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Kap. 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Pathogenese der Paramyxovirus-Infektionen

Die Familie Paramyxoviridae umfasst Viren mit einer einzelstrangigen, nichtsegmentierten, linearen RNA mit
negativer Polaritdt als Genom. Zu den Paramyxoviridae gehdren Virusspezies, deren Infektion besonders im
oberen Respirationstrakt ihren Verlauf nimmt (z.B. das Respiratory syncytial virus der Unterfamilie
Pneumovirinae) oder sich von diesem nach einer primaren Infektion ausbreiten (Spezies der Unterfamilie
Paramyxovirinae). Bei nahezu allen Mitgliedern der Paramyxoviren ist die Virusverbreitung durch Aerosole und
Tropfcheninfektion der primare Infektionsweg. In der Unterfamilie der Paramyxovirinae sind die Morbilliviren
des Menschen durch das Masern-Virus (MV) und beim Tier unter anderem durch das Hundestaupe-Virus (CDV)
vertreten (Griffin et al., 2001; Murphy et al., 1999).

Die Pathogenese der Morbilliviren ist am besten beim MV erforscht. Wie alle Mitglieder dieser Virusfamilie ist
MV hochinfektidos und 16st jahrlich weltweit 30 Mio. Erkrankungen aus. Dabei wird die Sterberate nach
verschiedenen Literaturangaben zwischen 0,005% (RKI-Ratgeber Infektionskrankheiten) und 0,2%
(Epidemiology & Prevention of Vaccine-Preventable Diseases) aller Masern-Erkrankten in Industrieldndern
angegeben. Durch gezielte MaRnahmen der WHO (insbesondere Erhéhung der Masern-Durchimpfungsraten)
und ihrer Partner konnte die Anzahl der Masern-Todesfalle weltweit auf ca. 345.000 Falle im Jahr 2005 gesenkt
und insgesamt zwischen 1999 und 2005 etwa 7,5 Mio. Masern-Todesfélle verhindert werden (CDC;
Eurosurveillance Weekly, 2007; 12 (1) Jan. 25). Neben Menschen, die das einzige natiirliche Reservoir
darstellen, kann das MV noch einige Primatenspezies infizieren (Lorenz et al., 1980; Norrby und Oxman, 1990).

Die stdrkste Reduktion von Todesfdllen wurde in Entwicklungslandern Asiens und Afrikas erreicht. Dennoch
gehoren zu den Todesopfern insbesondere Kleinkinder in der dritten Welt (Griffin et al., 2001). In vielen
Entwicklungslandern ist MV nach wie vor endemisch (Aylward et al., 1997). Oftmals ist die Sterberate eine
Konsequenz der allgemeinen Immunsuppression, die durch die Masern-Virusinfektion hervorgerufen wird,
wobei meist die Hemmung der Lymphozytenproliferation und eine Reduktion der Lymphozytenzahl um bis zu
50 % (Lymphopenie) diagnostiziert werden (Slifka et al., 2003). Grundlage der hohen Sterblichkeit sind folglich
vor allem opportunistische Infektionen, wobei auch der gleichzeitig schlechte Erndhrungszustand und die
mangelnden hygienischen Bedingungen eine Rolle spielen. Die Immunsuppression hdlt noch wochenlang an,
auch dann noch, wenn die Anzahl der Lymphozyten den normalen Wert wieder erreicht hat und MV infizierte
Zellen nicht mehr im Organismus zu finden sind (Okada et al., 2001).

In Industriestaaten stirbt etwa eines von 1.000 mit Masern infizierten und gemeldeten Kindern an dieser
Erkrankung. Wahrend durch eine konsequente Impfstrategie auf dem gesamten amerikanischen Kontinent bis
zum Jahr 2000 die einheimischen Masern ausgerottet werden konnten, sind in vielen Ldndern Europas
(Ausnahme Nordeuropa) die Durchimpfungsraten nicht ausreichend hoch (wegen Bedenken der Eltern
gegenilber der Impfsicherheit), um die Verbreitung von Wildtypviren zu unterbrechen. Daher sind auch in
Europa Masern-Ausbriiche noch immer an der Tagesordnung. In Osterreich trat die letzte groRe Epidemie
1995/1996 auf. Als Folge der damaligen Epidemie erkrankten allein zwischen 1997 und 2007 insgesamt 16
Kinder an einer subakuten sklerosierenden Panenzephalitis (SSPE). Zwischen 2006 bzw. 2007 traten Ausbriiche
in Deutschland, Schweiz, Italien, England, der russischen Foéderation, Serbien und Spanien auf, wobei der
groRte Ausbruch mit mehr als 44.000 Féllen in der Ukraine zu verzeichnen war. In Deutschland wurden 2006
mit 2.307 Erkrankungen die meisten Masernfalle in ganz Europa registriert (RKI). In nicht geimpften
Populationen brechen die Masern periodisch im Abstand von 2 - 5 Jahren aus. Dieses Zeitintervall verringert
sich, wenn die Populationsdichte steigt und der rdumliche Abstand der Individuen zueinander abnimmt. In
geimpften Populationen mit einer hohen Durchimpfungsrate vergroRert sich der Zeitabstand von
Masernausbriichen. Nur ausreichend hohe Impflevels (ca. 95 %) konnen eine endemische Ausbreitung
unterbrechen (Griffin et al., 2008).
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Masern sind eine hochfieberhafte Erkrankung, bei der Erwachsene besonders schwer erkranken. Die
Inkubationszeit dauert etwa neun bis elf Tage. Zu den ersten Symptomen gehéren Bindehautentziindung,
Lichtscheue, Husten, Schnupfen und schnell ansteigendes Fieber. Ein markantes Zeichen sind die sogenannten
Koplikschen Flecken in der Mundschleimhaut, die von dem New Yorker Arzt Koplik 1896 beschrieben wurden.
Bei der akuten MV-Infektion werden zuerst Zellen des respiratorischen Traktes und anschlieRend der
lymphatischen Gewebe infiziert (Schneider-Schaulies et al., 2003; Sips et al., 2007). Es ist allerdings bisher noch
ungeklart, in welchem Zelltyp die anfédngliche Replikation stattfindet. Da Epithelzellen den von MV
verwendeten CD150-Rezeptor jedoch nicht exprimieren, ist immer noch unklar, ob die aus Lehrbiichern
stammende Theorie, dass MV zuerst Epithelzellen des Respirationstrakts infiziert (Tahara et al., 2007),
tatséchlich in vivo stattfindet (De Swart, 2008; Leonard et al., 2008). Im neueren Modell wird vermutet, dass
Epithelzellen nicht Gber die apikale Oberflache infiziert werden kénnen, sondern zu spateren Infektionszeit-
punkten Uber die basolaterale Oberflache durch Kontakte mit darunterliegenden Lymphozyten (Leonard et al.,
2008). Nach der Virusvermehrung in den lokalen Lymphknoten kommt es zu einer primaren, blutzellassozi-
ierten Virdmie. In deren Verlauf breitet sich das MV 10 - 14 Tage nach Infektion mit Hilfe von Monozyten auf
verschiedene Gewebe bzw. Organe, wie Leber, Nieren, Gastrointestinaltrakt, Lunge, Thymus und Haut aus,
wobei das charakteristische Masern-Exanthem entsteht (Kempe und Fulginiti, 1965). Die Infektion scheint in
diesen Geweben vermutlich durch das Eindringen infizierter Makrophagen und Lymphozyten oder durch
Infektion der oberen Gewebezellschicht hervorgerufen zu werden. Nach 2 -3 Tagen klingt das Exanthem
wieder ab, wobei die symptomatische Phase insgesamt etwa 10 Tage dauert. Dabei scheint MV bevorzugt
dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und Epithelzellen sowie die Endothelzellen der versorgenden
BlutgefaRe in den verschiedenen Geweben zu infizieren (Griffin et al., 2007).

Komplikationen bei Masern werden durch opportunistische Sekundarinfektionen nekrotisierender
Oberflachen, wie z. B. im Respirations- oder Gastrointestinaltrakt hervorgerufen (Review Griffin et al., 2008).
Bakterien und andere Viren kénnen eindringen und eine Lungenentziindung oder andere Komplikationen wie
Bronchitis und schwere Formen von Diarrh6 hervorrufen. Die schwersten Komplikationen, die direkt von MV
ausgeldst werden, sind Riesenzellpneumonie und die akute postinfektise Masern-Enzephalitis (APME) (ter
Meulen et al., 1983; Billeter und Cattaneo, 1991). APME, was in ca. 1 von 1.000 Individuen auftritt, entsteht ca.
5 - 14 Tage nach dem Exanthem und wird als Autoimmunreaktion eventuell gegen das Myelinprotein vermutet
(Johnson et al., 1984). Dabei wurde in Untersuchungen kein MV-Antigen im Gehirn gefunden (Johnson et al.,
1984).

AuBerdem kann als seltene, aber fatale Spatfolge einer persistierenden MV-Infektion mit Beteiligung des
zentralen Nervensystems (ZNS) die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE) auftreten. Sie stellt eine
generelle Entziindung des Gehirns mit einer Demyelinisierung der Nerven dar. Die Erkrankung kann Monate bis
Jahre (im Schnitt 7 Jahre) nach einer Maserninfektion auftreten und der Verlauf ist langsam Uber 1 - 3 Jahre
(Hillemann et al., 2001). Dabei verlduft die Krankheit in 3 Stadien, wobei das erste durch psychische Stérungen
und Demenz gekennzeichnet ist. In der zweiten Phase kommt es vermehrt zu Muskelkrdmpfen (Myoklonien)
und epileptischen Anfallen. Im dritten Stadium kommt es letztlich zum Dezerebrationssyndrom, bei dem das
Grofhirn stark geschadigt wird. Die Haufigkeit der SSPE wurde friiher mit 5 bis 10 pro 1 Million Masernfallen
angegeben. Die neuere Literatur geht jedoch von einer Haufigkeit von etwa 1 : 10.000 Infizierten aus (Bellini et
al., 2005; RKI 2006). Die SSPE tritt in den meisten Fallen bei Kindern oder Jugendlichen auf, die vor ihrem
zweiten Lebensjahr die Masern durchgemacht haben. Wahrend Schwangerschaften kann eine Maserninfektion
zum Abbruch der Schwangerschaft oder zu einer Totgeburt fihren. Nachdem der durch maternale Antikérper
erworbene passive Schutz langsam nachlasst, entsteht ein lebensbedrohliches Risiko, vor allem im Zeitraum
zwischen 9 und 15 Monaten nach der Geburt. Aufgrund der Neutralisation durch maternale Antikérper bei zu
friher Verabreichung von attenuierten Lebendimpfstoffen ergibt sich hier ein Gefahrenpunkt. Denn werden
diese nicht verabreicht, besteht kein Schutz mehr gegeniiber einer MV-Infektion (Garenne et al., 1991; Aaby et
al.,, 1993). Da Kinder erst ab dem 12.Lebensmonat gegen Masern geimpft werden koénnen, sind sie nur
geschiitzt, wenn sie sich aufgrund einer durchgeimpften Umgebung nicht anstecken kénnen.
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1992 bzw. 1993 konnte ein mAK isoliert werden, der die Bindung von MV-Laborstdmmen an Zielzellen
verhindert (Naniche et al., 1993). Nach weiteren Untersuchungen konnte CD46 als Rezeptorkandidat fir MV
(Dorig et al., 1993) vorgeschlagen werden. Mit Moesin (membrane-organizing extension spike protein) wurde
ein Protein beschrieben (Dunster et al., 1994), das ein Mitglied der Familie der Zellmatrixproteine Ezrin-Radixin-
Moesin (ERM) bildet, welches durch die Interaktion mit Aktin der Verankerung des Zytoskeletts dient. Dabei
korreliert die Expression gut mit der Infizierbarkeit dieser Zellen durch MV. Die Bedeutung des Moesin bei der
Bildung eines funktionellen Rezeptorkomplexes mit dem primaren Rezeptor CD46 konnte unter anderem durch
Kolokalisierung mit CD46 in der Elektronenmikroskopie belegt werden (Schneider-Schaulies et al., 1995).

SchlieBlich wurde CD150 (SLAM) als ein Rezeptor sowohl fir MV-Impfstimme als auch fir Wildtypstimme
identifiziert (Tatsuo et al.2000, Erlenhdfer et al., 2001). AuBRerdem stellte man in weiteren Untersuchungen
fest, dass CDV sowie RPV den fur MV identifizierten CD150-Rezeptor (SLAM) ebenfalls nutzen, um sich an die
Zelle anzuheften (Baron et al., 2005; Wenzlow et al., 2007). Dabei wird das jeweilige SLAM der entsprechenden
Wirtspezies am effizientesten benutzt. Das humane SLAM ist ein Membranglykoprotein, das selektiv auf den
Zellen des Immunsystems exprimiert wird (unreife Thymozyten, aktivierte Lymphozyten, aktivierte Monozyten
und gereifte dendritische Zellen). Ferner scheint es die Lymphozytenaktivierung und die Interferon-y-
Produktion zu kontrollieren. Deshalb kdnnte die Zerstorung bzw. Beeintrachtigung der infizierten SLAM-
positiven Zellen einer der Mechanismen fiir die Immunsuppression sein, die durch Morbilliviren ausgeldst
werden (Erlenhofer, C. et al., 2001; Tatsuo und Yanagi, 2001).

Nach einer MV-Infektion bildet der Wirt generell Antikérper (AK) und baut eine Immunabwehr gegen den
Erreger auf, die im Normalfall ein Leben lang gegen eine Neuinfektion mit dem MV schiitzt.

Das Hundestaupevirus (CDV) verursacht vor allem bei Hunden, Frettchen und Waschbéaren eine ahnliche, oft
todlich verlaufende systemische Erkrankung wie das MV. 1761 wurden im europdischen Raum die ersten Falle
von Hundestaupe in Spanien beschrieben, die sich dann auf alle europdischen Lander ausbreitete. Unter
natirlichen Bedingungen kann CDV die unterschiedlichsten im Wasser und an Land lebenden Karnivoren
infizieren (Mamaev et al., 1995, 1996), wobei die Letalitdtsrate wirtsabhangig bei tiber 80 % liegen kann. Seit
1988 gibt es zudem Anzeichen fiir eine weitere Ausbreitung des natirlichen Wirtsspektrums von CDV,
beispielsweise bei den Seehunden des Baikalsees (Phoca sibirica) (Visser et al., 1990). Auch von CDV-Varianten,
die in nordamerikanischen Zoos und Safariparks bei Léwen, Tigern und Jaguaren Staupeerkrankungen
verursachten, wurde berichtet. 1994 und 2000 starben im Serengeti Nationalpark (Tansania) und den
benachbarten Gebieten 30 % der freilebenden Léwenpopulation sowie unzahlige Hyanen bei einer CDV-Seuche
(Harder et al., 1995, Morell et al., 1994; van de Bildt, 2002).

Seit Anfang der 50er Jahre sind Lebendimpfstoffe fiir CDV erhéltlich, welche auf CDV-Stdmmen basieren, die
durch serielle Passagierung in Zellkulturen attenuiert wurden. Die weite Anwendung dieser Impfstoffe flihrte
gerade in den Industrieldndern zu einer drastischen Reduzierung von Staupe-Epidemien. Allerdings traten
immer wieder in Frankreich, Japan, Deutschland, USA und Skandinavien groRRere Ausbriiche der Hundestaupe
in Hundepopulationen mit hoher Durchimpfungsrate auf (Blixenkrone-Moller et al., 1993, Gemma et al., 1996;
Maes et al., 2003). Moglicherweise ist die Ursache dafiir eine antigenische Drift im Wild-Typ des CDV (Harder
und Osterhaus, 1997; Calderon et al., 2007). Weiterhin wurden immer wieder CDV-Stimme aus
unterschiedlichen Regionen isoliert und analysiert, wobei besonders Verdnderungen in den
Oberflachenproteinen beobachtet wurden (Chan et al., 2008; Pardo et al., 2005; Kapil et al., 2008; Iwatsuki et
al., 2000), was zum Verlust der Wirksamkeit von Impfstoffen fihren kann.

CDV ist ein hochansteckendes Virus, das wie MV durch Aerosole oder Tropfcheninfektion Gbertragen wird und
typische Symptome wie Pneumonie, Nasenschleimhautentziindung, Konjunktivitis, Fieber und Gastroenteritis
hervorruft. Es gelangt vermutlich dhnlich wie MV (ber die Atemwege in den Kérper und infiziert primar
pulmonale dendritische Zellen (Ludlow, unpublished). AnschlieBend werden wohl die bronchialen
Lymphknoten und die Mandeln infiziert. In der ersten Woche nach der Infektion folgt gewdhnlich eine
blutzellassoziierte Viramie, wie dies auch bei MV beobachtet wird. Als Folge breitet sich CDV schnell im Korper
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aus und infiziert weitere Organe, wie Milz, Knochenmark, Thymus und Lymphknoten (Appel und Gillespie,
1972).

Durch die Infektion von Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (Axthelm und Krakowa, 1987) oder durch den
Transport via infizierter Monozyten (Appel etal.,, 1969) gelangt das Hundestaupe-Virus in das zentrale
Nervensystem (ZNS), weshalb es sich bei vielen erkrankten Tieren auch im Gehirn nachweisen lasst. Somit ist
CDV deutlich neurotroper als das Masern-Virus. Daher ist die hdufigste Todesursache bei den erkrankten
Hunden die Enzephalomyelitis. Sie duBert sich durch das Auftreten von EinschluBkérperchen in Gliazellen und
Neuronen sowie einer Demyelinisierung. Dabei ist sie der durch MV verursachten subakuten sklerosierenden
Panenzephalitis (SSPE) dhnlich. Ferner verursacht CDV genauso wie MV eine Lymphopenie, die mit einer lang
anhaltenden Immunsuppression assoziiert ist. Daher ist das Auftreten opportunistischer Infektionen (Munson
et al., 2008; Krakowa et al., 1980, ter Meulen et al., 1982) oft auch Ursache der Letalitdt bei CDV.

Beim Hundestaupe-Virus gibt es drei verschiedene Krankheitsbilder - die systemische Infektion, die kombinierte
systemische und zentralnervose Form sowie die liberwiegend zentralnervose Form. Besonders bei dlteren
Hunden oder bei Tieren, die immunisiert wurden, tritt ein Krankheitsbild auf, das als ,,0Old dog encephalitis”
(ODE) oder ,,subakute diffuse sklerosierende Enzephalomyelitis“ bezeichnet wird und auf einer CDV-Infektion
des ZNS basiert (van Bogaet und Innes, 1962).

Hunde, die ca. 10 - 14 Tage nach Infektion als Folge der humoralen Immunantwort hohe Titer neutralisierender
Antikorper gegen die Oberflachenproteine und das Nukleoprotein entwickeln (ca. 50 % der Hunde) Gberleben
die Staupe-Infektion und haben normalerweise eine lang anhaltende Immunitdt (Miele und Krakowka, 1983,
Rima et al., 1991). Bei neugeborenen Hunden liegt ein maternaler Antikdrperschutz vor, wie dies auch bei MV
der Fall ist. Allerdings scheint durch die maternale Antikérperantwort keine Kreuzreaktion bzw. Neutralisierung
mit der Vakzine ausgeldst zu werden, da 7 - 9 Wochen alte Babys mit maternaler Immunitat gegen CDV nach
einer CDV-Impfung trotzdem gegen eine intravends injizierte CDV-Dosis geschiitzt bleiben (Pardo et al., 2007).

Eine nicht ausreichende Produktion an schiitzenden Antikdrpern lasst eine massive Infektion des ZNS zu und
die Individuen sterben nach 3 -4 Wochen (Appel und Gillespie, 1972). Antivirale H-Protein-AK vermeiden
generell die Entwicklung von ZNS-Lisionen (Rima et al., 1991). Uberleben Hunde trotz nicht ausreichender
Antikorperantwort, liegt CDV meist in persistierender Form in epidermalen Zellen oder Neuronen vor. Diese
Viruspersistenz in Zellen der Pfotenballen oder des Gehirns ist Ursache fiir die sogenannte ,Hard pad disease”
bzw. ODE (Miele und Krakowka, 1983).

Als zelluldrer Rezeptor des Hundestaupevirus (CDV) ist zurzeit nur CD150 bekannt (Tatsuo et al., 2001); es
spielen aber vermutlich auch andere Molekiile eine Rolle. Genetische Untersuchungen mit Human-Maus-
Zellhybriden legen nahe, dass das humane Chromosom 19 auch fiir einen CDV-Rezeptor kodiert (Stern et al.,
1995). Dabei bildeten zwei von 12 getesteten hybriden Zelllinien nach Infektion mit CDV Synzytien. Diese
beiden Hybride enthielten als einzige, neben anderen humanen Chromosomen, das Chromosom 19, weshalb
angenommen wird, dass es ein Gen fir ein CDV-Rezeptorprotein tragt. 1997 wurde ein monoklonaler
Antikorper (mAK K41) isoliert, der an der Zelloberfache bindet und somit die CDV-Infektion verschiedener
Zelllinien inhibiert (Loffler et al., 1997). Auf Zelllinien verschiedener Spezies wurde die Expression des
erkannten Molekiils im DurchfluRzytometer gemessen und die Infizierbarkeit mit CDV sowie die Inhibierung der
Infektion (Plaquebildung) durch mAK K41 damit verglichen. Bei K41-positiven Zellen von Mensch, Affe, Hund,
Katze, Kaninchen und Waschbér konnte durch die Vorbehandlung der Zellen mit mAK K41 sowohl die Anzahl
der durch CDV entstehenden infizierten Zentren, als auch die GréRe der entstehenden Synzytien reduziert
werden (Loffler et al., 1997). Mittels Affinitatschromatographie mit an Sepharose gekoppeltem mAK K41 wurde
ein 26 kDa Protein aus der Vero-Zellmembran gereinigt und dieses schlieflich als CD9-Molekil identifiziert. CD9
ist ein Mitglied der Transmembran-4-Protein-Superfamilie (TM4SF) und ist als integrales Membranprotein auf
der Oberfldche vieler Zelllinien zu finden. In weiteren Untersuchungen konnte allerdings keine direkte Bindung
von CDV an CD9 nachgewiesen werden und somit schien CD9 nur als Kofaktor eine Rolle in der CDV-Infektion
zu spielen (Loffler et al., 1997). Weiterhin stellte sich heraus, dass der mAK K41 weder auf die Virusbindung, die
Transkription viraler RNA, die Biosynthese der viralen Proteine, noch auf das Budding und somit das Entlassen
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des Virus aus der Zelle Auswirkungen hatte. Hingegen wurde fiir die Synzytien-bildenden CDV-Stamme das
Entlassen des Virus, die Virus-induzierte Zell-Zellfusion in lytisch infizierten Kulturen und die Zell-Zellfusion von
uninfizierten mit persistent CDV-infizierten HelLa-Zellen stark durch mAK K41 inhibiert. Somit zeigte sich, dass
anti-CD9 Antikorper selektiv die Virus-induzierte Zell-Zellfusion blockieren, wahrend die Virus-Zellfusion davon
nicht betroffen ist (Schmid et al., 2000).

Das Nipah-Virus (NiV) wurde 1999 erstmalig charakterisiert (Lim et al., 1999), nachdem der Ausbruch einer
infektidsen Enzephalitis in Malaysia und Singapur untersucht wurde. Das isolierte Virus dhnelte morphologisch
dem kurz zuvor in Australien entdeckten Hendra-Virus (HeV), unterschied sich jedoch in Krankheitsverlauf und
Antigenitat (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1999; Chua et al., 2000; Wang et al., 2000). Es
wurde daher zunachst als Hendra-like Virus bezeichnet. Erst spater erhielt das Virus seinen taxonomischen
Namen durch den Ort Kampung Sungai Nipah auf der malayischen Insel Pangkor, wo die Epidemie von 1998
besonders hohe Infektionszahlen aufwies und das Virus aus einem von dort stammenden Patienten isoliert
wurde. Es gehort zu den sogenannten ,emerging viruses”.

Das 6kologische Reservoir des Nipah-Virus sind Flughunde der Gattung Pteropus, die besonders in Australien
und Sidostasien (Malaysia, Kambodscha) vorkommen und keinerlei Krankheitssymptome zeigen (Yob et al.,
2001). Erst kiirzlich konnte im Urin der Spezies Pteropus lylei aus Thailand sowie anderer Spezies aus
Kambodscha und Madagaskar auch der Erreger direkt nachgewiesen werden (Wacharapluesadee et al., 2005,
2006; lehlé et al., 2007; Reynes et al, 2005). Diese Flughunde sind vermutlich fiir einige lokal begrenzte
Ausbriiche bei Haustieren (besonders bei Pferden und Schweinen) und Menschen verantwortlich, auf die sie
durch Tropfcheninfektion oder Einatmen von urinhaltigen Aerosolen libertragen wurden (Chua et al., 2000).

Die Infektion verursacht beim Menschen eine hohe Sterblichkeitsrate, da die Nipah- und Hendra-Viren neben
einer Lungenentziindung auch eine Enzephalitis hervorrufen kénnen. Zwischen September 1998 und April 1999
wurden offiziell 229 Fille einer schwerverlaufenden, fiebrigen Enzephalitis in Malaysia gemeldet und kurz nach
Beginn dieser Epidemie neun Falle in Singapur. Hier wurde auch von Symptomen einer schweren Infektion der
Atemwege berichtet. Uberwiegend waren Manner betroffen, die in Schlachthiusern arbeiteten und mit
Schweinetransporten zu tun hatten, wobei 48 % der Erkrankten starben (CDC, 1999). Daher vermutete man
sehr schnell einen Zusammenhang mit einer Infektion bei Tieren. Gleichzeitig wurde in Malaysia bei Schweinen
ein milder Ausbruch einer fiebrigen Atemwegsinfektion mit ungeklartem Erreger registriert, der erst spater als
der gleiche Erreger wie bei den Enzephalitis-Patienten identifiziert wurde. Nach Uberstandener Infektion
scheinen die Schweine gegeniiber einer erneuten Infektion immun zu sein. Ein entsprechender Impfstoff fur
Schweine wurde bereits entwickelt (Weingartl et al., 2006), dieser jedoch noch nicht produziert oder
zugelassen. Um die weitere Verbreitung der Epidemie auch beim Menschen zu verhindern, wurde der
Schweinebestand drastisch reduziert (etwa die Halfte des gesamten malaysischen Schweinebestandes) und die
veterindrmedizinische Uberwachung ausgeweitet. Riickwirkende Untersuchungen deuten darauf hin, dass das
NiV seit 1996 fir Krankheitsausbriiche bei Schweinen in Malaysia verantwortlich war, dann Uber
Viehtransporte in die Stdspitze der Halbinsel und bis nach Singapur gelangte (Aziz et al., 1999; Wong et al.,
2002).

In Schweinen verursacht NiV eine hochkontagiose akute Atemwegsentziindung (,Brillhusten”) mit geringer
Mortalitdt, aber hoher Morbiditat (Chua et al., 2000; Mohd Nor et al., 2000). Sie infizieren sich mdglicherweise
Uber den Kontakt mit Ausscheidungen oder angefressenen Friichten der Flederméduse, und lbertragen das
Virus dann Uber Aerosole oder direkten Kontakt auf Menschen oder Hunde und Katzen (Anonymous et al.,
19993, b; Chua et al., 2000). Der Ausbruch in Malaysia war vermutlich die Folge von menschlichen Eingriffen in
die okologische Nische der Fledermause. Da der Lebensraum der Fledermause immer starker eingeschrankt
wurde, fiihrte dies wohl dazu, dass Mensch und Tier in enger Nachbarschaft miteinander lebten. Nach dem
Ubergang des Virus auf Schweine bot die Masthaltung auf engem Raum optimale Bedingungen fiir die weitere
Virusausbreitung (Field et al., 2001).

Die Ubertragung von Mensch zu Mensch scheint schwieriger zu sein, da nur knapp die Hilfte der 1998
erkrankten Arbeiter eine Person in familidrer Umgebung infizierten (Wong et al., 2003). 2002 kam es in
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Nordindien sowie zwischen 2001 und 2005 in Bangladesch zu erneuten NiV-Ausbriichen (Butler, 2004; Chadha
et al., 2006; Hsu et al., 2004). In Bangladesch wurde das Virus direkt von infizierten Flederm&dusen auf den
Mensch Ubertragen, da Schweine weder Krankheitssymptome zeigten noch als Zwischenwirt nachgewiesen
werden konnten. Hierbei betrug die Mortalitdtsrate Gber 60 % und es konnten einige wenige Mensch-zu-
Mensch-Ubertragungen beobachtet werden (Choi, 2004; Anonymous, 2004).

Die Erkrankung beim Menschen beginnt nach einer Inkubationszeit von weniger als zwei Wochen mit Fieber,
Kopfschmerzen und Schwindel-Symptome einer akuten Enzephalitis. Bei 75 % der Patienten zeigen sich sehr
frih Befunde einer viralen Infektion in der Gehirn-Riickenmarks-Flssigkeit. Weitere klinische Anzeichen der
Erkrankung sind neben eingeschrianktem Bewusstsein oft unwillkiirliche Muskelzuckungen, erhdhter Puls,
Areflexie, Hypotonie und Hypertension (Wong et al., 2002). Vermutlich sind die beobachteten neurologischen
Dysfunktionen die Folge von fokalen Infarkten im Gehirn, die hauptsachlich auf die lytische Infektion des
Hirnendothels zuriickzufiihren sind. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass das NiV die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden kann und somit neurologische Schaden eine Folge der direkten Infektion von Neuronen sein
konnten (Chua et al., 1999; Paton et al, 1999). Bereits innerhalb von 24 bis 48 Stunden werden die Patienten
komatds und etwa 60 % der bislang beschriebenen Erkrankungen verliefen tédlich. Neben der akuten
Erkrankung entwickelt sich bei 7,5 % der Erkrankten als Spatkomplikation eine Enzephalitis oder bei symptom-
losen Patienten erst nach Monaten eine fokal begrenzte Enzephalitis (3,4 %) (late-onset Enzephalitiden), was
fir eine Viruspersistenz im ZNS spricht (Wong et al. 2002). Die Zeitspanne zwischen akuter Erkrankung und
Spatkomplikation betrug bisher im Schnitt 8,4 Monate. Dauerhafte Schaden wie chronisches Anfallsleiden
(Epilepsie) und Personlichkeitsveranderung nach liberstandener Infektion sind beschrieben.

Die Virusausbreitung stellt man sich wie folgt vor (Wong et al., 2002): Nach aerogener Ubertragung des NiV
findet vermutlich eine erste Virusreplikation im Respirationstrakt statt, wobei anschlieRend die systemische
Infektion von Endothelzellen kleiner GefdlRe, die im ZNS am starksten ausgepragt ist, erfolgt. Nachfolgend
werden Lunge, Herz und Nieren infiziert, wobei die Leber nicht betroffen zu sein scheint. Dabei kann eine
virusinduzierte Fusion von Endothelzellen, die zur Bildung mehrkerniger Synzytien fiihrt, beobachtet werden.
Diese losen sich gelegentlich aus dem Zellverband und gelangen so ins GefaRlumen, wo sie Thrombosen
verursachen kdnnen. Zusatzlich kdnnen neben den GefdRentziindungen lytische Nekrosen (Plaques) im
zerebralen Kortex und im Hirnstamm detektiert werden (Chua et al., 2000).

Die zelluldren Rezeptoren des Nipah-Virus wurden 2005 entschlisselt. Hierbei konnte man Ephrin B2, ein
membrangebundener Ligand der Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTKs), die zur EphB Klasse gehoren, als zelluldren
Rezeptor fiir NiV und HeV identifizieren. Dieser kann im Gegensatz zu Ephrin B1 spezifisch von dem NiV G-
Protein gebunden werden (Negrete et al., 2005). Ephrin B2 wird auf Endothelzellen und Neuronen exprimiert,
was mit dem Infektionstropismus von NiV einhergeht (Gale et al., 2001). AuBerdem konnte im folgenden Jahr
Ephrin B3 als alternativer Rezeptor indentifiziert werden (Negrete et al., 2006).

1.2 Biologie der Morbilliviren MV, CDV sowie des Henipavirus NiV

1.2.1 Taxonomie

Morbilliviren besitzen, wie alle Mitglieder der Paramyxoviridae, eine einzelstrangige, durchgangige RNA
negativer Polaritdt. Aufgrund von Sequenzhomologien der viralen Nukleinsdauren und Proteine konnten den
Paramyxovirinae bisher folgende Mitglieder zugeordnet werden: das Hundestaupevirus (CDV), das Masern-
Virus (MV), das Rinderpest-Virus (RPV), das ,Peste des petits ruminants“-Virus (PPRV), das Seehundstaupe-
Virus (PDV-1 und PDV-2) und das Delphin- und Timmler-Morbillivirus (DMV und PMV) (Barrett et al., 2002;
Visser et al., 1993; Murphy et al., 1995). AuBerdem wurden weitere Morbilliviren beschrieben, so z. B. 1998 in
Tupajas und Walen (Tidona et al., 1998; Jauniaux et al., 1998)(siehe Tabelle 1.2.1.1). Die Morbilliviren besitzen
Hamagglutinin-, Neuraminidase- und hamolytische Aktivitdt, wurden aber friiher wegen der angeblich
fehlenden Neuraminidaseaktivitdt urspriinglich von den anderen Genera der Unterfamilie der Paramyxovirinae
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abgetrennt. Allerdings wurde 1997 aufgrund von dreidimensionalen Strukturmodellen auch fir die
Hamagglutinin-Proteine eine Neuraminidaseaktivitdt beschrieben. Dies konnte experimentell fir RPV und das
,Peste des petits ruminants“-Virus bestatigt werden (Langendijk et al., 1997). Die zweite Unterfamilie wird von
den Pneumovirineae gebildet, denen das Meta- und das Pneumovirus untergeordnet sind.

Das Nipah-Virus (NiV) bildet innerhalb der Paramyxovirinae zusammen mit dem Hendravirus (HeV) den Genus
der Henipaviren (Wang et al., 2000). Auch sie sind umbhillte Viren mit einem nichtsegmentierten,
einzelstrangigen RNA-Genom in negativer Orientierung.

Auf Grund dieser Charakteristika werden sie gemeinsam mit den Borna-, Filo- und Rhabdoviren zur Ordnung

der Mononegavirales zusammengefasst (Murphy et al., 1995).

Unterfamilie Genus Mensch Tier
Paramyxovirinae Resplow'rtfs ' Sendai-Virus (SV);
Neuraminidase; Humanes Parainfluenza- . .
. . Bovines Parainfluenza-
verursacht Himag- virus (HPIV) 1, 3 .
. virus (PI 3)
glutination;
Rubulavirus . . .
Neuraminidase- Mumpsvirus (MuV) Porcine Rubula-Virus;
verursacht Hdrr,m i Humanes Parainfluenza- | Simian Virus 5, 41 (SV5,
T>ae g virus (HPIV) 2, 4 sV 41)
glutination;
Hundest CDV);
Morbillivirus undes aupe )

. . Rinderpest (RPV); Peste
keine Neuraminidase; . . .
verursacht Hémaa- Masernvirus (MV) des petites ruminants

i, 9 (PPRV) ; Seehund-
g ’ Staupe (PDV)
L Hendra-Virus (Pferde;
Henipavirus

Keine Himagglutination;
keine Neuraminidase;

Hendra-Virus (HeV)
Nipah-Virus (NiV)

Fruchtflederméuse);
Nipah-Virus (Schweine;
Fledermause)

Avulavirus
Neuraminidase verursacht
Hdmagglutination;

Newcastle disease virus
(NDV); Avian Paramyxo-
virus (APMV) 2 -9

Pneumovirinae

Pneumovirus
Keine Himagglutination;
keine Neuraminidase;

Humanes
Respiratorisches
Syncytialvirus (HRSV)

Bovines
Respiratorisches
Syncytialvirus (BRSV)

Metapneumovirus
Keine Himagglutination;
keine Neuraminidase;

Humanes
Metapneumovirus
(HMPV)

Tabelle 1.2.1.1: Charakteristische Vertreter der Paramyxoviridae.

1.2.2 Morphologie

Da CDV und MV sehr eng miteinander verwandt sind, sind sich die Viruspartikel in ihrer Struktur und
genomisch sehr dhnlich. Die pleomorphen Virionen sind 100 - 300 nm lang und haben einen Durchmesser von
etwa 100 - 200 nm. Es wurden sowohl filamentdse als auch irreguldare Formen beschrieben, die alle von einer
Lipidmembran umbhiillt sind. Insgesamt 6 Strukturproteine sind im Virion vorhanden, wovon zwei das
rezeptorbindende Hamagglutinin (H) und das Fusionsprotein (F) darstellen. Sie sind in die Lipidhiille, die aus der
Zytoplasmamembran der infizierten Zelle entsteht, eingelagert. Sie bilden Multimere, die ca. 9 - 15 nm aus der
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Membran herausragen und formen gemeinsam die sogenannten
Spikes, die elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden kénnen
(siehe Abbildung 1.2.2.1).

Abbildung 1.2.2.1: Trans-Elektronenmikroskopische Aufnahme eines einzelnen
Masernpartikels. Die aus den Hdmagglutinations (H)- und Fusions (F)-Proteinen
geformten Spikes sind deutlich zu erkennen (Centers for Disease Control and
Prevention's Public Health Image Library (PHIL), identification number #8429).

Die Virionen werden weiterhin durch einen Ribonukleoprotein-Komplex (RNP), der von der viralen Lipidhille
(Envelope) umgeben ist, gebildet. Auf der Innenseite der viralen Hiille befindet sich das Matrixprotein (M), das
als Bindeglied zwischen der viralen Hiille und RNP dient. Der RNP ist eine replikationskompetente Einheit und
wird aus dem helikal angeordneten, einzelstrangigen RNA-Genom gebildet, das mit dem
Nukleokapsidprotein (N), dem Phosphoprotein (P) und dem Large-Protein (L) (RNA-abhangigen RNA-
Polymerase) assoziiert ist (siehe Abbildung 1.2.2.2).

Mukleocapsid N

: =1 H-Protein
- Phosphoprotein P | =%
phop I -r:-_% t Dimer
[ Matrixprotein M . == (Tetramer)
=
Fusionsprotein F ==
=
Hamagglutinin H '_-% &
Pol erase L =
» " Matrixprotein 53 . F1/F2 _
"  Ribonukleinsiure \ H‘§ ﬁ Heterodimer
" Timer
— Membran I )

Membran
‘ = N-Glykosylierung

Abbildung 1.2.2.2: Schematischer Aufbau eines Morbillivirus-Partikels.

Das Nipah-Virus unterscheidet sich von anderen Mitgliedern der Paramyxoviridae besonders durch ein um
etwa 3000 nt langeres Genom (Wang et al., 2000). Die Viren besitzen anstatt des Hidmagglutinin-Proteins (H)
ein rezeptorbindendes Glykoprotein (G) zur Erkennung der Zielzelle, das im Gegensatz zu den meisten
Paramyxoviren keine Hamagglutinin- oder Neuraminidase-Aktivitdt besitzt. Die Viruspartikel sind ebenfalls
pleomorph und zwischen 40 und 600 nm (Hyatt et al., 2001) groR (siehe Abbildung 1.2.2.3). Ferner entsprechen
die Morphologie und der Aufbau von NiV Partikeln den fiir Morbilliviren beschriebenen.

i

Abbildung 1.2.2.3: Elektronenmikroskopische
Aufnahme pleomorpher Nipah-Viruspartikel

(aus Goldsmith et al., 2003).
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1.2.3 Genomaufbau

Das Genom von Morbilliviren hat eine Ldnge von ca. 16.000 Basenpaaren, ist nicht segmentiert und besitzt
negative Polaritdt. Daher kann das Genom nicht direkt als mMRNA wirken und ist somit nicht infektids. Es ist
vollstéandig mit dem N-Protein komplexiert und verpackt, was wohl verhindert, dass bei den Mononegavirales
Genomrekombinationen stattfinden kénnen. Dabei enkapsidiert ein Nukleoprotein-Monomer jeweils sechs
Nukleotide, was essentiell fir die erfolgreiche Replikation zu sein scheint, da die Aktivitdt des Promotors am 3'-
Ende des Genoms von der relativen Lage zu den N-Monomeren abhdngt (Calain und Roux, 1993; Halpin et al.,
2004; Vulliemoz und Roux, 2001). Wenn diese ,Rule of six“ eingehalten wird, tolerieren die Viren
Veranderungen ihrer Genomldnge, welche z. B. durch die Einklonierung von Transgenen (eGFP) entstehen
(Schneider et al., 2000).

Am 3’-Ende des Genoms ist eine als Leader bezeichnete Sequenzfolge von 52 - 54 Basen zu finden, die nicht fiir
Aminosauren kodiert. Am 5°-Ende befindet sich ein als Trailer bezeichneter, nichttranskribierter Bereich, in
dem die cis-aktiven Initiationssignale fir den Start der Synthese neuer Genomstrdnge wdahrend der
Virusreplikation liegen. Nach der Leader-Sequenz folgen die sechs nicht iberlappenden viralen Strukturgene, in
der Reihenfolge 3'-N-P-M-F-H-L-5 (Abbildung 1.2.3.1). Durch eine Leserasterverschiebung im P-Gen ist
es moglich, dass einige Morbilliviren noch zwei weitere nicht strukturelle Proteine exprimieren, das C- und das
V-Protein, deren Aktivitdten gegen die angeborene Immunantwort des Wirtes gerichtet sind (Bellini et al.,
1985). Die Leader-Sequenz dient der Anlagerung des Polymerasekomplexes und ist damit fir die Initiation der
Transkription verantwortlich. Der darin enthaltene Promotor wird von der Polymerase erkannt, die Synthese
beginnt und eine kurze RNA-Leader-Sequenz entsteht. Danach wird die Transkription wieder aufgenommen
und die Polymerase bewegt sich weiter bis zum Anfang des N-Gens, um mit der Polymerisation zu beginnen.
Zwischen den proteinkodierenden Sequenzen befinden sich jeweils kurze intergenische Sequenzen, die nicht
fir Proteine kodieren und an denen es zur Termination der Transkription kommen kann. Je weiter ein Protein
vom 3’-Ende entfernt ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer verfriihten Termination. Insgesamt
entsteht dadurch ein Gradient der Transkriptionskopienzahl (siehe Abbildung 1.2.3.1) von 3’-in 5’-Richtung des
viralen Genoms. Dies fihrt folglich nach der Translation zu einer groRen Menge des strukturell benétigten N-
Proteins (zur Enkapsidierung des Genoms) und einer sehr geringen Menge des L-Proteins (Cattaneo et al.,
1987; Schneider-Schaulies et al., 1990, Harder und Osterhaus, 1997). Die neu synthetisierten viralen
Hillproteine werden in die Membran infizierter Zellen integriert, dort angeh&uft und bilden schlieBlich neue
Viruspartikel (Knospung).

P/C/V/W | M H/G L

Trailer

Yy
Y

{ vy ““‘

vVYYv

VYVVYY

L

Abbildung 1.2.3.1: Schematische Darstellung des Genoms und der Transkriptionsstrategie der Paramyxoviren. Das Genom
beginnt mit einer Leader-Sequenz am 3’-Ende und endet mit einer Trailer-Sequenz am 5’-Ende. Zwischen den Genen fir die
Strukturproteine (bunt) liegen die nichtkodierenden Regionen (weifRe Balken). Die Pfeile geben den Transkriptionsgradien-
ten wieder.

NiV besitzt ebenfalls ein nichtsegmentiertes, einzelstrangiges RNA-Genom in negativer Orientierung. Die Ldnge
unterscheidet sich jedoch betrachtlich von dem der Morbilliviren, denn es betragt 18.246 Basen. Somit stellen
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NiV die uniforme GenomgréRe der Paramyxovirinae in Frage (Pringle, 1991; Rima et al.,, 1995).
Interessanterweise ist die GroRe der sechs NiV-Strukturproteine, mit Ausnahme des P-Proteins, welches etwa
100 Nukleotide langer ist als andere P-Proteine, denen der anderen Paramyxovirinae sehr dhnlich. Daher sind
die langeren untranslatierten Regionen (UTR) am 3’-Ende verschiedener Gene die Ursache fiir den
GroRenzuwachs des Genoms (Harcourt et al., 2001, 2000; Wang et al., 2000).

Die Genomorganisation des NiV entspricht der der Ubrigen Paramyxoviridae (siehe Abbildung 1.2.3.1). Nach
einer nichtkodierenden Leader-Sequenz am 3’-Ende, folgen die kodierenden Bereiche fiir die Gene 3-N-P -
M-F-G-L-5, ebenfalls unterbrochen von nichtkodierenden intergenischen Sequenzen. Am 5’-Ende findet
man eine 29 Nukleotide lange Trailer-Sequenz mit Signalen zur Verpackung der RNA in die Viruspartikel beim
Assembly. Die 3’-Leader-Sequenz enthalt den Promotor fiir die Synthese von Positiv-Strang-RNA und die 5'-
Trailer-Sequenz den Promotor fiir die Synthese von Negativ-Strang-RNA. Die intergenischen Regionen der
Henipaviren sind mit der zwischen allen Transkriptionseinheiten zu findenden Sequenz GAA absolut konserviert
(Wang et al., 2000).

1.2.4 Funktion der Paramyxovirus-Hiillproteine

Der Hillkomplex der Paramyxoviren ist absolut essentiell fiir die Virusanlagerung und die Fusion mit der
Wirtszelle. Er besteht aus zwei integralen Membranproteinen, dem Hamagglutininprotein (H) und
Fusionsprotein (F), sowie dem Matrixprotein (M), einem membranassoziierten Protein (Wild et al., 1995).

Das Matrixprotein (M, 37 kDa bei MV) lagert sich aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften als
Matrixschicht auf der Innenseite der Zytoplasmamembran an. In seiner Sequenz ldsst sich weder ein
Signalpeptid noch eine Transmembrandomane identifizieren. Da es einen hohen Anteil an den Aminosauren
Lysin und Arginin hat und daher stark geladen ist, kann es so vermutlich lber ionische Wechselwirkungen mit
den Phospholipiden an zellulare Membranen binden. Es interagiert einerseits mit den beiden viralen
Glykoproteinen H und F, wechselwirkt aber andererseits auch mit dem N-Protein (Bellini et al., 1994). Das
Matrixprotein sorgt so fir eine Verknipfung von RNP-Komplex und der zukiinftigen viralen Hille. Diese
Verbindung spielt eine zentrale Rolle fir das ,Assembly” und die Knospung (Budding) neuer Viruspartikel.
Deshalb wird auch vermutet, dass die Etablierung persistenter CDV-Infektionen auf Mutationen im
Matrixprotein zurlickzufiihren sind (Stettler et al., 1997). Bei Sequenzierungen von SSPE-Praparaten wurden
haufig Hypermutationen im M gefunden, die mit einer reduzierten Knospung des Virus korrelieren und die
Etablierung einer persistierenden Infektion zu begiinstigen scheinen. Rekombinante Masernviren, deren M-
Gen deletiert wurde, produzieren kaum neue Viren und unterstiitzen damit die These, dass das M-Protein fir
diesen Prozess notwendig ist (Cathomen et al., 1998). AuRerdem spielt es eine essentielle Rolle beim Budding
(Tyrrell et al., 1979) sowie in der Transkriptionsregulation (Suryanarayana et al., 1994). Andererseits scheint das
M-Protein auch ein negativer Regulator der Polymeraseaktivitdt zu sein, da die Verwendung von M-siRNA die
Zell-Zellfusion stimuliert und auch das Niveau der mRNA sowie der genomischen RNA stark erhéht (Reuter et
al., 2006).

Das NiV-Matrixprotein (M) besteht aus 352 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von etwa 40 kDa
(Harcourt et al.,, 2000). So wie andere Paramyxoviren kann das NiV-M mit sich selbst interagieren, also
Oligomere bilden, und die Freisetzung von virusahnlichen Partikeln (VLPs) induzieren, wobei diese Fahigkeit
von einer potentiellen , Late domain“ abhangig ist (Ciancanelli und Basler, 2006). Vermutlich bindet das NiV-M,
wie andere Matrixproteine, gleichzeitig an die zytoplasmatischen Doméanen der Glykoproteine sowie die
Nukleokapside, vermittelt dadurch den Zusammenbau viraler Partikel an der Plasmamembran und erméglicht
so die Freisetzung der Virionen (Takimota und Portner, 2004).

Das Fusionsprotein (F) hat die Funktion nach der Adsorption der Partikel an die Zelle, die pH-unabhangige
Verschmelzung der viralen Hille mit der Zytoplasmamembran der Zielzelle durch seinen heterodimeren
Komplex aus Fi- und F,- Teilen zu induzieren (Epand, 2003; Lamb und Kolakofsky, 2001). Es besitzt sehr stark
konservierte Sequenzen und wird als Typ-I-Transmembranprotein (TM) in Form des inaktiven Vorlauferproteins
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Fo (59 kDa bei MV; 60 kDa bei NiV) im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und glykosyliert. Alle
Typ-I-Proteine werden als Monomere synthetisiert, aber nach dem kotranslationalen Eindringen in die ER-
Membran, der Glyksoylierung und Faltung trimerisiert (von Messling et al., 2004). Es besitzt daher auch ein
typisches Signalpeptid fiir den Transport zur Membran des ER. Nach dem Durchschleusen der Aminosaurekette
durch die Membran bewirkt eine hydrophobe Sequenzfolge am carboxyterminalen Ende die Verankerung des
Fo-Proteins in der Membran und das Signalpeptid wird abgespalten. Das Fy-Protein wird im Verlauf des Trans-
portes durch den Golgi-Apparat glykosyliert und an argininreichen Spaltstellen durch eine im Golgi-Apparat
lokalisierte Protease (Furin) in die zwei funktionellen Untereinheiten F; (40 kDa bei MV) und F, (18 kDa bei MV)
gespalten. Die Spaltstelle liegt zwischen einem Abschnitt basischer Aminosduren und einer hydrophoben
Domane, wobei durch die Spaltung das aminoterminale Ende des membranverankerten F;-Proteins entsteht.
Die Untereinheiten F, und F, bleiben Gber eine Disulfidbriicke als Heterodimer verbunden (Klenk und Garten,
1994; Scheid und Choppin, 1974). Durch die Spaltung wird das sogenannte Fusionspeptid, ein stark
konservierter, hydrophober Bereich von 25 AS, am Aminoterminus der Ektodomane des F;-Proteins exponiert
(Epand et al., 2003; Lamb, 1993). Neben dem Fusionspeptid enthilt die F;-Untereinheit zwei a-helikale
Domanen, die auch als Heptad-repeat-Regionen bezeichnet werden, wobei das Heptad-repeat-1 (HR1 oder
HRA) proximal des Fusionspeptids liegt und Heptad-repeat-2 (HR2 oder HRB) der Transmembrandoméane
vorausgeht (Lugue und Russell, 2007; Xu et al., 2004). So wird vermutlich das hydrophobische Fusionspeptid in
die Zellmembran inseriert und bildet eine coiled-coil Haarnadelschleifenstruktur aus sechs Helices mit Hilfe der
HRA und HRB Regionen (Lamb et al., 2006; Russell und Luque, 2006), um die Membranfusion aktiv zu steuern
(Russell et al., 2001). Diese coiled-coil Struktur klappt dann nach auRen weg, der enge Kontakt fihrt zur
Uberwindung von Hydratisierungskriften, die eine energetische Barriere darstellen, und die Membranen
verschmelzen (Dutch et al., 2000; Earp et al., 2005; Xu et al., 2004). Die anschlieRende Bildung einer
Fusionspore ermoglicht das Entlassen der negativstrangigen RNA ins Zytoplasma (Hernandez et al., 1996). Das
F-Protein kann somit im Verlauf eines neuen Infektions- und Adsorptionsvorganges die Verschmelzung der
viralen mit der zelluldren Membran vermitteln, allerdings nur, wenn das H-Protein den Kontakt mit dem
Zellrezeptor herstellt und somit dem F-Protein ein Signal Gbermittelt, damit die Fusion beginnen kann (Russell
et al., 2001; Takimoto et al., 2002). Das F,-Protein enthalt vier N-Glykosylierungsstellen, die fiir die Reifung und
Funktion des Proteins notwendig sind. Die F-Proteine werden schliefllich als Trimere an der Oberflache
infizierter Zellen und in die Zytoplasmamembran eingelagert — so auch bei NiV (Eaton et al., 2004).

Mit Hilfe von Rontgenstrukturanalysen konnte 2006 die Struktur des sehr dem Masern-Virus dhnelnden
Fusionsproteins des Parainfluenzavirus 5 (PIV5) und dessen Pre-Fusionszustdnde aufgeklart werden (Yin et al,
2006): Dabei erinnert die Konformation des F-Proteins vor der Fusion an ein pilzdhnliches Gebilde, bestehend
aus einem kugelférmigen Kopf und einer Stiel-dhnlichen Region (siehe Abbildung 1.2.4.1). Diese wird aus einem
stabilen, linearen Homotrimer, welches durch die Assoziation von drei Heterodimeren entsteht, gebildet und
durch die C-terminale HRB-Domaéne der F1-Untereinheit geformt.

\  Kopfregion

Peptid-

:> Stielregion

Abbildung 1.2.4.1: Darstellung des Fusionsproteins in der (A) Pre-Fusions-Konformation (modifiziert nach Yin et al., 2006).
Die Heptad-repeat-Region B (HRB) ragt als lineare a-Helix senkrecht aus der Virusmembran und tragt die Kopfregion,
welche das Fusionspeptid und die Heptad-repeat-Region A (HRA) als Vorstadium beinhaltet. (B) Schematische Darstellung
eines Homotrimers mit der Einteilung in Kopf- und Stielregion.
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Im Gegensatz zu den Fusionspeptiden der meisten anderen Paramyxoviren besitzt das NiV-F-Fusionspeptid am
N-Terminus kein Phenylalanin, sondern ein Leucin (Harcourt et al., 2000). NiV-F enthélt in der extrazelluldren
Domane finf potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen drei in der F,-Untereinheit und zwei in der F;-
Untereinheit zu finden sind.

Nach Synthese aller viralen Proteine und der Generierung neuer Virusgenome findet das Assembly an der
Plasmamembran statt. Die neusynthetisierten viralen Hillproteine H und F werden in die Membran der
infizierten Zelle inseriert und gehen Uber ihre zytoplasmatischen Domdnen Wechselwirkungen mit dem
Matrixprotein ein, was die Ausbildung einer Matrixschicht ermoglicht. Diese interagiert wiederum mit dem
Ribonukleinkomplex und es kommt zur Freisetzung neuer Viruspartikel durch Knospung (Budding) oder Lyse
der Zelle. Die Fusion ist also nicht nur fir den Viruseintritt in die Wirtszelle, sondern auch spater in der
Infektion flr die Virusausbreitung von Zelle zu Zelle wichtig. Wenn infizierte Zellen beide funktionelle virale
Glykoproteine auf ihrer Oberflache exprimieren, kdnnen sie mit rezeptortragenden Nachbarzellen fusionieren.
Dabei ist ein Ubertritt viraler Nukleokapside in nicht infizierte Zellen méglich, ohne dass Viruspartikel
freigesetzt werden miissen. Bei dieser Zell-Zell-Fusion kommt es zur Ausbildung von Synzytien, die fiir den
typisch zytopathischen Effekt (CPE) vieler Paramyxoviren in Zellkultur verantwortlich sind. Diese sogenannten
Riesenzellen (Warthin Finkeldey) deuten dabei immer auf die Fusion von mehreren Nachbarzellen hin (Nozawa
et al., 1994; Tajima et al., 1976; Bossart et al., 2002).

AbschlieRend kann man feststellen, dass es zwei Arten von F-Aktivierungen in der Familie der Paramyxovridae
gibt. Die Aktivierung von F-Proteinen mit einem einzigen basischen Aminosdurerest, einer so genannten
monobasischen Spaltstelle, ist intrazelluldr nicht moglich, da diese erst nach Expression des inaktiven
Vorlaufers Fy, auf der Zelloberflache durch extrazelluldre trypsinahnliche Proteasen (TLPs) gespalten wird
(Homma, 1971; Scheid und Choppin, 1974). Durch die Abwesenheit geeigneter trypsindhnlicher Proteasen
(TLPs) in vielen Organen, ist die Aktivierung normalerweise auf den Ort des Viruseintritts, den
Respirationstrakt, beschrdnkt. Demzufolge kann z.B. das Sendai-Virus nur respiratorische Infektionen
verursachen, infektiéses Virus ist nur in den bronchialen Sekreten vorhanden (Scheid und Choppin, 1974;
Tashiro et al., 1992). Paramyxoviren, die dagegen ein Fusionsprotein mit einer multibasischen Spaltsequenz
besitzen, wie z. B. Masernviren (MV), kénnen durch ubiquitdr vorhandenes Furin aktiviert werden und nach
einer initialen Infektion des Respirationstraktes systemisch replizieren (Klenk und Garten, 1994).
Interessanterweise besitzt NiV-F nur einen einzelnen basischen Aminosdurerest R109 an der Spaltstelle,
weshalb man vermuten kann, dass es wie andere F-Proteine mit monobasischen Spaltstellen, durch exogene
TLPs aktiviert wird. Erstaunlicherweise ist jedoch in vivo die Replikation nicht so restringiert, wie man es fir ein
trypsin- oder TLP-abhidngiges Virus erwarten wirde. Eine Synzytienbildung, d.h. eine produktive
Virusreplikation, ist im Respirationstrakt, in lymphoiden Organen sowie in den Endothelzellen kleiner GefaRe
im ZNS, Lunge, Herz und Nieren zu beobachten (Hooper et al., 2001). Im Vergleich zu anderen systemisch
replizierenden Paramyxoviren unterscheidet sich NiV also dadurch, dass es ein Fusionsprotein mit einer
monobasischen Spaltstelle besitzt, welches allerdings ubiquitdr durch zelluldre Proteasen aktiviert werden
kann. Diese Protease braucht weder eine monobasische noch eine multibasische Schnittstelle und
unterscheidet sich daher von furin- oder trypsindhnlichen Proteasen, die bisher fir die Aktivierung der
Fusionsproteine von Paramyxoviren bekannt sind (Moll et al., 2004).

Das Hamagglutinin (H, 77 kDa; bei MV) gehoért zu den Typ-ll-Transmembranproteinen und wird im ER
synthetisiert, wo im Laufe der Reifung zwei Molekiile durch Disulfidbriicken zu Dimeren verbunden werden. Es
besitzt kein Signalpeptid am aminoterminalen Ende, sondern eine hydrophobe Sequenzfolge von 25 - 30 AS in
der Nachbarschaft des Aminoterminus. Diese bewirkt den Transport des Translationskomplexes zur Membran
des ER, erlaubt das Durchschleusen der Proteinkette in das Lumen und dient als Transmembranregion zur
Verankerung des Polypeptids. Da hier keine Signalase schneidet, befinden sich die etwa 30-40AS am
aminoterminalen Ende im Zytoplasma und die Sequenzen im Anschluss an die hydrophobe Domane im Lumen
des ER — hier werden sie durch Anfligen von Zuckergruppen an den 1 - 6 N-Glykosylierungsstellen modifiziert.
An der Zelloberflache erscheint das Hamagglutinin als Tetramer (Malvoisin und Wild, 1993). Die Funktion des
H-Proteins ist die Rezeptorbindung, d. h. die Bindung des Virus an entsprechende Zielzellen. Es ist somit fiir die

16



Kap. 1 Einleitung

Wirts- und Zelltypspezifitat der verschiedenen Morbilliviren verantwortlich. Expressionsversuche haben zudem
gezeigt, dass es nur bei einer Doppelexpression von H und F zu einer effizienten Fusion kommt, was neben der
Bindungsfunktion eine Art Fusionshelfer-Aktivitdt des Hamagglutinins belegt (Wild et al., 1991). Dies ist auch
bei NiV der Fall, bei dem das G-Protein als essentieller Kofaktor fungiert (Tamin et al., 2002). Urspriinglich
wurde das Masern-Hamagglutinin nach der Fahigkeit des Impfvirus benannt, Affenerythrozyten zu
agglutinieren. Im Gegensatz zu andern Morbilliviren, wie z. B. dem Masern-Virus, konnte fiir das CDV-H-Protein
keine hdmagglutinierende Wirkung gezeigt werden (Appel und Gillespie, 1972). Das Hamagglutininmolekdl ist
in vier Domdnen eingeteilt, die als globuldrer Kopf, Stamm 1 und 2, Transmembrandoméne und
zytoplasmatischer Schwanz bezeichnet werden (siehe Abbildung 1.2.4.2 A und B).

Das H-Protein sorgt auBerdem durch seine Faltung und Struktur fiir einen optimalen Abstand zur Zielmembran
bei der Fusion und stabilisiert diese Interaktion. Die zytoplasmatische Region des H-Proteins ist auBerdem fir
den Transport an die Zelloberfliche verantwortlich und enthalt ein basolaterales Lokalisationssignal fir
polarisierte Zellen (Moll et al., 2001).

Globulérer Kopf
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Abbildung 1.2.4.2: (A) Schematische Darstellung des MV-H und Einteilung in der fiir die Doméanen kodierenden Regionen.
(B) Vereinfachtes Strukturmodell des H-Proteins von Morbilliviren (nach Langedijk et al., 1997).

Das NiV-Glykoprotein G ist ein wenig kleiner als das H-Protein der Morbilliviren, hat ein Molekulargewicht von
67 kDa und ist ein Typ ll-Membranprotein. Es besitzt sieben potentielle N-Glykosylierungsstellen in der
Ektodomane (Harcourt et al., 2000) und hat mit der N-terminalen, zytoplasmatischen Domane, der folgenden
Transmembrandomane, der kurzen extrazelluldren Stielregion und der groBen globuldren Ektodoméne
strukturelle Ahnlichkeit mit dem zuvor beschriebenen H-Protein. Ebenso wie dieses bildet NiV-G wohl iber
intermolekulare Disulfidbriicken nahe der Transmembranregion Homodimere, wobei im Viruspartikel und auf
der Oberflache infizierter Zellen vermutlich zwei Dimere nichtkovalent zu einem Tetramer zusammengelagert
sind (Crennell et al., 2000; Morrison und Portner, 1991).

Im Gegensatz zu den rezeptorbindenden Proteinen Hamagglutinin (H) der Morbilliviren und der Hamagglutinin-
Neuraminidase (HN) der Paramyxo- und Rubulaviren besitzt das G-Protein weder eine hamagglutinierende
noch eine Neuraminidase-Aktivitdt (Eaton et al., 2004; Wang et al., 2001).
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1.3 Epidemiologie und Pathogenese des Flavivirus Dengue

Die Flaviviridae sind eine Familie von Viren, die einzelstrangige RNA positiver Polaritdt enthalten, die infektids
ist. Da der typische Vertreter der gesamten Familie das Gelbfieber-Virus (flavus = gelb) ist, werden diese Viren
auch als Flaviviren bezeichnet. Es gibt verschiedene Subgruppen, wobei alle Viren serologisch miteinander
verwandt sind. Zur den Flaviren gehort unter anderem auch das Dengue-Virus (DENV).

Dengue-Virus Infektionen gehoren zu den am haufigsten auftretenden Krankheiten, die durch Moskitos der
Gattung Aedes lbertragen werden (Arbovirose). Die Viren werden priméar durch die Weibchen der Stechmiicke
Aedes aegypti (Gelbfiebermiicke), eine afrikanische Spezies, die wadhrend des 17.- 19. Jahrhunderts durch
Sklavenhandel und Schiffindustrie Uber die Welt verbreitet wurde, ibertragen. AuBerdem gelten als weitere
biologische Vektoren die sich weltweit ausbreitende Tigermiicke Ae. albopictus, die im tropischen Pazifik
heimische Ae. polynesiensis und Ae. scutellaris. Die Miicken infizieren sich hauptsachlich tiber das Stechen von
bereits erkrankten Personen (urbaner Transmissionszyklus). AuBerdem scheint wohl eine Ubertragung von
Dengue-Viren vom Miickenweibchen auf ihre Eier (transovarisch) moglich zu sein (WHO, 2008). Nach einer
Inkubation von 8 bis 10 Tagen innerhalb der Miicke kdnnen Dengue-Viren auf den Menschen (ibertragen
werden. Bisher wurden Menschen als einziges gréferes Reservoir fir Dengue-Viren angenommen. Neue
Studien zeigen jedoch, dass gewisse Affenarten ebenfalls an Dengue erkranken und vielleicht auch als Quelle
flr infizierte Micken dienen konnen (zoonotischer Zyklus). Die infektiése Dosis beim Menschen liegt bei 1 - 10
Viruspartikeln. Da die Erkrankung bei nicht erfolgter Doppel- oder Sekundarinfektion sehr selten einen
todlichen Verlauf nimmt, kann man sehen, dass sich das Virus sehr stark an den Menschen als seinen Wirt
angepasst hat.

