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Zusammenfassung

Das Fusionsprotein (F-Protein) des humanen respiratorischen Synzytialvirus (HRSV) vermittelt
die Fusion zwischen der viralen Hiille und der Plasmamembran der Wirtszelle. Dariiber hinaus
besitzt das F-Protein auch rezeptorbindende Eigenschaften. Um seine Fusionsaktivitiit zu erlan-
gen, muss das F-Protein durch die Prohormonkonvertase Furin an zwei Positionen gespalten
werden. Hierbei entstehen drei Spaltprodukte: die membranverankerte F;-Untereinheit mit dem
Fusionspeptid am N-Terminus, die kleine F,-Untereinheit, die mit der F;-Untereinheit iiber eine
Disulfidbriicke verbunden bleibt, und schlieBlich ein kleines glykosyliertes Peptid von 27 Ami-
nosduren (Pep27), das von der infizierten Zelle sezerniert wird. Uber die weitere Prozessierung

und die Funktion des Pep27 von HRSV nichts bekannt.

In dieser Arbeit wurden transgene Epithelzelllinien hergestellt, welche das F-Protein von HRSV
bzw. BRSV sowie Chimiren der beiden Proteine expremierten. Es konnte gezeigt werden, dass
Pep27 eine wichtige Rolle fiir die Regulation der Fusionsaktivitit des F-Proteins hat. Verinde-
rungen an der C-terminalen Seite des Pep27 hatten fatale Auswirkungen fiir die Faltung und
Funktion des F-Proteins, widhrend Mutationen auf der N-terminalen Seite zu einer Abnahme
oder Verlust der Fusionsaktivitit fiihrten. Mit Hilfe der Mutanten konnte gezeigt werden, dass
die Fusionsaktivitidt wichtig fiir die Induzierung der Apoptose, jedoch nicht der einzige betei-

ligte Faktor ist.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung einer hochkonservierten basischen Do-
mine in der F,-Untereinheit fiir die Funktion des F-Proteins zu analysieren. Dazu wurden ent-
sprechende Mutanten des F-Proteins mit der zytoplasmatischen Domine des F-Proteins vom
Sendaivirus versehen und dazu verwendet, eine F-Deletionsmutante des Sendaivirus zu kom-
plementieren. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die basische Domine zwar nicht

die Faltung und den Oberflichentransport des F-Proteins, jedoch die Fusionsaktivitit und den



Einbau des F-Proteins in die Viruspartikel beeinflusst. Die Mutation K75N bewirkte eine volli-
ge Zerstorung der Fusionsaktivitit und verhinderte nahezu vollstindig den Einbau des Proteins
in die Viruspartikel, wihrend die Mutationen K77N, K8ON und K85N nur eine modulierende
Wirkung hatten.

Schlagworte: Respiratorisches Synzytialvirus, Fusion, Apoptose



Summary

The fusion protein (F protein) of the human respiratory syncytial virus (HRSV) induces the
fusion of the viral envelope with the plasma membrane of the host cell. In addition, the F
protein has receptor binding activity. To gain fusion competence, the F protein has to be cleaved
by the prohormon convertase Furin at two positions. This results in three proteolytic processed
subdomains: the membrane anchored F; subunit with the fusionpeptide at the N-terminus, the
small F, subunit, which is connected by a disulfide bond to the F;-subunit, and a small peptide
of 27 amino acids (pep27) which is secreted by the infected cells. The function of pep27 of
HRSYV is not known.

In this thesis, transgenic cell lines were generated that expressed the F protein of HRSV, BRSV,
and chimeras thereof. It was shown that mutations at the C-terminal site of pep27 had fatal
consequences for folding and function of the F protein, whereas mutations at the N-terminal site
reduced or abolished fusion activity. Using fusion-defect mutants it could also be demonstrated

that F protein-induced apoptosis is correlated with fusion activity.

In the second part of the thesis, the importance of a highly conserved basic domain in the F,
subunit was analysed with regard to the function of the F protein. Mutations were introduced
into a F protein chimera that contained the cytoplasmic domain of the Sendai virus F protein
and these mutants were used to complement a Sendai virus F-deletion mutant. It could be shown
that the basic domain does not affect folding and cell surface transport of the F protein but is
important for fusion activity and incorporation of the F protein into virus particles. In particular
mutation K75N abolished both fusion activity and incorporation into virus particles, while the

mutations K77N, K80N, and K85N had a modulating effect on these parameters.
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1. Einleitung

1.1 Das respiratorische Synzytialvirus

1.1.1 Taxonomie

Das respiratorische Synzytialvirus gehort zusammen mit dem murinen Pneumovirus zum Genus
Pneumovirus innerhalb der Subfamilie Pneumovirinae. Diese bildet mit der Subfamilie Para-
myxovirinae die Familie Paramyxoviridae (Tabelle 1.1) (CorLins et al., 2001), die zur Ordnung

Mononegavirales gerechnet wird.

Das respiratorische Synzytialvirus wurde 1956 erstmal aus den oberen Atemwegen eines Schim-
pansen isoliert (Morris et al., 1956). Der Nachweis des Virus beim Menschen gelang ein Jahr
spéter, so dass das dieses Virus als humanes respiratorisches Synzytialvirus (HRSV) bezeichnet

wurde (CHANOCK et al., 1957).

Verwandte Viren konnten auch bei anderen Spezies nachgewiesen werden. Das bovine respi-
ratorische Synzytialvirus wurde erstmals 1967 in der Schweiz isoliert (Paccaup und JACQUIER,
1970). Neben seiner serologischen Verwandtschaft zu HRSV (WaLravens et al., 1990) weist
dieses Virus auch eine hohe Sequenzhomologie zu HRSV auf (CorLins et al., 2001). BRSV ruft
bei Kilbern ein vergleichbares Krankheitsbild wie HRSV bei Kindern hervor. Auch bei Ziegen
und Schafen konnten mit dem Caprinen RSV bzw. dem Ovinen RSV serologisch verwandte
respiratorisches Synzytialviren nachgewiesen werden (SmitH et al., 1975; TrupEL et al., 1989;
Marripeppr und SamaL, 1993). Desweiteren gehort noch das Murine Pneumovirus, das erstmals

1939 beschrieben wurde, zum Genus Pneumovirus (HorsraLL und Hann, 1939).

Der Name des Virus leitet sich von denen durch Fusion mit RSV infizierter Zellen mit ihren
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Unterfamilie Genus Erreger

Paramyxovirinae | Respirovirus Humanes Parainfluenzavirus Typ 1 und Typ 3
Bovines Parainfluenzavirus Typ 3

Sendaivirus

Rubulavirus Mumpsvirus
Humanes Parainfluenzavirus Typ 2 und Typ 4

Canines Parainfluenzavirus Typ 2

Avulavirus Newecastle-Disease-Virus

Morbillivirus Masernvirus
Virus der Hundestaupe

Rinderpestvirus

Henipavirus Hendravirus

Niphavirus

Pneumovirinae Pneumovirus Humanes RSV
Bovines RSV
Caprines RSV
Ovines RSV

Murines Pneumovirus

Metapneumovirus | Humanes Metapneumovirus

Tabelle 1.1: Vertreter der Familie Paramyxoviridae

Nachbarzellen entstehenden mehrkernigen Riesenzellen her (Corrins, 1991), die abgeleitet vom

griechischen syn (zusammen) und kytos (Hohlung, Wélbung) als Synzytien bezeichnet werden.

1.1.2 Krankheitsbild

Das humane respiratorische Syncytialvirus ist bei Kindern unter einem Jahr der wichtigste virale
Infektionserreger im unteren Respirationstrakt. Aulerdem sind auch dltere Menschen hiufig
von RSV-Infektionen betroffen (THompson et al., 2003; FaLsey et al., 2005). Die Infektion mit
HRSYV beschrinkt sich auf die Wintermonate und ist hochansteckend. Die Erkrankung duf3ert

sich durch grippale Infekte mit Fieber und Schnupfen. Hiufig kommt es zu einer Entziindung
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der Rachen- (Pharyngitis) und Luftrohrenschleimhéute (Trachitis), sowie der Bronchien und
einer obstruktiven Bronchitis (Moore und PeeBLEs, 2006). Es gibt dariiber hinaus Hinweise,
dass HRSV mit dem Auftreten von Asthma assoziiert ist (JouNSTON et al., 1995; SiGurs et al.,
1995, 2005).

Die Theraphie erfolgt durch eine erhdhte Sauerstoffzufuhr und mit einem humanisierten mo-
noklonalen Antikorper. Dieser wird auch bei Risikopatienten, z.B. bei friith geborenen Kindern,
zur passiven Immunisierung verabreicht. Maternale Antikorper spielen nur eine geringe Rolle

(CrowEe und WiLLIAMS, 2003).

Eine Infektion mit HRSV bewirkt nur eine unvollstindige und kurzlebige Immunitét. Infek-
tionen konnen sich daher lebenslang wiederholen (HaLL et al., 1991). Es kann sich auch eine
Persistenz von HRSV entwickeln (ScHwARZE et al., 2004; Tripp, 2004). Uber 70% der Erwach-
senen weisen Antikorper gegen HRSV auf (peEr PoEeL et al., 1994). Ein Impfstoff ist zur Zeit
nicht verfiigbar. 1966 fiihrte ein Impfstoff aus formalin-inaktiviertem RSV nicht nur zu einem
ungeniigenden Impfschutz, sondern auch bei nachfolgenden Infektionen zu verstiarkten Sym-

ptomen und Todesfillen (CHiN et al., 1969; FuLciniti et al., 1969).

Bei Kilbern 16st BRSV eine vergleichbare Krankheit aus, die grof3e wirtschaftliche Bedeutung
hat (DER POEL et al., 1994).

1.1.3 Morphologie und Genomorganisation

Die Viruspartikel haben meist sphirische Gestalt und einen Durchmessen von 150 bis 300 nm.
Es treten aber auch filamentdse Virionen mit einem Durchmessern von 60 bis 100 nm und
einer Linge von bis zu 10 um auf (CoLrins et al., 2001). Abbildung 1.1 gibt eine schematische
Ubersicht iiber das Virus.

Das Genom liegt als einzelstriangige, nicht segmentierte RNA mit negativer Polaritit vor. Es hat
eine Linge von ca. 15,2 kb und codiert fiir 10 Gene und 11 offene Leserahmen (Abbildung
1.2). Innerhalb des M2-Gens liegen 2 offene Leserahmen fiir die Proteine M2-1 und M2-2 vor
(Coruins et al., 2001).

Am 3’-Ende des Genoms findet sich eine 44 Basen lange Leader-Sequenz, am 5’-Ende eine

155 Basen lange Trailersequenz. Zwischen den einzelnen Genen finden sich intergenische Ab-
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L-Protein
N-Protein
P-Protein
SH-Protein

/F-Protein
— G-Protein

M-Protein
RNA

Lipidmembran

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des respiratorischen Synzytialvirus

T

NS1 NS2 N P M SH G F M2 L

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Virusgenoms von RSV. (Die Gene sind nicht maf3stabsgetreu

gezeichnet.)

schnitte. Die 3’- und 5’-Enden der Gene besitzen konservierte Start- und Stopp-Transkriptions-

Sequenzen (CoLuins et al., 2001).

Die Lipiddoppelmembran des Partikels entsteht durch einen Knospungsprozess an der Plasma-
membran der Wirtszelle. Das F-, G- und SH-Protein sind in der Membran integral verankert.
Das M-Protein befindet sich auf der Innenseite der Membran, und die Proteine L, N, P, M2-
1 und M2-2 sind mit der genomischen RNA assoziiert. Daneben verfiigt RSV noch iiber die
Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 (Corrins, 1995; Corrins et al., 2001). Eine Aufstellung
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samtlicher RSV-Proteine findet sich in Tabelle 1.2.

1.1.4 Strukturproteine

Nukleokapsid-assoziierte Proteine

Die Proteine N, P, L und M2 bilden gemeinsam mit der RNA das Nukleokapsid und sind an
der Transkription und Replikation von RSV beteiligt. N, P und L reichen aus, um ein BRSV-
Minigenom zu konstruieren, dessen Effektivitit sich durch geringe Mengen M2 steigern lésst

(Yunus et al., 1998).

Das Nukleokapsidprotein (N-Protein) ist 42 kDa grof3. Eine direkte Interaktion mit dem Phos-
phoprotein konnte nachgewiesen werden (MALLIPEDDI et al., 1996; KrisHNAMURTHY und SAMAL,

1998).

Das 27 kDa gro3e Phosphoprotein (P-Protein) ist hydrophil und tiberwiegend am N-Terminus
phosphoryliert. An zwei Regionen des Proteins, in der Mitte und am C-Terminus, finden sich

gehduft saure Aminosduren (SATAKE et al., 1984).

Das 250 kDa grof3e large Protein (L-Protein) stellt die RNA-abhédngige RNA-Polymerase dar,
die benotigt wird, um das als Negativstrang vorliegende RNA-Genom in einen Positivstrang
umzuschreiben (Stec et al., 1991). Das L-Protein besitzt Proteinkinaseaktivitit und bindet so-

wohl an das Nukleokapsid- als auch an das Phosphoprotein (Corins et al., 2001).

Der Leserahmen fiir das M2-Protein iiberlappt teilweise mit dem Leserahmen des L-Proteins
(StEC et al., 1991). Dariiber hinaus enthilt die M2-mRNA zwei offene Leserahmen (HarRpY und
WEeRrTzZ, 1998). Die Nukleotide 10-594 kodieren das M2-1-Protein, die Nukleotide 563-853 das
M2-2-Protein (CoLLiNs et al., 1990). M2-1 bindet an das N-Protein (Garcia et al., 1993; Garcia-
Barreno et al., 1996). Es wirkt als Antiterminationsfaktor bei der RNA-Transkription (FEARNS
und CorLins, 1999). Das M2-2-Protein ist bei der Umschaltung vom Transkriptions- zum Re-
plikationsmodus von Bedeutung, jedoch nicht essentiell (BErmingHAM und CorLins, 1999; JiN

et al., 2000).
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Protein Molekulargewicht in kDa / | charakteristische Eigenschaften und Funktion
Modifikationen
FO 70 Vorlauferprotein, wird fusionsaktiv nach der
N-glykosyliert, acyliert Spaltung in F1- und F2-Untereinheit.
F1: 48 kDa, Typ-I-Membranprotein, N-
glykosyliert, acyliert, carboxyterminale Region
von FO, Fusionspeptid am N-Terminus, wichtiges
Ziel der humoralen Immunantwort, Fusionsei-
genschaft, iiber Disulfidbriicken mit F2 zu einem
Heterodimer verbunden
F2: 20 kDa, N-glykosyliert, aminoterminale Re-
gion von FO, Signalpeptid am N-Terminus
G 90 Bindung an Proteoglykane, Transmembranregion
O-/N-glykosyliert am N-Terminus (Typ-II-Membranprotein), hoher
Kohlenhydratanteil
SH 13, glykosyliert Membranprotein, anti-apoptotische Funktion
M 25 Matrixprotein, zwischen Nukleokapsid und
Membraninnenseite lokalisiert, initiiert self-
assembly”
N 45 Nukleokapsidprotein, Teil des Polymerasekom-
plexes
P 33, phosphoryliert Teil des Polymerasekomplexes
250 Teil des Nukleokapsids, RNA-abhingige RNA-
Polymerase
M2-1 22, phosphoryliert Elongationsfaktor der Transkription
M2-2 11 vermittelt die Umschaltung von Transkription auf
Replikation
NSI1 14 Interferon- Antagonist
NS2 15 Interferon- Antagonist

Tabelle 1.2: Ubersicht iiber die RSV-Proteine und ihre virale Funktion
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M-Protein

Das Matrixprotein (M-Protein) ist 29 kDa grof3. Es spielt bei den Paramyxoviren eine zentra-
le Rolle bei der Bildung der Virionen (SATAKE und VENKATESAN, 1984; Garinski et al., 1987,
SpriGas et al., 1987). Ein Signalpeptid oder eine Transmembrandomine sind nicht vorhanden.
Das M-Protein interagiert mit der Plasmamembran der Wirtszelle, bildet eine Proteinschicht auf
der Innenseite der Virushiille und zieht die iibrigen Virusbestandteile fiir den Knospungsprozess
an der Zellmembran zusammen, weshalb eine Wechselwirkung mit den viralen Glykoproteinen

und dem Nukleokapsid postuliert wird (Bowen und LytLEs, 1982).

SH-Protein

Das small hydrophobic Protein (SH-Protein) hat ein theoretisches Molekulargewicht von 13 kDa.
Bei HSRV wurden unterschiedlich glykosylierte Isoformen dieses Membranproteins nachge-
wiesen (OLmsTED und Corrins, 1989). Es kann die beiden anderen Oberflichenproteine G und
F unterstiitzen, indem es die Bindungsaffinitit gegeniiber Heparinstrukturen erhoht (FELDMAN
et al., 2000). Rekombinantes RSV bei dem das SH-Gen deletiert wurde, ist in Zellkultur iiber-
lebensfihig; allerdings sind die Virustiter geringer (BUKREYEV et al., 1997). Neuere Studien

zeigten, dass das SH Protein eine anti-apoptotische Wirkung hat (FuenTEs et al., 2007).

G-Protein

Das Glykoprotein G ist ein Typ-II-Membranprotein. Es hat aufgrund der starken O-Glykosylier-
ung ein Molekulargewicht von 84 bis 90 kDa (McIntosH und CHANOCK, 1985). Das theoretische
Molekulargewicht betrug lediglich 30 kDa. Die Divergenz der G-Proteine innerhalb der Spezies
HRSYV fiihrte zur Einteilung in die Serotypen A und B (Jounson et al., 1987). Das G-Protein

unterstiitzt das F-Protein bei der Bindung der Virionen an die Wirtszelle (LEVINE et al., 1987).

Neben der membrangebundenen Form gibt es in infizierten Zellen eine weitere Variante, die
weder zytoplasmatischen Abschnitt noch Transmembrandomine aufweist. Dieses verkiirzte G-
Protein wird in 16slicher Form von den Zellen sezerniert (HENDRICKS et al., 1988; RoBERTS et al.,

1993).
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Zu den Bindungsproteinen der anderen Paramyxoviren zeigt das Glykoprotein deutliche struk-
turelle Unterschiede (LanGepuk et al., 1996). Himagglutinierende Eigenschaften sind nicht
vorhanden. Ein Bindungsvermdgen des G-Proteins an Heparin konnte nachgewiesen werden
(Krusar und STRECKERT, 1997; BourGEeois et al., 1998). Weiter verfiigt das G-Protein iiber ein
CX3C-Chemokin-Motiv, welches mit dem Chemokin-Rezeptor CX3CRI1 interagiert und so ei-
ne antiinflammatorische Wirkung entfalten kann (Tripp et al., 2001; HaynEs et al., 2003; HAr-

COURT et al., 20006).

Das G-Protein ist nicht essentiell fiir die Virusvermehrung, wie Versuche mit rekombinantem
RSV, dem das Gene fiir das G-Protein fehlte, zeigten (Karron et al., 1997; TenG et al., 2001;

TECHAARPORNKUL et al., 2001).

F-Protein

Das Fusionsprotein (F-Protein) bewirkt die Fusion der Virusmembran mit der Plasmamembran
der betroffenen Zelle. (BrRarT und GALLAHER, 1969; CHopPiN und Compans, 1975; WaLsH und
Hruska, 1983). Es handelt sich um ein Typ I-Membranprotein, an dessen N-Terminus sich
ein Signalpeptid fiir den Transport des Translationskomplexes zur Membran des Endoplasma-
tischen Retikulums (ER) befindet. Dieses wird im Laufe der Prozessierung abgespalten. Der
Transmembrananker trennt die groe N-terminale Ektodomédne vom kurzen C-terminalen Ab-

schnitt, der im Zytoplasma lokalisiert ist (CoLLINs et al., 1984).

Das Fusionsprotein wird als Vorlduferprotein Fy synthetisiert, das eine Masse von ca. 70 kDa
hat. Das Protein ist zahlreichen posttranslationalen Modifikationen unterworfen, wie der Acy-
lierung (ArRuMucHAM et al., 1989) und der N-Glykosylierung (CasH et al., 1979; MORRISON,
1988; MaLLpEDDI €t al., 1996). Potentielle N-Glykosylierungsstellen des HRSV-F-Proteins sind
N27,N70,N116, N120, N126 und N500 (Zmmmer et al., 2001b). Desweiteren findet eine Oligo-
merisierung statt (CoLrLins, 1991), wobei Trimere des F-Proteins gebildet werden (CALDER et al.,

2000; MartaEWS et al., 2000).

Das zunichst gebildete Vorlduferprotein ist noch biologisch inaktiv. Entscheidend zur Erlan-
gung der Fusionsaktivitit ist die proteolytische Spaltung in die Untereinheiten F; (48 kDa) und
F, (20 kDa) (Gruser und Leving, 1983), die allerdings iiber eine Disulfidbriicke miteinander

verbunden bleiben (ELanco et al., 1985). Als Spaltstelle wurde das multibasische Aminoséu-
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remotiv Lysin-Lysin-Arginin-Lysin-Arginin-Arginin (K-K-R-K-R-R!*®) identifiziert, das hinter
der Aminosédure 136 von der ubiquitidren Protease Furin im trans-Golgi-Netzwerk gespalten
wird (ELaNGo et al., 1985). Zusitzlich konnte noch ein weiteres Furinspaltmotiv stromaufwérts
entdeckt werden. Es befindet sich an der Position 109 und besitzt die Sequenz Arginin-Alanin-
Arginin-Arginin (R-A-R-R) (GonzALEZ-REYES et al., 2001; ZimMmERr et al., 2001a). Diese doppelte

Spaltstelle des RSV F-Proteins ist unter den Pa ramyxoviren einzigartig.

Die N-terminale Spaltstelle ist fiir die Replikation und Virusvermehrung in Zellkultur entbehr-
lich (Zmmmer et al., 2002). In der Elektronenmikroskopie kénnen je nach Spaltung der bei-
den Motive unterschiedliche strukturelle Auspriagungen des Fusionsproteins beobachtet werden
(Ruiz-ArGUELLO et al., 2002). Als Folge der Spaltung an den beiden Motiven wird ein 27 Amino-
sauren groBes Peptid freigesetzt. Bei BRSV wird es durch weitere Modifikationen zu Virokinin,
einem Peptidhormon der Tachykinin-Familie umgewandelt (Zimmer et al., 2003). Die Bedeu-
tung von Pep27 bei HRSV, welches keine Sequenzhomologie zu dem bovinen Pep27 aufweist,
ist noch nicht geklirt. Durch die proteolytische Spaltung wird am N-terminalen Ende der F1-
Einheit eine stark hydrophobe Domine, das Fusionspeptid freigesetzt. Dieses Peptid kann mit

der Plasmamembran der Wirtszelle wechselwirken und leitet den Fusionsprozess ein (CoLLINS

et al., 2001).

C-Terminal vom Fusionspeptid und N-terminal vom Membrananker sind zwei heptad repeat-
Dominen lokalisiert (HR2 bzw. HR3). Eine weitere solche Domine (HR1) findet sich in der
F,-Untereinheit (MarTHEWS et al., 2000). heptad repeats sind sich wiederholende Sequenzen
von sieben Aminosiiuren, wobei die Positionen a und d meist mit hydrophoben Resten be-
setzt sind. Daneben sind die Positionen e und g oftmals mit geladenen Aminosiduren besetzt.
Die HR3-Dominen der drei F-Proteine eines Trimers bilden eine coiled coil-Struktur aus und
interagieren ihrerseits wieder mit den HR2-Doménen (Zuao et al., 2000; Wang et al., 2003;
LawLess-DeLMEDICO et al., 2000; MartHews et al., 2000). Synthetische Peptide, die der HR2-
Domine entsprechen, sind wirksame Inhibitoren der Fusionsaktivitit, woraus geschlossen wer-
den kann, dass der HR2-HR3-Komplex auch fiir die Fusion von Bedeutung ist (LAMBERT et al.,

1996; DouaLas et al., 2003).

