). Mdoglicherweise ist die M1-
Proteinphosporylierung bei diesem Influenza A Virusstamm leichter nachweisbar as bel
anderen Virusstammen. Dies deckt sich mit Hinweisen anderer Gruppen, die versucht haben,
eine Phosphorylierung an M 1-Proteinen anderer Stamme nachzuweisen (Kistner et al., 1989).

Da insgesamt sechs virale Proteine phosphoryliert werden, ist es schwierig zu entscheiden,
wie stark der Einfluss der Inhibition der M1-Proteinphosphorylierung auf den antiviralen
Effekt des Kinase-Inhibitors ist. Whittaker und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der
Wachstumsdefekt der Temperatur-sensitiven Influenzavirus-Mutante tsbl auf eine
neuentstandene Phosphorylierungsstelle im M1-Protein zurlickzufihren ist. Die daraus
resultierende Hyperphosphorylierung des M1-Proteins fuhrt bel der nicht-permissiven
Temperatur zu einer exklusiven Akkumulation des M1-Proteinsim Zellkern (Whittaker et al.,
1995). Aus dieser Beobachtung wurde angenommen, dass die intrazellulére Lokalisierung des
M 1-Proteins auch durch Phosphorylierung reguliert werden konnte.

RACK1 war durch seine Eigenschaft identifiziert worden, spezifisch die aktivierte PKC
binden zu kénnen. Daher wurde untersucht, ob das M 1-Protein durch die PKC phosphoryliert
werden kann. In diesem Falle kénnte die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-Protein
bei dessen Phosphorylierung durch die PKC eine Rolle spielen. Bis zu diesem Zeitpunkt war
noch kein Enzym beschrieben worden, dass das M 1-Protein phosphorylieren kann. Deshalb
wurde zunéchst eine computergestiitzte Suche nach potentiellen Phosphorylierungsstellen in
der M 1-Proteinsequenz durchgefihrt. Dabel wurden drei potentielle Erkennungsstellen fir die
PKC und zwei fir die Caseinkinase Il (CKI1) identifiziert. In den PKC-Erkennungssegquenzen
fanden sich zwei Serinreste und ein Threonin, wéhrend fur die CKIl nur Threoninreste als
Phosphorylierungsziele vorhergesagt wurden. Da aus der Literatur hervorging, dass im M1-
Protein hauptsichlich Serin- und nur in geringem Umfang Threoninreste phosphoryliert
werden (Gregoriades et a., 1984), war diese Tatsache ein Hinweis darauf, dass die PKC bei
der  Phosphorylierung des M1-Proteins ene Rolle spilen  konnte. In
Kinasierungsexperimenten konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass
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aufgereinigte PKC in der Lage ist, sowohl bakteriell exprimiertes als auch aus Virionen
aufgereinigtes M 1-Protein zu phosphorylieren (Abbildung 22 und Abbildung 23). Die parallel
getestete CKIl war dazu nicht in der Lage, obwohl die Versuche mit erheblich héherer
spezifischer Aktivitdt der Kinase durchgefihrt wurden. Dartiber hinaus liefd sich bakteriell
exprimiertes M1-Protein auch mit Extrakten aus MDCKII-Zellen phosphorylieren. Diese
Kinaseaktivitét liefd sich signifikant durch die Zugabe des PK C-spezifischen Kinaseinhibitors
GF109203X (Toullec et a., 1991) reduzieren (Abbildung 24). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass das M1-Protein in infizierten Zellen hauptséchlich durch PKC phosphoryliert
wird. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass das M1-Protein von den Isoformen PKCg,
PKCa und PKCblI phosphoryliert werden konnte (Tabelle 5). Diese gehtren der Gruppe der
klassischen PKC (cPKC) an, die alle Gber die RACK 1-bindende C2-Region verfiigen (Ron et
al., 1995). Da das M1-Protein durch Kinase-Isoformen phosphoryliert werden kann, die auch
an RACK1 binden konnen, ist es vorstellbar, dass die Interaktion zwischen dem viralen M1-
Protein und RACK1 bei dieser Phosphorylierung eine regulierende Rolle spielt.