Infektionen mit Dengue-Viren koénnen asymptomatisch verlaufen oder undifferenziertes Fieber mit
grippedhnlichen Symptomen, also Denguefieber (DF), hervorrufen, ebenso wie hamorrhagisches Denguefieber
(DHF) oder das Dengue-Schock-Syndrom (DSS). Die WHO schétzt jahrlich 50 - 100 Mio. Erkrankungen weltweit,
wovon 250 - 500.000 die schwerere Verlaufsform, das hdamorrhagische Denguefieber, entwickeln. 90 % der
DHF-Erkrankungen kommen bei Kindern unter 15 Jahren vor und die Todesrate liegt im Alter von bis zu 1 Jahr
bei etwa 30 %. Zurzeit ist Dengue in 112 Landern der Welt endemisch. Bislang gibt es gegen die Erkrankung
weder eine Impfung noch eine spezifische antivirale Behandlung. Die einzige Moglichkeit, die Krankheit
einzuddmmen ist, den Ubertriger, also den Moskitovektor, zu bekdmpfen. Im Zeitraum von 1950 bis 1960
versuchte man als Pravention die Bekdmpfung von Miickenbrutplatzen. Dabei finden sich die Larven aber nicht
nur in stehenden Gewadssern, sondern auch in der Kanalisation, vorhandenen Grabensystemen sowie
unverschlossenen Wasserbehéltern (Brunnen, Zisternen, Kloaken). Aber auch Behélter und Abfall, in denen sich
Regenwasser sammelt (Eimer, Dosen, Autoreifen, Plastikfolien), reichen fir die Entwicklung der schnell
wachsenden Larve der Aedes-Miicke aus. Durch Verwendung von Insektiziden sowie das Trockenlegen von
Sumpfgebieten konnten voribergehend Erfolge verzeichnet werden. Diese wurden jedoch nicht weiter
verfolgt, da die damit verbundenen negativen Folgen fiir die Umwelt, wie die Insektizidbelastung und das
Aussterben anderer Insektenarten, zu gravierend waren. Da die Miicken jedoch schnell Resistenzen gegen die
eingesetzten Insektizide wie DDT bildeten, war klar, dass diese MaRnahmen langerfristig erfolglos geblieben
waren. Seit einiger Zeit wird ein nur die Larve angreifendes Insektizid eingesetzt, welches als dkologisch
vertraglich gilt und aus dem Bakterium Bacillus thuringiensis israelensis gewonnen wird. Seine Wirksamkeit ist
jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen. Ein weiteres biologisches Mittel zur Bekdmpfung des Ubertragers
Aedes aegypti ist Mesocyclops thermocyclopoides, ein in stehenden Tumpeln vorkommender tropischer
RuderfuRkrebs, der sich unter anderem von Stechmickenlarven ernahrt (Kay et al., 2005; Schaper et al., 2001).
Weitere einfache und wirksame MaRRnahmen sind die Gaben von Chlor oder Sand in Wasserreservoirs, wie
beispielsweise in die Untersetzer von Topfpflanzen. Denguefieber kann aber aktiv vermieden werden, wenn
man sich vor Miuckenstichen schiitzt. Prophylaktische MalRnahmen sind: Miickengitter, Moskitonetz und
bedeckende Kleidung, wobei unbedeckte Hautstellen unbedingt mit Repellentien behandelt werden sollten.

Das Denguefieber ist auch als Sieben-Tage-Fieber (DRG Research-Group Universitdit Minster) oder
Knochenbrecherfieber (wegen der starken Gliederschmerzen, die durch die Virusinfektion verursacht werden)
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bekannt. Die Herkunft des Namens ,Dengue” ist nicht eindeutig geklart. Verschiedene Quellen berichten, dass
das Wort ,Dengue” aus dem afrikanischen Sprachraum (Suaheli: Ka-dinga pepo) kommt und fiir einen
Krampfanfall steht, der von bésen Geistern ausgeldst wird (Duden; Herkunftsworterbuch). Eine andere
Hypothese besagt, dass sich das Wort aus dem Spanischen ableitet und mit Matzchen Ubersetzt werden kann.
Diese Bezeichnung deutet auf die schmerzbedingte, auffallig eigenartige Veranderung der Korperhaltung und
Verhaltensweise bei erkrankten Personen hin.

Wiéahrend des 19. Jahrhunderts wurde Dengue als sporadische Krankheit angesehen, die Epidemien nur in
langen Intervallen hervorruft. Die erste dokumentierte Epidemie verlief zwischen 1779 und 1780 gleichzeitig in
Asien, Afrika und Nordamerika, was eine mindestens 200 Jahre alte weltweite Verbreitung belegt. Die
Krankheit stammt urspriinglich aus Afrika und ist vor etwa 600 Jahren nach Asien eingeschleppt worden. Der
internationale Handel, wie beispielsweise Containerschiffe mit Obstimporten aus Afrika, das schnelle
Bevolkerungswachstum und die Urbanisierung ermoglichten es infizierten Mickenlarven, weitere
Infektionsgebiete zu eréffnen, in denen sie normalerweise nicht vorkamen. Auch in den Tropen infizierte
Reisende kénnen die Erkrankung in normalerweise sichere Gebiete einschleppen. Mittlerweile wird Dengue als
die wichtigste durch Moskitos Ubertragene Krankheit angesehen. DHF ist zum ersten Mal als offentliches
Gesundheitsrisiko in Erscheinung getreten, als 1954 eine Epidemie in Manila ausbrach, die sich auch in anderen
Landern der Region ausbreitete. Normalerweise dominiert ein Serotyp in einem Gebiet, bis eine erhdhte
Immunitit die Ubertragung einddmmt. AnschlieRend dominiert ein anderer Serotyp. DENV verdndert sich
genetisch wihrend der natiirlichen Ubertragung und so wurden signifikante biologische Unterschiede zwischen
Stammen des gleichen Serotyps gezeigt (Russell et al., 1972; Gubler et al., 1978).

1998 brach eine Pandemie mit Dengue-Virus Infektionen aus, wobei 1,2 Mio. Falle von DF und DHF aus 56
Landern weltweit gemeldet wurden. Die Weltbevolkerung wurde mit einem neuen Subtyp (Subtyp IIl) von
DENV-3 konfrontiert, welcher als erstes in Indien ausbrach. Von dort breitete er sich in die angrenzenden
Lander aus (Messer et al., 2003). Im Jahre 2002 wurde in Malaysia eine erste grolRe Epidemie mit 29.615 Fallen
erfasst, bei der rund 1.500 Patienten DHF entwickelten und 55 starben (Promed, 2002). So auch im Oktober
2005, als 160.000 Patienten in Stidamerika erkrankten, wovon 247 DHF entwickelten und 25 Opfer starben
(Labor Spiez, 2005). Im Jahre 2006 traten Epidemien des Fiebers sowohl in der Dominikanischen Republik als
auch in Kuba auf (Diario Libre, 2006). Nach verschiedenen Berichten wurden in Kuba besonders betroffene
Stadtteile von Havanna und vier Provinzen von den Gesundheitsbehérden zeitweise abgeriegelt. Es wurden
Hilfslazarette eingerichtet und Spezialeinheiten waren weit tber das lbliche MaR hinaus zur Bekdampfung der
Moskitos im Einsatz. Seit November wurden nur noch vereinzelte Fille bekannt. Es gab jedoch Berichte von
vermehrten hamorrhagischen Verldufen der Infektion. Eine Ursache kdnnte der mehrfache Wechsel des
vorherrschenden Serotyps auf Kuba sein (1977: Dengue-1, 1981: Dengue-2, 2001: Dengue-3) (Promed, 2006).
Anfang 2007 kam es in vielen sidamerikanischen Landern zu vermehrtem Auftreten von Denguefieber. Am 23.
Februar 2007 verhangte die Regierung von Paraguay, nach dem Ausbruch einer Denguefieber-Epidemie (nach
offiziellen Angaben mehr als 15.000 Erkrankte), fiir 60 Tage den Ausnahmezustand. Der an Paraguay grenzende
brasilianische Bundesstaat Mato Grosso do Sul verzeichnete 42.000 Krankheitsfélle (Anfang Méarz 2007). In
beiden Landern kam es zu mehreren Todesféllen, teilweise infolge von hdamorrhagischen Verlaufsformen der
Erkrankung. Zeitungsberichten (Folha de S. Paulo, 2008) zufolge sind im brasilianischen Bundesstaat Rio de
Janeiro die Zahlen der Infektionen und Todesfélle, insbesondere von Kindern, deutlich angestiegen und in den
ersten 4 Monaten dieses Jahres wurden bereits 131.250 Denguefille registriert, wovon 106 letale Folgen
hatten.

Obwohl Dengue-Viren nicht direkt von Mensch zu Mensch Gbertragbar sind und Primarinfektionen meistens
ohne Komplikationen ausgehen, kénnten Dengue-Viren, insbesondere in tropischen oder subtropischen
Regionen, Uber infizierte Micken gestreut werden. Somit wurden sie als potentieller biologischer Kampfstoff
eingestuft. Da vermutet wird, dass Stechmiickenweibchen die Dengue-Viren ihren Nachkommen weitergeben,
breitet sich das DF in feuchten, dicht bevélkerten Gebieten rapide aus. Als moglicher bioterroristischer Einsatz
von Dengue-Viren wird eine Epidemie im Jahre 1981 auf Kuba beschrieben. Dabei erkrankten in 5 Monaten
Uber 350.000 Personen an DF und DHF/DSS, wovon 158 verstarben. Zwar wurden vier Jahre zuvor ebenfalls
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Uber 400.000 Erkrankungen gemeldet, jedoch waren diese Uber das ganze Jahr verstreut und ohne
hamorrhagische Verlaufsformen. Der in Kuba isolierte Dengue-Virus Serotyp 2 wurde bis dahin allerdings nur
im Jahre 1924 in Neu Guinea nachgewiesen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das amerikanische Personal
der US-Militarbasis Guantanamo auf Kuba kurz vor der Epidemie mit Dengue-Viren des Serotyps 2 geimpft
wurde. Bereits 1982 publizierte das US Magazin ,Covert Action” einen Artikel, in dem der Verdacht
ausgesprochen wurde, die Epidemie in Kuba sei auf einen CIA-Anschlag zuriickzufiihren (Covert Action, 1982).
Dengue-Viren waren eine der mehr als ein dutzend Agentien, die die USA als potentielle biologische Waffe
untersuchten, bevor das nationale Programm fir Biowaffen eingestellt wurde (Chemical and Biological
Weapons, 2008).

Aufgrund der globalen Erwdrmung breitet sich das Denguefieber nunmehr auch in den gemaRigten Breiten aus.
Hauptverbreitungsgebiet sind heute Lateinamerika, Zentralafrika, Indien, Slidostasien, Teile des Pazifiks (u. a.
Neukaledonien) und der Stiiden der USA. Auch nach Europa wird das Fieber heute regelmaRig eingeschleppt.
Mit jahrlich etwa 100 - 200 eingeschleppten Féllen (7 % der Tropenriickkehrer mit Fieber) gehért Dengue zu
den haufigsten viralen Infektionen bei deutschen Urlaubern (Frank et al., 2004). Die meisten Dengue-Virus
Infektionen erfolgen bei Reisen in den asiatischen Raum (71 %) gefolgt von Amerika (22 %) und Afrika (7 %)
(RKI, 2008). Heute leben tber 2,5 Milliarden Menschen in den Risikogebieten der Tropen und Subtropen.

Obwohl sich die 4 Serotypen weltweit rapide verbreitet haben, dominieren in bestimmten Regionen gewisse
Subtypen oder deren Mischungen. Wahrend in Siidostasien und der Karibik alle vier Virustypen vertreten sind,
herrschen in Slidamerika die Serotypen 1, 2 und 4 vor. In Mittelamerika, in den USA und in Ostafrika sind die
Subtypen 2 und 3 am meisten vertreten und in Westafrika treten die Typen 1 und 2 auf, wahrend in der
Pazifikregion (Polynesien) Typ 2 sehr verbreitet ist. Die verschiedenen Serotypen zeigen dabei Unterschiede in
den AS-Sequenzen der E-Proteine, die eine Schlisselrolle bei schwereren Dengue-Infektionen spielen. Wahrend
einer primaren Infektion mit einem bestimmten Dengue-Subtyp werden vom Organismus Antikorper gebildet,
die fur diesen Subtyp spezifisch sind. Erfolgt nun eine Sekundarinfektion mit einem anderen Subtyp, binden
zwar aufgrund der dhnlichen AS-Sequenz beider Virustypen die AK auch an die Oberflache des zweiten Subtyps,
kénnen diesen aber nicht neutralisieren. Dabei bindet der Fc-Teil dieser AK an FcyRI- und FcyRIlI-tragende
Zellen, vor allem Makrophagen, was die Infektion dieser Zellen verstarkt (Littaua et al., 1990). Dadurch kénnen
Viruspartikel einfacher in Makrophagen eindringen und in ihnen replizieren. Diese Infektionsverstarkung tritt
allerdings nur bei subneutralisierenden Konzentrationen von Dengue-Antikorpern auf und wird als ,,Antibody
dependent enhancement” (ADE) bezeichnet.

Flr das Dengue-Virus sind bereits viele mogliche Rezeptoren vorgeschlagen worden. So ist Heparansulfat auf
der Zielzelle offensichtlich essentiell fiir das Binden des E-Proteins und beeinflusst somit die Infektivitdt (Chen
et al., 1997). Es wurden auBerdem LPS/CD14-bindende Proteine (Chen et al. 1998), multimere Proteinkomplexe
(Marianneau et al.,, 1996), andere Proteine (Salas-Benito et al., 1997; Ramos-Castaneda et al., 1997,
Sakoonwatanyoo et al,, 2006) und DC-Sign (Tassaneetrithep et al.,, 2003) als mogliche Rezeptoren
vorgeschlagen. In aktuellen Studien wird ein moglicher Rezeptor mit einer GroRe von 64 - 67 kDa diskutiert, der
durch die Proteine R 67 und R 64 vertreten sein soll (Mercado-Curiel et al., 2008).

Dengue-Viren gelangen durch den Stich einer infizierten Micke in den Organismus und infizieren bevorzugt
Makrophagen und dendritische Zellen, die sich in der lokalen Umgebung befinden. Diese bringen das Virus Gber
die Lymphbahnen zu den Lymphknoten, wo die Viren weitere Zielzellen wie Monozyten und B-Zellen vorfinden
und sich in ihnen replizieren. Neben den dendritischen Zellen sind Endothelzellen, B-Zellen, Mastzellen und
Knochenmarkzellen infizierbar (King et al., 2000; Ho et al., 2001; Huang et al., 2000). Die Inkubationsphase
dauert etwa 7 bis 10 Tage, wobei der Patient nach dieser Phase virdmisch ist. Dabei lassen sich 10® bis 10°
infektiose Partikel pro Milliliter Blut nachweisen, was durchschnittlich vier bis finf Tage anhalten kann.
Waihrend dieser Phase wird der Patient fiebrig und infektids. Danach erholt er sich oder entwickelt das DF, DHF
oder DSS (Malavige et al., 2004):

Undifferenziertes Fieber: Diese Erkrankung folgt normalerweise einer Primarinfektion, kann aber auch bei
sekundaren Infektionen auftreten. Klinisch ist sie nicht von anderen viralen Infektionen unterscheidbar.
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Denguefieber (DF): Denguefieber tritt wahrend primaren und sekunddren Infektionen auf. Dabei treten
plotzlich hohes Fieber (40 - 41 °C), starke Kopf- und Gelenkschmerzen (charakteristisch sind Riickenschmerzen),
Appetitlosigkeit und abdominale Schmerzen auf. Das Fieber kann 6 - 7 Tage anhalten (Narayanan et al., 2002)
und kann auBerdem einen biphasischen Verlauf nehmen. Dabei steigt das Fieber die ersten 3 - 4 Tage hoch an,
sinkt in den folgenden 2 Tagen unter starkem Schwitzen und steigt am 7.Tag wieder stark an. Insgesamt
verlauft das DF relativ mild (manchmal langwierig) und heilt ohne Komplikationen aus. In sehr seltenen Fallen
entwickelt eine Primarinfektion ein hdmorrhagisches Denguefieber (DHF). Die Infektion mit einem Serotyp
hinterldsst eine lebenslange serotypenspezifische Immunitat. Eine Sekundarinfektion mit einem anderen
Dengue-Serotyp kann mit einer hundertmal héheren Wahrscheinlichkeit (als bei einer Primarinfektion) DHF
ausldsen.

Hamorrhagisches Denguefieber (DHF): DHF tritt normalerweise nach sekundaren Infektionen auf, folgt aber
vor allem in Kindern unter 1 Jahr auch gelegentlich priméaren Infektionen. Bei diesen Kindern wird die Infektion
vermutlich durch maternal erworbene Dengue-Antikoérper verstarkt (Martinez et al.,, 1993). DHF ist
charakterisiert durch schnell ansteigendes hohes Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, Erbrechen, Atemnot und
Kreislaufversagen. Bereits 2 bis 6 Tage nach Krankheitsbeginn leitet ein plotzlicher Fieberabfall die
Hamorrhagien besonders in Haut und Schleimhauten ein. Dabei wird die Durchlassigkeit der BlutgefaBwande
erhoéht und es kommt auch im oberen Teil des Gastrointestinaltrakts zu unkontrollierten Blutungen. An diesem
Punkt erholt sich der Patient, weil das Fieber plotzlich sinkt oder es kommt zum Dengue-Schock-Syndrom.

Dengue-Schock-Syndrom (DSS): Durch den Austritt von Blutplasma in die Kérperhdhlen kann sich das Dengue-
Schock-Syndrom entwickeln, eine schwere Form des DHF. 2,5 bis 5% der Sekunddrerkrankungen 16sen DHF
bzw. DSS aus. Die Letalitat liegt zwischen 10 % und 50 %, wobei der Wert bei Kleinkindern besonders hoch ist.
Der Verlust des Blutplasmas ist assoziiert mit einer fleckigen Haut, Zyanose und Kreislaufbeschwerden. Ein
langer anhaltender Schockzustand wird haufig von einem Absinken des pH-Wertes im Korper begleitet, was zu
einer intravaskularer Gerinnung fiihrt, die wiederum eine massive Hamorrhagie hervorruft. Das Dengue-
Schock-Syndrom wird gelegentlich auch von Enzephalopathien begleitet.
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1.4 Biologie des Dengue-Virus

1.4.1 Taxonomie

Das Dengue-Virus ist ein behilltes einzelstrangiges (+)-Strang-RNA-Virus, welches zur Gattung Flavivirus und
zur Familie der Flaviviridae gehort. Diese enthdlt drei Genera: Flaviviren, Pestiviren und Hepaciviren. Zum
Genus der Flaviviren gehort auler dem Gelbfiebervirus eine Reihe von humanpathogenen Erregern, die durch
Insekten Ubertragen werden, weshalb sie auch in die Familie der Arboviren (Arthropode-born viruses)
untergliedert werden. Voraussetzung fiir die Ubertragung von Viren durch Arthropoden ist, dass sie bestimmte
Organe wie die Epithelzellen des Darmes oder der Speicheldriisen infizieren kénnen, da allein die Aufnahme
von infektiosem Blut nicht ausreicht. Daher miissen diese Viren sowohl in Insekten- als auch in Sdugetierzellen
replizieren kdnnen. Die Erreger der Gattung Flavivirus rufen sowohl beim Menschen, als auch beim Tier eine
Vielzahl an Virusinfektionen hervor. Hierzu zdhlen u. a. das Gelbfieber, das Denguefieber, die Frihsommer-
Meningoenzephalitis (FSME), das West-Nil-Fieber, die Louping Ill, die Wesselsbron-Krankheit (Schafe, Ziegen)
und die japanische B-Enzephalitis (Vogel, Schweine und Menschen).

Beim Dengue-Virus gibt es vier Serotypen: DENV 1, DENV 2, DENV 3 und DENV 4. Diese Viren sind genetisch
sehr eng miteinander verwandt, und es treten Kreuzreaktionen in serologischen Tests auf.

Bislang einzige Vertreter der Hepaciviren ist das Hepatitis-C-Virus, das die Hepatitis C beim Mensch hervorruft
und das sehr nah verwandte Hepatitis-G-Virus. Da seine AS-Sequenz des Polyproteins aber zu 28 % dem des
Hepatitis-C-Virus gleicht und zu 20 % dem Gelbfiebervirus, ist noch unklar, welchem Genus es zuzuordnen ist.

Die Viren der Gattung Pestivirus spielen ausschlieRlich bei Tieren als Krankheitserreger eine Rolle. Hierzu zahlt
u. a. das BVD/MD-Virus (Bovine Virusdiarrho; Mucosal Disease) und die Border disease der Schafe.

1.4.2 Morphologie

Alle Vertreter dieser Familie sind mit einer Hillmembran umgeben und haben eine GréRe zwischen 40 - 50 nm.
Flaviviren besitzen ein isometrisches, spharisches Capsid mit einem Durchmesser von 30 - 35 nm, das nur aus
dem viralen, stark basischen Coreprotein (C) besteht. Dieses ist mit der positiven, einzelstrangigen und 10,7 kb
groBen RNA komplexiert und bildet so das Nukleocapsid, welches von einer Hiillmembran umgeben ist, in die
die beiden Oberflachenproteine, das Envelopeprotein (E) und das Membranprotein (M), eingelagert sind. Dabei
liegen 90 E-Proteindimere in einer parallelen Konformation zur Membran und an der Innenseite der Lipidhiille
sind genau 180 M-Proteine lokalisiert (Kuhn et al., 2002) (siehe Abbildung 1.4.2.1 A und B). Im Jahre 1944
identifizierten Albert Sabin und J. Schlesinger die ersten Dengue-Virus Partikel aus Blut von infizierten Soldaten.

Hullmamibran

RNA-Genom :
- M-Proten

Abbildung 1.4.2.1: (A) Aufbau eines Dengue-Virus Partikels (Molekulare Virologie; S. Modrow); (B) Elektronenmikros-
kopische Aufnahme von DENV 2 Partikeln in einer 5 Tage alten Gewebeinfektion (VergroRerung: 123.000fach; CDC).
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1.4.3 Genomaufbau

Das Genom der Dengue-Viren ist ein 10,7 kb langes Molekil aus einzelstrangiger, unsegmentierter RNA in
Plusstrangorientierung. Sie besitzt einen groBen offenen Leserahmen und kann in der Wirtszelle direkt als
MRNA wirken - sie ist somit infektids. Das Genom enthélt auBerdem kurze untranslatierte Regionen am 3’- und
5’- Ende, eine Capstruktur am 5’- Ende und einen nicht polyadenylierten 3’-Terminus. An diesem sind jedoch
Bereiche adenosinreicher Basenfolgen variabler Lange lokalisiert. AuBerdem findet mit dem Genom als Matrize
die Synthese eines ca. 3.400 AS langen Vorlauferproteins statt, das im Infektionsverlauf in die einzelnen
Komponenten gespalten wird.

Das Genom kodiert fiir 3 Strukturproteine am aminoterminalen Ende in der Reihenfolge Capsid (C-), prM- als
Vorlauferproteine des M-Proteins und das Envelope-Protein (E) (Bell et al., 1985). Daran schlieRen sich die
Sequenzfolgen der 7 Nicht-Strukturproteine an (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b und NS5) (siehe
Abbildung 1.4.3.1).

0 kb LEkk 2 kb 3kb 4 kb 5 kb 6 kb 7 kb kb 9 kb 10 kb 11 kb
Genomische _| | | | | | | | | | | |

+RMA
Translation
A
Proteine EI‘I\!Eli:I]IJE— MS NSB‘ NS M55
Protein 28 (RN A-Helikase) 48 {RNA-Polymerase)
I
Capsid  prM NS2B NS4A

Abbildung 1.4.3.1: Dengue-Virus Genom mit Struktur- (prM-, Capsid-, Envelope-Protein) und Nichtstrukturproteinen
(NS1-5).

Nach Aufnahme des Virus in die Zelle interagiert das 5’-Ende des Genoms mit zelluldren Ribosomen-
untereinheiten. Diese Aufgabe Ubernimmt im Falle des Dengue-Virus die 5’-Cap-Struktur, die sich an
Komponenten des Cap-Binding-Komplexes bindet und Interaktion mit den Ribosomen vermittelt.

Die kompletten Sequenzen der Genome aller vier Serotypen sind bekannt (Fu et al., 1992, Hahn et al., 1988;
Osatomi et al., 1990; Mackow et al., 1987).

1.4.4 Funktion der Flavivirus Hiillproteine

Das RNA-Genom der Flaviviren besitzt ein grofRes offenes Leseraster, das fir ein ca.3.400 AS langes
Vorlauferpolyprotein kodiert.

Das Vorlauferpolyprotein wird in die einzelnen, funktionell aktiven Bestandteile durch umfangreiche co-
translationale und post-translationale proteolytische Prozessierungen gespalten. Dies erfolgt zum Teil durch
eine zellulare Signalase, die assoziiert mit der ER-Membran vorliegt. Sie hat im zelluldren Stoffwechsel die
Aufgabe der Spaltung von Signalpeptiden an aminoterminalen Enden von am ER translatierten Proteinen. Die
Spaltung generiert die primare AS Sequenz der reifen Strukturproteine prM und E, sowie den Aminoterminus
des Nichtstrukturproteins NS1, wobei am Ubergang des E- und NS1-Proteins gespalten wird. Der
aminoterminale Teil des Polyproteins wird als verankertes C-Protein entlassen, welches mit der Membran des
rauen ER assoziiert ist. Das membranassoziierte C-Protein wird durch Entfernung des carboxyterminalen
hydrophoben Segments in ein reifesC-Protein umgewandelt. Flr alle weiteren Prozessierungen sind die viralen
Proteasen verantwortlich. Die im NS2-Protein vorhandene proteolytische Aktivitdt schneidet zwischen NS2-
und NS3-Stellen, wahrend die NS3-Protease dann abschlieRend alle weiteren Spaltungen vollzieht.
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Das prM-Protein ist eines der zwei Membranglykoproteine und der Vorldaufer des sehr kleinen, in der
Virusmembran verankerten M-Proteins. Das prM-Protein hat ein Molekulargewicht von 22 kDa, wahrend das
kleinere M-Protein lediglich ein Molekulargewicht von 7-9kDa aufweist. Das prM-Protein ist an
Asparaginresten glykosyliert. Am Ende der Virusreifung wird der aminoterminale Anteil des prM-Proteins
wahrend der Passage durch den Golgi-Apparat durch eine furindhnliche, zelluldre Protease (Signalase)
abgespalten. Das reife M-Protein ist somit ausschlieBlich in den reifen extrazelluldren Virionen vorhanden.

Als zweites Membranglykoprotein ist das E-Protein in der Virushiille verankert. Sein Molekulargewicht betragt
51-60kDa, es liegt als Homodimer (Abbildung 1.4.4.1B) vor und ist Gber eine hydrophobe AS-Folge im
carboxyterminalen Bereich mit der Membran verankert. Dort liegt es flach auf und bestimmt aufgrund der
durch die Proteinfaltung bedingten Krimmung die GroRRe des Partikels. Seine Aufgabe ist es, die Adsorption an
die Zielzelle zu vermitteln. Zusatzlich ist es fir die hamagglutinierenden Eigenschaften der Flaviviren
verantwortlich. Wahrend einer Infektion fiihrt die Anwesenheit von E-Proteinen zu einer Induktion von
neutralisierenden Antikérpern (AK) und zur allgemeinen Immunantwort (Guzman et al., 1996), die vor einer
Neuinfektion mit dem gleichen Serotyp schiitzen.

Das E-Protein wurde intensiv untersucht, da es bei der Pathogenese eine Schlisselstellung innehalt und es
besitzt 37 % Sequenzidentitdt mit dem E-Protein des Tick-born Enzephalitis-Virus (TBE). Beide Proteine besitzen
eine Liganden-Bindungstasche (Modis et al., 2003) und drei Antigendomanen (I, Il und Ill) die von ca. 500 AS
(Mandl et al, 1989) gebildet werden, wobei Domanell (AS50-130 und 185-300) eine lineare
diskontinuierliche Dimerisations-Domane ist und auBerdem das Fusionspeptid enthalt. Domane | (AS 130 - 185)
wird strukturell durch 5 Disulfidbriicken stabilisiert und enthélt vor allem virusneutralisierende Epitope.
Domane Ill (AS 300 - 400) hat zwischen dem Cystein 11 und 12 eine Disulfidbindung, die entscheidend an der
Antigenitat dieser Domane beteiligt ist (Advances in Virus Research, 2005). Alle drei Doméanen bilden den Kopf
des E-Proteins (siehe Abbildung 1.4.4.1 A), wobei die AS 400 - 500 einen Schwanz mit einem 50 AS langen
hydrophoben Ende formen. Mit dieser Region, die nicht wie bei den Paramyxoviren einen zytoplasmatischen
Schwanz darstellt, wird das E-Protein auch mit Hilfe der Tramsmembranhelices der M-Proteine in der
Virionhdille verankert.

5. 9

Abbildung 1.4.4.1: Struktur des E-Glykoproteins. Die Abbildung zeigt den homodimeren Proteinkomplex in Seitenansicht (A)
und in Aufsicht (B). Der Stamm und die Transmembranhelices der E- (E-H1, E-H2, E-T1 und E-T2) und M-Proteine (M-H, M-
T1 und M-T2) sind in blau und gelb gezeigt. Farbliche Markierung: Doméne | (rot), Domane Il (gelb), Domane Il (blau) (nach
Mukhopadhyay et al., 2005).
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Bei umbhiillten Viren erfolgt entweder eine pH-unabhangige Fusion der viralen Hillmembran mit der
Plasmamembran (wie beispielsweise bei den Paramyxoviren) oder eine pH-abhdngige Fusion nach der
Endozytose (Skehel und Wiley, 2000).

So bendtigen Flaviviren eine Konformationsdanderung im Fusionsprotein durch sauren pH. Damit kann erst nach
der Virusaufnahme im sauren Milieu der Endosomen die Membranfusion erfolgen und das Genom in das
Zytoplasma entlassen werden (Marsh und Helenius, 1989). Der Viruseintritt mittels Endozytose bietet
eindeutige Vorteile: so werden Viren z. B. nur von Zellen mit aktivem Membrantransport aufgenommen, es gibt
also keine ,,Dead end“-Infektion. Auch verbleiben nach der Aufnahme des Viruspartikels keine Virusproteine
auf der Zelloberfliche und das Risiko der Detektion durch das Immunsystem sinkt. Letztlich werden die
internalisierten Viruspartikel in den Endozytosevesikeln schnell und effizient Gber den Zellkortex aus
Aktinfilamenten und durch das Zytoplasma bis in die Region transportiert, die fiir die Virusreplikation essentiell
ist.

Dengue-Viren kénnen neben der direkten Wechselwirkung der viralen Membranproteine mit definierten
Zelloberflaichenkomponenten auch einen zweiten Weg nutzen, um an die Zelle zu binden und aufgenommen zu
werden. Dieser ist abhangig von dem Vorhandensein subneutralisierender, virusspezifischer oder
typlibergreifender, virusgruppenspezifischer Antikorper. Dabei gibt es besonders an bestimmte Doménen des
E-Proteins bindende AK, die alle vier Serotypen erkennen koénnen. So koénnen Antikérper an bestimmte
Viruspartikel binden und der Fc-Teil anschliefend von Makrophagen oder Monozyten erkannt werden (Littaua
et al., 1990), wodurch die Virusaufnahme vermittelt wird.

Nach der Adsorption an die Zelloberflaiche wird das Virus endozytiert und liegt in einem Membranvesikel im
Zytoplasma der Zelle vor. Um aus diesem entlassen zu werden, macht sich das Virus die Ansduerung lber eine
ATP-abhingige H*-lonenpumpe, die Bestandteil der Vesikelmembran ist, im Innern des Endosoms zunutze. Als
Folge kommt es zur Verschmelzung von Virus- und Zellmembran des Endosoms, wobei das E-Protein aktiv
beteiligt ist, und das Capsid gelangt ins Zytoplasma. Da die virale RNA einer mRNA entspricht, kann diese sofort
in ein Polyprotein translatiert werden. Dazu interagiert das 5’-Ende mit der 5'Cap-Struktur des viralen Genoms
mit dem Cap-binding-complex der zelluldren Ribosomenuntereinheiten. Nun kann die Translation beginnen, bis
das C-Protein im aminoterminalen Bereich des Vorlduferproteins vorliegt. Es folgt eine kurze Unterbrechung
des Translationsprozesses, da die hydrophobe Domédne im carboxyterminalen Bereich wie ein Singalpeptid
wirkt und mit dem Signal recognition particle, einem Komplex aus zelluldren Polypeptiden und 5S-RNA,
interagiert. Dies bewirkt, dass der Translationskomplex an die Membran des ER verlagert wird, wo die
wachsende Aminosdurekette durchgeschleust wird und sich die Transmembrandoméanen des prM- und E-
Proteins des Polyproteins co-translational in dieser verankern. Anschliefend fiihren die zelluldren Signalasen
des ER die Spaltung zwischen den C-, prM-, E- und NS1-Untereinheiten durch. Alle anderen Prozessierungen im
Bereich der Nichtstrukturproteine werden durch das NS3-Protein durchgefiihrt, das zusammen mit NS2B als
Protease wirkt. Da das Polyprotein zuvor in die ER-Membarn eingelagert wurde, bleiben vermutlich alle
Virusproteine damit assoziiert. Somit laufen auch alle weiteren Schritte im Infektionszyklus in rdumlicher Nahe
dieses Zellkompartiments.

Da in der Membran des ER C-, prM- und E-Virusstrukturproteine in hohen Konzentrationen eingelagert sind,
kommt es nach Anlagerung von genomischen, viralen RNAs zur Ausstiilpung der Membran (Budding) in das ER-
Lumen und zur abschlieBenden Abschnirung der Virionen. Wahrend des Transports in Golgivesikeln kommt es
zur Glykosylierung der Membranproteine. AufRerdem wird das prM-Protein durch furindhnliche Enzyme
gespalten und zum M-Protein prozessiert. Somit kénnen durch den Verlust des aminoterminalen Proteinendes
reife Virionen aus der Zelle durch Fusion der Golgivesikel mit der Zytoplasmamembran freigesetzt werden.
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1.5 Klasse I- und lI-Fusionsproteine

Behiillte Viren sind auf die Fusionsproteine in ihrer Hiillmembran angewiesen, um die Fusion zwischen Virus-
und Wirtszellmembran zu vermitteln. Dieser Schllsselschritt beim Viruseintritt sorgt daflr, dass das virale
Genom fir die Replikation ins Zytoplasma entlassen werden kann.

Es sind bisher zwei Mechanismen der Virusfusion bekannt, die in die Klasse |- und IlI-Mechanismen eingeteilt
werden. Klasse I-Mechanismen finden bei Viren statt, deren Fusionsproteinstruktur durch eine coiled-coil o-
Helix-Faltung bestimmt wird, wie beispielswiese dem Fusionsprotein F der Paramyxoviren (Dutch et al., 1999),
den Hillproteinen der Retroviren oder dem HA-Protein der Orthomyxoviren. Im Vergleich dazu werden
Klasse II-Mechanismen der viralen Fusion nur bei Viren beobachtet, deren Hullproteine von einer R-
Faltblattstruktur dominiert werden, wie dies beispielsweise in der Familie der Flaviviren oder der Alphaviren
der Fall ist (Kilian et al., 2006; Hammar et al., 2004).

Klasse I-Proteine sind rechtwinklig zur Oberflache der Hiillmembran angeordnet und eine hochkonservierte
Fusionspeptid-Sequenz ist in der Nahe des NH,-Terminus des Fusionsproteins lokalisiert (siehe
Abbildung 1.5.1). Sie variieren in ihrer Ldnge und Sequenz innerhalb der Klasse |-Proteine, haben aber eine sehr
dhnliche, lGbergreifende Struktur. Sie bilden trimere Spikes in ihrer urspriinglichen, stabilen Konformation auf
der Virionoberflache. Die postfusionale Konformation ist meist eine haarnadelschleifendhnliche Struktur, in der
das Fusionspeptid und der Membrananker (in der Ndhe des C-Terminus) nebeneinander gestellt sind.

Klasse ll-Fusionsproteine haben einen anderen Aufbau als Klasse I-Proteine. Das Hullprotein der Flavi- und
Alphaviren liegt tangential an der Virushlllmembran an und das Fusionspeptid befindet sich innerhalb der
Sequenz des E-Proteins zwischen zwei B-Faltblattstrukturen (siehe Abbildung 1.5.1). Dabei besitzt das E-Protein
drei Domanen, die als strukturelle zentrale aminoterminale Domane |, als Dimerisationsdomane Il und als
carboxyterminale Ig-dhnliche Domane Ill bezeichnet werden. Die E-Proteine werden als metastabile Form in
einem Komplex mit einem zweiten viralen Oberflachenprotein, einer Art Chaperon, synthetisiert. Bei den
Flaviviren handelt es sich um das prM-Protein, das dann durch seine proteolytische Spaltung (anstatt der
proteolytischen Spaltung des Fusionsproteins selbst wie bei Klasse |-Proteinen) die Energiebarriere zwischen
dem metastabilen Dimer auf der viralen Oberfliche und dem sehr stabilen in die Zielzellmembran inserierten
Homotrimer herabsetzt, um so die Membranfusion einzuleiten (Stiasny et al., 1996). Bei allen drei Doméanen
finden sich B-Faltblattstrukturen (Rey et al., 1995) und auch hier sind sich die Proteine der Klasse Il strukturell
unter den verschiedenen Virusfamilien sehr &ahnlich (Lescar et al., 2001; Kuhn et al.,, 2002). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die Erforschung struktureller Umordnungen wahrend der Reifung und Fusion zu
einem besseren Verstdndnis des Eintrittsprozesses bei Klasse lI-Poteinen fiihrte (Bressanelli et al., 2004; Modis
et al., 2003 und 2004; Rey, 2003).

Obwohl also die Proteine der Klasse | und Il anfanglich Unterschiede in ihrer strukturellen Konformation und
auf genetischer Ebene zeigen, schaffen es dennoch beide, durch ihre Strukturen die Membranfusion zu lenken
und dabei gleiche physikalische Prinzipien anzuwenden. Dabei wird zundchst durch Exposition einer
Fusionsschleife diese in die Wirtszellmembran integriert, wobei hydrophobe Reste als eine Art Anker fungieren,
die nur teilweise in den duleren Bilayer der Membran eindringen. Das darauf folgende Zuriickklappen des
Fusionsproteins, das durch eine Umordnung der a-helikalen Doménen, und nicht durch eine Rickfaltung der
Sekundarstruktur zustande kommt, richtet die C-terminale Transmembrandomane auf die exponierte N-
terminale Fusionsschleife des Fusionspeptids aus, die am gleichen Ende aller bisher bekannten Fusionsproteine
lokalisiert ist (Schibli und Weissenhorn, 2004; Weissenhorn et al., 2007; Carr et al., 1993; Wilson et al., 1981).
Dadurch entsteht geniligend Energie, um die Wirtszell- und die Virusmembran aneinander zu ziehen, was
schlieflich zur Membranfusion fiihrt. Bei Klasse-lI-Proteinen wird das Zurtickklappen durch den reduzierten pH
im Endosom induziert und ist von der Zusammenlagerung der Fusionsmonomere in Trimere begleitet. Die
Konformationsunterschiede der Klasse I- und Il-Proteine konnten darauf hinweisen, dass die Protein- und
Membran-Restrukturierung auf unterschiedlichen Wegen ablaufen. Andererseits lieRen die Ahnlichkeiten in
den postfusionalen Strukturen vermuten, dass Gemeinsamkeiten in den Fusionswegen durchaus méglich sind
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(Gibbons et al., 2004; Modis et al., 2004). Letztlich wurde in Untersuchungen mit dem Dengue-E-Protein
(Klasse Il) und dem HA-Protein (Klassel) von Influenza gezeigt, dass diese Proteine &dhnliche Wege der
Membranfusion katalysieren. Dabei ist die Fusion mechanistisch an den Ubergang von einer erweiterten,
homotrimeren und in beiden Membranen verankerten Konformation in eine postfusionale Haarnadelschleife
gekoppelt. AuBerdem kann es zu lateralen Interaktionen zwischen benachbarten Fusionsproteinen, die bereits
eine Haarnadelschleife ausgebildet haben, kommen (Gibbons et al., 2004; Chernomordik und Kozlov, 2004;
Plonsky und Zimmerberg, 1996; Zaitseva et al., 2005). Folglich unterscheiden sich Klasse-I und Il-Proteine zwar
drastisch in ihrer anfanglichen Struktur, liegen aber nach Aktivierung in dhnlichen Konformationszustdnden vor.
Unter Verwendung von suboptimalen pH-Werten und Fusionsinhibitoren konnte gezeigt werden, dass das E1-
Intermediat der Flaviviren die gleiche Zusammenstellung an Fusionsintermediaten etabliert, wie dies beim HA-
Protein der Influenzaviren der Fall ist. Wahrend nur ein spezifisches Intermediat fir das E-Protein allein
gefunden wurde, ist der zweite Unterschied, dass das E-Protein erst nach einer Ansduerung funktionale
Homotrimere, im Gegensatz zur urspriinglichen, homotrimeren Form der HA-Proteine, bildet (Zaitseva et al.,
2005).

Die Konformationsanderungen, die von Klasse I-Fusionsproteinen durchlaufen werden, wurden bereits in vielen
Experimenten aufgeschliisselt, indem man die Fusion verlangsamte, sie in verschiedenen Stadien durch
genetisch modifizierte Proteine blockierte oder Inhibitoren verwendete (Lambert et al., 1996; lorio und Mahon
2008; Wild und Buckland et al.,, 1997; Richardson und Choppin, 1983). Im Vergleich dazu sind die
unterschiedlichen Anderungen der Konformation von Klasse lI-Proteinen ebenso vielfach erforscht (Smit et al.,
1999, Mclnerney et al., 2004; Staufler et al., 2008; Harrison, 2008) und immer noch Gegenstand aktueller
Untersuchungen. Dabei ist die Art der Fusion, die von Klasse II-Proteinen vermittelt wird, signifikant schneller
und weniger sensitiv gegeniiber einer Temperaturerniedrigung (Corver et al., 2000).

Fusions- Heptad Heptad Zytoplasmatische
F2 peptid repeat 1 F1 repeat 2 Doméne
NH, | i : I COOH
I Transmembran
B Domane
Ahnlich bei: Retroviren, Paramyxoviren, Orthomyxoviren, Filoviren
Internes
R Transmembran
Fusions- .
. Domane
peptid
Dl DIl Dl Dl DI Dl
COOH
prM
Ahnlich bei: Flaviviren, Alphaviren I
F1, FZ = F-Protein Aktivierung durch DI-D Ill = Proteindomdnen der
Untereinheiten proteolytische Spaltung Flavi- und Alphaviren

Abbildung 1.5.1: Schematischer Aufbau der Fusionsproteine der Klasse | und Il. Bei Flaviviren befindet sich das Fusionpeptid
innerhalb der Sequenz des E-Proteins, wahrend es bei Paramyxoviren am aminoterminalen Ende lokalisiert ist.
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1.6 Chemotherapeutische antivirale Ansatze

Prinzipiell kann eine Infektion durch Substanzen, die das ,Attachment” oder die Fusion verhindert oder
blockiert, in bestimmten MalRen gehemmt werden. Die bisher erforschten Konformationsintermediate und -
stadien der viralen Fusionsproteine sind essentiell fir die Vermittlung der Membranfusion von Virion und
Zielzelle und der damit verbundenen Virusinfektion. Nach der initialen Faltung und der Prozessierung werden
die Proteine bis zum Zusammenbau im Virion und der Virusabgabe in die Umgebung in einem metastabilen
Zustand gehalten. Natiirlich kdnnen gerade solche Stadien als Ziele fir die Entwicklung von kleinen
inhibitorischen Molekilen, Antikoérpern oder Peptiden dienen. Peptide, die beispielsweise bei Klasse I-
Proteinen Teile der a-Helices nachahmen, inhibieren die strukturelle Umordnung des Fusionsproteins und der
anschlieRenden Virusinfektion. 1990 zeigte Qureshi et al., dass ein Peptid, das eines der beiden Helices der HIV-
1-Transmembrandoméanen imitierte, die Infektiositat blockieren konnte. Kurz darauf wurde das anti-HIV1-
Medikament FuzeonTM, auf Basis des Inhibitors T-20 (Enfurvitide; Trimeris, Inc), sowie andere N-und C-helikale
Inhibitorpeptide entwickelt und zugelassen (Wild et al., 1993 und 1994; Kilby et al., 1998; Hardy und Skolnik,
2004). T-20 wird erfolgreich als ein Therapeutikum gegen HIV-1-Infektionen eingesetzt, was das Konzept der
Therapieentwicklung unterstitzt, die auf der Aufklarung viraler Fusionsmechanismen und dem Gebrauch von
Peptiden als antivirale Agentien basiert. AuBerdem wurde auch in anderen Virenfamilien, wie den
Orthomyxoviren, Filoviren, Paramyxoviren, Herpesviren und den Coronaviren nach inhibitorischen Peptiden,
die die Struktur von Fusionsproteinen nachahmen und damit infektionshemmend auf den Viruseintritt wirken,
gesucht (Lambert et al., 1996; Young et al., 1999; Watanabe et al., 2000; Bosch et al., 2003; Bultmann et al.,
2002; Okazaki et al., 2004; Yao et al., 1996). Interessanterweise konnte 1997 das Fusionsprotein des New-
Castle-Disease-Virus (NDV) charakterisiert und ein Peptid entwickelt werden, das aus einer Sequenz der Leucin-
Zipper-Region (Heptad-Repeat-Region 2; siehe Abbildung 1.5.1) stammte. Dieser Inhibitor konnte jedoch nicht
beim Viruseintritt, sondern bei der vom Virus induzierten Zell-Zellfusion hemmen. Nach weiteren Unter-
suchungen wurde festgestellt, dass das Peptid eine Helix bildet, an der die Leucin-Reste nur auf einer Seite
lokalisiert waren (Young et al., 1997). Zur gleichen Zeit wurden Peptide verdffentlicht, die ebenfalls mit der
Leucin-Zipper-Region (AS 455-490) Ubereinstimmten und bei MV die Fusion hemmen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass weder die Synthese noch der Transport von F an die Zellmembran, noch das Andocken des Virus
an die Zelle unterbrochen, sondern der Viruseintritt in die Zelle inhibiert wurde (Wild und Buckland, 1997).

1993 wurde aufgrund der Annahme, dass Fusionsproteine der Klasse | sehr dhnliche Strukturen aufweisen, ein
fusionsinhibierendes Peptid gegen eine Doméane im F;-Protein der Paramyxoviren entwickelt, das analog zu
einem Inhibitor gegen die Domane DP-178 des HIV-1 gp41-Proteins gestaltet wurde (Lambert et al., 1996).
Einige Jahre spater konnte eine strukturelle Mikrodoméane im F-Protein identifiziert werden, die innerhalb der
Familie der Paramyxoviren stark konserviert ist. Daher wurde templatebasierend ein kleines Molekil
entwickelt, dass die glykoproteininduzierte Fusion des MV spezifisch hemmt, indem das durch das F-Protein
induzierte Verschmelzen der Membranen unterbunden wird (Plemper et al., 2003 und 2005). Weiterhin
wurden aus einer Genbank von 137.500 potentiellen Inhibitorkandidaten 11 Inhibitoren gefunden, die den
Viruseintritt hemmen und 24, die die MV-Infektion erst nach dem Zelleintritt im viralen Lebenszyklus hemmen
konnten. Dabei wurden in Experimenten mit verschiedenen Stellvertretern der Paramyxoviren drei Aktivitats-
schemata festgestellt: einige der Inhibitoren bestanden aus exklusiven MV-spezifischen Blockern, weitere
fungierten als Inhibitoren von MV und verwandten Viren desselben Genus, wie CDV, und wieder andere
Inhibitoren besalRen eine gréRere Reichweite, so dass sie in der gesamten Unterfamilie der Paramyxovirinae
angewendet werden konnten (Yoon et al., 2008).

Ein Impfstoff gegen NiV steht zurzeit noch nicht zur Verfligung. Daher ist es umso wichtiger, potentielle
Inhibitoren gegen das Nipah-Virus zu untersuchen und zu identifizieren, um dadurch mogliche
Medikamentenentwicklungen voranzutreiben. Da das Nipah-Virus ein schweres Krankheitsbild hervorruft,
scheinen Ansdtze zur Entwicklung antiviraler Agentien mehr als sinnvoll. Es konnte bei Gabe des
Basenanalogons Ribavirin eine Reduktion der Mortalitdt um 36 % beobachtet werden (Chong et al., 2001). Erst
kirzlich wurden die Struktur und die Konformationsdnderungen des F-Proteins bei der Fusion von Virus- mit
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der Zellmembran untersucht und dabei eine postfusionale6-Helixbiindel-Struktur identifiziert. So konnte
gezeigt werden, dass ein Inhibitor, der urspriinglich gegen das F-Protein des humanen Parainfluenza-Virus 3
(hPIV3) synthetisiert wurde, sogar effektiver den durch das Hendra-Virus-(HeV)-Glykoprotein vermittelten
Viruseintritt in pseudotypisierten HeV verhinderte als Peptide, die von HeV abgeleitet wurden (Porotto et al.,
2006). Peptide, die aus Heptad-repeat-Region A (HRA) und Heptad-repeat-Region B (HRB) Regionen des
F-Proteins abgeleitet wurden und mit F- Fusionsintermediaten wechselwirken, sind generell Kandidaten fir die
Hemmung des Viruseintritts und der Fusion (Bossart et al., 2006; Russell et al., 2001; Lambert et al., 1996;
Rapaport et al., 1995; Yao et al., 1996). Vermutlich binden dabei von HRA-abgeleitete Peptide HRB in einem
friihen Konformationsintermediat des F-Proteins und von HRB-abstammende Substanzen ein Vorstadium eines
Haarnadelintermediats (Russell et al., 2001 und 2003). In beiden Fallen verhindert das Binden der HR-
abgeleiteten Substanz die Ausbildung der Haarnadelschleife, die notwendig fiir die Membranfusion ist (Melikyan
et al., 2000; Russell et al., 2001). HRB-abgeleitete Peptide sind meist kiirzer, besser l6slich und ca. 1.000 Mal
potenter als Peptide, die von der HRA-Region abstammen (Eckert et al., 2001). Weitere c-terminal abgeleitete
HR-Regionen entsprechende Peptide konnten als erfolgsversprechende Fusionsinhibitoren getestet werden
(Bossart et al., 2002). Diese wurden durch Weiterentwicklungen gekiirzt und verschiedenartig modifiziert, was
zu hoherer Loslichkeit und besserer Ausbeute, und meist auch zu gleicher, aber nicht héherer Effektivitdt,
flhrte (Bossart et al., 2005). Diese Ergebnisse zeigen ein weiteres Mal, dass konservierte interhelikale
Packungs-Interaktionen im F-Protein-Fusionskern ein bestimmender Faktor fir Strategien zur Entwicklung
inhibitorischer Peptide gegen F-Proteine der Klasse | darstellen (Porotto et al., 2007).

Auch fir Klasse II-Proteine wurden in letzter Zeit einige strukturelle Intermediate identifiziert (Stiasny et al.,
2007; Bressanelli et al., 2004), die dazu dienen kénnen, Molekiile zu entwickeln, die ihre zur Fusion notwendige
Flexibilitat einschranken. So konnten Inhibitoren nach der ,,Wimley-White Interfacial Hydrophobicity Scale” auf
der Basis von Peptiden synthetisiert werden, die die Struktur der Fusionsproteine teilweise nachahmen
(WWIHS; White et al., 2003). Dabei konnten 5 Domanen mit einer signifikanten WWHIS-Punktzahl ermittelt
werden, die aus der Fusionspeptid-Doméane, einem Teil der Subdomaéne Il b, dem Verankerungsstamm nach
Domaéne lll und der Transmembrandoméne bestehen. Dabei konnte letztlich das bis zu 99 % infektions-
inhibierende Peptid DN59 identifiziert werden, das nicht toxisch und sehr sequenzspezifisch ist (Hrbobowski et
al., 2005). Somit kdnnte DN59 zur Weiterentwicklung weiterer Inhibitoren bzw. als Basis zur Herstellung von
Medikamenten dienen. 2008 wurde in einer Untersuchung festgestellt, dass Fukoidan, ein schwefelsaures
Polysaccharid der marinen Alge Cladosiphon okamuranus die Dengue-Infektion des Serotyps 2, aber nicht der
anderen Serotypen, inhibieren kann (Hidari et al., 2008).

1.7 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollten drei Hauptthemen bearbeitet werden:

Zum einen galt es den Fusions-Inhibitionsmechanismus des monoklonalen Antikérpers K41, der das
Tetraspanin CD9 bindet, aufzuklaren. Dieser wurde 1997 in Versuchen zur ldentifizierung des zelluldren
Rezeptors isoliert und inhibierte die CDV-Infektion verschiedener Zelllinien (Loffler et al., 1997). Nachdem keine
direkte Bindung von CDV an CD9 nachgewiesen werden konnte, konnte schliefllich gezeigt werden, dass anti-
CD9 Antikorper ausschlieBlich die Virus-induzierte Zell-Zellfusion blockieren, wahrend die Virus-Zellfusion nicht
beeinflusst wird (Loffler et al., 1997; Schmid et al., 2000). Zusatzlich konnte 2006 gezeigt werden, dass die
Empfindlichkeit von CDV gegeniiber CD9-Antikdrpern mit dem H-Protein des Virus gekoppelt ist (Singethan et
al., 2006).

Als zweites sollte ein Testsystem fiir die Paramyxovirus-Fusion von MV, CDV und NiV etabliert werden, um die
Testung kleiner Molekiile zu ermdoglichen. Obwohl ein attenuierter Lebendimpfstoff flir MV existiert, ist die
Impfeffizienz, besonders bei Kleinkindern aufgrund der Wechselwirkung mit maternalen AK sehr gering
(Garenne et al.,, 1991; Aaby et al.,, 1993). Zusatzlich tragen Impfbedenken der Eltern besonders in
Industrieldndern dazu bei, dass die Durchimpfungsraten abnehmen und MV-Epidemien immer noch sehr
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aktuell sind. Daher ist die Entwicklung von neuen antiviralen Medikamenten, die die Liicke bei Kindern
zwischen 9 und 15 Monaten bis zum Impfalter schlieBen und Virusausbriiche einddmmen kénnen, mehr als
notwendig. Letztlich stehen im Falle einer SSPE-Erkrankung bis heute noch keine Behandlungsmaoglichkeiten zur
Verfiigung. Zum anderen bleibt trotz der Existenz einer attenuierten Lebendimpfung gegen das Hundestaupe-
Virus (CDV) dieses Virus das wichtigste Pathogen von Hunden weltweit. Es ist auBerdem eine antigenische
Heterogenitat des H-Proteins zwischen WT- und Vakzine-Viren festgestellt worden (Chan et al., 2008; Pardo et
al., 2005; Kapil et al., 2008). Somit werden die derzeitigen Impfstoffe wohl nicht mehr lange als Schutz gegen
die heutzutage zirkulierenden CDV-Stamme schiitzen, da das H-Protein als CDV-Antigen die Basis heutiger
Impfstoffe darstellt. Uberdies steht ein Impfstoff gegen NiV zurzeit noch nicht zur Verfiigung. Daher ist es umso
wichtiger, potentielle Inhibitoren gegen das Nipah-Virus zu untersuchen und zu identifizieren, um dadurch
mogliche Medikamentenentwicklungen voran zu treiben. Da das Nipah-Virus ein schweres Krankheitsbild mit
Symptomen von Lungenentziindung und Enzephalitiden hervorruft, scheinen Ansatze zur Entwicklung
antiviraler Agentien mehr als sinnvoll.

Letztlich galt es, ein Testsystem fiir die DENV-Virusaufnahme zu entwickeln und somit die Testung kleiner
Inhibitoren zu ermoglichen. Da Dengue-Viren als BSL-3-Erreger eingestuft werden, aber noch keine effektiven
Vakzine oder ein antivirales Medikament gegen den Eintritt oder den Fusionsprozess vorhanden sind, ist die
Behandlung bisher rein symptomatisch. Deshalb ist die Testung und Herstellung inhibitorischer Substanzen
dringend erforderlich.
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2 Material

2.1 Zellen
Zelllinie Zelltyp Herkunft
. . afrikan. griine Meerkatze
v Fibroblast (N
ero ibroblast (Niere) (Chlorocebus aethiops)
Vero-SLAM F|brok?la'1$t, stabil mit humanem SLAM afrikan. griine Mee'zrkatze
transfiziert (Chlorocebus aethiops)
CHO-K1 Epithelzelle (Ovar) chinesischer Hamster
CHO-CD46 stabil mit CD46 transfiziert chinesischer Hamster
CHO-SLAM stabil mit humanem CD150 transfiziert chinesischer Hamster
CHO-CD9 mit humanem CD9 transfiziert chinesischer Hamster
CHO-Mock CD9-negativ, nicht transfiziert chinesischer Hamster
Hela Epithelzellen des Zervixkarzinoms Mensch (Homo sapiens)
HUVEC primdre Endothelzellen der Nabelschnurvene MehSCh (Homo sapiens
sapiens)
Nierenfibroblast, transfiziert mit T-Antigen .
293T von SV40 Mensch (Homo sapiens)
immortalisierte Insekten-Zelllinie aus Ovar- Spodoptera frugiperda
SF9
Zellen (Nachtfalter)
C6/36 Gewebe-Zellen aus der Larve Aedes albopticus (Moskito)
$ Drosophila Schneiderzellen (spates Drosophila melanogaster

Embryostadium)

Hybridom HB-46

B-Zellen mit Myelomzellen fusioniert; AK
gegen DENV 2

Hybridom 38/87

B-Zellen mit Myelomzellen fusioniert; AK
gegen Moesin

Hybridom K41

B-Zellen mit Myelomzellen fusioniert; AK
gegen CD9

Tabelle 2.1.1: Ubersicht iiber die verwendeten Zellarten und deren Herkunftsspezies.

Die CHO-Transfektante CHO-CD46 (CHO-5.3) wurde von Dr. B. Loveland, The Austin Research Institute,
Die CHO-Transfektanten CHO-Mock und CHO-CD9 wurden von
Prof. Dr. Frangois Lanza, Etablissement de Transfusion Sanguine de Strasbourg, Strasbourg/ France, zur

Australien, zur Verfiigung gestellt.

Verfigung gestellt. Die Transfektanten Vero-SLAM und CHO- SLAM stammen von Dr. Yusuke Yanagi,
Department of Virology, Faculty of Medicine, Kyushu University, Japan. Endothelzellen der menschlichen
Nabelschnurvene, sogenannte Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), wurden frisch isoliert. Die
hierfiir nétigen Nabelschniire wurden mit Genehmigung und freundlicher Unterstiitzung des KreiRsaalteams
der Frauenklinik der Universitat Wirzburg in anonymisierter Form bereitgestellt.

(Fruchtfliege)

Maus

Maus

Maus

Alle anderen Zelllinien standen am Institut fir Virologie und Immunbiologie in Wiirzburg zur Verfiigung.
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2.2 \Viren

Virus-Stamm Typ

CDV-OND-LP Variante der Onderstepoort Vakzine
MV-IC323-eGFP GFP-markiertes MV-WT-Virus; S2-Pathogen

WT Virus der verschiedenen Serotypen 1 - 4;

Dengue Virus Serotyp 1-4
& vp S3 - Pathogen.

MV-Edm Laborstamm Edm B Vaccine/60s

WT-Isolat aus humanem Hirngewebe, von Dr. J. Cardosa, Malaysia;

NIV (Nipah Virus) s4-Pathogen

Tabelle 2.2.1: Ubersicht tiber die verwendeten Virusstimme.

Die CDV-Stamme wurden von Prof. Dr. B. Rima, The Queen’s University of Belfast, Belfast/ UK, zur Verfligung
gestellt. Einer der wichtigsten Laborstdmme ist der Onderstepoort-Stamm, der weltweit als attenuierte
Lebendvakzine verwendet wird. Er geht zuriick auf ein Isolat, das wahrend einer Epidemie unter Flichsen in
amerikanischen Zuchtfarmen um 1930 gewonnen wurde. Dieses wurde dann {iber einen langeren Zeitraum in
Frettchen passagiert und auf Hihnereier adaptiert, wobei es hier viele Male weiterpassagiert wurde. Danach
wurde das attenuierte Virus als Onderstepoort bezeichnet und aufgrund seiner kompletten Apathogenitat im
Tiermodell ab 1960 als Lebendvakzine eingesetzt (Haig et al., 1948, Appel und Gillespie, 1972). Der Stamm
Onderstepoort ,Large Plaque” (OND-LP) ist ein an Vero-Zellen adaptierter Klon des Onderstepoort
Impfstammes. Er zeigt kaum Abweichungen auf genomischer Ebene und unterscheidet sich hauptsachlich in
der GroRe der in Zellkultur gebildeten Synzytien.

Der attenuierte Masernvirusstamm Edm war am Institut fir Virologie und Immunbiologie in Wirzburg
verfligbar. Der Impfvirusstamm Edm B Vaccine/60s war bisher Uber Vero-Zellen passagiert worden. Das
virulente, GFP-markierte WT Masernvirus IC323 wurde freundlicherweise von Dr. Yusuke Yanagi, Department
of Virology, Faculty of Medicine, Kyushu University, Japan zur Verfiigung gestellt.

Die virulenten Serotypen 1-4 des Dengue Virus wurden mit freundlicher Genehmigung von Dr.med. Jonas
Schmidt-Chanasit, Abteilung Virologie des Bernhard-Nocht-Instituts fiir Tropenmedizin, Freie und Hansestadt
Hamburg, zur Verfligung gestellt. Da sie als BSL-3-Pathogen eingestuft sind, wurden sie im Institut fir Virologie
in Wirzburg ausschlieflich im BSL-3-Labor verwendet.

Das virulente Nipah-Virus-Isolat ist als BSL-4-Pathogen klassifiziert und konnte daher nicht im Institut fir
Virologie und Immunologie Wiirzburg verwendet werden. Daher wurden alle Versuche im BSL-4-Labor der
Philipps-Universitat Marburg, Institut fir Virologie, mit freundlicher Genehmigung und Unterstiitzung von PD
Dr. Andrea Maisner und Dr. Sandra Diederich durchgefihrt.

2.3 Bakterien

Zur Vermehrung der Plasmide, die in den Transfektions-Assays verwendet wurden, wurden die gram-positiven
E.coli Bakterien XL10-Gold von Invitrogen benutzt. Fiir gréRere Plasmide ab einer GroRe von ca. 8 KB wurden
die grampositiven E.coli Bakterien Top 10 mit TB-Medium verwendet. Als methylierungs-sensitive E.coli-
Bakterien wurde der Stamm INV 110 verwendet.
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2.4 Plasmide

Plasmid Typ

pCG-CDV-H pCG-Vektor, in den das H-Gen von CDV-OND (LP) kloniert wurde.
pCG-CDV-FL pCG-Vektor, in den das F-Gen von CDV-OND (LP) kloniert wurde.
pCG-H5 pCG-Vektor, in den das H-Gen von MV (Edm) kloniert wurde.
pCG-F1 pCG-Vektor, in den das F-Gen von MV (Edm) kloniert wurde.

pCz-CFG5-NIV-F

pczCFG5-Vektor, in den das F-Gen von NIV kloniert wurde.

pCz-CFG5-NIV-Gtag

pCz-CFG5-Vektor, in den das G-Gen von NIV kloniert wurde.

pCz-CFG5-NIV-Ftag2

pCz-CFG5-Vektor, in den das F-Gen von NIV kloniert wurde, das durch tag
markiert wurde und ein GFP enthalt.

pCz-CFG5-NIV-Gtag

pCz-CFG5-Vektor, in den das G-Gen von NIV kloniert wurde, das durch tag
markiert wurde und ein GFP enthlt.

pMT-DV2-4

pMT-Vektor mit Metallothioninpromotor, in den jeweils das komplette E-Gen
der DENV Serotypen 2 - 4 kloniert wurde.

pCG-DV1-4

pCG-Vektor, in den jeweils das komplette E-Gen der DENV Serotypen 1-4
kloniert wurde.

pCG-eGFP-DV3-E-N

EGFP markierter pCG-Vektor, in den der N-terminale Teil des E-Gens von
DENV 3 kloniert wurde.

pczi MEA

pczi Plasmid, in das das Env-Gen von MuLV kloniert wurde

pCG-eGFP-DV3-E-Bi

EGFP markierter pCG-Vektor, in den der N-terminale Teil des E-Gens von
DENV 3 sowie die zytoplasmatischeSchwanzregion von MuLV-ENV kloniert
wurde.

pCG-eGFP-DV3-E-Tri

EGFP markierter pCG-Vektor, in den der N-terminale Teil des E-Gens von
DENV 3, die zytoplasmatischeSchwanzregion von MuLV-ENV und die C-
terminale Region des E-Gens von DENV 3 kloniert wurde.

pczCFG2fEYFPf pcz-Vektor, in den die EYFP-Fluoreszenz kloniert wurde.

pCD9 pRC-CMV-Vektor, der das komplette CD9-Molekiil exprimiert.

pCD81 pRC-CMV-Vektor, der das komplette CD81-Molekil exprimiert.

pCD82 pRC-CMV-Vektor, der das komplette CD82-Molekil exprimiert.

09 x 81 pRC-CMV-Vektor, der die extrazelluldre Schleife 1 des CD9 Molekiils und die

extrazelluldre Schleife 2 des CD81-Molekiils exprimiert.
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Plasmid Typ
9x 82 pRC-CMV-Vektor, der die extrazelluldre Schleife 1 des CD9 Molekiils und die
P extrazelluldre Schleife 2 des CD82-Molekiils exprimiert.
81x9 pRC-CMV-Vektor, der die extrazelluldre Schleife 1 des CD81-Molekiils und die
P extrazelluldre Schleife 2 des CD9-Molekiils exprimiert.
82x9 pRC-CMV-Vektor, der die extrazelluldre Schleife 1 des CD82 Molekiils und die
P extrazelluldre Schleife 2 des CD9-Molekils exprimiert.
pRC-CMV-Vektor, der nur den extrazellularen Teil der extrazelluldren
82 x 9 x 82 Schleife 1 des CD9 Molekiils und den intrazellularen und cytoplasmatischen
P Teil der extrazelluldren Schleife 1 sowie die extrazellulare Schleife 2 des CD81-
Molekils exprimiert.
pczVSV-G pcz-Vektor, in den das G-Gen von VSV kloniert wurde.
pHIT60 pHit60-Vektor (MoMuLV-gag-pol-Expressionsplasmid).
pDSRed-Vektor, dessen C-Terminus verwendet werden kann, um
PDSRed 2-C1 Fusionskonstrukte herzustellen.
pcz-CFG-fEYFP pcz-Vektor, in den das EYFP-Gen kloniert wurde.

Tabelle 2.4.1: Ubersicht tber die verwendeten Plasmide.

Die verwendeten Plasmide pCG-CDV-H und pCG-CDV-FL wurden freundlicherweise von Prof. Dr. B. Rima, The
Queen’s University of Belfast, Belfast/ UK, zur Verfligung gestellt.