Wie bei vielen Paramyxoviren ist die Fusion bei RSV pH-unabhiingig. Eine Folge davon ist die
Ausbildung von Synzytien, die dadurch entstehen, dass auf der Oberfldche der Zellen expri-

mierte F-Proteine die Fusion der Zelle mit der benachbarten Zelle einleiten. Versuche mit einer
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Abbildung 1.3: Proteolytische Prozessierung des RSV-Fusionsproteins
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HRSV-Deletionsmutante cp-52, der die Genabschnitte fiir das G- und fiir das SH-Protein feh-
len, zeigten, dass das Fusionsprotein allein, unabhéngig von G und SH, eine Infektion vermitteln
kann (Karron et al., 1997). Dies deutet darauf hin, dass das F-Protein von RSV im Gegensatz
zu den Fusionsproteinen vieler anderer Paramyxoviren selbst rezeptorbindende Eigenschaften
hat. Es konnte gezeigt werden, dass RSV mit Heparin-dhnlichen Strukturen interagiert (Kru-
sAT und STRECKERT, 1997; MARTINEZ und MELERO, 2000; TECHAARPORNKUL et al., 2002; HALLAK
et al., 2007). Entfernt man Heparin als Bindungspartner enzymatisch, sinkt die Infektiositit
der Deletionsmutante cp-52 (FeLpman et al., 2000). Die F2-Untereinheit wird fiir die spezies-
spezifische Infektion von BRSV bzw. HRSV verantwortlich gemacht (ScHLENDER et al., 2003).
Eine weiterer wichtiger Faktor fiir die Fusionseigenschaften ist die Bindung des F-Proteins an
RhoA (PastEY et al., 1999; McCurbpy und GranaMm, 2003; Gower et al., 2005). Es konnte dar-
iiber hinaus gezeigt werden, dass Peptide, die einem Bereich des RhoA entsprechen, wirksame

Inhibitoren der HRS V-Replikation sind (PasTEY et al., 2000; Bubce et al., 2003)

Das F-Protein ist das Hauptantigen von RSV und induziert im Wirtsorganismus die Bildung
neutralisierender Antikorper (OLmsTED et al., 1986; PEMBERTON et al., 1987; WErTz et al., 1987,
Kimmman und WESTENBRINK, 1990). Es hat auch eine immunmodulatorische Wirkung, da es die
die mitogen-induzierte Proliferation von T-Zellen durch bloBen Kontakt mit diesen hemmen

kann (ScHLENDER et al., 2002).
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1.1.5 Nichtstrukturproteine

Die RNA des respiratorischen Synzytialvirus kodiert fiir zwei Nichtstrukturproteine. Das saure
NS1-Protein ist 14 kDa gro83, das basische NS2-Protein 15 kDa grof3. Letzteres hat in infizierten
Zellen eine Halbwertszeit von lediglich 30 min, wihrend NS1 stabil ist und mit dem Matrix-
protein assoziiert (Evans et al., 1996). Beide Nichtstrukturproteine kénnen nicht in Virionen,
sondern nur in RS V-infizierten Zellen nachgewiesen werden (CoLLins et al., 2001). Einzeln oder
gemeinsam scheinen sie keinen Effekt auf das “self assembly” oder auf die Passagierung von
Virus-dhnlichen Partikeln zu haben (TeENG und CoLrins, 1998). Sie haben offenbar immunologi-
sche Bedeutung, denn gemeinsam wirken sie antagonistisch auf die Interferon- und Interleukin-
vermittelte antivirale Zellantwort (ScHLENDER et al., 2000; BosserT et al., 2003; Lo et al., 2005;
KoteLKIN et al., 2006; WriGHT et al., 2006). Rekombinante Viren, denen das NS2-Protein fehlt,

sind im Tierversuch attenuiert (WHITEHEAD et al., 1999).






2. Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine ursidchliche Verbindung zwischen der Fusionsaktivitit und
den proapoptotischen Eigenschaften des F-Proteins herzustellen. Zu diesem Zweck sollten trans-
gene Epithelzelllinien hergestellt werden, welche das F-Protein von HRSV bzw. BRSV sowie
Chimairen der beiden Proteine expremierten. Aulerdem sollten Mutanten hergestellt werden, bei
denen die proteolytische Spaltstellen des Pep27, das dazwischen liegende Pep27 oder das Fusi-
onspeptid modeifiziert waren. Ein weiteres Ziel war die Herstellung einer 16slichen Form des F-
Proteins. Die Mutanten sollten hinsichtlich ihrer proteolytischen Prozessierung, des Transportes
zur Plasmamembran, ihrer Fusionseigenschaften und ihrer Fihigkeit, Apoptose zu induzieren,

untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung einer hochkonservierten basischen Do-
mine in der F,-Unterheit fiir die Funktion des F-Proteins zu analysieren. Dazu wurden ent-
sprechende Mutanten des F-Proteins mit der zytoplasmatischen Doméne des F-Proteins vom
Sendaivirus versehen und dazu verwendet, eine F-Deletionsmutante des Sendaivirus zu komple-
mentieren. Auf diese Weise konnte die Funktion der Mutanten im Kontext einer Virusinfektion
untersucht werden. Parallel dazu wurde der Einfluss der Mutationen auf Oberflachentransport,
proteolytische Spaltung und Fusionsaktivitidt und Inkorporation des mutierten Proteins in die

Viruspartikel analysiert.
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3.1 Zelllinien

BHK-21

Hierbei handelt es sich um eine etablierte Zelllinie aus Nierenge-
webe eines jungen syrischen Goldhamsters (baby hamster kidney)
aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren (Braunschweig). Sie wurde durch das Institut fiir Virologie der

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover zur Verfiigung gestellt.

MDCK-II

Die Madin Darby canine kidney-Zellen Typ II wurden 1958 aus der
Niere eines weiblichen Cocker-Spaniels gewonnen. Die Zellen wur-
den durch das Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztlichen Hoch-

schule Hannover zur Verfiigung gestellt.

MDCK-(bF-GFP)

Diese Zellen expremierten nach Induktion mit Mifepriston das
BRSV-F-GFP-Protein. Die Zellen wurden von Frau Julia Eckardt-
Michel vom Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztliche Hoch-

schule Hannover zur Verfiigung gestellt.

MDCK-(gp40-GFP)

Diese Zellen expremierten nach Induktion mit Mifepriston das gp40-
GFP-Protein. Die Zellen wurden von Frau Julia Eckardt-Michel vom
Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hanno-

ver zur Verfiigung gestellt.

MDCK-(SeV-F)

Diese Zellen expremierten nach Induktion mit Mifepriston das F-
Protein des Sendaivirus. Die Zellen wurden von Frau Diane Bax-
mann vom Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztliche Hochschu-

le Hannover zur Verfiigung gestellt.

15
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MDCK-(SeV-F- Diese Zellen expremierten nach Induktion mit Mifepriston das SeV-
GFP) F-GFP-Protein. Die Zellen wurden von Frau Diane Baxmann vom
Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hanno-

ver zur Verfiigung gestellt.

Vero Die Vero-Zellen stammen aus dem Nierengewebe der Griinen Meer-
katze (African green monkey kidney). Die etablierten Zelllinie wur-
de vom Institut fiir Virologie der Stiftung Tierdrztliche Hochschule

Hannover zur Verfiigung gestellt.

3.2 Viren

Sendai-Virus

Das rekombinante Sendaivirus SeV-AF wurden von Sascha Bossow, Max-Planck-Institut fiir

Biochemie, Martinsried, zur Verfiigung gestellt.

3.3 Bakterienstamme

E. coli

Im Rahmen dieser Arbeit wurden E. coli XL1-Blue verwendet. Die Bakterien wurden von der

Firma Stratagene erworben.

3.4 Plasmide

pPCR-Script- Das Plasmid enthilt eine optimierte DNA-Sequenz fiir die ersten 444
bFhpsynStrep Basen des BRSV-F-Gens, das statt des bovinen Pep27 das humane
Pep27 enthilt, welches am N-Terminus mit einem Strep-Epitop ver-
sehen ist. Das Plasmid wurde von der Firma GeneArt, Regensburg,

synthetisch hergestellt. Die Sequenz ist im Anhang enthalten.
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pcD-hF

Das Plasmid enthielt das kodon-optimierte Gen fiir das HRSV-F-
Protein (Accession-Nr.: ABQ42594). Es wurde von Herrn Thomas
Grunwald, Abteilung fiir Molekulare und Medizinische Virologie,

Ruhr-Universitit Bochum, zur Verfiigung gestellt.

pcDNA3.1(+)

Das Plasmid wurde von der Firma Invitrogen erworben.

pcDNA3.1-hFyr

In das Plasmid war ein kodon-optimiertes chimédres HRSV-F-Gen
kloniert worden, dessen zytoplasmatische Doméne und Membranan-
ker gegen die entsprechenden Dominen des SeV-F-Gens ausge-
tauscht worden war. Es wurde von Herrn Gert Zimmer, Institut fiir
Virologie, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, zur Verfii-

gung gestellt. Die Aminosduresequenz findet sich im Anhang.

pCMV-3Tag-3 Das Plasmid wurde von der Firma Stratagene erworben.

pEGFP-N1 Das Plasmid wurde von der Firma Clontech erworben.

pE-Cav-1 In das Plasmid pEGFPC1 war das Gen fiir das humane Caveolin-
1 (Accession-Nr.: BES78203) kloniert worden. Es wurde von Herrn
Gert Zimmer, Institut fiir Virologie, Stiftung Tierédrztliche Hochschu-
le Hannover, zur Verfiigung gestellt.

pGene und pSwitch ~ Die Plasmide gehorten zum GeneSwitch-System. Sie wurden von

der Firma Invitrogen erworben.

pGene-bF-GFP

Das Plasmid enthielt das kodon-optimierte Gen fiir das BRSV-F-
Protein (Accession-Nr.: CAN90052), welches C-terminal mit einem
GFP fusioniert war. Es wurde von Frau Julia Eckardt-Michel, Insti-
tut fiir Virologie, Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, zur

Verfiigung gestellt.

pGene-SeVF

Das Plasmid enthielt das kodon-optimierte Gen fiir das Sendaivirus-
F-Protein (Accession-Nr.. CAN89776). Es wurde von Frau Diane
Baxmann, Institut fiir Virologie, Stiftung Tierdrztliche Hochschule

Hannover, zur Verfiigung gestellt.

pIRES-hrGFPII

Das Plasmid wurden von der Firma Stratagene erworben.
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3.5 Medien

EDulb (Dulbecco’s Minimal Essential Medium), pH 6,9

EDulb-Fertigpulver 13,53 g
NaHCO; 22¢g
Aqua bidest. steril ad 11

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium), pH 7,0

EMEM-Fertigpulver 9.6 ¢
NaHCO; 22¢
Aqua bidest. steril ad 11

Die Fertigpulver stammten von der Firma GIBCO BRL Life Technologies und wurden pro Liter
mit 0,06 g Penicillin G und 0,05 g Streptomycin-Sulfat (Sigma) versetzt.

LB-Medium
Bactotrypton 10¢g
Hefeextrakt 5S¢
Natriumchlorid 10 g
Reinstwasser Ad11

pH 7,5, autoklaviert

Methylcellulose

4 g Methylcellulose werden in einer 500 ml-Flasche autoklaviert, mit 500 ml EDulb, 2 % FKS

und Penicillin/Streptavidin versetzt und 3 Tage bei 4°C geriihrt.
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3.6 Puffer und Losungen

Anodenpuffer I IM Tris 300 ml

pH 9,0 Ethanol 200 ml
Reinstwasser 500 ml

Anodenpuffer II IM Tris 25 ml

pH 7.4 Ethanol 200 ml
Reinstwasser 770 ml

1x Auftragspuffer Glycerin 30% (v/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Kathodenpuffer IM Tris 25 ml

pH 9.4 Aminocapronsiure 525 g
Ethanol 200 ml
Reinstwasser 770 ml

MgSO4/HEPES- MgSOy4 100 mM

Puffer HEPES 50 mM

Natriumacetatpuffer Natriumacetat 150 mM

pH 5,5

NP40-Lysispuffer Natriumdesoxycholat 0,5%

pH 7.5 Nonidet P40 1%
Tris HCI, pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM

bei Bedarf: Protease-Inhibitor "Complete” 1 Tablette auf 50 ml
PBS NaCl 8¢g
pH 7.5 KCl 02¢g
Na,HPO, 1L15¢g
KH,PO, 0,12 g
MgCl, * 6 H,O 0,1¢g
CaCl, * 2 H,O 0,132 g
Reinstwasser ad 11
PBS-Glycin Glycin 0,1M
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PBSM NaCl 8¢g
pH 7,5 KCl 02¢g
Na,HPO, 1,L15¢g
KH,PO, 02¢g
Reinstwasser ad 11
PBSM 0,1% Tween PBSM 21
Tween 2 ml
Phosphatpuffer Na,HPO, 50 mM
pH 7,0 NaH,HPO, 50 mM
Sammelgellosung H,0 3,4 ml
fiir Polyacrylamidgele  Acrylamidlosung 30% 0,83 ml
IM Tris HCI, pH 6,8 0,63 ml
10% SDS (in H20) 50 ul
10% APS (in H20) 50 ul
TEMED 10 ul
10x SDS-Laufpuffer SDS 10¢g
pH 8.4 Tris 30¢g
Glycin 144 ¢
Reinstwasser ad 11
2x SDS-Probenpufter 0,5 M Tris/HCI pH 6,8 10 ml
10% SDS 20 ml
Glycerin 10 ml
Reinstwasser 9 ml
2% Bromphenolblau 1 ml
10x TAE-Puffer Tris 40 mM
pH 8,0 Natriumacetat 20 mM
EDTA 2 mM
Reinstwasser Ad 11
10x TBE-Puffer Tris-HCI 10 mM
pH 8,0 EDTA 1 mM
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TFB I CaCl, 10 mM
pH 5.8; sterilfiltriert Glycerin 15 %(v/v)
Kaliumacetat 30 mM
Rubidiumchlorid 100 mM
Manganchlorid 50 mM
TFB II MOPS 10 mM
pH 7.,0; autoklaviert Rubidiumchlorid 10 mM
CaCl, 75 mM
Glycerin 15 %(v/v)
Trenngellosung (10%)  H,O 4 ml
fiir Polyacrylamidgele  Acrylamidlosung 30% 3,3ml
IM Tris HCI, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS (in H,0) 100 ul
10% APS (in H,0) 100 wl
TEMED 16 ul
Trenngellosung (8%) H,O 4,6 ml
fiir Polyacrylamidgele  Acrylamidldsung 30% 2,7 ml
IM Tris HCI, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS (in H,0) 100 ul
10% APS (in H,0O) 100 ul
TEMED 16 ul
Trypsin 0,125% NaCl 80¢g
pH 7,0 KCl 0,20 g
Na,HPO, * 12 H,O 231 ¢g
KH,PO, * 2 H,O 0,20 g
CaCl, 0,13 ¢g
MgSO, * 7 H,O 0,10 g
Trypsin 1,25 g
Versen (EDTA) 1,25 ¢
Streptomycin 0,05 ¢g
Penicillin 0,06 g
Aqua bidest. ster. ad 11
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3.7 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert.

Nr. | Name Sequenz (5°-3°)

1 hFsyn-S(HindIII) GGC CGG AAG CTT ATG GCC ACG ACC ACG ATG
CGG ATG

2 | hFsyn-GFP-AS(Kpnl) | TGG GCC GGT ACC GTG TTG GAG AAG GCG ATG
TTG TTG

3 hFsyn-SANN-S TGC CGC CAA CAA CAG CGC CAA CAA CGA GCT
GCC CCG GTT CATGAAC

4 | hFsyn-SANN-AS CCG GGG CAG CTC GTT GTT GGC GCT GTT GTT
GGC GGC AGG GGT AGA

5 hFsyn-KGR-S ACC AAC GTG ACC CTG AGC AAG GGG AGA TTC
CTG GGC TTT CTG CTG GGA

6 | hFsyn-KGR-AS GCC CAG GAA TCT CCC CTT GCT CAG GGT CAC
GTT GGT TTT CTT GGT GTT

7 hFsyn-RR-S ACC AAC GTG ACC CTG AGC CGG AGA TTC CTG
GGC TTT CTG CTG GGA GTG

8 hFsyn-RR-AS AAA GCC CAG GAA TCT CCG GCT CAG GGT CAC
GTT GGT TTT CTT GGT GTT G

9 | hFsN126Q-s ACA CCA AGA AAA CCC AGG TGA CCC TGA GCA
AGA AGCG

10 | hFsN126Q-as CTT GCT CAGGGTCACCTGGGTTTTCTT GGT GTT
GTITC

11 | hF(p-5)syn-s AGA GCC AGA CGG ATG AAC TAC ACC CTG AAC
AAC ACC

12 | hF(p-5)syn-as AGG GTGTAGTTC ATCCGT CTGGCTCTGTTGTTG
GCG GC

13 | hFs(p-4)-s AGA AAA CCA ACG TGA CCC GGA AGC GGA GAT
TCC TGG G
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14

hFs(p-4)-as

CCA GGA ATC TCC GCT TCC GGG TCA CGT TGG
TTT TCTT

15

hFhpStreplcc-s

AGA AGC GGA GAT TCC TGG GCT TTC TGC TGG
GAG TGG GC

16

hFhpStreplccc-as

TCC CAG CAG AAA GCC CAG AAA TCT CCG CTT
CCGCTITCTTGCTC

17

hFsyn-L.141N-s

GGC TTT AAT CTG GGA GTG GGC TCT GCC

18

hFsyn-L141N-as

TCC CAG ATT CCC GCC CAG GAA TCT CCG

19

bFhpCterm-s

AAG CGG AGA TTC CTA GGC TTC CTG CTG

20

bFhpCterm-as

GCC TAG GAA TCT CCG CTT CCG CTT CTT

21

hFbpCterm-s

AAG CGC CGC TTC CTG GGC TTT CTG CTG

22

hFbpCterm-as

GCC CAG GAAGCGGCG CITGCG CTTCTT

23

hFbpNterm-s

GCC AGA CGG GGC ATC CCG GAG CTG ATC

24

hFbpNterm-as

CGG GAT GCC CCG TCT GGC TCT GTT GTT

25

bFhpNterm-s

GCC AAG AGA GAG CTG CCC CGG TTC ATG

26

bFhpNterm-as

GGG CAG CTC TCT CTT GGC TCT GCT GCT

27

hFsp-Flagln-s

CAA CAA CAG AGC CAG ACG GGA TTA CAA GGA
TGA CGA CGA TAAGGACTAT

28

hFsp-Flagln-as

GTC GTC ATC CTT GTA ATC CCG TCT GGC TCT GTT
GTT GGC GGC AGG GGT A

29

hFsp-Flaglc-s

ATA AAG GTA GTG GTA GCG AGC TGC CCC GGT
TCA TGA ACT ACA CCC TG

30

hFsp-Flaglc-as

AGCTCGCTACCACTACCTTTATCGTCATCATCT
TTG TAG TCC TTG TC

31

hFsp-Flag2n-s

CCC TGG GTA GTG GTA GCG ATT ACA AGG ATG
ACG ACG ATA AGG ACT AT

32

hFsp-Flag2n-as

GTA ATC GCT ACC ACT ACC CAG GGT CAC GTT
GGT TTT CTT GGT GTT GT

33

hFsp-Flag2c-s

CAA AGA TGA TGA CGA TAA AAG CAA GAA GCG
GAA GCG GAG ATT CCT GGG C
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34

hFsp-Flag2c-as

CCG CTT CCG CTT CTT GCT TTT ATC GTC ATC ATC
TTT GTA GTC CTT GTC

35

bFsynHindIII-s

GGC CGG AAG CTT ATG GCC ACG ACC ACG ATG
CGG ATG

36

bFsyn-GFP-AS(Kpnl)

CCG GCC GGT ACC TTG CTG AAG CTC AGG TTG
TTG

37

hFhpStrep1n-s

AGA GCC AGA CGG GCC AGC TGG AGC CAC CccT
CAGTTC

38

hFhpStrep1n-as

CTC CAG CTG GCC CGT CTG GCT CTG TTG TTG
GCG GC

39

hFhpStreplc-s

AGA AGC GGA GAT TTC TGC TGG GAG TGG GCT
CTG CCATC

40

hFhpStreplc-as

CAC TCC CAG CAG AAA TCT CCG CTT CCG CTT
CITGCTC

41

hFsyn-EcoRI-S

GCA ATT GAA TTC ACC ATG GAG CTG CCT ATC
CTG AAGG

42

hFsyn-EcoRI-AS-sol

TCT GCA GAA TTC CCG TTG GTG GTG CTC TTG
CCGGCGTT

43

hFsyn-Xhol(478)-s

GGT GCT GCA CCT CGA GGG AGA GGT GAA CAA
GAT CAA GAG CGC CCT GC

44

hFsyn-Xhol(478)-as

CAC CTC TCC CTC GAG GTG CAG CAC CTIT AGA
CAC GGC GAT GCC AGA GG

45

hFsyn-Xbal-as

CCT AAT CTA GAC TGG ACT TAT CAG TTG GAG
AAG G

46 | SeVFsyn-Xbal-as TTG GAA TCT AGA TCA CCG CTT CTC GGC CAT

47 | hFs-K65N-s AAC ATC AAC GAG AAC AAG TGC AAC GGC ACC
GAC GCC

48 | hFs-K65N-as GTT GAT GTT GCT CAG CTC GAT GGT GAT CAC GCT
GGT

49 | hFs-K68N-s GAG AAC AAC TGC AAC GGC ACC GAC GCC AAG

GTG AAG
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50

hFs-K68N-as

GTT GCA GTT GTT CTC CTT GAT GTT GCT CAG CTC
GAT

51

hFsyn-K75N-s

GGC ACC GAC GCC AAC GTG AAG CTG ATG AAG

CAG GAG CTG GAC AAG TAC

52 | hFsyn-K75N-as CAT CAG CTT CAC GTT GGC GTC GGT GCC GTT
GCA CTT GTT CTC CTT GAT

53 | hFsyn-K77N-s GAC GCC AAG GTG AAC CTG ATG AAG CAG GAG
CTG GAC AAG TAC AAG AAC

54 | hFsyn-K77N-as CTG CTT CAT CAG GTT CAC CTT GGC GTC GGT
GCC GTT GCA CTT GTT CTC

55 | hFs-K80N-s CTG ATG AAC CAG GAG CTG GAC AAG TAC AAG
AAC GCC

56 | hFs-K80N-as CTC CTG GTT CAT CAG CTT CACCTT GGC GTC GGT
GCC

57 | hFs-K85N-s CTG GAC AAC TAC AAG AAC GCC GTG ACC GAA
CTG CAG

58 | hFs-K85N-as CTT GTA GTT GTC CAG CTC CTG CTT CAT CAG CTT
CAC

59 | hFs-K87N-s AAG TAC AAC AAC GCC GTG ACC GAA CTG CAG
CTG CTG

60 | hFs-K87N-as GGC GTT GTT GTA CTT GTC CAG CTC CTG CTT CAT

CAG

61

hFsyn(588)-S

GAA CTA CAT CGA CAA GCA GC

62

hFsyn-(1186)-S

ATG ACC AGC AAG ACCGACG

63

hFsCT-syn-s

AAG GCC AGA CTG AAG CGG AGC ATG CTG

64

hFsCT-syn-as

CCG CTT CAG TCT GGC CTT ACA GTA CAG
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3.8 Antikorper

a-BRSV-FITC (monospezifisches Rinderse-
rum gegen das F-Protein, FITC-konjugiert)

Institut fiir Virologie, Stiftung Tierérztli-

che Hochschule Hannover

a-Flag M2 (monoklonaler Maus-Antikorper Sigma
gegen die Flag-Sequenz)

a-Kaninchen-IgG-Cy3 (aus Schaf) Sigma
a-Maus-IgG-biotinyliert (aus Schaf) Amersham
a-Maus-IgG-Cy3 (aus Schaf) Sigma
a-NFgB,p65 (aus Kaninchen) Stressgene
a-RSV-F (monoklonaler Maus-Antikdrper Serotec

gegen das RSV-F-Protein)

a-RSV-F (monoklonaler Maus-Antikorper
gegen das RSV-F-Protein, Klon 13)