5.7 RACK1 bindet an mindestens zwei Bereiche des M1-Proteins

Das dritte postulierte Modell zur Bedeutung der RACK1-M1-Interaktion im Verlauf der
viralen Infektion ist funktionaler Art. Durch die Bindung des M1-Proteins an das zellulére
RACK1 konnen dessen normale Funktionen verandert werden. Dabel ist denkbar, dass eine
derartige Funktionsanderung entweder im Dienste der viralen Vermehrung oder eines
zelluldren Abwehrmechanismus steht. Um eine derartige Fragestellung im Kontext einer
Influenzavirus-infizierten Zelle zu untersuchen, wurde geplant, ein rekombinantes Virus zu
erzeugen, dessen M 1-Protein nicht mehr in der Lageist, mit RACK1 zu interagieren.

Seit einiger Zeit stehen Systeme zur Verfigung, um mittels reverser Genetik rekombinante
Influenza A Viren mit Mutationen in jedem beliebigen Gensegment zu erzeugen und deren
Einfluss auf die Virusvermehrung zu untersuchen (Fodor et al., 1999; Neumann et al., 1999).
Um mit Hilfe dieses Systems die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-Protein
analysieren zu konnen, wurde zunéachst versucht, den Bereich des M1-Proteins, an den das
RACKZ1 bindet, moglichst exakt zu kartieren. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass eine
Mutation mdglichst keine andere Funktion des M 1-Proteins betrifft.
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Zur Eingrenzung der RACK1-Bindedomane wurden in vitro synthetisierte M1-Mutanten auf
ihre Fahigkeit untersucht, an bakteriell exprimiertes RACK1 zu binden. Aus den
Experimenten lief? sich schlief3en, dass zwei Bereiche des M1-Proteins fur die Bindung an
RACK1 notwendig waren: die Aminosduren 91 — 112 und 120 — 134 (Abbildung 27). Beide
Bereiche vermitteln unabhangig voneinander eine Bindung an RACK1, da
Deletionsmutanten, denen einer der Bereiche fehlt, weiterhin an RACK1 binden.

Im Bereich der M1-Aminosauren 91 — 112 liegt ein Kernlokalisationssignal 101RKLKRgs (Ye
et a., 1995), das auch RNS-Bindung vermittelt (Elster et al., 1997). Dartber hinaus vermittelt
dieser Bereich auch die Inhibition der viralen Transkription in der spdten Phase der Infektion
(Watanabe et al., 1996). Aufgrund der Multifunktionalitdt dieses Bereiches ist eine genauere
Eingrenzung der RACK 1-bindenden Aminosduren notwendig, um ein Influenza A Virus mit
defizienter RACK 1-Bindung erzeugen zu kdnnen.

Im Bereich der Aminosauren 120 — 135 findet sich eine hydrophobe Doméne, die mit der
Membranbindung des M1-Proteins in Verbindung gebracht worden ist (Gregoriades &
Frangione, 1981). Allerdings konnte gezeigt werden, dass ein Verlust dieser Doméne die
Membranbindung des M 1-Proteins nicht unterdriickt (Kretzschmar et al., 1996). Da aber nicht
auszuschlieflen ist, dass dieser Bereich fur weitere, noch unbekannte Funktionen des M1-
Proteins verantwortlich ist, muss auch hier eine genauere Eingrenzung der RACK1-
Bindedomane erfolgen.

