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Zusammenfassung/Summary

1. Zusammenfassung/Summary

1.1 Zusammenfassung

RNA-Viren der Familie Flaviviridae kodieren ein Polyprotein, das durch zelluldre- und virale Proteasen
in funktionelle Struktur- und Nichtstrukturproteine (NS-Proteine) gespalten wird. Letztere kommen
nicht im Viruspartikel vor, sind aber kritisch flir die virale RNA-Replikation und die
Virionmorphogenese. Uber die molekularen Details zur Beteiligung der Proteine an so fundamental
verschiedenen Prozessen ist bisher wenig bekannt. Viren des Genus Pestivirus sind in der Regel fir die
Bildung infektioser Virionen auf einen bislang nur partiell charakterisierten Komplex aus
ungespaltenem NS2-3 mit NS4A (NS2-3/4A) und weiteren viralen sowie zellularen Komponenten
angewiesen. Im Gegensatz dazu ist der NS3/4A-Komplex im Zusammenspiel mit NS4B, NS5A und NS5B
sowie zellularen Faktoren essentiell fiir die RNA-Replikation und kann nicht fir die Virusassemblierung
genutzt werden. Dieses funktionelle Dogma konnte durch die Anpassung eines Pestivirus an einen NS2-
3-unabhéangigen Verpackungsmechanismus unter Beteiligung von NS2 und NS3/4A anstelle des NS2-
3/4A-Komplexes widerlegt werden. Die Basis fur diese funktionelle Adaptation sind zwei
Aminosaureaustausche, die essentiell fir diese NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese sind: E440V
in der NS2 Proteasedomane sowie V132A in der NS3 Proteasedomdne. Die molekularen Details dieses

alternativen Verpackungsmechanismus bei Pestiviren waren bisher nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der molekulare Mechanismus der NS2-3-unabhangigen
Virionmorphogenese durch eine Kombination aus Struktur- und Funktionsanalysen untersucht. Aus
der Kristallstruktur des pestiviralen NS3/4A-Komplexes ging hervor, dass die Aminosdure 132 an der
Oberflacheninteraktion der NS3 Proteasedomdne mit der NS4A Kink-Region beteiligt ist, die zur
Ausbildung einer bevorzugt kompakten NS3/4A-Komplexformation fihrt. Es wurde deutlich, dass
Mutationen, die zu einer Abschwichung der NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion fuhren, in einer
verstarkt offenen NS3/4A-Komplexkonformation resultieren. Die funktionelle Charakterisierung dieser
beiden alternativen NS3/4A-Komplexkonformationen zeigte, dass die offene Konformation eine
Grundvoraussetzung fiir die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese ist, wahrend verstarkte
Oberflacheninteraktionen zwischen NS3 und NS4A im geschlossenen NS3/4A-Komplex essentiell fiir
die RNA-Replikation sind. Trans-Komplementationsstudien, in denen mit einer offenen Variante des
NS3/4A-Komplexes Defekte in der NS2-3-unabhingigen Virusassemblierung funktionell
komplementiert werden konnten, bestatigten die Verwendung von alternativen NS3/4A-
Komplexkonformationen fiir die funktionell verschiedenen Prozesse der viralen RNA-Replikation und

NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese.
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Die Erkenntnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass Positivstrang RNA-Viren alternative
Konformationen von Proteinkomplexen und deren veranderte Protein-Protein-Interaktionen fir die
Prozesse der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese nutzen. Diese Strategie erméglicht einen
koordinierten Ablauf der einzelnen Prozesse des viralen Lebenszyklus durch die Nutzung weniger,
multifunktioneller viraler Proteine und eine effiziente Regulation dieser Schritte durch alternative
Proteininteraktionen dieser viralen Proteine. Da viele Viren dhnliche Mechanismen nutzen, um ihren
viralen Lebenszyklus zu regulieren, leistet die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum

Verstandnis des modularen Aufbaus und zur Multifunktionalitat von viralen Proteinkomplexen.
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1.2 Summary