Die Plasmide pczCFG5-NiV-F und G stammen urspriinglich von Dr. M Czub, Winnipeg/ Kanada, wahrend die
pczCFG5-NiV-Ftag und pczCFG5-NiV-Gtag von Markus Moll, Institut fir Virologie der Philipps-Universitat
Marburg, hergestellt wurden. Diese Vektoren wurden uns von PD Dr. Andrea Maisner, Institut fir Virologie der
Philipps-Universitdat Marburg zur Verfligung gestellt.

Die Vektoren pMT-DV1/5°, pMT-DV2/5’, pMT-DV3/5’ und pMT-DV4/5" sowie pTOPO-DV2/3’, pTOPO-DV3/3’
und pTOPO-DV4/3’ konnten mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Philippe Despres, Institut Pasteur
Paris, Paris/France verwendet werden. Sie basieren auf einem Drosophila MT Promotor, der hohe, induzierbare
Expressionsniveaus der Gene, die von Interesse sind, in Drosophila S2 Zellen erlaubt. Der pMT-Promotor ist
durch die Zugabe von Kupfersulfat oder Cadmium-Chlorid in das Zellkulturmedium (Bunch et al., 1988)
aktivierbar. Da die erhaltenen pMT-Promotoren leider nicht die komplette prM-E-Sequenz der verschiedenen
Serotypen enthielten, wurden von Ben Grosse-Siestrup im Rahmen einer Diplomarbeit die fehlenden 3’ Enden
aus den p-TOPO-Vektoren isoliert und in pMT-DV2/5’, pMT-DV3/5’ und pMT-DV4/5’ kloniert. Die daraus
resultierenden Vektoren enthielten die komplette prM+E-Sequenz von Serotyp2-4 und wurden pMT-DV2-4
genannt.

Die chimaren Expressionsplasmide p9 x 81, p9 x 82, p81x9, p82x 9, p82 x 9 x 82 sowie die Vektoren pCD81,
pCD9, pCD82 wurden von Dr E. Rubinstein, INSERM, Villejuif, France zur Verfligung gestellt.
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2.5 Nukleotide und siRNAs

Folgende Mono- oder Oligonukleotide und DNA-Standard-Marker fanden Verwendung:

dNTP Mix 10 mM Fermentas
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fermentas
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas
Pageruler™ Prestained Protein Ladder; Fermentas
Oligo (dT);sPrimer Promega
Folgende siRNAs wurden in den Versuchen verwendet Ambion

Control siRNA (anti-GAPDH)

Nicht funktionelle Kontroll-siRNA 1 (siRNA Starter Kit) Ambion
siRNAs gegen EWI-F (Target Gensymbol: PTGFRN)

siRNA-11D 147749 50/30 GCCCGUUUUUAUAACUGUGtt) Ambion
siRNA-2 ID 147750 50/30 CCUCAGGUCCUAUAUUUAALt Ambion
siRNA-3 ID 147748 50/30 GGCCACUACAAAUGUUCAALt Ambion

2.6 Primerpaare

Dengue Primer fiir site-directed Mutagenese, um BamHI Schnittstelle zu zerstoren:
DV2mut-bamk.o.fw-Primer

5" AGC CTG GGA TTC TGG ATT CCT GGG AGG AGT G 3’ (31mer)
DV2mut-bamk.o.rev-Primer

5" CAC TCC TCC CAG GAA TCC AGA ATC CCA GGCT 3’ (31mer)

Primer zum Sequenzieren und Kontrollieren der Klonierungen im pCG-und pCG-eGFP-Vektor:
pCG-sequenzDVfw-Primer

5" TAT ACA CTG TTT GAG ATG AGG 3’ (21mer)

pCG-Vektor Sequenzierprimer fw

5 GTG CTG GTT ATT GTG CTG TCT CAT C 3’ (25mer)

pCG-Vektor Sequenzierprimer rev

5°TGA CCT CTT TAT AGC CACCTT TGT T 3’ (25mer)

Dengue Primer zur Isolation des E-Proteins aus dem Virusgenom mit Hilfe einer PCR:
DenO1mutisoenv-fw-Primer

5 TTT TGC TGA TGC TGG TAA CTG GAT CCA TGG CCA TGC GGT GCG 3’ (42mer)
DenO1mutisoenv-rev-Primer

5" TTG GTG ACA AAA ATG CCG GAT CCA CAT TTG AGT TCT CTG CC 3" (41mer)

Den02mutisoenv-fw-Primer
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5 AAC GAC GCA TTT CCA AAG GAT CCT GAT ATT CAT CCT AC 3" (38mer)
Den02mutisoenv-rev-Primer

5" AGTTCT TTG TTC TTC CGG ATC CCA ACG CAA CCA CTAT 3’ (37mer)
Den03mutisoenv-fw-Primer

5" ATA CTA TTA ATG CTG GTT ACC GGA TCC ATG ACA ATG AGA TGT G 3’ (43mer)
DenO3mutisoenv-rev-Primer

5" ATT GCT CTG TCC AGG TGG GAT CCT CAT TAG TGA CGA AAATTC C 3’ (43mer)
Den0O4mutisoenv-fw-Primer

5" TTA TAT GAT TGG GCA AAC AGG GAT CCA GCG AACTGT CTT CTT TGT CC 3’ (47mer)
DenO4mutisoenv-rev-Primer

5" TTG TCA ACC ACA AAA ATT CCG GAT CCA CACTTC AATTCT TTC CC 3’ (44mer)

Dengue Primer zur Isolation der N-terminalen Dengue Serotyp 3 E-Proteinregion mit Hilfe einer PCR:

Primer 1: DV-3 E for Sacl und BamHlI

5’ CAC CGA GCT CGG GGA TCC GCG GCC GCC ACC ATG AAG TTA TGC ATA TTA CTG 3’ (51mer)
Primer 2: DV-3 E Rev 652 Kpnl

5'CCT AGG TAC CTA TCC AGG TTA AGA GGA C 3’ (28mer)

Primer 2A: DV-3 E Rev 652 Kpnl und BamHI

5'CCT AGG ATC CTC AGG TAC CTA TCC AGG TTA AGA GGA C 3’ (37mer)
Primer zur Isolation des zytoplasmatischen Endes von MuLV-ENV:
Primer 3: Mu Le V-Cyt For Kpn |

5" CAC CGG TAC CAA TCG ATT GGT CCA ATT TGT TAA AG 3’ (35mer)
Primer 4: Mu Le V-Cyt Rev Pac | und sac Il

5’ CCT ACC GCG GCT TAA TTA ATG GCT CGT ACT CTA TGG G 3’ (37mer)
Primer 4A: Mu Le V-Cyt Rev Bam HI

5’ CCT AGG ATC CTC ATG GCT CGT ACT CTATGG G 3’ (31mer)

Primer zur Sequenzierung von Inserts im pDSRed 2-C1 Vektor:

pDSRed seq fw

5" AAG CTG AAG GAC GGC GGC CAC 3’ (21mer)

pDSRed rev

5" ATT TTA TGT TTC AGG TTC AGG GGG AGG 3’ (27mer)
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2.7 Nahrmedien und Seren

Als Nahrmedien und Seren wurden folgende Substanzen und Produkte verwendet. Teilweise wurden die
Medien auch selbst im Institut flr Virologie und Immunbiologie in Wiirzburg hergestellt:

ECGS (Endothelial cell growth supplement from bovine neural tissue), Sigma

Einbettmedium Fluoromount-G TM, Biozol

Einfriermedium (90 % (v/v) FKS und 10 % (v/v) DMSO), Inst. fr Virologie und Immunbiologie Wiirzburg
FKS (Fotales Kalberserum) (Art.-Nr. S0115), Biochrom

Heparin 25000 U (Art.-Nr. H-3149), Sigma

LB-Medium: 10 g/L Bacto-Trypton, AppliChem; 5 g/L Hefe-Extrakt, Difco; 10 g/L NaCl, AppliChem; 15 g/L Agar;
Difco

Leibovitz-Medium mit L-Glutamin, Sigma

Medium 199 mit Earle-Salzen, L-Glutamin und 25 mM HEPES (Art.-Nr. 22340-020) , Gibco

MEM und MEM 2 x, Inst. fur Virologie und Immunbiologie Wiirzburg

NaHCOj; (Natriumhydrogencarbonat) 5,6 % (w/v), Inst. fur Virologie und Immunbiologie Wiirzburg
Natriumpyruvat 100 mM, Sigma

Overlay-Agar (25 % (v/v) MEM mit 5 % (v/v) FKS, 37,5 % (v/v) Agar 2 % (w/v), 37,5 % (v/v) MEM 2 x)
RPMI 1640, Inst. fiir Virologie und Immunbiologie Wirzburg

SF-900 Il Medium mit L-Glutamin, Gibco

Schneiders Drosophila Medium, Gibco

SOC-Medium (20 g/l Bacto-Trypton, AppliChem; 5 g/l Hefe-Extrakt, Difco; 0,5 g/l NaCl, AppliChem; 2,5 ml 1M
KCl, Merck; mit a.dest. auf 970 ml aufflllen; nach dem Autoklavieren: 10 ml 1 M MgCl, (steril), Ferak; 20 ml 1 M
Glucose (steril), Ferak)

TB-Medium (12 g/l Bacto-Trypton, AppliChem; 24 g/| Hefe-Extrakt Difco; 4 ml Glycerol, Sigma; KHPO,-Losung
(0,17 M KH,PO, + 0,72 M K,HPQ,), Ferak, Merck; 9 Teile TB-Medium mit einem Teil KHPO, direkt vor Verbrauch
vermischt)

2.8 Losungen und Puffer

a.dest Inst. fur Virologie und Immunbiologie,
Wiirzburg

Blockierpuffer (5 % (w/v) Magermilchpulver
ad PBS"0,05 %Tween)

DEPC-H,0 (0,1 % (v/v) Diethylpyrrolidinium-
carbonat in a. dest.)

DNA-/RNA-Farbpuffer 10x (50 % (v/v) Glycerin, 0,4 % (v/v)
Bromphenolblau, 0,4 % (v/v) Xylencyanol FF ad
a. dest.)

Einfriermedium FKS, 10 % DMSO

Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCl ad a. dest. und pH 2,7)
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Extraktionslosung (MTT-Test)

FACS-Puffer

5X first-strand buffer

Glutaraldehyd-Sérensenphosphatpuffer
HEPES

Kristallviolett (Gentian Violett)
Kupfer-II-Sulfat (500 mM-Lésung in a.dest)

MTT-L6sung

Neutralrotlosung 1,6 % (w/v)

NP40-Lysispuffer

Paraformaldehyd 3,7 % (w/v)

4 x Probenpuffer (reduzierend)

4 x Probenpuffer (nicht reduzierend)

Proteingellaufpuffer 10 x

Flr die Plasmidpraparation:

Sol A

Sol B
Sol C

Sérensen-Phosphatpuffer

TAE-Puffer

TBS-Puffer

0,4g SDS und 0,87ml 1M HCl in 875 ml
100 %igem DMSO gelost

(0,4 % (w/v) BSA, 0,02 % (w/v)
Natriumazid in 1000 ml PBS")

[250 mM Tris-HCI (pH 8,3),
375 mM KCl, 15 mM MgCl,]; Promega

6,25 % in 50 mM Phosphatpuffer
Carl Roth

ICN Biochemicals

Sigma

12,5 mg Tetrazolium-Salz MTT in 5 ml
PBS gelost

Inst. fir Virologie und Immunbiologie,
Wiirzburg

(1,0 % (v/v) NP-40-Alternative 125 mM NaCl,
50 mM HEPES, 1 mM EDTA sowie 1 Tablette
Proteaseinhibitor pro 50 ml Endvolumen ad
a.dest. und pH 7,4)

(37 g Paraformaldehyd in 1000 ml PBS™ oder
PBS) PBS, PBS" Inst. fiir Virologie und
Immunbiologie, Wiirzburg

(25ml 1M Tris, 20 ml B- Mercaptoethanol,
40 ml  Glycerol, 9,2g SDS, 4ml 0,1%
Bromphenolblau ad a.dest 100 ml und pH 6,8)

(25 ml 1 M Tris, 40 ml Glycerol, 9,2 g SDS, 4 ml
0,1 % Bromphenolblau ad a.dest 100 ml und
pH 6,8)

(3,03% (w/v) Tris Base, 14,4 % (v/v) Glycin,
1,0 % (w/v) SDS ad a.dest.)

50 mM Glucose, 25 mM Tris-
HCI, 10 mM EDTA (pH 8,0)

0,2 N NaOH, 1 % SDS - frisch ansetzen
3 M K-Acetat, 1,8 M Eisessig

Lsg. A: 100 mM KH,PO,
Lsg. B: 100 mM Na,HPQO,

(2 M Tris, 0,57 % (v/v) Essigsaure, 0,6 M EDTA
ad a. dest. und pH 8,0)

(25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ad a.dest. und
pH 7,4)
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TFB |

TFB Il

Triton X-100 0,1 % (v/v)

Waschpuffer A

Western-Blot-Puffer |

Western-Blot-Puffer Il

Western-Blot-Puffer Il

(10 mM CaCl,, 15%(v/v) Glycerin; 30 mM
Kaliumacetat pH5,8, 100 mM Rubidium-
chlorid; 50 mM Manganchlorid)

(10 mM MOPS pH 7,0; 10 mM Rubidium-
chlorid; 75 mM CaCl,; 15 %Glycerin)

(1 ml Triton X-100 in 1000 m| PBS"™ oder PBS)

(20 MM NaH,P0O,4, 20 mM NaHPO, ad a.dest.
und pH 7,4)

(0,3 M Tris-HCl, 20 % (v/v) Methanol ad a.dest.
und pH 10,4)

(0,025 M Tris-HCI, 20% (v/v) Methanol ad
a.dest. und pH 7,4)

(0,025 M Tris-HCl, 20 % (v/v) Methanol, 0,04 M
Aminocapronsaure ad a. dest. und pH 9,4)
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2.9 Antikorper

2.9.1 Primadrantikorper

Antikérper (Subtyp) Spezifitat Herkunft/Typ Hersteller

K41 (1gG1) CD9 M/m AG JSS

9E2 CDV-H M/m AG JSS

Dog HI-Serum CDV D/p Gabe von M. Appel

HB46 DENV Serotyp 2 M/m ATCC

a-Denguecomplex, pan DENV Serotyp 1-4 M/p US Biological

o —Ewi-F Ewi-F M/m Gabe von E. Rubinstein

38/87 Moesin M/m Gabe von R. Schwartz-Albiez
ALB6 CD9 M/m Abcam

MM2/57 CD9 M/m Abcam

H110 (Sc-9148) CD9 K/p Santa Cruz

o —GAPDH GAPDH M/m Acris Antibodies

Nghia-Serum DENV 2 H/p Diagnostik Virologie Wiirzburg
SSPE-HI-Serum MV H/p Diagnostik Virologie Wiirzburg
MM2/57 CD9 M/m Serotec

anti-CD63 CD63 M/m Gabe von Dr. F. Lanza

Z81.1 CDh81 M/m Gabe von Dr. F. Lanza
anti-CD53 CD53 M/m Gabe von Dr. F. Lanza

782.2 CD82 M/m Gabe von Dr. F. Lanza

A504 MV-F M/m AG JSS

Tabelle 2.9.9.1: Ubersicht der verwendeten Primérantikdrper und Seren; M: Maus; D: Hund; H: Mensch; K:Kaninchen, m:

monoklonal; p: polyklonal.

Alle verwendeten monoklonalen Antikorper gegen CDV-Antigene, gegen Moesin und der mAK K41 wurden als

Hybridom-Antikoérper aus der Maus hergestellt und in der DurchfluBzytometrie sowie in der Immunfluoreszenz

in einer Verdiinnung von 1 : 100 eingesetzt. Der HB46-AK wurde mit Hilfe der Hybridomzellen HB-46 der Firma

ATCC hergestellt und 1: 200 eingesetzt. Das DENV 2-Serum wurde im Institut fir Virologie und Immunologie

Woirzburg in der Diagnostik von einem Mitarbeiter des Instituts zur Verfligung gestellt, wahrend das

masernvirusspezifische Hyperimmunserum von einem an SSPE-Erkrankten gewonnen wurde.
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2.9.2 Sekundarantikorper
Kaninchen anti Maus 1gG (Fc), FITC

Ziege anti Maus IgG (H+L)-Alexa 594

Ziege anti Maus IgG (H+L)-Alexa 488

Ziege anti Human IgG (H+L)-Alexa 488
Kaninchen anti dog FITC

CyTMZ-conjugated Goat anti-mouse 1gG Fcy
Ziege anti Kaninchen IgG (H+L)-Alexa 488
Ziege-anti-Maus-1gG (H+L)-HRPO
Ziege-anti-Maus-lg-F(ab’)2-Fragment-RPE

Streptavidin, HRP conjugated

2.9.3 Direkt markierte Substanzen

Alexa Fluor® 488 Phalloidin

CD29 (B;-Integrin)-Alexa 647

a-CD9 [MM2/57] (Biotin)
0-CD9-FITC Klon ML13 IgG1
o-human-CD9-p24-FITC Klon p1/33/2

a-CD9-PE

2.9.4 Fluoreszenzfarbstoffe

4’, 6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid (DAPI)

2.10 Chemikalien, Enzyme und Peptide

2.10.1 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)
Klenow-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase

A-Exonuclease

Ligase

SuperScript ™ Il Reverse Transcriptase

PFU Ultra ™ High-Fidelity DNA Polymerase

DAKO

Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
DAKO

Dianova
Molecular Probes
Dianova

Molecular Probes

Millipore (CHEMICON/Upstate/Linco)

Molecular Probes
Serotec

Abcam

Becton Dickinson
DAKO

Becton Dickinson

Molecular Probes

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Biolabs
Fermentas
Promega

Stratagene

41



Kap. 2

Material

2.10.2 Restriktionsenzyme
Apal |
Bam HI
Clal
EcoRI
EcoRV
Eco 4711l
Kpn
Nhe |
Sac |
Sac ll
Sal |
Sphl
Xba |

Xho |

2.10.3 Chemikalien
Acrylamid 4K-Lésung 30 % (Art.-Nr. A1672)

Agar 2 % (w/v) (2,0 g BactoTM Agar ad 100 ml
a. dest.; Autoklavierung)

UltraPureTM Agarose (Art.-Nr. 15510-027)
Aminocapronsaure (Art.-Nr. S-2504)
Ammoniumpersulfat (Art.-Nr. A-3678)
BactoTM Agar (Art.-Nr. 214010)
Bicinchoninsdureldsung (Art.-Nr. B-9643)
B-Mercaptoethanol (Art.-Nr. M-7154)
Bromphenolblau (Art.-Nr. A3640)

BSA (Fraktion V) (Art.-Nr. 160069)
1-Butanol (Art.-Nr. A3066)

Ciprofloxacin (Ciprobay®)

DABCO (Art.-Nr. D-2522)

DEPC (Art.-Nr. D-5758)

DTT, DL-Dithiothreitol 100 mM (Art.-Nr. P1171)
EDTA (Art.-Nr. E-6758)

Essigsdure (Art.-Nr. A0820)

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

AppliChem

Inst. fur Viro- und Immunbiologie, Wirzburg,

Invitrogen
Sigma

Sigma

Becton Dickinson
Sigma

Sigma
AppliChem

ICN Biomedicals
AppliChem
Bayer

Sigma

Sigma

Promega

Sigma

AppliChem
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Entwicklungs- und Fixierldsung
Ethanol absolut (Art.-Nr. A3693)
Ethidiumbromidlésung 500 pg/ml (Art.-Nr. E-1385)

Gelatin, Typ A, aus Schweinehaut (Art.-Nr. G-2500)

Glutardialdehyd (~50 % (v/v) in Wasser) (Art.-Nr. 4995.1)

Glycerin (Art.-Nr. 00749)
Glycin (Art.-Nr. A1377)
Kanamycin

Kombinationslésung aus 100 mg/ml Penicillin
und 100 mg/ml Streptomycin in a. dest. in
Portionen zu 1,2 ml

Kupfer-lI-Sulfat-Losung 4 % (w/v) (Art.-Nr. B-2284)
Magermilchpulver

Methanol (Art.-Nr. 106009)

Natriumazid (Art.-Nr. S-2002)

Natriumbutyrat

Natriumchlorid (Art.-Nr. A2942)
Natriumhydrogenphosphat (Art.-Nr. 6346)
Natriumdihydrogenphosphat (Art.-Nr. 01143)
Natriumhydroxid-MaRlésung 1 M (Art.-Nr. A1432)
NP-40-Alternative (Art.-Nr. 492016)

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
(Art.-Nr. 11873580001)

Paraformaldehyd (Art.-Nr. A3813)

Polyethylenimine (PEI)25K, (Art.-Nr. 23966)

Protein-G-SepharoseTM 4 Fast Flow (Art.-Nr. 17-0618-01)

Proteinstandardlésung 1,0 mg/ml (Art.-Nr. P-0914)
Salzsdure-MaRlosung 1 M (Art.-Nr. A1434)
Natriumdodecylsulfat (Art.-Nr. L-3771)

TEMED (Art.-Nr. T-9281)

Tris (Art.-Nr. A1086)

Triton X-100 (Art.-Nr. X100)

TWEEN® 20 (Art.-Nr. P-1379)

Tetracyclin

Hartenstein
AppliChem
Sigma

Sigma

Carl Roth
Ferak Laborat
AppliChem
AppliChem

Inst. fir Viro- und Immunbiologie, Wirzburg

Sigma

Fluka® Analytical
Merck

Sigma

Sigma
AppliChem
Merck

Ferak Laborat
AppliChem
Calbiochem

Roche

AppliChem

Polyscience Inc., Warrington PA
GE Healthcare

Sigma

AppliChem

Sigma

Sigma

AppliChem

Sigma

Sigma

ICN Biochemicals
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2.11 Peptide, inhibitorische Substanzen und Toxine

FIP (Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH)

Den01 (H2N-Met-Ala-lle-Leu-Gly-Asp-Thr-Ala-OH)
Den02 (H2N-Trp-Asp-Phe-Gly-Ser-Leu-Gly-Gly-Val-OH)
Den03 (H2N-Phe-Thr-Ser-lle-Gly-Lys-Ala-Leu-OH)
Den04a (H2N-GIn-Val-Phe-Gly-Ala-lle-Tyr-OH)

DN59 (MAILGDTAWDFGSLGGVFTSIGKALHQVFGAIY)

Bachem

Pharmazeutische Chemie, Wirzburg
Pharmazeutische Chemie, Wirzburg
Pharmazeutische Chemie, Wiirzburg
Pharmazeutische Chemie, Wiirzburg

Pharmazeutische Chemie, Wiirzburg

Folgende inhibitorische Substanzen wurden von Sabine Niedermeier und Max Tischer in der Pharmazeutischen

Chemie der Universitdat Wirzburg in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ulrike Holzgrabe kreiert und synthetisiert:

QD7 -2
QD2 -2
QD2-3
Qp2-1

QD5 - 1
QD6 - 1
QD7-1
QED6 - 11
QED6- 6
QED15A - 12
IK8/2

OX-1 (=Ref1; PNAS,2004 April 13; 101 (15))
TG46.2F
QED6 - 7
QED6 - 9
QED6 - 10
QED5 - 13
MM3C
MT05
JSW155
QED7 - 10
Ka1

JK80
QED158B - 12
QED6 - 8

C15H18FN302
C16H18N402
C16H19N304
C18H13N302
C18H13F3N202
C18H13F3N202
C17H13FN202
C19H13CIF4AN202
C20H17F3N203
C26H25CI2FN403
C26H27N309
C14H13CIN20
C7H15CIN20
C17H17F3N202
C21H19F3N203
C19H16F3N302
C20H18F3N302
C39H52N404Br2
C44H58N604Br2
C17H17N304
C18H16FN302
C7H6CIN3
C11H14N40S
C27H28CI2FN304
C20H16CIF3N202
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TG102 C19H19N305
TG14 C19H21N303
QED16-9 C20H18CIFN203
QED6 - 10 C19H16F3N302
QED15A C1SH20FN304
1506 C19H22N202
MTO1 C1SH21N304
MM7a C22H29N40A4Br
1508 C26H34N202Br2
MM4b C44H56N404Br2
MM3f C42H52N404Br2
MTO4 C44H54N608Br2
MTO6 C44H58N606Br2
MM3a C38H50N404Br2
MM3| C38H49N506Br2
MM3j C38H51N504Br2
MM8afp C38H44N404CI2
MTO2 C44H54N608Br2
MMé6 C37H49N506Br2
GHO02 C15H12NO
GH35 C15H1303

GH43 C16H1503

GH18 C15H13N304
GH36 C15H13N304

Zusatzlich wurden folgende Toxine und Inhibitoren verwendet:

Toxin B (Clostridium difficile) Prof. Dr. Klaus Aktories, Universitat Freiburg
Lethal Toxin LT (Clostridium difficile) Prof. Dr. Klaus Aktories, Universitat Freiburg
Rho-assoziierter Proteinkinase Inhibitor (Y-27632) Sigma

Racl Inhibitor Calbiochem

Cytochalasin D Calbiochem

Latrunculin B Calbiochem

LY294002 (PI-3-Kinase Inhibitor) Cell Signaling
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2.12 Kits

DNA Labelling Kit
EndoFree Plasmid MaxiKit
Nucleo Trap

QlAprep spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit
QlAgen Plasmid Midi Kit

QlAgen Plasmid Maxi Kit

™
PuRe Tag Ready-To-Go PCR Beads

GenEluteTM Mammalian Total RNA Purification Kit
SuperSignal West Pico Substrate

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
QuickChange @ Il Site-Directed Mutagenesis Kit
Silencer® siRNA Starter Kit

ImmunoPure® Fab Preparation Kit

2.13 Verbrauchsmaterial

Deckglaser

Dialyseschlauche Typ 27/32
Durchflusszytometrieréhrchen
Einmalhandschuhe

Einmalskalpelle

Elektrophoreseapparatur

Geltrager

Glasarbeitsplatte

Glaskiivetten

Kamme verschiedener GroRe

Lab-Tek Il Chamber SlideTM

Lab-Tek Chamber SlideTM Permanox slide sterile
Kryokonservierungsrohrchen

Membranfilter 0,2 um mit 47 mm Durchmesser
Membranfilter 0,45 pum mit 47 mm Durchmesser

Nitrozellulosetransfermembran Protran 0,45 um

MBI Fermentas
Qiagen
Macherey-Nagel
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Healthcare

Sigma

Pierce

Applied Biosystems
Pierce

Stratagene

Ambion

Pierce

Superior Marienfeld

Serva

Becton Dickinson

Acid Bonz Proline

Zentrallager des Uniklinikums

Inst. fur Virologie und Immunbiologie, Wirzburg
Inst. fur Virologie und Immunbiologie, Wirzburg
Inst. fur Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg
Pharmacia

Inst. fiir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg
Nalge Nunc

Nalge Nunc

greiner bio-one

Schleicher & Schuell

Schleicher & Schuell

Schleicher & Schuell
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Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Plastikartikel fur Bakterien- und Zellkultur
Rontgenfilme

Einmalklvetten UVette
Venenverweilkatheter Vasculon Plus 16 G

Whatman-Papier Typ GB002 (Art.-Nr. 013151)

™
Zellkulturflaschen Cellstar mit Filter

™
Zellkulturflaschen Cellstar ohne Filter

Zellkulturplatten 6 Wells
Zellkulturplatten 12 Wells
Zellkulturplatten 24 Wells
Zellkulturplatten 48 Wells
Zellkulturplatten 96 Wells
15-ml-Zentrifugenrdhrchen

50-ml-Zentrifugenréhrchen

2.14 Gerate

Autoklav 23

Bakterienschittler

Brutschranke

FACSanner

Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Fluoreszenzmikroskop
Laborwaage

Mehrkanalpipette

Mikropipetten

Mikroskop (Durchlicht)
Netzgerate

PCR-Maschine Thermal Cycler DNA 480
Rotoren

Spektrometer

Sterilbank

Tischzentrifuge

Nalge Nunc

Carl Roth, Eppendorf
Greiner, Nunc

Kodak

Eppendorf

Becton Dickinson

Schleicher & Schuell
greiner bio-one

greiner bio-one
greiner bio-one
greiner bio-one
greiner bio-one
greiner bio-one
Becton Dickinson
greiner bio-one

greiner bio-one

MELAG Medizintechnik
Infors

Heraeus

Becton-Dickinson

Leitz

Leitz

Mettler

Flow Laboratories
Eppendorf / Socorex / Gilson
Leitz

BioRad

Perkin Elmer

Hettich, Sorvall, Beckmann
Pharmacia

Heraeus / Gelaire

Hettich, Eppendorf
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Vortexer Bender + Hobein
Wasserbad Hartenstein

Zahlkammer

Analysewaage

BioPhotometer 6131
Blottingapparatur
Digitalkamera DC 300F
Fluoreszenzmikroskop Aristoplan
Inversmikroskop Labovert FS
Konfokales Mikroskop
Kuihlschrank 4 °C
Magnetheizrihrer lkamag RCT
Mikropipetten
Mikrowellengerat

Netzgerat

pH-Meter

Standzentrifuge J2-MC
Standzentrifuge Rotixa KS
Tischzentrifuge Millifuge
Transilluminator
Ultraviolettlichteinheit

Wippschittler

Thoma

Sartorius
Eppendorf

Inst. fir Virologie und Immunbiologie, Wiirzburg
Leica Microsystems
Leitz

Leitz

Leitz

Siemens

IKA Labortechnik
Eppendorf
Panasonic

Gibco

Mettler Toledo
Beckman Coulter
Hettich

Millipore

Vilber Lourmat
Vilber Lourmat

Edmund Bihler
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zellkultur adhdrenter und in Suspension wachsender Zellen

Alle adharenten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen mit Filter in NaHCOs-gepuffertem MEM, 5 % (v/v) FKS
fir Hela- und Vero - Zellen, 10 % (v/v) fur CHO-Zellen) und Antibiotika (Penicillin und Streptomycin mit einer
Endkonzentration von etwa 240 pg/ml) in einem 37 °C-Brutschrank unter 5% CO,-Begasung kultiviert. Nach
Ausbildung eines fast vollstdndig konfluenten Zellrasens wurden diese mit 3 ml ATV-Lésung abgeldst und im
Verhéltnis von 1: 5 bis 1 : 10 in neue Flaschen ausgesat und mit frischem Zellkulturmedium ersetzt.

Als Zellkulturmedien fur die adharent wachsenden 293T-Zellen kam RPMI 1640 mit 10 % (v/v) FKS zum Einsatz.
Zur Verringerung des Kontaminationsrisikos der Kulturen mit Bakterien wurden dem Medium Antibiotika in der
bereits erwdhnten Menge zugegeben.

Die Kultur von Endothelzellen erfordert die Beschichtung der Boden der Kulturgefdfle, um eine verbesserte
Zelladhdrenz zu gewdhren (Beschichtung mit 0,5 %iger Gelatineldsung). Fir die Kultur von HUVEC wird als
Grundndhrmedium Medium 199 mit Earle-Salzen, 2 mM L-Glutamin und 25 mM HEPES verwendet. Eine
Anreicherung findet mit 20 % (v/v) FKS, 5U/ml Heparin, 30 pg/ml ECGS und der schon genannten Anti-
biotikakombination statt.

Suspensionszellen hingegen wurden in ebenfalls mit Filtern ausgestatteten ZellkulturgefaRen aus Kunststoff in
RPMI 1640 und zusatzlich 10% (v/v) FCS und der schon beschriebenen Antibiotikakombination im
befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und unter Begasung mit CO, (5 %) inkubiert. Erreichen die Zellen in der
Suspensionskultur eine Dichte, die eine weitere Zellvermehrung erschwert, werden die Zellen je nach Bedarf im
Verhéltnis von etwa 1:5 bis 1:10 wieder in neue ZellkulturgefdBe Uberfihrt und mit entsprechendem
Zellkulturmedium versetzt.

Im Fall von Hybridomzellen wurde ebenfalls RPMI 1640 mit zusatzlich 10 % (v/v) FKS oder ein spezielles
Hybridommedium Hybri-Care (46-X) von ATCC verwendet, dem zusatzlich noch 10 % (v/v) FKS zugesetzt wurde.

Um die kultivierten Zellen vor den Komplementfaktoren und kreuzreagierenden Antikorpern zu schitzen,
wurde das FKS vor seiner Verwendung fir 30 min bei 60 °C inaktiviert, um schlieBlich in den notwendigen
Mengen eingesetzt werden zu kénnen.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen kénnen in fliissigem Stickstoff tiber lingere Zeit aufbewahrt werden. Hierzu wurden 3 - 5 x 10° adhérente
Zellen oder 1 x 10’ Suspensionszellen abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 1.200 rpm) und das Pellet anschliefend in
kaltes Einfriermedium (FKS, 10% (v/v) DMSO) uberfiihrt. AnschlieBend wurde die resuspendierte
Zellsuspension in vorgekihlte Kryo-Réhrchen Uberfihrt. Das Einfrieren erfolgte in einer mit Isopropanol
gefiillten Einfrierbox bei -80 °C, um eine langsame Abkiihlung der Zellsuspension von ca. 1 °C pro Minute zu
erreichen. AnschlieRend folgte eine Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff, wo die Zellen dann (iber lingere Zeit
gelagert werden konnten.

Zum Auftauen wurde die gefrorene Zellsuspension schnell in einem handwarmen Wasserbad aufgetaut und
anschlieRend in ein mit kaltem Medium gefilltes 15 ml-Rohrchen Uberfihrt, um das in der Zellsuspension
enthaltene toxische DMSO zu verdiinnen. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (10 min, 4 °C, 1.200 rpm),
in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in 1-2 kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) tberfihrt. Nach
erfolgter Anheftung der Zellen an die Kulturflaschenoberfliche wurde das Medium nach 24 h nochmals
erneuert, um bereits tote Zellen zu entfernen.
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3.1.3 Gewinnung von Endothelzellen aus der menschlichen Nabelschnurvene

3.1.3.1 Ansetzen der Collagenaselosung

500 mg lyophilisierte Collagenase A, ein aus Clostridium histolyticum isoliertes, ungereinigtes Gemisch aus
Clostridiopeptidase A, Proteasen, Polysaccharidasen und Lipasen, wurden in 1.000 ml sterilem PBS gel®st.
AnschlieBend wurde diese Losung zur Minderung des Kontaminationsrisikos steril filtriert. Die gefilterte
Collagenase-A-Lésung wurde im Anschluss in Portionen von etwa 40 ml in sterile 50 ml-Falconréhrchen
Uberfihrt und rasch eingefroren. Dort konnte die Losung bis zu drei Monaten bei -20 °C aufbewahrt werden.
Vor der anstehenden Isolierung von Endothelzellen aus der Nabelschnurvene wurde die Lésung dann im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und mit einer Temperatur von 37 °C bei maximaler Enzymaktivitat verwendet.

3.1.3.2 Herstellung der Beschichtungslosung fiir die Kultur humaner Endothelzellen

5,0 g Gelatine vom Typ A aus Schweinehaut wurde in 1.000 ml destilliertem Wasser auf eine Temperatur
zwischen 80 — 100 °C erhitzt und bis zur vollstandigen Auflésung der Gelatine unter stetem Riihren mit einem
Ruhrfisch auf einem beheizbaren Magnetriihrgerat inkubiert. Die erhaltene 0,5 % (w/v) Gelatinelésung wurde
anschliefend bei ca. 120 - 130 °C in einem Autoklaven sterilisiert und aliquotiert bei Verwendung innerhalb von
zwei Wochen bei 4 °C im Kihlschrank, bei Lagerung von bis zu drei Monaten bei -20 °C im Gefrierschrank
aufbewahrt.

3.1.3.3 Beschichtung von Kunststoff- und Glasmaterialien fiir die Kultur humaner
Endothelzellen

Fir die Kultur von HUVEC mussten die Zellkulturgefde mit Gelatinelésung beschichtet werden. Hierzu wurden
die Boden von ZellkulturgefdRen aus Kunststoff zunachst mit 0,5 % (w/v) Gelatinel6sung bei Raumtemperatur
flr 30 min inkubiert und anschlieRend von (iberschiissiger Gelatinelésung befreit. Nun wurde einmalig mit
sterilem PBS gewaschen, indem der Boden des ZellkulturgefdRes fir 10 min mit sterilem PBS inkubiert wurde.
Die Waschlosung konnte dann mit Hilfe steriler Glaspipetten abgenommen werden und die Zellkulturgefile
bei 4 °Cin Cellophan gewickelt zwischengelagert werden.

Boden von Zellkulturgefden aus Glasmaterialien wurden zunachst ebenfalls mit 0,5 % (w/v) Gelatinelésung
behandelt und nach deren Entfernung wurden drei Waschschritte von jeweils 10 min mit sterilem PBS
durchgefiihrt. Nach Abnahme der PBS-Lésung wurden die GefdRe in Cellophan eingewickelt und anschliefend
bei 4 °C gelagert.

3.1.3.4 Isolierung der Endothelzellen

Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene, sogenannte human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), kdnnen durch Enzymbehandlung aus der Nabelschnurvene gewonnen und anschliefend kultiviert
werden. Die Isolationsmethode basiert hauptsachlich auf dem Protokoll von Jaffe et al. 1973, das 2001 noch
einmal anschaulich von Marin et al. zusammengefasst wurde.

Hierzu wurde die Nabelschnur (Ns) mit einem scharfen Skalpell nahe der Abklemmungsstelle und nahe der
Plazenta durchtrennt. Um Austrocknung und Kontaminationen zu verhindern wurde die Ns in einem Glasgefal3
mit Schraubverschluss, das mit etwa 80 ml steriler PBS-L6sung und einem Roéhrchen Antibiotikumkombination
geflllt wurde, im Kiihlschrank bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Bei der Weiterverarbeitung wurde
die menschliche Ns aus dem Glas entnommen, kurz in 70 % (v/v) technisches Ethanol eingetaucht und in
sterilem PBS eingelegt. An beiden Enden der Ns wurde diese auf einer sterilen Glasarbeitsplatte mit einem
Skalpell um etwa 1cm gekiirzt, um die abgebundenen, gequetschten Stellen, die durch die Klemmen
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verursacht wurden, restlos zu entfernen. Aus einem 16 G dicken Venenverweilkatheter wurde die Kanile
entfernt und nur der verbliebene Katheter vorsichtig in die Nabelschnurvene eingeschoben. Vorher sollte
unbedingt noch einmal genau die Nabelschnurvene von den beiden Nabelschnurarterien abgegrenzt werden.
Nun konnte die Vene mit mindestens 40 ml sterilem PBS gespiilt werden, bis makroskopisch kein vendses Blut
mehr sichtbar war. Mit auf 37 °C erwarmter 0,05 % (w/v) Kollagenase-A-Losung wurde das Uberschissige PBS
ausgespiilt und die Nabelschnur an dem Katheter entgegengesetzten unteren Ende mit einer Metallklemme
abgeklemmt. Im Anschluss wurde die Nabelschnurvene mit der Kollagenase-A-Lésung prall gefillt und knapp
am oberen Rand abgeklemmt. Erst dann konnte der Venenverweilkatheter vorsichtig gezogen werden und die
Ns in einem mit sterilem PBS gefiillten Wasserbad bei 37 °C fiir 7 min inkubiert werden. Abbildung 3.1.3.4.1
zeigt die anatomischen Verhaltnisse der Nabelschnur.

Abbildung 3.1.3.4.1: Schematischer Querschnitt durch
die menschliche Nabelschnur. Querschnitt der

Yena umbsilicalis (V) ) . o
menschlichen Nabelschnur mit der V.umbilicalis (V), den

Ductus allantoicus {D1; oben} beiden Aa. umbilicales (A) und den Resten von Ductus
und D”“;‘S;mp:a";e”ie'icus allantoicus (D1) und Ductus omphaloentericus (D2), die
; unten},
in die gallertartige Substanz der Wharton-Sulze
eingebettet sind (Vorlage aus Geburtshilfe und
Whartan Sulze Frauenheilkunde, von C. Geist und H. Hofmann, de

Gruyter-Verlag; ISBN 311015532 X).

Arteriae umbilicalis

Nach der Inkubationszeit wurde die Nabelschnur fir ca. 2 min leicht massiert, um die Endothelzellverbdnde
besser l6sen zu konnen. AnschlieRend wurde im Abstand von 1,5 cm der unteren Metallklemme eine weitere
angebracht und die Nabelschnur mit einem Skalpell zwischen diesen beiden Metallklemmen durchtrennt. Die
zuletzt angebrachte Klemme wurde nun entfernt und der Inhalt der Nabelschnurvene in ein
Zentrifugationsrohrchen mit Medium 199 und 10 % (v/v) FKS einlaufen gelassen. Die Nabelschnurvene wurde
nicht ausgedriickt oder mit sterilem PBS nachgespiilt, da sonst andere, nicht erwiinschte Zellverbdnde mit in
die Zellsuspension gelangen konnten. Im Anschluss wurden die Endothelzellen bei 4 °C und 1.000 rpm fir
10 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde schlieRlich je nach geschatzter
Zellausbeute in etwa 5ml HUVEC-Medium 199 mit Antibiotika und 10 % (v/v) FKS aufgenommen und in
beschichtete Zellkulturgefae ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium durch frisches ersetzt, um die bereits
abgestorbenen oder nicht angesetzten Endothelzellen bzw. die nicht erwiinschten Zellen, wie Erythrozyten, die
durch enzymatische Auflésung von kleinen geronnenen Blutklimpchen in die Kultur gelangt sind, zu entfernen.
Die HUVEC befinden sich nun in der 0. Passage und kénnen bis kurz vor Erreichen eines Monolayers vermehrt
werden.

3.1.4 Zellzihlung

Zellen wurden vor ihrer Verwendung fiir verschiedene Experimente gezahlt. Hierfiir wurde ein Hdmozytometer
in Form einer Zdhlkammer mit einer Einteilung nach Thoma benutzt. Dazu wurden die zu zdhlenden Zellen mit
ATV geldst und mit Zellkulturmedium in eine homogene Suspension versetzt. Die Zelldichte ergibt sich nun aus
der Multiplikation der ausgezahlten Zellen der 4 x 4 Gruppenquadrate von 0,2 mm Kantenldnge mit dem Faktor
1 x 10° und beschreibt die Zellzahl je ml.
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3.1.5 Kultur von Hybridomzellen zur Antikérpergewinnung

Hybridomzellen, die durch die Fusion von Antikdrper produzierenden B-Zellen mit den immortalisierten,
murinen Myelomzellen entstanden sind, wurden in RPMI 1640 mit 10 % (v/v) FCS oder in Hybri-Caremedium
(46-X) mit 10 % FCS als leicht adharente Zellen im befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und unter Begasung mit
5 % CO, inkubiert. Bei Erreichen eines relativ konfluenten Zellrasens wurde das liberstehende Ndhrmedium mit
den in Suspension gegangenen Hybridomzellen regelmiaRig gegen frisches ausgetauscht. Das entfernte
Ndhrmedium wurde anschlieBend als Ausgangslosung zur Aufreinigung und Konzentrierung des monoklonalen
Antikorpers verwendet. Zur Teilung der Zellkultur wurde der Boden der Zellkulturflasche mit frischem
Ndhrmedium gespiilt und die erhaltene Zellsuspension auf neue Zellkulturflaschen ausgesat. Die Erfahrung
zeigt, dass sich fiir die Zucht von Hybridomzellen kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) am besten eignen.

3.1.6 MTT-Vitalitatstest

Bei diesem Test kann man sich die Tatsache zu Nutze machen, dass das Tetrazolium-Salz 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) von lebenden Zellen aufgenommen und von
mitochondrialen Dehydrogenasen in ein violettes Formazan-Produkt umgewandelt wird. Dieses Produkt kann
nicht durch zellulare Membranen diffundieren und ist weitgehend unloslich. Es fallt daher in vitalen Zellen aus
und bildet Kristalle, die im Mikroskop sichtbar sind. Mit organischen Losungsmitteln lassen sich die
Formazankristalle solubilisieren und mit einem colimetrischen Test vermessen. Nur lebendige Zellen mit einem
aktiven Stoffwechsel sowie Zellen, die sich in der Friihphase der Apoptose befinden, setzen MTT um. Zellen in
der spaten Phase der Apoptose und tote Zellen tun dies nicht. Daher ist die gemessene Menge an Formazan ein
MaR fiir die Anzahl und Vitalitat der Zellen.

Die zu untersuchenden Vero-Zellen, die in einer Menge von 2,5 x 10° pro well UN zur Adhérenz gebracht und in
der darauffolgenden Nacht mit den zu testenden Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen inkubiert
wurden, wurden fiir 2 h bei 37 °C mit je 1 ml 5 %igem MEM pro well einer 6-well-Platte versorgt. Im Anschluss
wurde das Medium restlos entfernt und durch 750 ul MTT-Lésung pro well ersetzt, welche ebenfalls 2 h auf
den Zellen bei 37 °C einwirken sollte. Der bereits nach kurzer Zeit sichtbare Farbumschlag von gelb nach lila
zeigt die Umsetzung des Tetrazolium- Salzes zu Formazankristallen. Um diese anschlieBend aus den Zellen
I6sen zu konnen, wurden zu den von der Uberschissigen MTT-Lésung komplett befreiten Zellen 750 pl
Extraktionsldsung gegeben und 45 min bei RT inkubiert. Der gefirbte Uberstand eines wells einer 6-well-Platte
wurde dann in 50 pl Aliquots auf 12 wells einer 96-well-Platte verteilt, um im Anschluss bei einer Wellenldange
von 570 nm (Referenzwellenldnge 620 nm) im ELISA-Reader gemessen zu werden. Als Positivkontrolle wurden
ausschlieBlich mit PEI behandelte Vero-Zellen verwendet, wobei die Negativkontrolle ausschlieBlich aus PEI-
behandelten Vero-Zellen, die zusatzlich mit 100 % DMSO (Losungsmittel der Inhibitoren) behandelt wurden,
bestand. Die 12 Ergebnisse pro well wurden gemittelt und in die prozentuelle Vitalitdt im Vergleich zu
unbehandelten Zellen umgerechnet.
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Infektion von adhdrenten Zellen

Dazu wurden 2,5x10° pro well adhérente Zellen in 6-well-Platten ausgesit, so dass sie am nichsten Tag
zwischen 70-80% konfluent waren. Die Zellen wurden dann mit verschiedenen Virus-Stdmmen mit der
gewiinschten MOI in serumfreiem Medium bei 37 °C inkubiert sowie ab und zu hin und her bewegt. Nach 2 h
wurde der Uberstand von den Zellen abgezogen und die Zellen mit frischem Medium bei 37 °C im Brutschrank
kultiviert. Nach 24 h bzw. 48 h wurde der Zellrasen auf Synzytium untersucht.

3.2.2 Infektions-Inhibitions-Versuche mit Antikérpern und inhibitorischen
Substanzen

Vero-Zellen wurden mit 2,5 x 10° Zellen pro well einer 6-well-Platte ausgesat (oder 8 x 10" Zellen pro chamber
eines 4-well chamberslides) und UN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von
ca. 70-80 % erreicht hatten, erfolgte die Infektion durch einstiindige Inkubation mit MOIs von 0,1-1 in
serumfreiem Medium. Zur Untersuchung der Wirkung von Antikdrpern oder inhibitorischen Substanzen
wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten vor, wiahrend oder nach der Infektion mit mAK K41 inkubiert.
Dazu wurden 15 pg/ml mAK K41 oder zwischen 0,5 - 20 uM inhibierende Substanzen zu den Zellen gegeben
und die Fusionsinhibition nach 24 h bzw. 48 h dokumentiert.

3.2.3 Transfektions-Inhibitions-Versuche mit Antikérpern und inhibitorischen
Substanzen

Vero-Zellen wurden mit 2,5 x 10° Zellen pro well einer 6-well-Platte ausgesat (oder 8 x 10" Zellen pro chamber
eines 4-well chamberslides) und UN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von
ca. 70- 80 % erreicht hatten, erfolgte die Transfektion in 1 ml serumfreiem Medium. Zur Untersuchung der
Wirkung von Antikérpern oder inhibitorischen Substanzen wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
vor, wahrend oder nach der Transfektion mit mAK K41 oder inhibitorischen Substanzen inkubiert. Dazu wurden
15 ug/ml mAK K41 oder zwischen 0,5-20 uM inhibierende Substanzen zu den Zellen gegeben und die
Fusionsinhibition nach 18 - 20 h dokumentiert.

3.2.4 Transfektions-Assays

2,5x 10° Vero- oder 4 x 10° CHO-Zellen wurden zu 80 % Konfluenz in 6-well-Platten ausgesat und UN zur
Adhasion gebracht. Am néchsten Tag wurde das Medium 1 h vor der Transfektion gegen serumfreies Medium
ersetzt. Wahrenddessen wurden 2 pg der DNA-Plasmide (pCG-F und pCG-H von CDV, MV und NIV) auf 50 pl
serumfreies Medium aufgefiillt und in einem Eppendorf-cap vermischt. Auflerdem wurden 1,5 ul PEI
(Polyethylenimine) und 48,5 ul serumfreies Medium in einem Transfektionsréhrchen vermischt, zu dem
Plasmid-Mediumansatz gegeben und gemixt. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wurden die Zellen vom
serumfreien Medium befreit und dann mit je 100 pl des PEI-Plasmid-Mixes versehen sowie auf 1ml mit
vorgewdrmtem serumfreiem Medium versetzt. Nach 18 - 20 h wurde die GroéRe der sich gebildeten Synzytien
durch Auszdhlen der enthaltenen Nuklei dokumentiert.

Im Fall von siRNA-Transfektionen wurden 5 x 10* HeLa-Zellen auf 4-well chamberslides ausgesit. Am néchsten
Tag wurden je 1 pl siPort NeoFix Transfektionsreagenz pro well verwendet und die Transfektion nach 48 h ein
weiteres Mal wiederholt. Der Transfektionsmix bestand aus 49 pl serumfreiem Medium und 1 pl siPORT NeoFX
Reagenz, die 10 min bei RT inkubiert wurden, und 30 - 100 pmol der siRNA in 50 ul serumfreiem Medium, die
gemeinsam vermischt bereits 10 min bei RT inkubiert wurden. Nachdem das Medium von den Zellen entfernt
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worden war, wurde der Transfektionsmix auf den Zellen verteilt und mit 900 ul serumfreiem Medium
aufgefillt. Nach 48 h wurde die Transfektion ein weiteres Mal wiederholt und die Zellen nach 96 h analysiert.

3.2.5 Vermehrung von Dengue-Virus-Serotypen

Da das Dengue-Virus zu den hamorrhagischen Fiebern gezahlt wird, wird es laut dem RKI in die Risikogruppe 3
eingestuft. Zur Amplifikation der verschiedenen Dengue-Virus-Serotypen 1 -4 wurden Vero-Zellen in 75-cm’-
Zellkulturflaschen bis zur Ausbildung eines Monolayers mit einer Dichte von etwa 70 % in 5 %igem Ciprobay-
MEM Medium kultiviert. Nachdem das Ndahrmedium durch 10 ml serumfreies Nahrmedium ersetzt wurde,
wurde die Zellkultur anschlieRend mit den Serotypen1-4 mit einer MOI=1 inokuliert. Bei 37 °C im
Brutschrank inkubierten die unterschiedlichen Infektionsansatze fiir Serotyp 1 und 2 fiir 4 - 5 Tage, wahrend fiir
Serotyp 3 und 4 ca. 5 - 7 Tage angesetzt wurden. Waren die Zellen nach dieser Zeit komplett durchinfiziert, was
am fir Dengue-Viren typischen CPE zu erkennen war, wurden sie vom Flaschenboden abgekratzt und
zusammen mit dem Medium abgezogen. AnschlieBend wurde durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren auch
das zellgebundene Virus (im Falle von Dengue Viren nur eine recht geringe Menge) freigesetzt und das gesamte
Gemisch fiir 15 min bei 4.000 rpm 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in Kryo-Réhrchen aliquotiert und
bei -80 °C verwahrt.

3.2.6 Virusvermehrung verschiedener Paramyxoviren

Zur Amplifikation des attenuierten MV-Edm und CDV-OND-LP wurden Vero-Zellen in 175 cm*-Zellkulturflaschen
bis zur Ausbildung eines Monolayers mit einer Dichte von etwa 80 % kultiviert und nach Entfernen des
Ndhrmediums mit etwa 5 ml serumfreiem Ndhrmedium versetzt. Zur Vermehrung des MV-Stammes 1C323
wurde anstatt der Vero-Zellen die stabil transfizierte Vero-SLAM-Zelllinie verwendet.

AnschlieBend wurde die Kultur mit den Virusstammen mit einer MOI von 0,01 inokuliert und fiir 60 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Nahrmedium abgezogen und durch 15 ml des serumhaltigen
Ndhrmediums ersetzt. Die Zellkultur wurde nun bis zum Erreichen des maximalen zytopathischen Effekts, d.h.
bis zur Ausbildung eines Monolayers mit vielen, riesigen Synzytium, noch vor der Lyse der infizierten Zellen
Uber einen Zeitraum von etwa 2-4 Tagen im Brutschrank bei 3 °C inkubiert. Dann wurde das Medium
abgezogen und durch 2 -4 ml serumfreiem Nahrmedium ersetzt, so dass der Zellrasen gerade noch benetzt
war, und die Zellkulturflasche UN bei -80 °C eingefroren. Am nichsten Tag wurde die Zellkulturflasche auf Eis
langsam zum Auftauen gebracht und das zellgebundene Masern-Virus (MV)oder Hundestaupe-Virus (CDV) mit
Hilfe eines Zellschabers und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren freigesetzt. Die Zellsuspension wurde
anschlieRend noch in einem Douncer mechanisch auf und ab bewegt, um die Ausbeute an Viruspartikeln
zusatzlich zu erhéhen.

Nun wurde das Zelldebris fiir 15 min bei 4.000 rpm, 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand in Kryo-Réhrchen
aliquottiert. Die Lagerung findet flr einen langeren Zeitraum bei -80°C statt. Gleichzeitig zu dieser
Virusprdparation wurden Vero-Zellen und Vero-SLAM-Zellen bis auf den Schritt der Infektion exakt gleich
behandelt. Dadurch wurde ein Uberstand geerntet, der als negative Kontrolle fiir Infektionsversuche genutzt
werden kann und als Mockpraparation bezeichnet wird.

3.2.7 Virustiterbestimmung mittels Plaquetitration

Der Plaquetest erlaubt eine recht genaue Berechnung des Titers infektidser Viruspartikel, indem man sich die
Ausbildung von sogenannten Plaques (Infektionsherde), die in einem Zellmonolayer entstehen, zu Nutze
macht. Dabei eignen sich die sehr gut adharierenden Vero-Zellen wegen ihrer Rezeptorausstattung nur fir die
Titerbestimmung vom Masern-Virus- (MV-Edm) und Hundestaupeimpfstdmmen (CDV-OND-LP), weshalb fir die
Titration von MV 1C323 Vero-SLAM-Zellen verwendet wurden.
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Zur Durchfiihrung des Tests wurden 1,5 x 10° Vero-Zellen oder Vero-SLAM-Zellen in eine 6-well-Platte ausgesat
und UN im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde eine Verdiinnungsreihe von
10™ - 10® von den zu untersuchenden Viruslésungen auf Eis angesetzt. Je Verdiinnungsstufe wurde 1 ml auf
einen ca. 70 - 80 %igen Zellmonolayer der 6-well-Platte Uberfuhrt, von dem zuvor das Nahrmedium vollstandig
abgezogen worden war. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 37 °C wurde das virushaltige Nahrmedium
abpipettiert, der Zellmonolayer zweimal mit serumfreiem Ndhrmedium gewaschen und vorsichtig mit 40 °C
temperiertem Overlay-Agar liberschichtet. Nachdem der Overlay-Agar bei RT fest geworden war, wurden die
infizierten Zellen fir 5 Tage bei 37 °C bis zur Ausbildung deutlicher Infektionsherde, die durch den
zytopathischen Effekt der Synzytiumbildung des Virus im Monolayer entstehen, inkubiert. Im Anschluss folgte
die Farbung der Overlayschicht mit 1 ml pro well 1:100 in PBS verdiinnter Neutralrotlésung fiir 1 h bei RT.
Hiernach wurde die Uberschissige Neutralrotldsung abgezogen, auf Papiertiichern abgeklopft und die
Verdiinnungsstufe gibt die Menge der infektidsen Partikel in 1 ml der Viruslésung wieder.Zellkulturplatten im
Brutschrank bei 37 °C fur weitere 24 h inkubiert. AbschlieRend wurden die Ansatze hinsichtlich der Ausbildung
von Plaques beurteilt, die sich als ungefarbte Areale gegenlber der gefarbten Umgebung zeigten. Es wurde die
Verdiinnungsstufe zur Auszdhlung der Plaques verwendet, in der deutlich die letzten gebildeten Plaques zu
erkennen waren. Die Anzahl der Plaques multipliziert mit dem reziproken Wert der

3.2.8 Virustiterbestimmung mittels TCID50 Test (50 % - Endpunkt-Titration)

Die Konzentration infektidser Partikel in Prdparationen der Dengue-Virus Serotypen 1-4 wurde anfédnglich
mittels Endpunkttitration versucht zu bestimmen. Dazu wurden 9 x 10° Vero-Zellen zur Titerbestimmung in 96-
well-Platten mit jeweils 400 pl Ndhrmedium mit 5 % FCS MEM ausplattiert und UN im Brutschrank bei 37 °C zur
Adhision gebracht. Am darauffolgenden Tag wurde eine Verdiinnungsreihe von 10™ bis 10™° in serumfreiem
MEM durchgefiihrt, indem 900 ul Medium vorgelegt und jeweils 100 pl der Viruslésung lberfihrt wurden. Pro
Verdiinnungsstufe wurden acht Napfe der Zellkulturplatte mit je 100 ul versetzt. Die infizierten Zellen wurden
7 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Anzahl der CPE-positiven Napfe sollte mit Hilfe einer Kristallviolettfarbung
bestimmt werden. Die TCID50/ml und der Standardfehler wurden entsprechend den Formeln nach Spearman
und Karber berechnet.

logTCIDgy = xp-q + 12d — dpz

Abbildung 3.2.8.1: Formel zur Berechnung der 50%igen Endpunkt-Titration nach Spearman und Karber. In der Formel steht
xp = 1 fiir den dekadischen Logarithmus der hochsten Verdiinnungsstufe, bei der noch ein CPE in allen Napfen der
Verdiinnung zu finden ist. d steht fiir den dekadischen Logarithmus des Verdiinnungsfaktors. p entspricht dem Anteil an
CPE-positiven Napfen pro Verdiinnungsstufe. Summe p ist die Summe aller p ab der Verdiinnungsstufe xp = 1 und den p-
Werten aller héheren Verdiinnungen mit vorhandenem CPE. Es wird der dekadische Logarithmus der Verdiinnungsstufe
berechnet, bei der 50 % der Zellen oder Napfe einen CPE aufweisen.

3.2.9 Virustitration von Dengue-Virus mittels Immunfluoreszenz

Vero-Zellen wurden mit einer Dichte von 1 x 10° in 12-well-Platten ausgesit und nach Adhérenz der Zellen am
darauffolgenden Tag im BSL-3-Labor infiziert. Zur Infektion wurden Dengue-Virus Serotyp 1 - 4 verwendet, die
in einer Verdiinnungsreihe von 10" bis 10™ in serumfreiem MEM auf den Zellrasen gegeben wurden. Dazu
wurden 1.800 pl Medium vorgelegt und jeweils 200 ul der Viruslésung Gberfihrt. Pro Verdiinnungsstufe wurde
je 1 ml auf den Zellrasen gegeben und die infizierten Zellen 7 Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 %iger CO,-
Begasung inkubiert, um dann mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung die vielen Infektionsherde (Foci) der
Dengue-Infektion sichtbar zu machen. Dazu wurden die infizierten Zellen zuerst bei RT mit 4 %iger
Paraformaldehydl6sung (v/v) fur 20 min fixiert und anschlieBend mit 0,1 %iger TritonX100-Losung (v/v) fur
10 min bei 4 °C permeabilisiert. Danach folgten drei Waschschritte mit PBS und die Zugabe des Erstantikoérpers
Maus a-Denguecomplex, pan der Firma US Biological 1 : 400 in 1 %igem BSA (v/v) fir 1 h bei RT. AnschlieRend
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wurde wiederum mit 1%igem BSA (v/v) drei Mal gewaschen und es folgte eine Inkubation mit dem
Zweitantikorper a-Maus-lgG (H+L)-Alexa 488 in einer Verdiinnung von 1 :250 1 h bei RT. Zum Schluss wurden
die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und bis zur Analyse am Mikroskop in 200 pl PBS im Kihlschrank bei 4 °C
aufbewahrt.

3.2.10 Herstellung pseudotypisierter retroviraler Partikel

Retroviren sind neben Adenoviren die am haufigsten als Gentransfersystem eingesetzten Viren. Grundlage der
meisten retroviralen Systeme ist das Moloney-Murine-Leukemia-Virus (MoMuLV), das bei neugeborenen
Maéusen innerhalb von drei Monaten nach Infektion zur Entwicklung eines T-Zell-Lymphoms fihrt (Shinnick et
al., 1981). Es besitzt die Strukturgene gag, pol und env fir die viralen Proteine als auch cis-aktive Elemente, die
fir die Replikation nétig sind. Diese bestehen aus den Long-Terminal-Repeats (LTRs) mit den Regionen U3, R
und U5, welche fiir die Transkription des viralen Genoms und die Integration der DNA-Form des Retrovirus
(Provirus) in das Genom der infizierten Zelle notwendig sind. AuRerdem sind weitere Elemente wie die Signale
flr die reverse Transkription des viralen Genoms und das Signal fiir die Verpackung des retroviralen Genoms in
die viralen Partikel vorhanden. Dabei kodiert bei den Strukturgenen gag fiir die Matrix-, Capsid- und
Nukleocapsidproteine, pol fiir die reverse Transkriptase, Intregrase und Protease und env fiir die viralen
Transmembranglykoproteine.

Der Grund fur die Verwendung von Retroviren liegt darin, dass sie in das Wirtszellgenom integrieren und daher
die genetische Information auch an Tochterzellen weitergegeben werden kann. Ihr Replikationszyklus weist
zwei Besonderheiten auf:

¢ Nach Freisetzung des Capsid ins Zytoplasma wird das virale RNA Genom in DNA umgeschrieben, also revers
transkribiert.

¢ Die nach der reversen Transkription vorliegende doppelstréngige provirale DNA integriert mit Hilfe der
Integrase stabil in das Genom der Wirtszelle.

Bei Retroviren sind mehr Anpassungs- und Modifikationsmaoglichkeiten vorhanden als bei anderen viralen
Gentransfer-Systemen (Miller et al., 1993). So sind die retroviralen Strukturgene und das Genom unabhéangig
voneinander, denn als retrovirales Genom kann jede Sequenz dienen, die die Steuerelemente fir die
Verpackung, Expression und Integration in der richtigen Anordnung enthalt. Die Anwesenheit retroviraler
Strukturgene ist ebenfalls nicht notwendig und kann daher beliebig durch andere gewiinschte Gene
ausgetauscht werden, wobei lediglich eine GroRengrenze von ca. 8 kb einzuhalten ist. Somit kénnen die
Glykoproteine auf der viralen Hillmembran eines Retrovirus durch Glykoproteine eines anderen Virus
ausgetauscht werden. Diese Methode wird als sogenannte Pseudotypisierung bezeichnet. Erste Experimente
hierzu wurden mit zwei verschiedenen Viren, einem Retrovirus und dem Vesikuldren-Stomatitis-Virus (VSV)
durchgefiihrt. Nach der Doppelinfektion erhielt man Virionen, die das Genom des einen Virus trugen, umhullt
von den Hullproteinen des anderen Virus (Emi et al., 1991). Der Einbau fremder Proteine in die Hille eines
Virus ist also ein natirlich vorkommendes Phianomen, das bei gleichzeitiger Infektion einer Zelle mit zwei
unterschiedlichen Viren mit Hillmembran auftreten kann (Zavada, 1982). Dieser Prozess konnte recht bald als
labortechnische Methode zur Pseudotypisierung von Retroviren etabliert werden. Dabei kdénnen sowohl
Pseudotyppartikel, die das eigene und das fremde Hillprotein in ihrer Hille tragen, als auch solche, die
ausschlieBlich das fremde Hillprotein besitzen, entstehen. In retroviralen Systemen die auf MoMuLV basieren,
wird zum einen auf Hillproteine anderer Retroviren (das Hillprotein des Gibbon-Ape-Leukemia-Virus, Miller,
1996), aber auch auf Hullproteine nicht-verwandter Viren zuriickgegriffen, wie z. B. das G-Protein des nicht
pathogenen Vesikuldren-Stomatitis-Virus (VSV) (Brun et al., 2008). Den genannten Hillproteinen ist
gemeinsam, dass die zugehorigen Rezeptoren u. a. auch bei humanen Zellen vorkommen und somit eine
retroviral vermittelte Transduktion dieser Zellen moglich wird. Von Transduktion, und nicht von Infektion,
spricht man, da in diesem System zwar vollstdndig infektise Viruspartikel entstehen kénnen, diese aber
aufgrund der nicht mehr originalen retroviralen Strukturgene nur noch das Genom stabil auf die Zellen
Ubertragen kénnen, ohne eine Virusvermehrung in den Zielzellen zu etablieren.
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Gentechnisch veranderte, modifizierte Retroviren, sogenannte retrovirale Vektoren (Karavanas et al., 1998),
eignen sich nicht nur hervorragend in der klinischen Gentherapie, um einen therapeutischen Gentransfer
durchzufiihren, sondern auch im labortechnischen Bereich, um stabil transfizierte Zelllinien herzustellen, die
dadurch neue genetische Eigenschaften bekommen und Gene, die von Interesse sind, exprimieren. Dabei
wurden Gene fiir die gag-, pol- und env-Proteine entfernt und durch die gewiinschten, zu transferierenden
Gene ersetzt (Vile et al.,, 1995). Auf diese Weise kénnen bestimmte Gene verschiedener Viren untersucht
werden, ohne das Virus selbst verwenden zu missen. Dies ist besonders bei Virusstimmen interessant, die
normalerweise Untersuchungen in Sicherheitslaboren der Stufen Il - IV erfordern. Eine gewisse genetische
Grundinformation muss allerdings als Basis fiir die Integration des entsprechenden Gens in das Wirtszellgenom
vorhanden sein: sie besteht aus dem Signal flr die reverse Transkription und dem LTR Motiv zur Integration.
Das RNA Verpackungssignal ist wichtig, damit die RNA ins Virion verpackt wird bzw. mit den Capsiden
wechselwirkt. Die zusammengebauten Virionen kdnnen nun dafiir verwendet werden, um entsprechende
Zielzellen zu infizieren und so das gewiinschte Gen einzubringen, welches im Anschluss von den infizierten
Zellen eingebaut und transkribiert wird. Zur Erforschung der retroviralen Vektoren oder verschiedener
Oberflachenproteine empfiehlt es sich lediglich ein GFP-Gen als Genom in die Vektoren einzubauen, um einen
Infektionserfolg in den lebenden Zellen optisch bestimmen zu kénnen. Die Detektion mit Hilfe des GPF-Gens ist
sehr sensitiv und kann zum Beispiel dafiir genutzt werden, um infizierte Zellen mit einem Zellsortierer von
uninfizierten Zellen zu trennen.