Geraldine Taylor, Institute for Animal

Health, Compton, United Kingdom

a-RSV-F (monoklonaler Maus-Antikorper
gegen das RSV-F-Protein, Klon 19)

Geraldine Taylor, Institute for Animal

Health, Compton, United Kingdom

a-SeV-M (monoklonaler Maus-Antikorper
gegen das SeV-M-Protein)

3.9 Enzyme

3.9.1 Restriktionsenzyme

AsiSl New England Biolabs
EcoRI MBI Fermentas
Hindlll MBI Fermentas
Notl MBI Fermentas
Xbal MBI Fermentas
Xhol MBI Fermentas

Institut fiir Virologie, Stiftung Tierérztli-

che Hochschule Hannover
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3.9.2 Andere Enzyme

T4 DNA-Ligase (5U/ul)

Pfu DNA-Polymerase rekombinant (2,5 U/ul)
Tag DNA-Polymerase (5U/ul)

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase, 1U/ul)
Streptavidin-Peroxidase (HRP)-Komplex

3.10 Kits

QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep Spin-Mini-Kit

QIAfilter Plasmid MIDI und MAXI Kit
PureYield Plasmid Midiprep System

3.11 Substrate

Caspase-Glo 3/7 Substrat
Super Signal West Dura Extended Duration Substrate

3.12 Transfektionsreagenz

Lipofectamine 2000 Reagent

3.13 Chemikalien

1,4-Dithiotreitol (DTT)

2-Mercaptoethanol

Aceton

Acetyliertes Trypsin

Acrylamidldsung 30% “Rotiphorese Gel 30”

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas

Amersham/Pharmacia

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Promega

Promega

Pierce

Invitrogen

Roth
Fluka
Roth
Sigma

Roth
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Agar-Agar

Agarose
Aminocapronsiure
Ammoniumpersulfat (APS)
BD FACSFlow
Blocking-Reagenz
Borsédure

Calciumchlorid

Complete, Proteaseinhibitorcocktail

Coulter Cleanse

DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
dNTP

EDTA

Essigsidure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fetales Kilberserum (FKS)
G418 Sulfat (Geniticin)
Gene Ruler 100 bp Ladder Plus
Glucose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Methylcellulose

Roth

Biozym

Sigma
BIO-RAD

BD Biosciences
Roche

Roth

Roth

Roche
Beckman Coulter
Sigma

Roth

Roth

MBI Fermentas
Roth

Roth

Merck

Sigma
Biochrom

PAA

MBI Fermentas
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma
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Mifepriston

Mowiol

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nonidet P40

Paraformaldehyd
Protein-A-Sepharose

Proteinmarker (Rainbow)
Octadecylrhodamine B chloride (R18)
Saccharose

Salzsédure

Sulfo-NHS-Biotin
Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS)
Triton X 100

Trypton

Tween 20

3.14 Gerite und Zubehor

Agarosegelelektrophorese

Bildverarbeitungssystem

Geltrager, Kammer, Kamm
Mikrowellengerit MWS 2820
UV-Transluminator MacroVue UV-20
PowerPac 300 (Spannungsquelle)

Sigma
Calbiochem
Roth

Merck

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roche
Fluka
Sigma
Amersham/Pharmacia
Molecular Probes
Roth

Roth

Pierce

Roth

Roth

Roth

Roth

INTAS
Keutz
Bauknecht
Amersham

Bio-Rad
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Autoklaven

Autoklav, Typ AS

Bakterienkultur

Petrischalen, 100 cm

Reagenzrohrchen, 15 ml
Reagenzrohrchen, 50 ml
Erlenmeyerkolben 100 ml, 300 ml, 500 ml
Schiittelinkubator Typ 3033

Brutschrank Typ B16

Photometer Ultraspec 2000

FACS

Coulter EpicsXL
Expo32 ADC (Software)
FACS-Ro6hrchen

Immunfluoreszenz

Deckgliser
Objekttriger

Magnetriihrer

Magnetriihrer, RCT basic

Webeco, Bad Schwartau

Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen
Jiirgens, Hannover
GFL, Burgwedel
Heraeus

Amersham

Beckman Coulter
Beckman Coulter

Amersham

Roth
Roth

IKA Labortechnik, Staufen
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Mikroskope

Axiovert25 (Inverses Mikroskop)
Axiophot 2 (Fluoreszenzmikroskop)
Digitale INTAS Kamera

PCR

GeneAmp PCR System 2499
Primus 25/96 Thermocycler

Gene Quant RNA/DNA Calculator
0,2 ml PCR-Reaktionsgefilie

pH-Meter

pH-Meter

Pipetten

10 ul, 100 ul, 1000 pl
8-Kanal-Pipette
1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml Glaspipetten

Pipettierhilfen

Accu Jet Pipettenhelfer

Plattenleser

GENios Pro

Zeiss, Jena
Zeiss, Jena

INTAS, Gottingen

Perkin Elmer
MWG Biotech
Pharmacia Biotech

Biozym

H. Jiirgens, Hannover

Eppendorf
Brand

H. Jirgens, Hannover

Brand

Tecan
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SDS-PAGE und Semi-dry Western Blot

Miniproteingelkammer, Hoefer Mighty small
11, SE 250

Multigelkammer Long, Typ G47

Filterpapier

Nitrozellulose-Transfer-Membran Protran

Transferkammer

PowerPac 3000 (Spannungsquelle)

ChemiDoc EQ

Quantity One V 4.4.0 (Software)

Sicherheitswerkbinke

NUAIRE Klasse 2
Biowizard Klasse 2

HeraSafe Klasse 2

Sterilfilter

FP 30/0,2 CA-S

Vortex

Reax top
Reax 2000-05-20

Waagen

Elektronische Analysenwaage, Typ 1712 MP 8
Sartorius Portable Waage Lauda A100

Amersham Pharmacia

Biometra

Schleicher & Schuell GmbH
Schleicher & Schuell GmbH
Keutz

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Nuaire
Kojair

Heraeus

Schleicher & Schuell

Heidolph, Kehleim
Heidolph, Kehleim

Sartorius GmbH
Sartorius GmbH
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Wasserbader

Wasserbad

Zellkultur

Gewebekulturflaschen 25 cm?
Gewebekulturflaschen 75 cm?
96-Napf-Platten

96-Napf-Platten fiir die Lumineszenz
24-Napf-Platten

24-Napf-Platten

6-Napf-Platten

CO,-Inkubator

Schwenktisch

Zentrifugen

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
Eppendorf Zentrifuge 5417C/R
Ultrazentrifuge Ultra Pro80

Rotor SW55

Megafuge 1,0R

J221 Zentrifuge mit JS 13 Rotor
Vakuumpumpe SpeedVac Savant

ZentrifugengefifBie

Ultra Clear fiir SW55
15 und 50 ml Rohrchen

GFL, Burgwedel

Nunc
Nunc
Costar
Nunc
Greiner
Nunc
Greiner
Hereaus

Keutz

Eppendorf
Eppendorf
Sorvall
Beckman
Heraeus
Beckman

Savant Instruments Inc

Beckman

Greiner
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4.1 Zellkulturtechniken

4.1.1 Kultivierung und Passagierung

Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO,-Atmosphire in 75 cm?-Zellkulturflaschen mit
20 ml Medium kultiviert und alle zwei bis vier Tage passagiert. Dazu wurden die Zellen mit
PBSM gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen ablos-
ten. Sofort danach wurden sie unter Zugabe von 9 ml des spezifischen Mediums resuspendiert,

passagiert und in frisches Medium umgesetzt.

BHK21-Zellen Die Zellen wurden in EMEM-Medium mit 5% FKS kultiviert. Eine
Flasche musste etwa alle vier Tage im Verhiltnis von 1:20 umgesetzt
werden.

MDCK-II-Zellen MDCK-II-Zellen wurden in EMEM-Medium mit 5% FKS kultiviert.

Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen im Verhéltnis von 1:20
umgesetzt.

Vero-Zellen Die Zellen wurden in EDulb-Medium mit 5% FKS kultiviert. Eine

Flasche wurde alle vier Tage im Verhiltnis von 1:10 umgesetzt.

4.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurde eine konfluent bewachsene 75 cm?-Zellkulturflasche wie oben
beschrieben trypsiniert und in 9 ml Medium suspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5 Mi-

nuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und die Zellen in 2,7 ml Me-

35
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dium mit 10% FKS resuspendiert und mit 0,3 ml DMSO versetzt. Das Einfrieren der Zellen
erfolgte in Aliquots zu 1 ml bei -80°C in einem Isopropanolbad, um sicherzustellen, dass die

Zellen langsam heruntergekiihlt wurden (1°C/min).

Das Auftauen erfolgte bei 37°C im Wasserbad. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10 ml
Medium versetzt, fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Medium

resuspendiert und die Zellen entsprechend der obigen Anleitung kultiviert.

4.1.3 Generierung transgener Zelllinien

Zur Generierung der transgenen Zelllinien wurden MDCK-Zellen mit den Plasmiden pGene-
RSV-F-GFP und pSwitch transfiziert und fiir 14 Tage in Anwesenheit der Antibiotika Hygromy-
cin B (500 pg /ml) und Zeocin (1 mg/ml) kultiviert. Die Zellen wurden in einer Dichte von einer
Zelle pro Napf in 96-Napf-Platten ausgesit. Nach vierzehnn Tagen wurden positive Zellklone

nach Induktion mit Mifepriston (10" M) unter dem Fluoreszenzmikroskop detektiert.

Die Zelllinie zur stindigen Expression des 16slichen F-Proteins wurde analog hergestellt. Trans-
fiziert wurde jedoch nur das Plasmid plres-GFPII-hF,,; zur Selektion diente das Antibiotikum
Geneticin (1 mg/ml).

4.2 Virologische Techniken

4.2.1 Anzucht von SeVAF

SeV-AF wurde auf MDCK-(SeV-F)-Zellen vermehrt. Zur Anzucht wurde eine konfluent be-
wachsene 75 cm?-Zellkulturflasche fiir drei Stunden unter Schwenken mit 5 ml Virus (MOI =
0,1) bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschlieend wurde der Virusiiberstand abgenommen und
20 ml EMEM-Medium mit acetyliertem Trypsin (1 pug /ml) und Mifepriston (10 M) inkubiert.

Das Virus konnte nach zwei Tagen geerntet werden. Dazu wurde der Zelliiberstand 15 Minuten
bei 3000 U/min (Megafuge 1,0R Heraeus) zentrifugiert, um Zelltriimmer zu entfernen. Das
Pellet wurde verworfen, und der Uberstand aliquotiert in fliissigem Stickstoff eingefroren und

bei -80°C gelagert.
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4.2.2 Generierung von Pseudotypen

MDCK-Zellen wurden in 6-Napf-Schalen ausgesiit (6 * 10° Zellen/Napf) und mit 4 ug der

pcDNA3.1-F-Plasmide transfiziert. Nach vier Stunden wurden die Zellen dreimal mit Medium
gewaschen und fiir drei Stunden mit SeV-AF (MOI = 1) infiziert. Nach erneutem dreimaligen
Waschen mit Medium wurden die Zellen mit Medium ohne FKS fiir zwei Tage inkubiert. Wurde
das pcDNA3.1-SeV-F-Plasmid transfiziert, wurde dem Medium noch acetyliertes Trypsin (1 pg
/ml) zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zelliiberstande 15 Minuten bei 3000 U/min zentrifu-
giert, um die Zelltriimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde entweder aliquotiert in fliissigem
Stickstoft eingefroren und bei -80°C gelagert oder fiir die Titration oder Ultrazentrifugation

eingesetz.

Zur Pelletierung wurden die Pseudotypen bei 25.000 rpm und 4°C durch ein Saccharosekis-
sen (25%) fiir 90 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Pellets in 100 ul SDS-

Probenpuffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel analysiert.

4.2.3 Bestimmung des Virustiters von SeV-AF

Vero-Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte ausgesit (2,5 * 10° Zellen/ml; 0,1 ml pro Vertie-
fung), so dass sich am folgenden Tag ein 80-100% konfluenter Zellrasen gebildet hatte.

Nach Herstellung zweier Virusverdiinnungsreihen in 10er Schritten wurde das Kulturmedium
von der Mikrotiterplatte abgenommen und 25 pl von jeder Verdiinnungsstufe zu den Zellen
in je zwel Nipfen gegeben. In je einen Napf pro Titrationsreihe wurden nun 25 pl Medium
gegeben; diese dienten als Negativkontrolle. Die Mikrotiterplatte wurde fiir drei Stunden im
Brutschrank auf dem Schwenker inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von Medium mit 2% Serum.

Die Mikrotiterplatten wurden fiir zwei Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die Methylcellulose wurde von der Mikrotiterplatte abgenommen und die Platte zweimal mit
PBS gewaschen. Anschlieend fixierte man die Zellen mit 100 ul Paraformaldehyd fiir 20 min,
wusch sie mit destilliertem Wasser und zéhlte die fluoreszierenden Zellen unter dem Fluores-

zenzmikroskop.
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4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Amplifikation von DNA mit Hilfe der PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine in vitro-Technik (Saiki et al.,
1985, 1988), mit der DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt
werden, mit Hilfe von DNA-Polymerasen vervielfiltigt werden. Als Primer werden synthetisch
hergestellte, kurze, spezifische Oligonukleotide verwendet, die der Polymerase als Ansatzpunkt
fiir eine weitere Kettenverldngerung dienen. Pro Reaktion werden jeweils ein ’sense”- (in 5°-3’-
Richtung) und ein “antisense”-Primer (in 3’-5’-Richtung) benétigt. Durch der Primer konnen

Mutationen in die DNA eingefiihrt werden.

Jeder Zyklus einer PCR besteht aus drei Schritten: Denaturierung des DNA-Doppelstranges,
Anlagerung der Primer und Synthese der Stringe durch die DNA-Polymerase. Zur Amplifika-
tion der DNA fiir priparative Zwecke wurde die Pfu-Polymerase eingesetzt, da sie iiber eine
3’-5’-Exonukleaseaktivitit verfiigt. Dies verringert die Wahrscheinlichkeit, dass unerwiinsch-
te Mutationen entstehen. Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle PCR-Reaktionen unter
den in Tabelle 4.3 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Elongationszeit bei 72°C rich-
tet sich nach der GroBe des zu amplifizierenden Abschnittes. In der vorliegenden Arbeit wurde

fiir die Synthese von je 500 Nukleotiden 1 min eingerechnet.

H,O ad 50 pl
Pfu-Puffer (+ MgSOy) Sul

dNTP (10 mM) 1 ul
Matrizen-DNA X ul (50-100 ng)
Primer sense 2wl (10 pmol)
Primer antisense 2 ul (10 pmol)
Pfu-Polymerase 1wl

Tabelle 4.2: Standard-Ansatz fiir die Pfu-PCR
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95°C 2 min
10 Zyklen 95°C 30 sec
56°C (-0,2°C) 30 sec
72°C X min
10-20 Zyklen 95°C 30 sec
54°C 30 sec
72°C X min (+10 sec)
72°C 5 min
4°C bis zum Abbruch

Tabelle 4.3: Bedingungen der Pfu-PCR

4.3.2 Erzeugung von Mutationen

Mutationen konnen mit Hilfe von “sense”- und “antisense”-Primern in die DNA eingefiihrt
werden, wobei beide Primer die Mutation im iiberlappenden Teil ihrer Sequenz enthalten miis-
sen. Abbildung 4.1 zeigt das Schema der Mutagenese, wie sie im Abschnitt 4.4.0.2 verwendet

wurde.

Das neue Konstrukt wurde mit spezifischen Primern erstellt, die in ihrer Sequenz die Mutation
enthielten und zu beiden Seiten von Nukleotiden flankiert wurden, die an die DNA binden konn-
ten. Die zwei Fragmente wurden mit Hilfe der Pfu-Polymerase amplifiziert. Beide Fragmente
wurden anschlieend denaturiert und miteinander hybridisiert. Die dueren Primer dienten zur

anschlieBenden Vervielfiltigung des Hybrids.

Auf gleiche Weise wurden auch Sequenzabschnitte deletiert, kurze Sequenzen eingefiigt oder
aber — indem im ersten Schritt die Amplifikation aus zwei unterschiedlichen Genen erfolgt —

chimire Proteine erzeugt.

4.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Durch die Bestimmung der Extinktion (OD) einer DNA-L&sung bei 260 nm wurde deren Kon-
zentration errechnet. Fiir die Messung wurde eine 10fache Verdiinnung der DNA in H,O ver-

wendet. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mit Hilfe folgender Formel:
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Erzeugung einer K—N-Mutation. Die DNA-Abschnitte sind

in Form von grauen Balken und die Primer als Pfeile dargestellt.

ODy60m * (Verdiinnung * Koeffizient/1000) = DNA-Konzentration in ug/ul

Fiir doppelstringige DNA gilt der Koeffizient 50.

4.3.4 Spaltung der DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen fiithren an bestimmten, meist palindromischen Erkennungssequen-
zen oder in deren Nidhe Doppelstrangbriiche in die DNA ein. Dabei entstehen entweder stumpfe
oder iiberhiangende Enden. Vor der Behandlung mit Restriktionsendonukleasen musste die DNA

mit dem PCR-Purification Kit gereinigt werden.
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Fiir die Spaltung von 1 pg Plasmid-DNA wurden 2 U des entsprechenden Enzyms und ein
geeigneter Puffer eingesetzt. Sollten die Enden eines PCR-Fragments geschnitten werden, so

wurden 20 U pro Reaktionsansatz verwendet.

Die Spaltungen erfolgten entsprechend den Herstellerangaben. Plasmide wurden 1 bis 2 Stun-

den mit Restriktionsendonukleasen bei 37°C inkubiert, PCR-Fragmente iiber Nacht.

4.3.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente nach ihrer Gro3e zu trennen. Dieses
kann sowohl zu analytischen als auch zu priparativen Zwecken genutzt werden. Je nach GroBe
der zu analysierenden DNA-Fragmente lag die Agarosekonzentration zwischen 0,8 und 1,5%.
Die aufgetrennten DNA-Banden wurden durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht, welches sich
zwischen die Basen der DNA lagert und ein orangefarbenes Licht emittiert, wenn es durch UV-

Strahlung angeregt wird.

Die Elektrophorese wurde in Kammern der Firma Keutz durchgefiihrt. Fiir analytische Zwecke
erfolgte sie in einem TBE-Gel fiir eine halbe Stunde bei 130 V, zur DNA-Préparation fiir eine
Stunde in einem TAE-Gel.

Anschlieend wurde das Gel im Ethidiumbromidbad fiir fiinf Minuten geférbt, fiir zehn Minuten

gewissert und unter UV-Licht (300 nm) betrachtet.

4.3.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Diese Methode wurde nach Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen zur Auftrennung
und Reinigung der Proben genutzt. Die Elektrophorese wurde unter Verwendung von TAE-

Puffer durchgefiihrt.

In die erste Tasche des Gels wurde der GroBenstandard aufgetragen, in die zweite Tasche 10 pl
der mit Laufpuffer versetzten Probe und die dritte Tasche blieb frei. In die Taschen 4-6 wurde
das restliche Probenmaterial gegeben. Nach der elektrophoretischen Auftrennung bei 80 Volt
wurde das Gel in der freien dritten Spur mit einem Skalpell durchtrennt und nur die ersten

beiden Spuren in die Ethidiumbromidlosung gelegt. Beim Betrachten unter UV-Licht wurden
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die gesuchten DNA-Banden mit Hilfe von kleinen Skalpelleinschnitten im Gel markiert. Diese
Markierungen konnten auf den nicht gefirbten Teil des Gels libertragen werden, und so konnten

die Proben aus diesem Anteil des Gels isoliert werden.

Die Extraktion der Proben aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des Gel Extraction Kits nach Anlei-

tung des Herstellers.

4.3.7 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Zur Verhinderung der Religation der Plasmid-DNA nach der Behandlung mit Restriktionsen-
donukleasen, wurde das geschnittene Plasmid immer iiber ein priparatives Agarosegel mit an-
schlieBender DNA-Extraktion gereinigt, und dann einer Dephosphorylierungsreaktion unterzo-
gen. Die in 50 pl eluierte DNA wurde mit 2 ul CIAP (calf intestine alkaline phosphatase), 2 pl
Wasser und 6 ul CIAP-Puffer versetzt, und der Ansatz fiir dreiBig Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschlieend wurde die DNA mit dem PCR-Purification Kit gereinigt.

4.3.8 Ligation von DNA

Fiir die Ligation eines PCR-Produktes mit einem Vektor wurden beide im Vorfeld mit Restrikti-
onsendonukleasen behandelt, ggf. dephosphoryliert, iiber ein TAE-Agarosegel aufgetrennt und
mittels Gel Extraction Kit aus dem Gel extrahiert. Die DNA-Ligase des T4-Bakteriophagen
wurde fiir die Ligation genutzt. Sie katalysiert die Bindung der Phosphodiester-Gruppen zwi-
schen den 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen doppelstriangiger DNA. Die Ligation wur-
de tiber Nacht bei 14°C oder eine bis zwei Stunden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. PCR-
Fragment und Vektor-DNA wurden in einem molaren Verhiltnis von 5:1 bis 10:1 in der Reak-

tion eingesetzt. Als Negativkontrolle diente ein Ligationsansatz ohne Insert-DNA.

4.3.9 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Bakterien

5 ml LB-Medium wurden mit einer Kolonie E. coli-Bakterien angeimpft und iiber Nacht bei
37°C in einem Schiittler inkubiert. Mit 1 ml dieser Vorkultur wurden 250 ml frisches LB-

Medium angeimpft und fiir 2-3 Stunden unter gleichen Bedingungen bis zu einer ODsgs von 0,8
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DEPC-H,0 ad 20 ul
Vektor-DNA (100-300 ng) X ul
PCR-Fragment Xul

10 x Ligase-Puffer 2ul

Ligase S U/ul)2ul

Tabelle 4.4: Standard-Ligations-Ansatz

inkubiert. Dann wurden die Bakterien pelletiert, in 75 ml TFB I resuspendiert und fiir 15 min
auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien in 10 ml TFB II resuspen-

diert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

4.3.10 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien

4 ul des Ligationsansatzes wurden zu den chemisch kompetenten Bakterien gegeben und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde fiir 30 Sekunden in einem 42°C warmes Was-
serbad inkubiert und danach fiir 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 0,25 ml LB-Medium
folgte eine einstiindige Inkubation bei 37°C und 180 U/min. Die Bakterien wurden auf einer
LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen und solange bei 37°C inkubiert, bis gut sichtbare Kolonien

zu erkennen waren (ca. 12-24 Stunden ).

4.3.11 Kolonie-PCR

Um zu iiberpriifen, ob die Plasmide rekombinante oder religierte Plasmide aufgenommen hat-
ten, wurde eine PCR durchgefiihrt. Dazu wurde eine Bakterienkolonie in ein PCR-Gefd3 mit
dem entsprechenden Reaktionsansatz gegeben und die gleiche Kolonie in ein Eppendorf-Gefal3

mit 0,25 ml LB-Medium und Ampicillin iiberfiihrt.

Zunichst wurden die Reaktionsgefile mit den PCR-Ansétzen und dem Medium vorbereitet.
Mit einer 10-ul -Pipette mit aufgesetzter steriler Pipettenspitze wurde dann eine Kolonie von
der Agarplatte abgenommen und fiinfmal im PCR-GefiB resuspendiert. Anschliefend ging man
mit der gleichen Pipettenspitze in das Eppendorf-Gefall und resuspendierte die Kolonie im LB-

Medium. Auf diese Weise stand der Bakterienklon gleichzeitig fiir die PCR und eine eventuelle
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spitere Bakterienvermehrung zur Verfiigung. Die PCR wurde in einem Thermocycler unter den

in Tabelle 4.6 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt:

Die Eppendorf-Rohrchen mit dem LB-Medium wurden bis zum Erreichen des PCR-Ergebnisses
bei 37°C und 180 U/min inkubiert. Bakterienklone mit einem positiven Resultat wurden weiter

vermehrt und/oder bei 4°C aufbewahrt.