Positive-strand RNA viruses of the Flaviviridae family express a single polyprotein which is processed
by cellular and viral proteases into functional proteins. While the structural proteins are part of the
virus particle, the nonstructural (NS) proteins form complexes capable of genome replication. A
peculiarity of the Flaviviridae is the essential role of NS-proteins in virion formation besides serving
pivotal functions during RNA replication. So far, little is known about the molecular details how the NS
proteins can function in such fundamentally different processes. Generally, virion morphogenesis of
pestiviruses depends on an ill-defined protein-complex composed of uncleaved NS2-3 and NS4A (NS2-
3/4A) that acts in concert with other viral and cellular proteins. In contrast, the NS3/4A-complex in
conjunction with NS4B, NS5A, NS5B and other cellular proteins is required for RNA replication but is
not functional in virus assembly. Recently, this functional dogma was challenged by the adaptation of
a pestivirus to a NS2-3-independent packaging mechanism involving NS2 and NS3/4A instead of the
NS2-3/4A complex. For this NS2-3 independent virion morphogenesis two amino acid exchanges are
the basis for this functional adaptation: E440V in the NS2 protease domain as well as V132A in the NS3
protease domain. The molecular details of this alternative packaging mechanism in pestiviruses have

not been characterized, so far.

In the present work, the molecular mechanism of NS2-3-independent virion morphogenesis was
investigated by a combination of structural and functional analyzes. The crystal structure of a pestiviral
NS3/4A-complex showed that the amino acid 132 is involved in the surface interaction of the NS3
protease domain with the NS4A-kink region, which leads to the formation of a preferably compact
NS3/4A-complex. It could be demonstrated, that mutations which lead to a reduced surface
interaction between NS3 and NS4A-kink region result in a preferred open NS3/4A complex
conformation. The functional characterization of these two alternative NS3/4A-complex
conformations showed that the open conformation is a prerequisite for NS2-3-independent virion
morphogenesis, while enhanced surface interactions between NS3 and NS4A-kink region in the closed
NS3/4A-complex are pivotal for RNA replication. Thus, it was proposed that two alternative variants of
NS3/4A-complexes exist in pestivirus infected cells each representing a basic building block required
for either RNA replication or virion morphogenesis. Trans-complementation studies in which defects
in NS2-3-independent virion morphogenesis could be functionally rescued with an open variant of the
NS3/4A-complex confirmed the use of alternative conformations of NS3/4A-complexes for the

functionally different processes of viral RNA replication and NS2-3-independent virion morphogenesis.

Taken together the present study demonstrates that positive-strand RNA-viruses use alternative
conformations of protein-complexes by altered protein-protein interactions for RNA replication and

virion morphogenesis. This strategy allows the coordination of the individual processes of the viral life
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cycle through the use of a limited set of multifunctional proteins and an efficient regulation of these
steps by alternative protein interactions of these viral proteins. Since many viruses use similar
mechanisms to regulate their viral life cycle, the present work makes an important contribution to

understanding the modular structure and the multifunctionality of viral protein complexes.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die Virusfamilie Flaviviridae

Die Virusfamilie Flaviviridae umfasst Viren mit einem einzelstrangigen RNA-Genom (ssRNA), das ca.
9,1-12,5 kb lang ist und eine positive Strangorientierung aufweist. Das RNA-Genom von Vertretern
dieser Familie kodiert fur einen offenen Leserahmen (engl. open reading frame, ORF). Dieser wird in
der Zelle in ein Polyprotein (oder Vorlduferprotein) translatiert, welches durch zelluldre und virale
Proteasen in die reifen viralen Proteine prozessiert wird. Der virale ORF wird von einer 5’- und 3‘
nichttranslatierten Region (NTR) flankiert, die essentielle Funktionen im viralen Replikationszyklus
erfillen. Die Viren dieser Virusfamilie haben einen Durchmesser von 40-60 nm, besitzen eine
spharische Form mit einer duReren Lipidhille, die von den Membranen der Wirtszelle abstammt
(Simmonds et al., 2017). Die Familie Flaviviridae wird bisher in vier Genera unterteilt: Flavivirus,
Pestivirus, Hepacivirus und Pegivirus (Simmonds et al.,, 2017). Die Ubertragungswege der
entsprechenden Viren und die durch ihre Infektion ausgel6sten Symptome variieren zwischen den

Erregern der Flaviviridae teilweise stark (Lindenbach et al., 2013).

Dem Genus Flavivirus werden humanpathogene- und tierpathogene Viren zugeordnet, die durch
Arthropoden (ibertragen werden. Aufgrund dieser Art der Ubertragung werden Flaviviren oft auch als
Arboviren (engl. arthropod-borne virus) bezeichnet. Bekannte Vertreter dieses Genus sind
beispielsweise das Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME)-Virus, das Dengue-Virus (DENV), das
Zika-Virus (ZIKV) und das Gelbfiebervirus, welches namensgebend fiir dieses Genus und die gesamte

Virusfamilie ist (lat. flavus, ,,gelb”).