Im Bereich der Aminosduren 148 — 162 des M1-Proteins befindet sich die Konsensus-
Sequenz einer Zinkfinger-Domane vom Typ C-X-X-C-Xg-H-X-X-H. Das M1-Protein kann zu
einem geringen Prozentsatz Zink-lonen binden (Elster et a., 1994) und ein von diesem
Bereich abgeleitetes, synthetisches Peptid zeigt antivirale Wirkung in vitro (Nasser et al.,
1996) und in vivo (Judd et a., 1997). Da dieser Bereich fur die RNS-Bindung des M1-
Proteins nicht notwendig ist, wurde spekuliert, dass der Zinkfinger Protein-Protein-Interaktion
vermitteln konnte (Elster et a., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mutanten des M 1-
Proteins, denen der Bereich der vorhergesagten Zinkfinger-Domane fehlte, auf ihre RACK1-
Bindung getestet. Da diese Mutanten (Abbildung 26, M1 (1-140)) im gleichen Mal3e an
RACKZ1 binden wie Mutanten mit Zinkfinger-Motiv (M1 (1-200)), konnte eine Involvierung

dieser Domane bei der RACK 1-Bindung ausgeschlossen werden.
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5.8 Das vollstandige RACK1-Protein zeigt geringere Affinitdt zum M1-
Protein des Influenza A Virus als die im Two Hybrid-Screen
isolierten Fragmente

Da im Two Hybrid-Screen nur N-terminal verkirzte RACKZ1-Polypeptide als
Interaktionspartner des M 1-Proteins isoliert worden waren (Abbildung 15), wurde untersucht,
ob das vollsténdige RACK1 ebenfalls an das M1-Protein bindet. Dazu wurde zunédchst die
cDNS des gesamten RACK1-Proteins aus HeLa-mRNS amplifiziert und nach gelungener
Klonierung das vollstdndige RACK1 in vitro synthetisiert. In einem Koprézipitationsansatz
zeigte sich, dass das vollstandige RACK1 im Gegensatz zu dem N-terminal verkirzten
RACK1-Polypeptid eine erheblich reduzierte Affinitdt zum M1-Protein aufwies (Abbildung
28). Diese Tatsache konnte ein Hinwels darauf sein, dass der N-terminale Bereich des
RACK1 eine regulatorische Funktion auf die M1-Protein-Bindung ausibt. Eine solche
regulatorische Funktion fur den N-terminalen Bereich des RACK1 ist im Zusammenhang mit
dessen Fahigkeit, an die Integrin-b-Untereinheit zu binden, beschrieben worden (Liliental &
Chang, 1998). Wahrend ein RACK 1-Polypeptid, das nur aus den WD-Domaénen 5 — 7 besteht
(AS 182 - 317), direkt mit der Integrin-b-Untereinheit interagiert, gelingt eine
Kopréazipitation mit dem vollstandigen RACK1 nur, wenn die Zellen mit Phorbolester
stimuliert worden sind. Phorbolester aktiviert die Proteinkinase C. Solche oder andere
Regulationsmechanismen sind auch fur die Interaktion zwischen RACK1 und dem M1-
Protein denkbar. Bei der in vitro-Synthese des RACK 1-Proteins entstand als Nebenprodukt
ein ca. 3 kDa kurzeres Polypeptid. Dabel konnte es sich um eine N-terminal verkirzte
Verson des RACK1 handeln, die durch die Verwendung eines alternativen
Transkriptionsstart-Kodons entstanden ist. Da dieses Nebenprodukt an das M1-Protein mit
vergleichbarer Affinitdt bindet wie das im Two Hybrid-Screen isolierte Polypeptid 4111 1
(Abbildung 28), konnte spekuliert werden, dass die Interaktion zwischen RACK1 und dem
M1-Protein durch die ersten 30 Aminosauren des RACK 1 reguliert werden konnte.

5.9 Uberexpression des RACK1 fiihrt zu einer Reduzierung der M1-
Protein-Expression in Influenza A Virus-infizierten Zellen
Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung des dritten Modells zur Bedeutung der RACK1-M1-

Interaktion im Infektionsverlauf basiert auf der Annahme, dass durch eine Uberexpression
von RACK1 in Influenza A Virus-infizierten Zellen fiir das M 1-Protein ein Uberangebot an
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Bindungspartnern entsteht. Es wird dadurch stérker gebunden als in Kontrollzellen. Eine
daraus resultierende Anderung im Infektionszyklus wiirde Riickschliisse auf den Zeitpunkt,
den Ort und eventuell die Funktion der RACK1-M 1-Interaktion ermdglichen.