Das MoMuLV-Sytem hat allerdings den Nachteil, dass die Ausbeute retroviraler Partikel in adaquaten
Verpackungszelllinien eher gering ist. Um dieses Problem zu I6sen, wurde ein transientes Expressionssystem
mit drei Plasmiden entwickelt, die gleichzeitig in die Zellen transfiziert werden (Soneoka et al., 1995). Dabei
wurden Vektoren verwendet, die die Partikel markieren (pczCFG-fEYFP), die Gene fiir gag und pol (pHit 60)
sowie fir das VSV-G-Protein (pVSV-G) mit einem Promotor des Cytomegalovirus (CMV) sowie einen
Replikationsursprung des Simian-Virus 40 (SV40) enthalten. Diese beiden Eigenschaften erhéhen deutlich die
retrovirale Genexpression, sofern die Plasmide in Zellen eingebracht werden, die das groRe T-Antigen des SV40
tragen, wie dies bei 293T-Zellen (humane Nierenzelllinie) der Fall ist. Ein weiterer Vorteil dieses Drei-Plasmid-
Systems ist die Moglichkeit, dass auch hier das Hiillprotein G von VSVG gegen andere Oberfldchenhdllproteine
unterschiedlichster Viren beliebig ausgetauscht werden kann. Durch derartige Kombinationen kénnen auf diese
Weise neue pseudotypisierte Retroviren entwickelt werden, die die zu untersuchenden Proteine bzw. ,,genes of
interest” enthalten.

Fir die Herstellung pseudotypisierter retroviraler Partikel wurden neben den fiir das System essentiellen
Plasmiden (pHIT60 und pczCFG2-fEYFPf) noch pczVSV-G als Positiv-Kontrolle verwendet. Es konnten auch
retrovirale Partikel unter Verwendung der Plasmide pCG-H5 und pCG-F1 (mit FIP), den Glykoproteinen des MV,
hergestellt werden. Zu Beginn wurden 2 x 10° 293T Zellen in 6 cm Schalen ausgesit und UN zur Adhirenz
gebracht. Nun wurden 2 pg pHIT60, 2 ug pczCFG2-fEYFPf und 2 pg pczVSV-G auf ein Gesamtvolumen von 250 pl
mit serumfreiem Medium MEM vermischt und zusatzlich pro 6 cm-Schale 18 pl PEI mit 232 pl serumfreiem
Medium MEM angesetzt. Beide Losungen wurden anschliessend miteinander vermischt und fiir 30 min bei RT
inkubiert. Zuvor wurde die Zellkultur mit 4,0 ml 10 % FKS (v/v) MEM versorgt, um dann ca. 3 -4 h Stunden
spater mit dem Transfektionsmix inkubiert zu werden. Nun wurden die 293T-Zellen bei 37 °C UN inkubiert und
am nachsten Morgen mit 3 ml frischem, warmem MEM 10 % FKS (v/v) versorgt. Zur Expressionsverstarkung
folgte anschlieRend die Zugabe von 60 pl 500 mM Natriumbutyrat. Nach 6 - 8 h wurde das Medium erneut
gewechselt und nach einer weiteren Inkubationsperiode von 24 h der Uberstand geerntet. Dieser konnte bei —
80 °C weggefroren werden.

Mit verschiedenen Verdiinnungen (10" - 10®) dieses Uberstandes wurden im Anschluss 9 x 10° Vero-Zellen, die
am Vortag in einer 48-well-Platte ausgesat worden waren, mit je 1 ml der Verdiinnungsstufen transduziert und
die Zahl der freigesetzten pseudotypisierten Partikel in Abhdngigkeit von der Verdlinnungsstufe nach 7 Tagen
Inkubation unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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3.3 Histochemische Methoden

3.3.1 Immunfluoreszenzfirbungen fiir die DurchfluBzytometrie

Bei den Immunfluoreszenzfarbungen fir die DurchfluBzytometrie wurden, falls nicht anders vermerkt, pro
Ansatz 1-2 x 10° Zellen verwendet. Die Firbungen wurden in 5ml FACS-Réhrchen und alle Zentrifugations-
schritte in einer vorgekihlten Hettich-Zentrifuge bei 1.200 rpm fir 10 min durchgefiihrt.

Als FACS-Puffer (FP) fiir die Waschschritte bzw. zur Verdiinnung der Antikérper wurde Ca/Mg-freies PBS, 0,4 %
BSA, 0,02 % NaAzid, pH 7,4 verwendet. Primarantikérper und FITC-markierte Zweitantikérper wurden, falls
nicht anders vermerkt, 1 : 100 verdinnt und in einem Volumen von 100 pl fir 45 min bei 4 °C mit den Zellen
inkubiert.

Bei den Lebendfdarbungen gegen Oberflichenantigene wurden die Zellen ohne Fixierung mit dem
entsprechenden Primarantikorper inkubiert und anschlieRend zweimal mit je 2 ml FP gewaschen. Nach
Inkubation mit dem Zweitantikérper wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen und anschlieRend fir
10 min mit 3,7 % PFA (in Ca/Mg-freiem PBS) bei RT fixiert. Nach zwei abschliessenden Waschschritten wurden
die Zellen in 500 pl FP resuspendiert und konnten nun in der DurchfluBzytometrie analysiert werden.

Flr die quantitative Analyse wurde ein "Fluorescence activated cell scanner" (FACS) mit Argon-Laser (488 nm)
und angeschlossenem Hewlett-Packard Computer mit Lysis II-Software verwendet. In diesem Gerat ist es mit
Hilfe von Laserlicht moglich, Zellen anhand morphologischer Kriterien wie GroRe (im "forward scatter" = FSC)
und Granularitdt (im "side-scatter" = SSC) sowie exprimierter Antigene (nach Anfarbung mit Fluoreszenz-
farbstoffen) zu unterscheiden und mit Hilfe der Computer-Software zu analysieren.

3.3.2 Immunfluoreszenzfirbungen fiir die Mikroskopie

Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden Objekttrager mit vier bzw. acht aufgesetzten Kammern
verwendet. Die Antikorper-Inkubationen (je 1:100 in PBS verdiinnt) fanden in Gesamtvolumina von 200
bzw. 100 pl in der feuchten Kammer statt. Die Waschschritte der Immunfluoreszenzfarbung wurden mit
eiskalten Losungen (PBS) unter leichtem Schiitteln in den Kammern oder Napfen durchgefiihrt.

Die Zellen wurden fiir 20 min mit 4 % Paraformaldehyd bei RT fixiert. Dann wurden sie 20 min mit 5 %igem BSA
bei RT inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen, die durch die Fixierung generiert werden, zu
blockieren. Zur Farbung von Oberflachenantigenen wurden die Zellen mit dem jeweiligen Primarantikorper fir
1h auf Eis oder UN inkubiert und nach zwei Waschschritten mit PBS anschlieRend fiir 45 min mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper. Bei Doppelfarbungen mit verschiedenen Primar- und Sekundaranti-
kérpern erfolgten die beiden Farbungen nacheinander. Die Antikérper wurden dabei in der Regel 1:100 bis
1:200 verdiinnt. Auf die Kammerobjekttrager wurde nach Entfernen der Kammern und Eindecken mit Mowiol
ein groRes Deckglas aufgelegt.

Bei Farbung intrazelluldre Antigene wurden die Zellen ebenso mit 4 % PFA fur 20 min bei RT fixiert und dann
zur Permeabilisierung 10 min mit 200 pl 0,1 % Triton X100 (in PBS) behandelt. AnschlieBend wurden sie
gewaschen und fiir 20 min bei RT mit 5% BSA (in PBS) inkubiert, um wiederum die unspezifischen Bindungs-
stellen, die durch die Fixierung generiert werden, zu blockieren. Die restliche Farbung erfolgte dann nach dem
oben beschriebenen Schema.

Die Auswertung wurde an einem Fluoreszenz-Mikroskop oder am konfokalen Mikroskop der Fa. Leitz mit
eingebauter Fotoeinheit vorgenommen.
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3.3.3 AK-Labeling mit AlexaFluor® 488 (Monoclonal Antibody Labeling Kit)

Mit Hilfe des Kits wurden 100 pg des monoklonalen AK K41 direkt markiert, wobei die dazu benétigten Losun-
gen und Saulen mitgeliefert wurden. Dazu wurde eine 1 M NaHCOs-Losung hergestellt, indem 84 mg NaHCO; in
1 ml dH,0 geldst wurden. Das Ganze wurde bis zur vollstdndigen Auflosung gevortext und bei 4 °C gelagert.
100 pl des AK (1 mg/ml in PBS) wurden anschlieBend mit 100 ul der 1 M NaHCO;-Lésung vermischt und in das
auf Eis geklhlte Eppendorf-cap mit 1 ml des Reactive Dyes transferiert, um dann nach mehrmaligem
Invertieren 1 h bei RT inkubiert zu werden. Die Zugabe der NaHCOs-Losung sollte dabei den pH-Wert des
Reaktionsmixes auf ca. pH 8,0 erhdéhen, da Succinimidylester nur bei leicht alkalischem pH mit primaren
Aminen reagieren. Alle 10 - 15 min musste die Losung vorsichtig invertiert werden, um die Labelingeffizienz zu
erhdhen.

Waéahrenddessen wurde eine Zentrifugationssaule in einem FACS-R6hrchen befestigt und der Sduleninhalt leicht
umgerihrt. Dazu wurde 1 ml der Lésung C auf die Zentrifugationssdule gegeben und diese setzen gelassen.
Danach wurde weiterhin solange Flissigkeit auf die Sdule gegeben bis das Gesamtvolumen 1,5 ml betrug. Dann
wurde diese trocken laufen gelassen und die letzten Tropfen der Lésung mit Hilfe eines Spritzenstopfens durch
Druck herausgepresst.

Nun wurde die Zentrifugationssdule in einer der SammelgefaRe platziert und fir 3 min bei 1.100 x g in einem
Ausschwing-Rotor zentrifugiert, um die Sdule fir die Aufreinigung des konjugierten AK vorzubereiten.

SchlieBlich wurden 100 ul des Reaktionsansatzes tropfenweise auf die Mitte der Sdule pipettiert und die Losung
konnte an das Gel in der Sdule absorbieren. Dann wurde die Zentrifugationssdule in ein leeres Eppendorf-cap
gestellt und fiir 5 min bei 1.100 x g zentrifugiert. Danach befand sich das markierte Protein in ca. 100 pul PBS
(pH 7,2) im Réhrchen.

3.3.4 Farbungen fiir die Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Dazu wurden 1 -2 x 10° Vero-Zellen in 12-well-Platten, die Glas-coverslips enthielten, ausgesat, damit sie am
nachsten Tag zu ca. 70 % konfluent waren. Dann wurden die Glas-coverslips entweder bei 37 °C oder bei 4 °C
2 h mit 15 pg/ml mAK K41 oder ohne mAK K41 inkubiert. Danach wurden die Zellen auf den Glas-coverslips mit
1 ml PBS kurz gewaschen und 20 min bei RT mit einer Lésung aus 6,25 % Glutaraldehyd und 60 mM Sérensen-
Phosphatpuffer (pH 7,4) fixiert. AnschlieBend wurde UN bei 4 °C weiterfixiert und am nichsten Tag mit PBS
gewaschen. Die Uberfilhrung der Objekte in die nichste Loésung erfolgte durch Abpipettierung der
vorhergehenden Lésung und sofortiges Nachflllen der nachsten. Dabei musste in den Entwdasserungsstufen
beim Entfernen der Losung unbedingt ein Fllssigkeitsrest im Gefal zurlickbleiben, um ein Austrocknen der
Zellen zu vermeiden. Es folgte fiinfmaliges Waschen mit Sérensen-Phosphatpuffer (pH 7,4) fiir 5 min, um dann
mit dem ersten Entwasserungsschritt mit 30 % Aceton (in dH,0) fiir 10 min zu beginnen. Dann wurden fir
jeweils 10 min 50 %, 75 %, 90 % (in dH,0) und letztlich 5 Mal 100 % Aceton dazugegeben. Zum Schluss wurde
das Prdparat solange in 100%igem Aceton aufbewahrt, bis die getrockneten Proben auf den Tellern montiert
waren. SchlieBlich wurden die REM-Prdparate mit Gold beschichtet (Sputtern) und letztlich im REM analysiert.

3.3.5 Farbung mit Kristallviolettlosung

Die Zellen wurden mit 0,1 % Kristallviolett in 20 %iger Ethanolldsung 3 min gefarbt. Zuvor waren diese mit Virus
in einer bestimmten MOI infiziert worden. AnschlieRend wurde die Farbelosung entfernt und die Zellen in drei
Waschschritten mit PBS gewaschen, um dann auf dem Kopf stehend zu trocknen. Als positiv gewertet wurden
im Anschluss diejenigen wells, in denen auf der 96-well-Platte noch Plaques zu sehen waren.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Herstellung kompetenter Bakterien

500 ml Bakterienmedium wurden mit 1 ml Bakteriensuspension aus einer frischen E.coli- Vorkultur (XL-10 Gold)
angeimpft und bei 37 °C in einem Bakterienschittler inkubiert. Um die Bakterien in der logarithmischen Phase
zu erhalten wurde die Bakteriendichte regelmaRig kontrolliert und die Inkubation bei einer optischen Dichte
von 0,4 - 0,6 OD600 abgebrochen. Alle weiteren Schritte fanden bei 4 °C mit vorgekiihlten Geradten statt. Die
Bakteriensuspension wurde 10 min auf 4 °C gekiihlt und mit 3.000 x g fiir 15 min bei 4 °C abzentrifugiert. Dieses
Pellet wurde dann in 200 ml einer eiskalten 0,1 M MgCl,-Lésung aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Das
zweite Pellet wurde in 200 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung aufgenommen und 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach
nochmaliger Zentrifugation bei 3.000 x g wurde das Zellpellet in 15 ml einer eiskalten, frischen 0,1 M CaCl,-
Losung aufgenommen und mit 2,5 ml eiskaltem Glycerin vermischt. Die kompetenten Bakterien wurden
aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

3.4.2 Transformation von Bakterien

50 ul kompetente XL-10 Gold E.coli- Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und in ein vorgekiihltes Eppendorf-cap
Uberfihrt, mit 1 pug DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.

Danach wurden die Bakterien 2 min bei 42 °C behandelt und anschlieBend wieder 5 min auf Eis inkubiert.

Letztlich wurde das Gemisch in 950 pl LB-Medium aufgenommen und 50 ul davon auf einer Agarplatte mit
Antibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden schlieBlich bei 37 °C UN im Brutschrank inkubiert und am
nachsten Tag die Kolonien gepickt.

3.4.3 QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit

Kolonien von selektiven Agarplatten wurden gepickt und fiir eine Midiprep 25 ml (fir eine Maxiprep 100 ml)
inokuliert, die UN bei 37 °C geschiittelt wurden (ca. 200 rpm). Am nichsten Tag wurde die UN-Kultur in 50 ml-
Falconréhrchen Gberfiihrt und bei 4.000 rpm 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 4 ml (bzw.
10 ml bei Maxiprep) P1-Puffer resuspendiert und wiederum mit 4 ml (bzw. 10 ml bei Maxiprep) P2-Puffer
versetzt, das die Bakterien alkalisch lysiert. Das Ganze wurde durch vier- bis sechsmaliges Invertieren leicht
vermischt und 5 min bei RT inkubiert.

Dann wurden 4 ml (bzw. 10 ml bei Maxiprep) P3-Puffer mit der Losung durch vier- bis sechsmaliges Invertieren
vermischt und 15 min (bzw. 20 min bei Maxiprep) auf Eis inkubiert, um die Reaktion zu neutralisieren.

AnschlieBend wurde das Gemisch durch eine Mullbinde gefiltert und die QIAGEN-Saule 100 (bzw. QIAGEN-
Saule 500 bei Maxiprep) equilibriert indem 4 ml (bzw. 10 ml bei Maxiprep) QBT-Puffer auf die Sdule gegeben
wurden. Nachdem der Puffer durch diese komplett hindurch gelaufen war, wurde der gefilterte Uberstand auf
die Sdule pipettiert und diese anschliefend zweimal mit 10 ml (bzw. 30 ml bei Maxiprep) QC-Puffer gewaschen.

Um die DNA von der Sdulenmatrix zu eluieren wurden 5 ml (bzw. 15 ml bei Maxiprep) QF-Puffer aufgetragen
und durch Zugabe von 3,5 ml (bzw. 10,5 ml bei Maxiprep) Isopropanol (RT) die DNA prezipitiert. Dann wurde
das Gemisch bei 4.000 rpm und 4 °C fiir 60 min zentrifugiert und das Pellet mit 2 ml (bzw. 5 ml bei Maxiprep)
70 % Ethanol tberschichtet und noch einmal bei 4.000 rpm und 4 °C fir 60 min zentrifugiert.

SchlieBlich wurde das Pellet fir 5- 10 min luftgetrocknet und die DNA in 100 pl Elutionspuffer (oder dH,0)
aufgenommen.
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3.4.4 Midi-Plasmid-Praparation (modifiziert nach Sambrook et al., 1989)

In einer Vorkultur wurden 50 ml LB-Medium mit 50 ul Ampicillin versetzt und UN bei 37 °C geschiittelt. Die UN-
Kultur wurde in Falconréhrchen tberfiihrt und 8 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in
5ml Sol A resuspendiert und mit einer Spatelspitze Lysozym vermischt, geschwenkt und 10 min auf Eis
inkubiert. Anschliefend wurden 7,5 ml Sol C zu der Mischung gegeben, leicht geschittelt und 10 min auf Eis
inkubiert. Nachdem der Ansatz 30 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert worden war, wurde der Uberstand
durch eine Mullbinde in ein neues Falconréhrchen tberfihrt und mit 12 ml Isopropanol (RT) vermischt. Das
Pellet wurde nach 10 min Zentrifugation bei 4.000rpm und 4°C in 2ml dH,0 gelést und mit 2 ml
5 M LiCl/50 mM Tris-HCI (pH 7,5; RT) versetzt, um dann 15 min auf Eis inkubiert zu werden. Das Gemisch wurde
anschlieBend bei 4.000 rpm und 4 °C 15 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Falconréhrchen mit
10 ml Ethanol (-20 °C) uberfiihrt. Nach einer Inkubation von mindestens 2 h bei -20 °C (evtl. UN) wurde der
Ansatz 10 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 ul dH20 aufgenommen und in
Eppendorfcaps tberfihrt.

Um nun die RNA zu entfernen, wurden 5 pl eines RNAse-Stocks (10 mg/ml) zu dem Gemisch gegeben und
30 min bei 37 °Cinkubiert. Nun wurden 400 pl Phenol/Chloroform dazugegeben und 2 min gevortext. Nachdem
der Ansatz 5min bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert worden war, wurde die obere Phase in ein neues
Eppendorf-cap Uberfihrt und die letzten Schritte wiederholt. Weiterhin wurden 400 pl Chloro-
form/Isoamylalkohol (24 : 1) zugegeben, 2 min vermischt und 5 min bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert, um
wiederum die obere Phase in ein neues Eppendorf-cap zu lberfiihren. Auch dieser Schritt wurde ein weiteres
Mal wiederholt. Die obere Phase wurde mit 40 ul 3 M NaAc (pH 5,2) und 1 ml absolutem Ethanol (-20 °C)
versetzt, vermischt und bei -20°C 1-2h (evtl. UN) inkubiert. Nachdem 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert worden war, wurde das Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und wiederum 5 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in 100 pul dH,0 aufgenommen.

3.4.5 QlAprep Spin Miniprep-Kit

Dazu wurden 5ml der UN-Bakterienkultur in ein Falconréhrchen iberfiihrt und bei 3.000 rpm 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 250 pul P1-Puffer resuspendiert, in ein
Eppendorf-cap lberfihrt und mit 250 pl P2-Puffer vermischt. Das Gemisch wurde 4 - 6 Mal invertiert und mit
350 pul N3-Puffer versehen, um dann noch 4 - 6 Mal invertiert zu werden. Dann wurde die milchige Losung bei
13.000 rpm 10 min bei 21 °C zentrifugiert und der Durchfluss auf die Sdule gegeben.

Nach 30 sec des Zentrifugierens wurde die Sdule mit 750 ul PE-Puffer 30 sec bei 13.000 rpm gewaschen, der
Uberstand verworfen und die Siule noch einmal fiir 30 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert.

Die Saule wurde in ein sauberes Eppendorf-cap gegeben und mit 50 pl Elutionspuffer 1 min inkubiert, um dann
30 sec bei 13.000 rpm die DNA herunter zu zentrifugieren.

3.4.6 Bestimmung von Nukleinsdaurekonzentrationen

Die Konzentration einer Nukleinsdurelésung kann photometrisch bestimmt werden, wenn diese
Losung weitgehend frei von Verunreinigungen (Phenol, Agarose, PEG u.a. Nukleinsduren) ist.

Uber die Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 260 nm (Ultraviolettbereich) gegeniiber einer
Kontrolllésung von 80 ul aqua dest. erhdlt man die Nukleinsdurekonzentration unter der Annahme folgender
Werte:

1 0D260 = 40 pg RNA/m!

1 0D260 = 50 pug DNA/m
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Durch Einrechnung der eingesetzten Verdiinnungsstufe erhalt man die Nukleinsdurekonzentrationen. Der Grad
der Verunreinigung durch Proteine kann durch Messung der Extinktion bei 280 nm festgestellt werden. Das
Verhialtnis 0D260/0D280 gibt den Reinheitsgrad der Nukleinsdure wieder. Reine DNA-Praparationen besitzen
einen Quotienten von 1,8 und 2,0.

Fir die Messungen wurden 3 pl der Nukleinsaureldsung mit dH,0 auf 73 ul aufgefiillt und in UVetten, Kuvetten,
die ultraviolettes Licht durchlassen konnen, vermessen.

3.4.7 Sequenzierung

Zur Sequenzierung und Bestimmung der Richtigkeit bestimmter Sequenzfolgen von Plasmiden oder Klonen
wurde der "ABI PRISM 310 Genetic Analyzer" verwendet.

Zunachst wurde die zu sequenzierende DNA mit Hilfe von Tag-Polymerase, entsprechender Primer und einem
Gemisch aus unmarkierten dNTPs und fluorochrommarkierten ddNTPs in der PCR-Maschine amplifiziert und
markiert. Da jedes der vier ddNTPs mit einem anderen Fluorochrom markiert ist, findet die
Kettenabbruchreaktion in einem Ansatz statt. Nach Ablauf der Reaktion befinden sich im Reaktionsgefall DNA-
Fragment-Populationen unterschiedlicher Lange, wobei die Fragmente gleicher Lange an der Abbruchstelle mit
dem gleichen Farbstoff markiert sind. Nach Auftrennung dieser Fragmente entsprechend ihrer GréRe in der
Kapillargelelektrophorese kann die Sequenz durch Detektion des emittierten Lichts bestimmt und mittels der
gekoppelten Software analysiert werden.

Die Sequenzierung wurde folgendermalien angesetzt:
2 pl Plasmid-DNA (50 ng/ul)
1 pl der entsprechenden Sequenzierprimer (5 pmol) (siehe 2.5)
1 ul 5 x-BDT-Puffer
1 pl BDH

Der Einbau der fluorochrommarkierten ddNTPs fir die one-lane-Sequenzierreaktion erfolgte fiir 29 Zyklen in
der PCR-Maschine unter folgenden Bedingungen:

96 °C: 30 sec
50 °C: 15 sec
60 °C: 4 min

AnschlieBend wurde die Sequenzierreaktion bis zur automatischen Sequenzierung bei 4 °C gelagert.

3.4.8 Gelelektrophorese von Nukleinsdauren

Die Gelelektrophorese dient zur Analyse und Kontrolle von Plasmid-DNA-Praparationen, PCR-Amplifikationen
und Restriktionsverdaus. Diese Methode nutzt die unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten negativ geladener
Molekdle in einer Agarosematrix, an die ein elektrisches Feld angelegt wird (Sambrook et al. 1989). Kleinere
Fragmente der negativ geladenen Nukleinsduren finden sich nach Anlage eines elektrischen Feldes Uber eine
bestimmte Zeiteinheit anodenndher als groRere Fragmente.

Hierzu wurden 1 %, bei der Analyse von kleineren Fragmenten bis zu 2 % (w/v), Agarose als Pulver in 120 ml
TAE-Puffer in der Mikrowelle fiir 2 min gekocht, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Nach Abkihlung auf
ca. 50 °C und Zugabe einer Ethidiumbromidlésung zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml wurde die Lésung in
einen Geltrager gegossen, der mit einem entsprechenden Kamm zur Erzeugung der Auftragstaschen versehen
war. Nach Polymerisation der Agaroseldsung wurde der Kamm vorsichtig entfernt, der Gelschlitten in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt, mit Elektrophorese-Puffer (1 x TAE) aufgefillt und das Gel mit den DNA-
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Proben, die zuvor mit 1/10 Vol 10 fachem Ladepuffer versehen wurden, beladen. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung bei 110V wurden die entsprechend ihrer GréRe aufgetrennten DNA-Molekiile im UV-Licht
sichtbar gemacht und fotografiert bzw. fir die Gelisolation aus dem Gel herausgeschnitten.

3.4.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die 1985 publizierte Methode der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al. 1985) dient zum Nachweis
bestimmter Sequenzen in einem cDNA-Gemisch. Die einzelnen temperaturabhdngigen Schritte der
Denaturierung, des Annealings und der Extension werden nach entsprechender manueller Programmierung
eines Thermocyclers automatisch vorgegeben und ausgefiihrt. Unter Verwendung einer Tag-Polymerase wurde
mit Hilfe der spezifischen Primer in den einzelnen Ansétzen der entsprechende Abschnitt des viralen Genoms
amplifiziert. Die PCR-Ansatze wurden wie folgt auf ein Gesamtvolumen von 25 pl zusammenpipettiert:

0,1 pg DNA

1,0 pl "upper primer" (25 pM)
1,0 pl "lower primer" (25 pM)
add 25 ul dH,0

Die Ansdtze wurden gemischt, kurz zentrifugiert und mit einem puReTaq Ready-To-Go PCR bead von
Amersham Biosciences vermischt. Diese Kiigelchen enthalten 10 x Tag-Puffer, Tag-Polymerase, 200 uM dNTP-
Mix, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl und 10 mM Tris-HCI (pH 9, RT).

In der PCR-Maschine wurde mit folgendem Programm amplifiziert:
1x: 94 °C 2 min
53°C 1-X min (Annealing; ca. 1 - 5 °C unter der Ty, der Primer)

72 °C 2 min (Extension; pro 1000 bp je 1 min)

35x: 94 °C 30 sec (Denaturierung)
53°C 1-X min (Annealing; ca. 1 - 5 °C unter der Ty, der Primer)

72 °C 2 min (Extension; pro 1000 bp je 1 min)

1x: 72 °C 7 min

AnschlieBend wurden im 1 %igen Agarosegel je 10 ul der PCR-Reaktionen aufgetragen und untersucht.

3.4.10 Restriktionsverdau

Die Restriktionsspaltung von DNA fand in folgenden 20 pl-Ansatzen fir 60 min bei 37 °C statt, wobei zuerst das
Wasser, und anschlieBend in Reihenfolge der Puffer, die DNA und zum Schluss das Enzym in das Eppendorf-cap
pipettiert wurden:

1 pg DNA

2 ul 10 x RE-Puffer

10 U RE (bzw. 2 x 5 U bei Doppelverdaus)
dH,0 ad 20 pl

Die Enzymaktivitdt wurde durch zehnminutiges Erhitzen auf 75 °C im Heizblock inaktiviert.
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3.4.11 Auffiillen iiberhdngender Enden mit Klenow-Polymerase

Bei der Klenow-Polymerase handelt es sich um das groRe Fragment der E. coli DNA-Polymerase | mit 5" - 3’-
Polymerase- und 3" - 5°-Exonuklease-Aktivitat, bei dem die 5 = 3’-Exonuklease-Aktivitdt der Polymerase |
durch Substitution mit dem maltosebindenden Protein inaktiviert wurde. Das Enzym wurde in folgendem
Ansatz zum Auffiillen kohasiver Enden in Vorbereitung auf die Ligation glatter Enden verwendet:

1 ug DNA

2 ul 10 x RE-Puffer

2 pl 40 mM dNTP-Mix

1 ul (5 U) Klenow-Polymerase
dH,0 add 20 pl

Der Reaktionsansatz wurde fiir 15 min bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Enzymaktivitdt durch
zehnmintiges Erhitzen auf 75 °C inaktiviert.

3.4.12 Dephosphorylierung von Plasmidvektoren

Zur Verhinderung von Religation wurden 2 ug der restriktionsverdauten Plasmidvektoren mit "Calf intestine
phosphatase" (CIP) in 100 pl-Reaktionen fiir 60 min bei 37 °C 5’-dephosphoryliert:

20 pl (2 pg) des restriktionsverdauten Plasmids
10 pl 10 x CIP-Puffer

2 ul(20U) CIP

68 ul dH,0

AnschlieRend wurde die Enzymaktivitat durch zehnminitiges Erhitzen auf 75 °C inaktiviert.

3.4.13 Ligation

Fur die Ligation kohdasiver Enden wurde bei ungleicher Lange des Vektors/ Inserts der dephosphorylierte Vektor
mit dem Insert im molaren Verhéltnis von 1:1 oder 1:2 eingesetzt, wahrend bei gleicher Linge des
Vektors/ Inserts das Verhéltnis von 1:3 eingesetzt wurde. Dabei Uberstieg der Gesamt-DNA-Gehalt der
Reaktion 1 pg nicht und es wurden 1-5 Units T4-DNA-Ligase in 3 pl 10 xfachem Ligationspuffer in einem
Gesamtvolumen von 30 pl bei 4 - 16 °C UN inkubiert.

Fir die Ligation glatter Enden wurde das Insert mit dem dephosphorylierten Vektor im molaren Verhéltnis von
5:1 (Gesamt-DNA-Gehalt der Reaktion: maximal 1pg) vermischt und mit 1-5U T4-DNA-Ligase in 3 pl
10 xfachem Ligationspuffer in einem Gesamtvolumen von 30 pl fiir 24 h bei RT inkubiert.

3.4.14 Ethanolfdllung

Es werden 1/10 (bezogen auf das Gesamtvolumen) 3 M Natriumacetat sowie 2,5 Vol (bezogen auf das
Gesamtvolumen) 100 % Ethanol zum Ansatz gegeben und durch vortexen vermischt. Nach 1 min wird das
Gemisch bei 13.000 rpm 20 min lang zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun werden 250 ul 70 %
Ethanol auf das Pellet gegeben (nicht vortexen), um dann 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert zu werden. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet 5min luftgetrocknet, um jegliche Ethanolreste zu entfernen.
Letztlich wurde das Pellet in 40 pl dH,0 oder Elutionspuffer aufgenommen.
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3.4.15 Reverse Transkription von mRNA

Im ersten Schritt findet die Bindung von Desoxythymidin-Oligonukleotiden an das polyadenylierte Ende des
heterogenen Gemischs aus mRNA statt. Hierzu wurde die aus Zelllysaten isolierte mRNA in dem nun folgenden
Ansatz fir 5 min auf 65 °C erhitzt, um dann schnell auf Eis abgekihlt zu werden:

1-5ngRNA
1 pl Oligo(dT)12 - 18 Primer
1 pl 10 mM dNTP Mix
Add 12 pl steriles a.dest
AnschlieBend wurden zu dem Gemisch noch folgende Substanzen zugegeben und 2 min bei 42 °C inkubiert:
4 pl 5 xfach RT-Puffer
2ul0,1MDTT
1 ul steriles a.dest

Letztlich wurden dann 1 pl der reversen Transkriptase SuperScript dazu pipettiert und 50 min bei 42 °C im
Wasserbad inkubiert, um die isolierte mRNA in einzelstrangige, komplementdre cDNA umzuschreiben. Nun
kann durch die reverse Transkriptase eine Kopie der Nukleinsduresequenz in Form stabiler cDNA erzeugt
werden. Danach wurde die reverse Transkriptase noch 15 min bei 70 °C inaktiviert und schnell auf Eis
abgekihlt. Die generierte cDNA wurde bei -20 °C eingefroren.

3.4.16 Gel-Extraktion von DNA-Fragmenten (Quiaquick Gel extraction Kit)

Um DNA-Stiicke aus einem Agarosegel zu extrahieren, wurde das DNA-Fragment mit einem scharfen Skalpell
und einem Minimum an Agarose ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde gewogen und 3 Volumina des QG-Puffers
zu 1 Volumen des Gels dazugegeben (100 mg = 100 pl). Das Ganze wurde solange bei 50 °C inkubiert, bis sich
das Gel aufloste - alle 2 - 3 min wurde gevortext. Nun sollte die FlUssigkeit gelb sein (falls sie orange/violett ist:
10 ul 3 M NaAc dazugeben und mischen). AnschlieBend wurde 1 Gelvolumen Isopropanol dazugegeben,
vermischt und alles auf die DNA - Bindende Saule gegeben, die dann 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert wurde.
Der Durchfluss wurde verworfen und 0,5 ml QG-Puffer auf die Saule pipettiert. Nachdem der Puffer 1 min bei
13.000 rpm zentrifugiert wurde, um die Agarosereste zu entfernen, wurde die Sdule mit 0,75 ml PE-Puffer
1 min bei 13.000 rpm gewaschen. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule nochmals bei 13.000 rpm
1 min zentrifugiert. Um die DNA zu eluieren wurden 50 ul EB-Puffer auf die Mitte der Saulenmatrix
aufgetragen, fir 1 min stehen gelassen und anschlieBend 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.

3.4.17 Gel-Extraktion von DNA-Fragmenten durch Glasmilch-Kit (NucleoTrap kit)

Um DNA-Stiicke aus einem Agarosegel zu extrahieren, wurde das DNA-Fragment mit einem scharfen Skalpell
und einem Minimum an Agarose ausgeschnitten. Das Gelstlick wurde gewogen und 3 Volumina des Lysis-
Puffers NT1 zu 1 Volumen des Gels dazugegeben (100 mg =300 ul NT1). Nachdem die Losung sorgfaltig
vermischt worden war, wurden dann fir jedes pg DNA je 4pul NucleoTrap Losung (Glasmilch)
dazugegeben, mindestens aber 10 ul, und bei 50 °C 10 - 15 min gevortext, um das Gelfragment aufzuldsen.
Danach wurde 30sec bei 10.000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Um die Matrix mit der
gebundenen DNA zu waschen, wurden 500 ul NT2-Puffer dazugegeben, gevortext und wiederum 30 sec bei
10.000 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand komplett entfernt worden war, wurden 500 pl NT3-Puffer
zum Pellet gegeben, gevortext und 30sec bei 10.000xg zentrifugiert, um abermals den Uberstand
abzunehmen. Der letzte Waschschritt wurde noch einmal wiederholt und die Silica-Matrix bei RT oder 37 °Cim
Heizblock fir 10 - 15 min getrocknet.
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Letztlich wurden 25 - 50 pl Elutionspuffer NE mit dem Pellet resuspendiert und fiir 10 - 15 min bei RT inkubiert.
Alle 2 -3 min wurde das Gemisch invertiert und dann 30 sec bei 10.000 x g zentrifugiert. Die im Uberstand
enthaltene DNA wurde in ein sauberes Reaktionsgefal Gberfiihrt. Bei groReren Fragmenten (> 5 - 10 kb) wurde
die Ausbeute deutlich verbessert, indem die Inkubation bei 55 °C ablief.

3.4.18 RNA-Isolation (GenElute Mammalian Total RNA Isolation Kit)

Um bestimmte Virusgene fir die Klonierung in Vektoren zu isolieren, muss zundchst das gesamte, in den mit
Dengue Virus infizierten Zellen existierende RNA-Gemisch extrahiert und isoliert werden. Die Isolation wurde
mit dem GenEluteTM Mammalian Total RNA Purification Kit durchgefiihrt, die entsprechend RNAse-freien
Lésungen und Puffer sind dabei gebrauchsfertig vorhanden.

Bis zu 5x10° Zellen wurden zuerst mit 250 pl Lysepuffer und dem zuvor frisch dazugegebenen
B-Mercapthoethanol (10 pl/ml) gut vermischt und anschlieRend in die vorgegebenen blauen Filtersdulen
pipettiert. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fiir 2 min wurde der blaue Filteransatz, in dem
sich Zelldebris befindet, verworfen und das Filtrat mit dem gleichen Volumen an 70%igem Ethanol (v/v) gut
invertiert. Nun wurden 700 pl des Lysat-Ethanol-Gemisches auf die klare Filtersdule gegeben und 15 sec bei
13.000 rpm abzentrifugiert, wobei die Gesamt-RNA im Filter gebunden wurde. Nachdem die abzentrifugierte
Losung verworfen wurde, folgten ein Waschschritt mit Waschlésung 1 und zwei mit Waschldsung 2, wobei
nach jedem Waschschritt ein neues SammelgefalR verwendet wurde. Bei den ersten beiden Waschschritten ist
eine Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 15 sec ausreichend, wobei der letzte Schritt fir 2 min bei 13.000 rpm
ausgefihrt wurde. Nachdem die klare Sdule nun in ein neues Sammelgefdll Uberfiihrt und mit 50 pl
Elutionspuffer benetzt wurde, befindet sich die RNA nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm
fir 1 min im Zentrifugat. Eine Lagerung der extrahierten DNA bei -20 °C bis 80 °C wurde vorgenommen.

3.4.19 Gezielte Mutagenese (QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit)
Die Methode dieses Kits beruht auf 3 Schritten:

1.) Zuerst wird der Mutantenstrang synthetisiert, indem man anhand einer PCR zuerst das DNA-template
denaturiert, dann das Annealing der Primer mit der gewilinschten Mutation veranlasst und letztlich die
Primer anhand der PfuUltra-DNA-Polymerase zu einem mutierten Plasmid verlangert.

2.) Durch den Verdau mit Dpnl werden parental hemimethylierte und methylierte DNA-Strange zerstort und
nur die Mutation enthaltenden DNA-Strange werden selektiert.

3.) SchlieRlich werden die mutierten Molekiile in superkompetente XL1-Blue Zellen transformiert.
Zuerst wurde die Kontroll-Reaktion fiir die PCR angesetzt:

5,0 ul 10 x Reaktionspuffer

2,0 ul (10 ng) des pWhitescript 4.5-kb Kontroll-Plasmid (5 ng/ul)

1,25 pl (125 ng) des Oligonucleotid-Kontroll-Primers #1 [34mer (100 ng/ul)]

1,25 ul (125 ng) des Oligonucleotid-Kontroll-Primers #2 [34mer (100 ng/ul)]

1,0 pl des dNTP Mix

38,5 ul ddH,0 (um auf insgesamt 50 ul Gesamtvolumen zu kommen)

1,0 ul PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul)
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Dann wurden die anderen Reaktionen folgendermalien angesetzt:
5 ul 10 x Reaktionspuffer
X ul (5 - 50 ng) des dsDNA-Template
X pl (125 ng) des mutierten Oligonucleotid-Primers #1
X pl (125 ng) des mutierten Oligonucleotid-Primers #2
1,0 pl des dNTP Mix
ddH,0 add 50 pl

1,0 ul PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul)

Nun wurden beide Reaktionsansatze in der PCR-Maschine mit folgendem Programm amplifiziert:
1x: 95°C 30 sec
12 x: 95 °C 30 sec (Denaturierung)

55 °C 1 min (Annealing)

68 °C 1 min/kb der Plasmid-Ldnge (Polymerisation)

Fir die Kontrollreaktion wurden 5 min Polymerisation und 12 Zyklen gefahren.
Am Ende der PCR wurde die Reaktion fiir 2 min auf Eis gestellt, um sie auf < 37 °C abzukihlen.

Im zweiten Schritt wurden nun zum PCR-Ansatz 1 ul des Restriktionsenzyms Dpn | (10 U/ul) gegeben und leicht
vermischt. Der Reaktionsansatz wurde kurz herunter zentrifugiert und bei 37 °C fir 1 h inkubiert, um die
parentale supercoiled dsDNA zu verdauen.

Im dritten Schritt wurden die XL1-Blue superkompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und fir jede Reaktion 50 pl
davon in ein separates Eppendorf-cap pipettiert. Dann wurden 1 pul der Dpn | behandelten DNA und der
Kontrollreaktion in die kompetenten Zellen gegeben und vermischt sowie 30 min auf Eis inkubiert.

SchliefRlich wurden die Zellen durch eine Hitzeschockreaktion fiir 45 sec bei 42 °C behandelt und danach fiir
2 min wieder auf Eis inkubiert. Nun wurden 0,5 ml LB-Medium zu den Bakterien gegeben und fir 1 h bei 37 °C
in einer Vorkultur geschittelt (bei 225 - 250 rpm). Letztlich wurden 50 pl der Transformationsreaktion auf
Agarplatten ausgestrichen, die Ampicillin als Selektionsantibiotikum fiir die Plasmidvektoren besitzen.

Fur die Mutagenese-Kontrolle wurden 250 pl der Zellen auf LB-Ampicillinplatten mit 80 pug/ml X-gal und 20 mM
IPTG ausplattiert. Diese wurden dann UN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und am nichsten Tag die Kolonien
gezahlt.
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Aufreinigung von monoklonalen Antikérpern

Die antikérperhaltigen Uberstinde der Hybridomzellkultur wurden bis zu ihrer Verwendung auf 4 °C gelagert.
Bei einem Gesamtvolumen von mindestens 500 ml bis 750 ml wurden die Uberstinde fiir 15 min bei 4.000 rpm
und 4 °C zentrifugiert, um noch vorhandene Zellen und Zellbruchstiicke zu pelletieren. Anschliefend wurde der
Uberstand mit Hilfe eines Membranfilters mit 0,2 um PorengréRe steril filtriert, um dann im Kiihlraum bei 4 °C
UN zirkulér Gber eine Protein-G-Sepharose-Siule gepumpt zu werden. Zuvor wurde die 20 %ige Ethanolldsung
von der Sdule entfernt und durch Waschpuffer A (pH 7,4) ersetzt. Dieser soll in zwei Waschschritten je 20 min
die Proteinsdule spiilen und equilibrieren. Anschliefend wurde die Antikdrperlésung mindestens 24 h zirkular
Uber die Saule laufen gelassen, um dann wieder mit Waschpuffer A beladen zu werden. Nachdem der
Waschpuffer durchgelaufen war, wurden die an Protein G gebundenen Antikérper unter Verwendung eines
sauren Elutionspuffers 0,1 M (pH 2,7) von der Saule eluiert und in Rohrchen mit jeweils 0,5 ml vorgelegter
basischer Tris-Losung 1M (pH 8,9) aufgefangen. Nachdem 5 ml des Antikérpers in das Réhrchen getropft sind,
wurde dieses sofort durch Schitteln gut vermischt, um das saure Niveau des Elutionspuffers zu neutralisieren,
da dieses sonst schadlich fir die Antikérpermolekiile ware. Um die Saule fir die nachste Aufreinigung zu
regenerieren, wurde diese noch mit Waschpuffer A fiir ca. 20 min gewaschen und anschlieBend mit 20 %igem
Ethanol gespilt und darin aufbewahrt. Im Anschluss wurde die erhaltene Antikérperldsung in Dialyseschlauche
Uberfihrt und UN gegen 51 PBS dialysiert. Nach der Aliquottierung konnte der Antikérper bei -20°C
aufbewahrt werden. Die Quantitdt und Qualitdt der Antikdrpergewinnung wurde letztlich Gber die
photometrische Messung der Proteinkonzentration und tber die Inmunfluoreszenz definiert.

3.5.2 Fab-Fragment-Herstellung und -Reinigung

Bevor die Praparation der Fab-Fragmente beginnen konnte, wurde zuerst das immobilisierte Papain
vorbereitet, indem 0,5 ml der 50 %igen zahflussigen Papainmasse (entspricht 0,125 ml des gesetzten Gels) in
einem 16 x 150 mm Glastestréhrchen mit 4,0 ml des Verdauungspuffers vermischt wurde. Im Anschluss wurde
mit Hilfe der Trennapparatur das immobilisierte Papain vom Puffer getrennt und dieser verworfen, indem die
Vorrichtung komplett in das Réhrchen eingefiihrt und dabei das Gel leicht komprimiert wurde. Dieser
Waschschritt wurde einige Male wiederholt, bevor das immobilisierte Papain durch Zugabe von 0,5 ml
Verdauungspuffer equilibriert war. Nun wurde der 1gG Antikorper gegen einen Puffer dialysiert, der 20 mM
Natriumphosphat und 10 mM EDTA (bei pH 7,0) enthielt. Dann wurde die Antikérperlésung auf ca. 20 mg/mll
konzentriert und pro 0,5 ml 1gG 0,5 ml Verdauungspuffer zugegeben. Nun konnten 1,0 ml der vorbereiteten
IgG-Losung mit dem equilibrierten immobilisierten Papain vermischt und die Trennapparatur dabei im
Glasréhrchen direkt Gber dem Reaktionsmix positioniert werden. Nach einer Inkubation von 5 h im Schiittler
bei 37 °C und hochster Schittelstufe wurde der Verdau vom immobilisierten Papain vereinzelt, indem abermals
die Trennapparatur verwendet wurde. Um ein Maximum der Ausbeute vom Fragment zu gewahrleisten, wurde
das immobilisierte Papain mit 1,5 ml ImmunoPure® IgG Bindungspuffer gewaschen und der Uberstand mit dem
dekantierten Verdau vereint. Das Gesamtvolumen sollte hierbei 3,0 ml nicht Gberschreiten.

Zur Reinigung des Fab-Fragments wurde nun die Protein-A-Sdule vorbereitet, indem die obere Schutzkappe
zuerst entfernt wurde, um die Bildung von Luftbldschen im Gel zu verhindern. AnschlieBend wurde die
Aufbewahrungslésung, die 0,02 % Natriumazid enthalt, von der Sdule entfernt und die untere Schutzkappe
beseitigt. Nach der Equilibrierung mit 12 ml Bindungspuffer wurde die Protein A Sdule auf ein 16 x 150 mm
Testrohrchen platziert und 3,0 ml des Verdaus auf die Gelmatrix pipettiert. Als die Losung komplett in das Gel
eingelaufen war, wurden 6,0 ml Bindungspuffer langsam aufgeschichtet. Nun wurde der Durchfluss, der die
Fab-Fragmente enthélt, in einem Réhrchen gesammelt und bei 4 °C bzw. in Aliquots bei -20 °C verwahrt.

Zur Regenerierung der immobilisierten Protein-A-Sdule wurden zusatzlich 3,0 ml Bindungspuffer zugegeben
und der Durchfluss verworfen. Nun wurden unter Verwendung eines neuen 16 x 150 mm Testrohrchens die
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unverdauten IgG-Molekile und Fc-Fragmente durch Zugabe von 6,0 ml ImmunoPure®lgG Elutionspuffer eluiert.
Auch diese Fraktion wurde bei 4 °C bis zur Weiterverwendung aufbewahrt. Nach einem weiteren Waschschritt
mit 10 ml Elutionspuffer wurden 10 ml einer 0,1 %igen Natriumazid (v/v) Losung auf die Protein-A-Saule
gegeben, um diese dann nach dem Durchlauf bis auf 3,0 ml mit der unteren Verschlusskappe zuerst
abzudichten. AbschlieBend wurde die Sdule auch am oberen Ende verschlossen und bei 4 °C gelagert.

3.5.3 Proteinbestimmung mittels BCA

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wird der Bicinchoninsduretest durchgefiihrt, bei dem man die
Reduktion von zweiwertigem zu einwertigem Kupfer durch die Anwesenheit von Proteinen nutzt. Die
einwertigen Kupferionen werden dann durch Bicinchoninsdure in violetten Komplexen gebunden, deren
maximale Absorption bei 562 nm liegt und gegeniber einer Proteinstandardlsung photometrisch gemessen
werden kann. Dabei verhilt sich der Absorptionsgrad direkt proportional zur Proteinkonzentration. Um die
Konzentration eines Proteins beispielsweise fiir den Western Blot zu bestimmen, wurde zuerst das Reagenz,
das fir die Messung bendtigt wird, mit 1 Teil Kupfer-lI-Lésung zu 50 Teilen Bicinchoninic angesetzt. Sie bildet
die Basis fur die verschiedenen Probenanséatze, die aus einem Standard, dem Nullwert und den Proben selbst
bestehen. Dazu wurden je 2 ml Reagenz mit 10 ul Standardlésung (1 mg/ml) fir den Standard, 10 ul PBS fur
den Nullwert und 10 pl Probe fiir die zu untersuchenden Losungen vermischt, gevortext und 30 min bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze fir 5 - 10 min auf Eis abgekiihlt, um dann mit den entsprechend
eingegebenen Parametern automatisch am Photometer gemessen zu werden. Dabei wurde die Extinktion nach
folgender Formel ermittelt und berechnet:

Extinktion Probe ) - ) . mg
— X Konzentration des Standards X Verdinnung = Konzentration in —
Extinktion Standard ml

Abbildung 3.5.3.1: Formel zur Berechnung der Extinktion.

3.5.4 Herstellung von Zelllysaten fiir die Analyse zytoplasmatischer und
membrangebundener Proteine

Spezifisch exprimierte Proteine kénnen mit Hilfe der Western-Blot-Analyse sichtbar gemacht werden. Hierzu
wurde zundchst ein proteinhaltiges Lysat der zu untersuchenden Zellen hergestellt, um das Proteingemisch, das
neben den zelluldren Proteinen ebenfalls Virusproteine enthalten kann, in der SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese auftrennen zu kénnen. Hierzu wurden die zuvor behandelten Zellen einer 6-well-Platte
zunichst zweimal mit PBS" gewaschen und anschlieRend durch vorsichtiges Abspiilen des Bodens sowie
Abkratzen der Zellen mit einem Zellschaber in eine Zellsuspension Uberfiihrt. Die Suspension wurde dann fir
5 min bei 1.200 rpm und 4 °C pelletiert und in 250 pl - 500 pl NP40-Lysispuffer resuspendiert und fiir 45 min auf
Eis inkubiert. Nach der Lyse konnten die Zellkerne fiir 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert werden.
Der proteinhaltige Uberstand wurde am nichsten Tag fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet
oder bei -80 °C fur langere Zeit gelagert.

3.5.5 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Gelelektrophorese dient zur Aufkonzentrierung und anschlieBender Auftrennung des Proteingemischs.
Eingebettet in eine Polyacrylamidmatrix werden die Proteine durch die Prdsenz von Natriumdodecylsulfat
zylindrisch aufgefaltet, von einer negativ geladenen Hiille umgeben und elektrophoretisch nach ihrer linearen
GroRe aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems, bestehend aus
einem Sammelgel, gefolgt von einem Trenngel, erlaubt eine Aufkonzentration verschiedener Proben an der

69



Kap. 3

Methoden

Grenze zwischen den beiden Gelarten, die sich durch verschiedene pH-Werte unterscheiden und in denen
Glycinionen in ungleichen Ladungszustanden vorliegen.

Zuerst wird das Trenngel in die vorbereitete Gelapparatur eingegossen, die aus mit Klammern fixierten
Glasplatten sowie Parafilm, der ein Auslaufen des Gels verhindern soll, besteht. Hier findet die eigentliche
Gelelektrophorese von Proteinen in einer Matrix mit einer Konzentration von 12 % Acryl-/Bisacrylamid statt.
Flr zwei mittelgroRe Trenngele von je knapp 20 ml Volumen wurden folgende Reagenzien auf Eis vermischt:
16 ml Acryl-/Bisacrylamid (30 %-Losung), 15,0 ml Tris 1 M (pH 8,8), 8,6 ml a. dest. und 400 ul SDS 10 %. Mit
Zugabe von 400 pl Ammoniumpersulfat (20 %-Losung) aus dem Kihlschrank und 100 pul TEMED wurde die
Polymerisation eingeleitet. Nun wurde ziigig die Trenngelldsung maoglichst blasenfrei bis auf etwa 4,5 cm
unterhalb der Glasplattenkanten in die Ecke der mittleren Gelelektrophoreseapparatur gegossen und vorsichtig
gleich im Anschluss, noch bevor das Gel trocknet, mit Butanol (1 : 1 in a.dest gemischt) tiberschichtet. Nach ca.
30 min bei Raumtemperatur konnte das Gel durch Waschen mit a.dest vom lberschissigen Butanol befreit und
mit dem Sammelgel Uberschichtet werden, das aus folgenden Substanzen auf Eis zusammen pipettiert wurde:
2,5 ml Acryl-/Bisacrylamid (30 %ige Losung), 2,5 ml Tris 1 M (pH 6,8), 14,8 ml a. dest. und 200 pl SDS (20 %ige
Losung). Durch Zugabe von 100 pl Ammoniumpersulfat (20 %ige Losung) und 40 pl TEMED wurde erneut die
Polymerisation eingeleitet und die Mischung zligig auf das Trenngel in die Ecke der Apparatur luftblasenfrei
pipettiert. Zum Schluss wurde ein Kamm fir die Auftragstaschen eingesetzt und nach 30 min bei
Raumtemperatur konnte das Gel bereits weiter verwendet werden. Nun wurde die Gelelek-
trophoreseapparatur mit einfach konzentriertem Proteingellaufpuffer aufgefiillt und die Auftragstaschen mit
einer mit Luft und Puffer gefiillten Spritze blasen- und gelrestefrei ausgespiilt. Letztlich wurden pro
Auftragstasche 200 pl maximales Volumen der zu untersuchenden Proteinproben eingefiillt, die zuvor in einem
Verhaltnis von 1 : 4 mit 4 xfach reduzierendem oder nicht reduzierendem SB-Puffer versetzt und fiir 5 min bei
95 °C erhitzt wurden. Weiterhin wurde die erste Auftragstasche mit 10 pl des Proteinmarkers (PagerulerTM
Prestained Protein Ladder; Fermentas) beladen, bevor an die Apparatur eine Stromstédrke von 16 mA fir etwa
15 - 19 h angelegt wurde. Sobald eine Ubersichtliche Verteilung der Proteinstandards mit Fokus auf das zu
detektierende Protein erreicht wurde, konnte das Gel nun fiir die Western-Blot-Analyse verwendet werden.

3.5.6 Western-Blot-Analyse

In der Western-Blot-Analyse kdnnen Proteine nun mit Hilfe eines Antikérpers nachgewiesen und ihre GroRe
eingeschatzt werden. Die 1979 verdffentlichte Methode (Towbin et al. 1979) wurde hier nach folgendem
Schema durchgefiihrt:die in dem Gel aufgetrennten Proteine wurden in einem elektrischen Feld einer
Blottingapparatur auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dabei wurde von der unten liegenden Anode
zur oben liegenden Kathode der Aufbau wie folgt vorgenommen, wobei immer darauf geachtet wurde, dass die
unterschiedlichen Lagen luftblasenfrei appliziert wurden. Zuerst wurden drei mit Anode-I-Puffer getrankte
Lagen Whatman-Papier auf die mit a.dest befeuchtete Graphitplatte ibereinandergelegt. Es folgten zwei mit
Anode-ll-Puffer getrankte Lagen Whatman-Papier und eine in Anode-ll-Puffer befeuchtete Nitro-
zellulosemembran. Anschliefend wurde das in den Kathoden-IlI-Puffer dquilibriert Polyalcrylamidgel sowie drei
mit Kathoden-llI-Puffer getrankte Lagen Whatman-Papier libereinander geschichtet. SchlieBlich wurde darauf
geachtet, dass die Graphitplatten immer mit a.dest. befeuchtet bleiben (Semi-dry). Bei einer Stromstarke von
0,8 mA/cm2 wurden die Proteine fiir ca. 60 min auf die Nitrozellulose transferiert, wobei die Ubertragung des
Markers als Kontrolle fir den Erfolg diente. Nach dem sogenannten Blotten folgte nun das Blocken der
Nitrozellulosemembran in einer Wanne mit Blockierpuffer mit je 100 ml PBS"” und 10 % Magermilchpulver pro
Gel mit Hilfe eines Wippschittlers Gber 4 - 6 h bei Raumtemperatur. Nach mehreren Waschschritten von etwa
15 min mit PBS"” 0,05 % Tween20 wurde die Nitrozellulosemembran mit dem spezifisch bindenden Antikorper
in einer bestimmten Verdiinnung (zwischen 1 : 300 bis 1 : 5000 je nach AK) in 15 ml PBS" 0,05 % Tween20 und
5 % Magermilchpulver tber Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden Uber
60 min alle 10 min mit PBS(-) 0,05 % Tween20 bei RT gewaschen, um dann den mit Hilfe eines Meerrettich-
peroxidase gekoppelten Zweitantikorpers die Nitrozellulosemembran abermals 1 h bei RT zu inkubieren. Dabei
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wurde dieser meist in einer Verdiinnung von 1:2.000 - 1 : 5.000 eingesetzt. Danach wurde die Nitrozellulose-
membran ein letztes Mal jeweils 15 min viermalig mit PBS(-) gewaschen und auf Whatman-Papier abgetropft.

Da der an die Meerrettichperoxidase gekoppelte Antikorper ein Substrat umsetzen kann, das durch die
Enzymeinwirkung in eine Photonen emittierende Substanz umgewandelt wird, kénnen letztlich auf diese Weise
die detektierten Proteine sichtbar gemacht werden. Dazu wurden Lésungen 1 (Enhancer Solution) und 2
(Peroxid Solution) des Super Signal West Pico Kits in gleichen Teilen zu einem Volumen von etwa 7 ml gemischt
und fr 5min bei RT mit der Nitrozellulosemembran in Verbindung gebracht. Nach kurzem Abtropfen auf
Whatman-Papier wurde die Nitrozellulosemembran in eine Fotokassette zwischen zwei Kopierfolien
luftblasenfrei platziert und in der Dunkelkammer entwickelt. Hierzu wurde ein lichtgeschitzter Rontgenfilm
exponiert, der flr verschiedene Zeitspannen durch die emittierten Photonen geschwérzt wurde. Danach wurde
der Rontgenfilm in dafiir vorgesehene Rahmen eingespannt, entwickelt, fixiert und gespilt. AbschlieRend
wurde die Menge und GroRe der auf dem Film abgebildeten Proteine analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Fusions-Inhibitionsmechanismus des mAK K41 gegen CD9 bei der
CDV-Infektion

4.1.1 mAK K41 gegen CD9 verursacht Verdnderungen in der Membranstruktur von
Kulturzellen

Tetraspanine, wie das CD9-Molekil, interagieren in der Plasmamembran mit anderen Tetraspaninen oder
Rezeptoren und bilden somit ein sogenanntes Tetraspaninnetzwerk oder Tetraspanin angereicherte Mikro-
domaénen (TEMs). Es ist bekannt, dass CD9 die Formbarkeit und Beweglichkeit zelluldrer Membranen und Zellen
reguliert sowie verschiedene Virus-induzierte Prozesse an Membranen moduliert. Anfang 1997 konnte gezeigt
werden, dass mAK K41 einen Hemmeffekt auf die CDV-Infektion aufweist, in dem er die CDV-induzierte Zell-
Zellfusion hemmt (Loffler et al., 1997). Wenig spater konnte geklart werden, dass die Fusionsinhibition ebenso
in Transfektions-Assays unter Verwendung von Plasmiden besteht, die das H- und F-Protein des Hundestaupe-
Virus exprimieren. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die extrazelluldre Domane des Hamagglutinins des CDV
als mAK K41-reguliertes Molekil fungiert und sensitiv fir die Wirkung des CD9-Antikérpers ist, diesen aber
nicht bindet (Singethan et al., 2006). Diese Daten liefen vermuten, dass strukturelle Verdanderungen der
Plasmamembran die Aktivitdt oder das Expressionsmuster der bisher unbekannten Rezeptoren von CDV
teilweise regulieren konnten. Da mAK K41 die Zell-Zellfusion inhibiert, folglich also die Infektion von Zelle zu
Zelle behindert, sollten erste Versuche zeigen, ob es moglich ist, gewisse Strukturverdnderungen in
Plasmamembranen oder Zellkontakten zu beobachten.

4.1.1.1 Strukturelle Veranderungen nach mAK K41-Inkubation von HUVEC, Vero-
und Hela-Zellen

Um eventuelle strukturelle Veranderungen auf der Zelloberfliche von HUVECs, Vero- und Hela-Zellen
beobachten zu kdnnen, wurden diese mit verschiedenen Konzentrationen des mAK K41 fiir 20 h UN bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert. Um HUVECs flr die Versuche verwenden zu kénnen, mussten diese frisch aus der
Nabelschnur isoliert und prapariert werden (siehe Kapitel 3.1.3). Die verschiedenen Zelltypen wurden dann mit
5, 10 und 15 pg/ml mAK K41, denselben wirksamen Konzentrationen wie auch schon in den oben erwéhnten
Transfektions-Assays verwendet, inkubiert. Etwa 20 h spater wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das
CD9-Molekil mittels Immunfluoreszenzfarbung mit Alexa 594-markiertem Zweitantikorper gefarbt (siehe
Kapitel 3.3.2). AnschlieBend wurden die Zellen im konfokalen Mikroskop analysiert und fotografiert. Die nicht
vorbehandelten Kontrollzellen wurden fixiert, permeabilisiert und anschlieBend 1h mit mAK K41 und
Alexa 594-gekoppeltem Zweitantikorper gefarbt.
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Abbildung 4.1.1.1.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HUVECs, Vero- und HelLa-Zellen, die mit mAK K41 gefarbt
wurden (A, B, C) und mit 15 ug/ml mAK K41 (D, E, F) fir 20 h vorinkubiert wurden. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte
mit dem primdren Antikorper mAK K41 (1 : 100) und Alexa 594-gekoppeltem Zweitantikdrper (1 : 200; rot). Die Pfeile in

D, E, F zeigen die groRen CD9-reichen Cluster an Zell-Zellkontaktbereichen (konfokales Mikroskop; 40fache VergréRerung).

Wie man in Abbildung 4.1.1.1.1 erkennen kann, liegt das CD9-Molekil bei Vero-Zellen (A) und HUVEC (C) Uber
die gesamte Zelle verteilt. Auch bei Hela-Zellen (B) konnte eine gleichmaRige Verteilung innerhalb der Zelle
beobachtet werden. Allerdings zeigten sich an den Zellrdndern clusterférmige, kompaktere CD9-Verteilungen
als bei HUVECs und Vero-Zellen, wo das CD9-Molekil speziell auch an den Zellgrenzen lokalisiert war. Alle
weiteren Bilder zeigen (D - F), dass das CD9-Molekil mit einer Antikdrperkonzentration von 15 pug/ml verstarkt
an den Zellgrenzen akkumuliert und dabei verzweigte, netzartige Strukturen entstehen, die durch die Pfeile
markiert wurden. Diese grofRen CD9-haltigen Cluster sind ausschlieBlich an Stellen zu finden, an denen zwei
Zellen miteinander in Kontakt treten. Wahrend sie bei Vero-Zellen und HUVECs wie netzartige Strukturen
wirken, sind sie in Hela-Zellen zu dichten, kompakteren Aggregaten zusammen gelagert. Diese Strukturen
erreichten in Hela-Zellen bis zu 10 pum Lange, wahrend sie auf Vero-Zellen bis zu 20 um und auf HUVECs bis zu
30 um lang waren. Um die CD9-Cluster wie in Abbildung 4.1.1.1.1 (D) - (F) aufzulésen, wurden die
Signalintensitdten am Mikroskop herabgesetzt, was zur Folge hat, dass nicht zusammengelagerte CD9-
Molekile, wie diejenigen, die sich beispielsweise innerhalb der Zelle befinden, nicht mehr oder nur noch
schwach detektierbar sind. Wird das Signal aber wieder verstarkt, ist klar zu erkennen, dass CD9 nicht komplett
aus dem Zellinnern verschwindet.