Dem Genus Hepacivirus wurde lange Zeit nur das humanpathogene Hepatitis C-Virus (HCV)
zugeordnet. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl neuer Viren entdeckt, die u.a. Nagetiere,
Fledermause, europdische- und afrikanische Kiihe sowie Pferde und Esel infizieren und ebenfalls dem
Genus Hepacivirus zugeordnet werden konnten (Baechlein et al., 2015; Corman et al., 2015; Drexler et
al., 2013; Firth et al., 2014; Kapoor et al., 2011; Kapoor et al., 2013; Quan et al., 2013; Sibley et al.,
2014; Walter et al., 2017). Durch diese Vielzahl an Neuzuordnungen wurde Uberlegt das Genus
Hepacivirus in die Spezies Hepacivirus A-N zu unterteilen. Aufgrund der besonderen Bedeutung des
Hepatitis C-Virus fiir die Wissenschaft und Medizin, wurde vorgeschlagen das Hepatitis C-Virus in

,Hepacivirus C* umzubenennen und es in Zukunft als separate Spezies zu flihren (Smith et al., 2016).

Infektionen durch Viren des Genus Pegivirus werden vor allem bei Menschen und in nahe verwandten
Primatenarten, wie Schimpansen oder Tamarinen, beobachtet. Einer der ersten Vertreter des Genus
Pegivirus war das GB-Virus-B (GBV-B) (Linnen et al., 1996; Muerhoff et al., 1995; Simons et al., 1995).

Ferner werden diesem Genus die GB-Viren GBV-A, GBV-C und GBV-D zugeordnet (Muerhoff et al.,
5
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1995). Fiur Pegivirusinfektionen konnten bisher keine Zusammenhange zwischen einer Virusinfektion
und der Ausbildung einer Krankheit festgestellt werden (Simmonds et al., 2017). Aufgrund vieler
Neuentdeckungen von potentiellen Pegiviren, die neben Primaten auch Pferde, Schweine, Nagetiere
und Fledermduse infizieren, wurde vorgeschlagen, das Genus Pegivirus in die Spezies Pegivirus A-K
einzuteilen (Adams et al., 1998; Baechlein et al., 2016; Bailey et al., 2016; Chandriani et al., 2013;
Kapoor et al., 2013; Quan et al., 2013; Sibley et al., 2014; Smith et al., 2016).

Viren des Genus Pestivirus umfassen v.a. Tierseuchenerreger, wie das Virus der bovinen Virusdiarrho
(engl. bovine viral diarrhea virus, BVDV) oder das Virus der klassischen Schweinepest (engl. classical
swine fever virus, CSFV), die aufgrund ihrer 6kologischen- und landwirtschaftlichen Relevanz sowie
durch ihre nahe Verwandtschaft zum Hepatitis C-Virus, von hohem Interesse fiir die Wissenschaft sind.
Da sich die vorliegende Arbeit mit Viren des Genus Pestivirus auseinandersetzt, wird dieses Genus im

folgenden Unterkapitel detailliert betrachtet

2.2 Pestiviren

2.2.1 Taxonomie
In der Vergangenheit wurden Pestiviren zur Virusfamilie Togaviridae gezahlt (Westaway et al., 1985)
und erst spater, durch die Etablierung molekularbiologischer Analysemethoden, in die Familie

Flaviviridae aufgenommen (Heinz et al., 2005).
Derzeit wird das Genus Pestivirus in vier Spezies eingeteilt (Simmonds et al., 2017):

e Virus der bovinen Virusdiarrho Typ 1 (BVDV-1)
e Virus der bovinen Virusdiarrho Typ 2 (BVDV-2)
e Virus der klassischen Schweinepest (CSFV)

e Border Disease Virus (engl. border disease virus, BDV)