4.3.12 Praparation von Plasmid-DNA

Als Ausgangsmaterial wurden 40 bzw. 100 ml einer LB-Ubernachtkultur verwendet, die mit
Ampicillin (50 mg/l Medium) und 40 bzw. 100 pul LB-Bakterien-Gemisch aus der Kolonie-PCR
beimpft wurde. Diese Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C und 180 U/min inkubiert.

Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAfilter Plasmid Midi/Maxi Kits oder
des PureYield Plasmid Midiprep Systems nach den Angaben der Herstellers.

4.3.13 Sequenzierung

Die Plasmide wurde von der Firma MWG Biotech AG mit dem Programm Value Read” se-

quenziert.

DEPC-H,0 11,0
10x Puffer (-MgCl,) 1,5
MgCl, 1,2 ul
dNTP 0,3 ul
Primer sense” 0,45 ul
Primer “antisense” 0,45 ul
Tag-Polymerase 0,1 ul

Tabelle 4.5: Standard-Ansatz fiir eine Kolonie-PCR
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95°C 2 min
95°C 15 sec
25 Zyklen 55°C 30 sec
72°C I min
72°C 5 min
4°C bis zum Abbruch

Tabelle 4.6: Bedingungen der Kolonie-PCR

4.3.14 Transiente Expression in eukaryotischen Zellen

Unter einer Transfektion versteht man das Einfithren von nackter DNA in eukaryotische Zellen.
Diese DNA wird in Form von Plasmiden in die Zelle geschleust, wobei ihre Lebensdauer auf
wenige Tage beschrinkt ist. Da die DNA nach wenigen Tagen abgebaut wird oder nicht an die

Tochterzellen weitergegeben wird, spricht man von einer transienten Expression.

Fiir die Transfektion von BHK21-Zellen wurden die Zellen am Vortag mit einer Dichte von
2,5 % 10° Zellen pro ml in 6-Napf-Platten ausgesiit. Die Zellen waren am Tag der Transfektion
80-100% konfluent. Eingesetzt wurden 2 ug DNA fiir einen Napf. MDCK-Zellen wurden bei
der Aussaat in 24-Napf-Schalen mit Deckglidsern (2 * 10° Zellen pro Napf) mit 1 ng DNA
pro Napf transfiziert. Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectamine 2000 Reagent in EMEM
ohne Zusatz von Antibiotikum und mit 5% Serum. Pro 1 pg DNA wurden 2 pul Lipofectamine
in EMEM ohne Antibiotika gemischt und fiir 20 Minuten inkubiert. Anschlieend wurde das

Transfektionsgemisch fiir 24 Stunden zu den Zellen gegeben.

4.4 Klonierungen

4.4.0.1 Klonierung der F-Protein-GFP-Mutanten

Zur Herstellung der transgenen Zelllinien wurden das HRSV-F-Protein und davon abgeleitete

Mutanten C-terminal an GFP gekoppelt und in das Plasmid pGene kloniert.

Die Klonierung der Mutante bFsepnpep GFP in pGene erfolgte durch Ligierung eines aus dem
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Vektor pPCR-Script-bFhpsynStrep durch die Enzyme HindIll und AsiS1 geschnittenen DNA-
Abschnitts in pGene-bF-GFP.

Zur Generation von pGene-hF-GFP wurde das F-Protein aus dem Vektor pcD-hF mittels der
Primer 1 und 2 (siche Tabelle 3.7) amplifiziert und iiber die Enzyme HindIIl und Kpnl in den
Vektor pEGFPNI1 ligiert. Nach der Sequenzierung wurde das Protein hF-GFP iiber die Enzyme
HindIII und Notl in den Vektor pGene ligiert. Dieses Schema der Klonierung des Proteins zuerst
in pE-GFP-N1 und pGene iiber die angegebenen Schnittstellen wurde — soweit nicht anders

vermerkt — fiir alle folgenden Konstrukte beibehalten.

Zur Klonierung der Spaltmutanten wurden das F-Protein aus dem Plasmid pGene-hF-GFP in
zwei Fragmenten amplifiziert. Fiir das erste Fragment wurden die Primer 1 und 4 (hFsannGFP),
die Primer 1 und 6 (hFxgrGFP) sowie die Primer 1 und 8 (hFrr GFP) verwendet; fiir das zweite
die Primer 2 und 3 (hFsanyGFP), die Primer 2 und 5 (hFxgrGFP) sowie die Primer 2 und
7 (hFrrGFP). Nach der Hybridisation der passenden Fragmente wurde das F-Protein in den
Vektor pE-GFP-N1 und dann in den Vektor pGene ligiert.

In gleicher Weise wurde die Glykosylierungsmutante hFy ;260 GFP aus mit den Primern 1 und 10
sowie 2 und 9 generierten Fragmenten kloniert. Fiir die Mutanten mit den verkiirzten Peptiden
fanden die Primerpaare 1 und 12 sowie 2 und 11 im Falle der Mutante hF,, 4GFP und im Fall
der Mutante hF,.,.sGFP die Primerpaare 1 und 14 sowie 2 und 13 Verwendung.

Ebenso wurden die Fusionspeptid-Mutanten generiert. Fiir die Mutante hFg,, ;GFP wurden die
Primerpaare 1 und 40 sowie 2 und 39 eingesetzt, fiir die Mutante hF; ;4;NGFP die Primerpaare

1 und 18 sowie 2 und 17.

Um die chimiére Mutante bFy,p> 5., GFP zu generieren, wurden zwei Fragmente amplifiziert und
anschlieBend hybridisiert. Das erste wurde mit dem Primerpaar 1 und 20 aus dem Plasmid pE-
hF-GFPN1 amplifiziert, das zweite aus dem Plasmid pGene-bFGFP mit dem Primerpaar 36 und
19. Entsprechend wurde die Mutante hFyg)., ., GFP durch die Hybridisierung eines Fragments,
das aus dem Plasmid pGene-bFGFP mit den Primern 35 und 22 amplifiziert wurde, und eines
anderen, welches durch die Primer 2 und 21 aus dem Plasmid pE-hF-GFPN1 amplifiziert wurde,

generiert.

Die Mutante hF,.,wurde durch Hybridisierung der aus dem Plasmid pE-bFy>. ., GFP durch
Amplifikation der DNA mit den Primern 1 und 24 und aus dem Plasmid pE-hFyg;.pe, GFP durch
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Amplifikation mit den Primern 35 und 23 gewonnen Fragmente generiert. Entsprechend wurde
die Mutante durch Hybridisation der aus dem Plasmid pGene-bFsep-npep GFP mit den Primern

1 und 26 sowie mit den Primern 2 und 25 amplifizierten Fragmente generiert.

Die Mutanten mit den in das Pep27 eingefiigten Flag-Sequenzen wurden generiert, indem je-
weils drei DNA-Fragmente miteinander hybridisiert und anschlieend in den Vektor pE-GFP-
N1 ligiert wurden. Dabei wurden die beiden dufleren durch die Primerpaare 1 und 28 sowie 2
und 29 im Fall der Mutante hFgj,gpe, GFP bzw. durch die Primerpaare 1 und 32 sowie 2 und 33
im Fall der Mutante hF,.r1,; GFP amplifiziert, das innere durch Amplifikation aus dem Plas-
mid pFLAG-CMV-3.3 durch die Primer 27 und 30 (hFgjyg.pep, GFP) bzw. 31 und 34 im Fall der
Mutante hFc,.piag GFP.

Ebenfalls drei Fragmente wurden zur Klonierung der Mutante hFgep-pep GFP benotigt. Das ers-
te und dritte wurde durch Amplifikation des Plasmids pGene-hFGFP durch die Primer 1 und
38 bzw. 15 und 2. Das mittlere wurde mit den Primern 37 und 16 aus dem Plasmid pGene-
bFsirep-npep GFP amplifiziert. Zur Generierung der Fusionsmutante hFy,,.;GFP wurden statt der

Primer 15 und 16 die Primer 39 und 40 verwendet.

Zur Klonierung des 16slichen HRSV-F-Proteins wurden die ersten 524 Aminoséduren mittels der
Primer 41 und 42 aus dem Plasmid pGene-hFGFP amplifiziert und nach Verdau mit den Enzym
EcoRI in das Plasmid pIRES-hrGFPII ligiert.

4.4.0.2 Klonierung der HRSV/SeV-F-Mutanten

Zur Herstellung der Pseudotypen wurde das HRSV-F-Protein, das SeV-F-Protein sowie die Chi-
miren in den Vektor pcDNA3.1 kloniert.

Zur Klonierung des SeV-F-Proteins wurde das entsprechende Gen aus dem Plasmid pGene-
SeV-F unter Verwendung der Primer 84 und 46 amplifiziert und iiber die Schnittstellen HindIIl
und Xbal in den Vektor pcDNA3.1 ligiert. Zur Erzeugung des Plasmids pcDNA3.1-hF wurde
das hF-Gen aus dem Vektor pE-hFGFP-N1 mit den Primern 1 und 45 amplifiziert und das
Gen abschlieBend iiber die Schnittstellen HindIll und Xbal in den Vektor ligiert. Die Chimére
hFr wurde erzeugt, indem der HRSV-F-Abschnitt mit den Primern 1 und 64 aus dem Plasmid
pE-hFGFP-N1 amplifiziert und der SeV-F-Abschnitt aus dem Plasmid pGene-SeV-F mit den

Primern 63 und 46 amplifiziert wurden. Die Fragmente wurden miteinander hybridisiert und
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Mutation | Primer fiir das vordere Fragment | Primer fiir das hintere Fragment
K65N | hFsyn-s(HindlIII) / hFs-K65N-as hFs-K65N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K68N | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K68N-as hFs-K68N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K75N | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K75N-as hFs-K75N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K77N | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K77N-as hFs-K77N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K80ON | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K80N-as hFs-K80N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K85N | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K85N-as hFs-K85N-s / hFsyn-Xhol(478)-as
K87N | hFsyn-s(HindIII) / hFs-K87N-as hFs-K87N-s / hFsyn-Xhol(478)-as

Tabelle 4.7: Klonierungsschema fiir die Einfiihrung von Mutationen in die basische Domine der HRSV-

F,-Untereinheit. Die entsprechenden Primersequenzen sind Abschnitt 3.7 zu entnehmen.

iiber die Schnittstellen HindII und Xbal in den Vektor ligiert.

Um die Lysine in der basischen Region der F,-Untereinheit des HRSV-F-Protein in den chimi-

ren F-Proteine durch Asparagine zu ersetzen, wurde zuerst — ohne die Aminosiduresequenz zu

dndern — eine Xhol-Schnittstelle an der Position 479 eingefiihrt, indem der vordere Teil der Pro-

teins mit den Primern 1 und 44 und der hintere Teil mit den Primern 43 und 46 amplifziert, diese

anschliefend miteinander hybridisiert und iiber die Schnittstellen HindIll und Xbal in das Plas-

mid pcDNA3.1 kloniert wurden. Dieser Prozedur wurden sowohl die hFyr- und hFr-Chimére

unterzogen. Die Mutationen in der basischen Domine wurden mittels CR unter Verwendung

der Primer in Tabelle 4.7 erzeugt und die PCR-Fragmente tiber Hind1Il und Xhol in das hFr-

oder hFy;r-Gen eingebracht.

4.5 Methoden zum Nachweis von Proteinen

4.5.1 Immunfluoreszenztest

Die Zellen wurden auf Deckglidsern ausgesit. Nach Transfektion oder Induktion standen sie

fiir den Immunfluoreszenztest zur Verfiigung. Sie wurden mit 3%igem Paraformaldehyd fiir

20 min bei Raumtemperatur fixiert. Es folgten ein Waschschritt und eine Inkubation von 5 min

mit 0,1 M PBS-Glycin.
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Zur Detektion des F-Proteins wurde die Zellen mit anti-RSV-F-Antikorper (Serotec, Verdiin-
nung 1:500) und anschlieBend mit anti-Maus-Cy3-Antikorper (Sigma, Verdiinnung 1:500) in-
kubiert.

Zum Nachweis von p65 wurden die Zellen nach einer einminiitigen Permeabilisierung mit Ac-
teon/Methanol (Verhiltnis 1:1) mit anti-p65-Antikorper (Stressgene, Verdiinnung 1:100) und
anschlieBend mit anti-Kanninchen-Cy3-Antikorper (Sigma, Verdiinnung 1:500) inkubiert.

Zur Fiarbung der Zellkerne wurden die Zellen zweimal mit Wasser gewaschen und 15 min bei

37°C mit DAPI (0,1 ug /ml in Ethanol) inkubiert.

Nach jedem Féarbeschritt wurde dreimal mit Wasser gewaschen. Nach Abschluss aller Firbun-
gen wurden die Deckgldaser mit warmem Mowiol auf einem Objekttriger eingebettet. Zum

Nachweis der Fluoreszenz wurde ein Zeiss Axioplan 2 Mikroskop verwendet.

4.5.2 Trypsinbehandlung von F-expremierenden Zellen

Konfluent mit BHK-21-Zellen bewachsene 6-Napf-Schalen wurden mit 2 ug pcDNA3.1-F
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit warmen PBSM abgelost, resuspendiert
und fiir eine Stunde bei 37°C mit unterschiedlichen Mengen Trypsin behandelt. Anschlieend
wurde das Trypsin mit Serum neutralisiert und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden sodann eine Stunde mit @-RSV-Fitc (Verdiinnung 1:100) inkubiert und erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Der Prozentanteil der fluoreszierenden Zellen wurden im Durch-

flusszytometer bestimmt.

4.5.3 Immunprizipitation

Die Zellen wurden in 6-Napf-Schalen ausgesit. 24 Stunden nach der Induktion mit Mifepri-
ston oder 24 Stunden nach der Transfektion wurde der Zellrasen dreimal mit kaltem PBS ge-
waschen, und anschliefend wurden die Oberflachenproteine durch eine Inkubation mit 0,5 ml
Sulfo-NHS-Biotin (0,5 mg/ml PBS) bei 4°C fiir 20 min unter leichtem Schwenken markiert.
Zur Inaktivierung iiberschiissigen Biotins wurden die Zellen mit 0,1 M Glycinlosung gewa-
schen und noch einmal mit dieser Losung fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Danach wurde erneut

mit kaltem PBS gewaschen.
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Die Zellen wurden mit 0,6 ml NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren fiir 10 min auf Eis
lysiert. Mit einer Pipette wurden die abgeldsten Zellen resuspendiert und in ein 1,5 ml-Re-
aktionsgefil} tiberfiihrt. Die Zelltriimmer wurden bei 16.000 x g fiir 30 min bei 4°C pelletiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Gefi8 gegeben und mit 50 pl Protein-A-Sepharose

und 3 pl anti-RSV-F-Antikorper (Serotec) tiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Ansitze bei 16.000 x g fiir 3 min abzentrifugiert und dreimal
mit je 1 ml NP40-Lysispuffer ohne Proteaseinhibitoren gewaschen. Zu der ProteinA-Sepharose
wurden 50 ul SDS-Probenpuffer gegeben und fiir 10 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach Zentri-
fugation bei 16.000 x g fiir 5 min wurde der Uberstand abgenommen und stand fiir die sofortige
Auftrennung durch die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) bereit oder wurde
bei -20°C gelagert.

Zur Prizipitation des 16slichen F-Proteins aus dem Uberstand wurden die Zelliiberstinde durch
Zentrifugation bei 1000 x g fiir 10 min von Zelltriimmern befreit. Zu 500 ul Uberstand wurden
50 ul Protein-A-Segharose und 3 pl @-RSV-F-Antikorper (Serotec) gegeben und iiber Nacht
bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Die Aufarbeitung am folgenden Tag erfolgte analog zur

obigen Beschreibung.

4.5.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elek-
trophorese nach ihrer Grofle getrennt (LaemmLi, 1970). Die Trenngele hatten die Malle 50 * 80
0,75 mm? und eine Acrylamidkonzentration von 10%. Erfolgte die Auftrennung unter nicht
reduzierenden Bedingungen, so wurde den Proben zusitzlich 10% 1 M DTT zugefiigt und fiir

3 min bei 95°C erhitzt.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte bis zum Einlaufen der Proben ins Trenngel bei 80 V,
anschlieBend bei 110 V, bis der Farbstoff des Probenpuffers den unteren Rand des Gels erreicht
hatte.

Der verwendete Marker bestand aus vorgefarbten Proteinen mit einer Molekularmasse zwischen

11 und 170 kDa und wurden mit SDS-Probenpuffer verdiinnt aufgetragen.
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4.5.5 Western Blot

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das Trenngel auf ei-
ne mit H,O getrinkte Nitrozellulosemembran mit Hilfe der ”Semi-Dry-Blot”-Technik (Kyhse-
Andersen, 1984) transferiert. Auf die Graphitplatte (Anode) der Blotkammer (Keutz) wurden
Filterpapier, Nitrozellulose und Gel in der folgenden Reihenfolge gelegt: 6 Blatt Filterpapier
getrankt in Anodenpuffer I, 3 Blatt Filterpapier getrdnkt in Anodenpuffer II, Nitrozellulose
getrankt in H,O, Trenngel und 9 Blatt Filterpapier getrinkt in Kathodenpuffer. Die Kammer
wurde mit der oberen Graphitplatte (Kathode) geschlossen und der Transfer erfolgte fiir 60
min bei einer Stromstirke von 0,8 mA/cm?. Freie Bindungsstellen auf der Membran wurden
durch Inkubation mit Blocking Reagenz (0,5% in PBSM) iiber Nacht oder eine Stunde bei 4°C
abgesittigt.

Die Nitrozellulose wurde dreimal 10 min mit PBSM-0,1% Tween auf einem Schwenker gewa-
schen und dann zur Detektion der biotinylierten Proteine eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1
ul Streptavidin-Peroxidase in 1 ml PBS unter Parafilm inkubiert. Die Membran wurde dreimal
fiir jeweils 10 Minuten mit 10 ml PBSM-0,1% Tween und einmal mit PBS unter Schwenken ge-
waschen. Der gebundene Peroxidasekomplex konnte nach ein- bzw. fiinfminiitiger Inkubation

mit Super Signal mit Hilfe des Chemi Imagers (BIO-RAD) sichtbar gemacht werden.

Zur Detektion des loslichen F-Proteins wurde die Membran abweichend vom obigen Protokoll
erst mit @-Flag M2-Antikorper (Sigma, Verdiinnung 1:100), dann mit a-Maus-Biotin (Amers-
ham, Verdiinnung 1:500) und anschlieend mit Streptavidin-Peroxidase (Amersham, Verdiin-

nung 1:1000) fiir jeweils eine Stunde inkubiert.

Zur Detektion des F-Proteins in pelletierten Pseudotypen wurde die Membran abweichend vom
obigen Protokoll erst mit einem Gemisch aus @-RSV-F (Serotec, Verdiinnung 1:200), @-RSV-F
(Mab 13, Verdiinnung 1:300) und @-RSV-F (Mab 19, Verdiinnung 1:300) dann mit @-Maus-
Biotin (Amersham, Verdiinnung 1:500) und anschlieBend mit Streptavidin-Peroxidase (Amers-
ham, Verdiinnung 1:1000) fiir jeweils eine Stunde inkubiert. Abweichend hiervon wurden fiir
die Detektion des M-Proteins in den Pseudotypen @-SeV-M-Serum (Verdiinnung 1:10) als erster

Antikorper eingesetzt.
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4.6 Andere Methoden

4.6.1 Heterologe Zellfusion mit R18-markierten Zellen

Eine konfluent bewachsene 75 cm?-Flasche mit BHK-21-Zellen wurde zweimal mit Medium
gewaschen und fiir 30 min bei 37°C mit 5 ml Medium und 5 ul Octadecylrhodamine B chloride
(R18) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS mit 5% BSA gewaschen,
eine halbe Stunde in dieser Losung bei 37°C inkubiert und wiederum dreimal gewaschen. Dann
wurden die Zellen trypsiniert und zusammen mit der jeweiligen transgenen MDCK-Zelllinie im
Verhiltnis 2:1 in 24-Napf-Platten in EMEM ausgesit. Zur Induktion der F-Protein-Expresion
enthielt das Medium 10 M Mifepriston.

Nach 24, 48 oder 72 Stunden wurden die Zellen trypsiniert und unter dem Fluoreszenzmikro-
skop ausgewertet, indem jeweils hundert GFP-expremierende Zellen ausgezéhlt und der pro-

zentuale Anteil der mit R18 markierten Zellen in dieser Population bestimmt wurde.

4.6.2 Caspase-3-Assay

Transgene MDCK-Zellen wurden in einer Konzentration von 10° Zellen/Napf in 24-Napf-
Platten ausgesit, am folgenden Tag mit Mifepreston (10" M) induziert und fiir 24 bis 96 Stun-
den im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde
entfernt, und die Zellen mit 100 wl Trpysinlosung inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden
mit ihren Uberstinden vereinigt, die Zelldichte bestimmt und auf 4 * 10° Zellen/ml eingestellt.
Zu 50 pl Zellsuspension wurden 50 pl Caspase-Glo 3/7 Substrat (Promega) gegeben und in
96-Napf-Platte gemischt. Nach einer Inkubation von vierzig Minuten im Dunklen wurde die

Lumineszenz im Plattenleser (Tecan) detektiert.
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5.1 Charakterisierung des HRSV-F-Proteins durch transge-

ne Zelllinien

Zur Charakterisierung des HRSV-F-Proteins wurden transgene MDCK-Zelllinien erstellt (siehe
4.1.3). Es wurde ein induzierbares System gewihlt, da das F-Protein zytopathogene Eigenschaf-
ten hat, welche eine konstitutive Expression in einer Zelllinie nicht zugelassen hitte. Um die
Expression des F-Proteins, welches fiir die Expression innerhalb eines viralen Systems im Zy-
toplasma optimiert ist, iiber den Zellkern zu verbessern, wurden synthetische Gene verwendet,
deren Codongebrauch fiir Sdugerzellen optimiert war und die nicht mehr iiber kryptische Splei3-
stellen verfiigten (TerNETTE et al., 2007). Um den Nachweis des F-Proteins zu vereinfachen,
wurde die zytoplasmatische Domiinee mit GFP versehen. Eine Ubersicht iiber die verschiede-

nen Konstrukte bietet Tabelle 5.1.

Das hydrophobe, konservierte Fusionspeptid ist fiir die Fusionsaktivitit des Proteins von ent-
scheidender Bedeutung. Um den Einfluss der Fusionsaktivitit fiir die proapoptotischen Eigen-
schaften des F-Proteins zu untersuchen, sollten Mutanten hergestellt werden, welche Modifika-
tionen im Fusionspeptid aufwiesen. MARTIN et al. (2006) beschrieben einige Mutanten, welche
durch Austausch einer einzigen Aminosiure im Fusionspeptid des HRSV-F-Proteins ihre Fahig-
keit, Synzytien zu bilden, verloren hatten. Von diesen wihlten wir die Mutante hFy 4x aus, bei
welcher Leucin'*! gegen ein Asparagin ausgetauscht worden war. Dariiber hinaus ist die Lin-
ge des Fusionspetids konserviert. Um den Einfluss dieses Faktors zu untersuchen, verfiigt die
Mutante hFy, 3 iiber ein um drei Aminosiuren verkiirztes Fusionspeptid. Durch diese Kiirzung

blieb auch das konservierte Phenylalanin am N-terminalen Ende des Fusionspeptids erhalten,

53
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hF RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
bF RAKR GIPELIHYKRNSTKKFYGLMGKKRKRR FLGFLL
hFy 1ain RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFNL
hFyus 3 RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR ~ FLL
hFsann ANN-——=—- ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
hFgg RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLS----RR FLGFLL
hFkar RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLS---KGR FLGFLL
hFx1260 RARR ELPRFMNYTLNNTKKTOVTLSKKRKRR FLGFLL
hEpep-s RARR MNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
hFfiag-hpep RARR flag-ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
hFsrep-hpep RARR strepELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
hFppep RARR GIPELIHYKRNSTKKFYGLMGKKRKRR FLGFLL
hFpr2+pep RAKR GIPELIHYKRNSTKKFYGLMGKKRKRR FLGFLL
hFgiep-npepfus3 | RARR StrepELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR ~ FLL
bFSirep-hpep RAKR strepELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL
hFy RARR ELPRFMNYTLNNTKKTNVTLSKKRKRR FLGFLL

Tabelle 5.1: RSV-F-GFP-Konstrukte. Die Sequenzen beginnen mit Aminosiure 106 des RSV-F-Proteins.
Vom BRSV-F-Protein abgeleitete Sequenzen sind rot markiert. Mutationen der Aminosduren wurden griin
gekennzeichnet.