In einem grof3en Teil der 4 111 1-exprimierenden Zellen liefd sich nach achtstiindiger Infektion
das M1-Protein mittels indirekter Immunfluoreszenz nicht nachweisen (Abbildung 29 und
Abbildung 30). Die M 1-Proteinexpression in den mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen belegt,
dass der betrachtete Effekt nicht allein auf die Transfektion oder die Uberexpression eines
fremden Proteins zurlickzufihren ist. Das M 1-Protein lief3 sich nach einer Influenza A Virus-
Infektion auch in einem Teil der Zellen, die das RACK1wt Uberexprimierten, nicht
nachweisen. Allerdings ergaben Zellauszahlungen, dass hier der Anteil an Zellen ohne M 1-
Proteinexpression deutlich geringer ausfiel as bel Zellen, die das 4 111 1 Uberexprimierten
(Abbildung 30 und Abbildung 31). Diese Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass das
M1-Protein in in vitro-Koprazipitationsexperimenten vom RACK1-Fragment 4111 1 stérker
gebunden wird als von RACK 1wt (Abbildung 28).

Es ist Uberraschend, dass durch die Uberexpression des RACK1 das M1-Protein in der
Immunfluoreszenz nicht mehr nachweisbar ist. Eine mogliche Erklérung fir diesen Effekt
waére, dass eine frihzeitige Bindung des M 1-Proteins durch das Uberexprimierte RACK1 mit
der M1-Proteinexpression im weiteren Verlauf der Infektion interferiert. Moglicherweise
komplexiert RACK1 das M1-Protein bei dem Entpacken des Virions in der Frihphase der
Infektion und verhindert so die Dissoziation von VRNPs und M1-Protein, was eine
Voraussetzung fir den Transport der VRNPs in den Zellkern und die Transkription der viralen
Gene darstellt. Ein solcher Effekt ist nach Uberexpression von rekombinantem M1-Protein
beschrieben worden. Das M 1-Protein band an die freigesetzten VRNPs und verhinderte deren
Kernimport. Durch Ansduerung des Zytoplasmas lief3en sich die Komplexe aus VRNPs und
rekombinantem M1-Protein zerstoren (Bui et a., 1996). Das rekombinante RACK1 konnte
bei der Freisetzung der VRNPs durch Bindung an das M1-Protein Komplexe bilden, von
denen die VRNPs am Eintritt in den Zellkern gehindert wirden.

Die Tatsache, dass in RACK1-tberexprimierenden Zellen kein M1-Protein nachgewiesen
werden kann, konnte auch dadurch begriindet sein, dass die Influenza Viren am Eindringen in
die Zelle gehindert werden. Influenza A Viren werden durch Rezeptor-vermittelte Endozytose
in die Wirtszelle geschleust (Lamb & Krug, 1996). An der Einschniirung der Endosomen ist
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eine Vielzahl zellulérer Proteine beteiligt, unter anderem Integrin (Chen et a., 1990). RACK1
interagiert mit den b-Untereinheiten von Integrin (Liliental & Chang, 1998). Es ist daher auch
denkbar, dass die Uberexpression von RACK1 mit der Bildung von Endosomen interferiert
und so ein Eindringen der Influenza A Viren in die Zelle verhindert. Zur genauen Analyse,
mit welchem Schritt des viralen Replikationszyklus das Uberexprimierte RACK 1 interferiert,
muissen noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dieses Phdanomen verhindert eine
genauere Untersuchung der M1-RACK 1-Interaktion in diesem Ansatz.