4.1.1.2 Strukturelle Veranderungen nach anti-CD63 und anti-CD81-Inkubation von
Vero-Zellen

Nun wurden zwei weitere Tetraspaninmolekile als Kontrolle gefdarbt und inkubiert, um herausfinden zu
kénnen, ob es sich bei der beobachteten Umlagerung tatsachlich ausschlieBlich um spezifische CD9-Strukturen
handelte. Daher wurden die Tetraspanine CD63 und CD81 ausgewahlt, die ebenfalls wie CD9, zu dem Tetra-
spaninnetzwerk zdhlen. Diese wurden im gleichen Versuchsansatz, wie oben beschrieben, auf Vero-Zellen mit
und ohne 15 pg/ml anti-CD63 und anti-CD81 AK inkubiert und mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung ihre
Verteilung innerhalb der Zellen nach 20 h sichtbar gemacht (siehe Abbildung 4.1.1.2.1).
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.
Abbildung 4.1.1.2.1: Fluoreszenzmikroskopische

o Aufnahmen von Vero-Zellen, die mit anti-CD63 (1 : 100)
gefarbt wurden (A) sowie mit 15 pg/ml anti-CD63 fiir
20 h vorinkubiert (C) und anschlieBend gefarbt wurden.
In (B) sieht man die anti-CD81-Farbung mit Z81.1
(1 :100) sowie die Farbung nach Inkubation mit 15 pg/ml
Z81.1 fiir 20 h (D); weiterhin wurde ein Alexa 594-gekop-
pelter Zweitantikorper (1 : 200; rot) verwendet;
(konfokales Mikroskop; 40fache VergroRerung).

Betrachtet man in Abbildung 4.1.1.2.1 (A) und (C) die CD63-Verteilung vor und nach der Inkubation mit
15 pg/ml anti-CD63 Antikorper ist zu erkennen, dass sich die Verteilung innerhalb der Zelle kaum veréndert.
CD63 liegt immer in kleinen punktférmigen Clustern in der Zelle verteilt vor und ist auBerdem diffus Gber den
gesamten Zellkorper verteilt. Im Gegensatz dazu ist das CD81-Molekdl diffus tGber den Zellkérper verteilt und
akkumuliert leicht an den Zellgrenzen (B), wie dies auch bei CD9 zu beobachten war (siehe Abbildung
4.1.1.1.1 (A)). Nach der Inkubation mit 15 pg/ml des anti-CD81 Antikérpers verandert sich die CD81-Verteilung.
In (D) ist eine starke Clusterbildung aber keine Bildung von Netzstrukturen zu erkennen. Zusatzlich wurde
getestet, ob die Verwendung von anti-CD63- bzw. anti-CD81 Antikérpern in einer Konzentration von 15 pg/ml
die CD9-Verteilung zu netzartigen Clustern induzieren kann, was sich aber nicht bestdtigte (Daten nicht
gezeigt).

4.1.1.3 Identifizierung der groBen extrazelluliren Domane (LEL) des CD9-Molekiils
als mAK K41-bindende Domane

Um herauszufinden, welche Doméane des CD9-Molekils von mAK K41 erkannt wird, wurden Plasmide genutzt,
die chimare Tetraspanine aus CD9, CD81 und CD82 exprimierten. Dabei waren die verschiedenen Chimaren
jeweils aus unterschiedlichen Regionen wie der extrazellularen Domé&ne (EC) 1 und 2, der Tetraspanine CD9,
CD81 und CD82 zusammengesetzt (siehe Abbildung 4.1.1.3.1).

o

EC1
3 ﬂ CD9x82
y ) N (]

CD9x81

cDs2 } [\ / Abbildung 4.1.1.3.1: Chimére

EC2 Tetraspanine zusammengesetzt
CD82x9

EC2

aus Extrazellularer Schleife (EC) 1
J CD81x9 oder 2 aus CD9, CD81 und CD82;
Q zur Verfiigung gestellt von Prof.
AW

Dr. E. Rubinstein, Hospital Paul

CDB2x9x/82 Brausse, Paris, Frankreich.
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Es wurden CD9-negative CHO-Zellen mit den Plasmiden, die die chimadren Tetraspanine enthielten, fir 48 h
transfiziert, um anschlieBend mit mAK K41 und einem FITC-gekoppelten Sekundarantikérper fiir die FACS-
Analyse vorbereitet zu werden (siehe Kapitel 3.3.1). Als Negativkontrolle wurde der pCG-Leervektor verwendet
(siehe Abbildung 4.1.1.3.2).

SchlieBlich konnte festgestellt werden, dass mAK K41 spezifisch die grofRe extrazellulare Schleife (EC 2 oder LEL)
des CD9-Molekils erkennt. Bei allen chimaren Tetraspaninen, in denen nur der extrazellulare Teil von EC 2
(CD82x9x/82) oder die komplette extrazellulare Doméane EC 2 (CD81x9; CD82x9) beteiligt waren, konnten diese
nach 48 h Transfektion durch mAK K41 erkannt werden (Abbildung 4.1.1.3.2). Hingegen konnten mit Hilfe von
mMAK K41 nur spezifisch das CD9-Molekiil, und nicht die anderen Tetraspanine wie CD81 oder CD82, erkannt
werden. Die extrazelluldre Schleife 1 (EC 1) wurde nicht von mAK K41 erkannt, was bei Verwendung von
pCD9%x81 und pCDI9x82 zu sehen war, die in der Erkennung des Molekiils der Negativkontrolle gleich zu setzen

waren.

Relative Erkennung
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Abbildung 4.1.1.3.2: FACS-Analyse von Vero-Zellen, die mit den Expressions-Chimaren aus CD9, CD81 und CD82 sowie mit
einem Leervektor als Negativkontrolle transfiziert wurden. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte nach 48 h mit mAK K41
(1 : 100) und FITC-gekoppeltem Sekundarantikorper (1 : 100); in der FACS-Analyse wurde die Intensitdt der mit dem pCG-

Leervektor transfizierten CHO-Zellen gleich 1 gesetzt und die relative Fluoreszenzintensitét der verschiedenen Ansatze im

Vergleich zur Kontrolle angepasst. Die Auswertung zeigt einen Durchschnittswert aus drei unabhangigen Experimenten.

4.1.1.4 Nur bivalente mAK K41 induzieren CD9-Cluster an Zellgrenzen und
hemmen die CDV-induzierte Zell-Zellfusion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch den bivalenten mAK K41 CD9-beinhaltende Netzstrukturen
induziert werden konnen, sollte untersucht werden, ob dies mit Fab-Fragmenten des Antikorpers
(IgG1k) ebenso moglich sein wiirde. Hierzu wurde der Antikdrper mit Hilfe des ImmunoPure® Fab Preparation
Kits in seine Bestandteile aus Fab- und Fc-Fragmenten zergliedert (siehe Kapitel 3.5.2). AnschlieBend konnten
die Fab-Fragmente, die CD9, dhnlich wie der bivalente mAK K41, auf der Oberflache erkannten, in FACS-
Analysen (siehe Abbildung 4.1.1.4.1) und Immunfluoreszenzfarbungen verwendet werden.
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Vero HelLa HUVEC

Abbildung 4.1.1.4.1: FACS-Analyse von
HUVECs, Vero- und Hela-Zellen, die mit dem
kompletten mAK K41 (schwarze Linie;

g 5 pg/ml), mit dem K41 Fab-Fragment

v (gestrichelte Linie; 2 pg/ml), mit der Isotyp-
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PR A7 A~ Kontrolle (grau hinterlegte Linie; 5 pg/ml)

und mit FITC-konjugierten Sekundar-
antikorpern (1 : 100) gefarbt wurden.

Bei einer Verwendung der Fab-Fragmente in Immunfluoreszenzfarbungen in Konzentrationen von 2 - 5 pg/ml,
was einer Molaritdt der Epitop-Bindungsstelle von 5-15pug/ml des kompletten, bivalenten mAK K41
entspricht, konnten keine CD9-Cluster induziert werden. Als zusatzliche Kontrolle wurden Vero-Zellen mit
10 pg/ml der Fab-Fragmente fir 20 h inkubiert und es wurden keine netzartigen CD9-Strukturen induziert. Des
Weiteren wurden die Fab-Fragmente mit Sekundarantikdrpern (Ziege-anti-Maus-lg-F(ab’)2-Fragment-RPE)
quervernetzt und es konnten wiederum keine Netzstrukturen induziert werden (Daten nicht gezeigt). Die
Verteilung des CD9-Molekiils war in allen Fallen so zu beobachten, wie dies in Abbildung 4.1.1.1.1 (A) flr Vero-
Zellen gezeigt wurde.

Ferner wurde die CDV-induzierte Synzytienbildung zur Untersuchung der Funktionalitdt der Fab-Fragmente
verwendet. Hierzu wurden Vero-Zellen mit CDV-H- und -F-exprimierenden pCG-Vektoren fur 20 h bei 37 °C
transfiziert und zusatzlich mit verschiedenen Antikérperzugaben simultan inkubiert (siehe Kapitel 3.2.3). Dabei
war zu beobachten, dass Fab-Fragmente alleine und in Kombination mit quervernetzenden Antikdrpern
(Abbildung 4.1.1.4.2 (B), (D)) die Zell-Zellfusion in Vero-Zellen, im Gegensatz zu transfizierten Vero-Zellen, die
mit dem kompletten mAK K41 behandelt wurden (C), nicht inhibieren konnten. In (A) werden als Vergleich
transfizierte aber nicht mit mAK K41 behandelte Zellen gezeigt.

Abbildung 4.1.1.4.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, die mit pCG-CDV-H und pCG-CDV-F UN transfiziert
wurden. Transfizierte Vero-Zellen ohne AK (A), nach gleichzeitiger Inkubation mit dem K41 Fab-Fragment (5 pg/ml) (B), mit
dem kompletten mAK K41 (15 pg/ml) (C) und mit dem K41 Fab-Fragment(5 pg/ml), das mit Sekundarantikorpern (10 pg/ml)
quervernetzt wurde (D); (Lichtmikroskop; 20fache VergréRerung).

Betrachtet man Abbildung 4.1.1.4.2 ist klar zu erkennen, dass die Fab-Fragmente die Synzytienbildung nicht
hemmen kdnnen. Selbst unter Verwendung quervernetzender Antikdrper (D) konnte keine Hemmung der Zell-
Zellfusion wie in (B) mit komplettem mAK K41 erreicht werden. Die in den entstandenen Synzytien
vorhandenen Nuklei wurden anschlieBend in fiinf verschiedenen Bereichen am Lichtmikroskop gezahlt und der
Durchschnittswert gebildet. Zusatzlich wurden drei unabhangige Versuchsansitze wiederholt und die
Durchschnittsdaten ins Verhaltnis zum Kontrollwert gesetzt, der 100 % entsprach und durch unbehandelte,
transfizierte Vero-Zellen mit starker Synzytienbildung vertreten war. Wahrend das Fab-Fragment in
verschiedenen Ansatzen mit jeweils 5 ug/ml eingesetzt wurde, sollten die quervernetzenden Zweitantikorper in
verschiedenen Konzentrationen von jeweils 2, 5 und 10 pg/ml eingesetzt werden. Als weitere Kontrolle dienten
transfizierte Zellen, die zusatzlich nur mit dem verwendeten Sekundarantikorper in einer Konzentration von
10 pg/ml behandelt wurden.
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Abbildung 4.1.1.4.3: Quantifizierung der CDV-induzierten Synzytienbildung in Vero-Zellen, die mit pCG-CDV-H und pCG-
CDV-F UN transfiziert und gleichzeitig mit verschiedenen Antikérperkonzentrationen inkubiert wurden; Kontrolle:
transfizierte Zellen ohne Antikdrper. Durchschnittswerte aus drei unabhéngigen Experimenten; Daten wurden ins Verhaltnis
zur Kontrolle gesetzt, die 100 % entspricht. Reihe 1: Kontrolle; Reihe 2 und 3: 5 und 15 pg/ml mAK K41; Reihe 4: 5 pg/ml
K41 Fab-Fragment; Reihe 5 - 7: 5 pug/ml Fab-Fragment inkubiert fir 1 h plus 2, 5 und 10 ug/ml quervernetzender
Sekundarantikdrper Ziege-anti-Maus-Ig-F(ab’)2-Fragment-RP.

AbschlieRend kann man feststellen, dass Fab-Fragmente keine CD9-Aggregation induzieren noch die Synzytien-
bildung von mit pCG-CDV-H und -F transfizierten Vero-Zellen im Gegensatz zum kompletten, bivalenten
mAK K41 hemmen kénnen (siehe Abbildung 4.1.1.4.3). Selbst in Kombination mit quervernetzenden Sekundar-
antikérpern konnte keine Hemmung der (Reihe 5 - 7) Zell-Zellfusion beobachtet werden.

Somit konnte ausschlieBlich mit dem kompletten mAK K41 die Bildung der CD9-Netzstrukturen induziert und
ebenfalls die CDV-induzierte Zell-Zellfusion gehemmt werden.

4.1.1.5 CD9-Antikorper Klone zeigen unterschiedliche Hemmung der CDV-
induzierten Synzytienbildung sowie CD9-Clustering

In weiteren Untersuchungen wurde beispielsweise bei Farbungen, bei denen Antikorper gleicher Wirtsspezies
verwendet werden mussten, der CD9-AK gegen direkt markierte Antikorper ausgetauscht. AulRerdem wurden
verschiedene Klone von CD9-Antikérpern verschiedener Firmen durchgetestet. Dabei musste festgestellt
werden, dass manche Klone, wie CD9-FITC Klon P1/33/2 (Dako) (siehe Abbildung 4.1.1.5.1 (A - B)), CD9-PE Klon
ML-13 (Becton Dickinson), Klon ALB-6 (Abcam) und Klon MM2/57 (Abcam) die Bildung von CD9-Netzstrukturen
induzieren konnten, wihrend andere Klone, wie Klon MM2/57 (Serotec) und Klon H110 (Santa Cruz; (C - D))
dies nicht vermochten. Alle Klone wurden mit 15 pg/ml eingesetzt, wahrend die nicht funktionierenden in einer
Konzentration von bis zu 100 pug/ml untersucht wurden.
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Abbildung 4.1.1.5.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, die mit 15 pug/ml des FITC-gekoppelten CD9-
Antikérperklons P1/33/2 fiir 20 h vorinkubiert wurden (A - B; griin). (B) zeigt eine VergroBerung aus (A). Im Vergleich sind
mit 15 pug/ml H110-behandelte Vero-Zellen zu sehen(C - D); weiterhin erfolgte die Immunfarbung mit dem Alexa 594-
gekoppelten Zweitantikdrper (1 : 200; rot) (Konfokales Mikroskop; 40fache VergroRerung (A, C); 40fache VergroRBerung mit
2facher Zoomansicht (B, D)).

Interessanterweise zeigten diejenigen Klone, die CD9-Cluster an den Zellgrenzen bilden konnten, auch die
Fahigkeit, die CDV-induzierte Synzytienbildung zu hemmen (siehe Abbildung 4.1.1.5.1). Dies wurde in
Transfektions-Assays getestet, in denen wiederum pCG-CDV-H und -F in Vero-Zellen transfiziert und gleichzeitig
15 pg/ml der unterschiedlichen CD9-Antikérperklone inkubiert wurden. Nach 20 h wurden die Nuklei der
Synzytien in 5 verschiedenen Bereichen am Lichtmikroskop gezdhlt und ein Durchschnittswert gebildet.
Insgesamt wurden die Versuche in drei unabhdngigen Ansdtzen wiederholt und die Durchschnittswerte im
Verhéltnis zum Kontrollwert umgerechnet. Die Kontrolldaten wurden gleich 100 % gesetzt und waren durch
transfizierte Vero-Zellen ohne Antikérperbehandlung vertreten.
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Abbildung 4.1.1.5.1: Quantifizierung der CDV-induzierten Synzytienbildung in Vero-Zellen, die mit pCG-CDV-H und pCG-
CDV-F UN transfiziert und gleichzeitig mit 15 pg/ml verschiedener Antikérperklone inkubiert wurden. Kontrolle: transfizierte
Zellen ohne Antikorper. Durchschnittswerte aus drei unabhangigen Experimenten; Daten wurden ins Verhaltnis zur
Kontrolle gesetzt, die 100 % entspricht.

AbschlieRend ist zu bemerken, dass nur bestimmte Klone der Antikdrper gegen CD9 die Fahigkeit aufweisen,
die Induktion der CD9-Cluster bzw. der netzartigen Strukturbildung auszulésen. Zudem konnten Antikérper mit
der Fahigkeit CD9-Cluster zu bilden auch die in Transfektions-Assays getestete Zell-Zellfusion inhibieren,
wahrend beispielsweise der CD9-Antikorper H110 oder MM2/57 der Firma Serotec weder die Synzytienbildung
noch die Ausbildung von Netzstrukturen bewirken konnte. Dagegen zeigte Klon MM2/57 der Firma Abcam eine
Hemmung der Synzytien sowie die Induktion von CD9-Netzstrukturen.
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4.1.1.6 Konfokale mikroskopische Analyse zeigt Details der CD9-Cluster

Um den genauen Aufbau der CD9-Aggregate an den Zellgrenzen weiter zu untersuchen, wurden diese fir die
Analyse im konfokalen Mikroskop auf Vero-Zellen durch eine Inkubation des mAK K41 bei 37 °C fiir 20 h
induziert. Anschlieend konnten diese in einer Immunfluoreszenzfarbung mit K41 (1 : 100) unter Verwendung
eines Alexa 594-gekoppelten Zweitantikorpers (1:100) gefdrbt und analysiert werden (siehe Abbildung
4.1.1.6.1). Dabei bestatigte sich, dass die CD9-Cluster exklusiv an den Zellkontaktstellen auftreten und nicht an
Stellen zu finden sind, die mit freien Oberflachen oder der Zellkulturschale in Kontakt standen.

Durch ndhere Betrachtung konnte mit Hilfe eines Z-Stapels eines ausgewdhlten Bildausschnitts, ein Teilbereich
dieser netzartigen CD9-Cluster der Zellgrenzen dreidimensional abgebildet werden (Abbildung 4.1.1.6.1 (C)).
Dabei konnte gezeigt werden, dass die netzdhnlichen Strukturen aus globuldren, CD9-positiven Ausstiilpungen
bestehen, die in einem engen Geflecht miteinander assoziiert sind (B, C). Dies wurde besonders auch durch die
Ansicht der Z-Stapel in X- und Y-Richtung bestétigt, da sich hier sdulenartige Formen abzeichneten, die sich
eindeutig durch die gesamte Struktur hindurch fortsetzten, wahrend sich dazwischen hohle Zwischenbereiche
bilden.

A

Abbildung 4.1.1.6.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, die mit 15 pg/ml mAK K41 20 h bei 37 °C
vorinkubiert wurden (A). VergroRerte Aufnahme einer Zellgrenze (B), von der der ausgewahlte Bereich im Kastchen durch
die Ebene hindurch als Z-Stapel mit 20 Aufnahmen fotografiert und verschiedene Ansichten eines 3D-Bildes angefertigt (C)
wurden. Die Immunfarbung erfolgte mit dem primaren Antikérper mAK K41 (1 : 100) und dem Alexa 594-gekoppelten
Zweitantikorper (1 : 200) (konfokales Mikroskop; 20fache VergroRerung (A); 40fache VergréRerung mit 2facher
Zoomansicht (B) eines ausgewahlten Bereichs; (C) 3D-Rekonstruktion eines Z-Stapels).

4.1.1.6.1 CD9-Cluster und ihre Assoziation mit F-Aktin

Weitere Farbungen mit einem zusatzlichen Antikdrper gegen F-Aktin zeigten, dass diese CD9-Ausstilpungen in
engem Kontakt mit den Aktinfibrillen stehen, diese sich aber nicht innerhalb der globuldren, CD9-positiven
Struktur befanden (Abbildung 4.1.1.6.1.1). Die mit mAK K41 inkubierten Zellen wurden dabei fur die Farbung
vorbereitet wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, allerdings wurde der CD9-AK fir nur 2 h auf den Zellen
vorinkubiert. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass diese Zeitspanne ausreichte, um die netzartigen CD9-
Aggregate zu induzieren. Als weiterer Antikdrper wurde Phallotoxin gegen F-Aktin in einer Verdiinnung von
1:50 eingesetzt. Zusatzlich konnten auch HUVECs und Hela-Zellen auf diese Weise untersucht und die
Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen von Vero-Zellen bestéatigt werden.
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Abbildung 4.1.1.6.1.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen (A, B), HUVECs (C, D) und Hela-Zellen (E, F),
die mit 15 pg/ml mAK K41 2 h bei 37 °C inkubiert und mit Alexa 594-gekoppeltem Zweitantikérper (1 : 200; rot) sowie
Phallotoxin gegen F-Aktin (1 : 50; griin) gefarbt wurden; (konfokales Mikroskop; (A, C, E) 40fache VergréRerung mit 2facher
und 3facher (D - F) Zoomansicht eines ausgewdhlten Bereichs; (B) 3D-Rekonstruktion eines Z-Stapels des ausgewahlten
Bereichs im Kastchen aus (A)).

Durch den angefertigten Z-Stapel des Bildausschnitts, des im Kasten markierten Bereichs von Abbildung
4.1.1.6.1.1 (A), konnte eine dreidimensionale Rekonstruktion der CD9-Strukturen, die von F-Aktin Faden
durchzogen werden, analysiert werden. So war F-Aktin zwischen den netzartigen Sdulenstrukturen lokalisiert
und stand mit diesen in engem Kontakt. Das Gleiche konnte in (C, D) fiir die HUVECs beobachtet werden. In (E,
F) werden gefarbte Hela-Zellen gezeigt, fiir die bereits eine kompaktere, dichtere CD9-Struktur beschrieben
wurde (siehe Kapitel 4.1.1.1). Durch die Auflésung des konfokalen Mikroskops ist zu sehen, dass die Strukturen
dennoch aus kleinen, globuldaren CD9-Ausstillpungen bestehen, so wie dies auch fir Vero- Zellen und HUVECs
beschrieben wurde. Durch die relativ kleine GréRe der Hela-Zellen selbst und deren Strukturen im Verhaltnis
zu den anderen Zelltypen, scheinen die CD9-Cluster auf den ersten Blick eher nicht netzartig, im Gegensatz zu
Vero-Zellen und HUVECs. Durch diese ndhere Betrachtung konnte jedoch festgestellt werden, dass sie unter
hoher Auflésung ebenso aus einem Geflecht von CD9-Ausstilpungen, die mit F-Aktin durchsetzt sind, bestehen.

4.1.1.6.2 Zerstorung des Zytoskeletts: Auflosung der netzartigen CD9-Strukturen

Nachdem der starke Kontakt zwischen F-Aktin und den CD9-Strukturen beobachtet worden war, stellte sich die
Frage, ob das Zytoskelett der Zelle eventuell eine wichtige unterstiitzende Funktion bei der Erhaltung der
netzartigen Strukturen hat. Daher wurde in mehreren Versuchen untersucht, ob durch die Zerstérung des
Zytoskeletts unter Verwendung von Latrunculin B die Bildung der CD9-Strukturen erhalten bleiben kann. Dazu
wurden Vero-Zellen mit 15 ug/ml mAK K41 inkubiert und mit sowie ohne 60 mM Latrunculin B fur 2 h
behandelt. Danach wurden sie in einer Immunfluoreszenz mit mAK K41 (1 : 100) und Alexa 594-gekoppeltem
Zweitantikorper (1:200) sowie Phallotoxin (1:50) gefdarbt und am konfokalen Mikroskop analysiert (siehe
Abbildung 4.1.1.6.2.1).
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Abbildung 4.1.1.6.2.1: Fluorezenzmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen mit 15 pg/ml mAK K41 (A - C), oder
gleichzeitig mit Latrunculin B (60 mM) und 15 pg/ml mAK K41 (D - F) fir 2 h. Die Immunfarbung wurde mit Phallotoxin

(1 :50; griin) und mMAK K41 (1 : 100) sowie Alexa 594-gekoppeltem Zweitantikorper (1 : 200; rot) durchgefiihrt; (Konfokales
Mikroskop 40fache VergréRerung mit 2facher Zoomansicht).

Vero-Zellen, die ihre Aktinfibrillen ausbilden konnten (A - C), bildeten weiterhin CD9 netzartige Strukturen (Pfeil
in (B)), die von filamentdsen Aktinfaden durchzogen waren. Hingegen konnte bei mit Latrunculin B behandelten
Zellen festgestellt werden, dass durch die Unterbindung der Fibrillenbildung auch keine CD9-Strukturen mit
netzahnlichem Aufbau an den Zellkontakten zu sehen waren (Pfeil in (E)). Daher korrelierte die Zerstdrung des
Zytoskeletts mit dem Ausbleiben der CD9-Strukturbildung.

AbschlieRend ist zu sagen, dass CD9-Netzstrukturen in engem Kontakt mit dem Aktinzytoskelett stehen, da es
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Strukturen zu spielen scheint, was durch die Zerstérung des
Zytoskeletts durch Latrunculin B und dem darauf folgenden Ausbleiben der CD9-Cluster an den Zellgrenzen
bestatigt werden konnte.

4.1.1.7 Hochauflosende Aufnahmen der CD9-Cluster zeigen Mikrovilli-dhnliche
Ausstillpungen im Elektronenmikroskop

Nachdem die netzartigen Saulenstrukturen in dreidimensionalen Aufnahmen im konfokalen Mikroskop
analysiert worden waren, sollten diese in weiteren Untersuchungen im Elektronenmikroskop auf Vero-Zellen,
die sich auf Objekttrager befanden, analysiert werden. Durch eine Inkubation des mAK K41 bei 37 °Cfiir 2 h, 6 h
und 20 h wurden diese induziert. AnschlieRend konnten die Praparate UN fixiert und am nichsten Tag mit PBS
gewaschen werden. In mehreren Teilschritten wurden die Versuchsansatze dann entwassert und letztlich fir
die Analyse am Rasterelektronenmikroskop (ERM) vorbereitet (siehe Kapitel 3.3.4). Als Negativkontrolle
wurden 15 pg/ml H110, ein Antikérper, dessen Inaktivitdt auch schon in Kapitel 4.1.1.5 beschrieben wurde,
verwendet.
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20 h+K41

Abbildung 4.1.1.7.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
men von Vero-Zellen ohne mAK K41; (A), mit 15 pg/ml
mMAK H110 (C) und mit 15 pg/ml mAK K41 (B, D, E) fiir 2 h
(A, B), 6 h(C, D) und 20 h (E). Die Bilder auf der rechten
Seite entsprechen VergroRerungen der Bilder auf der
linken Seite. Die Pfeile in (A) und (B) markieren die Zell-
grenzen; (ERM; linke Seite (A - B): 2.000fache
VergroRerung; linke Seite (C - E): 5.000fache VergréRerung;
rechte Seite (A - E): 20.000fache VergroRRerung).

Die Strukturanalyse konnte zeigen, dass zwischen Zellen, die miteinander in Kontakt standen und nicht mit
mAK K41 vorinkubiert wurden, iberwiegend sehr gleichméaRige und ebene Grenzen mit wenigen Mikrovilli-
Strukturen vorhanden waren (siehe Abbildung 4.1.1.7.1 (A)). Wurde der Antikérper H110 mit 15 pug/ml 6 h
inkubiert, blieben die Zellgrenzen ebenfalls unverandert glatt und ohne starke Ausstiilpungen (C), was die
bisherigen Untersuchungen (siehe Kapitel 4.1.1.5) bestatigte. Im Gegensatz dazu konnten nach 2, 6 und 20 h
Inkubation mit mAK K41 viele Mikrovilli-dhnliche Membranausstilpungen an den Zellkontaktbereichen
detektiert werden (B, D, E). In einem Zeitrahmen von 2 - 20 h wurden diese Mikrovillistrukturen immer langer
und dlnner, wobei sie schliefflich ca.0,2-0,4 um dick und mehrere um lang waren. Zusatzlich konnten
Mikrovilli-dhnliche Membranausstiilpungen bereits nach 2 h beobachtet werden, die sich im Zeitverlauf bis zu
20 h zu Reilverschluss -dhnlichen Strukturen zwischen den in Kontakt stehenden Zellen entwickelten. Dabei
werden diese von jeweils beiden Seiten der Zellen ausgebildet (Abbildung 4.1.1.7.1 (D); VergréRerungsansicht)
und erzeugen so ein Geflecht aus CD9-haltigen Ausstilpungen.
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4.1.2 Umlagerung der CD9-Molekiile nach mAK K41-Inkubation

Nachdem die starke Akkumulation von CD9-Molekiilen an den Zellgrenzen beobachtet worden war, sollte
geklart werden, ob die entstandenen CD9-Aggregate aus umgelagerten CD9-Molekilen bestehen oder ob
groBere Mengen an CD9-Molekilen in den mit mAK K41 vorinkubierten Zellen vorhanden waren. Dazu wurde
als Quantifizierungsmethode die Western-Blot-Analyse gewihlt, in der zuerst ein Uberblick iiber den Zustand
der CD9-Mengen in unbehandelten HUVECs, Vero- und Hela-Zellen gegeben werden sollte. Zusatzlich wurden
diese Zelltypen dann 2, 6 und 20 h mit mAK K41 inkubiert und ebenso wie die unbehandelten Zellen fir die
Western-Blot Analyse lysiert und vorbereitet (siehe Kapitel 3.5.6). Auf einem 14 %igen Polyacrylamidgel
wurden die Proben unter nichtreduzierenden Bedingungen getrennt und auf eine Nitrocellulose lbertragen.
Hier wurden die Banden dann mit mAK K41 (1 : 100) und einem HRP-konjugierten Zweitantikdrper (1 : 5.000)
mit Hilfe des ECL-Systems (Enhanced Chemiluminiscence) sichtbar gemacht (siehe Abbildung 4.1.2.1). Als
Ladekontrolle wurde der Moesin-Antikorper 38/87 in einer Verdiinnung von 1 : 300 eingesetzt.

Vero Hela HUVEC

— e

78 kDa - [EEEER R Moesin

26kDa - Wimmm - e 0o

1 23456 78 9101112

Abbildung 4.1.2.1: Western-Blot-Analyse der Lysate von HUVECs, Vero- und HelLa-Zellen nach 0, 2, 6 und 20 h (jeweils Spur
1-4,5-8,9-12) nach mAK K41-Inkubation auf einem 14 %igen Polyacrylamidgel unter nicht reduzierenden Bedingungen
aufgetragen. Nach dem Blotten auf Nitrocellulose konnten die CD9 - Banden mit mAK K41 (1 : 100) und HRP-konjugiertem
Zweitantik6rper (1 : 5.000) sichtbar gemacht werden. Die Moesin-Bande wurde mit 38/87 (1 : 300) detektiert und diente als
Ladekontrolle fiir die Menge der aufgetragenen Zelllysate. Spur 1 - 12: 40 ug Gesamtprotein/Tasche.

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, konnte festgestellt werden, dass es keinen signifikanten
Unterschied bzw. Anstieg der gesamten CD9-Molekiile nach mAK K41-Inkubation gab. Somit konnte gezeigt
werden, dass das CD9, dass auf der Zelloberflache oder in intrazellularen Lagern vorhanden ist, sich sehr schnell
durch die AK-Induktion an die Zell-Zellkontakte verlagert und offensichtlich kein neusynthetisierte CD9-
Molekile nach AK-Inkubation dazu kommen. Somit induziert mAK K41 wohl eine Umlagerung der CD9-
Molekdle.

83



Kap. 4 Ergebnisse

4.1.3 Untersuchung der Kontakte von CD9 mit anderen Molekiilen

Um herauszufinden, ob andere Molekiile an der Bildung der CD9-Aggregate beteiligt sein kdnnten bzw. ob
bestimmte Signalwege bei der Induktion dieser Strukturen eine Rolle spielen, wurden verschiedene
Experimente angesetzt. Zum einen sollten eventuell bestehende Kontakte zwischen den CD9-Molekilen der
Netzstrukturen und anderen Molekilen untersucht werden, indem Ewi-F oder B1-Integrin in den Vero-Zellen
nach mAK K41-Inkubation gefarbt wurden. Dabei fiel die Auswahl auf Ewi-F, da es ein Protein ist, welches das
Tetraspaninnetzwerk mit dem Zytoskelett mit Hilfe seiner direkten Assoziation mit ERM-Proteinen (Ezrin,
Radixin, Moesin), die beispielsweise in Mikrospikes auf adhdrenten Zellen lokalisiert sind, verknlpft (Sala-
Valdez et al., 2006). Ezrin, Moesin und Radixin gehéren dabei zur Familie der aktinbindenden Molekiile und
haben die Funktion eines Vermittlers zwischen dem Aktin-Zytoskelett und der Plasmamembran.

Integrine hingegen vermitteln die Zelladhision bzw. die Signaltransduktion, wobei die Uberexpression von B1-
Integrin beispielsweise die Rac-Aktivitdit und die Ausbildung von Lammellipodien induziert. So regulieren
Integrine verschiedenartig die Aktivitdt der Familie der Rho-GTPasen (Rho, Rac, Cdc42). Diese sind ebenfalls
wichtige Regulatoren der Signaltransduktion, indem sie Signale ausgehend von den Rezeptoren zu den
Effektoren weiterleiten und so verschiedenste Zellfunktionen beeinflussen. Rho-GTPasen regulieren viele
zelluldre Vorgédnge, wie die Organisation und den Umbau des Aktinzytoskeletts, Zelladhadsion, Endozytose und
den Vesikeltransport.

4.1.3.1 Untersuchung der méglichen Kolokalisierung von Ewi-F bzw. 31-Integrin
und CD9

Da untersucht werden sollte, ob Ewi-F bzw. f1-Integrin mit CD9-Molekiilen in unbehandelten und mit mAK K41
behandelten Zellen in Kontakt stehen, wurden Vero-Zellen bei 37 °C mit 15 pg/ml mAK K41 inkubiert und
anschlieRend mit einem Sekundéarantikorper Alexa-594-F(ab')2 Fragment-IgG gefarbt und abgesattigt (1 : 20).
Die weitere Farbung erfolgte nach Anleitung des Protokolls ,Blockieren und Doppel-Labeling von primaren
Antikorpern derselben Wirtsspezies” von Jackson ImmunoResearch/Dianova. Demnach wurde der Ewi-F
Antikodrper mit einer 1:100 Verdiinnung inkubiert, um anschlieBend mit einem Fcy-specifischen Fc-CyTM™
konjugierten Zweitantikérper (1 : 50) gefarbt zu werden. In den unbehandelten Vero-Zellen wurde ebenfalls
eine CD9- und Ewi-F-Farbung nach dem Protokoll von Dianova vorgenommen. In Abbildung 4.1.3.1.1 ist die
Ewi-F-Verteilung in griin und die CD9-Verteilung in rot zu sehen. Ewi-F liegt genau wie CD9 diffus Gber die Zelle
verteilt und akkumuliert ebenfalls an den Zellgrenzen. An der Uberlagerung in (A), bestehend aus den zwei
seitlichen Einzelbildern, ist zu erkennen, dass Ewi-F in unbehandelten Vero-Zellen perfekt mit CD9 kolokalisiert.
Ewi-F-Molekiile befinden sich aber nicht ausschlieflich in gemeinsamem Kontakt mit CD9-Molekilen, was in
den griinen Bereichen der VergroRerung eines Ausschnittes von (A) in Abbildung 4.1.3.1.1 (B) zu sehen ist.
Zusatzlich ist im Profil der Fluoreszenzintensitdten (C) zu erkennen, dass das Ewi-F-Molekil sehr oft aber nicht
ausschlieBlich mit CD9 kolokalisiert. Wurden die Vero-Zellen mit 15 pg/ml mAK K41 vorinkubiert (D, E), konnte
man beobachten, dass die Ewi-F-Molekiile ebenfalls stark mit den CD9-Molekiilen innerhalb der netzartigen
Cluster kolokalisierten. Diese Uberlagerung konnte auch in einem Profil der Fluoreszenzintensititen entlang
des Pfeils in (D) in Abbildung 4.1.3.1.1 (F) sichtbar gemacht werden, wo die Kolokalisierung der beiden
Molekile deutlich wird. Dabei sind (B, E) jeweils die vergroRBerten Ausschnitte aus (A, D).
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Abbildung 4.1.3.1.1:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von Vero-Zellen und
deren CD9- bzw. Ewi-F-Expression
vor (A, B, C) und nach (D, E, F) der
Inkubation mit 15 pug/ml AK K41.
Die Immunfarbung wurde mit Hilfe
des mAK K41 (1 : 100) und des
Zweitantikorper Alexa-594-F(ab')2
Fragment (1 : 10; rot) durchgefihrt.
Weiterhin wurden der Ewi-F
Antikorper (1 : 100) und der
Zweitantikorper Fcy-specifischen
Fc-CyTM2-konjugiert (1 : 50; griin)
verwendet; Profile der Fluoreszenz-
intensitaten der griinen und roten
Fluoreszenz entlang der Pfeile sind
in (C) und (F) zu sehen; (Konfokales
Mikroskop 40fache VergréRerung
(A, D) mit 3facher Zoomansicht

(B, E)).

Die Farbung mit P1l-Integrin erfolgte hingegen nach dem allgemeinen Protokoll fir Immunfluoreszenz-
farbungen (siehe Kapitel 3.3.2). Dabei wurden wiederum unbehandelte und mit 15 ug/ml mAK K41 bei 37 °C
inkubierte Vero-Zellen mit mAK K41 (1:100) und Alexa 488-gekoppeltem Zweitantikorper gefarbt und
zusatzlich mit einem direkt markierten Alexa-647-CD29 Antikérper gegen P1l-Integrin inkubiert (siehe

Abbildung 4.1.3.1.2). Hier wurde das CD9-Molekul griin gefarbt, wohingegen 31-Integrin in rot abgebildet ist.
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Abbildung 4.1.3.1.2:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme von Vero-Zellen mit
CD9- und B1-Integrin-Expression
vor (A, B, C) und nach (D, E, F) der
Inkubation mit 15 pg/ml AK K41.
Immunfarbung der CD9-Expression
mit mAK K41 (1 : 100) und

Alexa 488-gekoppeltem
Sekundarantikdrper (griin), sowie
[1-Integrin mit dem direkt
markierten Antikorper CD29 Alexa-
647 (rot). Profile der Fluoreszenz-
intensitdten der griinen und roten
Fluoreszenz entlang der Pfeile sind
in (C) und (F) zu sehen; (Konfokales
Mikroskop 40fache VergréRerung
(A, D) mit 3facher Zoomansicht
eines ausgewdhlten Bereichs

in (B, E)).
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Abbildung 4.1.3.1.2 (A) und (B) zeigen unbehandelte Vero-Zellen, deren [1-Integrin in clusterartigen
Zusammenschlissen innerhalb der Zelle verteilt ist. AuRerdem ist das Molekil auch, genauso wie das CD9-
Molekdl, an den Zellgrenzen vorhanden und akkumuliert dort ebenfalls in kleinen punktartigen Clustern.
Vergleicht man dies nun mit Vero-Zellen, die mit dem CD9-Antikorper bei 37 °C vorinkubiert wurden (D, E),
sieht man, dass sich das CD9-Molekiil, wie erwartet, in netzartigen Strukturen an den Zellgrenzen akkumuliert.
Im Gegensatz zu Ewi-F lokalisiert das B1-Integrin-Molekil nur partiell mit den CD9-Netzstrukturen und ist
Uberdies eher separat in Clustern in der Zelle vorhanden. Gleichwohl steht es mit den CD9-Molekilen innerhalb
der Strukturen in Kontakt, was gut in den Uberlagerungen des Profils der Fluoreszenzintensitit entlang des
Pfeils in Abbildung 4.1.3.1.2 (D) in (F) zu sehen ist. Somit konnte abschliefend eine partielle Kolokalisation von
B1-Integrin mit CD9 gezeigt werden.

4.1.3.2 mAK K41-induzierte CD9-Cluster in Abwesenheit von Ewi-F

Nun sollte aufgrund der ausgepragten Kolokalisation von Ewi-F mit CD9 die Rolle des Molekiils bei der
Ausbildung der netzartigen CD9-Cluster untersucht werden. Dazu wurde mit Hilfe des Silencer® siRNA Starter
Kits die Ewi-F-Expression in mit drei spezifischen siRNAs transfizierten HelLa-Zellen reduziert, indem diese zwei-
mal hintereinander mit 100 pmol der siRNA 1, 2 und 3 sowie mit einer negativen Kontroll-siRNA transfiziert
wurden (siehe Kapitel 3.2.4). Als Positivkontrolle wurde eine GAPDH-siRNA in einer Konzentration von 30 pmol
verwendet.AnschlieRend wurde als Kontrolle fiir die Expression und die tatsdchliche Downregulation des Ewi-F-
Molekdls nach siRNA-Behandlung eine FACS-Analyse vorgenommen (siehe Abbildung 4.1.3.2.1).

Abbildung 4.1.3.2.1: FACS-Analyse von Hela-Zellen, die zweimal mit siRNA 2 und
negativer Kontroll-siRNA transfiziert wurden; Fluoreszenzfarbung mit Ewi-F (1 : 100) und
FITC-gekoppeltem Zweitantikérper (1 : 100).
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In Abbildung 4.1.3.2.1 kann man sehen, dass die Ewi-F-Expression nach Behandlung mit siRNA 2 stark
zuriickgeht. Im Gegensatz dazu exprimieren Vero-Zellen, die mit einer negativen, nicht wirksamen siRNA
transfiziert wurden, Ewi-F auf ihrer Oberflache. Somit konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulierung der
Ewi-F-Expression tatsachlich durch die Verwendung von siRNA induziert werden konnte.

Weiterhin wurden die verschiedenen siRNAs 1 - 3 auf ihre Fahigkeit getestet, das Ewi-F-Molekdl im Vergleich zu
der negativen Kontroll-siRNA, in ihrer Expression zu reduzieren. Dabei wurden die mittlere Fluoreszenzintensi-
taten der Kontrolltransfektion mit nicht-funktioneller siRNA gleich 100 % gesetzt. Die gelben Sdulen zeigen die

Werte nach der ersten und die roten

Onach derersten Transfektion

L | S&ulen nach der zweiten Transfektion.

Onach der zweiten Transfektion

R 110% T 100% 100% 98%
g o 1 Abbildung 4.1.3.2.2 tifizi d
ildung 4.1.3.2.2: Quantifizierung der
90% 7% et g ) a . &
807 Downregulation von Ewi-F in HelLa-Zellen,
0 P,
70% I L ean die mit der jeweiligen siRNA ein- und zwei-

— mal transfiziert wurden, bevor sie fir die

FACS-Farbung mit anti-Ewi-F-Antikérper

| (1 :100) und einem FITC-gekoppelten

17% | Zweitantikorper (1 : 100) gefarbt wurden.
|
|

Die mittleren Fluoreszenzintensitaten der

Mittlere Fluoreszenzintensitat in

negativen siRNA wurden gleich 100 %
gesetzt; Durchschnittswerte wurden aus

", [

)
Qﬁv drei unabhdngigen Experimenten gebildet.

S

86



Kap. 4 Ergebnisse

Abbildung 4.1.3.2.2 zeigt, in welcher Qualitat die einzelnen siRNAs 1 - 3 eine Erniedrigung der Ewi-F-Expression
bewirken. Die maximale Reduktion der Ewi-F-Expression konnte mit siRNA 2 erreicht werden, wobei hier eine
Erniedrigung der Expression des Ewi-F-Molekils auf ca.17 % erzielt werden konnte. Als Negativkontrolle
konnte die -siRNA, wie erwartet, die Ewi-F-Expression nicht herunterregulieren. Nach der zweiten Transfektion
konnte die Expression von Ewi-F im Fall von siRNA 1 ein wenig, von siRNA 2 sehr stark und im Fall von siRNA 3
nicht gesenkt werden. Somit konnten mit siRNA 2 die besten Werte erzielt werden.

Letztlich wurden HelLa-Zellen nach zweimaliger Transfektion mit siRNA 2 am vierten Tag mit 15 pg/ml mAK K41
fir 2 h inkubiert und die Bildung der CD9-Strukturen durch Immunfluoreszenzfarbung mit K41 (1 :100) und
Alexa 594-gekoppeltem Zweitantikorper untersucht (siehe Abbildung 4.1.3.2.3).

..

Abbildung 4.1.3.2.3: Hela-Zellen wurden zweimal mit siRNA gegen GAPDH (A, D), mit -siRNA (B, E; Kontrolle) und mit
siRNA 2 gegen Ewi-F (C, F) behandelt und in einer Immunfarbung die CD9- und GAPDH-Expression mit mAK K41 (1 : 100)
und Alexa 594-gekoppeltem Sekundarantikorper (rot) (B - C, E - F), sowie anti-GAPDH (1 : 100) und Alexa 488-gekoppeltem
Sekundarantikérper (griin A, D) sichtbar gemacht. Vero-Zellen wurden unbehandelt (A - B) oder mit 15 pg/ml mAK K41
(B-E, C-F)fiur 2 hinkubiert; (Konfokales Mikroskop 20fache VergréRerung (A - D) mit 4facher Zoomansicht eines
ausgewdhlten Bereichs in E - F).

In Abbildung 4.1.3.2.3 (A) ist die Verteilung von GAPDH innerhalb der Hela-Zellen zu sehen. Wird dieses
Molekdl nach zweimaliger Transfektion mit siRNA gegen GAPDH geféarbt, ist deutlich zu erkennen, wie GAPDH
stark reduziert auf den Zellen exprimiert wird (D). In Abbildung (B) und (C) sind HelLa-Zellen zu sehen, die
ebenfalls zweimal mit -siRNA, als Negativkontrolle (B), und mit Ewi-F siRNA 2 transfiziert wurden (C). In der
Farbung ist die CD9-Expression nach der Behandlung mit 15 pug/ml mAK K41 fur 2 h zu sehen und in den
jeweiligen VergroRerungen (E, F) ist zu erkennen, dass die Expression von CD9 an den Zellgrenzen gleich bleibt.

Somit bildeten sich in den mit der Negativkontrolle transfizierten Zellen die bereits gezeigten kompakten CD9-
Cluster an den Zellgrenzen (E) und nach Erniedrigung der Ewi-F-Expression blieb das CD9-Molekiil unverandert
in dichten Clustern an den Zellgrenzen erhalten (F). Folglich scheint die Interaktion mit Ewi-F nicht fir die
Bildung der Tetraspaninstruktur erforderlich zu sein.
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4.1.3.3 Die Rolle von Rho-GTPasen und PI-3-K bei der Bildung netzartiger CD9-
Strukturen

Da eine der Hypothesen darin bestand, dass eventuell Signalwege bei der Bildung von netzartigen CD9-
Strukturen beteiligt sein konnten, die von den Rho-GTPasen Rho, Rac oder Cdc42 gesteuert werden, lag es
nahe, die Beteiligung dieser Aktin-assoziierten Molekile in den Bildungsprozess der CD9-Strukturen zu
untersuchen. Da Rho unter anderem fir die Ausbildung von fokalen Adhéasionskontakten, Rac fir die
Ausbildung von Lamellipodien, bestehend aus netzwerkartig polymerisierten Aktin und Cdc42 fir die
Ausbildung von Filopodien, welche aus Biindeln von Aktinfilamenten bestehen, die durch aktinbindende
Proteine vernetzt sind, verantwortlich ist, sollten aufgrund dieser Eigenschaften und Aufgaben Inhibitoren
gegen diese GTPasen getestet werden. Weiterhin ist bekannt, dass CD9 Uber B1-Integrin den PI-3-K-Signalweg
induzieren kann, der wiederum zu einer Aktinpolymerisation fiihren kann.

Daher wurden Vero-Zellen mit Konzentrationen von 50 - 200 uM des Racl-Inhibitors (wirksame Konzentration
laut Literatur: 50 - 100 uM) 2 h vorbehandelt, gleichzeitig mit 15 pg/ml mAK K41 UN oder nach der mAK K41-
Inkubation fir 2 h inkubiert. Konzentrationen von 100 uM - 700 uM und 1 mM wurden von Y-27632 (Rho-
assoziierter Proteinkinase-Inhibitor) in Zellkultur 2 h vor, nach oder gleichzeitig mit 15 pg/ml mAK K41
verwendet (wirksame Konzentration laut Literatur 140 uM - 25 mM). AuBerdem wurden zum einen Lethal
Toxin (Clostridium sordellii) gegen Rac1/Cdc42 in Konzentrationen von 0,25 pg/ml bis zu 15 pg/ml bei einer
Inkubation von 6 h vor oder nach der K41-Inkubation oder gleichzeitig mit 15 pg/ml mAK K41 UN getestet. Des
Weiteren wurde Toxin B (Clostridium difficile) gegen RhoA/Rac1/Cdc42 in einer Konzentration von 10 ng/ml,
die als letzte noch nicht toxische Konzentration durch Titration ermittelt wurde, eingesetzt. In diesem Fall sollte
die Inkubation laut Literaturangaben 18 h betragen. Dies wurde aber auf 2 h schrittweise verkirzt, da alle
dartiber liegenden Inkubationsperioden zu einem Absterben der Vero-Zellen fiihrten. Somit wurde das Toxin
2 h vor oder nach der Inkubation mit 15 ug/ml mAK K41 inkubiert bzw. gleichzeitig mit 15 ug/ml mAK K41 fir
2 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Vero-Zellen mit dem Erstantikdrper mAK K41 (1:100) und einem
Alexa 594-gekoppelten Zweitantikérper (1 : 200) gefarbt. Letztlich wurden 50 uM bis 1 mM des PI-3-Kinase-
Inhibitors in gleichen Versuchsansdtzen, wie oben beschrieben, angewendet (wirksame Konzentration laut
Literatur: 50 uM). Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden dann am Fluoreszenzmikroskop und die CD9-
Expression vor und nach der Inhibitor- oder Toxinbehandlung untersucht. Stellvertretend fir die Ergebnisse
aller Inhibitoransatze wird in Abbildung 4.1.3.3.1 die Behandlung mit dem Rac-1-Inhibitor gezeigt.

Abbildung 4.1.3.3.1: Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, die nur mit 15 pg/ml mAK K41 (A), oder mit
15 pg/ml mAK K41 sowie 200 uM Racl-Inhibitor (B) bei 37 °C UN behandelt wurden. Die Immunfirbung erfolgte mit dem
primdren Antikorper K41 (1 : 100) und dem Alexa 594-gekoppelten Zweitantikorper (1 : 200) (Konfokales Mikroskop;
40fache VergroRerung).
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Vero-Zellen, die mit 15 pug/ml mAK K41 inkubiert wurden, aber keine zusatzliche Inhibitor-oder Toxinzugabe
erfuhren, zeigten an den Zellgrenzen die charakteristischen CD9-Strukturen (Abbildung 4.1.3.3.1(A)). In
Abbildung (B) wird der Ansatz des Racl-Inhibitors (200 uM) mit gleichzeitiger Inkubation von 15 pg/ml
mAK K41 gezeigt. Diese Aufnahme ist stellvertretend fiir alle Ansatze, die mit den unterschiedlichen Inhibitoren
oder Toxinen und verschiedenen mAK K41-Inkubationsansidtzen durchgefiihrt worden sind. Hier ist zu sehen,
dass trotz Verwendung einer wirksamen Konzentration des Inhibitors keinerlei Einfluss auf die Bildung der CD9-
Netzstrukturen besteht. Trotz wiederholter Versuche mit verschiedenen Konzentrationen konnte kein
Zusammenhang zwischen den untersuchten Rho-GTPasen, dem PI-3-K-Signalweg und der Ausbildung der
Tetraspaninstruktur gekniipft werden.

4.1.4 Verdrangung der CDV-Proteine durch netzartige CD9-Strukturen

Verschiedene zelluldre Transmembranproteine wie Ewi-F interagieren direkt mit CD9, wdhrend dies
CDV-Oberflachenproteine nicht tun. Trotzdem inhibiert der mAK K41 die CDV-induzierte Zell-Zellfusion. Nach
all den bisher beschriebenen Erkenntnissen lber die Bildung netzartiger CD9-Strukturen lag die Vermutung
nahe, dass das Clustern der CD9-Molekiile eventuell die Zusammensetzung der Plasmamembran und der
Tetraspanin-Mikrodoméanen an den Zellkontaktstellen so stark verdnderte, dass die Zelle und ihre Membran
keine Membranfusion mehr zulassen kénnen und daher die CDV-induzierte Fusion eingeschrankt ist.

Normalerweise kénnen die ersten Zeichen der Synzytienbildung, also der Zell-Zellfusion, bei CDV als auch bei
MV nach ca. 12 h nach Infektion beobachtet werden. Daher sollte nun in Infektionsansatzen mit CDV und MV,
bei dem mAK K41 keinerlei Auswirkungen auf die Synzytienbildung hat, analysiert werden, ob es Unterschiede
in der Verteilung der Virusproteine in infizierten, unbehandelten sowie infizierten und gleichzeitig mit 15 pg/ml
mAK K41 inkubierten Zellen bestehen. Dazu wurden Vero-Zellen mit MV und CDV mit einer MOI von 1 infiziert
und mit bzw. ohne 15 pg/ml UN bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurden die Ansitze in einer Immunfluoreszenz
mit mAK K41 (1:100), einem polyklonalen Hyperimmunserum gegen CDV (1:1.500) oder einem
Hyperimmunserum eines Patienten mit SSPE gegen MV (1:6.000) eingesetzt. Ein Alexa 594-gekoppelter
Antikorper gegen K41 (rot) sowie anti-dog FITC gegen das Hundeserum oder anti-human-Alexa 488 (1 : 100;
griin) gegen das SSPE-Serum wurden als Zweitantikorper eingesetzt (siehe Abbildung 4.1.4.1 und 4.1.4.2).

Abbildung 4.1.4.1:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der CD9-Expression
und MV-Infektion. Die Immunfarb-
ung der CD9-Expression erfolgte
mit mAK K41 (1 : 100) und

Alexa 594-gekoppeltem
Sekundarantikorper (1 : 200; rot),
sowie mit dem Hyperimmunserum
eines Patienten mit SSPE gegen MV
(1 : 6.000) und anti-human FITC

(1 :100; grin). Vero-Zellen wurden
unbehandelt (A - B) oder mit

15 pg/ml mAK K41 (D - F) inkubiert
und gleichzeitig mit MV (MOI = 1)
infiziert (A - E). Profile der Fluores-
zenzintensitdten der griinen und
roten Fluoreszenz entlang der
Pfeile sind in (C) und (F) zu sehen;
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In Abbildung 4.1.4.1 (A) sind virale MV-Proteine Uberwiegend in perinukledren Clustern Gber die Zelle verstreut
lokalisiert. Dabei kolokalisieren in unbehandelten Vero-Zellen die Virusproteine teilweise mit den CD9-
Molekdlen in groBen Clustern, was in der VergroRerung (B) sowie im Profil der Fluoreszenzintensitaten (C) gut
zu erkennen ist. Wurden die infizierten Zellen mit 15 pg/ml mAK K41 behandelt (D, E), konnte zunachst die
Bildung der charakteristischen CD9-Strukturen an den Zellkontaktstellen beobachtet werden. Zusatzlich zeigte
die Verteilung der MV-Virusproteine, dass diese sowohl in der Zelle verteilt blieben, wie dies auch schon in (A)
zu sehen war, als auch innerhalb der netzartigen CD9-Cluster an den Zellgrenzen zu finden waren. Diese
Zusammenlagerung von MV-Proteinen und CD9 konnte besonders im Profil der Fluoreszenzintensitdten
beobachtet werden (F).

In CDV-infizierten Praparaten konnte ebenfalls eine Kolokalisation von CD9-Molekiilen und Virusproteinen in
nicht vorinkubierten Vero-Zellen beobachtet werden (Abbildung 4.1.4.2 (B, C)). Dabei befanden sich CDV-
Proteine innerhalb der Zelle in Clustern zusammengelagert (B), ebenso wie CD9-Molekdle, die aber auRerdem
noch diffus in der Zelle verteilt waren (A, B). Wurden die Vero-Zellen nun zuséatzlich mit 15 pg/ml mAK K41
inkubiert, zeigte sich eine Zusammenlagerung von Virus-Proteinen und CD9-Molekiilen im Zytoplasma (D, E),
wie dies auch schon in (A) zu beobachten war, aber im Gegensatz zur MV-Infektion konnten keine CDV-
Proteine an den Zellgrenzen detektiert werden. Hier waren ausschliefRlich aus CD9 bestehende Netzstrukturen
zu beobachten, was im Profil der Fluoreszenzintensitdten (F) und der VergroRerung (E) deutlich zu erkennen ist,
die nicht mit Virusproteinen kolokalisierten.

Abbildung 4.1.4.2:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der CD9-Expression
und CDV-Infektion. Die Immun-
farbung der CD9-Expression
erfolgte mit mAK K41 (1 : 100) und
Alexa 594-gekoppeltem Sekundar-
antikorper (1 : 200; rot), sowie mit
dog- Hyperimmunserum (1 : 1.500)
und anti-dog-FITC (1 : 100; griin).
Vero-Zellen wurden unbehandelt
(A - B) oder mit 15 pg/ml mAK K41
(D - F) inkubiert und gleichzeitig mit
CDV (MOI = 1) infiziert (A - E).
Profile der Fluoreszenz-intensitdten
der griinen und roten Fluoreszenz
entlang der Pfeile sind in (C) und (F)
zu sehen; (Konfokales Mikroskop
40fache VergréRerung (A, D) mit
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AbschlieRend konnte somit gezeigt werden, dass bei der CDV-Infektion, in der CD9-AK die Infektion inhibieren
und die Zell-Zellfusion hemmen, die CDV-Proteine im Gegensatz zu den MV-Proteinen sich nicht innerhalb der
charakteristischen CD9-Netzsrukturen aufhalten. Somit scheinen K41-induzierte CD9-Cluster die CDV-Proteine
von den Zellkontakten zu verdrangen und dies der Grund dafiir zu sein, dass die CDV-Infektion mit mAK K41 im
Gegensatz zur MV-Infektion, bei der keine Verdrdngung zu beobachten war, inhibiert wird.

Die Ergebnisse aus Kapitel 4.1 konnten erfolgreich in Traffic (Singethan et al., 2008) eingereicht und
verdffentlicht werden.
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4.2 Etablierung eines Inhibitor-Testsystems fiir die Paramyxovirus-Fusion

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit sollte ein Testsystem fiir die Paramyxovirus-Fusion von MV, CDV und NiV
entwickelt werden, um damit die Untersuchung inhibitorischer Substanzen zu erméglichen.

So sollte in einem Transfektions-Assay (siehe Kapitel 3.2.4) die Moglichkeit genutzt werden, Plasmide, die die
Oberflachenproteine F und H fir MV und CDV, sowie das F- und G-Protein fir NiV, exprimieren, zu verwenden.
Da die Oberflachenproteine primar zu Beginn der Infektion eine Schlisselrolle spielen und fir den Kontakt mit
dem Rezeptor (H-Protein) bzw. fur die anschlieBende Fusion der Virus- mit der Zellmembran (F-Protein)
essentiell sind, stellen sie ein potentielles Angriffsziel fiir die Entwicklung von inhibitorischen Substanzen dar.
Somit wurden die Vektoren pCG-CDV-H und -F, pCG-MV-H und -F sowie pCG-NIV-G und -F in einer transienten
Transfektion mit jeweils 1 pg/ml pro Plasmid eingesetzt, um so eine Synzytienbildung zu induzieren und diese
nach ca. 20 h auszuwerten. Dies basierte auf der Erkenntnis, dass in vorherigen Versuchen herausgefunden
wurde, dass allein diese beiden viralen Proteine noétig sind, um die Zell-Zellfusion zu induzieren. Dies bietet
besonders im Fall von NiV einen besonderen Vorteil, da das Virus als BSL4-Pathogen eingestuft wird.
AnschlieRBend sollte die Anzahl der Nuklei pro Synzytium bestimmt werden und dies ein Mafstab fir die
Wirkungen der gleichzeitig mit der Transfektion inkubierten kleinen inhibitorischen Molekile sein.
Abbildung 4.2.1 zeigt als Beispiel pCG-CDV-H und -F transfizierte Vero-Zellen, die in (A) ohne und in (B)
zusitzlich mit einer potentiellen inhibitorischen Substanz UN fiir 20h inkubiert wurden. Dies soll
stellvertretend als anschauliches Beispiel fiir das Testsystem gezeigt werden.

Abbildung 4.2.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von
pCG-CDV-H und -F transfizierten Vero-Zellen ohne (A) und
mit Inkubation einer potentiellen inhibitorischen Substanz
(B). Die Nuklei pro Synzytium (im Kreis markiert) kénnen
gezdhlt werden. Die Abnahme ihrer Menge ist ein Mal3-
stab fiir die Wirkung des Inhibitors; (Lichtmikroskop;
10fache VergroRerung).

Weiterhin wurden verschiedene Konzentrationen der Testsubstanzen eingesetzt, beginnend bei einer
Konzentration von 200 pM, 100 pM und 50 pM, um eine Vorauswahl potentiell wirkender Substanzen zu
ermoglichen. Die durchgetesteten Substanzen wurden danach jeweils in NiV-, MV- und CDV-hemmende
Gruppen eingeteilt. Tabelle 4.2.1 zeigt alle im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchten Verbindungen und
ihre Einteilung in hemmende und nicht hemmende Substanzen.
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Sl Formel Effekt S Formel Effekt
QD7-2 C15H18FN302 schwache Inhibition TG102 C19H19N305 schwache Inhibition NIV
QD2-2 C16H18N402 starke Inhibition bei MV, leichte bei NIV, keine bei CDV TG14 C19H21N303 keine Inhibition
QD2-3 C16H19N304 starke Inhibition bei MV, CDV, NIV QED16-9 C20H18CIFN203 schwache Inhibition
QD2-1 C18H13N302 keine Inhibition QED6-10 C19H16F3N302 keine Inhibition
QD5-1 C18H13F3N202 keine Inhibition QED15A C19H20FN304 schwache Inhibition
QD6-1 C18H13F3N202 keine Inhibition JS06 C19H22N202 schwache Inhibition
QD7-1 C17H13FN202 keine Inhibition MTO1 C19H21N304 starke Inhibition bei MV und CDV, leichte bei NIV
QED6-11 C19H13CIF4N202 |Inhibition bei MV, NIV, CDV MM7a C22H29N404Br keine Inhibition
QED6-6 C20H17F3N203 keine Inhibition JS08 C26H34N202Br2 keine Inhibition
QED15A-12 C26H25CI2FN403 |starke Inhibition bei MV, NIV, CDV MM4b C44H56N404Br2 keine Inhibition
JK8/2 C26H27N309 schwache Inhibition bei MV und NIV, starke bei CDV MM3f C42H52N404Br2 keine Inhibition
OX-1 (Ref1) C14H13CIN20 starke Inhibition bei MV und CDV, keine bei NIV MT04 C44H54N608Br2 keine Inhibition
TG46.2F C7H15CIN20 keine Inhibition MT06 C44H58N606Br2 schwache Inhibition
QED6-7 C17H17F3N202 keine Inhibition MM3a C38H50N404Br2 keine Inhibition
QED6-9 C21H19F3N203 keine Inhibition MM3I C38H49N506Br2 keine Inhibition
QED6-10 C19H16F3N302 keine Inhibition MM3j C38H51N504Br2 schwache Inhibition
QED5-13 C20H18F3N302 keine Inhibition MM8afp C38H44N404CI2 Inhibition bei CDV, keine bei MV und NIV
MM3C C39H52N404Br2 leichte Inhibition bei CDV, keine bei MV und NIV MT02 C44H54N608Br2 leichte Inhibition bei MV, keine bei CDV und NIV
MT05 C44H58N604Br2 leichte Inhibition bei MV, keine bei CDV und NIV MM6 C37H49N506Br2 Inhibition bei MV, keine bei CDV und NIV
JSW155 C17H17N304 keine Inhibition GH02 C15H12 starke Inhibition bei MV und CDV, keine bei NiV
QED7-10 C18H16FN302 keine Inhibition GH35 C15H1303 keine Inhibition bei NiV, MV; CDV
JK41 C7H6CIN3 starke Inhibition bei CDV und MV, leichte bei NIV GH43 C16H1503 keine Inhibition bei NiV, CDV, leichte bei MV
JK80 C11H14N40S starke Inhibition bei CDV und MV, leichte bei NIV GH18 C15H13N304 keine Inhibition bei NiV, MV, CDV
QED15B-12 C27H28CI2FN304 |starke Inhibition bei CDV, MV, NIV GH36 C15H13N304 keine Inhibition bei NiV, starke bei MV; CDV
QED6-8 C20H16CIF3N202 |Inhibition bei NIV, starke bei CDV, NIV

Tabelle 4.2.1: Auflistung der getesteten Substanzen in der NiV-F und -G, CDV-F und -H, MV-F und -H induzierten
Zell-Zellfusion mit Angaben zur Wirkung nach Testung in den anfianglichen Substanzen 200 uM, 100 uM und 50 pM.

Auf Basis dieser Voruntersuchungen konnten nun fiir das Testsystem mit MV- und CDV-F- und -H
exprimierenden Vektoren sowie fiir NiV-F und -G exprimierenden Plasmiden dosisabhdngige Wirkungskurven in
stufenweisen Konzentrationen von 0 uM - 20 uM getestet werden.

4.2.1 Zellvitalitdt nach der Behandlung mit ausgewahlten Substanzen

Da die zu testenden Substanzen in Konzentrationen von O uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM, 10 uM und
20 uM untersucht werden sollten, um dosisabhangige Wirkungskurven zu erhalten, mussten diese zuvor auf
ihre Zelltoxizitdt untersucht werden. Da die Grundstoffe alle in DMSO geldst werden mussten, weil sie eine
relativ niedrige Wasserloslichkeit besitzen, bestand die Vermutung, dass diese in hoch eingesetzten
Konzentrationen und aufgrund ihrer Zusammensetzung toxisch auf die behandelten Vero-Zellen wirken
kénnten. Daher wurden die verwendeten Konzentrationen der Stoffe im Verhéltnis auf die Gesamtmenge der
in den Versuchen verwendeten Konzentration an DMSO umgerechnet und ermittelt (siehe Tabelle 4.2.2.1).
Zusatzlich wurde DMSO in verschiedenen Konzentrationen auf Vero-Zellen gegeben, um zu testen, bei welchen
Mengen die Vero-Zellen abstarben bzw. sich ihre Zellvitalitat verringerte. Nach dem genauen Zeitablauf wie in
den Transfektions-Assays zur Untersuchung der Substanzen, wurden diese auf den unbehandelten Vero-Zellen
fir 20 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend das Medium fiir 2 h gegen frisches ausgetauscht. Dann konnte
unter Zugabe des Tetrazolium-Salzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromide (MTT), was
nur in lebende Zellen aufgenommen wird, ein Farbumschlag in ein violettes Formazanprodukt beobachtet
werden (siehe Kapitel 3.1.6). Diese violetten Kristalle kdnnen nicht durch die zelluldre Membran austreten und
sind nicht 16slich. Somit wurden die Vero-Zellen zuerst gewaschen und anschlieBend die Kristalle mit einem
organischen Losungsmittel aus den Zellen extrahiert und der Farbumschlag bei 590 nm gemessen. Da nur
vitale, intakte Zellen und solche, die in einer sehr frilhen Phase der Apoptose sind, diese Umwandlung von MTT
in die Formazankristalle ausfihren kénnen, ist der Farbumschlag eine gute Methode, die Vitalitat der Zellen zu
messen. Dabei wurden jeweils 12 Werte pro Ansatz gemessen und ein Mittelwert gebildet, der im Verhaltnis
zur Kontrolle in Prozent umgerechnet wurde (siehe Abbildung 4.2.1.1).
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Abbildung 4.2.1.1: Vitalitdtstest von Vero-Zellen mit Hilfe des MTT-Tests. Verschiedene DMSO-Konzentrationen wurden fir
20 h auf Vero-Zellen im 5 % FKS MEM-Medium inkubiert und am nachsten Tag die Fahigkeit der Zellen gemessen, MTT in
Formazan umzuwandeln, was ein direkter Nachweis fiir die Vitalitat der Zellen ist. Die Werte wurden im Verhaltnis zur
Kontrolle in Prozent umgerechnet. Die Kontrolle wurde mit 5 % FKS MEM-Medium behandelt.