Das Furin-Spaltmotiv lautet RXK/RR. RARR bzw. RAKR stellt die Spaltungssequenz am N-terminalen Ende
des Pep27 dar, RKRR die Spaltungssequenz am C-terminalen Ende des Pep27. Die Spaltung erfolgt unmit-
telbar hinter den Erkennungssequenzen. Dies ist durch eine Liicke in der Sequenz angedeutet.

Die Zelllinie MDCK-bF-GFP wurde nicht selbst kloniert (siehe 3.1).

welches moglicherweise einen Einfluss auf die Spaltung des F-Proteins haben konnte.

Die Mutanten hFgany Wurde erstmals von ZimMmEeR et al. (2002) beschrieben. Sie bildete weni-
ger Synzytien, konnte jedoch expremiert werden. Bei dieser Mutante war die Spaltungsstelle
stromaufwirts des Pep27 so mutiert worden, dass die Furinerkennungssequenz RXK/RR nicht
mehr vorlag, und die Mutante an dieser Stelle nicht mehr durch Furin gespalten werden sollte.
Weiter wurden zwei Konstrukte hFrg und hFgxgr generiert, welche Veridnderungen der anderen
Furinspaltstelle enthielten, so dass auch hier eine Spaltung durch Furin nicht mehr méglich sein

sollte.
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Das Pep27 des HRSV-F-Proteins verfiigt iiber drei potentielle N-Glykosylierungsstellen an den
Positionen 116, 120 und 126, von denen jedoch nur die beiden duBleren genutzt werden (ZIMMER
et al., unveroffentlicht). Es konnte bisher nachgewiesen werden, dass eine Mutation der drit-
ten Glykosylierungsstelle N'? zu einer Zunahme der Synzytienbildung fiihrte (ZiMMER et al.,
2001Db). Es ist denkbar, dass die Glykosylierung des Pep27 einen regulatorischen Effekt auf die
Spaltung des F-Poteins hat, da sie eine sterische Hinderung fiir Furin darstellt. Die Mutation
der Glykosylierungsstelle N'?® in der Mutante hFy26q konnte so die Spaltung am C-terminalen
Ende des Pep27 regulieren. Die Glykosylierungsstellen an den Positionen 116 und 120 blieben

unverandert.

(KoniG et al., 2004) zeigten, dass die Linge der zwischen den beiden Spaltstellen vorliegen-
den Sequenz einen Einfluss auf die Fusionsaktivitit des BRSV-F-Proteins hat. Um dies beim
HRSV-F-Protein nachzuvollziehen, wurde fiir die Mutante hF,.,.s das N-terminale Ende des
Pep27 um fiinf Aminosduren verkiirzt. Dadurch riicken auch die Glykosylierungsstellen niher
an die Furinspaltstelle heran und konnten so ebenfalls die Spaltung beeinflussen. Die Mutanten
hFgiag-hpep UNd hFsirep.npep, bel denen eine dreifache Flag-Sequenz bzw. eine Strep-Sequenz ein-
gefligt worden ist, stellen eine Verldngerung des Pep27 am N-Terminus dar. Sie entfernten die
Glykosylierungen weiter von der Spaltungsstelle und konnten so den Zugang dazu erleichtern.
Die Zufallsmutante hFgep-hpep.fus-3 €nthélt sowohl ein mit dem Strep-Tag verldngertes Pep27 als

auch ein um drei Aminoséduren verkiirztes Fusionspeptid.

Fiir die Mutante hFy,., wurde das humane Pep27 gegen ein bovines Pep27 ausgetauscht. Hier
sollte der Einfluss der Seqeuenz des bovinen Pep27 - unter Beibehaltung der gleichen Lingen
— auf die Fusionsaktivitdt des HRSV-F-Proteins geklirt werden. Fiir die Mutante bFsep-npep
wurde hingegen ein durch eine Strep-Sequenz verldngertes HRSV Pep27 mit den BRSV F,- und
F,-Untereinheiten kombiniert. Bei der Mutante bFg),p, wurden die F,-Untereinheit und das
Pep27 von HRSV mit der F;-Untereinheit von BRSV kombiniert. Ahnliche Chimiren wurden

bereits als fusionsaktiv beschrieben (ScHLENDER et al., 2003).

Das 16sliche F-Protein enthielt im Gegensatz zu allen anderen Mutanten keine Modifikationen
in oder in der Nihe des Pep27. Membrananker und zytoplasmatische Doméne wurden durch
Deletion der Aminosduren 525-574 entfernt und durch eine dreifache Flag-Sequenz ersetzt.
AuBerdem wurde dieses Protein nicht induzierbar sondern konstitutivin MDCK-Zellen expre-

miert.
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5.1.1 Generierung der transgenen Zelllinien

Die transgenen Zelllinien wurden wie unter 4.1.3 beschrieben, generiert. Es war jedoch nicht
moglich, mit allen oben dargestellten Konstrukten transgene Zelllinien zu generieren, die das
F-Protein in vergleichbarer Weise expremierten. Die Spaltungsmutanten hFgg und hFggr lieBen
sich jweils nur in sehr wenigen Féllen und stets auch nur in den ersten Stunden unmittelbar nach

der Induktion nachweisen.

Neben den angegebenen Zelllinien wurde zum Vergleich zwischen dem F-Protein von HRSV
und BRSV noch MDCK-(bF-GFP)-Zellen verwendet. Weiter dienten die Zelllinien MDCK-
(SeV-F-GFP) und MDCK-(gp40-GFP) als Kontrollzelllinien. Die MDCK-SeVF-GFP-Zellen
expremieren das F-Protein des Sendaivirus. Es handelt sich um ein Typ-I-Membranprotein, wel-
ches bei Zugabe von Trypsin extracellular gespalten wird. Ohne diese Spaltung und ohne Asso-
ziation mit dem Hamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN-Protein) ist es nicht fusionsaktiv.
Die MDCK-(gp40-GFP)-Zellen expremieren das gp40-Protein, welches ein canines membran-
protein darstellt, welches urspriinglich aus MDCK-I-Zellen kloniert worden war (ZIMMER et al.,

1997).

5.1.2 Expression der F-Proteinmutanten

Um die Expression und die korrekte Prozessierung der F-Proteinmutanten in den transgenen
Zelllinien zu demonstrieren, wurden die Zellen in 6-Napf-Schalen ausgesit, am folgenden Tag
induziert, nach vierundzwanzig Stunden wurden die Oberflaichenproteine mit Biotin markiert
und das F-Protein aus den zelllysaten immunprézipitiert. Das biotinylierte F-Protein wurde
mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und durch

Streptavidin-Peroxidase nachgewiesen (Abbildung S.1).

Das RSV-F-Protein hat eine Grée von ca. 70 kDa. Im Blot haben die RSV-F-Proteine eine Gro-
Be von etwa 100 kDa, da das F-Protein mit dem GFP-Protein verkniipft ist. Mit Ausnahme des
hFsann-Protein weisen alle Mutanten dieselbe Grofie wie das hF-GFP- und das bF-GFP-Protein
auf. Die Spaltung der Mutanten, die Glykosylierung der F;- und F,-Untereinheiten sowie der

Oberflachentransport der F-Proteine war also nicht beeintrachtigt.

Der Massenunterschied im Fall der Mutante hFganny beruht auf der Glykosylierung des Pep27,
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Abbildung 5.1: Immunprézipitation der F-Proteine induzierter stabiler Zelllinien. Zur Kontrolle wurde die

Prézipitation aus nicht induzierten MDCK-(hF-GFP)-Zellen aufgetragen.

welches wegen der unterbleibenden Spaltung am N-terminalen Ende des Pep27 nicht abgespal-

ten wird. Auch in diesem Fall ist der Oberflachentransport nicht beeintréachtigt.

5.1.3 Expression des losliche HRSV-F-Proteins

Um die Expression und die korrekte Prozessierung des 16slichen F-Proteins in transgenen MDCK-
Zellen zu zeigen, wurde aus dem Uberstand konfluenter MDCK-hF,,- und MDCK-Zellen das
F-Protein mit einem monoklonalem Antikdrper immunprézipitiert und im Western-Blot mit
dem a-Flag-M2-Antikorper nachgewiesen (Abbildung 5.2). Das Iosliche F-Protein hat unter
nicht-reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von etwa 70 kDa (Spalte A). Unter
reduzierenden Bedingungen ist nur noch die F,-Untereinheit zu erkennen. Sie hat eine Gro-
Be von etwas unter 55 kDa (Spalte C). Das 16sliche F-Protein wird also trotz des fehlenden

Membranankers und zytoplasmatischen Abschnitts korrekt glykosyliert und gespalten.
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Abbildung 5.2: Immunprizipitation des 16slichen HRSV-F-Protein. Die Spalten A und C zeigen das 10s-
liche F-Protein unter nicht-reduzierenden bzw. reduzierenden Bedingungen. Die Spalten B und D die ent-
sprechend behandelten Kontroll-Prizipitation aus dem Uberstand von MDCKII-Zellen. Die zusitzlichen
Banden im Blot, die sowohl in den Spuren A und B bzw. C und D zu erkennen sind, rithren von dem fiir die

Immunprézipitation verwendeten @-RSV-F-Antikoper her.

5.1.4 RSV-F-Protein induzierte Bildung von Synzytien

Auf der Zelloberflache expremierte F-Proteine konnen die Fusion mit Nachbarzellen induzieren
und so die Bildung von Synzytien bewirken. Um zu iiberpriifen, ob die Mutanten noch diese Fu-
sionsaktivitit aufwiesen, wurden die transgenen Zelllinien auf Deckglédsern in 24-Napf-Schalen
ausgesit, induziert und fiir einen bis vier Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Anschliefend wurden sie fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefirbt. Die Abbildung 5.3 zeigt
Beispiele von Synzytien 24 Stunden nach Induktion. Die Kinetik der Synzytienbildung iiber
vier Tage ist in Tabelle 5.2 dargestellt.

Die Zellen, welche das HRSV-F-GFP-Protein expremierten, wiesen nach einem Tag viele und

groe Synzytien auf, deren Anzahl jedoch durch den Tod der F-Protein-expremierenden Zellen
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Abbildung 5.3: Durch RSV-F-Proteine induzierte Synzytienbildung nach 24 Stunden.
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in den folgenden Tagen abnahm. Noch stédrker ausgepréigt war dieses Phinomen bei den bF-

GFP-expremierenden Zellen; am dritten Tag waren kaum noch lebende Zellen vorhanden.

Die Mutationen im Fusionspeptid hatten einen deutlichen Effekt auf die Synzytienbildung: Die
Mutate hFy 14;n Wies erst am vierten Tag Synzytien auf, wihrend bei der Mutante hFy, 5 iiber

den ganzen Zeitraum keine Synzytien nachweisbar waren.

Die Spaltungsmutante hFsann entwickelte erst am vierten Tag einige wenige Synzytien, wéh-
rend die Synzytienbildung der Glykosylierungsmutante hFy;26q verglichen mit dem unmodifi-
zierten F-Protein nur leicht verzogert auftrat. Nachdem an den beiden ersten Tag weniger Syn-
zytien als bei den MDCK-(hF-GFP) und MDCK-(bF-GFP) zu finden waren, erreichte deren

Anzahl und GroBe am dritten Tag das Niveau der Synzytien bei diesen.

1. Tag | 2. Tag | 3. Tag | 4. Tag

hF +++ ++ ++ +
bF +++ | +++

hFL 1418 - - - ++
hFys3 - - - -
hFsann - - - +
hFx1260 ++ ++ | +++ | +++
hFeps + ++ ++ | 44+
hF Flag-pep - - - -
hFStrep—pep - - - -

hFStrep-pep,fus-3 - - - -

bFsirep-hpep ++ | 4| |
hFypep + ++ ++ +
bFhr24pep +++ | +++ ++ ++
hF - - - -
SeV-F - - - -
gp40 - - - -

Tabelle 5.2: Kinetik der Synzytienbildung in transgenen Zelllinien. +++ steht fiir viele und groBe Synzytien,
++ fiir weniger und nicht so grole Synzytien, + fiir kleine und wenig Synzytien und - fiir das Ausbleiben

von Synyztien
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Deutlicher verzogert war die Synzytienbildung im Fall des N-terminal verkiirzten Pep27 (hFp.5).
Die Zellen erreichten hier erst am dritten Tag das Ausmal} an Zellfusion, die MDCK-(hF-
GFP)-Zellen bereits nach 24 Stunden aufwiesen. MDCK-Zellen, die F-Proteinmutanten mit
N-terminaler Verldngerung des Pep27 (MDCK-(hFgiug-pep-GFP) und MDCK-(hFsep-pep-GFP))
expremierten, wiesen iiberhaupt keine Synzytienbildung mehr auf. Ein dhnliches Phdnomen
wurde bei Zellen beobachtet, welche die Doppelmutante hFgep-pep,fus-3 €xpremierten. Allerdings
wies die chimidre Mutante bFgiep-hpep, in der das HRSV-Pep27 mit einem Strep-Tag vor dem
Hintergrund des BRSV-F-Proteins expremiert wird, nur eine leichte Verzogerung der Synzy-
tienbildung auf. Am ersten Tag zeigte sie zwar weniger Synzytien als hF-GFP, doch ab dem

zweiten Tag hatte deren Anzahl und GroBe das gleiche AusmaB erreicht.

Stérker gestort war die Synzytienbildung im Fall des chiméren Proteins hF,,. Diese Mutante
bildete am ersten Tag nur vereinzelt Synzytien, deren Anzahl zwar bis zum zweiten Tag zunahm,
aber nach dem dritten Tag wieder abfiel. Die Synzytienbildung durch die Mutante bF,g)pe, war

der durch das unmodifizierte F-Protein sehr dhnlich.

Sowohl die Zellen, welche das 16sliche HRSV-F expremierten, als auch die Kontrollzelllinien

MDCK-(SeV-F-GFP) und MDCK-(gp40-GFP) wiesen keine Synzytien auf.

5.1.5 Heterologe Zellfusion mit R18-markierten Zellen

Die Synzytienbildung in den MDCK-Zellen war nur schwer quantifizierbar, da die Grof3e der
Synzytien selbst innerhalb eines Ansatzes stark variierte. Um die Fusionsaktivitit der Mutanten
besser quantifizieren zu konnen, wurden BHK-21-Zellen mit dem kationischen, lipophilen rot-
fluoreszierendem Farbstoft Octadecylrhodamine B chloride (R18) markiert, gewaschen, zusam-
men mit den transgenen Zellen in 24-Napf-Schalen ausgesit und die Expression des F-Proteins
induziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen trypsiniert, resuspendiert und unter

dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Bei der Markierung der BHK21-Zellen lagerte sich der Farbstoff R18 in die Zellmembranen
ein. Fusionierten diese Zellen nun mit F-GFP-expremierenden Zellen, so bildeten sich Zellen,
die sowohl das GFP des F-GFP-Proteins als auch die R18-Markierung trugen (Abbildung 5.4).
MDCK-(SeV-F-GFP)-Zellen fusionierten nicht mit R18-markierten BHK21-Zellen, da das F-

Protein wihrend des Inkubationszeitraumes nicht durch Trypsin gespalten wurde und das HN-
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MDCK-(SeV-F-GFP)  MDCK-(hF-GFP)
+ BHK-21(R18) + BHK-21(R18)

Abbildung 5.4: Beispiele der heterologen Zellfusion. MDCK-(F-GFP)-Zellen sind griin dargestellt. Die
mit R18 markierten BHK21-Zellen sind rot dargestellt. Fusionierte Zellen sind doppelt gefiarbt und daher
gelb.

SeV-F-GFP fiihrte nicht zur Fusion der MDCK-Zellen mit den markierten BHK-21-Zellen. hF-GFP fiihrte
zur Fusion der MDCK- und BHK-21-Zellen.

Protein nicht vorliegt. Hingegen bewirkt das hF-GFP-Protein die Fusion der MDCK-Zellen
mit den BHK-21-Zellen. Zur Quantifizierung der Fusionsaktivitidt wurde der Anteil der fusio-
nierten und somit doppelt gefdrbten Zellen an der Gesamtheit der GFP-expremierenden Zellen

bestimmt. Tabelle 5.3 fasst die Ergebnisse aus diesem Versuch zusammen.

Zellen, die das nicht mutierte HRSV-F-GFP-Protein bzw. das BRSV-F-GFP-Protein expremier-
ten, wiesen am ersten Tag 39% bzw. 34% fusionierte MDCK-(F-GFP)-Zellen auf. Diese Werte

stiegen auf etwa 60% am zweiten Tag und 64% bzw. 85% am dritten Tag an.

Mutationen im Fusionspeptid hatten einen deutlichen Einfluss auf die Fusionsaktivitét. Das F-
Protein mit der Mutation L141N fiihrte erst nach drei Tagen zu dem geringen Prozentsatz von
4% an fusionierten Zellen, wihrend die Verkiirzung des Fusionspeptid im Konstrukt hFy, 3 dazu

fithrte, dass keine Fusionsaktivitit messabr war.

Die Fusionsaktivititen der Spaltungsmutante hFsany und der Glykoysilierungsmutante hFyj260
waren im Vergleich zum nicht mutierten HRSV-F-Protein reduziert. Am ersten Tag erreichten
sie beide nur einen Anteil von 8% fusionierter Zellen, am zweiten Tag 16% bzw. 10% und am

dritten Tag 17% bzw. 10% fusionierter Zellen.

Die Fusionsaktivitit der am N-Terminus des Pep27 verkiirzten Mutante hF,, s war noch stér-
ker herabgesetzt. Am ersten Tag waren nur 1% der F-expremierenden Zellen fusioniert, am
zweiten Tag 3% und am dritten Tag lediglich 8%. War das Pep27 N-terminal um eine 3-fache

Flag-Sequenz verldngert worden (hFgjag.pep), S0 waren am ersten Tag lediglich 1% der Zellen
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24 Stunden | 48 Stunden | 72 Stunden
hF 39 60 64
bF 34 63 85
hFL 141N 0 0 4
hFpys 3 0 0 0
hFsann 8 16 17
hFx1260 8 10 7
hF pep.s 1 3 8
hFE1ag-pep 1 0 0
hFsrep-pep 0 12 6
hEsrep-pep,fus-3 0 0 0
bFsrep-hpep 23 17 30
hFypep 5 5 17
bFhr2+pep 10 7 3
hF o 0 0 0
SeV-F 0 0 0
gp40 0 0 0

Tabelle 5.3: Prozentualer Anteil der fusionierten MDCKII-GFP-Zellen bezogen auf die Gesamtanzahl der

GFP-expremierenden Zellen

fusioniert. War das Pep27 jedoch an derselben Stelle durch eine Strep-Markierung verlidngert
(hFsirep-pep), s0 wurden erstmals am zweiten Tag fusionierte Zellen nachgewiesen; dieser An-
teil fiel jedoch von 12% wieder auf 6% am dritten Tag. Die Doppelmutante hFsep-pep,fus-3 Wi€s
keinerlei Fusionsaktivitét auf, wihrend die chimidre BRSV-F-Mutante mit dem um eine Strep-
Markierung verldngerten humanen Pep27 (bFgep-npep) am ersten Tag einen Anteil von 23%

doppelt fluoreszierender Zellen aufwies, am zweiten Tag 17% und am dritten Tag 30%.

Die beiden anderen chiméren F-Proteine waren stirker attenuiert. Das HRSV-F mit dem bovi-
nen Pep27 (hF,.,) zeigte an den ersten beiden Tagen jeweils 5% fusionierte Zellen und am drit-
ten Tag 17%. Das BRSV-F, dessen F,-Untereinheit und Pep27 gegen jene des HRSV-F-Proteins
ausgetauscht worden waren, wies am ersten Tag 10% fusionierte Zellen auf, am zweiten Tag

nur noch 7% am am dritten Tag lediglich 3%.
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Weder das 16sliche F-Protein noch die beiden Kontrollproteine SeVF und gp40 fiihrten zu einer
Fusion zwischen MDCK- und BHK-21-Zellen. Allerdings war in allen drei Zelllinien eine vom
ersten Tag an immer stiarker werdende Hintergrundfdarbung durch R18 in den MDCK-Zellen
beobachtbar, die darauf hindeutet, dass auch eine nicht F-vermittelte Interaktion der Zellen zur
Ubertragung des R18 fiihren konnte. In den ersten 72 Stunden konnte diese Hintergrundfirbung
gut von dem bei MDCK-(hF-GFP)-Zellen beobachteten Lipidtransfers unterschieden werden.

Am vierten Tag war diese Unterscheidung nicht mehr eindeutig moglich.

5.1.6 RSV-F-Protein induzierte Translokation von NFxB (p65)

Es ist bekannt, dass die Infektion mit RSV zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB
fiihrt (Bitko et al., 2004). NFB ist ein Komplex aus den Proteinen p50 und p65. Normalerweise
liegt NFxB im Cytosol an den Inhibitor IxB gebunden vor. Durch Stimulierung erfolgt eine
Phosphorylierung von IxB und die nachfolgende Ubiquitinilierung und der Abbau von IxB. Das
NFgB wird sodann in den Zellkern transportiert und die Transkription einer Vielzahl von Genen
induziert, die unter anderem im Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen und der Apoptose
stehen. In unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass die Translokation der p65-
Untereinheit in den Zellkern durch die Expression des F-Proteins ausgelost wird. Es sollte nun

geklirt werden, ob diese Translokation mit der Fusionsaktivitidt in Zusammenhang steht.

Dazu wurden die transgenen Zelllinien auf Deckglédsern ausgesét und mit Mifepriston in Abwe-
senheit von Serum fiir vierundzwanzig Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fi-
xiert, mit Aceton/Methanol permeabilisiert und mit den Antikdrpern a-p65 und a-Kanninchen-
Cy3 gefirbt. Abbildung 5.5 zeigt die Lokalisation von p65 in den verschiedenen MDCK-
Zelllinien. In den Zellen, in denen keine Translokation stattfand, sparte p65 den Zellkern aus
und war im Zytoplasma lokalisiert. In den Zellen, in denen eine Translokation erfolgte, ist das

p65 vor allem im Zellkern nachweisbar.

Sowohl das HRSV-F-Protein als auch BRSV-F-Protein fiihrten zur Translokation von p65. Von
den beiden Mutanten, die das Fusionspeptid betrafen, induzierte jedoch nur hFy 14x die Trans-
lokation von p635, nicht aber die Mutante hFy, ;. Die Expression der Spaltungsmutante hFsann
und der Glykosylierungymutante hFyi26q gingen dagegen wieder mit einer Translokation von

p65 in den Zellkern einher.
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Abbildung 5.5: Translokation von p65. p65 ist rot gefirbt, das F-GFP- bzw. das gp40-GFP-Protein ist griin
dargestellt.
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Die N-terminale Verlidngerung von Pep27 (hF,,.5) bewirkte ebenso wie die Einflihrung einer
Flag- (hFjag-pep) 0der Strep-Sequenz (hFsyeppep) in das Pep27 keine Translokation von p65. Ein

dhnliches Phinomen wies die Doppelmutante hFgiep-pep,fus-3 Und die Chimére bFgrep-hpep auf.

Die Expression der beiden anderen chiméren Proteine, hFy,e, und bFygy.pep, fiihrte dagegen zur
Translokation von p65. Die Expression des 16slichen HRSV-F-Proteins sowie der Kontrollen
SeV-F und gp40 16ste keine Translokation aus. Die Mutationen im HRSV-F-Protein hatten also

einen deutlichen Effekt auf die Translokation von p65.