5.10 Zusammenfassung

Das M1-Protein hat neben seiner strukturellen Aufgabe im Virion verschiedene Funktionen
im Replikationszyklus von Influenza A Viren. Zur ldentifikation von zelluldren
Interaktionspartnern, die bei der Vermittlung dieser Funktionen eine Rolle spielen, wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Hefe-Two Hybrid-Screen durchgefihrt. Dabei wurde
RACK1, der Rezeptor der aktivierten C-Kinase (PKC), ads erster zellularer
Interaktionspartner des viralen M1-Proteins gefunden. Es fanden sich vier unabhangige
cDNS-Klone, die fur N-termina verkirzte RACK1-Fragmenten kodieren. Die genetisch
gefundene Interaktion konnte in in vitro-Koprézipitationsexperimenten biochemisch bestétigt
werden. Dabei lield sich auch zeigen, dass diese Interaktion zwischen M1-Proteinen von
Influenza A Viren mit unterschiedlicher Wirtsspezifitdt und dem RACK1, das bei allen
Wirten auf der Aminosaure-Ebene identisch ist, konserviert ist. Wahrend die im Two Hybrid-
Screen isolierten RACK1-Fragmente das M1-Protein spezifisch aus dem Lysat Influenza A
Virus-infizierter Zellen prézipitierten, zeigte das vollstandige RACK1 eine geringere
spezifische Bindung an das M1-Protein, was auf eine Regulation der Protein-Protein-
Interaktion hinweist. Bei Untersuchungen zur Funktion der Interaktion zwischen RACK1 und
dem M1-Protein konnten keine Hinweise auf eine Beteilligung von RACK1 an der
Virusmorphogenese gefunden werden. Es konnte gezeigt werden, dass das M 1-Protein durch
gereinigte Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert wird. Das M 1-Protein kann ebenfalls durch
eine Aktivitat aus Wirtszellen phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung l&sst sich durch
einen PKC-spezifischen Inhibitor blockieren. Dies sind die ersten publizierten Daten einer
Kinase mit Spezifitét fur das Influenza A Virus-M 1-Protein (Reinhardt & Wolff, 2000). Die
Tatsache, dass diese Phosphorylierung vornehmlich durch Isoformen mdglich ist, die auch
von RACK1 gebunden werden, weist darauf hin, dass die Interaktion zwischen RACK1 und
dem M 1-Protein mit der Phosphorylierung des M 1-Proteins in Zusammenhang stehen konnte.



120

Fir die Bindung an RACK1 sind die Bereiche AS 90 — 112 und AS 120 — 134 des M1-
Proteins notwendig, beide Bereiche kénnen unabhéngig voneinander an RACK1 binden.
Durch transiente Uberexpression des verkirzten RACK1 Iasst sich in infizierten Zellen die
M1-Proteinsynthese inhibieren. Dieser Effekt ist bei Uberexpression des vollstandigen
RACKZ1 in geringerem Umfang zu beobachten.

Wie viele wissenschaftlichen Untersuchungen wirft auch die Entdeckung der Interaktion
zwischen dem zelluldren RACK1 und dem viralen M 1-Protein eine Reihe von neuen Fragen
auf. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten viele dieser Fragen nicht abschlief3end
beantwortet werden. Gleichwohl konnten einige Ergebnisse gefunden werden, die interessante
Perspektiven nach sich ziehen. Die Erkenntnis, dass das M 1-Protein durch die Proteinkinase
C phosphoryliert wird, erklart zwar noch nicht die Funktion der gefundenen RACK1-M1-
Interaktion, gibt aber die Moglichkeit zu weiterreichenden Experimenten an die Hand. So
konnte untersucht werden, ob die M1-Proteinphosphorylierung durch Zugabe von RACK1
beeinfluf3t wird. Alternativ lief3e sich untersuchen, ob diese Phosphorylierung im zelluléren
System durch Peptide, die eine RACK1-Bindung der PKC inhibieren, modifiziert werden
kann. Ein anderes Beispiel stellt die Uberexpression des RACK 1 in infizierten Zellen dar. Die
daraus resultierende Inhibition der M1-Proteinexpression wirft die Frage auf, ob sich auf der
Basis des verkirzten RACK1 eine Blockade der Influenza A Virusvermehrung erreichen 1&03t.
Die Ergebnisse dieser Arbeit und die dadurch aufgeworfenen Fragen ertéffnen ein weites Feld
interessanter wissenschaftlicher Herausforderungen, die einen weiteren Beitrag zum
Verstdndnis der klassischen Virusgrippe und eventuell zu deren Bekampfung beitragen

konnen.
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