Bei den Kontrollzellen, die ohne weitere Zugabe von DMSO in Medium gehalten wurden, ist klar zu sehen, dass
sie vital und gesund sind (Abbildung 4.2.1.1 Reihe 1). Bei denjenigen Zellen, die UN mit 100 % oder 10 % DMSO
behandelt wurden waren sehr viele abgestorben. Mit einer Gesamtkonzentration von 5 % DMSO waren bereits
knapp 50 % der Zellen wieder vital und dies konnte sich fir die Gesamtkonzentrationen von 2,5 % bzw. 1 % auf
100 % gesunde Zellen verbessern (Reihe 5, 6). Damit konnte gezeigt werden, dass bei einem Wert von bis 2,5 %
DMSO im Gesamtansatz Vero-Zellen diese Menge durchaus tolerieren und normale vitale Funktionen
aufweisen. Da in den ausgefiihrten Transfektions-Assays die DMSO Gesamtkonzentration nur selten Gber 2,5 %
ging (siehe Tabelle 4.2.2.1) und dies auch nur dann, wenn Konzentrationen ab 8 uM und mehr verwendet
wurden, musste dies fiir die hohen Konzentrationen immer berticksichtigt werden.

Zusatzlich wurden Vero-Zellen getestet, die nur mit PEI behandelt wurden, was fir die Vitalitdt der Zellen in
Transfektions-Assays von Bedeutung war. Hier konnte beobachtet werden, dass dieses Transfektionsreagenz
vollstandig von den Zellen toleriert wurde und deren Zustand nicht negativ beeinflusste. In Kombination mit
2,5 % DMSO (Abbildung 4.2.1.1 Reihe 8) war PEI fiir die Zellkultur fortwahrend vertraglich.

Verwendete Gesamt DMSO-Gehalt bei 4 uM Verwendete Gesamt DMSO-Gehalt bei 4 uM
Substanzen Endkonzentration/ml Substanzen Endkonzentration/ml

QD2-3 3,00 % MTO1 2,00 %

JK8/2 0,01% QED6-11 2,50 %

QED15A-12 0,10 % QED15B-12 2,50 %

JK80 0,01 % GHO02 0,01 %

Refl (Ox-1) 0,10 % GH35 0,01 %

JK41 0,01 % GH43 0,01 %

QD2-2 1,00 % GH18 0,01 %

QED6-8 2,50 % GH36 (AS-48) 0,01 %

Tabelle 4.2.2.1: Gesamt-DMSO-Gehalt in % in einem Endvolumen von 1 ml bei einer verwendeten Konzentration von 4 uM
der Substanzen. Alle Substanzen, auBer QD2-3, liegen in diesen Konzentrationen im Bereich von bis zu 2,5 %, in dem die
Zellen absolut vital sind.
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In Tabelle 4.2.2.1 kann zusétzlich der DMSO-Gehalt sémtlich verwendeter Substanzen betrachtet werden, wenn
diese im Gesamtvolumen der Transfektions- oder Infektionsansdtze von insgesamt 1 ml eingesetzt wurden.
Dabei ist deutlich zu erkennen, dass mit Ausnahme von QD2 - 3 alle Substanzen in einem gesamten DMSO-
Gehalt von bis zu 2,5 % in Konzentrationen von 4 uM verwendet wurden. Daher musste besonders bei der
Verwendung von hoheren Konzentrationen zwischen 8 uM und 20 uM darauf geachtet werden, bei der
Interpretation der Ergebnisse stets die Gesamtkonzentration des Losungsmittels, abhdngig von der
verwendeten Substanz, zu berilcksichtigen.

Des Weiteren sollten nun auch noch die Auswirkungen der Substanzen selbst, die sich in DMSO als
Losungsmittel befanden, getestet werden. Dazu wurden wiederum Vero-Zellen mit allen verwendeten
Konzentrationen von 0,5uM-20uM fir 20h bei 37°C inkubiert, um anschlieBend nach der oben
beschriebenen Methode fir den MTT-Test vorbereitet zu werden. Nach der Messung der unterschiedlichen
Werte konnten diese in Prozent im Verhéltnis zur Kontrolle umgerechnet und in folgenden Abbildungen 4.2.1.2
und 4.2.1.3 flr zwei verschiedene Substanzgruppen gezeigt werden. Fir alle drei Viren wurden zwei
Substanzgruppen getestet. Dabei handelte es sich um die Gruppe der Chinolon-Derivate (QED-und GH-
Substanzen). Beide Gruppen wurden auf Basis von Stoffen entwickelt, die aufgrund von Ahnlichkeitssuchen von
bereits veroéffentlichten wirksamen Inhibitoren Ox-1 und AS 48 (Plemper et al., 2004) abgeleitet und verdndert
wurden. Diese Basis wurde als Positivkontrolle in allen Transfektionsansdtzen verwendet und im Fall von Ox-1
als Referenz-Substanz 1 sowie im Fall von AS 48 als GH36 bezeichnet.
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Abbildung 4.2.1.2: Vitalitdtstest von Vero-Zellen. Konzentrationen von 0 uM - 20 uM wurden fiir 20 h auf Vero-Zellen
inkubiert und am nachsten Tag die Fahigkeit der Zellen gemessen, MTT in Formazan umzuwandeln, was ein direkter
Nachweis fiir die Vitalitat der Zellen ist. Die Werte wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet.

In Abbildungen 4.2.1.2 konnte gezeigt werden, dass die meisten Substanzen der QED-Substanzgruppe, mit
Ausnahme von QED6 - 11, bis zu einer Verwendung von 4 uM absolut tolerierbar fir die Vero-Zellen waren, da
knapp 60 % bis zu fast 100 %, abhéngig von der verwendeten Substanz, vital waren. Dies war auch der Wert,
bei dem Substanzen wie QED6-11 oder QED6-8 den Grenzwert der fir die Zellen tolerablen DMSO-
Konzentrationen erreichten, der bei 2,5 % DMSO im Gesamtvolumen lag. Betrachtet man aber die Zellvitalitat
bei Verwendung von 4uM QED6-8 in Abbildungen4.2.1.2 kann man erkennen, dass die DMSO-
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Gesamtkonzentration von 2,5 % hier nicht toxisch auf die Zellen wirkt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die
Kombination der Substanz mit dem Gesamtanteil an DMSO im Transfektionsansatz vermutlich lber das
Uberleben der Zellen bestimmen. Dies ist am Beispiel von QED6 - 11 zu sehen, dessen Verwendung in geringen
Konzentrationen zum Verlust der Zellvitalitat fUhrt. Hier kann die Toxizitdt von DMSO nicht verantwortlich fir
das Absterben der Zellen sein, da dies von 0,5 uM bis 1 uM nur in sehr geringen Mengen im Gesamtansatz

vertreten ist.

In Abbildungen 4.2.1.3 wird die Vitalitdt von Vero-Zellen nach Behandlung mit der GH-Substanzgruppe gezeigt.
Hier ist zu beobachten, dass nach Zugabe von 4 uM GH36 immer noch knapp 70 % der Zellen gesund sind. Bei
allen Substanzen liegt die Zellvitalitdt auch bei hohen Konzentrationen immer noch bei ca. 60 % und dariber,
was bedeutet, dass diese Substanzgruppe, die auf der Basis von GH36 synthetisiert wurde, auch in hohen

Konzentrationen immer noch relativ atoxisch ist.
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Abbildung 4.2.1.3: Vitalitdtstest von Vero-Zellen mit Hilfe des MTT-Tests. Konzentrationen von 0 uM - 20 uM wurden fiir
20 h auf Vero-Zellen inkubiert und am nachsten Tag die Fahigkeit der Zellen gemessen, MTT in Formazan umzuwandeln. Die

Werte wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet.

4.2.2 Untersuchungen von Inhibitoren gegen CDV

4.2.2.1 Testung der Substanzen in der transfektionsabhdngigen CDV-F und -H
induzierten Zell-Zellfusion

Wie bereits in Kapitel 4.2 beschrieben, wurden pCG-CDV-H und -F exprimierende Vektoren in Vero-Zellen einer
6-well-Platte mit PEI transfiziert. Da PEI ein sehr mildes und atoxisches Transfektionsreagenz ist (siehe Kapitel
4.2.1), konnte dessen Wirkung auf die verwendeten Zellen vernachldssigt werden. Gleichzeitig wurden
zwischen 0,5 uM und 20 uM der zu untersuchenden Substanzen zum Transfektionsansatz zugegeben und alles
UN fiir 20 h bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und die Zell-Zellfusion in
jedem Napf analysiert. Dafir wurden an fiinf verschiedenen Stellen insgesamt 20 Synzytien im Praparat
gezahlt. Die Versuche wurden fir jede Substanzgruppe drei Mal wiederholt und der Mittelwert gebildet.
SchlieBlich wurden alle Werte im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet, deren Standard-
abweichungen bestimmt und in folgenden Graphen dargestellt (Abbildung 4.2.2.1.1 und 4.2.2.1.2).
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Abbildung 4.2.2.1.1: Dosisabhdngige Testung verschiedener Substanzen auf Vero-Zellen, die mit pCG-CDV-F und -H
transfiziert und in Konzentrationen von 0 uM - 20 uM fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion, die
durch das Ermitteln der SynzytiengroRRe (Zahlen der Nuklei pro Synzytium in 5 verschiedenen Breichen des Praparats)
beurteilt werden konnte, diente dabei als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen
wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

Betrachtet man Abbildung 4.2.2.1.1 so ist zu erkennen, dass die Referenzsubstanz Refl (Ox-1) in sehr niedrigen
Konzentrationen von 0,5 uM bis 1 uM sehr effizient (ca. 60 %) die CDV-Fusion hemmt. Allerdings ist sie bereits
in einer Konzentration von 2 UM so toxisch, dass alle Zellen in den Transfektions-Assays abstarben. Dies scheint
aber nicht an der Zelltoxizitdit von Refl zu liegen, sondern an der Kombination des verwendeten
Transfektionsreagenzes und der Substanz selbst, wobei beide alleine zu keiner Toxizitat fihren. Im Vergleich
dazu gibt es nur zwei Substanzen, ndmlich QED6-8 und QED15A- 12, die, allerdings unter Verwendung
hoherer Dosen bis zu 4 uM, effizient die CDV-Transfektion hemmen, so dass nur noch ca. 20-30 % Fusion
stattfinden kénnen - die Hemmung betrédgt hier also bis zu 80 %. Substanzen wie QD2 - 2 zeigten keinerlei
Effekt auf die pCG-CDV-F und -H induzierte Synzytienbildung. QED15B - 12 und QD2 - 3 konnten die Fusion der
Vero-Zellen im Schnitt um ca. 60 % hemmen, was dem Wert der Hemmung von Refl entsprach, allerdings
unter Verwendung einer héheren Konzentration.

Im Anschluss wurden die Ergebnisse der Transfektions-Assays ausgewertet, in denen die GH-Substanzen
verwendet worden waren (siehe Abbildung 4.2.2.1.2). Diese wurden, ebenso wie die Substanzgruppe davor,
gleichzeitig mit dem Transfektionsmix aus PEI und pCG-CDV-F und -H auf den Zellen fiir 20 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die entstandenen Synzytien, wie oben beschrieben, gezahlt und der Mittelwert aus drei
unabhangigen Versuchen gebildet. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Referenzsubstanz GH36 (AS 48)
die CDV-Transfektion bis zu ca. 80 % hemmen konnte, was bisher nur fiir MV gezeigt worden war (Plemper et
al., 2004). Zusatzlich zeigte jedoch eine andere Substanz namens GHO2 eine leicht bessere Hemmung, um die
90 % in Konzentrationen ab 8 M bis 10 pM. Da besonders GHO2 vollig atoxisch fiir die Zellen war, wie der
Zellvitalitatstest zeigte (siehe Kapitel 4.2.1), kann hier von einer tatsdchlichen Hemmung ausgegangen werden.
Substanzen wie GH18 oder GH35 konnten die Synzytienbildung der CDV-Transfektion eher nicht hemmen und
scheiden daher als potentielle Hemmstoffe aus. Alle GH-Substanzen konnten aber im Vergleich zur
Referenzsubstanz 1 bei 1 uM keine dhnlich starken Auswirkungen auf die CDV-induzierte Zell-Zellfusion zeigen.
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Abbildung 4.2.2.1.2: Dosisabhangige Testung verschiedener Substanzen auf Vero-Zellen, die mit pCG-CDV-F und -H
transfiziert und mit Konzentrationen 0 uM - 20 uM fiir 20 h inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion diente dabei als
MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent
umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

4.2.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung potentieller Inhibitoren in der
transfektionsabhangigen CDV-F und -H induzierten Zell-Zellfusion

Nachdem die potentiell wirksamen Substanzen in Transfektions-Assays ermittelt worden waren, wurden die
Ansatze in Immunfluoreszenzfarbungen weiter verarbeitet. Hierzu wurden die Zellen zuséatzlich permeabilisiert
und mit dog-Hyperimmunserum (1 : 1.500) sowie DAPI (1 :300) und einem FITC-gekoppelten Zweitantikorper
(1:100) gefarbt. Somit konnte die Inhibition der Synzytienbildung anhand der GroRe der gebildeten
Riesenzellen gezeigt werden (siehe Abbildung 4.2.2.2.1).

Abbildung4.2.2.2.1:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Synzytienbildung
mit und ohne Inhibitoren. Vero-
Zellen wurden mit den Expressions-
vektoren flr CDV-F und -H transfi-
ziert (B) und anschlieRend in einer
+ QPD15A-12 Immunfarbung mit dog-Hyper-
immunserum (1 : 1.500) und einem
FITC-gekoppelten Zweitantikérper
inkubiert. Die Inhibitoren wurden
direkt nach Transfektion fiir 20 h
bei 37°C zugegeben. (A) Unbe-
handelte Kontrollzellen; Nuklei
wurden mit DAPI (1 : 300) gefarbt.
(B) Kontrollzellen ohne Inhibitor.
(C- F) Zellen mit 4 uM QED15A -
12, QD2 - 3, QED6 - 8 und 1 uM Refl. Kreise: Vergleich der Synzytien in Refl und QED6 - 8 behandelten Vero-Zellen;
(Fluoreszenzmikroskop, 10fache VergroRerung).

97



Kap. 4 Ergebnisse

Bei genauer Betrachtung von Abbildung 4.2.2.2.1 bestéatigten sich die Ergebnisse aus der Graphik in Abbildung
4.2.2.1.1. Refl, QED6-8, QED15A-12 waren die am besten wirkenden Substanzen und konnten die
Synzytienbildung deutlich unterdriicken. So konnte mit nur 1 uM von Refl die SynzytiengroRe im Vergleich zu
4uM bei QED6-8 deutlich gesenkt werden. QED6-8 zeigte bei 4 uM allerdings eine stdrkere
Synzytienhemmung als Refl bei 1 uM (E, F). Als Vergleich wurde in (D) die Substanz QD2 - 3 gezeigt, die die
Fusion ebenfalls hemmen konnte, allerdings nicht in dem Male, wie die Inhibitoren in Abbildung (E - F).

In Abbildung 4.2.2.2.2 ist im Vergleich die Auswirkung von GHO2 (C) und GH36 (D) auf die Fusion im
Transfektions-Assays von CDV-H und -F exprimierenden Vektoren zu sehen. Hier ist deutlich zu erkennen, dass
sowohl GHO2 als auch GH36 die Zellfusion im Gegensatz zu unbehandelten Vero-Zellen (B) hemmen. In (A) ist
hingegen die Kontrolle von untransfizierten und unbehandelten Zellen zu sehen. GHO2 und GH36 waren auch
die Substanzen, die aus dem dosisabhdngigen Inhibitortest als am effektivsten wirkende Hemmstoffe hervor-
gingen. Somit konnten diese Ergebnisse auch in der Immunfluoreszenzfarbung bestatigt werden. Alle anderen
Substanzen zeigten nur wenig Auswirkung auf die SynzytiengréRe und werden daher nicht gezeigt.

C D
+GHO2 +GH36

Abbildung 4.2.2.2.2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Synzytienbildung mit und ohne Inhibitoren. Vero-Zellen
wurden mit den Expressionsvektoren fiir CDV-F und -H transfiziert (B) und anschlieBend in einer Immunfluoreszenz mit dog-
Hyperimmunserum (1 : 1.500) und einem FITC-gekoppelten Zweitantikérper (1 : 100) gefarbt. Die Inhibitoren wurden direkt
nach Transfektion flir 20 h bei 37°C zugegeben. (A) Unbehandelte Kontrollzellen; Nuklei wurden mit DAPI (1 : 300) gefarbt.
(B) Kontrollzellen ohne Inhibitor. (C - D) Zellen mit 8 uM GHO02 und GH36. (Fluoreszenzmikroskop, 10fache VergroRerung).

4.2.2.3 Testung der Substanzen in der CDV-Infektion

Um die bereits in der Transfektion als potentiell inhibitorisch eingestuften Substanzen weiter zu testen, wurden
diese in einem Infektions-Assay eingesetzt, in dem sie direkt nach Infektion mit einer MOI = 1 in Konzentra-
tionen von 0 uM bis 4 uM zugegeben wurden. Nach 20 h bei 37 °C wurden die Zellen analysiert, indem sie
fixiert wurden, um anschlieBend in finf verschiedenen Bereichen des Napfes die Zell-Zellfusion durch
Auszahlen der Nuklei zu bestimmen. Diese wurden im Verhéltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet und
deren Standardabweichungen bestimmt. Alle Konzentrationen wurden in drei unabhdngigen Versuchen
wiederholt und daraus der Mittelwert gebildet (siehe Abbildung 4.2.2.3.1).
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Abbildung 4.2.2.3.1: Dosisabhangige Testung verschiedener Inhibitoren auf Vero-Zellen, die mit CDV infiziert wurden
(MOI = 1) und mit Konzentrationen von 0 uM - 4 uM fiir 20 h inkubiert wurden. Die Zellfusion diente dabei als MaR fur die
Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent
umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

Betrachtet man Abbildung 4.2.2.3.1 genau, kann festgestellt werden, dass die Inhibitoren offensichtlich etwas
anders als in der CDV-Transfektion wirkten. Im Gegensatz zur Transfektion konnte QED6 - 8 in der Infektion mit
noch starkerer Effizienz hemmen. Refl und QEDG6 - 8 waren bei 1 uM nahezu gleich effizient und hemmten die
CDV-induzierte Zellfusion zu ca. 60 %. Hingegen vermochten QED15B-12, QED6-8 und QED15A-12 die
Synzytienbildung bei Verwendung von 4 uM um ca. 50 - 70 % zu reduzieren. Weiterhin ist zu bemerken, dass
Refl bei 2 uM nicht toxisch wirkte und zu einer Inhibition von 80 % fiihrte. Da hier kein Transfektionsreagenz
wie in dem Transfektions-Assays verwendet wird, blieb die vermutlich toxische Kombination von Substanz und
Transfektionsreagenz aus und fiihrte somit zu einer hoheren Vertraglichkeit von Ref 1.

AbschlieBend kann fir CDV zusammengefasst werden, dass die Substanzen QED6-8, QED15B-12,
QED15A-12, Refl und QD2-3 aus der ersten Substanzgruppe in Transfektionen von CDV-F und -H
exprimierenden Vektoren am besten wirkten. Nach Infektion konnten jedoch Refl und QED6 - 8 &hnliche
Effizienz in der Synzytienhemmung zeigen und QED15B-12 in hoheren Konzentrationen eine ahnliche
Inhibition induzieren. Aus der zweiten Substanzgruppe konnten GHO2 und GH36 (Referenzsubstanz AS-48) als
am besten wirkende Inhibitoren hervorgehen. Allerdings wurden diese nicht in Infektions-Assays getestet, da
diese Substanzen im Vergleich zu Referenzsubstanz 1 (Ox-1) die Hemmung der Zell-Zellfusion nicht
gleichbedeutend beeinflussen konnten.

99



Kap. 4 Ergebnisse

4.2.3 Untersuchungen von Inhibitoren gegen MV

4.2.3.1 Testung der Substanzen in der transfektionsabhdngigen MV-F und -H
induzierten Zell-Zellfusion

Es wurden pCG-MV-H und -F exprimierende Plasmide in Vero-Zellen einer 6-well-Platte mit PEI transfiziert und
gleichzeitig zwischen 0,5 UM und 20 uM der Substanzen aus der ersten und zweiten Gruppe nach Zugabe der
Transfektionsmixes beigefiigt. Der Gesamtansatz wurde UN fiir 20 h bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag
wurden die Zellen wiederum mit 4 % PFA fixiert und die Zell-Zellfusion in finf verschiedenen Stellen des Napfes
analysiert. Die Versuche wurden fir jede Substanzgruppe drei Mal wiederholt und der Mittelwert gebildet.
SchlieBlich wurden alle Werte im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet, die Standardabweichung
bestimmt und in Diagrammen ausgewertet (siehe Abbildung 4.2.3.1.1 und 4.2.3.1.2).

140

120

100 ——JK8/2

——QD2-3
—#&— QED15A-12

—

—>—JK80

=
. \ NN

v'\ \R:— o
T \S MTO1

Fusionin %
—

QED6-11

/

X
K41

40 > _—
1 \ T —@— QED15B-12

20 X \\.\.

opm 0,5puM 1uMm 2uM 4 uM 8uM 10uM 20uM

Konzentration

Abbildung 4.2.3.1.1: Dosisabhdngige Testung verschiedener Substanzen auf Vero-Zellen, die mit pCG-MV-F und -H
transfiziert und in Konzentrationen von 0 uM - 20 uM fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion, die
durch das Ermitteln der SynzytiengroRRe (Zahlen der Nuklei pro Synzytium in 5 verschiedenen Breichen des Praparats)
beurteilt werden konnte, diente dabei als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen
wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

In Abbildung 4.2.3.1.1 konnte beobachtet werden, dass die Substanz Refl, wie auch schon verdéffentlicht
(Plemper et al., 2004), die Synzytienbildung von MV nach Transfektion in niedrigen Konzentrationen von
0,5 UM - 1 uM sehr stark hemmt. Allerdings war Refl auch hier in héheren Konzentrationen sehr zelltoxisch, so
dass hier keine weiteren Dosen getestet werden konnten, was wohl wiederum vermutlich an der Kombination
aus Transfektionsreagenz und Substanz lag, die beide unabhangig voneinander nicht toxisch waren. Wahrend
die Zellfusion mit Refl bei 1 uM um ca. 80 % gehemmt wurde, konnte dies nur durch die Verwendung von
hoheren Konzentrationen von 4 uM QD2 - 3 und QED6 - 8 in dhnlichem Male erreicht werden. QED15 - B12
und QED15A-12 konnten die Synzytienbildung von 100 % in der Kontrolle auf nahezu 40-45% unter
Verwendung von Konzentrationen von 4 uM senken. Andere Substanzen zeigten nur bei sehr hohen Dosen eine
Wirkung auf die Zell-Zellfusion (QD2-2, MT01) und wurden daher nicht in spateren Infektions-Assays
untersucht.
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Abbildung 4.2.3.1.2: Dosisabhangige Testung verschiedener Substanzen auf Vero-Zellen, die mit pCG-MV-F und -H
transfiziert und in Konzentrationen von 0 uM - 20 uM fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion,

die durch das Ermitteln der SynzytiengréRe (Zdhlen der Nuklei pro Synzytium in 5 verschiedenen Breichen des Praparats)
beurteilt werden konnte, diente dabei als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen
wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

Betrachtet man die Dosisabhangigkeitskurve der GH-Substanzen in Abbildung 4.2.3.1.2, ist wiederum zu sehen,
dass die fur MV veroffentlichte Substanz GH36 die nach der MV-Transfektion gebildeten Synzytien um Gber
80 % hemmt. Interessanterweise konnte zusatzlich festgestellt werden, dass die Substanz GHO2 wesentlich
besser inhibierte als GH36, namlich mit einer Effizienz von iber 90 %. Zusatzlich konnte bei GH43 ebenfalls eine
Reduktion der Zellfusion auf unter 40 % beobachtet werden. Da die GH-Substanzen sehr vertraglich fur die
verwendeten Vero-Zellen sind, konnte der Effekt direkt mit der Inhibitionseffizienz der Hemmstoffe in
Verbindung gebracht werden. Allerdings zeigte sich auch hier wieder im Vergleich zur bereits veroffentlichten
Verbindung Ox-1, dass die GH-Substanzen nicht annahernd so gute Hemmung der MV-induzierten Zellfusion
wie die Referenz zeigten.

4.2.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung potentieller Inhibitoren in der
transfektionsabhangigen MV-F und -H induzierten Zell-Zellfusion

Im Anschluss an die Transfektions-Assays und die Bestimmung der SynzytiengroRen wurden die bereits
fixierten Vero-Zellen permeabilisiert und in einer Immunfluoreszenz gefarbt. Dabei wurde SSPE-Hyper-
immunserum (1 : 6.000) gegen MV sowie DAPI (1 :300) fiir die Farbung der Nuklei eingesetzt. Danach wurde
ein Alexa 488-gekoppelter Zweitantikérper (1 : 200) verwendet . Die einzelnen Napfe konnten anschliefend am
Fluoreszenzmikroskop untersucht, analysiert und fotografiert werden (siehe Abbildung 4.2.3.2.1). Dabei
werden hier nur Bilder der am besten hemmenden Substanzen gezeigt, wahrend die nicht inhibierenden
Substanzen den Kontrollzellen in Abbildung 4.2.3.2.1 (B) sehr dhnelten.

101



Kap. 4 Ergebnisse

+ QED15B-12

Abbildung 4.2.3.2.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Synzytienbildung mit und ohne Inhibitoren. Vero-Zellen
wurden mit den Expressionsvektoren flir MV-F und -H transfiziert (B) und anschlieBend in einer Immunfluoreszenz mit
SSPE-Hyperimmunserum (1 : 6.000) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikorper gefarbt. Die Inhibitoren wurden
direkt nach Transfektion fiir 20 h bei 37°C zugegeben. (A) Unbehandelte Kontrollzellen; Nuklei wurden mit DAPI (1 : 300)
gefarbt. (B) Kontrollzellen ohne Inhibitor. (C - F) Zellen mit 4 uM QED15B - 12, QD2 - 3, QED6 - 8 und 1 uM Ref1; Kreise:
Vergleich der Synzytien in Refl, QED6 - 8 und QD2 - 3 behandelten Zellen; (Fluoreszenzmikroskop, 10fache VergréRerung).

In Abbildung 4.2.3.2.1 wird die Wirkung verschiedener potentieller Inhibitoren der MV-Transfektion gezeigt.
Dabei ist zu erkennen, dass die SynzytiengroRe von Refl-behandelten Zellen (D) der von QD2 -3 (E) und
QED6 - 8 behandelten (F) sehr ahnlich ist. Bei allen drei Inhibitoren liegt die Hemmung der Zellfusion bei ca.
80 % im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne Inhibitor (B). Betrachtet man die Zellfusion der mit QED158B - 12
(C) inkubierten Zellen, ist ersichtlich, dass im Vergleich zur Kontrolle (B) auch hier eine Reduktion stattgefunden
hat. Dies korreliert mit den Daten, die bereits in den Graphen der dosisabhangigen Testung der Substanzen
ermittelt wurden.

Letztlich wurden auch fur MV die mit GH-Substanzen behandelten Zellen fiir die Immunfluoreszenz, wie oben
beschrieben, vorbereitet. Dabei zeigt Abbildung 4.2.3.2.2 die am besten hemmenden Substanzen.

C D E
+GH43 +GH36 +GHO2

Abbildung 4.2.3.2.2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Synzytienbildung mit und ohne Inhibitoren. Vero-Zellen
wurden mit den Expressionsvektoren flir MV-F und -H transfiziert (B) und anschlieBend in einer Immunfluoreszenz mit
SSPE-Hyperimmunserum (1 : 6.000) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikorper gefarbt. Die Inhibitoren wurden
direkt nach Transfektion fiir 20 h bei 37°C zugegeben. (A) Unbehandelte Kontrollzellen; Nuklei wurden mit DAPI (1 : 300)
gefarbt. (B) Kontrollzellen ohne Inhibitor. (C - E) Zellen mit 8 uM GH43, GHO2 und GH36. (Fluoreszenzmikroskop, 10fache
VergroRerung).

Im Vergleich zu Kontrollzellen, die nicht mit Inhibitoren behandelt wurden (B), kann man von (C) nach (E) eine
deutliche Abnahme der durch pCG-MV-F und -H induzierten Zellfusion sehen, je nachdem, welcher der
Inhibitoren verwendet wurde. Mit 8 uM der Substanz GH43 konnten ein wenig mehr als halb so grofe
Synzytien wie in (B) beobachtet werden. Dies korrelierte mit den Daten, die durch den Dosisabhéngigkeitstest
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erhalten werden konnten. Hingegen werden die Synzytien unter Verwendung von GH36 immer kleiner (D), bis
sie in (E) dann unter Verwendung von 8 uM GHO2 ihre GroRBe um etwa 80 % verringert haben. Auch hier
konnten die zuvor erhaltenen Daten aus dem Diagramm in Abbildung 4.2.3.1.2 bestatigt werden. Allerdings ist
die Hemmung der GH-Substanzen nicht mit der von Ref 1 vergleichbar, die bereits bei 1 uM eine Hemmung von
knapp 80 % zeigte.

4.2.3.3 Testung der Inhibitoren in der MV-Infektion

Nachdem die potentiell wirkenden Inhibitoren in den Transfektionsansatzen ermittelt und vorgetestet worden
waren, konnten diese nun in der Infektion getestet werden. Wie die Experimente der CDV-Infektion im
Vergleich zu den Transfektions-Assays mit pCH-CDV-F und -H gezeigt hatten (siehe Abbildung 4.2.3.3.1 und
4.2.3.3.2), konnte es durchaus moglich sein, Unterschiede im Verhalten und der Wirkungsweise der Substanzen
festzustellen. Daher wurden Vero-Zellen in einer 6-well-Platte mit einer MOI = 1 mit MV-Edm infiziert und UN
flr 20 h mit und ohne Inhibitoren in Konzentrationen von bis zu 4 uM inkubiert. AnschlieBend wurden sie
fixiert und fir die Erstellung einer dosisabhdngigen Inhibitorkurve die Zellfusion in jedem Napf in flnf
verschiedenen Bereichen gezahlt. Die Experimente wurden fiir jeden Wert in drei unabhdngigen Versuchen
wiederholt und die Mittelwerte sowie die Standardabweichung gebildet. Schlieflich wurden die Werte im
Verhaltnis zur Kontrolle in Prozente umgerechnet und in einer Graphik dargestellt (siehe Abbildung 4.2.3.3.1).
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Abbildung 4.2.3.3.1: Dosisabhdngige Testung verschiedener Inhibitoren auf Vero-Zellen, die mit MV-Edm infiziert wurden
(MOI = 1) und mit 0 uM - 4 uM potentieller inhibitorischer Substanzen fir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Zellfusion
diente dabei als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis zur
Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

Abbildung 4.2.3.3.1 zeigt, dass Referenzsubstanz1l in der Konzentration von 1pM die am starksten
inhibierende Substanz ist. Wahrend QD2 - 3 und QED15A - 12 die Zellfusion bei 4 uM von 100 % auf ca. 60 %
herabsetzen konnten, verursacht QED15 - B12 bei 2 pM eine Hemmung von etwa 80 %, so wie dies auch bei
Referenz 1 in niedrigeren Konzentrationen zu beobachten war. Refl war in Konzentrationen von bis zu 2 uM
atoxisch fir die Zellen. Eine Toxizitdt konnte nun auch fiir die Substanz QED15 - B12 in einer Konzentration von
4 uM beobachtet werden, bei der es nicht mehr moglich war, intakte Stellen eines Zellrasens zu entdecken.
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Dies war in Transfektionsversuchen bisher nicht eingetreten. Eine vermutliche Erklarung kénnte sein, dass die
Kombination der Substanz, des Gesamtgehalts des DMSO und des Transfektionreagenzes zusammen fiir die
Toxizitat von Refl in Transfektions-Assays verantwortlich ist. Da in Infektions-Assays kein Transfektionsreagenz
verwendet wird, ist die Toxizitdt hier herabgesetzt. Warum sich die Toxizitdt von QED15B - 12 allerdings
erhéhte, blieb ungeklart.

Des Weiteren wurde die Infektion mit MV-WT (IC323) getestet, um eventuelle Unterschiede in der Auswirkung
der Inhibitoren auf die Synzytienbildung zu sehen. Dabei wurden die Kulturzellen auf 6-well-Platten in gleicher
Weise behandelt, wie dies fiir die Infektion von MV-Edm beschrieben wurde. In Abbildung 4.2.3.3.2 sind die
Mittelwerte aus drei voneinander unabhdngigen Versuchen dargestellt und ins Verhaltnis zur Kontrolle in
Prozent umgerechnet worden. Zusatzlich wurde die Standardabweichung bestimmt.
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Abbildung 4.2.3.3.2: Dosisabhangige Testung verschiedener Inhibitoren auf Vero-Zellen, die mit MV-WT (1C323) infiziert
wurden (MOI = 1) und mit Konzentrationen von 0 uM - 4 uM fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Zellfusion diente dabei
als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in
Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

In Abbildung 4.2.3.3.2 ist erneut zu erkennen, dass Referenzsubstanz 1 mit etwa 80 % am besten gehemmt hat.
Weiterhin konnte lberraschenderweise festgestellt werden, dass die Substanz in diesen Ansdtzen in einer
Konzentration von 2 uM nicht toxisch wirkte. Hingegen konnten Konzentrationen von 4 uM bei QED15A - 12
nicht mehr untersucht werden, da diese toxisch auf die infizierten Zellen wirkten. QED6 - 8 und QED15B - 12
zeigten eine starke Hemmung der Zellfusion von ca. 80 % bei 4 uM und somit konnte ihre Wirkung, wie in den
Transfektions-Assays ermittelt, bestatigt werden.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass in der Infektion mit MV-Edm und MV-WT (IC323) Referenzsubstanz 1 bei
2 uM die Infektion am besten hemmen konnte. In der MV-Edm-Infektion konnte allerdings QED15B - 12 bei
4 uM noch als gut inhibierende Substanz mit ca. 70 % Hemmung hervorgehen und verbesserte sich somit im
Vergleich zur Transfektionsinhibition. Weiterhin konnten die in der Infektion mit MV-WT (IC323) ermittelten
Werte die Synzytienhemmung, die in den Transfektions-Assays beobachtet wurden, bestatigen. Im Vergleich
verbesserte Substanz QED15B - 12 ihre Wirkung noch in der Infektion, wahrend QD2 - 3 sowie QED15A - 12 die
Hemmung der Synzytien in der MV-Infektion nicht genauso effizient bewirken konnten.

Da die GH-Substanzen keine vergleichbaren Hemmeffekte wie Referenzsubstanz 1 (Ox-1) zeigen konnten,
wurden diese nicht in Infektions-Assays getestet.
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4.2.4 Untersuchungen von Inhibitoren gegen NiV

4.2.4.1 Testung der Substanzen in der transfektionsabhdngigen NiV-F- und -G-
induzierten Zell-Zellfusion

Wie bereits beschrieben, sind gegen das Nipah-Virus weder Vakzine noch antivirale Agentien vorhanden. Um
inhibitorische Substanzen gegen NiV zu testen wurden pCz-CFG5-NiV-G und -F exprimierende Vektoren, die
zusatzlich eine eGFP-Sequenz im pCz-CFG5-Vektor enthalten, in Vero-Zellen einer 6-well-Platte mit PEI
transfiziert. Zum Transfektionsmix wurden gleichzeitig zwischen 0,5 uM und 20 uM der zu untersuchenden
Substanzen gegeben und alles UN fiir 20 h bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die transfizierten
Zellen mit 4 % PFA fixiert und die Zell-Zellfusion in jedem Napf analysiert. Daflir wurden an fiinf verschiedenen
Stellen im Praparat die Nuklei in insgesamt 20 Synzytien gezdhlt. Die Versuche wurden fiir jede Substanzgruppe
drei Mal wiederholt, der Mittelwert und die Standardabweichung gebildet und alle Werte im Verhéltnis zur

Kontrolle in Prozent umgerechnet. Die Ergebnisse sind in in folgenden Graphen dargestellt (Abbildung 4.2.4.1.1
und 4.2.4.1.2).
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Abbildung 4.2.4.1.1: Dosisabhangige Testung verschiedener Substanzen auf Vero-Zellen, die mit pCG-NiV-F und -G
transfiziert und in Konzentrationen von 0 uM - 20 uM fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion, die
durch das Ermitteln der SynzytiengroRRe (Zahlen der Nuklei pro Synzytium in 5 verschiedenen Breichen des Praparats)
beurteilt werden konnte, diente dabei als MaR fiir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen
wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

In der oben gezeigten Abbildung 4.2.4.1.1 konnten zwei deutlich wirkende Substanzen, QED15B - 12 und
QED15A - 12, ermittelt werden, die die Zellfusion von pCz-CFG5-NiV-F und -G transfizierten Vero-Zellen
zwischen 60 - 70 % hemmen konnten. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass Substanz Refl, die in den
bisherigen Transfektionsassays mit CDV-F/-H und MV-F/H-exprimierenden Vektoren einen sehr starken
Hemmungseffekt zeigte, hier mit Konzentrationen von 0,5 UM bis 1 uM keinen Effekt auf die Zellfusion zeigen
konnte. In nachfolgenden Konzentrationen war sie aullerdem toxisch fir die Zellen, so dass diese Ansatze nicht
ausgewertet werden konnten. Weitere Substanzen wie QED6 -8 oder QD2 -3 konnten die Zellfusion nur
bedingt hemmen.
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Zusatzlich wurde wiederum die zweite zu untersuchende Substanzgruppe in einem Versuchsaufbau getestet,
der dem oben beschriebenen gleich war. Hierzu wurden GH02, GH36, GH43, GH18 und GH35 in Konzen-
trationen von 0 uM - 20 pM eingesetzt und UN mit dem Transfektionsansatz inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurden auch diese Ansatze in den 6-well-Platten fixiert und fir die Zdhlung am Lichtmikroskop
ausgewertet. Nachdem in fiinf unterschiedlichen Bereichen jedes Napfes 20 Synzytien gezahlt wurden, wurden
nach dreimaliger, unabhdngiger Wiederholung Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet und diese in
Prozent im Verhaltnis zum Kontrollansatz ohne Inhibitor umgerechnet (siehe Abbildung 4.2.4.1.2).
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Abbildung 4.2.4.1.2: Dosisabhangige Testung auf Vero-Zellen, die mit pCz-CFG5-NiV-F und -G transfiziert und mit 0 uM -

20 uM verschiedener GH-Substanzen fiir 20 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Reduktion der Zellfusion, die durch das
Ermitteln der SynzytiengroRRe (Zdhlen der Nuklei pro Synzytium in 5 verschiedenen Breichen des Praparats) beurteilt werden
konnte, diente dabei als MaR fir die Wirkung der Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis
zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

In der Dosiswirkungskurve der GH-Substanzen aus Abbildung 4.2.4.1.2 ist zu erkennen, dass die
Referenzsubstanz GH36 die NiV-F und -G induzierte Fusion nicht hemmen konnte. GH43 war folglich der einzige
Inhibitor, der die Zellfusion um etwa 40 % reduzieren konnte. Betrachtet man die Wirkung von GHO02, konnte
hier keine vergleichbare Inhibition wie in den Ansatzen der pCG-MV-F/-H und pCG-CDV-F/-H induzierten Fusion
von etwa 90 % beobachtet werden. GHO2 zeigte demzufolge kaum eine Wirkung auf die Nipah-induzierte
Zellfusion, so, wie dies auch fiir GH18 und GH35 zu beobachten war. Somit zeigten die GH-Substanzen keine
wirkliche Hemmung auf die NiV-F und -G induzierte Synzytienbildung und wurden daher nicht in Infektions-
Assays getestet.
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4.2.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung potentieller Inhibitoren in der
transfektionsabhangigen NiV-F und -G induzierten Zell-Zellfusion

Nachdem die potentiell wirksamen Substanzen in Transfektions-Assays ermittelt worden waren, wurden die
Ansatze in Immunfluoreszenzfarbungen weiter verarbeitet. Hierzu wurden die Zellen zusatzlich permeabilisiert
und mit DAPI (1:300) fir die Farbung der Zellkerne behandelt. Da die NiV-Vektoren eine zusatzliche eGFP-
Sequenz besitzen, ist keine zusatzlich Fluoreszenzfarbung mehr notwendig (siehe Abbildung 4.2.4.2.1).

Abbildung 4.2.4.2.1:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
der Synzytienbildung mit und ohne
Inhibitoren. Vero-Zellen wurden mit den
pCz-eGFP-Expressionsvektoren fiir NiV-F

+ JK8/2

und -G transfiziert (B) und anschlieRend
mit DAPI (1 : 300) gefarbt. Die Inhibi-
toren wurden direkt nach Transfektion
fir 20 h bei 37°C zugegeben. (A) Unbe-
handelte Kontrollzellen; (B) Kontroll-
zellen ohne Inhibitor; (C- F) Zellen mit
4 uM JK8/2,QD2 - 3, QED15A - 12 und
QED15B - 12; (Fluoreszenzmikroskop,
10fache VergroRerung).

+ QPD15A-12 +QED15B-12

In (A) ist die Kontrolle von unbehandelten Vero-Zellen im Vergleich zu transfizierten, nicht mit Inhibitor
behandelten (B) zu sehen. Hier konnten die Ergebnisse des dosisabhdngigen Inhibitortests bestatigt werden,
wobei Substanz QED15A - 12 am stérksten die Nipah-Fusion inhibieren konnte, gefolgt von QED15B - 12 und
QD2 - 3. Die Substanz JK8/2 hingegen war in Hinsicht auf die Synzytienhemmung inaktiv(C), was im Vergleich zu
(B) anhand der dhnlichen Synzytiengrée gut zu beobachten ist.

Da in den Transfektionen, in denen die GH-Substanzen verwendet wurden, kaum Hemmung beobachtet
werden konnte, wurden diese zwar alle mit DAPI (1 : 300) gefarbt und ausgewertet, aber nicht in Abbildung
4.2.4.2.2 gezeigt.

Abbildung 4.2.4.2.2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Synzytienbildung mit und ohne Inhibitoren. Vero-Zellen
wurden mit den Vektoren pCz-eGFP-NiV-F und -G transfiziert (B) und anschliefend in einer Immunfluoreszenz mit DAPI
(1 : 300) gefarbt. Die Inhibitoren wurden direkt nach Transfektion fiir 20 h bei 37°C zugegeben. (A) Unbehandelte
Kontrollzellen; (B) Kontrollzellen ohne Inhibitor. (C - D) Zellen mit 8 uM GH43 und GH36. (Fluoreszenzmikroskop, 10fache
VergroRerung).

Die Analyse dieser Ansatze zeigte jedoch, dass die SynzytiengroRe der behandelten Zellen kaum von der der
unbehandelten abwich (Abbildung 4.2.4.2.2 (B) und (D)). Nur bei GH43 konnte ein leichter Unterschied in der
Zell-Zellfusion beobachtet werden. Fiir alle anderen nicht wirkenden Inhibitoren ist stellvertretend GH36 (D)
dargestellt. Somit stimmten die Ergebnisse der dosisabhdngigen Inhibitorkurve mit denen der Immun-
fluoreszenz lberein.
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4.2.4.3 Testung der Substanzen in der NiV-Infektion

Wie schon zu Anfang erwdhnt, ist das Nipah-Virus als BSL-4-Erreger eingestuft. Somit mussten die nach-
folgenden Versuche zur Bestatigung der Aktivitat der Chinolon-Inhibitoren der ersten Substanzgruppe im BSL-4
Labor durchgefiihrt werden. Da ein solches am Institut fur Virologie und Immunbiologie an der Universitat
Wiirzburg nicht existiert, wurden alle Versuche im BSL-4-Labor der Virologie in Marburg durchgefihrt. Daflr
wurden Vero-Zellen mit einer MOI = 0,2 fiur 20 h bei 37 °C mit und ohne Inhibitoren inkubiert. AnschlieRend
konnten die 4-well-chamberslides, die mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert worden waren, auBerhalb des
BSL-4 Bereiches am Mikroskop ausgewertet werden. Dabei sollte die Fusionshemmungs-Aktivitat, die bereits in
der Transfektion bestdtigt worden war, im Infektions-Assay weiter untersucht werden. Daher wurden die
Synzytien in allen Napfen in fiinf verschiedenen Bereichen ausgezéhlt und der Mittelwert sowie die Standard-
abweichung aus drei unabhdngigen Experimenten im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet (siehe
Abbildung 4.2.4.3.1).
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Abbildung 4.2.4.3.1: Dosisabhangiger Inhibitortest von Vero-Zellen, die mit NiV infiziert (MOl = 0,2) und mit O uM - 4 uM
potentieller inhibitorischer Substanzen fiir 20 h inkubiert wurden. Die Zellfusion diente dabei als MaR fiir die Wirkung der
Inhibitoren. Die Werte und Standardabweichungen wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet. Gezeigt ist
der Durchschnitt aus drei unabhangigen Versuchen.

In Konzentrationen von 0,5 uM bis 4 uM wurde die NiV-induzierte Synzytienbildung mit den Substanzen
QED15B - 12, QED15A - 12, QD2 - 3 und Refl untersucht. Dabei konnte die Zellfusion durch QED15B - 12 und
Refl bis zu knapp 70 % und QED15A - 12 bis zu 50% gehemmt werden. Erstaunlicherweise konnte bei der
Infektion mit Referenzsubstanz 1 bei 4 uM die Synzytienbildung gehemmt werden, wahrend dies in
Transfektions-Assays mit Plasmiden, die NiV-F- und -G exprimierten, nicht beobachtet werden konnte.

AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass keine der GH-Substanzen die NiV-induzierte Zell-Zellfusion hemmen
konnte. Allerdings konnten aus der ersten Substanzgruppe der Chinolone zwei vielversprechende inhibitorische
Verbindungen ermittelt werden: QED15B - 12 und QED15A - 12. W&hrend diese auch schon in der Transfektion
die Synzytienbildung hemmten, konnte dies ebenso fiir die NiV-Infektion bestatigt werden. Beide Substanzen
konnten die Zell-Zellfusion effizient zwischen 50 % und knapp 70 % hemmen, wobei der ICs;-Wert (50 %
inhibitory concentration) bei QED15B-12 bei ca. 2,1 uM lag und der fiir Ref 1 bei ca. 3,5 pM.

Alle in diesem Teil der Doktorarbeit erarbeiteten Ergebnisse wurden im Journal of Medicinal Chemistry zur
Veroffentlichung eingereicht (Niedermeier S. und Singethan K. et al., 2008; zur Veréffentlichung eingereicht).
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4.3 Etablierung eines Inhibitor-Testsystems fiir die Dengue-Virusaufnahme

4.3.1 Klonierung des Dengue E-Proteins aus pMT-DV2-4 in den pCG-Vektor

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war die Verwendung von DENV E-Protein exprimierenden Vektoren fiir die
Herstellung pseudotypisierte retroviraler Partikel, um kleine inhibitorische Molekiile gegen das
Oberflachenprotein zu testen. Dazu konnten die Plasmide pMT-DV1/5°, pMT-DV2/5’, pMT-DV3/5’ und pMT-
DV4/5’ sowie pTOPO-DV2/3’, pTOPO-DV3/3’ und pTOPO-DV4/3’ mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.
Philippe Desprées verwendet werden. Zur Vorbereitung fir die bevorstehenden Versuche wurden die fehlenden
3’ Enden aus den p-TOPO-Vektoren isoliert und in pMT-DV2/5’, pMT-DV3/5’ und pMT-DV4/5’ kloniert. Nach
erfolgreicher Klonierung wurde jedoch festgestellt, dass die kompletten E-Proteinsequenzen nun Mutationen in
ihren Sequenzen enthielten, die durch gezielte Mutagenese korregiert wurden. Als schlieflich Vektoren, mit
korrekten E-Proteinsequenzen vorlagen, sollten diese in Immunfluoreszenzfarbungen auf ihre E-
Proteinexpression getestet werden. Hierzu ergab sich zu Beginn der Etablierung dieses neuen Projektes die
Frage, welche Antikérper verwendet werden koénnten. So wurden zahlreiche Versuche durchgefiihrt, bis
endlich ein geeigneter Antikorper gefunden war, der eine E-Proteinfarbung gewahrleisten konnte. Die
durchgetesteten Antikorper, die fur das Projekt untersucht wurden, sind in Tabelle 4.3.1.1 zusammengefasst.
Da nun mit Hilfe des a-Denguecomplex, pan die Expression der generierten Plasmide getestet werden konnte,
musste festgestellt werden, dass die Vektoren pMT-DV2 -4 auf 293T-, Vero- und Hela-Zellen keine E-
Proteinexpression zeigten und zusatzlich nur durch CuSO,-Induktion in S2-Zellen moglich war, allerdings mit
nicht zufriedenstellender Effizienz. Daher schien eine hohe Expressionseffizienz Voraussetzung fir die
Herstellung pseudotypisierter DENV-E-tragenden Partikel.

Antikorper Firma Farbung

Polyclonal Antibody to Dengue Virus | Acris Antibodies Bis zu 1 : 100.000 Hintergrundfarbung;
Types 1 - 4 BP2215 (Rabbit) Keine E-Proteinfarbung

Mab to Dengue Virus Pan BM946 Acris Antibodies E-Proteinfarbung bei 1 : 100; nach 1
Klon 5D2 (Maus) Charge nicht mehr verkauflich

Mab anti-Dengue Complex, pan Klon | US Biological E-Proteinfarbung bei 1 : 400; bis heute
9.F.10 (Maus) erhiltlich

Tabelle 4.3.1.1: Getestete Antikorper gegen DENV.

So sollte der ausgewahlte Vektor primar auch in Vero- oder 293T-Zellen exprimiert werden kdnnen, weshalb
die Wahl auf den pCG-Vektor fiel. Da die carboxyterminale Region des E-Proteins mit Hilfe der Transmembran-
helices des M-Proteins in der Membran verankert wird, sollte die prM-Sequenz ebenfalls in den ausgewdhlten
Vektor integriert werden. Da die E-Proteine auBerdem als metastabile Form in einem Komplex mit dem prM-
Protein, das eine Art Chaperon darstellt, synthetisiert werden, ist somit das prM-Protein fiir die korrekte
Faltung und die Verankerung des E-Proteins in der Membran verantwortlich und folglich auch fir seine
Funktionalitat.
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4.3.1.1 Entfernen der BamHI-Restriktionsschnittstelle in pMT-DV2

Um die in unserer Gruppe klonierten Plasmide pMT-DV2, pMT-DV3 und pMT-DV4, die die komplette prM+E-
Sequenz enthielten, in einen expressionsstarkeren pCG-Vektor zu klonieren, konnte in allen Fallen das BamHI-
Restriktionsenzym verwendet werden, um die komplette Gensequenz aus dem pMT-Vektor auszuschneiden
(siehe Abbildung 4.3.1.1.1 (A)).

A BamHI B BamHI Abbildung 4.3.1.1.1: (A) pMT-
(836) (836) Vektor mit den jeweiligen
Start Codon Start Codon . .
(851-853) (851-853) E-Proteinen von DENV 2 - 4. Die
fir die Klonierung zu benutzen-

den BamHI-Restriktionsschnitt-

pMT-DV2-4
(5567-5605) stellen liegen jeweils vor und
Komplette Komplette
prVI+E- prM+E- nach der kompletten prM- und
Sequenz Sequenz E-Sequenz. (B) Das pMT-DV2
I Plasmid mit einer zu entfer-
26 .
BamHI Poly His/Stop BamHI Poly His/Stop nenden BamHI-Schnittstelle an
(3068-3106)  (2993-3007) (3076) (2993-3007) Position 2.675.

Allerdings musste zuvor in pMT-DV2 eine sich innerhalb der E-Proteinsequenz befindende zusatzliche BamHI-
Schnittstelle an Position 2.675 entfernt werden (Abbildung 4.3.1.1 (B)). Die Zerstorung der Restriktions-
schnittstelle erfolgte iber das QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene. Dabei wurden
zuerst mutagenisierte Primer hergestellt, die die gewiinschte Mutation in Form eines Basenaustausches
enthielten. Dann wurde mittels PCR zuerst der Mutantenstrang synthetisiert und anhand der PfuUltra-DNA-
Polymerase zum mutierten Plasmid verldangert. Durch den Verdau mit Dpn | wurden parental hemimethylierte
und methylierte DNA-Strange zerstort und nur die Mutation enthaltenden DNA-Stréange selektiert. SchlieRlich
wurden die mutierten Molekiile in superkompetente XL1-Blue-Zellen transformiert und hochgezogen (siehe
Kapitel 3.4.19). Das fertige Plasmid wurde als pMT-DV2-ABamHI bezeichnet und gemeinsam mit pMT-DV3 und
pMT-DV4 mittels Verdau mit BamHI fiir die Klonierung in den pCG-Vektor vorbereitet.

4.3.1.2 Kontrolle der Entfernung der Schnittstelle mittels BamHI-Verdau

Um den Erfolg der Entfernung der BamHI-Schnittstelle an Position 2.675 zu kontrollieren, wurde die pMT-DV2-
ABamHI Plasmid-DNA verschiedener Klone im Vergleich zu pMT-DV2 verdaut und auf einem 1 %igen Agarose-
gel aufgetragen (siehe Abbildung 4.3.1.2.1).

2 3 456 7 8 9 1011 12 13 141516 17

1
[
—_ Abbildung 4.3.1.2.1: Verdau
i mit BamHI auf einem 1 %igen

Agarosegel. Spur 1: 1 kb
Marker; Spur 2 - 16: Verdau
der pMT-DV2-ABamHI Klone
1-15; Spur 17: Kontrollverdau
mit pMT-DV2.

Im Kontrollverdau mit pMT-DV2 ist zu erkennen (Spur 16 Abbildung 4.3.1.2.1), dass drei Fragmente entstanden
sind, da sich drei BamHI-Restriktionsschnittstellen in dem Plasmid befinden. Allerdings konnte bei 13 von 15
Klonen die BamHI-Schnittstelle erfolgreich entfernt werden, so dass nach dem Verdau nur noch zwei
Fragmente nachgewiesen werden konnten. Somit konnte die BamHI-Schnittstelle an Position 2.675 durch einen
Basenaustausch mit Hilfe der Mutageneseprimer erfolgreich entfernt werden.
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4.3.1.3 Klonierung des E-Proteins aus pMT-DV2-4 in den pCG-Vektor

Da nun alle pMT-Plasmide nur noch jeweils zwei BamHI-Restriktionsschnittstellen enthielten, konnten diese
verwendet werden, um die komplette prM+E-Proteinsequenz auszuschneiden. Dies wurde in einem Verdau mit
jeweils 10 pg Plasmid-DNA und 2 ul Restriktionsenzym ausgefiihrt und der gesamte Ansatz anschlieBend in eine
Geltasche eines 1 %igen Agarosegels aufgetragen. AnschlieBend wurden die Banden mit der korrekter GroR3e
aus dem Gel ausgeschnitten - dabei handelte es sich bei pMT-DV2 um ein 2.240 bp, bei pMT-DV3 um ein
2.232 bp und bei pMT-DV4 um ein 2.270 bp groBes Fragment. Diese wurden mit Hilfe des QlAquick Gel Extrac-
tion Kit isoliert und anschliefend direkt zur Klonierung weiterverwendet. Hierzu wurden sie in einem molaren
Verhéltnis von 1:1 bzw. 1:3 mit dem an der BamHI-Schnittstelle gedffneten und CIAP-behandelten
pCG-Vektor ligiert (siehe Abbildung 4.3.1.3.1).

BamHI BamHI
(836) (836)

ovaor |t gl | scone

(4415) \}1298) Sequenz i Komplette
prM+E-
Sequenz

BamHI BamHI
(3068-3106) (3068-3106)

Abbildung 4.3.1.3.1: Klonierungsstrategie zur Herstellung von pCG-DV2 - 4. Der mit BamHI gedffnete pCG-Vektor wurde mit
dem mit BamHI asgeschnittenen prM+E-Fragment ligiert.

Nach der Transformation in kompetente Bakterien konnten verschiedene Klone gepickt, in einer Miniprapara-
tion vermehrt und schlieflich in einem Verdau mit BamHI kontrolliert werden. Die Ergebnisse der erfolgreich
klonierten Plasmide pCG - DV2, pCG - DV3 und pCG - DV4 konnten in folgenden Gelen gezeigt werden (siehe
Abbildung 4.3.1.3.2,4.3.1.3.3,4.3.1.3.4):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

LIL)
UL

1500

1000
750

250

Abbildung 4.3.1.3.2: Verdau von Klon 1 - 14 in Spur 2 - 15 von pCG-DV2 mit BamHI auf einem 1 %igen Agarosegel.
Spur 1: 1 kb Marker; Klon 2, 7 und 12 sind positiv und enthalten das prM+E-Fragment.
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WA\

Abbildung 4.3.1.3.3: Verdau von Klon 1 - 10 in Spur 2 - 11 von pCG-DV3 mit BamHI auf einem 1 %igen Agarosegel.
Spur 1: 1 kb Marker; Klon 6 ist positiv und enthalt das prM+E-Fragment.

WAN AN

Abbildung 4.3.1.3.4: Verdau von Klon 1 - 8 in Spur 2 - 9 von pCG-DV4 mit BamHI auf einem 1 %igen Agarosegel.
Spur 1: 1 kb Marker; Klon 4 und 6 sind positiv und enthalten das prM+E-Fragment.

4.3.1.4 Sequenzierung der Plasmide pCG-DV2-4

Um sicher zu gehen, dass die in den pCG-Vektor eingefligten Fragmente in richtiger Orientierung und ohne
weitere Verdnderungen der restlichen Sequenz inseriert hatten, wurden die ausgewahlten Klone mit Hilfe von
Primern, die im pCG-Vektor ansetzen und pCG-Sequenzierprimer fw und rev genannt wurden, sequenziert und
kontrolliert. Dabei wurden fiir die jeweiligen Plasmide der in Abbildung 4.3.1.4.1, 4.3.1.4.2, und 4.3.1.4.3
gezeigte Klone ausgewahlt.

pCG-DV2:
T l_. T AR AG TTATGCATATTACTGGCCG TCGTEG CCTTTG
i : 160 ' H ¥ Abbildung 4.3.1.4.1: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen
v zum einen die BamHI-Schnittstelle, die zur Integration des Inserts in
| I fi | |1, | 'I, .I_'ll M \ . . . ~
Amﬂ I i\ N .n | I! M'ﬂ.:th"ﬁ Ej)f/nz T((liG \;eaktor verwendet wurde, sowie das Startcodon in pCG
on 13.
pCG-DV3:
Abbildung 4.3.1.4.2: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen

(’ TCTCAA ;‘ TTATGCATATTACT ".-;_-'_';('.: G :-.:(::":- T
I

|,|. If fln , zum einen die BamHI-Schnittstelle, die zur Integration des Inserts in

|4
&_dﬂl Ur"ﬁ Ii| .!|| "'“ |'f Nl_l”l_[l'lrl | i \ pMLﬂUﬁ{lE den pCG-Vektor verwendet wurde, sowie das Startcodon in pCG-

DV3 Klon 6.
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pCG-DV4:

pirguerraacangrsuoceaeetoacer Abbildung 4.3.1.4.3: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen
zum einen die BamHI-Schnittstelle, die zur Integration des Inserts
in den pCG-Vektor verwendet wurde, sowie das Startcodon in pCG-
DV4 Klon 4.

Natirlich wurde nicht nur die Anfangssequenz der Klone kontrolliert, sondern die komplette Fragmentsequenz
sowie die beiden Insertionsstellen. Bei den ausgewahlten Klonen der pCG-Vektoren DV2 -4 stimmten die
Sequenzen mit denen, die aus der Genbank fiir die E-Proteine von DENV 2 - 4 bekannt sind, absolut tberein.

4.3.1.5 Expression des E-Proteins nach Transfektion mit pCG-DV2 - 4

Die erfolgreich ligierten Klone pCG-DV2 - 4 sollten nun auf ihre Fahigkeit der E-Protein-Expression zum einen in
Vero-Zellen und zum anderen in 293T-Zellen getestet werden. Die Expression in 293T-Zellen sollte besonders
deshalb getestet werden, da die Herstellung pseudotypisierter retroviraler Partikel auf einem Testsystem
basiert, das nur in dieser Zelllinie mit hoher Effizienz etabliert werden konnte. Dazu wurden die mit den
Vektoren pCG-DV2 -4 transfizierten Zellen nach ca.20h in einer Immunfluoreszenzfarbung mit dem
Erstantikdrper a-Denguecomplex pan gegen das E-Protein aller Dengue-Virus Serotypen fir 1h bei RT
inkubiert, um anschlieBend mit dem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikdrper ebenfalls fir 1 h bei RT inkubiert
zu werden (Abbildung 4.3.1.5.1).

Abbildung 4.3.1.5.1: Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen von Vero-
Zellen (A, B) und 293T-Zellen (C, D), die
mit 1 pg pCG-DV3 (A, C) bzw. 1 pg
pCG-DV2 und pCG-DV4 (B, D) trans-
fiziert wurden. Die Immunfluores-
zenzfarbung erfolgtemit dem primaren
Antikorper a-Denguecomplex, pan

(1 : 400) und dem Alexa 488-gekop-
pelten Zweitantikorper (1 : 200; griin).
(Fluoreszenzmikroskop; 40fache
VergroRerung).

In Abbildung 4.3.1.5.1 ist zu sehen, dass nur unter Verwendung des pCG-DV3-Plasmids tatsachlich auch das
E-Protein von DENV 3 sowohl auf Vero-Zellen (A) als auch auf 293T-Zellen (C) exprimiert wurde. Dabei
akkumuliert das E-Protein in einer halbmondférmigen Sichel meist stark um den Zellkern herum. Das E-Protein
von DENV 2 und 4 aus den Vektoren pCG-DV2 und pCG-DV4 konnte trotz wiederholter Klonierungsversuche
und Kontrollen durch Sequenzierungen nicht zur Expression gebracht werden (B, D).
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4.3.2 Versuch der Etablierung eines Testsystems zur Herstellung pseudotypisierter
retroviraler Partikel mit pCG-DV3

Da nur diejenigen Zellen das E-Protein exprimierten, die mit dem pCG-DV3-Vektor transfiziert wurden, konnte
auch nur dieses Plasmid in den Anséatzen fir die Herstellung pseudotypisierter retroviraler Partikel verwendet
werden. So wurden als Kontrollansdtze neben den fiir die Herstellung retroviraler Partikel essentiellen
Plasmiden pHIT60 und pczCFG2-fEYFPf mit pczVSV-G oder in Kombination mit den Plasmide pCG-H5 und
pCG-F1 gemeinsam mit FIP (300 ug/ml) verwendet (siehe auch Kapitel 3.2.10). Die verschiedenen Ansitze
wurden nach der eingehaltenen Versuchsdauer in einer Titration ausgewertet, wobei die Ansdtze mit VSV-G in
Zehnerschritten von 10" bis 10™° und alle anderen in Fiinferschritten von 1:5 bis 1 :390.625 durchgefiihrt
wurden. Es entstanden zum einen pseudotypisierte retrovirale Partikel mit dem G-Protein von VSV in einer
Verdiinnung von bis zu 10® und zum anderen H- und F-tragende Partikel in einer Verdiinnung von bis zu
1:3.125 (siehe Abbildung 4.3.2.1 (B) und (C)). Bei dem Ansatz, in dem pCG-DV3 als Plasmid, das das prM+E-
Oberflachenprotein exprimiert, verwendet wurde, konnte in den seltensten Fallen (etwa bei 1 von 5
Versuchen) die Farbung einiger weniger Zellen bei einer Verdiinnung von bis zu 1 : 5 beobachtet werden (A).
Auch durch Variation der Menge der DNA und des Transfektionsreagenz konnten keine besseren Ergebnisse
erzielt werden. Zusatzlich wurden die Ausgangsplasmide pMT-DV2 - 4 ebenfalls in einzelnen Ansdtzen zur
Bildung pseudotypisierter viraler Partikel verwendet und in einer Titration ausgewertet (D, E, F). Dabei konnten
in Verdiinnungen von 1:5 bis 1:25 in wenigen Fallen pseudotypisierte Partikel beobachtet werden, obwohl
weder auf 293T- noch auf Vero-Zellen die E-Proteinexpression nachgewiesen werden konnte (siehe
Abbildung 4.3.2.2 (A)).