Neben diesen Spezies existieren weitere nicht-klassifizierte Pestiviren, wie das Giraffe-Pestivirus (GiPV-
H138) (Avalos-Ramirez et al., 2001), das Pronghorn-Antilope-Pestivirus (PAPV) (Vilcek et al., 2005), das
Bungowannah-Virus (BuPV) (Kirkland et al., 2007), das atypische Pestivirus von Wiederkduern (ARPV-
Th/04 KhonKaen) (Liu et al., 2009), das Pestivirus aus Schafen (ShPV-Aydin/04-TR) (Becher et al., 2012)
sowie das atypische Pestivirus, welches aus Schweinen isoliert wurde (APPV) (Hause et al., 2015). In
den letzten Jahren konnten Pestivirussequenzen aus eher untypischen Wirtsspezies isoliert werden,
wie z.B. aus Fledermadusen (engl. bat pestivirus, BaPV) der Art Rhinolopus affinis (Wu et al., 2012).
Bislang ist unklar, ob die Fledermause wirklich mit einem Pestivirus infiziert sind oder die isolierten

Sequenzen aus Insekten stammen, die Teil der Nahrung dieser Fledermause sind. Ferner konnte

6
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kiirzlich die vollstindige kodierende Sequenz eines Pestivirus aus der Rattenart Rattus norvegicus
isoliert werden (NrPV-NyC/D23) (Firth et al., 2014). Da diese Sequenz aus den Ausscheidungen (Urin)
der Ratte sowie dem Serum und Geweben isoliert werden konnte, ist denkbar, dass es in den
Rattengeweben aktiv replizieren kann. Diese Eigenschaft ware im Hinblick auf die Entwicklung eines

Kleintiermodels fiir Pestiviren besonders interessant (Firth et al., 2014).

2.2.2 Grundlegende Eigenschaften von Pestiviren

Pestiviruspartikel wurden erstmals 1971 mittels EM in konzentrierten Virussuspensionen
nachgewiesen (Horzinek et al., 1971). Pestiviren sind behillt und weisen eine spharische Form mit
einem Durchmesser von 40-60 nm auf (Abb. 2.1) (Horzinek et al., 1971; Moennig and Plagemann,
1992). In die Virushiille sind drei virale Glykoproteine E™, E1, und E2 eingelagert (Weiland et al., 1990;
Weiland et al., 1992). Im Inneren des Viruspartikels befindet sich das virale RNA-Genom, das mit dem
Nukleokapsidprotein (engl. core, C) komplexiert ist (Thiel et al., 1991). Pestiviren kdnnen an eine
Virusbildung ohne Kapsidprotein adaptiert werden, da CSFV-Mutanten generiert werden konnten, die
die Deletion des Kapsidprotein tolerierten. Fir die Kapsid-freie CSFV Virusgenese sind jedoch
kompensatorische Mutationen in der NS3 Helikasedomane essentiell (Riedel et al., 2012; Riedel et al.,

2010).

b—- 40-60nm ——

E1 Erns
E2 El
E2
Kapsid :
RNA Membran-
hiille
Membran-
hiille

Ultradiinnschnitt Negativkontrastierung

Abb. 2.1: Aufbau von Pestiviren. Pestivirale Virionen haben einen Durchmesser von 40-60 nm und sind mit einer
Membranhiille, in der die viralen Glykoproteinen E™, E1 und E2 verankert sind, umgeben. Im Inneren des
Viruspartikels befindet sich das RNA-Genom, das mit dem Kapsidprotein (C) assoziiert ist. Links: EM-
Ultradlinnschnitt, Rechts: EM-Negativkontrastierung. Abbildung adaptiert aus Tautz et al., 2015.

Pestivirale Infektionen in Zellkultur kénnen in zwei Biotypen unterschieden werden, der nicht-
zytopathogene- (engl. non-cytopathogenic, ncp) und der zytopathogene (engl. cytopathogenic, cp)
Biotyp (Baker, 1987; Tautz et al., 2015). Die Infektion von Zellkulturen mit cp-Viren fihrt zur Ausbildung
eines zytopathischen Effekts (ZPE), der sich durch morphologische Verdnderungen (Abrunden und
Vakuolisierung, Ablosen aus dem Zellverbund und Zelltod) der infizierten Zellen auszeichnet (Corapi et
al., 1988; Hoff and Donis, 1997; Lambot et al., 1998). Ausgeldst wird dieser Phanotyp durch die
Induktion der Apoptose (Grummer et al.,, 2002a; Grummer et al.,, 2002b; Hoff and Donis, 1997,

Schweizer and Peterhans, 1999; Zhang et al., 1996). Im Gegensatz dazu fihrt die Infektion mit ncp-
7
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Viren zu keinen morphologischen Veranderungen der infizierten Zellen und diese zeigen weiterhin

normales Wachstum und Vitalitdt (Schweizer and Peterhans, 2001).