5.1.7 Aktivierung von Caspase-3

Die Cystein-Protease Caspase 3 ist ein Schliisselenzym der Apoptose. Um die Auswirkung der
Mutationen im F-Protein auf die Induktion der Apoptose zu studieren, wurden die Aktivitdten
der Caspase 3 bzw. 7 in F-expremierenden Zellen mit Hilfe eines luminiszierenden Substrates

gemessen.

Die transgenen Zellen wurden in 24-Napf-Platten ausgesét, am folgenden Tag induziert und fiir
24 bis 96 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Caspase-3/7-Aktivitit
im Zellextrakt bestimmt. Zum Vergleich wurden die Messungen mit nicht-induzierten Zellen
durchgefiihrt. Die Steigerung der Enzymaktivitidt wurde ermittelt, indem das Verhéltnis zwi-
schen den Caspase 3-Aktivitdten der induzierten Zellen zu den Caspase 3-Aktivitédten der nicht-

induzierten Zellen bestimmt wurde (Tabelle 5.4).

Nach 24 Stunden betrug die durch das HRSV-F-Protein induzierte Caspase-3-Aktivitit das
Fiinffache gegeniiber den nicht induzierten Zellen. Nach achtundvierzig Stunden war der Wert
auf das 19,6-fache gestiegen. Das BRSV-F-Protein bewirkte eine Erhohung der Caspase-3-
Aktivitit nach 24 Stunden um das 3,1-fache und nach 48 Stunden um das 17,8-fache. In beiden
Fillen waren nach 96 Stunden nicht mehr genug Zellen fiir die Messung der Caspase-Aktivitit

vorhanden.

Eine deutliche Caspase-3-Aktivitit zeigten die Mutanten hFy j4in, hFsann, hFyi2sqund hFgje pep.
Die Mutante hFy 14y fiihrte zu einer Caspase-3-Aktivitiat in Hohe des 6,3-fachen am zwei-
ten Tag. Auch die Glykosylierungsmutante hFy;26q fiihrte zu einer vergleichbaren Caspase-3-

Aktivitit. Die Mutante hFg,, e, bewirkte einen Anstieg der Caspase-Aktivitét auf das 7,6-fache
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24h 48h 72h 96h
hF 49 £1,7 | 19,689

bF 3,1£15|17.8+27

hFy11n 2111 | 63+29| 2908|4212
hFrus.3 04+01| 1,0£02| 09+01|12+02
hFsanN 32+07| 9.6+3,6|191£67 |35£07
hFxi260 22404 | 63+18| 53+09|68+21
hFpep-s 13£05| 1,305 19+09|23+09
hFtag-pep 20£05| 7.6+23| 4113|2406

hFstrep-pep 07+02| 08+04| 07+03|1,1+03
hFsueppepiuss | LO£0,5 | 08+04 | 09+03 | 1,1 0,5
bFsueptpep | 11203 | 27+£09 | 24£03[27+10

hFppep 1,3£03] 09+03| 1,0+£02|09+04
bFhr24pep 33+14| 20+04| 25+£02|1,0+0,3
hF, 1,6£06| 13+£06| 1,4+0,6| 1,709
SeV-F L1£03| 1,1+£04| 1,603 |1,2+0,3
gp40 09+0,1] 1,0x03| 1,5+03|1,0+04

Tabelle 5.4: Verhiltnis der Caspase-3/7-Aktivititen von induzierten und nicht-induzierten transgenen

MDCK-Zelllinien. Es wurden Werte aus drei unabhédngigen Experimenten einbezogen.

der nicht induzierten Zellen. Lediglich die Mutante hFsany erreichte mit dem 19,1-fachen am
dritten Tag eine Caspase-3-Aktivitit in Hohe der unmodifizierten F-Proteine. Allerdings war

diese um einen Tag verzogert.

Die Mutanten bFsepnpep und bFppa4pep zeigten mit dem 2,7-fachen am zweiten bzw. dem 3,3-
fachen am ersten Tag nur eine sehr geringe Caspase-3-Aktivitit. Die {ibrigen Mutanten und die
Kontrollzellen zeigten praktisch keine Caspase-3-Aktivitat zwischen dem 0,7- und dem 2,3-

fachen der nichtmodifizierten Zellen.

Im Fall des 16sliche HRSV-F-Proteins lagen aufgrund des verwendeten Systems zur Erzeugung
dieser Zelllinie keine nicht expremierenden Zellen vor. Die Caspase-3-Aktivitdten wurden daher
durch die Mittelwerte der nicht induzierten Proben aller anderen Zelllinien geteilt. Es ergaben

sich Caspase-3-Aktivititen im Bereich vom 1,1- bis 1,6-fachem. Eine signifikante Verdnderung
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wurde nicht beobachtet.

Die Mutationen im F-Protein hatten also eine deutliche Auswirkung auf die F-induzierte Apop-

tose.
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5.2 Charakterisierung des RSV-F-Proteins mittels Sendaivirus-

Pseudotypen

In der F,-Untereinheit des RSV-F-Proteins findet sich eine im BRSV- bzw. HRSV-F-Protein
konservierte basische Domine, die teilweise mit einer heptad repeat-Region iiberlappt und
mehrere Lysine aufweist. Die basischen Doménen von BRSV und HRSV sind einander dhn-

lich (Abbildung 5.6).

An rekombinanten BRSV konnte gezeigt werden, dass Punktmutationen der Lysine und des
Arginins in der basischen Doméine K®-R? des BRSV-F-Proteins Auswirkungen auf die Repli-
kation der Viren, ihre Infektiositdt und die Bildung von Synzytien in infizierten Zellen haben.
Wihrend die basischen Aminosiuren K%, K%, K3 und R® eine modulatorische Wirkung auf
diese Parameter hatten, waren die Aminosiuren K7 und K77 essentiel fiir die Bildung infekti-

oser Partikel (PanayoTova, 2005).

Eine Besonderheit der basischen Doméne ist, dass sie in der heptad repeat-Sequenz 1 (HR1)
liegt. Innerhalb eines heptad repeats liegen meist hydrophobe Aminosédren auf den Positionen

a und d, wihrend die Positionen e und g iiblicherweise von geladenen Aminoséduren besetzt

BRSYV:
63 66 70 75 77 80 85
SKIQKNVCKSTDSKVKLIKQELERYNNAVVELQSLHMNM

HRSYV:
65 68 75 77 80 85 87
SNIKENKCNGTDAKVKLMKQELD KYKNAVTELAQLLM

d a d a d a d a

Abbildung 5.6: Schema der basischen Domine in den F,-Untereinheiten der BRSV- und im HRSV-F-
Proteine. Die rot markierten Aminoséduren waren im Fall von BRSV in rekombinanten Viren in Asparagine
mutiert worden. Die dariiberstehenden Zahlen geben die Position der zugehdrigen Aminosiure an.

In der HRSV-Sequenz wurden die rot markierten Lysine in Einzelmutation in Asparagine mutiert. Die
dariiberstehenden Zahlen geben die Position der zugehorigen Aminosiure an.

Die heptad repeat-Sequenz beginnt mit Threonin’?. Die Positionen a und d in der heptad repeat-Sequenz

sind unter den zugehorigen Aminosiduren markiert.
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werden. Die Funktion von HR1 ist bisher noch nicht geklirt. Es wurde jedoch eine coiled coil-

Region fiir die Aminosduren 72 bis 100 vorhergesagt (MATTHEWS et al., 2000).

Aufgrund der groBen Ahnlichkeit dieser Domiine mit der im HRSV-F-Protein vorkommenden
Domiine K%-K3 wurde in dieser Arbeit die Bedeutung der Lysine in der basischen Domiine

des HRSV-F-Proteins mit Sendaivirus-Pseudotypen untersucht.

Das Sendaivirus (SeV), das auch als murines Parainfluenzavirus Typ 1 bezeichnet wird, ge-
hort zusammen mit dem humanen Parainfluenzavirus Typ 1 und Typ 3 sowie dem bovinen Pa-
rainfluenzavirus Typ 3 zum Genus Respirovirus innerhalb der Unterfamilie Paramyxovirinae.
Diese bildet mit der Subfamilie Prneumovirinae, zu der auch das unter 1.1 beschriebene respi-
ratorische Synzytialvirus gehort, die Familie Paramyxoviridae (Tabelle 1.1) (CHaNock et al.,
2001). Die Viruspartikel dhneln im Aufbau RSV; jedoch existieren nur zwei Glykoproteine, das

Héamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN-Protein) und das Fusions-Protein (F-Protein).

Das HN-Protein vermittelt die Adsorption des Viruspartikels an die Zelle, indem es an sialin-
sdaurehaltige Rezeptoren auf der Zelloberfliche bindet. Nach der Freisetzung neuer Viren aus der
Zelle kann es mittels seiner Neuraminidase-Aktivitit endstindige N-Acetyl-Neuraminsdurereste
(Sialinsduren) von den Rezeptoren abspalten, wodurch sich die Tochterviren von der Zellober-

fliche 16sen konnen (ScHEID und CHoPPIN, 1974a).

Das Fusions-Protein (F-Protein) wird als Vorlauferprotein mit einer Linge von 565 Aminosiu-
ren synthetisiert. Die Spaltung des inaktiven Vorlduferproteins F, erfolgt durch Trypsin hin-
ter der Aminosédure 116. Die Peptide bleiben iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden
(Homma und OucHi, 1973; ScHeEb und CHoppiN, 1974b). Die Spaltung bewirkt eine Konfor-
mationsidnderung des F-Proteins, wodurch eine hydrophobe Domine am N-Terminus des F;-
Proteins exponiert wird, welche als Fusionspeptid dient (Hsu et al., 1981, 1987). Das F-Protein
verfiigt tiber drei potentielle N-Glykosylierungsstellen (BLUuMBERG et al., 1985; YosHmma et al.,
1981), wobei die mittlere Glykosylierungsstelle fiir den intrazelluldren Transport und die Fu-
sionsaktivitit essentiel ist (SEcawa et al., 2000). Desweiteren spielt auch das HN-Protein eine
Rolle bei der durch das F-Protein vermittelten Fusion zweier Zellen miteinader (Boussk et al.,

1994).

Es wurde bereits gezeigt, dass sich aus dem SeV-F-Protein und dem HRSV-F-Protein Chiméren

erzeugen lassen, die in Viruspartikel eingebaut werden und das SeV-F-Protein in rekombinanten
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Viren ersetzen konnen (ZiMMeRr et al., 2003). In dem in dieser Arbeit verwendeten rekombinan-
ten SeV-AF ist das Gen fiir das F-Protein deletiert und durch ein GFP ersetzt worden, so dass es
einfach zu detektieren ist. Da das Fusionsprotein fiir die Replikation des Sendaivirus essentiell

ist, wurde SeV-AF auf MDCK-SeV-F-Zellen propagiert.

5.2.1 Generierung von SeV-Pseudotypen

Es wurde bereits demonstriert, dass chimdre HRSV/SeV-F-Proteine in Sendaiviruspartikel ein-
gebaut werden (ZimMEer et al., 2005). Fiir die Herstellung von Pseudotypen wurden in dieser
Arbeit zwei Chimaéren erstellt: Die Chimére hFyr ist ein HRSV-F-Protein, dessen Membranan-
ker und zytoplasmatischer Abschnitt gegen die entsprechenden Doménen des SeV-F-Proteins
ausgetauscht worden waren. Bei der Chimire hFr wurde der zytoplasmatische Abschnitt ge-
gen die entsprechende Doménne des SeV-F-Proteins ausgetauscht. Als Kontrollen wurde das

HRSV-F-Protein und das Sendaivirus-F-Protein genutzt (Abbildung 5.7).

Die Generierung von Pseudotypen erfolgte in MDCK-Zellen. Diese wurden in 6-Napf-Schalen
mit 6 * 10° Zellen/Napf ausgesit, mit 4 ug der pcDNA3.1-F-Plasmide transfiziert, vier Stun-
den spiter gewaschen und fiir drei Stunden mit SeV-AF in einer MOI von 1 infiziert. Nach
dreimaligen Waschen wurden die Zellen mit Medium ohne Serum fiir zwei Tage inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zelltriimer abzentrifugiert und der Uberstand in fiissigem Stickstoff
eingefroren oder sofort auf Vero-Zellen titriert (Abbildung 5.8). Als Negativkontrolle dienten

Zellen, die mit dem Plasmid pcDNA3.1 transfiziert worden waren.

Auf der transgenen MDCK-Se VF-Zelllinie wurde ein Titer von 5 = 10° ffu erreicht (Abbildung
5.9). Auf MDCK-Zellen, die das chimire Protein hF expremierten, wurde mit etwa 3 * 10° ffu

HRSV-F | F2|pep27| = ]
SeV-F L F | = ]
Fur | F2 [pep27] F1 = |

Er | F2 pep27] F1 = |

Abbildung 5.7: Schema der chimidren HRSV/SeV-F Konstrukte. Die Aminosduresequenzen der Mutanten
hFt und hFyr finden sich im Anhang.
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Abbildung 5.8: Schema der Generierung von Pseudotypen

der hochsten Virustiter nachgewiesen. Mit dem chiméren Protein hFry;, das sowohl die zyto-
plasmatische Domine als auch den Membrananker des SeV-F-Protein enthielt, wurde mit ca.
3 % 10* ffu ein um den Faktor 10 reduzierter Titer erreicht, wihrend mit dem SeV-F-Protein
Titer von 1 % 10* ffu erzielt wurden. Allerdings sanken auch die Titer der Pseudotypen mit chi-
mirem F-Protein auf die Grolenordnung der mit dem SeV-F-Protein erzielten Titer, wenn auch
zu diesen Ansitzen Trypsin zugefiigt worden war. Auf MDCK-Zellen, die das HRSV-F-Protein

expremierten, ergaben sich Titer in der Groenordnung der Negativkontrolle.

sF

hFayrr hFp
Abbildung 5.9: Infektiositit der Pseudotypen mit chiméren F-Proteinen
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5.2.2 Infektiositit der chimiren HRSV/SeV-F-Protein-Pseudotypen

Alle Lysine in der basischen Region der F,-Untereinheit des HRSV-F-Protein wurden in den
chimiren F-Proteine durch Asparagine ersetzt (Abbildung 5.6). Um die Infektiosistit der mit
den chimidren Mutanten erzeugten Pseudotypen zu ermitteln, wurden die Pseudotypen wie in
Abschnitt 5.2.1 dargestellt, erzeugt, geerntet und titriert. Eingesetzt wurden die pcDNA3.1-
Plasmide mit den Genen fiir die Chimére hFr und die von dieser abgeleiteten Mutanten. Als
Kontrolle diente pcDNA3.1 ohne inseriertes Gen. Das Ergebnis des Experiments ist in Abbil-
dung 5.10 gezeigt. Mit den analogen Mutanten der Chimire hFyr lieBen sich keine infektiosen

Pseudotypen generieren.

Die Chimire hFt wuchs zu Titern von 2,2 = 10° ffu. Die Mutanten hFrK65N, hFrK68N und
hFrK87N erreichten mit 1,5% 10%, 7,4 % 10° und 1, 3 x 10° ffu vergleichbare Titer. Die Mutanten
hFrK80N und hFrK85N wuchsen mit 2, 1x10° bzw. 1, 8+10° zu niedrigeren Titern. Die Mutante
hFrK77N ergab nur Titer von 4 * 10* ffu, wihrend im Fall der Mutante hFrK75N mit 2 = 10>

7

6
5
4
3
) —
1
0

hF K65N K68N K75N  K77N  K80N K85N K87N  mock

Virustiter [log1( ffu]

Abbildung 5.10: Titer der mit den hFr-Mutanten in MDCKII-Zellen erzeugten Pseudotypen. Mittelwerte

aus drei unabhingigen Experimenten. Als Kontrolle wurde das Plasmid pcDNA3.1 transfiziert.



74 5. Ergebnisse

nur Titer, die kaum hoher waren als die Negativkontrolle mit 7 = 10! ffu, nachweisbar waren.

Das Experiment beweist, dass die Mutationen in der basischen Domine einen Einfuss auf die

Infektiositéit der Pseudotypen haben.

5.2.3 Oberflichenexpression der chimiren HRSV/SeV-F-Mutanten

Waihrend beide chimiren Proteine hFt und hFyt an der Oberfliche transfizierter Zellen nach-
weisbar waren, lieBen sich lediglich die Mutanten der Chiméren hFr in vergleichbaren Mengen
auf der Zelloberfliche expremieren. Die Enfiihrung der Mutationen K75N und K77N in die
Chimire hFyr fithrte dazu, dass sich das Protein fast gar nicht an der Obwerfliche nachweisen
lieB, wahrend die Mutationen K65N, K68N, K8ON, K85N und K87N zu einer nachbweisbaren,
aber geringen Mengen F-Protein an der Zelloberflache fiihrten. Auch intrazellular lieBen sich
alle Mutanten der Chimire hFyr nur in sehr geringen Mengen nachweisen. Dies deutet darauf

hin, dass die Faltung dieser Proteine gestort war, so dass sie wieder abgebaut wurden.

Um die Oberflachenexpression von Mutanten der Chimére hFr zu vergleichen, wurden konflu-
ente BHK-21-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert, vierundzwanzig Stunden

spéter biotinyliert, die F-Proteine immunoprézipitiert und im Western-Blot analysiert (Abbil-

hF; KB5N KB68N K75N K77

e

N KB8ON K85N K87N mock

=

b,

170 —
130 m—

110 w—

72

Abbildung 5.11: Oberflichenexpression der hFr-Mutanten im Western-Blot. Die Proben wurden unter

nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert.
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dung 5.11).

Alle Proteine wurden in vergleichbaren Mengen expremiert. Die geringen Abweichungen sind

vermutlich auf Schwankungen in der Transfektionseffezienz zuriickzufiihren.

Dariiber hinaus zeigt der Blot, dass alle Mutanten korrekt gespalten wurden. Eine fehlende
Spaltung bei einem der Konstrukte hitte sich aufgrund der Glykosylierung des Pep27 durch
eine hoheren Masse des F-Proteins bemerkbar gemacht (vgl. hierzu die Bande des hFgann-

GFP-Proteins in Abbildung 5.1).

5.2.4 Behandlung des chimiren hFy-Proteins mit Trypsin

Eine mogliche Erkldrung fiir einen Funktionsverlust eines Proteins stellt eine fehlerhafte Fal-
tung dar. In vielen Fillen ist das fehlerhaft gefaltete Protein sehr empfindlich gegeniiber einer
Behandlung mit Proteasen. Um die Sensibilitidt von hFr gegeniiber der Protease Trypsin zu un-
tersuchen, wurden BHK-21-Zellen mit den Expressionsplasmiden transfiziert, vierundzwanzig
Stunden spiter resuspendiert und fiir eine Stunde bei 37°C mit verschiedenen Konzentrationen
Trypsin behandelt. Die Zellen wurden mit einem FITC-markierten polyklonalem F-Antikorper
markiert und mittels Durchflusszytometrie der Prozentanteil der fluoreszierenden Zellen be-

stimmt (Abbildung 5.12).

Ohne Behandlung mit Trypsin expremierten etwa 42% der Zellen das F-Protein. Bei einer
Trypsin-Menge von 0,1 ug sank dieser Anteil um 8% auf etwa 32%. Eine zehnfach so hohe
Trypsinmenge lie den Anteil der F-expremierenden Zellen nochmal um 5% sinken, eine hun-
dertfache Trypsinmenge um 9% auf etwa 25% . Bei einer Trypsinmenge 100 ug betrug der
Anteil der F-expremierenden Zellen 18%. Es konnte somit eine gewisse Empfindlichkeit, aber

keine vollstindige Zerstérung, wie erwartet, nachgewiesen werden (ZIMMER et al., 2001a).

Die Behandlung von BHK-21-Zellen, welche die verschiedenen hFr-Mutanten expremierten,
mit 1 pg bzw. 10 ug Trypsin fiihrte bei keiner Mutante zu einem auffillig geringen Anteil an F-
expremierenden Zellen. Es traten zwar Schwankungen auf, jedoch nicht in Richtung niedrigerer

Anteile (Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.12: Die Empfindlichkeit von hFy gegeniiber Trypsin. Angegeben ist der prozentuale Anteil

der F-expremierenden Zellen an der Gesamtpopulation.
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Abbildung 5.13: Der Einfluss einer einstiindigen Trypsinbehandlung auf die Mutanten der Chimire hFry.

Angegeben ist der prozentuale Anteil der F-Expremierenden Zellen an der Gesamtpopulation.
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5.2.5 Bildung von Synzytien durch die chiméiren HRSV/SeV-F-Mutanten

Ein Ausdruck der Fusionsaktivitit des F-Proteins ist die Bildung von Synzytien in infizierten
oder transfizierten Zellen. Um die Fihigkeit der Mutanten, Synzytien zu bilden, zu analysie-
ren, wurden MDCK-Zellen bei der Aussaat mit den Plasmiden der chimiren hFp-Mutanten
transfiziert, achtundvierzig Stunden spiter fixiert und das F-Protein mittels Immunofluoreszenz

nachgewiesen und die Zellkerne mit DAPI gefirbt (Abbildung 5.14).

Alle Mutanten auBler der Mutante hFrK75N bildeten Synzytien.

hFrK65N hFrK68N

hFrK75N hFrK77N hFrK80ON

hFrK85N hFrK87N mock

Abbildung 5.14: Synzytien der mit chimdren HRSV/SeV-F-Mutanten transfizierten MDCK-Zellen. Die

hFr-Proteine sind rot geférbt. Die Zellkerne sind blau dargestellt.
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5.2.6 Einbau der chimiren Mutanten in Viruspartikel

Eine mogliche Erklidrung der geringeren Infektidsistit einiger Pseudotypen konnte ein geringe-
rer Einbau der F-Protein in die Viruspartikel sein. Um dies zu iiberpriifen, wurden die Pseudo-

typen durch Ultrazentrifugation konzentriert und im Wester-Blot analysiert (Abbildung 5.15).

Die Mutanten hFrK65N, hFrK68N und hFrK87N fanden sich in etwa gleichen Mengen in
den Pseudotypen wieder wie die Chimére hFy. Ein geringerer Einbau hingegen wurde bei den
Mutanten hErK77N, hFrK80N und hFrK85N beobachtet. Die Mutante hFrK75N ist kaum in

den Pseudotypen nachweisbar.

Der Vergleich mit den Virustitern zeigt, dass es im Fall der Mutanten hFr, hFrK65N, hFr K68N
und hFrK87N eine grobe Ubereinstimmung zwischen den Virustitern und den Mengen an nach-

weisbarem F-Protein in den Pseudotypen gab.

Die Mutanten hFrK85N erreichte einen geringeren Virustiter und wird etwas weniger in Vi-
ruspartikel eingebaut. Die Mutante hFrK80N erreichte zwar vergleichbare Virustiter, wurde
jedoch in noch geringerer Mengen in Viruspartikel eingebaut. Die Mutante hFrK77N ist zwar
nur schwach in Viruspartikeln nachweisbar, ergibt aber immer noch infektidse Pseudotypen,
withrend die Mutante hFrK75N kaum zu infektidsen Viruspartikeln fiihrt und auch nur sehr

schwach in diesen nachweisbar ist.

Die Analyse der SeV-M-Proteine zeigt, dass der geringere Einbau einiger Mutanten nicht auf
eine geringere Anzahl an Partikeln zuriickzufiihren ist. Es finden sich ebenfalls Partikel in der
Kontrolle, da das SeV-M-Protein die Bildung von virusidhnlichen Partikeln bewirkt (TakimMoTo

et al., 2001).