Abbildung 4.3.2.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 293T-Zellen, die mit 2 pug pHIT60, 2 ug pczCFG2-fEYFPf und
jeweils (A) 2 ug pCG-DV3, (B) 1 ug pCG-H5 und 1 pg pCG-F1, (C) 2 pg pczVSV-G, (D) 2 ug pMT-DV2, (E) 2 ug pMT-DV3 und (F)
2 ug pMT-DV4 transfiziert wurden. (Fluoreszenzmikroskop; 10fache VergroRerung).

Somit war die Expressionseffizienz des pCG- bzw. pMT-DV3-Plasmids sowie der anderen pCG- und pMT-DV-
Vektoren nicht hoch genug, um bei der Herstellung pseudotypisierter retroviraler Partikel ein
zufriedenstellendes Ergebnis, vergleichbar mit den Kontrollansédtzen, zu erreichen. Die hier erzielten Titer fir
das pCG-DV3-Plasmid reichten nicht aus, um ein Testsystem zur Untersuchung kleiner Inhibitormolekiile
aufzustellen.
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Als Kontrolle wurde nun in Immunfluoreszenzfarbungen das E-Protein transfizierter 293T-Zellen geférbt. Diese
waren zuvor mit den zur Herstellung pseudotypisierter Partikel verwendeten Vektoren transfiziert worden. Mit
Hilfe des Antikorpers a-Denguecomplex, pan (1:400) und einem Alexa 594-gekoppelten Zweitantikdrper
(1:200) konnte anschlieRend gezeigt werden, dass nur die Verwendung von pCG-DV3 auch tatsdchlich zu
E-Protein-exprimierenden 293T-Zellen fihrte (Abbildung 4.3.2.2 (E) und (F)). Im Gegensatz dazu konnte bei
Verwendung von VSV-G ((D); Negativkontrolle) oder pMT-DV2 - 4 (A) keine E-Proteinexpression festgestellt
werden. Als Positivkontrolle wurden Zellen, die mit Hilfe der Vektoren pCG-H5 und pCG-F1 transfiziert wurden,
mit dem Antikorper A504 gegen MV-F (1:100) und anschlieRend mit einem Alexa 594-gekoppelten
Zweitantikorper (1 : 200) gefarbt (Abbildung 4.3.2.2 (B) und (C)). So konnte beobachtet werden, dass die 293T-
Zellen sehr gut mit dem pCG-DV3 Plasmid transfizierbar sind und eine starke E-Proteinexpression auf den
verwendeten Zellen detektierbar ist (Abbildung 4.3.2.2 (E) und in der VergroRRerung (F)), ebenso wie auf Zellen,
die mit den Plasmiden pCG-H5 und pCG-F1 von MV transfiziert worden waren und eine gute F-
Proteinexpression zeigten (B, C). AbschlieBend kann also festgehalten werden, dass das E-Protein nur ein wenig
schwécher auf den Zellen detektierbar war (VergroBerung (C)) wie die des F-Proteins von MV (VergréRerung
(F)). Trotzdem konnte nicht die gleiche Effizienz der Bildung pseudotypisierter retroviraler Partikel erreicht
werden, wie in Abbildung 4.3.2.1 (B) mit pCG-MV-F- und -H-transfizierten im Vergleich mit pCG-DV3
transfizierten Zellen (A).

--

Abbildung 4.3.2.2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der E-und F-Expression auf 293T-Zellen, die mit a-Dengue-
complex, pan (1 :400) (1 :200) (A, E, F, D) bzw. mit dem Antikdrper A504 gegen MV-F (1 : 100) (B, C) und anschlieRend
einem Alexa 594-gekoppelter Zweitantikorper (1 : 200) gefarbt wurden (A - F). 293T-Zellen wurden transfiziert mit der
Negativkontrolle VSV-G (A); (B) pCG-H5 und pCG-F1; Farbung des MV-F-Proteins in Ubersicht und VergréRBerung (C); (D) mit
pMT-DV2-4; (E) mit pCG-DV3 und VergroBerung (F) (Fluoreszenzmikroskop; 20fache VergroBerung (A - B, D - E) und 40fache
VergroBerung (C, F)).

4.3.3 Klonierung des E-Proteins aus pCG-DV3 in pCG-eGFP

Zur Etablierung des Testsystems mit pseudotypisierten retroviralen Partikeln sollte die Expression der sich in
pCG-DV3 befindenden prM+E-Gensequenz nach der Transfektion auf der Oberfliche verschiedener
Kulturzellen verbessert werden. Zusatzlich sollte als Kontrolle fiir die E-Proteinexpression bzw. die
Funktionalitdt des Vektors eine Markergensequenz (eGFP) eingefligt werden. Somit waren verschiedene
Klonierungsschritte vorgesehen, fir die eine Strategie verfolgt wurde, bei der verschiedene Teile der prM+E-
Gensequenz, wie die N-terminale (bis zur 3 AS langen zytoplasmatischen Schleife) oder C-terminale (nur die
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C-terminale Transmembranregion) Region oder die gesamte Gensequenz, zur Klonierung verwendet wurden.
Es sollte dadurch herausgefunden werden, mit welcher Kombination eine ideale Expression des E-Proteins
moglich sein wirde. Dazu wurden Primer entworfen, die am Anfang ihrer Sequenz eine zuséatzliche Kozak-
Konsensus-Sequenz (gccRccAUGG; R=G/A; G =austauschbar, allerdings mit leichtem Verlust der
Konsensusstarke) enthielten, um die Translation des Proteins durch die Ribosomen zu verstarken. Zusatzlich
enthielten sie verschiedene Restriktionsschnittstellen, die bei der Klonierung verwendet wurden.

Es wurden drei verschiedene Klonierungsansatze ausgefiihrt:

1. Aus dem pCG-DV3-Vektor wurde der N-terminale Teil der prM+E-Gensequenz bis zu AS 652 (ohne die
AS, die, die 3 AS lange zytoplasmatische Schleife und den letzten Transmembanteil des E-Proteins
bilden) mit Hilfe der Primer 1 und 2A (siehe Kapitel 2.6) mittels einer PCR isoliert. Das Fragment wurde
mit BamHI verdaut und durch eine Gelisolation gereinigt, um es direkt in einer 1: 1 bis 1: 3 Ligation
UN mit dem an der BamHI-Stelle gedffneten pCG-eGFP-Vektor einsetzen zu kénnen (siehe Abbildung

4.3.3.1).
BamHI BamHI BamHI
IRES /
/ DV-3-E DV-3-E
eGFP- N-terminale N-terminale
Markergen " Region /" Region
pCG-eGFP-
pCG-eGFP- + »
DENV-EN 1-4
Vektor
BamHI
BamHI
eGFP-
Markergen

Abbildung 4.3.3.1: Klonierungsstrategie 1: Der mit BamHI gedffnete pCG-eGFP-Vektor wird mit der N-terminalen
Region des E-Proteins aus pCG-DV3 ligiert.

Nach der Transformation in kompetente Bakterien wurden Kolonien geziichtet, die auf die korrekte
Orientierung der N-terminalen E-Sequenz mit Hilfe des Sequenzierprimers fw und Primer 2A in einer
PCR untersucht wurden. Dabei konnte pCG-eGFP-DV3-E-N Klon2 als Produkt mit korrekter
Orientierung identifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.3.2).

12 3456 78

bp ng

000
42030

1500
/) 120
/ 1000
/
a0
— 700
- 60
— 500
[ 400
-

- 200

Abbildung 4.3.3.2: Gelaufnahmen der PCR-Produkte, die nach
der Amplifikation mit dem Primer pCG-fw und 2A entstanden
sind. Spur 2 - 8: Klone 1 - 7; Spur 1: 100 bp Marker. Spur 2
zeigt den korrekten Klon 2 von pCG-eGFP-DV3-E-N.

— 100

Im zweiten Klonierungsansatz wurde in 3 Teilschritten die N-terminale und C-terminale prM+E-
Gensequenz aus dem pCG-DV3-Vektor sowie die zytoplasmatische Region (Carboxyterminus) von
MuLV-ENV isoliert und in den pCG-eGFP-Vektor kloniert (Trilinking; siehe Abbildung 4.3.3.3).
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Abbildung 4.3.3.3: Klonierungsstrategie 2: Der mit BamHI gedéffnete pCG-eGFP-Vektor wird mit der N-terminalen
Region des E-Proteins aus pCG - DV3, der zytoplasmatischen Region (Carboxyterminus) von MuLV ENV aus pczi-
MEA und der C-terminalen Region des E-Proteins aus pCG - DV3 ligiert.

Flr diese drei Ligationsschritte wurde ein pDSRed 2-C1-Vektor als Zwischenvektor verwendet. Zuerst
wurde der C-terminale Teil der prM+E-Gensequenz mit Hilfe der Primer 5 und 6 (siehe Kapitel 2.6) aus
dem pCG-DV3-Vektor amplifiziert. Dabei startet Primer 5 erst bei AS 656, so dass tatsdchlich nur die
C-terminale Region der prM+E-Gensequenz isoliert und durch eine Gelaufreinigung gereinigt wurde.
Im Anschluss wurde der pDSRed 2-C1-Vektor mit Hilfe von Sacll und BamHI gedffnet sowie der
C-terminale Part der prM+E-Gensequenz mit denselben Restriktionsenzymen fiir die 1:1 bzw.
1:3 Ligation UN vorbereitet. Nach der Ligation konnten durch Transformation Kolonien gezogen
werden, diese mit Hilfe der pDSRed-seq-fw und -rev Primer auf ihre korrekte Orientierung und
Sequenz untersucht und schlielich Klon 12 identifiziert werden.

In einem zweiten Schritt wurde der Carboxyterminus des murinen Leukemie-Virus aus dem Vektor pczi
MEA mit Primer 3 und 4 (siehe Kapitel 2.6) isoliert. Da das urspriingliche E-Protein von Dengue nur
eine aus 3 AS bestehende kurze, zytoplasmatische Schleife besitzt, bestand die Hypothese, dass
eventuell durch die Zugabe einer zytoplasmatischen Region des MuLV-ENV-Gens, die Verpackung des
E-Proteins verbessert werden konnte. Daher wurde nach der Isolation mittels PCR und einer
Gelaufreinigung die zytoplasmatische Region fiir die Klonierung mit Hilfe eines Verdaus mit Kpn | und
Sac Il vorbereitet. AnschlieRend wurde dieses Fragment mit dem bereits im ersten Teilschritt
erhaltenen C-terminalen Klon 12, der zuvor mit Kpnl und Sac Il gedffnet wurde, in einem 1:1
bzw. 1:3 Ansatz UN ligiert. SchlieRlich konnte Klon1 nach der Sequenzierung mit dem Primer
pDSRed-seq-fw als korrektes Produkt identifiziert werden.

Im dritten Schritt wurde die N-terminale Region des E-Gens aus pCG-DV3 in einer PCR amplifiziert,
wobei dazu die Primer 1 und 2 (siehe Kapitel 2.6) verwendet wurden. Nach der PCR zur Isolation der
N-terminalen Region wurde die Bande aus dem Agarosegel isoliert und gereinigt. Danach konnte das
Produkt mit Sac | und Kpn | verdaut werden und in Klon 1 aus dem zweiten Teilschritt in einer 1:1
bzw. 1 : 3 Ligation UN kloniert werden. Somit konnte das Trilinking an dieser Stelle im pDSRed 2-C1-
Vektor erfolgreich abgeschlossen werden.

In einem letzten Schritt wurde die zusammengesetzte E-Gensequenz aus dem pDSRed 2-C1-Vektor mit
Hilfe einer durch den Primer 1 inserierten BamHI-Stelle (vor Beginn der E-Sequenz, siehe Kapitel 2.6)
und der sich im pDSRed 2-C1-Vektor befindlichen BamHI-Restriktionsschnittstelle isoliert werden. Der
bereits mit BamHI| geéffnete pCG-eGFP-Vektor konnte nun in einer 1 : 1 bzw. 1 : 3 Ligation UN mit dem
zuvor beschriebenen Fragment verwendet werden. Nachdem verschiedene Kolonien mit Hilfe der
pCG-fw- und pCG-rev-Primer in einer PCR auf ihre korrekte Orientierung untersucht wurden, konnten
pCG-eGFP-DV3-E-Tri Klon 3, 6 und 14 als korrekte Klone identifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.3.4).
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3. Der dritte Klonierungsansatz bestand darin, den N-terminalen prM+E-Gensequenzbereich bis AS 652
mit der zytoplasmatischen Region (Carboxyterminus) von MulLV-ENV zusammen in den pCG-eGFP-
Vektor zu klonieren (Bilinking). Das Bilinking-Produkt wurde durch eine partielle Amplifikation des
pDSred-Trilinking-Produkts mit den Primern1 und 4A (siehe Kapitel 2.6) gewonnen. Nach einer
anschlieRenden Gelaufreinigung wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut und das erhaltene
Fragment direkt in den mit BamHI geéffneten pCG-eGFP-Vektor in einer 1:1 bzw. 1:3 Ligation UN

kloniert.
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Abbildung 4.3.3.5: Klonierungsstrategie 3: Der mit BamHI gedéffnete pCG-eGFP-Vektor wird mit der N-terminalen
Region des E-Proteins aus pCG-DV3 und der zytoplasmatischen Region (Carboxyterminus) von MuLV ENV aus pczi-

MEA ligiert.

Nach Erhalt und Praparation verschiedener Klone wurde deren Orientierung mit Hilfe des pCG-fw und
des 4A Primers Uberprift. Durch Selektion der Klone mit korrekter Orientierung konnten pCG-eGFP-
DV3-E-Bi Klon 7 und 21 als perfekt ligiertes Bilinking-Produkt identifiziert werden (siehe Abbildung

4.3.3.6).
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Abbildung 4.3.3.6: Gelaufnahmen der PCR-Produkte, die nach der Amplifikation mit den Primern pCG-fw und 4A
entstanden sind. (A) Spur 1 - 7: Klone 1 - 7; Spur 8: 1 kb Marker. Klon 7 ist ein korrekter Bilinking-Klon; (B)
Spur 1 - 7: Klone 15 - 21; Spur 8: 1 kb Marker. Klon 21 ist ein korrekter Bilinking-Klon.
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4.3.3.1 Kontrolle der Sequenzen der klonierten Plasmide pCG-eGFP-DV3-E-N, pCG-
eGFP-DV3-E-Bi und pCG-eGFP-DV3-E-Tri
Um sicher zu gehen, dass die in den pCG-eGFP-Vektor eingefligten Fragmente in richtiger Orientierung und

ohne weitere Verdnderungen der auf die Ligationsstelle folgende Sequenz inseriert hatten, wurden die
ausgewahlten Klone mit Hilfe der Primer pCG-fw und pCG-rev sequenziert und kontrolliert (siehe Kapitel 2.6).

Dabei konnte pCG-eGFP-DV3-E-N Klon 2 als Produkt mit korrekter Orientierung und Sequenz nach der
Sequenzierung identifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.3.1):

ATATTAC TGG

p '_;.IGG"' g "Gs%:'-"b""'n' Gl eTh 8( Abbildung 4.3.3.1: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen

zum einen die eingefligte BamHI-Schnittstelle, die Kozak-

Consensus-Sequenz, in der das erste Startcodon bereits
M\(M ﬂ '1 \f f' enthalten ist, und letztlich das zweite Startcodon in pCG-eGFP-

DV3-E-N 2.

Fir das Plasmid pCG-eGFP-DV3-E-Tri konnten die Klone 3,6 und 14 (stellvertretend wird Klon 6 gezeigt) mit
korrekter Orientierung und Sequenz nach der Sequenzierung identifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.3.2):

Abbildung 4.3.3.2: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen
zum einen die eingefligte BamHI-Schnittstelle, die Kozak-
Consensus-Sequenz, in der das erste Startcodon bereits

enthalten ist, und letztlich das zweite Startcodon in pCG-eGFP-
DV3-E-Tri 6.

SchlieBlich konnten pCG-eGFP-DV3-E-Bi Klon 7 und 21 (stellvertretend wird Klon 7 gezeigt) mit korrekter
Orientierung und Sequenz nach der Sequenzierung mit dem pCG-Vektor-Sequenzierprimer fw identifiziert
werden (siehe Abbildung 4.3.3.3):

Y Abbildung 4.3.3.3: Die im Kasten markierten Sequenzen zeigen
zum einen die eingefligte BamHI-Schnittstelle, die Kozak-
Consensus-Sequenz, in der das erste Startcodon bereits
enthalten ist, und letztlich das zweite Startcodon in pCG-eGFP-
DV3-E-Bi 7.

Alle Sequenzen der Klone wurden nicht nur im vorderen Bereich der Sequenz gepriift, die hier in Abbildung
4.3.3.1, 4.3.3.2 und 4.3.3.3 zu sehen sind, sondern auf ihre Richtigkeit im Vergleich mit den erwarteten
zusammengestellten Sequenzen komplett bis zum Ende des Inserts untersucht. Dabei konnte fir alle Klone die
korrekte Sequenz durch Sequenzierung bestéatigt werden.
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4.3.3.2 Expression des E-Proteins nach Transfektion mit pCG-eGFP-DV3-E-N, pCG-
eGFP-DV3-E-Bi und pCG-eGFP-DV3-E-Tri

Im Darauffolgenden wurde die Expression von pCG-GFP-DV3-EN mit Hilfe einer Transfektion auf Vero-Zellen
getestet und das Ergebnis im Lichtmikroskop analysiert.

Abbildung 4.3.3.2.1: Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen von Vero-
Zellen, die mit 2 pg pCG-eGFP-DV3-E-
N, (GFP) (A) und im Vergleich mit 2 pg
pCG-DV3 (B) transfiziert wurden. (B)
griine E-Proteinfarbung durch mit a-
Denguecomplex, pan (1 : 400) und
einem Alexa 488-gekoppelten Zweit-
antikorper (1 : 200) (Fluoreszenz-

mikroskop; 40fache VergroRerung).

Wie man in den Immunfluoreszenzaufnahmen erkennen kann, waren einige Zellen mit dem hergestellten
pCG-eGFP-DV3-E-N Plasmid transfiziert worden (griin, Abbildung 4.3.3.2.1 (A)). Allerdings war nach Farbung
des E-Proteins mit a-Denguecomplex, pan (1 : 400) und einem Alexa 594-gekoppelten Zweitantikérper (1 : 200)
keine E-Proteinexpression in pCG-eGFP-DV3-E-N transfizierten Zellen im Vergleich zu (B) zu erkennen (nicht
gezeigt). In Abbildung 4.3.3.2.1 (B) hingegen ist eine gleichmaRige E-Proteinfarbung zu erkennen, die mit Hilfe
einer Immunfluoreszenzfarbung mit o-Denguecomplex, pan (1:400) und einem Alexa 488-gekoppelten
Zweitantikorper (1 : 200) zustande kam.

AuRerdem wurde die Expression des E-Proteins von pCG-eGFP-DV3-E-Tri 3,6 und 14 mit Hilfe einer
Transfektion auf Vero-Zellen und 293T-Zellen getestet und das Ergebnis im Fluoreszenzmikroskop analysiert. In
Abbildung 4.3.3.2.2 ist nur die Expression auf 293T-Zellen zu sehen, wobei in A, B und C die jeweilige eGFP-
Expression der verwendeten Plasmide zu sehen ist.

Abbildung 4.3.3.2.2:
Fluoreszenzmikroskopische

Aufnahmen von 293T-Zellen, die mit
2 ug pCG-eGFP-DV3-E-Tri-Klon 3 (A),
Klon 6 (B) und Klon 14 (C) transfiziert
wurden (A - C, GFP). Die Immunfar-
bung wurde mit a- Denguecomplex,
pan (1 :400) und einem Alexa 594-
gekoppelten Zweitantikorper (1 : 200)
angefertigt (D - E). (D) E-Proteinfarbung stellvertretend fiir alle drei Trilinking-Klone und (E) im Vergleich dazu mit pCG-DV3
transfizierten Zellen. (rot: E-Proteinfarbung; griin eGFP; Fluoreszenzmikroskop; 20fache VergréRerung).
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In den Immunfluoreszenzbildern kann beobachtet werden, dass das Plasmid pCG-eGFP-DV3-E-Tri 3 am
starksten GFP und pCG-eGFP-DV3-E-Tri 14 eGFP am schwachsten exprimiert. Alle drei Plasmide exprimieren
jedoch kein E-Protein, was im Vergleich zur Kontrolle unter Verwendung von pCG-DV3 deutlich zu erkennen ist
(Abbildung 4.3.3.2.2 (E)).

Letztlich wurde noch die Expression von pCG-eGFP-DV3-E-Bi 7 und 21 mit Hilfe einer Transfektion in Vero-
Zellen und 293T-Zellen getestet und das Ergebnis im Fluoreszenzmikroskop analysiert. In Abbildung 4.3.3.2.3 ist
die Expression in 293T-Zellen zu sehen, wobei in (A) und (B) die jeweilige eGFP-Expression der verwendeten
Plasmide zu erkennen ist.

Abbildung 4.3.3.2.3: Fluoreszen-
zmikroskopische Aufnahmen von
293T-Zellen, die mit 2 ug pCG-
eGFP-DV3-Bi-Klon 7 (A) und

Klon 21 (B) transfiziert wurden
(A - B, GFP). Die Immunfarbung
wurde mit a-Denguecomplex,
pan (1 :400) und einem

Alexa 594-gekoppelten
Zweitantikorper (1 : 200)
angefertigt (C- D) und ist in (C)
stellvertretend fiir beide
Bilinking-Klone zu sehen und in
(D) im Vergleich mit pCG-DV3
transfizierten Zellen. (rot: E-
Proteinfarbung; griin eGFP;
Fluoreszenzmikroskop; 20fache
VergroRerung).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Expression des E-Proteins letztlich nur bei pCG-DV3 transfi-
zierten Zellen tatsachlich effizient funktioniert (Abbildung 4.3.3.2.3 (D)). Die getesteten Bilinking-Klone zeigten
eventuell eine leichte E-Proteinexpression (C). Diese war aber weitaus niedriger als die der pCG-DV3
transfizierten Zellen. Weiterhin ist zu erkennen, dass die eGFP-Expression der verwendeten Klone voneinander
abweicht, dies aber nicht in Korrelation zur E-Proteinexpression steht.
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4.3.4 Dengue-Virus Infektion zur Isolierung der E-Protein-cDNA

Aufgrund der nicht exprimierenden Plasmide und Vektoren, die bereits in den vorher gezeigten
Klonierungsversuchen hergestellt wurden und zu keinerlei Verbesserung der E-Proteinexpression von DENV 3
E-Protein bzw. lberhaupt keiner Expression des DENV 1,2 und 4 E-Proteins filihrten, sollte aus dem Virus
isolierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Im Anschlul} sollte die cDNA zur Isolation der E-Gensequenzen
von DENV 1-4 genutzt werden, um dann in den bereits benutzten und gut funktionierenden eGFP-Vektor
kloniert zu werden.

Des Weiteren sollte die Moglichkeit geprift werden, ob in DENV-Infektions-Assays die Testung bereits
vorhandener Inhibitoren ermdglicht werden kénnte. Dazu sollte die Eigenschaft der DENV genutzt werden, Foci
oder Infektionsherde zu verursachen (Hrobowski et al., 2005). Deren Reduktion nach Peptidbehandlung sollte
als Maf fiir deren Wirkung dienen, was bereits zur Untersuchung verschiedener Peptide verwendet worden
war.

4.3.4.1 Etablierung der Dengue-Virus Infektion

Da die bisherigen Versuche, mit den E-Protein-exprimierenden Vektoren zu keinem befriedigenden Ergebnis
gefuhrt hatten, sollte nun nur die E-Gensequenz aus dem Virusgenom isoliert werden. Dies sollte eine neue
Klonierung des E-Proteins in die vorhandenen Vektoren ermdglichen.

Hierzu musste zuerst die DENV-Infektion im S3-Labor mit aus Hamburg erhaltenen DENV 1-4 Stammen
etabliert werden. Nach verschiedenen Ansdtzen wurden Vero-Zellen als Kulturzellen zur Virusziichtung
verwendet, wobei in keinem Fall die Bildung von Plaques zu sehen war (Abbildung 4.3.4.1) Somit konnte das
gezlichtete Virus nicht auf Vero-Zellen titriert werden, was mit Hilfe eines Standard-Plaque-Assays und eines
TCID50-Tests versucht wurde (Abbildung 4.3.4.1). In beiden Fallen wurde eine MOI von 0,1 bis 1 verwendet,
wobei keinerlei Plaquebildung zu beobachten war, die eindeutige Titerangaben moglich gemacht hatten
(Abbildung 4.3.5.1(B)). Auch in der Viruszucht selbst konnte auf Vero-Zellen keine Bildung von Plaques
beobachtet werden, wie das durch verschiedene Arbeitsgruppen bereits beschrieben worden war. Folglich
konnte die Dengue-Infektion nicht durch Bildung sogenannter Plaques oder Synzytien wie bei den

Paramyxoviren (C) sichtbar gemacht werden.

Abbildung 4.3.4.1: Ausschnitt einer Aufnahme von Vero-Zellen, die mit DENV 2-Uberstand in einem TCID50-Test titriert
wurden. Die Zellen wurden zuvor mit einer MOI von 1 mit DENV 2 infiziert. Reihe 1 - 12 zeigen die verschiedenen verwende-
ten Verdinnungen in mehreren Wiederholungen (A - D: wells nach unten) des Virusiiberstandes, aber keinerlei Plaque-
bildung.
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Abbildung 4.3.4.2: DENV-Infektion auf Vero-Zellen. (A) Kontrolle ohne Infektion; (B) 3 Tage nach DENV-Infektion; (C) im
Vergleich MV-Infektion nach 1 Tag. Die Zellen wurden zuvor mit einer MOI von 1 infiziert. (Lichtmikroskop, 20fache
VergroRerung).

Da alle Versuche zur Bestimmung des Virustiters bisher fehl geschlagen waren, wurde eine Titration mittels
Immunfluoreszenz etabliert, bei der die Virusiiberstande wie auch bei der Standard-Plaquetitration eingesetzt
wurden, der Titer allerdings nach sieben Tagen durch eine Immunfluoreszenzfarbung bestimmt wurde. Die
Farbung wurde dabei mit Hilfe des Erstantikorpers a-Denguecomplex, pan (1 :400), der das E-Protein aller
Serotypen erkennt, und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikdrper (1 :200) durchgefiihrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass sich die unterschiedlichen Serotypen auch unterschiedlich schnell in Zellkultur
ausbreiten (Abbildung 4.3.4.3 und 4.3.4.5).

und einem Alexa 488-gekoppelten

Zweitantikorper (1 : 200). (A)

(& Infektion nach 1 Tag; (B) Infektion
nach 2 Tagen; (C) Infektion nach
2 - 3 Tagen; (D) Infektion nach 3
Tagen; fiir DENV 2 sind diese
Infektionsschritte um ca. 1 Tag
nach hinten verschoben
(Fluoreszenzmikroskop, 10fache
VergroRerung).

In Abbildung 4.3.4.3 (A - D) ist deutlich zu erkennen, wie sich DENV 1 innerhalb eines Zeitraumes von 3 Tagen

Abbildung 4.3.4.3: DENV 1
Infektion auf Vero-Zellen mit einer
MOI = 1 sichtbar gemacht durch
eine Immunfarbung mit
a-Denguecomplex, pan (1 : 400)

Uber die gesamte Zellkultur ausbreitet. Dabei konnte bei der Infektion von DENV 2 eine Verzogerung von ca. 1
Tag beobachtet werden, so dass das Infektionsstadium, wie in Abbildung 4.3.4.3 (D) zu sehen nach maximal
vier Tagen erreicht wurde.

Dabei kann im Detail beobachtet werden, wie unterschiedlich die Verteilung des E-Proteins innerhalb der Zelle
ist, je nachdem, ob sich die infizierte Zelle in einem friihen oder einem spaten Stadium der Infektion befindet
(Abbildung 4.3.4.4 (A) und (B)).

123



Kap. 4 Ergebnisse

Abbildung 4.3.4.4: DENV-Infektion auf Vero-Zellen mit einer MOI = 1 sichtbar gemacht durch eine Immunfarbung mit a-
Denguecomplex, pan (1 : 400) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikorper (1 : 200). (A) Friihes Infektionsstadium;
(B) spates Infektionsstadium einer DENV-infizierten Zelle (Fluoreszenzmikroskop, 60fache VergréRerung).

In einem frihen Stadium der Infektion sind die meisten E-Proteine nach ihrer Translation am ER lokalisiert, wo
sie gemeinsam mit anderen Proteinen auf die Anlagerung der viralen RNA und den darauffolgenden vorlaufigen
Zusammenbau der viralen Partikel warten (Abbildung 4.3.4.4 (A)). Am Ende des Infektionszyklus sind die viralen
Partikel, mit dem E-Protein an der Oberflache, an der duBeren Zellmembran lokalisiert, wo sie letztlich durch
Budding entlassen werden (Abbildung 4.3.4.4 (B)).

Neben diesen unterschiedlichen Infektionsstadien in den Zellen selbst lduft die Infektion von DENV 3
zeitverschoben zu der von DENV 1 und 2 ab (Abbildung 4.3.4.5).

Abbildung 4.3.4.5: DENV 3 Infektion auf Vero-Zellen mit einer MOI = 1 sichtbar gemacht durch eine Immunfarbung mit a-
Denguecomplex, pan (1 : 400) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikorper (1 : 200). (A) Infektion nach 2 Tagen; (B)
Infektion nach 3 Tagen; (C) Infektion nach 4 Tagen; (D) Infektion nach 5 Tagen; (E) Infektion nach 6 Tagen; (F) Infektion nach
6 - 7 Tagen. Fur DENV 4 sind diese Infektionsschritte um ca. 2 - 3 Tage nach hinten verschoben (Fluoreszenzmikroskop,

10fache VergroRerung).
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In Abbildung 4.3.4.5 ist im Zeitverlauf von A bis F zu sehen, dass DENV 3 wesentlich langere Zeit in Anspruch
nimmt, um die Zellkultur komplett zu infizieren, als DENV 1 in Abbildung 4.3.4.3. Weiterhin konnte beobachtet
werden, dass die Vermehrung mit DENV 4 zusatzlich 2 - 3 Tage langer benétigt, um die komplette Infektion des
Zellrasens zu gewdhrleisten. Somit wurde der Infektionszeitraum zur Vermehrung der verschiedenen Dengue-
Serotypen dem Wachstum des jeweiligen Serotyps angepasst.

4.3.4.2 Isolierung des E-Gens aus dem Virusgenom

Sobald die Virusvermehrung auf Vero-Zellen etabliert worden war, konnte die RNA mit Hilfe des GenEluteTM
Mammalian Total RNA Purification Kits aus den infizierten Vero-Zellen isoliert werden und mit Hilfe der
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden (siehe Kapitel 3.4.15). Davon wurden fiir einen
nachfolgenden PCR-Ansatz jeweils 2 pl verwendet und mit den dafiir ausgewahlten fw- und rev-Primern aus
dem in ¢cDNA umgeschriebenen Virusgenom isoliert. Dabei wurden die Primer so entworfen, dass damit die
komplette E-Protein Gensequenz, die ca. 1.484 bp grol} ist, ausgeschnitten werden konnte und jedes
Primerpaar zusatzlich noch jeweils eine BamHI-Schnittstelle enthielt. Bevor diese in einem Verdau genutzt
wurde, um die Fragmente flr die Klonierung vorzubereiten, wurden die PCR-Produkte auf ein 1,5%iges
Agarosegel aufgetragen, um sie auf ihre Richtigkeit zu priifen (siehe Abbildung 4.3.4.2.1). Dabei handelte es
sich um Fragmente mit einer GréR3e von etwa 1.560 bp.

Abbildung 4.3.4.2.1: Gelaufnahmen der PCR-Produkte, die nach der Amplifikation mit dem Primern DenO1lmutisoenv-fw-
und rev , Den02mutisoenv-fw und -rev, Den03mutisoenv-fw und -rev und Den04mutisoenv-fw und -rev entstanden sind. In
(A) ist in Spur 2 das E-Fragment von DENV 2 und in Spur 6 das von DENV 1 zu sehen. In (B) ist in Spur 2 das E-Fragment von
DENV 4 und in Spur 3 das von DENV 3 zu sehen. Spur 1 jeweils: 1 kb Marker.

AnschlieBend wurden die Fragmente von DENV 1 - 4 (siehe Abbildung 4.3.4.2.1 (A) Spur 2, 6 und (B) Spur 1, 2)
aus dem Agarosegel extrahiert und in einem Verdau mit BamHI auf die Ligation vorbereitet. Die Ansdtze des
Verdaus wurden dann zur Aufreinigung ein weiteres Mal auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und isoliert.
Nach der Isolation konnten die Fragmente direkt fur die Klonierung verwendet werden.

4.3.4.3 Klonierung der aus dem Virus isolierten E-Gensequenz in den pCG-eGFP-
Vektor

Nach dem Verdau der mittels PCR isolierten Fragmente der E-Gensequenz mit BamHI von DENV 1 -4 waren

diese bereit fiir eine 1:1, 1:3 und 1:5 Ligation (UN) mit dem mit BamHI geéffneten pCG-eGFP-Vektor. Die

dadurch entstehenden Plasmide sollten pCG-eGFP-DENV-E 1 - 4 genannt werden. In Abbildung 4.3.4.3.1 ist die
Klonierungsstrategie im Schaubild gezeigt.
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Abbildung 4.3.4.3.1: Klonierungsstrategie zur Herstellung von pCG-eGFP-DENV-E 1 - 4. Der mit BamHI gedffnete pCG-eGFP-
Vektor wurde mit dem mit BamHI ausgeschnittenen E-Fragment aus dem in cDNA umgeschriebenen Virusgenom ligiert.

Nach Transformation der Ansdtze in kompetente Bakterien konnten dann Kolonien gepickt und mit Hilfe einer
PCR, die zur Sequenzierung und zur Kontrolle der Orientierung des inserierten Fragments dienen sollte,
untersucht werden. Dabei wurden wiederum die Primer pCG-fw und pCG-rev eingesetzt.

In keinem der vier Klonierungsansatze konnte eine erfolgreiche Klonierung dokumentiert werden. Obwohl die
Klonierungsansatze in ihrem molaren Verhaltnis von Insert zu Vektor variiert und die RNA-Praparation sowie
die Umschreibung in cDNA wiederholt wurde, konnten keine positiven Klone gepickt werden. Da auch die
GrolRe der isolierten Fragmente vor und nach der Gelextraktion geprift wurden und diese korrekt war, ist es
bisher unerklarlich, warum diese Klonierung nicht zum Erfolg flihren konnte.

4.3.5 DENV-Infektion zur Untersuchung kleiner Inhibitormolekiile

Da die Etablierung eines Systems zur Bildung pseudotypisierter viraler Partikel nicht erfolgreich abgeschlossen
werden konnte, sollten die bereits synthetisierten Peptide Den01, Den02, Den03 und Den04a in Infektions-
Assays getestet werden. Diese wurden aus Teilen des bereits veréffentlichen Peptids DN59 (Hrobowski et al.,
2005) synthetisiert, um ihre Wirkung auf die Virusaufnahme zu untersuchen. DN59 ist ein Peptid, das DENV-
Infektionen hemmt und mit der Stammdomane des Dengue-Virus E-Proteins interagiert.

Dazu wurden Vero-Zellen, die sich auf 12-well-Platten befanden, mit einer MOI =0,5 mit DENV 2 fiir 1 h in
serumfreiem Medium infiziert. Gleichzeitig wurden 1 uM, 2 uM, 4 uM der Substanzen Den01, Den02 und
Den04a sowie 2 uM, 4 uM, 10 uM der Substanz Den03 fir ebenfalls 1 h mit dem Virus inkubiert. Diese Werte
orientierten sich an der Angabe von Hrbowski et al.,, da fir das Originalpeptid DN59 eine wirksame
Konzentration von < 20 uM angegeben war. Anschliefend wurde die Mischung abgenommen, die Zellen 1 Mal
gewaschen und mit 5 % FCS MEM-Medium versorgt. Nach drei Tagen wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert
und mit HB46 (1:100) sowie einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikdrper (1:200) gefarbt. Schlieflich
konnten folgende Beobachtungen im Fluoreszenzmikroskop dokumentiert und fotografiert werden (siehe
Abbildung 4.3.5.1). So ist zu erkennen, dass die beiden Peptide Den01 und Den02 (B, C) die Ausbildung der
Dengue-Infektionsherde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in (A) stark einddmmen konnten. Im
Gegensatz dazu konnte bei Verwendung der Peptide Den03 kaum und Den0O4a (D, E) kein Unterschied zur
Kontrolle beobachtet werden.
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Abbildung 4.3.5.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, die mit DENV 2 MOI = 0,5 (A - E) transfiziert
und mit verschiedenen Peptiden Den01, Den02, Den03 und Den04a gleichzeitig fir 1 h inkubiert wurden. Die Immun-
farbung erfolgte mit HB46 (1 : 100) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikdrper (1 : 200). In (A) sind als Kontrolle
infizierte Vero-Zellen ohne Peptidinkubation zu sehen; die jeweilig verwendete Konzentration der Peptide ist im Bild
vermerkt (B - E); (Fluoreszenzmikroskop; 20fache VergréRerung).

Um auszuschlieBen, dass die Hemmung, die in Abbildung 4.3.5.1 beobachtet wurde, ein Effekt des
Losungsmittels war, in dem die Peptide geldst wurden, wurde der Gesamt-DMSO-Gehalt bei 4 uM ermittelt
und festgestellt, dass sich keines der Peptide, auch in héheren Konzentrationen, dem kritischen DMSO-Wert
von 2,5 % (ermittelt in Kapitel 4.2.1) anndherte. Daher kann bei der beobachteten Hemmung in Abbildung
4.3.5.1 von einem tatsdchlichen Effekt der Peptide ausgegangen werden.

Gesamt-DMSO-Gehalt bei 4 uM

Verwendete Peptide . .
Endkonzentration/ml der Peptide

Den01 0,01 %
Den02 0,01 %
Den03 0,01 %
Den04a 0,01 %

Tabelle 4.3.5.1: Gesamt-DMSO-Gehalt in % in einem Endvolumen von 1 ml bei einer verwendeten Konzentration von 4 uM.
Alle Substanzen in diesen Konzentrationen, liegen im Bereich von bis zu 2,5 %, in dem die Zellen absolut vital sind.

Um abschlieBend die Daten weiter zu bestatigen, wurden die verschiedenen Peptidansdtze nach der
Immunfluoreszenzfarbung in einem Fluoreszenzreader gemessen, um die am Mikroskop beobachteten
Ergebnisse zu bestatigen. Hierfir wurde die Immunfluorezenz an neun gleichmaRig ber den Napf verteilten
Stellen drei Mal gemessen und der Durchschnittswert pro Napf angegeben. Zusatzlich wurden vier
unabhangige Versuche angesetzt und der Durchschnitt prozentual im Verhaltnis zur unbehandelten
Fluoreszenzintensitdt der Kontrollzellen ohne Peptidinkubation umgerechnet. Zuvor wurde die
Fluorezenzintensitdt von komplett unbehandelten, uninfizierten Vero-Zellen, die nur mit dem Zweitantikorper
als Kontrolle inkubiert wurden, ermittelt, und dieser Hintergrundwert von den jeweiligen Werten der anderen
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Ansdtze abgezogen. Schliefllich konnten die gemessenen Daten in folgendem Diagramm ausgewertet werden
(siehe Abbildung 4.3.5.2).
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Abbildung 4.3.5.2: Prozentuale Angabe der Fluoreszenzintensitdten pro Napf von mit DENV 2 (MOI = 0,5) infizierten Vero-
Zellen, die ohne (gelbe Balken) oder mit verschiedenen Peptiden Den01, Den02, Den03 und Den04a gleichzeitig fiir 1 h
inkubiert wurden (bunte Balken, siehe Legende). Die Werte wurden im Verhaltnis zur Kontrolle in Prozent umgerechnet.
Die Immunfarbung erfolgte mit HB46 (1 : 100) und einem Alexa 488-gekoppelten Zweitantikorper (1 : 200). Das Diagramm
zeigt einen Durchschnittswert aus vier unabhangigen Versuchen.

AbschlieRend ist zu bemerken, dass durch die Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 4.3.5.2 die Ergebnisse
der Immunfluoreszenzfarbungen bestatigt werden konnten. Somit konnte durch die Messung der
Fluoreszenzintensitdten herausgefunden werden, dass sowohl das Peptid Den01 als auch Den02 die Infektion
um ca. 60 %, im Gegensatz zu unbehandelten, infizierten Vero-Zellen hemmen konnten. Dabei konnte sich bei
Verwendung von Den01 bereits bei sehr niedriger Konzentration von 1 uM die maximal Hemmung einstellen,
wobei Den02 bei 1 uM zuerst eine leichte und ab 2 uM eine starke Hemmung der Infektion zeigte. Die Substanz
Den03 zeigte eine leichte Hemmung der DENV-Infektion, Den04a hingegen keinerlei Auswirkungen auf die
DENV 2-Infektion, was auch schon in den Auswertungen am Fluoreszenzmikroskop beobachtet worden war.
Die Verwendung hoherer Konzentrationen (bis zu 8 uM und 20 uM) fiihrte zu keiner weiteren Reduktion der
DENV-Infektion (Daten nicht gezeigt).

Somit konnten zwei gut hemmende Peptide, Den01 und Den02, die Infektion um ca. 60 % reduzieren. Beide
Peptide wurden aus den vorderen Aminosduren des DN59-Peptids synthetisiert, die einen Teil der
Stammdomane des Dengue-Virus E-Proteins imitieren und somit durch Wechselwirkung mit den E-Protein-
Domadnen |, Il und /oder Il vermutlich zur Infektionshemmung fuhren kénnen. Das Peptid Den03 konnte
hingegen die DENV 2-Infektion nur leicht, um ca. 30 %, hemmen.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden drei Themengebiete bearbeitet, die von der Aufklarung des
Fusions-Inhibitionsmechanismus des CD9-Antikérpers mAK K41 (ber die Etablierung eines Inhibitor-
Testsystems fiir die Paramyxovirus-Fusion bis hin zur Etablierung eines Inhibitor-Testsystems fir die DENV-
Aufnahme reichten. Daher soll nun im Folgenden auf die drei Themengebiete eingegangen und diese diskutiert
werden.

Der monoklonale Antikdrper mAK K41, dessen Wirkungsweise untersucht werden sollte, ist gegen das CD9-
Molekdl auf der Oberfliche verschiedener Zelllinien gerichtet, welches zur Transmembran-4-Protein-
Superfamilie gehort, zu der auch CD37, CD53, CD63, CD81, CD151 sowie CD82/TAPA-1 zihlen. Biochemische
und mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass Tetraspanine physikalisch untereinander in homologer
(Kovalenko et al., 2004) oder heterologer Assoziation (Espenel et al., 2008) stehen und mit anderen
Gewebetyp-spezifischen Proteinen der Zellmembran wechselwirken, wobei Tetraspanin-angereicherte
Mikrodomanen (TEM; Tetraspanin enriched microdomains) entstehen (Boucheix und Rubinstein, 2001;
Rubinstein et al.,, 1996; Szollosi et al., 1996; Yauch et al., 2000). Diese sind auch als Tetraspaninnetzwerk
bekannt (Hemler et al., 2003; Rubinstein et al., 1996). So stehen sie mit Mitgliedern der Integrinfamilie, mit
MHC-Klasse-1I-Glykoproteinen (Zilber et al. 2005), mit CD2, CD4, und CD8 in Verbindung. Dabei ist speziell fir
CD9 eine Assoziierung mit ;-Integrinen, CD46, Calnexin, den TMSF4-Molekiilen CD63, CD81 und CD82, sowie
dem 25 kDa-G-Protein bekannt (Rubinstein et al.,, 1996). Die Zusammensetzung des Netzwerkes ist in
unterschiedlichen Zelltypen verschieden, wobei oft Wechselwirkungen mit Zelloberflachenrezeptoren,
Adhasionsmolekilen und Transmembransignalproteinen entstehen (Hemler et al., 2003). Verschiedene
Tetraspanine konnen auflerdem an der Zelloberfliche als Rezeptoren fiir die Virusbindung fungieren, wie
beispielsweise CD81 bei Hepatitis C oder CD82 bei HTLV-1 (Cornier et al., 2004; Pique et al., 2000). Zusatzlich
wurde 2007 bekannt, dass bei HIV-1 der Zusammenbau viraler Partikel, das Budding und die Ausbreitung von
Zelle zu Zelle in Tetraspanin-angereicherten Domanen stattfinden (Jolly und Sattentau, 2007). Ferner ist CD9
mit dem Immunsystem assoziiert, da es natirlicherweise auf Monozyten exprimiert wird. Im Stadium der
Monozytenreifung zum Makrophagen lagern sich CD9-Molekiile und B1-Integrin zu einem Komplex zusammen
und involvieren dabei das CD46-Molekil (Lozahic et al., 2000). CD46 ist als ein Rezeptor fiir die Impfstimme
von MV bekannt, was aber von CDV nicht als solcher genutzt werden kann. Ferner wird das CD9-Molekiil selbst
nicht als Rezeptor fiir die Aufnahme des Hundestaupe-Virus genutzt (Loffler et al., 1997), obwohl seine
Blockierung mit Hilfe von mAK K41 zu einer starken Hemmung der CDV-Infektion fiihrt.

Da bisher erhaltene Daten, dass mAK K41 die CDV-induzierte Zell-Zellfusion, nicht aber die Virus-Zell-Fusion,
inhibiert, vermuten lieRen, dass eventuell strukturelle Verdnderungen der Plasmamembran die Aktivitdt oder
das Expressionsmuster des bisher unbekannten Rezeptors von CDV teilweise regulieren kdénnten, wurden
Immunfluoreszenz-Untersuchungen der Membran und Zellkontakte ausgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass mAK K41 eine Umlagerung bzw. einen Zusammenschluss des CD9-Molekiils an den Zellkontaktbereichen
bewirkt (siehe Kapitel 4.1.1.1). Dies wurde sowohl fiir Epithel- als auch fiir Endothelzellen bestétigt. Des
Weiteren konnte die Entstehung von groBen, clusterartigen Zusammenschliissen ausschliefllich an den
Zellgrenzen beobachtet werden. Diese schienen wie netzartige Gebilde und waren in Vero-Zellen und HUVECs
dhnlich, wahrend sie in HelLa-Zellen sehr viel kompakter wirkten. Im Gegensatz dazu vermochten Antikorper,
die gegen andere Tetraspaninmolekiile gerichtet waren, wie das CD63- und CD81-Molekiil, die ebenso wie CD9
in den TEMs organisiert sind, eine solche Verdnderung an den Zellgrenzen nicht zu induzieren (siehe Kapitel
4.1.1.2). Zugleich konnte mit diesen Antikdrpern keine Umlagerung des CD9-Molekiils induziert werden (Daten
nicht gezeigt).

Ndhere Untersuchungen am konfokalen und Rasterelektronenmikroskop zeigten, dass dieser Cluster-Prozess
des CD9-Molekiils bereits innerhalb von 2 h sichtbar war und es sich somit um eine sehr schnelle Umlagerung
des CD9 an den Zellkontaktstellen handelte (siehe Kapitel 4.1.1.6 und 4.1.1.7). Dies konnte auch in Life-Imaging
Aufnahmen bestatigt werden, in denen Hela-Zellen untersucht wurden, die mit einem CD9-eGFP-Vektor
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persistent transfiziert worden waren und nachfolgend CD9 in ca. dreifacher Menge Uberexprimierten. Hier
konnten bereits 30 min nach Zugabe von mAK K41 starke Verdnderungen der CD9-Molekilverteilung an den
Zellgrenzen beobachtet werden. Dabei akkumulierten die CD9-Molekiile im Zeitverlauf von bis zu 6 h immer
starker und bildeten CD9-Cluster von groRem AusmaR (Singethan et al., 2008). Somit ist die CD9-Aggregation
ein hochdynamischer und schneller Prozess. Mit Hilfe einer Western-Blot Analyse wurde auBerdem gezeigt,
dass hier keine groReren Mengen an CD9-Molekiilen 2 h bis 20 h nach Antikérperinkubation detektiert werden
konnten und es sich somit nur um Umlagerungen der bereits vorhandenen CD9-Molekiile der Zelloberflache
oder aus intrazelluldren Lagern handelt (siehe Kapitel 4.1.2).

Am Rasterelektronen- und konfokalen Mikroskop wurde schlieBlich sichtbar, dass diese Clusterstrukturen
anfangs aus globuldren Ausstiilpungen bestehen, die sich aber nach 2 h bis zu 20 h zu einem starken Geflecht
aus langen Mikrovillis bzw. mikrovilliartigen Ausstllpungen entwickeln, die von beiden Seiten der aneinander
grenzenden Zellen gebildet werden (siehe Kapitel 4.1.1.7). Bereits nach 2 h sind die charakteristischen CD9-
positiven Netzstrukturen zu erkennen. Diese werden aber im Verlauf der Zeit zu groRRen, reillverschluss-
dhnlichen Strukturen, die aus CD9-positiven Mikrovilli bestehen. Der Mechanismus der Ausbildung CD9-
angereicherter Membranen konnte allerdings nicht aufgeklart werden. Moglicherweise modulieren die CD9-
K41-Komplexe die Membran in globuldre Strukturen, so wie im konfokalen und Rasterelektronenmikroskop
gezeigt, oder sie bilden zusammen mit dem Aktin-Zytoskelett eine Art Plattform fir die Ausbildung von
Mikrovilli. Da beobachtet werden konnte, dass F-Aktin zwischen den Netzstrukturen von allen untersuchten
Zelltypen zu detektieren war und in engem Kontakt mit diesen stand, ist dies eine denkbare Erkldrung (siehe
Kapitel 4.1.1.6.1). Allerdings befindet sich Aktin nicht innerhalb der mikrovilliartigen Ausstilpungen. Zusatzlich
konnte eine Ahnlichkeit der CD9-Strukturen mit den auf Aktin basierenden , ReiRverschlussstrukturen®, die im
Wundheilungsprozel bei Epithelzellen beobachtet wurden (Jacinto et al., 2001), festgestellt werden. Zudem
zeigte die Tatsache, dass durch die Behandlung mit Latrunculin B neben der Zerstérung des Aktin-Zytoskeletts
auch die netzartigen Mikrovilli-Strukturen in Mitleidenschaft gezogen wurden und diese kollabierten, dass das
Zytoskelett eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung und der Bildung der CD9-ReiBverschlussstrukturen
spielt (siehe Kapiel 4.1.1.6.2). F-Aktin kann besonders auch im natirlichen Zustand der Zelle durch netzartige
Anordnungen unterhalb der Plasmamembran und in Mikrovilli die duRere Form der Zelle stabilisieren (Kawai
und Aumdiller, 1998) — dies kdnnte also auch eine Aufgabe innerhalb der CD9-Netzstrukturen sein. Es ist
auBerdem bekannt, dass die Interaktion von Tetraspaninen mit verschiedenen Molekilen zur Bildung grofer
Membrankomplexe fiihrt, die mit dem Zytoskelett assoziiert sind (Delaguillaumie et al., 2004).

Untersuchungen, die versuchten einen Zusammenhang zwischen Signalwegen der Rho-GTPasen oder der
Signaltransduktion des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Weges und der Induktion der CD9-Mikrovilliaus-
stiilpungen zu zeigen, waren nicht erfolgreich. Tetraspanine stehen {ber verschiedene Integrine mit
Signalwegen im Zellinneren in Verbindung und kénnen diese modulieren (Berditchevski und Odintsova, 1999;
Levy and Shoham, 2005). So existiert schon lange die Vermutung, dass das Tetraspaninnetzwerk die
Kommunikation zwischen den Zelloberflachenstimuli und den intrazelluldren Signalwegen vermittelt, was den
Zellen erlaubt, sich einer sich standig andernden Umgebung anzupassen (Levy und Shoham, 2005). Bisher ist
jedoch noch nicht bekannt, wie genau Tetraspanine solche dynamischen, multiplen, aber doch sehr
spezifischen Interaktionen steuern. Da CD9 mit GTP-bindenden Proteinen assoziiert (Seehafer und Shaw, 1991),
entstand die Hypothese, dass durch die Interaktion mit B1-Integrin oder anderen Molekiilen, diese aktiviert
und somit der Signalweg der Rho-GTPasen stimuliert werden kdnnte, was die Ausbildung der CD9-
Netzstrukturen zur Folge héatte (siehe Abbildung 5.1). Zusatzlich konnte in weiteren Publikationen die
Assoziation von CD9 mit dem aktivierten pB;-Integrin gezeigt werden, das die Migration in
Wundheilungsprozessen, Zelladhasion sowie die Signal-Transduktion bei der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-
3-K)-Aktivierung vermittelt (Gutierrez-Lopez et al., 2003).
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Abbildung 5.1: Hypothese zur Ausbildung der CD9-haltigen Netzstrukturen nach mAK K41-Behandlung durch den Rho-
GTPasen- (A) oder den PI-3-K-Signalweg (B) (verdandert nach www.piercenet.com und www.ariadnegenomics.com).

Rho-GTPasen sind wichtige Regulatoren der Signaltransduktion, da sie zelluldre Vorgédnge, wie den Umbau des
Aktinzytoskeletts, Zellpolaritdt oder die Zelladhdsion regulieren. Rho ist dabei fiir die Formierung von Stress-
fasern sowie fiir die Ausbildung von FAK (fokalen Adhdsionskontakten), Stellen an denen Stressfasern mittels
Integrinen an die extrazelluldare Matrix gekoppelt sind, verantwortlich (Jaffe und Hall, 2005). Wird Rac hingegen
aktiviert, kommt es zur Bildung von Lamellipodien, welche flache Ausstiilpungen der Zellmembran darstellen.
Sie befinden sich am Leitsaum der Membran und bestehen aus netzwerkartig polymerisiertem Aktin. Sie sind in
der Lage, neue adhasive Kontakte auszubilden und treiben die Zelle bei der Zellmigration voran. Cdc42 reguliert
schliefRlich die Ausbildung von Filopodien, welche diinne langliche Ausstllpungen der Plasmamembran
darstellen. Sie bestehen aus Blindeln von Aktinfilamenten, die durch aktinbindende Proteine vernetzt sind.
Daher lag die Vermutung nahe, dass die beobachteten CD9-haltigen mikrovilliartigen Reilverschlussstrukturen
durch diese Signalwege induziert werden. In Versuchen, in denen Inhibitoren gegen RhoA, Racl und Cdc42
gleichzeitig und vor der Inkubation mit mAK K41 eingesetzt wurden, konnten allerdings keine Auswirkungen auf
die Bildung der Strukturen beobachtet werden (siehe Kapitel 4.1.3.3). Neuste Studien zeigten auBerdem, dass
CD9 die Expression der B;-ligandinduzierten Binding-Site (LIBS) hochreguliert und gemeinsam mit asf3; die CD9
geforderte Zellmigration und Motilitat Gber einen Pl-3-K-abhangigen Mechanismus erhoht (Kotha et al., 2008).
Somit kann CD9 also den PI-3-K-Signalweg durch B1-Integrin aktivieren und so im Verlauf der Signalkaskade die
Aktinpolymerisation induziert werden. Sollte Aktin also wirklich zur Bildung der CD9-Netzstruktur notwendig
sein, was sich, wie bereits erwdhnt, in Versuchen mit Latrunculin B bestéatigte, ware dies ein moglicher Weg der
Ausbildung von CD9-Strukturen. In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass das CD9-
Molekil vor und nach der Inkubation mit B1-Integrinmolekiilen in Kontakt steht. Dabei kolokalisieren
B1-Intergine allerdings nur teilweise mit den CD9-Molekiilen innerhalb der Netzstrukturen (siehe Kapitel
4.1.3.1). Zum anderen fihrte die gleichzeitige Inkubation von mAK K41-behandelten Zellen mit dem PI-3-
Kinase-Inhibitor zu keinerlei Auswirkungen auf die Netzstrukturen. Wurde dieser vorinkubiert, konnten
ebenfalls keine Verdnderungen in der Bildung der CD9-Strukturen beobachtet werden, was bedeutet, dass sich
die aufgestellten Hypothesen in Abbildung 5.1 nicht bestatigen konnten.

Interessanterweise ist CD9 auch auf mikrovillaren Membranen von Oocyten vermehrt vorhanden und reguliert
dort ihre Form, Verteilung und das Clustern mit anderen Tetraspaninen wie ogpB;-Integrin, so wie bisher
unbekannten Proteinen, die in die Gametenfusion von Maus und Mensch involviert sind (Ziyta et al., 2006).
Hierbei ist das Molekiil essentiell fiir die Fusion von Spermium und Eizelle, wobei die genaue Funktion des CD9
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bei diesem Vorgang noch nicht geklart werden konnte (Miller etal., 2000; Le Naour et al.,, 2000). Neuste
Erkenntnisse zeigen, dass CD9-reiche Vesikel von der Eizelle ausgeschiittet werden, um mit dem Spermium zu
interagieren und die Fusion einzuleiten (Miyado et al., 2008). AuRerdem stimuliert CD9 die Spermium-Ei-Fusion
und CD9-Defizienz resultiert in der Infertilitdt der Weibchen (Miyado et al., 2000; Kaji et al., 2000). CD9 scheint
aber auch die Zellfusion unter bestimmten Umstdnden zu inhibieren, wie dies flir mononukleare Phagozyten
gezeigt wurde (Takeda et al., 2003). Es ist an vielen zelluldren Funktionen beteiligt, wie z. B. der Aktivierung,
Adhadsion und Motilitdit von Zellen, der Zelldifferenzierung und an Zell-Zell-Interaktionen. Die durch
Transfektion von Karzinoma-Zelllinien induzierte CD9-Expression unterdriickt die Motilitdt und Metastasierung
(Ikeyama et al., 1993). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die CD9-Expression in Myelomzellen mit dem
Krankheitsverlauf und dem Uberleben von Multiplen-Myelom-Patienten (MM) korreliert: dabei kam es in
Myelomzellen zur einer Downregulation von CD9, wohingegen Zellen in MM-Patienten, die an einer
nichtaktiven Krankheit litten, CD9 exprimierten.

Die Induktion des CD9-Clusterns durch Antikdrper ist Epitop-abhdngig, da nur gewisse Antikérper wie K41,
MM2/57, ALB-6, und P1/33/2 funktionell sind, wahrend andere CD9-Antikorper, sogar nach Kreuzvernetzung
mit Sekundarantikdérpern, nicht den gleichen Effekt induzieren konnen (siehe Kapitel 4.1.1.5 und 4.1.1.4). Der
Antikérper mAK K41 erkennt ein Epitop, dass reduzierenden Agentien gegeniliber empfindlich ist, und in der
groBen extrazellularen Doméne (large extracellular Loop, LEL) des CD9-Molekiils (siehe Kapitel 4.1.1.3)
lokalisiert ist. Die Tetraspaninmolekiile besitzen zwei unterschiedlich groRe extrazelluldre Schleifen, die kleine
extrazelluldre Schleifel (EC1) und die groBe EC2 (LEL; siehe Abbildung5.2), die mit Integrinen und Uber
verschiedene Signalwege mit dem Zellinneren in Kontakt steht.

Extrazellulre
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Tetraspanin ——

Transmembran-
domane

Abbildung 5.2: Schematische Struktur des CD9-Molekiils (nach Guangwei
et.al., JCB, 2006)

Zytoplasmatische

Seite NH, COOH

In den ausgefiihrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass monovalente Fab-Fragemente von K41, trotz
Quervernetzung durch sekundare Antikorper, zwar die LEL von CD9 erkennen kdnnen, aber nicht den Effekt der
Netzbildung induzieren. Dies lasst vermuten, dass die 3-dimensionale Struktur des bivalenten Antikorpers eine
gewisse Distanz oder einen Interaktionswinkel gewadhrleistet, der durch die Fab-Fragmente nicht mehr
vorhanden ist. Funktionelle Domanen und Epitope von CD9 wurden schon in friheren Veréffentlichungen
untersucht (Levy und Shoham et al., 2005; Cook et al., 2002; Gutierrez-Lopez et al., 2003). Dabei konnte gezeigt
werden, dass die LEL von CD9 ein Cystein-Cystein-Glycin-Motiv besitzt, das Uberwiegend mit assoziierten
Transmembranrezeptoren, wie [1-Integrin, interagiert und durch Aktivierungsstadien der assoziierten
Integrine beeinflusst wird. Somit wéare es auf Grundlage der ermittelten Daten moglich, dass der bivalente mAK
K41 aktiv ist, weil er zwei CD9-Molekile verbindet und dabei ein Homodimer formt. Zusatzlich scheint diese
Interaktion der LELs von CD9 mit mAK K41 zu bewirken, dass eine gewisse Konformation beibehalten wird. Da
aber CD9-Homodimere bereits von neu synthetisierten Proteinen im Golgi zusammengebaut werden und diese
eventuell als Basis fiir den Zusammenbau grofer, aus vielen Komponenten zusammengesetzter Tetraspanin-
Proteinkomplexe dienen (Kovalenko et al., 2004 und 2005), ist es vermutlich so, dass mAK K41 die bereits
existierenden Homodimere kreuzvernetzt, um Tetramere oder Multimere zu bilden.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die strukturelle und funktionelle Konsequenz der K41-Bindung
zu charakterisieren und dadurch mechanische Details der CD9-Aggregation und Bildung der mikrovilliartigen
Reifverschlussstrukturen an den Zellkontaktstellen aufzudecken. Die kausale Beziehung zwischen der
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Aggregation und der Bildung der mikrovillidhnlichen Ausstiilpungen bleibt ungeklart. CD9- und CD81-assoziierte
Transmembranrezeptoren wie Ewi-Proteine, Mitglieder einer neuen Subfamilie der Ig-Superfamilie (Charrin et
al., 2001; Stipp et al., 2001), kénnten Aufschluss Uber die Mechanismen geben. Sie enthalten basisch geladene
AS in der zytoplasmatischen Domane, die mit den Ezrin-Radixin-Moesin-Proteinen (ERM) wechselwirken und
als Verbindung zwischen den TEMs der Plasmamembran und dem Aktinzytoskelett dienen (Sala-Valdes et al.,
2006). Dabei befindet sich Ezrin beispielsweise auf Mikrovilli, wobei sich Moesin iberwiegend auf Filopodien
aufhalt und ebenso das Zytoskelett mit der Plasmamembran verbindet. In den vorliegenden Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass Ewi-F, was auf der Zelloberflache exprimiert wird, nach der mAK K41-Behandlung
mit CD9 an den Zellgrenzen in den Netzstrukturen kolokalisiert, was eventuell die Verbindung zum Zytoskelett
darstellt (siehe Kapitel 4.1.3.1). Allerdings wurden nach Versuchen mit siRNA gegen Ewi-F und einer daraus
folgenden starken Reduzierung der Ewi-F-Expression keine Auswirkungen auf die Ausbildung der mikrovilli-
artigen Reilverschlussstrukturen beobachtet (siehe Kapitel 4.1.3.2). Da es keinen Beweis dafiir gibt, dass die
Signaltransduktion bzw. das Umwandeln des Zytoskeletts fir die CD9-Aggregation verantwortlich ist, ist die
Antikorper-Interaktion an der Zelloberfliche vermutlich die treibende Kraft. Die hohen Antikérperkonzen-
trationen zwischen 5-15 ug/ml, die nétig sind, um das CD9-Clustern zu induzieren, unterstitzen diese
Vermutung.

Die Kolokalisation von CD9 mit anderen Tetraspaninmolekiilen wie CD63, CD81 und CD82 und Proteinen, wie
Ewi-F in K41l-induzierten Clustern, lasst vermuten, dass dieser Antikorper die gesamte Organisation der
Tetraspanine an der Oberflache beeinflussen kann. In infizierten Zellen kénnte das zu einer physikalischen
Trennung der viralen Fusionsmaschinerie von den Zellkontaktbereichen oder zu einem Einschluss bzw. einer
Aufnahme der Oberflachenproteine, abhdngig vom benutzten Virus, fihren. Die Zell-Zellfusion kann dabei in
der Ausbildung von Riesenzellen enden, wie das in vivo wahrend einer MV-Infektion beobachtet werden kann,
oder sie ist auf eine Mikrofusionspore oder virologische Synapse beschrankt. Da Viren in ihrem Wirt meist den
Weg der Zell-Zellfusion wahlen, kénnte CD9 einen wichtigen Platz in der viralen Pathogenese einnehmen.

Welche Rolle CD9 in der Virus-induzierten Fusion und in der viralen Ausbreitung von Zelle zu Zelle spielt, kann
anhand einiger Beispiele aufgezahlt werden. Interessanterweise wurden verschiedene Effekte fiir Antikorper
gegen CDY, die die Zellfusion von CDV, MV und HIV-1 betreffen, beschrieben. Wahrend einige Antikdrper gegen
CD81 und CD9 die HIV-induzierte Zellfusion erhéhen (Gordon-Alonso et al., 2006), zeigen andere Antikorper
wie K41 die Hemmung beim HIV-Budding und Entlassen viraler Partikel. Aktuelle Studien zeigen, dass in
T-Zellen und Makrophagen Tetraspanine am Zusammenbau und der Knospung von HIV an der Plasmamembran
teilnehmen. Die in dieser Doktorarbeit erhaltenen Ergebnisse konnen sehr schon die spezifischen Effekte der
CDV-induzierten Zellfusion zeigen. Zusatzlich konnte geklart werden, warum mAK K41 keinen Effekt auf die
MV-induzierte Zell-Zellfusion zu haben scheint. Die Daten zeigen, dass die strukturellen Verdanderungen der
Membran allein nicht die Virus-induzierte Zell-Zellfusion hemmen, da die Verlagerung des Virus entscheidend
ist. So kommt es bei CDV zu einem Ausschluss der viralen Proteine von den CD9-Netzstrukturen an den
Zellgrenzen, wahrend MV-Proteine weiterhin an den Zellgrenzen und innerhalb der Netzstrukturen zu finden
sind. Interessanterweise kolokalisieren bei CDV und MV die viralen Proteine im naturlichen, nicht K41-
vorbehandeltem Stadium der Zelle mit den CD9-Molekiilen (siehe Kapitel 4.1.4). In friiheren Untersuchungen
wurden chimére CDV/MV-Oberflachenproteine verwendet und es konnte gezeigt werden, dass die viralen
Hamagglutinine verantwortlich fir den spezifischen Hemmungseffekt der Zell-Zellfusion sind (Singethan et al.,
2006). Nachdem die viralen Hamagglutinine nicht direkt mit CD9 interagieren (Loffler et al., 1997) ist es
vorstellbar, dass die zelluldren Rezeptoren (CD46 fiir MV und unbekannt fir CDV) eine wichtige und
entscheidende Rolle bei der Vermittlung der beschriebenen Vorgénge spielen. So konnte die Exklusion der
viralen CDV-Proteine von den Zellgrenzen, wo die zelluldren Rezeptoren zu finden sind, durch die
beschriebenen mikrovilliartigen ReilBverschlussstrukturen verhindert werden. Andererseits kénnte auch die
Verdrangung der zelluldaren Rezeptoren durch die Bildung der CD9-Strukturen ein Grund fir die Hemmung der
Zell-Zellfusion sein.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen unterstreichen die Relevanz von CD9 fiir gesunde und pathogene
Zellfusionsprozesse und kdnnten neue Strategien erdffnen, um die Zell-Zell-Verbreitung oder das Entlassen
spezifischer Viren zu beeinflussen.