2.2.3 Infektionen durch Pestiviren

Das Genus Pestivirus umfasst 6kologisch- und wirtschaftlich relevante Tierseuchenerreger. Zu diesen
Erregern zdhlen u.a. das Virus der bovinen Virusdiarrho (BVDV, Erreger der bovinen Virusdiarrho oder
Mucosal Disease (MD)) sowie das Virus der klassischen Schweinepest (CSFV), das die anzeigepflichtige
Tierseuche Klassische Schweinepest hervorruft. Wahrend das Wirtsspektrum von CSFV auf Haus- und
Wildschweine beschrankt ist, kann BVDV u.a. Rinder und Schweine sowie Schafe, Ziegen und
Wildwiederk&uer infizieren (Becher et al., 1997; Paton et al., 1995; Vilcek and Nettleton, 2006). Die
Infektion von adulten- und immunkompetenten Wiederkaduern verlaufti.d.R. ohne oder nur mit milden
Symptomen, die nach der Eliminierung des Virus durch den Wirt wieder abklingen. Hochvirulente
Pestiviren, wie BVDV-2, kdnnen bei horizontaler Ubertragung zu schweren Erkrankungen, wie dem
hdamorrhagischen Syndrom, fithren (Rebhun et al., 1989). Die Infektion von Schweinen mit CSFV fillt je

nach Virus unterschiedlich aus (Meyers and Thiel, 1996).

Pestiviren sind bei der Infektion trachtiger Tiere in der Lage, die Plazentaschranke des Muttertieres zu
Uberwinden (,diaplazentare” Infektion) und auf diesem Wege das ungeboren Kalb zu infizieren
(Moennig and Plagemann, 1992). Die Infektion des ungeborenen F6tus mit nicht-zytopathogenen
Viren haben je nach Infektionszeitpunkt wahrend der Trachtigkeit unterschiedliche Folgen fiir die
Schwangerschaft und reichen von Aborten bis zu normalen Geburten. Ist das Virus wahrend der
Pragung des Immunsystems anwesend, wird gegeniliber dem Virus eine Immuntoleranz ausgebildet.
Diese Immuntoleranz ist die Grundlage fir die Ausbildung einer persistenten Infektion (engl.
persistently infected, Pl). Da diese Tiere permanent grofRe Virusmengen ausscheiden, stellen sie die
Quelle fir infektiose Viren und Hauptursache fiir stetige Infektionen innerhalb einer Population bzw.
Herde dar. Eine persistente Infektion kann nur durch ncp-Viren hervorgerufen werden. In bisherigen
Untersuchungen fiihrte eine diaplazentare Infektion mit cp-Viren i.d.R. entweder zur Eliminierung des
Virus oder zum Abort des Fotus (Deregt and Loewen, 1995), wobei letzteres auf den zytopathogenen
Phanotyp des Virus zuriickzufihren ist (Baker, 1987; Corapi et al., 1988; Grummer et al., 2002b; Hoff
and Donis, 1997).

Die persistente Infektion kann auch noch nach Jahren ohne Symptome zur Ausbildung der ,,Mucosal
Disease” (MD) fiihren, die fiir das betroffene Tier letal verlauft. Die Erkrankung ist gekennzeichnet
durch Lasionen der Schleimhaute, Ulzerationen und Nekrosen des Gastrointestinaltraktes sowie durch
blutigen Durchfall, der bei Rindern namensgebend fiir die Krankheit (engl. bovine viral diarrhea, BVD)
bzw. das Virus ist (engl. bovine viral diarrhea virus, BVDV). Eine Ursache fiir das Auftreten der ,,Mucosal
Disease” sind Verdanderungen im viralen RNA-Genom durch RNA-Rekombinationsereignisse, die eine

8
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stark gesteigerte Replikation des Virus induzieren und zu einem Wechsel vom nicht-zytopathogenen
Biotyp zum zytopathogenen (cp) Biotyp fiuhren (siehe 2.3.6). Da das cp-Virus aus dem ncp-Virus
hervorgeht, lassen sich beide Virusformen in dem betroffenen Tier nachweisen (Brownlie and Clarke,

1993).