Die Mutationen in der basischen Domine haben also einen Einfluss auf den Einbau der F-

Proteine in Viruspartikel.
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Abbildung 5.15: Analyse der pelletierten hFr-Pseudotypen im Western Blot unter nicht reduzierenden
Bedingungen. Die Blots zeigen die hFr-Mutanten bzw. die SeV-M-Proteine. Die Grafik darunter zeigt die

Quantifizierung der hFr-Mutanten. Kontrolle und Hintergrund wurden von allen Proben abgezogen.
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5.2.7 Kolokalisierung der hFp-Mutanten mit Caveolin

Sowohl der mangelhafte Einbau in Viruspartikel als auch der Verlust der Fusionsaktivitit der
Mutante hFrK75N konnte damit zusammenhédngen, dass die Mutante nicht in den richtigen
Dominen der Plasmamembran lokalisiert sind. Es wurde berichtet, dass das RSV-F-Protein in
Lipid rafts, Mikrodominen in der Plasmamembran, die insbesondere fiir die Signaltransduktion
von Bedeutung sind, zu finden ist und mit Caveolin-1 kolokalisiert (McCurpy und GRAHAM,

2003).

Um zu iiberpriifen, ob die hFyK75N-Mutante auch diese Lokalisation aufweist, wurden MDCK-
Zellen auf Deckglédsern ausgesit und mit je 1 ug pcDNA3.1-hF, pcDNA3.1-hFy bzw. pcDNA3.1-
hFrK75N und zusitzlich mit 1 ug pEGFPC1-Caveolin-1 transfiziert. Nach vierundzwanzig
Stunden wurden die Zellen zwei Stunden bei 4°C mit @-RSV-F inkubiert. Anschlieend wur-
den die Zellen fiir eine halbe Stunde mit warmen Medium bei 37°C inkubiert, fixiert und noch
einmal mit @-Maus-Cy3 gefirbt. Die Immunofluoreszenzen wurden unter dem Fluoreszenz-

Mikroskop ausgewertet (Abbildung 5.16).

Obwohl alle drei F-Proteine und Caveolin-1-GFP gut expremiert wurden, konnte keine Koloka-
lisation nachgewiesen werden. Dies galt jedoch nicht nur fiir die Mutanten hFrK75N, sondern
auch fiir die Chimére hFr und das unmodifizierte HRSV-F-Protein. Zwar bildet das F-Protein
bei allen drei Proteinen typische Cluster auf der Oberflache und schien sich in distinkten Do-

minen anzuordnen. Diese entsprachen jedoch nicht der Lokalisation des Caveolin-1-GFP.
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F-Protein Caveolin-1 Uberlagerung

hF

hF;

hFrK75N

Abbildung 5.16: Lokalisation des F-Proteins und des Caveolin-1. Das F-Protein ist rot dargestellt,

Caveolin-1 griin.






6. Diskussion

6.1 Regulation der Fusionsaktivitit des F-Proteins und F-

induzierte Apoptose

Die Fusion des Viruspartikels mit der Plasmamembran ist ein Schliisselprozess fiir die Infektion
der Zelle mit einem Virus. Es gibt eine Reihe von Mechanismen, wie dieser Eintritt erfolgen
kann. Einige Viren wie das Influenza A-Virus treten iiber Endosomen in ihre Wirtszellen ein.
Dabei ist die Ansduerung des Endosomens fiir die Aktivierung des Fusionsproteins und damit
fiir die Induzierung der Verschmelzung des Viruspartikels mit der Endosomenmembran verant-

wortlich (HELeN1us, 2007).

Andere Viren, wie die Paramyxoviren, fusionieren direkt mit der Plasmamembran. Die Aktivie-
rung des Fusionsprotein ist bei ithnen nicht pH-abhéngig. Statt dessen ist eine Interaktion mit

der Plasmamembran, oftmals mit einem spezifischen Rezeptor, notwendig.

Bei den Paramyxoviren erfolgt die Aktivierung des Fusionsproteins iiber die Spaltung eines
Vorlduferproteins. Diese kann auf der Oberfliche der Zellen wie im Fall des SeV-F-Proteins
(TasHIrO et al., 1992) oder intrazelluldr wie im Fall des RSV-F-Proteins erfolgen. Beim RSV-F-
Protein liegt eine besondere Situation vor. Wihrend alle anderen Paramyxoviren, einschlieBlich
des eng verwandten murinen Pneumovirus, an einer einzigen Position gespalten werden, erfolgt
die Spaltung beim RSV-F-Protein an zwei Positionen (ZiMMmERr et al., 2001a). Veroffentlichun-
gen der letzten Jahren gaben Hinweise darauf, dass die dazwischenliegenden 27 Aminoséduren
einen regulatorischen Effekt auf die Fusionsaktivitit des F-Proteins haben (KoniG et al., 2004;

GonzALEZ-REYES et al., 2001; ZmmMmER et al., 2002).

Um die Fusionsaktivitidt zu messen, wurden zwei Verfahren angewandt. Es wurde erstens das

83



84 6. Diskussion

Ausmal der Synzytienbildung bestimmt, und zweitens die Heterologe Zellfusion mit R18-mar-
kierten BHK-21-Zellen. Obwohl die Quantifizierung im ersten Assay nur ungefihr moglich
war, zeigt sich dennoch, dass fiir die Synzytienbildung und fiir den Lipid-Transfer unterschied-
liche Voraussetzungen gelten. Zum einen handelt es sich bei der Messung der Synzytienbildung
um einen Fusion zwischen Zellen desselben Zelltyps. Die Interaktion der Zellen miteinander
konnte daher intensiver sein als bei der Heterologen Zellfusion. Mehr noch, die miteinander
fusionierenden Zellen expremieren im Idealfall alle das F-Protein. Die Fusion sollte daher im

ersten Assay erleichtert und schneller nachweisbar sein als bei der heterologen Zellfusion.

Es muss jedoch noch beriicksichtigt werden, dass es sich bei MDCK-Zellen um polare Zel-
len handelt. Werden die Zellen im Monolayer bis zur Konfluenz kultiviert und dann induziert,
schreitet die Synzytienbildung nur langsam voran, da das F-Protein vornehmlich apikal ex-
premiert wird (RoBerTs et al., 1995; Brock et al., 2005) und daher kaum in Kontakt mit be-
nachbarten Zellen kommt. Erst der teilweise oder vollstindige Verlust des polaren Charakters

ermdglicht dann das schnellere Wachstum des betreffenden Synzytiums.

Besteht die Zellkultur jedoch aus MDCK- und BHK-21-Zellen, so kann sich zumindest an
den Stellen, an denen MDCK- und BHK-21-Zellen unmittelbar nebeneinander wachsen, keine
vollstindig polare Expression des F-Proteins herausbilden. Die Synzytienbildung ist daher zwar
dadurch verlangsamt, dass nicht mehr alle miteinander fusionierenden Zellen das F-Protein
expremieren, kann aber auch zu einem spéteren Zeitpunkt und langsamer vonstatten gehen, da
das F-Protein auch dann noch im hoheren Mal} in direkten Kontakt mit der Zellmembran der

Nachbarzelle kommen kann.

6.1.1 Regulation der Fusionsaktivitit iiber Pep27
Einfluss der Mutationen in den Spaltungsstellen

Um die Bedeutung der Spaltung an der Position 109 fiir die Fusionsaktivitit zu klidren, war
die Sequenz der Mutante hFsanny War so verdndert worden, dass die Spaltungsstelle RARR am
N-Terminus des Pep27 nicht mehr fiir Furin erkennbar war und deshalb nicht mehr gespalten
wurde (siehe 5.1.2). Frithere Arbeiten zeigten, dass die Spaltung an den Position 109 und 136

unabhiéngig voneinander erfolgt, und eine unterbleibende Spaltung an der Position 109 nicht
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zur Bildung von Synzytien fiihrt (GoNzALEZ-REYES et al., 2001; ZiMMmER et al., 2001a, 2002).

Die hier verwendete Mutante hFsann zeigte eine verzogerte und reduzierte Fusionsaktivitiit,
jedoch keinen vollstindigen Verlust. Die herabgesetzte Fusionsaktivitit lieBe sich durch eine
sterische Hinderung aufgrund der verldngertern F,-Untereinheit handeln, welche die Wech-
selwirkung des F-Proteins mit seinem Rezeptor stort, und somit die Fusionsaktivitit herab-
setzt. Ebenfalls denkbar ist, dass die Verlingerung der F,-Untereinheit die Konformation des
F-Proteins verdndert hat. Es ist jedoch auch moglich, dass durch die verlidngerte F,-Untereinheit
die Wechselwirkung mit Proteinen, die sich in der gleichen Lipidmembran wie das F-Proteinen
befinden, behindert wird. So ist zum Beispiel nachgewiesen, dass eine Inhibition der Interaktion
des F-Proteins mit RhoA die Fusionsaktivitit stark herabsetzt (PasTEY et al., 1999; Gower et al.,

2001; McCurpy und Graaam, 2003; Gower et al., 2005).

Die Mutanten hFggr und hFgg, in denen die Spaltungsstelle am C-terminalen Ende des Pep27
mutiert worden war, wurden im Unterschied zu allen anderen Mutanten nicht korrekt expre-
miert. Diese Mutationen beeintrichtigen vermutlich die Proteinfaltung in einem solchen Aus-
mal, dass die synthetisierten Proteine wieder abgebaut wurden. Es lédsst sich daraus folgern,
dass eine korrekte Spaltung der C-terminalen Spaltungsstelle des Pep27 fiir die korrekte Fal-

tung und Expression des F-Proteins erforderlich ist.

Einfluss der Glykosylierung des Pep27

Die Glykosylierungsmutante hFy;26q wies eine leicht verzogerte und reduzierte Fusionsakti-
vitdt auf. Fiir das BRSV-F-Protein konnte frither gezeigt werden, dass eine solche Mutante in
rekombinanten Viren zu einem beschleunigten Wachstum fiihrte. Ebenso konnte gezeigt wer-
den, dass diese Viren zwar genauso groBe Synzytien bildeten wie das Elternvirus, jedoch in
einem Fusionsassay eine um 30% verringerte Fusionsaktivitit aufwiesen (Lorek, 2004). Letz-
tere Ergebnisse stimmen tendenziell mit den hier gemachten Beobachungen iiberein. Allerdings
muss beriicksichtigt werden, dass das BRSV-F-Protein nur eine einzige Glykosylierungsstelle
im Pep27 aufweist, wihrend es im humanen Pep27 drei konservierte Positionen gibt, von denen
jedoch nur die beiden dufleren verwendet werden (ZIMMER et al., unverdffentliche Ergebnisse).
Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen berichteten Zimmer et al. (2001b) eine um 65% erhoh-

te Fusionsaktivitidt durch die Mutation N126Q in transienter Expression. Diese Diskrepanz in
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den Ergebnissen konnte moglicherweise durch die unterschiedlichen Zelltypen — BSR-T7- bzw.

MDCK-Zellen — verursacht worden sein.

Der Einfluss einer fehlenden Glykosylierungsstelle auf das ungespaltene F-Protein lidsst sich
nur schwer ermitteln, solange keine Strukturdaten fiir das ungespaltene und das reife F-Protein
vorliegen. Es ist jedoch denkbar, dass die fehlende Glykosylierung eine sterische Hinderung fiir
das Furin authebt, und die Spaltung am C-Terminus des Pep27 so beschleunigt und erleichert
wird. Fiir das Himagglutin-Protein des Influenza A Virus konnte gezeigt werden, dass eine Gly-
kosylierung die Spaltung des Proteins durch Furin modulieren kann (Kawaoka und WEBSTER,
1989; Kawaoka, 1991; DanieLs et al., 2003). Ein dhnlicher Mechanismus konnte auch beim

RSV-F-Protein eine Rolle spielen.

Einfluss der Linge des Pep27 auf die Fusionsaktivitiit

Ein dhnlicher Effekt sollte auf der N-terminalen Seite des Pep27 erzeugt werden, indem das
Pep27 durch eine 3-fache-Flag- bzw. Strep-Sequenz verlingert wurde. Die Mutanten hFgjag pep
und hFgeppep Wiesen nur noch eine sehr geringe und verzdgerte Fusionsaktivitit auf. Demge-
geniiber zeigte die chimidre Mutante bFgep-npep NUr eine vergleichsweise leicht reduzierte Fusi-

onsaktivitit.

Die gegenteilige Wirkung, eine sterische Behinderung durch eine niher herangeriickte Glykosy-
lierungsstelle, sollte in der Mutante hF,;.5 durch die Verkiirzung des Pep27 um fiinf Aminoséu-
ren bewirkt werden. Die fiinf deletierten Aminosduren befanden sich in dem Pep27 unmittelbar
hinter der Furinerkennungssequenz RARR. Der Abstand von der Furinerkennungssequenz zur
nichsten Glykosylierungsstelle betrug damit nur noch eine Aminosdure. Dennoch trat keine
erkennbare sterische Hinderung der Spaltung auf. Das Pep27 wird nach wie vor abgespalten

(siche Abbildung 5.1). Seine Fusionsaktivitit ist jedoch herabgesetzt.

Obwohl Spaltung und Oberfldchentransport dieser Mutanten nicht beeintrdchtig schien, wirk-
te sich die Sequenz des Pep27 eindeutig auf die Fusionsaktivitit der Mutanten auf. Ahnliche
Beobachtungen waren bereits mit dem BRSV-F-Protein gemacht worden. KoniG et al. (2004)
demonstrierten, dass im BRSV-F-Protein ein Austausch des Pep27 gegen andere, langere Se-
quenzen zu einer Einstellung der Synzytienbildung fiihrte. Die Deletion des Pep27 sowie der

Austausch des Pep27 gegen eine andere Sequenz gleicher Léange fiihrte zur signifikanten Re-
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duktion der Synzytienbildung. Auch Zmmmer et al. (2002) berichteten die Reduktion der Synzy-
tienbildung durch Deletion des Pep27.

Es kann daraus gefolgert werden, dass sowohl die Linge des Pep27 als auch seine Sequenz

einen entscheidenden Einfluss auf die Fusionsaktivitit des F-Proteins haben.

Fusionsaktivitit der chiméiren F-Protein-Mutanten

Die Chimiren hFypep, und bFyg,p, Weisen verminderte Fusionsaktivititen auf. Im Vergleich
dazu war die Chimére bFgyep-npep Wie oben beschrieben nur leicht beeintrichtigt. Dies deutet
darauf hin, dass die Fusionsaktivitiat durch das Pep27 bei BRSV und HRSV unterschiedlich
reguliert wird. Es ist auffillig, dass die F;-Untereinheit von HRSV und BRSV in den 50 Ami-
nosduren 137-186 nur in drei Positionen Austausche aufweist, wihrend die F,-Untereinheit in
den 50 Aminoséduren vor der Spaltungsstelle 19 Austausche aufweist. Diese Austausche konn-
ten einen Einfluss auf die Spaltung des F-Proteins und damit auf die Fusionsaktivitit des F-
Proteins haben. Eine schrittweise Mutation dieser Aminosduren konnte weitere Aufschliisse

dartiber bringen, wie Spaltung und Fusionsaktivitit der RSV-F-Proteine reguliert werden.

Mogliche Funktionsweise der Regulation der Fusionsaktivitiit iiber das Pep27

Sicherlich sind leichte Schwankungen in der Fusionsaktivtit, gemessen durch die Synzytien-
bildung und den Lipid-Transfer-Assay, auf Schwankungen in den Mengen der expremierten
F-Proteine zuriickzufiihren. Es ist ohne weitgehende Automatisierung der Herstellung dieser
Zelllinien und des Screening der Expressionen unmoglich, zwolf transgene Zelllinien mit iden-
tischen Expressionspegeln herzustellen, die diese zudem noch nach mehrmaligem Umsetzen
behalten. Auch diirften unterschiedliche Zellzyklen zu Schwankungen in der Expression ge-
fiihrt haben. Dennoch sind einige Ergebnisse festzuhalten. Mit Ausnahme der Mutante hFgann
weisen alle Mutanten eine korrekte Spaltung auf. Sie zeigen im Westernblot das gleiche Mo-
lekulargewicht. Dieses Verfahren ist jedoch nicht dazu geeignet, festzustellen, ob die Spaltung
nicht um ein paar Aminosauren verschoben an einer anderen Stelle erfolgte. Besonders dras-
tisch wire dies im Fall der hinteren Spaltungsstelle, da sie an das Fusionspeptid grenzt. In
diesem Fall wire entweder das Fusionspeptid um eine oder mehrere Aminosduren verldngert

worden, was die Fusionsaktivitét drastisch senken wiirde, oder die Spaltung moglicherweise im
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Fusionspeptid erfolgte, so dass ein Phinotyp, wie ihn die Mutante hFy, 3 aufweist, die Folge

ware.

Moglich ist dies vor allem bei den chimédren Mutanten und der Glykosylierungsmutante, da nur
hier Mutationen in der Nihe des Fusionspeptids erfolgten. Uber die chimiren Mutanten ist es
schwer, eine eindeutige Aussage zu treffen. Das F-Protein von HRSV und BRSV scheint un-
terschiedlich reguliert zu sein, was nicht nur die vollkommen unterschiedlichen Sequenzen der
Pep27 untereinander nahelegen, sondern auch die Tatsache, dass das eine drei, das andere aber
nur eine Glykosylierungsstelle im Pep27 aufweist. Die Glykosylierungsmutante hFy260 hinge-
gen weist eine so ausgepragte Synzytienbildung aus, dass eine fehlerhafte Spaltung im oder vor
dem Fusionspeptid eher unwahrscheinlich erscheint. Moglicherweise wird auch die fehlende

Glykosylierung an der Position 126 ausgeglichen, indem Asparagin'?

glykosyliert wird, oder
aber die Glykosylierung an der Position 116 kann den Effekt der fehlenden Glykosylierung an

der Position 126 zumindest teilweise ausgleichen.

Eine fehlerhafte Spaltung an der ersten Spaltungsstelle (hinter Arginin'®) scheint auf den ersten
Blick viel wahrscheinlicher. Es ist bekannt, dass eine Deletion der Aminosduren 106 bis 130 in
rekombinanten BRSV zwar zu infektiosen Viren jedoch nicht zur Ausbildung von Synzytien in
den infizierten Zellen fiihrt, und dass eine unvollstindige Mutation der vorderen Spaltungsstelle
in Anwesenheit von Trpysin zwar zur Spaltung des F-Proteins, aber nur zu einer verminderten
Synzytienbildung fiihrt. Zimmer et al. (2002) schlossen daraus, dass das C-terminale Ende der
F,-Untereinheit — moglicherweise durch eine sterische Hinderung — einen Einfluss auf die Fu-
sionsaktivitit hat. Die Verkiirzung oder Verldngerung der N-terminalen Seite in den Mutanten
hFpep-s, hFsirep-pep Und hFgjae.pep kOnnte moglicherweise eine andere Spaltstelle eingefiigt haben,
so dass die Spaltung nicht an der Position 109 sondern ein paar Aminosduren weiter stromauf-
oder stromabwiirts durch eine andere Protease erfolgte. Dies wiirde den Phénotyp dieser Mu-

tanten erklaren.

Eine andere, spekulative Erkldrung, die all diese Faktoren beriicksichtigt und erklidren wiirde,
wire, dass das HRSV-F-Protein vor der Spaltung eine bestimmte Konformation einnimmt, aus
der durch die Spaltung dann eine weitere Konformation hervorgeht, die nur auf diese Weise
erlangt werden kann. Gro8e Abweichungen, wie sie durch eine fehlende Glykosylierung, einen
Austausch der Sequenz zwischen den Spaltstellen oder eine groflere Verdnderung des Pep27

durch Deletion oder Insertion von Sequenzen eingefiihrt werden, wiirden das Fy-Protein daran
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hindern, seine eigentlich Konformation einzunehmen und damit auch nach der Spaltung die

richtige Konformation einzunehmen.

Um die Frage zu kldren, welche dieser Hypothesen richtig ist, miissten die Mutanten gereinigt
und das C-terminale Ende der F,-Untereinheit und das N-terminale Ende der F;-Untereinheiten
sequenziert werden. Damit konnte gekldrt werden, ob die Spaltung in den mutierten Proteinen

an den Postionen 109 und 136 erfolgt.

Desweiteren wire es zur genaueren Analyse des Einflusses der Mutationen sinnvoll, Zeitkine-
tiken der Expression des F-Proteins nach Induktion zu erstellen, um eventuelle Verzogerungen
oder Beschleunigungen in der Expression und dem Oberflichentransport der Mutanten ermit-
teln zu konnen. Um die Fusionsaktivitit weiter zu charakterisieren, wire auch das im zwei-
ten Teil der Arbeit beschriebene SeV-Pseudotyp-System geeignet, da es eine vergleichsweise
schnelle Analyse der Mutanten im Hinblick auf ihre Fihigkeit, infektiose Partikel zu bilden

erlaubt.

6.1.2 Induktion der Apoptose durch das F-Protein

Es ist seit lingerem bekannt, dass eine Infektion mit RSV in den betroffenen Zellen Apoptose in-
duziert (KoteLkin et al., 2003). Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass das RSV-F-Protein
in Zellen, in denen es expremiert wird, Apoptose induziert (EckARDT-MicHEL, 2007). Ein dhnli-
ches Phinomen wurde schon frither beim Human Immunodeficiency Virus (HIV) entdeckt. Der
Envelope-Glykoproteinkomplex (Env) des HIV — bestehend aus einem Trimer von gp120/gp41-
Heterodimeren — vermittelt die Fusion mit und den Eintritt in die Wirtszelle (PoigNaARD et al.,
2001). Die Einzelexpression des Env-Komplexes auf Zellen fiihrt sowohl zur Bildung von Syn-
zytien als auch zur Induktion von Apoptose (Soproski et al., 1986; Ferri et al., 2000; PERFETTINI

et al., 2005).

Fiir den Mechanismus der Induktion der Apoptose durch das F-Protein gibt es drei Hypothe-
sen: Die Induzierung der Apoptose kann eine Folge der Fusionsaktivitidt des F-Proteins sein. So
kann das F-Protein die Fusion mehrerer Zellen miteinander bewirken, und im Synzytium wird
die Apoptose eingeleitet, sobald Konflikte im Zellzyklus zwischen den Zellkernen der Tochter-
zellen auftreten (ZHivorovsky und KroeMER, 2004; PErreTTINI et al., 2005). Zweitens kann die

Apoptose durch die Interaktion des F-Proteins mit anderen, zellulidren Proteinen innerhalb der
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Zelle oder an ihrer Oberfliche verursacht werden. Eine dritte Moglichkeit ist die Induzierung
der Apoptose durch ER-Stress (Hg, 2006). Da die Proteine jedoch korrekt prozessiert und an
die Oberfldche transportiert werden, erscheint diese Hypothese zumindest bei dem hier verwen-

detem Expressionsystem von geringer Wahrscheinlichkeit.

In dieser Arbeit gelang der Nachweise der Induktion der Apoptose durch Messung der Caspase-
3/7-Aktivitit. MDCK-Zellen, die nach Induktion mit Mifepreston das HRSV- oder BRSV-F-
Protein expremierten, zeigten einen deutlichen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitéten bis hin zum

19-fachen der Aktivitiaten in den nicht induzierten Zellen.

Die Induzierung der Apoptose erfolgt nur durch das membrangebundene HRSV-F-Protein

Das 16sliche F-Protein fiihrte nicht zu einer erhohten Caspase-3/7-Aktivitit. Dies war keine
Uberraschung. Hiitte es die Apoptose induziert, so wire es nicht moglich gewesen, eine Zelllinie
zu erzeugen, die das 16sliche F-Protein permanent expremiert. Zur Induzierung der Apoptose

muss das HRSV-F-Protein demnach als membrangebundene Form vorliegen.

Abbildung 5.2 zeigt, dass auch das 16sliche F-Protein in iiblicher Weise prozessiert wird. Dies
stimmt mit den Beobachtungen von MaRrTiN et al. (2006) iiberein. Da dies ebenfalls eine Pro-
zessierung des Pep27 in gewohnter Weise nahelegt, scheidet damit auch eine Induktion der
Apoptose durch das humane Pep27 aus. ScHLENDER et al. (2002) beschrieben eine Inhibition
der mitogen-induzierten Apoptose durch zellgebundenes RSV-F-Protein. Es wire interessant,

zu iiberpriifen, ob dieser Effekt auch durch Kontakt mit dem 16slichen F-Protein ausgel6st wird.