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit wurde ein Testsystem fiir die Untersuchung inhibitorischer Molekiile gegen
die Paramyxovirus-Fusion etabliert.

Der zweite Schritt eines viralen Zyklus nach der Rezeptor-Interaktion stellt die Fusion von Zellmembran mit der
Wirtszellmembran dar. Um eine Virus-Zellfusion oder eine Zell-Zellfusion zu induzieren, sind zwei
Oberflachenproteine der Paramyxoviren notwendig und ausreichend: das F- und H-Protein bei MV und CDV
bzw. das F- und G-Protein bei NiV. Dabei ist das F-Protein fiir die Fusion nach der Interaktion des H- bzw.
G-Proteins mit dem zelluldren Rezeptor verantwortlich (Dutch et al., 2000; Morrison, 2003) und der
Mechanismus der Fusion in mehrere Ereignisse unterteilt. Nach der Aktivierung wird das Paramyxovirus F-
Protein einer starken strukturellen Umordnung von einer hochenergetischen Konformation vor der Fusion zu
einer niederenergetischen Haarnadelschleifenstruktur am Ende des Fusionsvorganges unterzogen (Lamb et al.,
2006). Dabei wird die virale und zelluldre oder nur die zelluldren Membranen benachbarter Zellen
zusammengezogen, wobei diese fusionieren, was es dem Virus erlaubt in die Zelle einzudringen oder sich von
Zelle zu Zelle auszubreiten. In diesem Prozess spielen zwei Heptad-repeat-Regionen (HRA und HRB), die
gemeinsam einen Teil der F-Proteinstruktur bilden, eine wichtige Rolle, deren Auf- und Umbau stark mit der
Membranfusion verkniipft ist (Baker et al., 1999). Der zentrale Vorgang bei den irreversiblen Proteinfaltungs-
prozessen ist folglich die Umordnung der HRA-Regionen von einer gefalteten, gefederten Form zu einer
gespulten coiled-coil Struktur. HRA-Regionen helfen dem Fusionspeptid sich bis zur Aktivierung seitlich des
Molekdls zu positionieren. Dabei werden zuerst Wechselwirkungen innerhalb des Fusionsproteins der Heptad-
repeat-Region B (Stiel-Region; HRB oder HR2) mit der entsprechenden Doméane der Kopfregion, in der sich auch
die Heptad-repeat-Region A (Kopf-Region; HRA oder HR1) befindet, aufgehoben (siehe Abbildung 5.3). Aus
dieser offenen Konformation der drei Helices von HRB wird durch weitere Umstrukturierungen des Proteins die
Ausbildung einer Vorlaufer-Haarnadelstruktur von HRA favorisiert, die damit das Fusionspeptid in Kontakt mit
der Zellmembran bringt und somit dessen Penetration realisiert. Des Weiteren fuhrt die Anndherung der
beiden haarnadelférmigen Domanen von HRA und HRB dazu, dass sich auch das Transmembranpeptid in der
Virusmembran und das Fusionspeptid in der Wirtszellmembran anndhern, was letztendlich zur tatsichlichen
Fusion fihrt. Im Post-Fusionszustand ist die Membranverschmelzung schliefllich vollendet und das F-Protein
liegt in der 6-Helix-Biindel-Konformation (HB6) vor (siehe Abbildung 5.3).
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Wahrend des gesamten Fusionsprozesses werden die HR-Regionen schrittweise immer wieder exponiert bzw.
umgefaltet. Da die Adsorption und Penetration des Virus Schlisselschritte in der viralen Infektion sind, stellen
gerade solche Fusionsintermediate potentielle Ziele zur Inhibitorentwicklung dar. Daher wurden Peptide, die
die HRA- und HRB-Regionen imitieren, als Inhibitoren der F-vermittelten Membranfusion (Bossart et al., 2005;
Lambert et al., 1996; Russell et al., 2001) entwickelt, wie beispielsweise Substanzen gegen das HIV Typl gp41-
Protein (Chan et al., 1997; He et al., 2003). Dabei binden HRA-abstammende Substanzen vermutlich in einem
frihen Stadium eines F-Proteinintemediats, wdahrend HRB-abstammende Substanzen die HRA-Prehairpin-
Intermediate binden (Russell et al., 2001 und 2003). In beiden Fallen verhindert die Interaktion der von den
Heptad-repeat-Regionen abstammenden Substanzen mit der komplementdren HR-Region des F-Proteins die
Bildung der Haarnadelstruktur, die fiir die Membranfusion essentiell ist (Melikyan et al., 2000; Paterson et al.,
1993). HRB-abstammende Peptide sind meist kiirzer, 16slicher und ca. 1.000 Mal wirksamer als HRA-abstam-
mende Peptide (Eckert und Kim, 2001). Deshalb wird in antiviralen Strategien oft auf HRB-imitierende Peptide
zuriickgegriffen oder auf kleine Molekiile, die die HRA-Region im coiled-coil Haarnadelschleifen-Intermediat
angreifen und daher ebenso wirksam sind. Da Peptide aber meist schwer zu l6sen bzw. aufzureinigen sind,
werden verstarkte Bemiihungen zu nicht-peptidischen, kleinen, leicht zu synthetisierenden Molekilen
unternommen, die Uber eine gute Loslichkeit und Stabilitdt verfigen sollen.

Dabei gibt es fir die Entwicklung solcher viraler Penetrationsinhibitoren meist zwei prinzipielle Ansatzpunkte,
wobei die einen mit dem Virus-Rezeptor bzw. dem Co-Rezeptor direkt interagieren (HIV-Inhibitor BMS-378806;
Rusconi et al., 2007; Review) und sich in deren Bindungstasche einlagern oder solche, die mit unterschiedlichen
Stadien des Fusionsproteins interagieren. Diese unterteilen sich in Inhibitoren, die die ablaufenden Konfor-
mationsanderungen in frithen Stadien der Fusion storen oder unterbinden (MV: OX-1, AS-48; Plemper et al.,
2005) oder die Ausbildung der 6HB-Struktur in einem spaten Stadium des Fusionsprozesses verhindern oder
destabilisieren (HIV: T-20; Qureshi et al., 1990). Somit kann mit dem Einsatz entsprechend geeigneter Peptide
der Fusionsvorgang in verschiedenen Stadien und auf unterschiedlichen Ebenen inhibiert werden. Werden
HRA-abgeleitete Substanzen in einem friihen Fusionsstadium verwendet, interagieren diese mit den
vorhandenen HRB-Domanen. In einem spateren Stadium hingegen kénnen durch die Gabe von HRA- bzw. HRB-
abgeleiteten Substanzen durch Interferenz mit den entsprechenden Zielstrukturen die Konformations-
anderungen und so die Funktionsfahigkeit des Fusionsproteins unterbunden werden. Ebenso gibt es spezielle
peptidische Strukturen (z. B. Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH), die vermutlich in der Lage sind, sich in die Membran der
Zielzelle zu integrieren und so die Einlagerung des Fusionspeptides abzuwenden. Zum anderen kénnen in High-
throughput-screenings (HTS) Verbindungen gegen nicht-attenuierte MV-WT-Stdmme und deren verschiedenen
Phasen im viralen Zyklus, die sich vom viralen Eintritt zum Zusammenbau des Viruspartikels erstrecken,
untersucht werden (Yoon et al., 2008).

Basierend auf der strukturellen Ahnlichkeit von F-Proteinen der Paramyxoviren wurden drei veréffentlichte
Masern-Virus-Inhibitoren verwendet, um diese als Grundlage fiir ein virtuelles Screening des MDL Drug Data
Reports (2005) zu nutzen. Dabei handelte es sich um die Substanzen Ox-1, AM-2 und AS-48 (Plemper et al.,
2004 und 2005). Nach einer 3-D Suche mit dem Programm OpenEye ROCS, das auf der Darstellung von
molekularen Oberflichen fiir die schnelle Uberlagerung von Molekiilen nach GauR beruht, konnte eine
Grundsubstanz ermittelt werden, die von der molekularen Form und dem Pharmakophor eine starke Ahnlich-
keit mit den zuvor erwdhnten Inhibitoren aufwies (Zusammenarbeit mit K.Baumann, Technische Universitat,
Braunschweig und U.Holzgrabe, Pharmazie, Wiirzburg). Dabei handelte es sich um ein B-Ketocarbonsdureamid,
was als wichtiges Strukturelement fur die antivirale Wirkung ein 4-Chinolon-3-carboxamid-Derivat besitzt.
Diese wurden am Institut fir Pharmazie an der Universitat Wirzburg als Gerist fiir das Design einer Bibliothek
von Substanzen genutzt, um in Fusions-Assays mit MV, CDV und NiV untersucht zu werden (siehe
Abbildung 5.4).
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In den vorliegenden Untersuchungen wurden folglich Verbindungen der Chinolon-Substanzgruppe untersucht,
die mit der Bindungstasche der HRA-Region wechselwirken. Chinolone sind bereits als Verbindungen bekannt,
die beispielsweise die DNA-Topoisomerasen angreifen und chemisch mit der Substanzklasse der Antibiotika
verwandt sind. Sie kamen bisher nur fir die Hemmung bakterieller Reproduktion zum Einsatz, wo sie
beispielweise das flr Bakterien essentielle negative Supercoiling der DNA verhindern. So konnte das
Medikament Chloroquin entwickelt werden, das zur Behandlung und Vorbeugung schon seit den 50er Jahren
gegen Malaria eingesetzt wird. Die nach der Synthese erhaltenen Substanzen mit verschiedenen
Substitutionen, basierend auf dem 4-Chinolon-3-carboxamid-Derivat (Ubersicht siehe Tabelle 4.2.1), sowie
weitere Verbindungen wurden schlieBlich im Rahmen dieser Doktorarbeit in MV- und CDV-Fusions-Assays
getestet und letztlich auf den NiV-Fusions-Assay Uibertragen. Da die kleinen Inhibitormolekiile vor ihrem Einsatz
auf ihre Vertraglichkeit getestet wurden, konnte festgestellt werden, dass im Fall aller Chinolone, mit
Ausnahme der GH-Substanzvarianten, die Zytotoxizitdt in Konzentrationen bis zu 4 uM sehr gering war (siehe
Kapitel 4.2.1). Die GH-Substanzgruppe hingegen konnte auch in héheren Konzentrationen verwendet werden,
da hier keine toxischen Auswirkungen auf die Zellen zu erkennen waren. Da die gesamten getesteten
Substanzen vor der Erstellung dosisabhangiger Wirkungskurven in verschiedenen Konzentrationen zwischen
10 UM und 200 uM zur Einschatzung ihrer Hemmungsaktivitdt getestet worden waren, sind daher alle hier
nicht erwahnten Komponenten inaktiv oder zytotoxisch.

Unter den aktivsten Inhibitoren gegen die pCG-CDV-F und -H sowie pCG-MV-F und -H induzierte Fusion waren
QED15A - 12, QED6 - 8, QD2 - 3 und QED15B - 12 (siehe Kapitel 4.2.2 und 4.2.3). Letzere beiden zeigten in der
CDV-induzierten Fusion in Transfektions-Assays allerdings nicht die gleiche inhibitorische Wirkung wie bei der
MV-Fusion. Ungeachtet dessen waren die Maximalwerte der Inhibition von ca. 80 % mit QED6 - 8 bei der CDV-
Transfektion und die von MV bei QD2 - 3 und QED6 - 8 bei knapp unter 80 % mit jeweils 4 uM unter dem Wert
der Referenzsubstanz Ox-1, die urspriinglich als Basis zur Entwicklung der anderen Substanzen gedient hatte.
Hier konnten im Fall der CDV-Transfektion eine Fusionsinhibition von 60 % und bei MV von knapp 80 % mit nur
1 uM erzielt werden. Somit war Ox-1 eindeutig die starkste inhibitorische Substanz in CDV- als auch in MV-
Transfektionen. Weiterhin wurde bei der Untersuchung der GH-Substanzen festgestellt, dass GHO2 im
Vergleich zu GH36 (die Referenzsubstanz AS-48) sowohl in CDV- als auch in MV-Transfektions-Assays starkere
Inhibition zeigen konnte, allerdings in sehr hohen Konzentrationen von bis zu 20 uM ihr Inhibitionsmaximum
von ca. 90 % erreichte. Da AS-48, eine Leitstruktur der dritten Generation von Ox-1 abstammend, zwar an
Stabilitat im Vergleich zu Ox-1 oder AM-4 (zweite Generation) gewann, dafiir aber gleichzeitig auch an Aktivitat
verlor (Plemper et al., 2005), ist dies eine durchaus plausible Erkldrung fiir die recht niedrige Hemmungs-
aktivitdt bei geringeren Konzentrationen. In Immunfluoreszenzfarbungen konnten die Ergebnisse der
dosisabhdngigen Wirkungskurven bestatigt werden (siehe Kapitel 4.2.2.2 und 4.3.2.2). Die Daten konnten
teilweise fir infektises Virus bestdtigt werden, da die als bisher wirksam eingestuften Inhibitoren in
Infektions-Assays untersucht wurden. So konnten fiir die CDV-Infektion QED15B - 12 und QED6 - 8 mit 4 uM
eine Hemmung von knapp 60 - 70 % induzieren, wobei Referenzsubstanz 1 (Ox-1) mit einer Konzentration von
nur 1 uM dieselbe Inhibition verursachen konnte. Hier ist zu beobachten, dass bei der CDV-Infektion so wie bei
beiden Ansdtzen mit MV-Edm und MV-WT (IC323) Ox-1 als die am besten hemmende Verbindung getestet
wurde, wobei diese hier noch in Konzentrationen von 2 uM eingesetzt werden konnte ohne, wie bisher im
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Transfektions-System, toxisch zu wirken. Dies konnte mit dem Zusammenspiel von Transfektionsreagenz und
Ox-1 im Zusammenhang stehen, was in Transfektions-Assays in Kombination wohl zu einer erhéhten Toxizitat
flhren kann. Da das Transfektionsreagenz alleine in Zusammenhang mit DMSO bereits als vertraglich fur die
Zellen getestet wurde, konnte diese Moglichkeit fiir den Grund der Zelltoxizitat ausgeschlossen werden (siehe
Abbildung 4.2.1.1). Weiterhin war bei MV-Edm-Infektionen und MV-WT (1C323)-Infektionen QED15B - 12 der
beste Inhibitor, wahrend in letzterer ebenfalls QED6 - 8 als inhibierende Verbindung gegen die Fusion des MV-
WT ihre Wirkung entfalten konnte. Abschlieend ist zu sagen, dass sich die Ergebnisse der Transfektionen zum
groRten Teil in den Infektionen bestdtigten und die Substanzen QED15B - 12 und QED6 - 8 neben der am
besten wirkenden, bereits veroffentlichten Ox-1-Verbindung die CDV- und MV-Fusion inhibieren konnten.

Basierend auf den Untersuchungen der MV- und CDV-Fusion konnten die nun bereits als wirksam getesteten
Verbindungen in der Nipah-Virus-induzierten Fusion eingesetzt werden. Hierbei waren QED15B-12 und
QED15A - 12 die am starksten fusionsinhibierenden Substanzen (siehe Abbildung 5.5) so wie QD2 -3 und
QEDEG6 - 8 Inhibitoren, die im mittleren Bereich ihr Wirkungsspektrum hatten (ca. 50 % Inhibition). Somit
konnten die Ergebnisse aus den bisherigen Untersuchungen der anderen Paramyxoviren bestatigt werden,
allerdings mit der Ausnahme, dass Ox-1 hier in niedrigen Konzentrationen bis zu 1 uM keinen Effekt auf die
Nipah-Fusion hatte.
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SchlieBlich wurden in Immunfluoreszenzfarbungen die Ergebnisse bestdtigt (siehe Kapitel 4.2.4.2) und in
Infektions-Assays die Inhibitoren auf ihre Aktivitdt unter Bedingungen getestet, die eher dem natirlichen
Zustand entsprechen. Dabei bestatigte sich, dass QED15B - 12 so wie QED15A - 12 die am starksten wirkenden
Inhibitoren mit einer Fusionsinhibition von bis zu knapp 70 % waren. Ebenfalls zu bemerken ist, dass Refl
(Ox-1) in der Infektion wiederum in héheren Konzentrationen eingesetzt werden konnte, was zur Folge hatte,
dass sich auch hier die Aktivitdt der Verbindung bestétigte. Diese konnte, so wie die Chinolone QED15B - 12
und QED15A - 12, in Konzentrationen von 4 uM ihre Hemmungseffekte gegen die Nipah-Virus Fusion entfalten.
Sie war aber nicht, wie in allen anderen Versuchen gezeigt, in niedrigen Konzentrationen der bessere Inhibitor,
da diese Eigenschaft eindeutig den Chinolon-Derivaten zugesprochen werden konnte (siehe Kapitel 4.2.4.3).
Die GH-Substanzen zeigten in Transfektions-Assays im Vergleich keine Inhibition der Vektor-induzierten NiV-
Fusion und wurden daher nicht in den aufwandigen Infektions-Assays unter BSL-4-Bedingungen getestet.

In einem von der Kristallstruktur des Newcastle-Disease-Virus (NDV) abgeleiteten Homologiemodell des
Masern-Fusionsproteins konnte eine potentielle Bindetasche im unteren Bereich der Kopfregion fir MV
identifiziert werden (Plemper et al., 2004; siehe Abbildung 5.6). Nach weiteren Untersuchungen zeigte sich,
dass die Dbeteiligten Aminosduren, insbesondere Valin (V94), durch gegenseitige Wechselwirkungen
entscheidend in die Konformationsdnderungen eingebunden und so direkt an der Virus-Penetration in die
Wirtszelle beteiligt sind. Als folgerichtig erwies sich auch, dass bereits der Austausch einzelner Aminosauren,
wodurch die Ladungs- bzw. Elektronendichteverteilung innerhalb der Bindetasche verdndert wurde, zu einem
starken Einfluss auf die Fusionsaktivitdt der entsprechenden Mutanten fiihrte (Plemper et al., 2004). Somit
stellte diese Mikrodomane ein geeignetes potentielles Ziel fiir kleine, nicht-peptidische Wirkstoffe dar.
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Abbildung 5.6: (A) Darstellung der Struktur des Fusionsproteins der Paramyxoviren (Homologie-Modell von NDV) mit
Bindungstasche. (B) Detailansicht und Lage der Bindungstasche, die aus den Aminosauren V94, P224, R268, 1225, 1269,
L257, T270 der Heptad-repeat-Regionen (HR) gebildet wird (modifiziert nach Plemper et al., 2004).

Im Laufe der Substanzuntersuchungen wurde ebenfalls eine Bindungstasche fiir das Nipah-Virus aufgedeckt (Xu
et al., 2008) (siehe Abbildung 5.6). Hierbei handelte es sich um die Kristallstruktur des postfusionalen coiled-
coil Trimers von NiV, die genutzt werden konnte, um die Bindungsweise fiir die biologisch aktive
Substanzgruppe der Chinolone an der Technischen Universitdt Braunschweig untersuchen zu lassen. Dabei
wurde die Ubergangskonformation von HRA und HRB analysiert, die fiir die Interaktion beider Regionen als
essentiell betrachtet wird. Hier wurden hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren 1474, L481
und V484 in der HRB-Region und den korrespondierenden hydrophoben Taschen der HRA aufgedeckt. Diese
interagieren im Fusionsprozess miteinander und machen diesen als solchen erst moglich, was auch schon in
vorherigen Untersuchungen festgestellt worden war (Cianci et al.,, 2005). Schlieflich wird die
korrespondierende Region des HRA (graue Oberfliche) als Bindungstasche fir den anschlieBenden
Interaktions-Prozess mit HRB verwendet (griine Struktur siehe Abbildung 5.7 A). Ferner konnte gezeigt werden,
dass die wirksame Substanz QED15A - 12 in der Nipah-Fusion hervorragend mit der Bindungstasche von HRA
interagieren kann (5.7 B). Speziell der substituierte Fluorophenylester ersetzt AS1474 in der groRen
hydrophoben Bindungsstelle, der Cyclopropylrest stellt einen bioisosterischen Ersatz fiir AS L481 dar und das
Piperidin ersetzt sehr effektiv AS V484. Im Vergleich dazu zeigt der Inhibitor QED6 - 11, der auch in die
Bindungstasche passt, allerdings kleiner ist und eine andere Geometrie besitzt, dass er sich der hydrophoben
Bindungstasche nicht so gut zuwenden kann (5.7 C). Alle anderen Substanzen interagieren kaum oder gar nicht
mit der Bindungstasche, da sie alle keinen gesattigten Heterozyklus an Position 7 besitzen.

138



Diskussion

Abbildung 5.7: (A) Essentielle hydrophobe Interaktionen zwischen HRB (griin) und HRA (graue Oberflache). Das Binden der
Aminosduren 1474, L481 und V484 in den hydrophoben Regionen von HRA (rote Bereiche) ist fiir die NiV-Fusion notwendig.
(B) Vorhergesagte strukturelle Bindungsweise von QED15A - 12 in die Bindungstasche des NiV F-Proteins. Die Seitenketten
stellen eine bioisosterische Stellvertretung der HRB-Aminosauren (griin) dar, die fir die Wechselwirkung von HRA- und
HRB-Regionen essentiell sind. (C) Vorhersage der Bindungsweise der nicht hemmenden Substanz QED6 - 11. Wegen der
starken Bindung des Trifluormethyl-Restes in der oberen hydrophoben Region (V484) kann die untere hydrophobe Seite
(1474) nicht gebunden werden. (Modell der Bindungstasche basiert auf Kristallstruktur nach Xu et al., 2008).

Das Unterbinden der Verschmelzung von Virus- und Wirtszelle bietet somit einen attraktiven Ansatzpunkt zur
Entwicklung kleiner Molekiile zum Eingriff in die primaren Infektionsschritte von Viren. Inhibitoren gegen die
Membranfusion, die die Virusreplikation blocken kénnen, konnten bereits als klinische Mittel zum Einsatz
kommen. So konnte das aus der HRB-Region abstammende Peptid des HIV gp41-Proteins (T-20, Enfuvirtide)
erfolgreich als erster HIV-Fusionsinhibitor (Fuzeon®) und als medikamentdse Behandlung in Kombination mit
anderen Therapien gegen HIV eingesetzt werden (Greenberg et al., 2004). T-20 verhindert das Eindringen bzw.
die Membranverschmelzung, indem er die Aktivitdt der HRB-Region imitiert und somit kompetitiv die zweite
Heptad-repeat-Region HRA bindet. So stort dieser Inhibitor die Interaktion zwischen HRA und HRB, die absolut
notwendig fiir die Konformationsdanderungen des Fusionsproteins und somit fiir den gesamten Fusionsprozess
sind. HRB-abstammende Molekiile konnen die Virus- Zellmembranfusion blockieren, indem sie das HRA coiled-
coil-Pre-Haarnadelschleifenintermediat des F-Proteins binden und so die Ausbildung der fusogenen
Haarnadelschleife verhindern (Russell et al., 2003). Ein kleines Molekil, das entworfen wurde, um in der
Proteinmulde der HRA coiled-coil-Region zu binden, inhibiert beispielsweise die Replikation des
respiratorischen Syncytial-Virus (RSV; Cianci et al., 2004). Werden verschiedene konservative Mutationen in
den Seitenketten der HR-Regionen eingefiigt, kann das Virus trotzdem noch eine effiziente Virusreplikation und
Membranfusion induzieren (Lugue und Russell, 2007). Wenn das der Fall ist, kdnnen Resistenzen gegeniber
diesen Mutationen in der HRA-Region des F-Proteins auftreten, wie diese beispielsweise beim gp41-Protein
nach T-20-Behandlung aufgetreten sind (Lu et al., 2004; Reeves et al., 2005). Obwohl der Mechanismus der
Resistenzen bisher noch nicht geklart ist, ist dies ein Punkt, der in dem etablierten Projekt noch zu untersuchen
bleibt.

Normalerweise inhibieren HR-abstammende Molekiile speziell nur die Membranfusion, die durch das F-Protein
vermittelt wird, aus dessen Strukturen sie abgeleitet wurden (Lamb et al., 2001). Allerdings wurde auch schon
die Inhibition von stark verwandten F-Proteinen gezeigt (Bossart et al., 2005) und ein HRB-abstammendes
Peptid des humanen Parainfluenzavirus Typ 3 (hPIV3) konnte als Inhibitor gegen die Hendra-Virus-Fusion
eingesetzt werden (Porotto et al., 2006). Dabei ist der Mechanismus der Kreuzreaktivitdt allerdings bisher
ungeklart. In den vorliegen Untersuchungen konnte dennoch gezeigt werden, dass Molekiile wie QED15B - 12
und QED15A - 12 oder QED6 - 8 und QD2 - 3, die sich in der MV- und CDV-induzierten Fusion teilweise als sehr
wirksam herausstellten, auch zum Teil auf die NiV-Fusion wirken konnten. Somit kénnte die Basisstruktur der
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Chinolone nicht nur fir die Weiterentwicklung der NiV-Inhibitoren genutzt werden, sondern auch die
Grundlage fiir Untersuchungen bei anderen Paramyxoviren bilden.

Der Vergleich von NiV- mit auf MV- bzw. CDV-basierenden Zellfusionsexperimenten deckte zum einen auf, dass
Ox-1 ein MV-spezifischer Inhibitor ist, der auch bei CDV seine hemmende Wirkung entfalten kann, wadhrend
QED15A-12 und QED15B- 12 sehr NiV-spezifische Inhibitoren sind. Hingegen konnte QED6 -8 alle drei
Virustypen und QD2 - 3 Nipah- und Masernviren mit einer mittleren Effizienz hemmen. Um die prasentierten
Daten unter maoglichst ,natiirlichen Umstdnden” zu untersuchen, wurden diese Hemmstoffe in Infektions-
Assays getestet, wobei gezeigt werden konnte, dass die inhibitorische Aktivitat der Verbindungen ebenfalls im
Kontext mit dem kompletten infektiosen Virus besteht. AbschlieRend ist festzustellen, dass diese Studie der
kleinen Inhibitormolekiile eine Klasse von vielversprechenden Chinolon-Derivaten hervorbrachte, die in die
Bindungstasche des Nipah-Virus passen und so die NiV-induzierte Fusion inhibieren kdnnen (Niedermeier S.
und Singethan K. et al. 2008, zur Verdoffentlichung eingereicht).

Im dritten Teil der vorliegenden Untersuchungen sollten gegen die Dengue-Virus-Infektion entwickelten
Peptide auf ihre Fahigkeit zur Inhibition getestet werden, wobei dazu die Etablierung eines Virus-Zell-
Aufnahmetests Voraussetzung war. Da keine spezifische Therapie gegen DENV existiert und eine Erkrankung
mit DENV nicht vor einer Neuinfektion mit anderen Serotypen schiitzt (siehe Kapitel 1.3, Antibody dependent
enhancement), war es bisher nicht moglich, erfolgreiche Impfstoffe gegen DENV zu entwickeln. Daher ist die
Entwicklung von Therapeutika auf Basis von Inhibitoren umso bedeutsamer.

Virale Fusionsproteine vermitteln den Zelleintritt, indem sie verschiedene Konformationsdnderungen
bewerkstelligen, die anschlieRend zur Fusion der viralen mit der zelluldren Membran fiihren. Dabei besitzen
Klasse I-Fusionsproteine, wie die der Paramyxoviren oder des HI-Virus, zwei a-Helices, im Gegensatz zu den
B-Faltblattstrukturen von Klasse ll-Fusionsproteinen von Flavi- und Alphaviren. Fir die Inhibition der
strukturellen Umlagerung von Fusionsproteinen der Klasse | wurden beispielsweise Peptide entwickelt, die, wie
schon erwahnt, Teile der a-Helices imitierten und so die Infektion verhindern konnten (Qureshi et al., 1990).
Zusatzlich wurden auch N- und C-Helix-Peptide gegen das HIV-Fusionspeptid gp41 entwickelt (Wild et al., 1994;
Wild et al., 1993). Obwohl betrachtliche Unterschiede zu den Fusionsproteinen der Klasse Il, zu denen das
DENV-E-Protein gehort, bestehen, wurde bestéatigt, dass auch diese Proteine wahrend der Membranfusion
starken Konformationsdanderungen unterliegen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Peptide, die Teile der
Fusionsproteine imitieren, wie DN59 gegen DENV oder WN83 gegen das West-Nil-Virus, die Virusfusion im
Anfangsstadium inhibieren und somit zu der Entwicklung antiviraler Agentien flihren kénnten (Hrobowski et al.,
2005). DN59 ist ein 33 AS langes Peptid und stammt aus der Stammdomane von DENV, wadhrend WN83 die
WNV Domane llb des E-Fusionsproteins imitiert. Sie wechselwirken mit der Struktur der E-Proteine und deren
Konformationsintermediaten oder mit den Stadien, die fur die Interaktion mit der Membran verantwortlich
sind, sie inhibieren somit den Fusionsprozess. Deshalb sollten auf Basis des bereits verdffentlichten DN59-
Inhibitors (Hrobowski et al., 2005) kleine Peptide synthetisiert werden, die eine Hemmung der DENV-Aufnahme
moglich machen konnten.

Weiterhin sollten nach Etablierung eines geeigneten Testsystems Molekiile entwickelt werden, die in die
bereits durch Strukturanalysen des Dengue-Virus-Hillproteins postulierte Bindungstasche fiir das kleine
Molekdl n-Octyl-b-D-glucoside passen und somit ebenso die DENV-Fusion hemmen (Modis et al., 2003). Diese
beiden Synthesestrategien sollten verfolgt werden, um Peptide gegen das Hiillprotein zu entwickeln. Da bisher
Uberwiegend nur die Stadien der flaviviralen und alphaviralen Oberflachenproteine vor der Fusion untersucht
wurden (Lescar et al., 2001; Rey et al., 1995; Li et al., 2008), gibt es wenig Informationen lber die Konforma-
tionsdnderungen nach dem Beginn des Fusionsprozesses (Modis et al., 2003; Yu et al., 2008). Hierzu sollten
auch strukturelle Gemeinsamkeiten sowie Informationen tiber verschiedene Konformationsstadien der viralen
Fusionsproteine der Klasse Il genutzt werden, um kleine Molekiile als Inhibitoren verwandter Viren zunachst zu
entwickeln und dann in Zellkultur zu testen (Kuhn et al., 2002, Zhang et al., 2004). So wie in Klasse I-
Fusionsproteinen fiihrt auch in Klasse Il-Proteinen eine proteolytische Spaltung (vom prM- zum M-Protein) zu
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einem reifen Virion, mit einem fir die Fusion bereiten Fusionsprotein in einer metastabilen Konformation.
Somit ist es durchaus denkbar, dass auch hier verschiedene Konformationsintermediate im Fusionsprozess das
E-Protein zu einem moglichen Ziel fir inhibitorische Peptide machen. So wurden fir die bevorstehenden Unter-
suchungen am Institut fir Pharmazie in Wirzburg die ersten Peptide Den01, Den02, Den03 und DenO4a
synthetisiert (Zusammenarbeit mit Prof. Dr.T. Schirmeister). Hierzu wurden Teile des Inhibitors DN59 in
verschiedene kleine Peptide unterteilt, wobei Verbindungen entstanden, die stlickchenweise auf der AS-
Sequenz des DN59-Inhibitors beruhten (siehe Kapitel 2.11). Da Flaviviren durch Rezeptor-vermittelte pH-
induzierte (im Endosom) Fusion der viralen mit der zellularen Membran aufgenommen werden (Schneider-
Schaulies et al., 2000) und das Arbeiten mit infektiosen Dengue-Viren nur unter BSL-3-Bedingungen erfolgen
kann, sollte eine Moglichkeit gefunden werden, die Hemmung des Fusionsproteins E in einem anderen
Testsystem als dem der DENV-vermittelten Membranfusion bei der Virusinfektion zu untersuchen. Daher war
das Ziel, ein auf pseudotypisierten Retroviren etabliertes Testsystem zu entwickeln, bei dem die Hemmung der
Transduktion der DENV-E-tragenden retroviralen Partikel durch Verwendung der zur Verfligung stehenden
Inhibitoren gezeigt werden sollte. So sollte das Hillprotein des Dengue-Virus, das allein fiir die Fusion der
Wirtszell- mit der Virusmembran verantwortlich ist, und ein zusatzliches Indikatorgen in die Kulturzellen
eingebracht werden, um auf diese Weise unter BSL-2-Bedingungen arbeiten zu kénnen.

Da berichtet wurde, dass von Zellen, die mit Vektoren transfiziert wurden, die das prM+E-Protein des Tick-
Borne-Encephalitis-Virus tragen, Virus-dhnliche Partikel sezerniert werden (Gehrke et al., 2003), sollte ein
dhnlicher Ansatz auch fiir das Dengue-Virus erfolgen. Daher sollten Expressionsplasmide hergestellt werden,
die fur prM+E codierten und diese wiederum in einem System mit Plasmiden eingesetzt werden, die fiir gagpol
des murinen Leukdmievirus (pHit60, Soneoka et al., 1995) und fir ein LTR-flankiertes eGFP kodieren. Wiirden
auf diese Weise pseudotypisierte retrovirale Partikel entstehen, die das Hiillprotein des DENV und ein
verkirztes retrovirales Genom mit der Expressionskassette eGFP enthalten, dann wirden diese durch die
,Pseudo-Virus-Zellmembranfusion®, also der Transduktion, von Kulturzellen aufgenommen, eGFP synthetisiert
und die Zellen so fluoreszieren. Die Wirkung potentieller Inhibitoren kénnte so unter BSL-2-Bedingungen
untersucht und durch die Messung der fluoreszierenden transduzierten Zellen quantifiziert werden. Das
pseudotypisierte Virus selbst ist, aufgrund des gekiirzten Genoms, nicht weiter vermehrungsfahig, ermoglicht
aber das Screening vieler potentieller Inhibitoren der Virus-Zellfusion.

Daher bestanden die Ansdtze zur Etablierung des pseudotypisierten retroviralen Testsystems zuerst einmal
darin, Plasmide herzustellen, die die Hillproteine der DENV 2 - 4-Proteine exprimieren, um diese somit als
Expressionsvektoren fiir die Herstellung pseudotypisierter retroviraler DENV-Partikel nutzbar zu machen. Dazu
wurden die Sequenzen der prM+E-Proteine von DENV 2 -4 aus pMT-Vektoren ausgeschnitten und in pCG-
Vektoren kloniert. Der Grund fiir die Verwendung der prM-Sequenz bestand darin, dass die carboxyterminale
Region des E-Proteins nur mit Hilfe des M-Proteins in die Membran verankert werden kann. Zuséatzlich hat das
M-Protein die Aufgabe eines Art Platzhalters, der fur die korrekte Faltung des Proteins verantwortlich ist. Nach
mehrfachen Klonierungsansatzen war es méglich, von DENV 3 das E-Protein in einen pCG-Klon zu erhalten, der
das E-Protein auf den transfizierten Zellen exprimierte (siehe Kapitel 4.3.1.5). Wahrend die Expression des
DENV 3 E-Proteins in Vero-Zellen eher im niedrigeren Bereich lag, konnte die Expression in 293T-Zellen nach
Immunfluoreszenzfarbungen als ausreichend fiir den Versuch, pseudotypisierte retrovirale Partikel zu erstellen,
eingeschatzt werden. Daher sollte dieses Expressionsplasmid nun in 293T-Zellen fir die ersten Ansdtze zur
Bildung pseudotypisierter retroviraler DENV-Partikel genutzt werden, doch es zeigte sich, dass es nach
Transfektion nicht moglich war, solche Partikel in geeigneter Menge zu erhalten, um das Testsystem etablieren
zu kdénnen. Die niedrigen Werte der erhaltenen Partikelliberstdnde nach Titration, in denen transduzierte
Zellen nur in Verdinnungen von 1 :5 nachzuweisen waren, wiesen darauf hin, dass der Zusammenbau und
Einbau des Indikatorgenoms in die Partikel im Vergleich zu den Kontrollen nicht funktionierte. Denn in
Kontrollen, in denen die mit MV-F- und -H-tragenden Partikel transduziert worden waren, konnten in Verdin-
nungen von bis zu 1: 3125 erfolgreich transduzierte Zellen beobachtet werden bzw. mit dem urspriinglichen
Plasmid aus dem retroviralen Testsystem, das fiir VSV-G codiert, in Verdlinnungen von bis zu 10”. In Ansitzen
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hingegen, in denen die verwendeten Ausgangsplasmide pMT-DV2 - 4 verwendet wurden, die jedoch keine
nachweisbare E-Proteinexpression gezeigt hatten (siehe Kapitel 4.3.2), konnten ebenfalls vereinzelt
transduzierte Zellen bis zu Verdiinnungen von 1:25 beobachtet werden (siehe Kapitel 4.3.2.). Ob diese
eventuell durch pseudotypisierte retrovirale Partikel entstanden waren, die nur das eGFP-Plasmid
aufgenommen hatten, ist auszuschlielen, da die Partikel ohne Oberflachenprotein theoretisch keine Zellen
transduzieren kdnnen bzw. erst gar nicht entstehen. Warum es also zu diesem Phdanomen kam, ist bisher
unklar. Fest steht, dass mit unveranderten DENV-Hiillproteinen die Etablierung dieses Testsystems nicht
moglich war.

Daher wurden drei weitere Klonierungsschritte unternommen, um eine bessere Expression des DENV 3
E-Proteins bzw. Verpackung des Indikatorgenoms zu erreichen. Hierzu wurden verschiedenen Strategien
verfolgt, die es ermdglichen sollten, durch Kombinationen verschiedener Teile des E-Proteins herauszufinden,
welche Regionen fiir die Expression des E-Proteins essentiell waren und dies somit zu einer erhdhten
Expression fiihren kdnnte. Dazu wurden verschiedene Teile der prM+E-Gensequenz, wie die N-terminale (bis
zum C-Terminus) oder C-terminale (nur der C-Terminus) Region oder die gesamte Gensequenz, in
unterschiedlichen Ligationsansdtzen verwendet. Ferner wurden die Sequenzen mit Primern isoliert, die eine
zusatzliche Kozak-Konsensus-Sequenz (gccRccAUGG; R=G/A; G=austauschbar) enthielten, um die Translation
des Proteins durch die Ribosomen nach der Ligation mit dem Vektor zu verstdrken. So wurde in der
Generierung des pCG-eGFP-DV3-E-N Klons 2 der N-terminale Teil der prM+E-Gensequenz (ohne die AS, die die
carboxyterminale letzte Transmembrandomane des E-Proteins bilden) aus dem pCG-DV3-Vektor isoliert und in
den pCG-eGFP-Vektor kloniert, der mit Hilfe des Markergens den Erfolg der Klonierung bestdtigen sollte.
SchlieBlich konnte in Transfektionen getestet werden, dass zum einen eine Expression von GFP darauf hinwies,
dass der Vektor zwar funktionell war und das GFP-Protein auch erfolgreich durch Ribosomen translatiert
werden konnte, allerdings zum anderen keine E-Proteinexpression nach Immunfluoreszenzfarbungen
nachzuweisen war (siehe Kapitel 4.3.3.2). Des Weiteren wurde eine Klonierungsstrategie verfolgt, bei der die N-
terminale prM+E-Gensequenz aus dem pCG-DV3-Vektor sowie die zytoplasmatische Region von MulLV-ENV
isoliert und in den pCG-eGFP-Vektor kloniert wurden. Da das urspriingliche E-Protein von Dengue nur eine aus
3 AS bestehende zytoplasmatische Region besitzt, bestand die Hypothese, dass eventuell durch die Zugabe
einer zytoplasmatischen Region des MuLV-ENV-Gens die Verpackung in pseudotypisierte retrovirale Partikel
bzw. die Expression des E-Proteins verbessert werden kénnte. So konnten pCG-eGFP-DV3-E-Tri Klon 3, 6 und 14
erfolgreich ligiert, jedoch in spateren Untersuchungen keine E-Expression beobachtet werden. Ungeachtet
dessen war wiederum eine erfolgreiche GFP-Expression zu beobachten, was auf eine fehlerfreie Translation der
Vektorsequenzen deutete (siehe Kapitel 4.3.3.2). In einem letzten Klonierungsansatz wurde der N-terminale
prM+E-Gensequenzbereich ohne die C-terminale Region, mit der MuLV-ENV Schwanzregion zusammen in den
pCG-eGFP Vektor eingebracht und nach Erhalt des pCG-eGFP-DV3-E-Bi Klon 7 und 21 die E-Expression getestet.
Auch hier konnte keine Expression des E-Proteins festgestellt werden, allerdings wiederum die erfolgreiche
Translation der eGFP-Sequenz bestatigt werden (siehe Kapitel 4.3.3.2).

AbschlieBend konnte folglich in keinem der Verbesserungsversuche zur Erhohung der E-Expression bzw.
Verpackung in pseudotypisierte retrovirale Partikel ein Erfolg verzeichnet werden. In einem letzten
Klonierungsversuch wurden schlieBlich die E-Proteinsequenzen aus dem Virusgenom neu isoliert, wozu zuerst
die Dengue-Virus Infektion im BSL-3-Labor erfolgreich etabliert werden musste (siehe Kapitel 4.3.5). Hier wurde
nun allein die E-Gensequenz ausgewdhlt, um eine weitere Mdglichkeit zu testen, die E-Proteine in pCG-eGFP-
Vektoren zur Expression zu bringen. Da die Vektoren nachweislich sehr gute eGFP-Expression zeigten, wurde
von einem Wechsel des Vektors abgesehen. Diese Klonierung konnte jedoch auch durch mehrfache
Wiederholungen der Isolation der E-Gensequenz und der Ligationsansatze nicht zum Erfolg gebracht werden.

Somit blieb nur noch die Mdglichkeit, die bereits vorhandenen putativen Inhibitorpeptide gegen die Dengue-
Virusaufnahme in Infektions-Assays mit infektiosem DENV unter BSL-3-Bedingungen zu testen (siehe Kapitel
4.3.5). Hierbei konnten die Peptide gleichzeitig fir 1 h zugegeben werden und drei Tage spater, was sich in der
Etablierung der DENV-Infektionen als ausreichend erwiesen hatte, um die ersten Infektionsherde zu
beobachten, in einer Immunfluoreszenz gefarbt werden. Dabei sollte die Reduktion der Foci zeigen, ob ein
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Inhibitor seine Wirkung gegen die DENV-Infektion entfalten konnte oder nicht. So wurden die auf DN59
beruhenden Peptide Den01 - Den0O4a untersucht, die, wie bereits erwdhnt, aus Teilen der Aminosduresequenz
von DN59 bestehen (siehe Kapitel 2.11). Dabei ist die zugehdrige Ankerregion, die von diesen Peptiden imitiert
wird, in einem Stadium vor der Fusion exponiert und bei allen Flaviviren hochkonserviert (Hrobowski et al.,
2005).

So wurden in den vorliegenden Untersuchungen die Peptide Den0l1 und Den02 als infektionshemmende
Peptide ermittelt, was durch Immunfluoreszenzfarbungen sichtbar gemacht werden konnte (siehe Kapitel
4.3.5). Dabei wurde die Ausbildung von DENV-Infektionsherden um insgesamt ca. 60 % gehemmt, was durch
Analysen im Fluoreszenzreader quantifiziert werden konnte. DN59 konnte in Konzentrationen von ca. 10 uM
die Virus-Zellfusion in Plague-Assays bis zu 50 % (ICso = 10 uM) hemmen. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Bildung der viralen Foci mit Den01 in einer Konzentration von ca. 1 pM bis 2 uM um etwa 50 % (ICso= 1 - 2 uM)
gehemmt werden, was deutlich niedriger war, als bei DN59. Daher scheint die Wechselwirkung der Regionen
im vorderen Bereich der Ankerregion der Stammdomane wesentlich wichtiger zu sein, als die der anderen
Regionen, da hier durch Zugabe der Peptide Den03 und Den04a keine Auswirkungen auf die Bildung der viralen
Infektionsherde (Foci) zu beobachten war. Mehrere Studien zeigten, dass Klasse II-Proteine nach der
Einlagerung des Fusionspeptids dhnlichen Konformationsdnderungen unterzogen werden wie Klasse I-Proteine.
Bei Proteinen der Klasse | finden vermutlich Wechselwirkungen zwischen der Stamm-Domé&ne und den
Domaénen |, Il und /oder Ill statt (Modis et al., 2003, Zhang et al., 2004; Kuhn et al., 2002). So werden die virale
und zelluldre Membran durch Interaktionen der Stammdomaéne des E-Proteins mit anderen Doménen
innerhalb des Proteins in rdumliche Ndhe zueinander gebracht, bis die Fusion stattfindet. So konnten Peptide,
die aus Abschnitten der Aminosduresequenz der E-Proteine bestehen und diese nachahmen, vermutlich mit
diesen wechselwirken und so ihre Funktion sowie die Umlagerung stéren, was schlieflich die virale Fusion
unterbindet. Dies kénnte fiir die Peptide Den01 und Den02 ein denkbarer Wirkungsmechanismus sein, da sie,
wie schon erwdhnt, aus Teilabschnitten der Aminosduresequenz des E-Proteins der Stammdomane bestehen.
Dabei zeigte sich allerdings, dass sie im Gegensatz zu DN59, der die Dengue-Infektion bis zu insgesamt 99 %
hemmen konnte, eine Infektionshemmung von ca. 60 % zeigten (siehe Kapitel 4.3.5). Da die letzten Abschnitte
des DN59-Peptids, die durch Den03 und DenO4a vertreten waren, zu keiner Hemmung der DENV-Infektion
fUhrten, scheinen fir den starken Hemmungseffekt nur die beiden vorderen Teilbereiche der AS-Sequenz
wichtig zu sein, die durch Den01 und Den02 abgedeckt wurden.

AbschlieBend ist zu sagen, dass die Etablierung der Zellkultur von Dengue-Infektionen im BSL-3-Labor
erfolgreich war. Weiterhin konnte ein DENV 3 E-Protein-exprimierender Vektor hergestellt werden, der
allerdings nicht fur die Etablierung des angestrebten Testsystems fir die Herstellung pseudotypisierter
retroviraler Partikel funktionell war. Trotz verschiedener Modifikationen des E-Proteins konnten keine
pseudotypisierten Viren werden. Letztlich mussten die synthetisierten Peptide Den01, Den02, Den03 und
Den04a in einem Infektions-Assay unter BSL-3-Bedingungen getestet werden, wobei Den01 und Den02 als am
erfolgreichsten wirksame Inhibitoren gegen die DENV 2 Virus-Zellfusion ermittelt werden konnten. In
Weiterentwicklungen auf Grundlage dieser Verbindungen kdnnten weitere wirksame Verbindungen entstehen,
die die Infektion aller Serotypen hemmen. So kénnten sie eventuell als Breitspektrum-Inhibitoren wirken, da sie
anders als DENV-Vakzine, die multivalent aufgrund des ADE-Phdanomens sein mussen, gegen die
hochkonservierten Regionen der Stammdomane gerichtet sind. Weitere Studien sollten den exakten
Mechanismus der Hemmung von Den01 und Den02 aufdecken und deren spezifischen Ort der Interaktion
zeigen, was mit Hilfe eines molekularen Strukturmodells moglich sein sollte. Letztlich bleibt nach wie vor als
Ziel die Etablierung eines pseudotypisierten retroviralen Testsystems, um Inhibitor-Untersuchungen mit
Dengue zukiinftig unter BSL-2-Bedingungen handhaben zu kdnnen und so weiterhin Inhibitoren fir potentielle
Medikamentenentwicklungen gegen eine schwere, sich weltweit stark ausbreitende Infektion zu untersuchen,
gegen die es bisher weder wirksame Impfstoffe noch antivirale Agentien gibt.
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CD9 und andere Mitglieder der Tetraspaninfamilie sind an der strukturellen Organisation und der Plastizitat der
Plasmamembran beteiligt. Dabei inhibiert mAK K41, ein spezifischer CD9-Antikorper, die Hundestaupe-
induzierte Zell-Zellfusion und die Virusfreisetzung, wahrend die MV-induzierte Zell-Zellfusion nicht beeinflusst
wird. So ist die extrazelluldare Domane des Hamagglutinin-Proteins von CDV diejenige, die die Empfindlichkeit
der Zell-Zellfusion gegeniiber dem CD9-Antikdrper verursacht, die aber selbst nicht an das CD9-Molekil bindet.
Diese Erkenntnisse lieBen vermuten, dass strukturelle Verdanderungen an der Plasmamembran der Grund fir
die Hemmung sind bzw. rdumliche Expressionsmuster des Rezeptors involviert sein kénnten. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mAK K41 das Konformationsepitop der groRen extrazelluldren
Domdne (LEL) von CD9 erkennt, die nachweislich Gber B1-Integrin mit verschiedenen Signalwegen im Innern in
Kontakt steht. Die Bindung dieser Doméane induziert folglich eine schnelle Umlagerung und ein Clustern der
CD9-Molekile bis zur Bildung von netzahnlichen Strukturen an den Kontaktstellen zweier Zellen. Durch
konfokale und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen konnten mikrovilli-dhnliche Ausstiilpungen
aufgedeckt werden, die von beiden Seiten aneinander liegender Zellen gebildet werden. Nach einer Zeitspanne
von 2 h bis 20 h bildeten diese CD9-haltigen Ausstilpungen feine, mehrere um lange Mikrovilli aus, die sich in
einer Art Geflecht miteinander vernetzten und mikrovilli-artige ReilRverschlussstrukturen bildeten. Weiterhin
konnte eine starke Kolokalisierung des Ewi-F-Proteins vor und nach der Antikdrperinkubation gezeigt werden,
sowie eine partielle Kolokalisierung mit B1-Integrin. Im Vergleich konnten MV-Proteine innerhalb der CD9-
haltigen Netzstrukturen beobachtet werden, wahrend CDV-Proteine komplett aus diesen ausgeschlossen
wurden. Somit ist die Ausgrenzung der viralen Fusionsmaschinerie von CDV von den CD9-Clustern sowie die
physikalische Trennung von den Zellkontakten wohl die Erkldrung fiir die Inhibition der Virus-induzierten Zell-
Zellfusion durch mAK K41. Da experimentell keine kausale Verbindung zwischen der Induktion der CD9-haltigen
Cluster und bestimmten Signalwegen gezeigt werden und auch kein Beweis hervorgebracht werden konnte,
dass die Grundlage der Netzstrukturen durch die Umlagerung des Zytoskeletts entsteht, scheint die Interaktion
des Antikorper selbst die treibende Kraft fiir die Strukturbildung zu sein (Singethan et al.,, 2008).
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Ergebnisse die Relevanz des CD9-Molekiils in gesunden und
pathogenen Zell-Zellfusionsprozessen unterstreichen und eindeutig zeigen, dass CD9 die Zellfusion von CDV
steuern kann, indem es den Zugang der Fusionsmaschinerie zu den Zellgrenzen reguliert.

Das Nipah-Virus (NiV) ist ein hochpathogenes Paramyxovirus, das in Schweinen eine Erkrankung des
Respirationstrakts und in Menschen eine schwere fiebrige Enzephalitis mit hohen Mortalitatsraten verursacht.
Da es noch keine Vakzine bzw. antivirale Medikamente gegen dies Erkrankung gibt, war die Entwicklung kleiner
inhibitorischer Molekiile notwendig. Fiir das Masern-Virus (MV) wurden bereits kleine Inhibitoren, wie Ox-1,
AM-2 und AS-48 entwickelt, die in die Bindungstasche des MV F-Proteins passen und so die Membranfusion
verhindern. Basierend auf struktureller Ahnlichkeiten der Paramyxovirus F-Proteine konnte ein Testsystem mit
F- und H- oder G-exprimierenden Vektoren entwickelt werden, indem eine Gruppe von Chinolon-Derivaten
sowie mehrere andere Substanzen auf ihre Fahigkeit untersucht wurden, die eine MV-, CDV- oder NiV-
spezifische Fusion zu hemmen. Dazu wurde zuerst die Zytotoxizitdt aller Substanzen bewertet, um
anschlieRend ihre Hemmungsaktivitat in Zell-Zellfusion-Assays zu untersuchen. So inhibierten zwei Substanzen,
QED15B - 12 und QED15A - 12, aus der Gruppe der Chinolon-Derivate die NiV-induzierte Synzytienbildung in
Hillprotein-Transfektions- und Infektions-Assays. Bei molekularen Untersuchungen der Bindungstasche des NiV
F-Proteins wurde die hemmende Aktivitdt beider Chinolon-Derivate bestdtigt. So konnte eine hervorragende
Wechselwirkung und strukturelle PaRform fiir die Protein-Bindetasche identifiziert werden und deren
Interaktion bewiesen werden. Somit konnte die Substanzklasse der Chinolone als Inhibitoren gegen die NiV-
Fusion identifiziert und der Mechanismus der Interaktion mit der Bindetasche als Grund fiir die inhibierende
Wirkung aufgeklart werden (Niedermeier S. und Singethan K. et al., 2008 zur Veroffentlichung eingereicht).
Dabei sind diese Chinolon-Derivate mit ihrer Struktur, die vollig verschieden von den meisten aktiven
Molekilen gegen die Masern-induzierte Zellfusion sind, eine vielversprechende neue Verbindungsstruktur, auf
der weitere Entwicklungen neuer Inhibitoren und antiviraler Agentien aufgebaut werden kénnen.
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Letztlich sollte ein Testsystem fiir Untersuchungen der Dengue-Virus Oberflachenprotein-induzierten Virus-
Zellfusion etabliert werden, wobei pseudotypisierte retrovirale DENV E-tragende Partikel hergestellt werden
sollten. Dadurch sollte erméglicht werden, dass kleine Peptide sowie inhibitorische Molekiile gegen das
E-Protein, das alleine fir die Virus-Zellfusion verantwortlich ist, unter BSL-2-Bedingungen getestet werden
kénnen. Da es nicht sehr viele Informationen tber Konformationsintermediate der Klasse Il-Proteine gibt, zu
denen das E-Protein gehért, sollten Ahnlichkeiten mit den Klasse I-Proteinen genutzt werden, um hemmende
Peptide gegen den initialen Prozess der Infektion zu identifizieren. Obwohl die Klonierung des E-Proteins von
DENV 3 in den pCG-Vektor zu einer sehr guten Expression in 293T-Zellen fiihrte, konnte ein Testsystem zur
Entwicklung pseudotypisierter DENV 3 E-Protein tragender Partikel nicht etabliert werden. Trotz verschiedener
Klonierungsstrategien zur Modifikation des E-Proteins, fiihrte keine davon zum Erfolg. So fiihrte weder das
Auswechseln der carboxyterminalen Region des E-Proteins gegen eine zytoplasmatische Region des MuLV, dem
Virus, auf dem das retrovirale Testsystem basiert, noch das Entfernen des C-Terminus zu einer verbesserten
Verpackung in pseudotypisierte Partikel. Weiterhin zeigte sich, dass weder das Inserieren von Kozak-Sequenzen
zur Verbesserung der E-Protein-Translation noch das zusatzliche Inserieren der zytoplasmatischen Region von
MuLV zu einer Verbesserung der Expression bzw. Verpackungsfahigkeit flhrte. Letztlich konnten die E-Protein-
sequenzen nach einer erfolgreichen Etablierung der Dengue-Infektion unter BSL-3-Bedingungen effektiv aus
dem Virusgenom aller vier Serotypen neu isoliert werden. Allerdings konnten keine weiteren Erfolge in der
Klonierung der Fragmente in den gut exprimierenden eGFP-Vektor erzielt werden. Somit wurden die Peptide
Den01, Den02, Den03 und Den04a in Infektions-Assays getestet. Dabei zeigte sich, dass Den01 und Den02 am
erfolgreichsten die Dengue-Infektion inhibieren konnten (ICso = 1 - 2 uM). Im Gegensatz dazu zeigte Den03 nur
eine schwache Inhibition von insgesamt ca. 30 % (bei 10 uM) und Den04a keine Hemmung. Da die Peptide alle
von Teilen der Ankerregion der Stammdomaéane des E-Proteins abstammten, sind weitere Untersuchungen
notwendig, um den genauen Hemmungsmechanismus und die spezifische Interaktion mit dem viralen
Zielprotein im molekularen Modell zu zeigen. Besonders die ersten Aminosauren, die die Ankerregion bilden
und durch die Peptide Den01 und Den02 vertreten sind, scheinen eine wichtige Rolle fir die Virus-Fusion und
den Fusionsprozess innerhalb dieser Region zu spielen. Im Gegensatz zu DENV-Vakzinen, die wegen des Effekts
der Antikoérper-abhangigen Verstarkung (ADE) multivalent sein missen, sollten Peptide wie Den01 und Den02
eine Kreuzreaktivitdit mit anderen Serotypen zeigen, da sie gegen konservierte Regionen der Flavivirus-
Oberflachenproteine synthetisiert wurden und somit generell reaktiv und effizient gegen alle Dengue-Virus-
Serotypen wirken sollten, was noch in weiteren Analysen zu untersuchen bleibt.
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Members of the tetraspanin family including CD9 contribute to the structural organization and plasticity of the
plasma membrane. K41, a CD9-specific mAb, inhibits canine distemper virus (CDV) induced cell-to-cell fusion
and virus release, whereas measles virus (MV) induced cell-to-cell fusion is not affected. The extracellular
domain of the viral haemagglutinin (H) of CDV determines the susceptibility of cell-cell fusion to certain CD9-
antibodies, however does not itself bind to CD9. This suggested that structural alterations of the plasma
membrane influencing the activity and/or spatial expression pattern of receptors are involved. In the present
thesis we found that K41, which recognizes a conformational epitope on the large extracellular loop (LEL) of
CD9, induces rapid relocation and clustering of CD9 in net-like structures especially at contact areas between
two cells. The high resolution analyses by confocal and electron microscope revealed that CD9 clustering is
accompanied by the formation of microvilli-like protrusions that are formed from both sides of adjacent cell
surfaces. After about 2 h to 20 h the protrusions are forming more and more structures like microvilli zippers.
While the cellular CD9-associated protein EWI-F is co-clustering with CD9 at cell contact areas after and before
mAb K41 treatment, the Bl-integrin can only partially be found within the CD9 structures built at the cell
interfaces. In contrast viral proteins in infected cells were differentially affected by the treatment of mAb K41.
While MV envelope proteins were detected within the microvilli zippers, the CDV proteins were displaced and
excluded from CD9 clusters. The exclusion of the viral fusion machinery and its physical separation from cell
contact areas explains the inhibition of virus-induced cell-cell fusion by K41. Since we have no experimental
support that signal transduction and remodeling of the cytoskeleton may drive the clustering, it is more likely
that the antibody interaction on the cell surface is the driving force (Singethan et al., 2008). Although it is
known that LEL is interacting with B1-Integrin and inducing signaling pathways within the cell, it was not
possible to find any evidence for the involvement of any signaling pathway.The findings underscore the
relevance of the tetraspanin CD9 for healthy and pathogenic cell-to-cell fusion processes and clearly show that
CD9 can regulate cell-cell fusion by controlling the access of the fusion machinery of CDV to cell contact areas.

Nipah virus (NiV), a highly pathogenic paramyxovirus, causes a respiratory disease in pigs and severe febrile
encephalitis in humans with high mortality rates. There is no vaccine and no antiviral treatment available until
now. Small molecule inhibitors, like Ox-1, AM-2 or AS-48, fitting into a pocket of the measles virus (MV) F
protein and preventing membrane fusion have been designed earlier. Based on the structural similarity of viral
fusion (F) proteins within the family Paramyxoviridae, we tested a library of quinolone derivatives and several
other small molecules in a NiV, CDV and MV envelope protein-based fusion assay. The cytotoxicity of all
substances was evaluated and they were tested for their ability to inhibit cell-to-cell fusion induced by the
three mentioned viruses. The most active molecules, QED15A-12 and QED15B-12, inhibiting the syncytium
formation induced by transfection of pCz-CFG5-NiV-F and -G and infection with NiV, revealed aan active
quinolone-type compound structure, which is different from the most active molecules against MV induced cell
fusion. In conclusion, this study revealed a class of promising compounds fitting into a protein cavity of the NiV
F protein and inhibiting NiV-induced cell-cell fusion (Niedermeier S. and Singethan K. et al., 2008 submitted for
publication).

Finally we had the aim to establish a test system for investigations of the Dengue-Virus envelope protein
induced virus-cell fusion using DENV-E pseudotyped retroviral particles. This should open an experimental way
to develop small inhibitory peptides and molecules against the Dengue E-protein, which mediates the fusion of
the viral membrane with the cellular membrane, working under BSL-2 conditions. As there is not sufficient
information about intermediate conformational stages of the class Il fusion proteins during the fusion process,
similarities to the class | proteins should help to develop highly active antiviral peptides inhibiting this process.
Although cloning of DENV-3-E-cDNA in the pCG-eGFP vector lead to a high expression of the E-protein, the test
system based on pseudotyped retroviral particles could not be established. Even though there were used
several different modification strategies like exchanging 3’protein tails in order to get a protein with a tail of
the envelope protein of MuLV, which should lead to a better packaging into the pseudotyped particle system
based on MuLV, it was not possible to obtain pseudotyped particles. Other strategies like deleting parts of the
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C-terminus or using Kozak-sequences for a better translation didn’t reveal an improvement in E-protein
expression. So as a last experiment we could successfully isolate new E-protein sequences from viral genomes,
after having effectively established a Dengue-Virus infection in the BSL-3 laboratory. But the ligation of these
isolates into the highly expressing pCG-eGFP-vector was not successful. Consequently we tested the potentially
inhibitory peptides Den01, Den02, Den03 and Den0O4a under BSL-3 conditions in infection assays using the
DENV serotype 2. We could observe that peptides Den01 and Den02 were successfully inhibiting the virus-
induced fusion (ICso=1-2 uM), while Den03 only showed little inhibition (upt to 30 %) and DenO4a did not
inhibit the infection. As all peptides were developed by using parts of the amino acid sequence of the anchor
region of the E-protein stem domain, further studies are needed to define the exact mechanism of inhibition of
the DENV peptides and the specific location of their interaction with the viral target by using the molecular
modeling system. As a result especially the first amino acids, which form the anchor region of the E-protein and
are presented by the peptides Den01 and Den02, might play an important role for the fusion process. Unlike
DENV vaccines, which must be multivalent because of the effect of antibody dependent enhancement,
peptides like Den01 and Den02 targeting different conserved motifs of the flavivirus DENV 2 envelope protein
should demonstrate cross-strain reactivity and efficacy for all Dengue serotypes, which still needs to be
investigated in the course of thos project.
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Abkiirzung | Benennung Abkiirzung | Benennung

AK Antikorper m milli

AS Aminosdure M Molar

bp Basenpaare M-Protein | Membran-Protein

BSA Bovines Serum Albumin mAK monoklonaler Antikdrper

BVD Bovine Virusdiarrho MEM minimal essential medium

bzw. beziehungsweise MD-Virus Mucosal disease Virus
C-Protein Core-Protein min Minuten

C-Protein Capsid-Protein MOI multiplicity of infection; infektiose Dosis
ca. zirca mRNA messenger-RNA

Cbv Hundestaupe-Virus, Canine Distemper Virus MV Masern-Virus

CPE zytopathischer Effekt MW Molekulargewicht

DENV Dengue-Virus NiV Nipah-Virus

d. h. das heil’t NS Nicht-Strukturproteine

DNA Desoxyribonukleinsdure PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
dpi Tage nach Infektion PCR Polymerase-Kettenreaktion
E-Protein Envelope-Protein PFA Paraformaldehyd

ERM Ezrin-Radixin-Moesin prM precursor M-Porotein

Edm Edmonston (Variante der MV-Vakzine) @ eingetragenes Warenzeichen
ER Endoplasmatisches Retikulum REM Rasterelektronenmikroskop
EtOH Ethanol RNA Ribonukleinsaure

F-Protein Fusionsprotein der Morbilliviren RNP Ribonukleoprotein-Komplex
FACS fluorescence activated cell scanner; rpm Umdrehungen pro Minute

FITC Fluoreszein Isothiozyanat; Fluoreszenzfarbstoff RT Raumtemperatur

FKS Fotales Kalberserum SSPE Subakute sklerosierende Panenzephalitis
g Erdbeschleunigung Tab. Tabelle

H Hamagglutinationsprotein der Morbilliviren ™ Transmembran(-Protein)

h Stunde b Trademark

HIV Humanes Immundefizienz Virus TEM Tetraspanin enriched microdomains
IF Immunfluoreszenz u.a unter anderem

Ig Immunglobulin UN Gber Nacht

Kap. Kapitel Vol Volumen

kb Kilobasen z. B. zum Beispiel

kDa Kilodalton ZNS Zentrales Nervensystem

vl mikro WT Wild Typ
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