2.3  Aligemeine Grundlagen zur Replikation von Pestiviren

2.3.1 Der pestivirale Replikationszyklus im Uberblick

Fiir den Eintritt in die Wirtszelle benétigen Viren einen spezifischen Rezeptor, i.d.R. ein Protein oder
Proteinkomplex auf der Oberflache der Wirtszelle, an den das Virus spezifisch bindet, um anschlieRend
von der Zelle aufgenommen zu werden (Abb. 2.2 - 1). Der Primarrezeptor fiir BVDV ist das bovine CD46
Protein (engl. cluster of differentiation 46, CD46) (Krey et al., 2006), welches auch als MCP (engl.
membrane cofactor protein, MCP) bekannt ist. Interessanterweise dient CD46 auch anderen
humanpathogenen Viren, wie Masern-, Herpes- oder Adenoviren sowie humanpathogenen Bakterien,
wie Streptococcus pyogenes und Neisseria, als Rezeptor (Cattaneo, 2004). Neben CD46 werden fiir eine
erfolgreiche BVDV Infektion weitere Ko-Rezeptoren bendtigt, da die alleinige Expression von CD46 in
nicht-permissiven (nicht-infizierbaren) Zellen nicht ausreicht, um ein Eindringen von BVDV in die
Wirtszelle zu ermoglichen (Maurer et al., 2004). Als mogliche Kandidaten hierfiir wurden der LDL-
Rezeptor und Glykosaminoglykane beschrieben (Agnello et al., 1999; Flores et al., 1996; Hulst et al.,
2000). Es ist denkbar, dass die Bindung von BVDV an die Zielzelle zunachst unspezifisch tiber die
Bindung an Glykosaminoglykanen vermittelt wird (z.B. Heparan-Sulfat), ehe es zur spezifischen
Interaktion mit CD46 kommt. Ahnliche Beobachtungen konnten bereits fiir das Humane
Immundefizienzvirus (engl. human immunodeficiency virus, HIV) (Patel et al., 1993), das FSME-Virus
(Mandl et al., 2001) oder das Zika-Virus (ZIKV) (Kim et al., 2017) gemacht werden. Nach der
Rezeptorbindung wird das Virus Uber die Rezeptor-vermittelte, Clathrin-abhangige Endozytose
internalisiert (Flores et al., 1996; Grummer et al., 2004; Lecot et al., 2005). Danach fiihrt die pH-
abhangige Ansduerung des Endosoms zur Verschmelzung von Virus- und Endosomenmembran
wodurch der Ribonukleoproteinkomplex, bestehend aus dem viralen RNA-Genom und dem
Kapsidprotein, in das Zytoplasma freigesetzt wird (Krey et al., 2005). Essentiell fiir diesen Schritt sind
die viralen Glykoproteine E1 und E2 sowie deren Heterodimerisierung (Ronecker et al., 2008). Uber die

Freisetzung des viralen RNA-Genoms in das Zytoplasma ist bisher noch wenig bekannt.

Nachdem das virale RNA-Genom in das Zytoplasma der Zelle entlassen wurde, kann es aufgrund seines
Aufbaus direkt zur Translation des viralen Polyproteins genutzt werden. AnschlieRend erfolgt die
Prozessierung des viralen Polyproteins tGber zelluldre- und virale Proteasen (Abb. 2.2 - ll) (siehe 2.3.2).

Der Replikationszyklus der Flaviviridae findet im Zytoplasma in Assoziation mit Membranen des



2. Einleitung

endoplasmatischen Retikulums (ER) statt (Lindenbach et al., 2013; Tautz et al., 2015). Charakteristisch
fiir den viralen Lebenszyklus vieler Vertreter der Flaviviridae ist eine spezifische Umformung von ER-
Membranen zur Ausbildung von lokal abgeschirmten Bereichen, in denen die virale RNA-Replikation
stattfinden kann (Abb. 2.2 - lll) (Egger et al., 2002; Gillespie et al., 2010; Gosert et al., 2003; Moradpour
et al., 2004; Romero-Brey and Bartenschlager, 2014; Welsch et al., 2009). Durch dieses ,,membranous
web“ wird eine hohe lokale Konzentration von viralen Proteinen sowie der Schutz vor Komponenten
der zelluldren Immunantwort erreicht. Fiir Pestiviren konnte die Existenz dieser Strukturen noch nicht