Die Fusionsaktivitiit des RSV-F-Proteins bewirkt die Induzierung von Apoptose

MarTiN et al. (2006) beschrieben eine Reihe von Punktmutationen und eine Deletion im Fusi-
onspeptid des F-Proteins, welche die Bildung von Synzytien verhinderten. Darunter war auch
die Mutante hFy 14;N. Transgene Zellen, die diese Mutante expremierten, bildeten erst 96 Stun-
den nach der Induktion Synzytien aus. In der heterologen Zellfusion zeigten erst nach drei Tagen
einige wenige Zellen eine geringe Fusionsaktivitdt. Die Fusionsaktivitéit dieser Mutante schien
daher stark herabgesetzt, aber nicht vollstindig aufgehoben zu sein. Ebenfalls reduziert war die

Caspase-3-Aktivitit und damit die Induktion von Apoptose in diesen Zellen, verglichen mit den
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Zellen, die das unmodifizierte HSRV-F-Protein expremierten.

Die Verkiirzung des Fusionspeptids um drei Aminoséduren hatte einen vollstdndigen Verlust der
Synzytienbildung zur Folge; auch in der heterologen Zellfusion konnte keine Fusion nachge-
wiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die Fusionsaktivitit der Mutant hF;,, 3 vollkommen
zerstort worden ist, obwohl Oberflachentransport und Spaltung nicht gestort waren. Apoptose
konnte in diesen Zellen nicht nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass zwischen der
Fusionsaktivitit des F-Proteins und der durch das F-Protein induzierten Apoptose ein Zusam-

menhang besteht.

Dieses Schlussfolgerung wird durch die Mutante hFgep-pep fus-3, die weder iiber Fusionsaktivitit
noch iiber Caspase-3/7-Aktivitit verfiigte, und durch die Mutanten hFc,.s, hFsirep-pep und hFpep,
welche verringerte bzw. verzogerte Fusionsaktivitidten und Caspase-3/7-Aktivititen aufwiesen,
gestiitzt. Auch die nur leicht verringerten Fusionsaktivititen der Mutanten hFy; 26 und bFppo 4 pep

schlugen sich in nur leicht verringerten Caspase-3/7-Aktivititen nieder.

Im Gegensatz dazu verfiigten die Mutanten hFy j4in, hFpjaepep und insbesondere hFsann zwar
tiber eine stark verringerte oder verzogerte Fusionsaktivitit, jedoch iiber vergleichsweise hohe
Caspase-3/7-Aktivititen. Dies deutet darauf hin, dass die Fusionsaktivitdt zwar ein wichtiger,
aber nicht der einzige Faktor bei der Induzierung der Apoptose ist. Auch fiir HIV ist beschrie-
ben, dass zusétzlich zur oben beschriebenen Induzierung der Apoptose iiber die Fusionsaktivitit
auch die Induktion von Apoptose in benachbarten Zellen durch Env-vermittelten Austausch von
Lipiden moglich ist (PErreTTINI et al., 2005; GarRG und BLUMENTHAL, 2006; GARG et al., 2007).
Ein solcher Mechanismus wire auch fiir die Mutanten hFy 141n, hFgje.pepund hFsann denkbar.
Um dies zu iiberpriifen, wire es notig, den in dieser Arbeit verwendeten Assay zur Detektion
der heterologen Zellfusion weiter zu entwickeln und sensitiver zu machen, so dass damit auch

eine Hemi-Fusion nachgewiesen werden kann.

Im Unterschied zu allen anderen Mutanten weist die Mutante bFgepnpep ZWar eine hohe Fusi-
onsaktivitét auf, die Induktion der Apoptose fillt aber vergleichsweise gering aus. Eine Erkla-
rung wire, dass in diesem Klon der durch das F-Protein zur Induktion der Apoptose genutzte
Stoffwechselweg beschadigt ist. Dies konnte untersucht werden, indem die Expression und In-

duzierbarkeit anderer an der Apoptose beteiligter Proteine, wie z.B. p53, tiberpriift wiirden.
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NF¢B-Translokation und Caspase-3/7-Aktivierung

Ein weiterer untersuchter Parameter war die Translokation von NFxB nach vierundzwanzig
Stunden. NFB ist ein Transkriptionsfaktor, der in den letzten Jahren ebenfalls in Zusammen-
hang mit der viralen Induktion von Apoptose gebracht wurde. So konnte gezeigt werden, dass
rekombinantes Simianvirus 5 (SV5), dem das Gen fiir das SH-Protein fehlt, iiber die Aktivie-
rung und Translokation von NFxB Apoptose induziert (LN et al., 2003). Auch bei der durch
den Env-Komplex des HIV induzierten Apoptose ist die Translokation von NFgB ein wichtiger
Faktor (PErreTTINI et al., 2004, 2005). Es ist weiter bekannt, dass NFxB auch bei Infektionen
mit RSV aktiviert wird und vom Zytoplasma in den Zellkern wandert (LinDEMANS et al., 2006;

GroskRrEUTZ et al., 2006; Bitko et al., 2004; CHOUDHARY et al., 2005).

Die Translokation von NF¢B 24 Stunden nach Induktion der F-Protein-Expression war nicht
nur in den Zellen, die das HRSV-F-Protein und das BRSV-F-Protein expremierten nachzu-
weisen, sondern auch in den Zellen, welche die Mutanen hFy 14in, hFsann, hFni26q, hFppep
und hFypopep expremierten. Demgegeniiber wurde die NFgB-Translokation durch die Mutan-
ten hFy 3, hFpep-s, hFriag-peps hFsirep-peps NFstrep-pep,fus-3 UNd bFsep-npep Nicht ausgeldst. Mit Aus-
nahme der Mutante hF.,, welche zwar eine Translokation von NFgB, jedoch keine Caspase-
3/7-Aktivierung aufwies, korrellieren damit die Induktion der Apoptose und der Translokation
von NFgB. Es ist daher moglich, dass das HRSV-F-Protein Apoptose durch Aktivierung der
Caspase-3 wie auch durch Translokation vonNFgB induziert. Es konnte aber auch sein, dass
die Aktivierung von NFgB eine Begleiterscheinung der Apoptose ist. Dies lieBe sich durch

Ausschalten von NFgB, beispielsweise durch eine dominant negative Mutante, klédren.
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6.2 Bedeutung der basischen Domiine K®-K*’ fiir die Funk-

tionalitit des HRSV-F-Proteins

Der Konigsweg zur Charakterisierung von Mutanten viraler Glykoproteine ist die Herstellung
und Analyse rekombinanter Viren. Die reverse Genetik von HRSV und BRSV ist jedoch lang-
wierig, aufwendig und anfillig fiir Fehler (Coruins et al., 1995; Buchnorz et al., 1999). Dies
fiihrt dazu, dass es im Fall von fiir die Virusreplikation essentiellen Proteinen nicht moéglich ist,
zwischen Fillen zu unterscheiden, in denen die Mutationen fatal fiir die Funktion des Prote-
ins, und solchen, in denen die reverse Genetik aus anderen Griinden nicht zu infektiéGsen Viren

fiihrte.

Es ist bekannt, dass die zytoplasmatische Domine von Glykoproteinen von Negativstrang-
RNA-Viren eine wichtige Rolle beim Budding und in Bezug auf die Infektiositit der gebil-
deten Viruspartikel spielt (Jin et al., 1997; SpieLHOFER et al., 1998; Zuang et al., 2000; CHEN
et al., 2005). Eine Interaktion des zytoplasmatischen Abschnitts des Glykoproteins mit anderen
Virusbestandteilen ist in vielen Fillen fiir den Einbau des Glykoproteins notwendig oder zumin-
dest forderlich (MEBatsioN et al., 1997; Takimoro et al., 1998; Znou et al., 1998; OverBy et al.,
2007), wihrend in anderen Féllen das Glykoprotein auch ohne Modifkation effektiv in die Vi-
ruspartikel eingebaut wird (Kann et al., 1999; KiLenk und RoBerTs, 2002). ZiMMER et al. (2005)
demonstrierten anhand rekombinanter Sendaiviren, dass chimédre HRSV-F-Proteine, deren zy-
toplasmatische Domiine gegen die entsprechende Doméne des SeV-F-Protein ausgetauscht wor-

den war, in SeV-Partikel eingebaut werden, wenn das SeV-F-Protein deletiert war.

Ausgehend von diesen Ergebnissen verwendeten wir rekombinantes Sendaivirus SeV-AF, des-
sen F-Protein gegen ein GFP ausgetauscht worden war. Dieses Virus konnte auf transgenen
MDCK-Zellen propagiert werden, die das SeV-F-Protein expremierten. Es konnte jedoch auch
auf MDCK-Zellen propagiert werden, in denen transient ein geeignetes Oberflichenprotein ex-

premiert wurde.

In der vorliegenden Arbeit gelang die Generation infektiosen SeV-AF mit dem SeV-F-Protein
und zwei chimidren HRSV-F-Proteinen, hFr und hFyr, deren zytoplasmatischer Abschnitte ge-
gen die des SeV-F-Proteins ausgetauscht worden waren, jedoch nicht die Generation infektidser

Pseudotypen mit dem HRSV-F-Protein. Der zytoplasmatische Abschnitt des SeV-F-Proteins
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enthilt folglich eine oder mehrere Doménen, die fiir den Einbau des Proteins in die Viruspartikel
notwendig sein. Takmmoro et al. (2001) konnten zwei Motive nachweisen, die einen wichtigen
Einfluss auf den Einbau des SeV-F-Protein in Virus-dhnliche Partikel hatten. FourLLot-Coriou
und Roux (2000) berichteten im Gegensatz dazu, dass eine Verkiirzung des zytoplasmatischen
Abschnitts des SeV-F-Proteins zu einer geringeren Bildung von Viruspartikeln fiihrt, wahrend

sich die Zusammensetzung der Virionen in bezug auf das F-Protein nicht dndert.

6.2.1 Die Konformation des HRSV-F-Proteins wird durch einen heterolo-

gen Membrananker gestort

Pseudotypen, die mit der Chimére hFr generiert worden waren, wuchsen zu hoheren Titern als
Pseudotypen, die mit der Chimére hFyr generiert worden waren. Dies steht in Einklang mit
bereits veroffentlichten Experimenten, die zeigten, dass rekombinante Sendaiviren, die HRSV-
F/SeV-F Chimiren anstatt des SeV-F-Proteins enthielten, hohere Titer erreichten, wenn ledig-

lich der zytoplasmatische Abschnitt ausgetauscht wurde (ZimMeR et al., 2005).

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Mutanten der Chimére hFy gut expremierbar waren
und in fast allen untersuchten Féllen auch zur Generation infektidser SeV-Pseudotypen verwen-
det werden konnten. Mutanten der Chimére hFy, die neben der zytoplasmatischen Doméne
des Sendaivirus auch dessen Membrananker enthielten, wurden jedoch kaum expremiert, nur in
geringem Mal an die Zelloberfliche transportiert und fiihrten nicht zu infektisen Pesudotypen.
Dies deutet drauf hin, dass diese Proteine nicht richtig gefaltet werden konnten. Die Einfiihrung
eines heterologen Membranankers in das HRSV-F-Proteins hat demnach eine destabilisierende
Wirkung auf die Konformation des HRSV-F-Proteins. Weitere Mutationen beeintrachtigten die

Konformation dann so sehr, dass die Expression der Mutanten gestort war.

6.2.2 Die Aminosiiuren K%, K und K% spielen eine untergeordnete Rol-

le fiir die Funtion des HRSV-F-Proteins

Die chimiren Proteine hFyK65N, hFrK68N und hFrK87N wurden alle im gleichen Mal} auf
der Oberfliche von BHK21-Zellen expremiert wie hFr. Sie fiihrten ebenso zur Bildung von

Synzytien und ergaben Pseudotypen mit vergleichbaren Titern. Ein signifikanter Einfluss auf die
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Funktionalitdt des F-Proteins und seinen Einbau in Viruspartikeln konnte nicht nachgewiesen
werden. Dies korreliert mit fritheren Untersuchungen an rekombinantem BRSV (PanayoTova,

2005).

Anders als die Aminosiuren K% und K® liegt die Aminosiure K¥ in der vorhergesagten coiled
coil-Sequenz. Sie liegt auf der Position e und sollte daher eine geladene Seitenkette besitzen.

Der Austausch des Lysins zum Asparagin scheint jedoch keine Auswirkung zu haben.

6.2.3 Die Aminosiuren K”7, K* und K?® modulieren die Funktion des

HRSV-F-Proteins

Die Chiméren hFg77n, hFggon und hFggsy bildeten Synzytien aus und wurden im gleichen Mal3
wie hFr auf der Oberfliche von BHK-21-Zellen expremiert. Keine von ihnen zeigte eine si-
gnifikante Empfindlichkeit gegeniiber Trypsin. Dennoch wurden diese Mutanten schlechter in

Viruspartikel eingebaut.

Die Aminosiure K® nimmt keine besondere Position in der hetad repeat-Sequenz ein. Die
Mutante hFrK85N fiihrte zu Titern, die etwas unter den Titern der Chimire hFy lagen. Sie
zeigte einen Einbau der F-Proteine in die Virionen, der vergleichbar mit den der Chiméren
hFr, hFrK65N und hFrK68N ist. Von diesen wird die Mutante hFrK65N sogar noch etwas
schlechter in die Partikel eingebaut. Es muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die nach-
gewiesenen Mengen an F-Protein moglicherweise nicht alle aus Viruspartikeln stammen. Das
Matrix-Protein des Sendaivirus kann die Bildung von virusidhnlichen Partikeln induzieren Ta-
kivoro et al. (2001), welche ebenfalls F-Proteine aufnehmen konnen und mitpelletiert wurden.
Gewisse Schwankungen in den Mengen des F-Proteins rithren moglicherweise daher. Es scheint

deshalb so, als habe K®° nur eine geringe modulierende Wirkung auf das F-Protein.

Die Mutante hFrK77N ergab von diesen drei Mutanten den schlechtesten Einbau in Viruspar-
tikel und auch die geringsten Titer. Da alle drei Mutanten dennoch im gleichen Mal} Synzytien
bildete wie hFr, konnen die geringen Titer nicht mit einer geringeren Fusionsaktivitit erklért

werden. In diesem Fall muss ein Defekt im Einbau in die Viruspartikel die Ursache sein.

Die Aminosiure K® liegt in der heptad repeat-Sequenz auf der Position e. Die Ersetzung durch

das polare, aber ungeladene Asparagin konnte die Struktur des hetad repeats storen. Diese Sto-
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rung scheint jedoch nicht allzu groB3 zu sein. Die Chimire fiihrt zu Titern, die mit denen von
hFrK85N vergleichbar sind. Dennoch wird die Mutanten hFrK80N schlechter in Viruspartikel
eingebaut als die Mutante hFrK85N.

Die hier konnten die Ergebnisse von Panayorova (2005) tendenziell bestétigt werden. Allerdings
hat die Mutation K77N Beim HRSV-F-Protein keine so deutlichen Phinotyp wie im BRSV-F-

Protein.

6.2.4 Die Aminosiure K”° hat einen groen EinfluB auf die Funtion des

HRSV-F-Proteins

Die Mutante hFrK75N zeigt zwar einen mit den anderen Mutanten vergleichbaren Oberfld-
chentransport und ebenso keine signifikante Empfindlichkeit gegeniiber Trypsin. Sie bewirkte
jedoch nicht die Bildung von Synzytien, und es lieBen sich mit dieser Mutante keine infektiosen
Pseudotypen erzeugen. Die naheliegende Vermutung war, dass die Mutation von Lysin” in ein
Asparagin die Fusionsaktivitidt des F-Proteins stark herabsetzt oder sogar ganz zerstort. Eine
Analyse der pelletierten Pseudotypen zeigte jedoch, dass nicht nur die Fusionsaktivitit verloren
gegangen war, sondern auch der Einbau in Viruspartikel empfindlich gestort war. Die Amino-
sdure K liegt auf der Position g der heptad repeat-Region. Der Austausch der geladenen Ami-
nosdure Lysin gegen das polare Asparagin konnte die Konformation der heptad repeat-Region

gestort haben.

Um die Fusion von zwei Lipidmembranen miteinander zu induzieren, ist es erforderlich, dass
das F-Protein Trimere bildet und diese miteinander kooperieren. Auch fiir den Knospungspro-
zess ist eine Konzentration des F-Proteins erforderlich. Es wurde nachgewiesen, dass das RSV-
F-Protein sich in lipid rafts anreichert und dort mit Caveolin-1 kolokalisiert (McCurby und
GranaMm, 2003; Oomens et al., 2006). Um festzustellen, ob moglicherweise die Anordnung der
Mutane hFrK75N auf der Oberfliche gestort war, wurde deren Expression im Vergleich zu
der Chimére hFr und dem nicht mutierten HRSV-F-Protein untersucht. In der Fluoreszenzmi-
kroskopie lieBen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Konstrukten
nachweisen. Ebenso lief sich auch fiir den Wildtyp keine Kolokalisation mit Caveolin-1 nach-
weisen. Um die Lokalisation der Mutante und des unmodifizierten hF-Proteins weiter zu kldren,

miisste die Kolokalisation des F-Proteins mit anderen Proteine, wie z.B. RhoA, iiberpriift wer-
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den.

Die Mutation K75N scheint sowohl im HRS V-F-Protein als auch im BRSV-F-Protein eine fatale
Auswirkung auf die Fusionsaktivitdt und die Fahigkeit, infektiose Partikel zu bilden, zu haben.
Es ist jedoch anzumerken, dass die Mutation K75N zwar in den BRSV-Stamm Atue51908 und
dem HRSV-Stamm Long fatal ist, aber im BRSV-F-Protein des Stammes Stormond vorhan-
den ist. Hier scheinen weitere Sequenzunterschiede, die jedoch nicht in der basischen Doméne

liegen, den Effekt dieser Mutation wieder auszugleichen.

Aus diesen Untersuchungen kann geschlossen werden, dass die basische Doméne im HRSV-
und BRSV-F-Protein eine dhnliche Funktion hat. Um dies genauer zu untersuchen, wire es
allerdings notwendig, auch das BRSV-F-Protein und die entsprechenden Mutanten in eine ent-

sprechende BRSV/SeV-F-Chimire zu klonieren und die Versuche damit zu wiederholen.

Worin die genaue Funktion des basischen Doméne besteht, ist schwer zu bestimmen. Da der
Rezeptor nicht bekannt ist, konnen keine Bindungsstudien an diesen unternommen werden.
Panavorova (2005) zeigte, dass Mutationen in der basischen Doméne zu einer erhohten Sen-
sitivitdt der Mutanten fiir die Inhibierung durch Glykosaminglykane fiihrten. Dariiber hinaus
wiesen Crmm et al. (2007) nach, dass Peptide aus dem Bereich 54-77 an Glykosaminglykane
banden. Es ist deshalb moglich, dass die basische Doméne auch bei der Bindung von Glyko-
saminglykane eine Rolle spielt. Der Defekt im Einbau der Mutanten hFrK75N, hFrK77N und
hFpK80 legt allerdings noch eine andere Moglichkeit nahe. MarTHEWS et al. (2000) vermuteten,
dass die heptad repeat-Domine, zu der sie gehoren, an Wechselwirkungen zwischen verschie-
denen F-Oligomeren beteiligt sind. Wenn die eingefiihrten Mutationen an den Positionen K77,
K®, K® und insbesondere K7 diese storen, konnte die lokale Konzentrierung der F-Proteine,
die sowohl fiir den Knospungsprozess als auch fiir die Induzierung der Zellfusion benétigt wird,
beeintriachtigt sein, was zu den beobachteten Phidnomenen fithren wiirde. Um dies genauer zu
untersuchen, wire es notwenig, die Interaktion der F-Trimeren untereinander zu charakterisie-

ren.
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Anhang

Proteinsequenzen

Sequenz des bFhpsynStrep

Dieser Teil des Vektor pPCR-Script-bFhpsynStrep wurde zur Klonierung der Mutante
bFsirep-hpep benutzt (siche 4.4.0.1).

Aminoséduresequenz von bFhpsynStrep:

GRKLMATTTM RMIISIIIIF IYVQHITLCQ
VTIELSKIQK NVCNSTDSNV KLIKQELERY
FEKGGGSGGG SGGGSWSHPQ FEKGAELPRF

GSATIASG

Aminosduresequenz von bFhpsynStrep:

ggccggaagc
atctacgtgc
tgtagcgceceg
gtgaccatcg
aagctgatca
atgcagaatg
ttcgagaagg
tttgagaaag
accaacgtga

ggcagcgcga

ttatggccac
agcacatcac
tgtccagagg
agctgtccaa
agcaggagct
agcctgecag
gcggaggatc
gagccgagct
ccctgagcaa

tcgcgagegg

caccaccatg
cctgtgccag
ctacctgagc
gatccagaag
ggagcggtac
cagcagcaga
tggcggegga
gccececggttce
gaagcggaag

C

NITEEFYQST
NNAVVELQSL
MNYTLNNTKK

aggatgatca
aacatcaccg
gccctgagaa
aatgtgtgta
aacaatgccg
gccaagagag
agcggcggag
atgaactaca

cggagattcc
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CSAVSRGYLS
MQNEPASSSR
TNVTLSKKRK

tcagcatcat
aggagttcta
ccggctggta
acagcaccga
tggtggagct
ccagctggag
gaagctggtc
ccctgaacaa

tgggcttect

ALRTGWYTSV
AKRASWSHPQ
RRFLGFLLGI

catcatcttt
ccagagcacc
caccagcgtg
cagcaacgtg
gcagagcctg
ccaccctcag
ccacccccag
caccaagaaa

gctgggcatc
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Anhang — Proteinsequenzen

Gegeniiberstellung der Sequenzen der hFp- und hFyr-

Proteine

Aminosduresequenz des hFr-Proteins:

MELPILKANA
LSNIKENKCN
NTKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
VGVTTPVSTY
VQLPLYGVID
QSNRVFCDTM
KCTASNKNRG
LVFPSDEFDA
LIAVGLLLYC

ITTILAAVTF
GTDAKVKLMK
KKRKRRFLGF
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLPSEVN
IIKTFSNGCD
SISQVNEKIN
KARLKRSMLM

CFASSQNITE
QELDKYKNAV
LLGVGSAIAS
KQLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTKEGS
LCNVDIFNPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD
GNPDDRIPRD

Aminosiuresequenz des hFyp-Proteins:

MELPILKANA
LSNIKENKCN
NTKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
VGVTTPVSTY
VQLPLYGVID
QSNRVFCDTM
KCTASNKNRG
LVFPSDEFDA
IVIVIVLYRL

ITTILAAVTF
GTDAKVKLMK
KKRKRRFLGF
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLPSEVN
IIKTFSNGCD
SISQVNEKIN
KRSMLMGNPD

CFASSQNITE
QELDKYKNAV
LLGVGSAIAS
KQLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTKEGS
LCNVDIFNPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD
DRIPRDTYTL

EFYQSTCSAV
TELQLLMQST
GIAVSKVLHL
SCRISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK
TYTLEPKIRH

EFYQSTCSAV
TELQLLMQST
GIAVSKVLHL
SCRISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK
EPKIRHMYTN

SKGYLSALRT
PAANNRARRE
EGEVNKIKSA
TEFQQKNNRL
VRQQSYSTINMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KQEGKSLYVK
STTNIMITTI
MYTNGGFDAM

SKGYLSALRT
PAANNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQQKNNRL
VRQQSYSTINS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KQEGKSLYVK
STINTVITII
GGFDAMAEKR

Die rot markierten Sequenzen stammen vom SeV-F-Protein.

GWYTSVITIE
LPRFMNYTLN
LLSTNKAVVS
LETTREFSVN
ITKEEVLAYV
FFPQAETCKV
GATIVSCYGKT
GEPIINFYDP
IIVIIVILLS
AEKR!

GWYTSVITIE
LPRFMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
ITKEEVLAYV
FFPQAETCKV
GATIVSCYGKT
GEPIINFYDP
VVMVVILVVI
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