eindeutig belegt werden (Schmeiser et al., 2014; Weiskircher et al., 2009).
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des pestiviralen Lebenszyklus. Die Infektion der Wirtszelle erfolgt tiber die
Bindung des Virus an den Rezeptor CD46 und die Rezeptor-vermittelte Endozytose (I.). Nach der Freisetzung wird
das virale RNA-Genom zur Translation des viralen Polyproteins genutzt, welches ko- und posttranslational von
zelluldren- und viralen Proteasen prozessiert wird (Il.). Nachdem die virale Replikase assembliert ist, erfolgt die
RNA-Replikation des viralen Genoms an den Membranen des endoplasmatischen Retikulums (ll1.). In der spaten
Phase der Infektion kommt es zum Zusammenbau der Virionen (IV.) und zum Zellaustritt der Viruspartikel Gber
den sekretorischen Transportweg (V.). Abbildung adaptiert aus Murray et al., 2008.
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In der spaten Phase der Infektion kommt es an den ER-Membranen zur Assemblierung der infektiosen
Viruspartikel (Abb. 2.2 - 1V). Es wird angenommen, dass die RNA-Replikation und die
Virionmorphogenese eng gekoppelte Prozesse sind (Lindenbach, 2013; Pietschmann et al., 2009). Der
Austritt des Viruspartikels erfolgt tiber den klassischen sekretorischen Transportweg der Zelle unter
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der Beteiligung des Golgi-Apparates (Abb. 2.2 - V) (Grummer et al.,, 2001; Macovei et al., 2006;
Ohmann, 1990; Schmeiser et al., 2014). Da die pestivirale Virionmorphogenese zentrales Thema dieser

Arbeit ist, wird sie ausfihrlich in Kapitel 2.4 beschrieben.

2.3.2 RNA-Genom und Polyproteinprozessierung

Das pestivirale RNA-Genom ist ein einzelstrangiges positiv-orientiertes RNA-Molekiil, welches eine
GroRe von ca. 12,3 kb aufweist (Abb. 2.3 - oben). Durch natirlich auftretende RNA-
Rekombinationsereignisse in der Zelle kann die GroRe des Genoms bis zu 16,5 kb betragen (Becher et
al., 1999; Meyers et al., 1992). Es wurde gezeigt, dass RNA-Genome bis zu 20 kb in infektitse Virionen
verpackt werden kdnnen (Gallei et al., 2004). Das pestivirale RNA-Genom kodiert in einem offenen
Leserahmen (engl. open reading frame, ORF) ein Polyprotein, das aus ca. 3900 Aminosduren besteht
(Becher et al., 1998; Collett et al., 1988a; Meyers et al., 1989a) (Abb. 2.3 - mittig). Der virale ORF wird
von einer 5- und einer 3‘NTR flankiert, die sog. cis-aktive Elemente enthalten, die fiir den viralen
Lebenszyklus regulatorische Funktionen besitzen (Frolov et al., 1998). Die Lange der 5’NTR ist ca. 400
Nukleotide (nt) und die der 3’'NTR ca. 200 nt. Im Gegensatz zu zelluliren mRNAs besitzt das RNA-
Genom von Pestiviren weder eine 5’-Cap-Struktur, noch ist es am 3‘-Ende polyadenyliert (Brock et al.,

1992; Collett et al., 1988a; Deng and Brock, 1992; Meyers et al., 1989a; Moormann et al., 1990).

Die 5’'NTR ist als interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) essentiell fir die Translationsinitiation und
ermoglicht die direkte Positionierung zelluldrer Ribosomen an das Translationsstart-Kodon (AUG)
(Chon et al., 1998; Fletcher and Jackson, 2002; Frolov et al., 1998; Myers et al., 2001; Poole et al., 1995;
Rijnbrand et al., 1997). Die 5’NTR bildet vier RNA Sekundarstrukturen (engl. stem loop, SL), SLla, SLIb,
SLIl und SLIII aus, die die Translationsinitiation vermitteln sowie wichtige Funktionen fir die virale RNA-
Replikation besitzen. Als besonders kritisch fiir beide Funktionen stellte sich der SL la heraus

(Grassmann et al., 2005; Yu et al., 2000).

Die 3’NTR wird in eine ,,3'-variable” (3‘V)-Region sowie eine konservierte ,3’conserved” (3'C)-Region
unterteilt und bildet die RNA Strukturen SL Ill (oder SLstop), SL Il und SL | aus. In der 3’V-Region, die SL
Il und SL Il umfasst, befinden sich mehrere ,in-frame“-Stopkodons, die eine vollstandige
Translationstermination sicherstellen, da das authentische Stopkodon zu keiner vollstandigen
Termination fiihrt (Isken et al., 2004). Die 3'C-Region umfasst die letzten ca. 100 Nukleotide des viralen
RNA-Genoms (Becher et al., 1998) und ist fiir die Initiation der Negativstrang-Synthese wahrend der
RNA-Replikation essentiell (Pankraz et al., 2005; Yu et al., 1999). Man vermutet, dass die Bildung des
viralen Replikationskomplexes im Anschluss an die Polyproteinprozessierung in cis am 3’ Ende des
RNA-Genoms geschieht, da die funktionelle trans-Komplementation von Proteinen der viralen

Replikase bisher nur fiir NS5A gezeigt werden konnte (Grassmann et al., 2001). Fir die BVDV 3’NTR
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konnte auRerdem die Bindung von Wirtsproteinen der Gruppe NF90/NFAR nahegelegt werden, die fiir

die Assemblierung der viralen Replikase wichtig sind (Isken et al., 2003).

Das im pestiviralen Genom kodierte Polyprotein besteht aus ca. 3900 Aminosauren (AS) und wird ko-
und posttranslational in 12 Proteine NP, Kapsidprotein (C), E™, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A und NS5B prozessiert (Abb. 2.3 - unten) (Becher et al., 1998; Collett et al., 1988a; Lamp et al.,
2011; Lindenbach et al., 2013; Meyers et al., 1989a; Tautz et al., 2015). Dabei unterscheidet man
grundsatzlich zwischen den Struktur- und den Nichtstrukturproteinen (NS-Proteine). Die
Strukturproteine sind Bestandteil infektidser Virionen, wohingegen die Nichtstrukturproteine zwar an
allen Prozessen des viralen Lebenszyklus beteiligt sind, sich jedoch nicht im freigesetzten Viruspartikel
nachweisen lassen. Eine Besonderheit bei Pestiviren sind die Autoprotease NP© am N-Terminus des

Polyproteins und das E™ Protein (Lindenbach et al., 2013; Stark et al., 1993).
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Abb. 2.3: Das pestivirale Polyprotein und die Polyproteinprozessierung. Das pestivirale RNA-Genom hat eine
positive Strangorientierung und wird von nichttranslatierten Regionen (NTR) flankiert. Es kodiert in einem
offenen Leserahmen (ORF) fiir ein Polyprotein, das ko- und posttranslational durch die viralen Proteasen NP™,
NS2 und NS3-4A sowie durch die zelluldre Signalpeptidase und Signalpeptidpeptidase prozessiert wird. Die
Strukturproteine (C, E™, E1, E2) (grau) und Nichtstrukturproteine (NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
(weiB) sind gekennzeichnet. Die entsprechenden Protease-Spaltstellen (|, bzw. 7, siehe Legende links) und die
Funktionen der jeweiligen Proteine sind angegeben. Die Komponenten der minimalen viralen Replikase
(NS3-5B) sind gekennzeichnet.

Die Prozessierung des viralen Polyproteins erfolgt durch zelluldre- und virale Proteasen (Tautz et al.,
2015). Die N-terminale virale Autoprotease NP™ spaltet sich autoproteolytisch vom Polyprotein ab und
generiert damit den eigenen C-Terminus und den N-Terminus des Kapsidproteins (C) (Stark et al., 1993;
Wiskerchen et al., 1991). Die Spaltungen zwischen den Proteinen C/E™, E™/E1, E1/E2, E2/p7 und
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p7/NS2 werden durch die zelluldre Signalpeptidase katalysiert, die im Lumen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) lokalisiert ist (Bintintan and Meyers, 2010; Elbers et al., 1996; Harada et al., 2000;
Rimenapf et al., 1993). DarlUber hinaus wird das Kapsidprotein (C) C-terminal durch die
Signalpeptidpeptidase prozessiert (Heimann et al., 2006). Die Prozessierung zwischen NS2 und NS3
erfolgt tiber die NS2-Autoprotease (Lackner et al., 2004). Die Spaltungen zwischen NS3/4A, NS4A/4B,
NS4B/5A sowie NS5A/5B werden von dem multifunktionellen NS3-Protein durchgefiihrt, wobei die
Prozessierung von NS4A/4B, NS4B/5A und NS5A/5B von der Einlagerung des NS3-Proteasekofaktors
NS4A abhdngt (Lamp et al., 2011; Lamp et al., 2013; Tautz et al., 1997; Tautz et al., 2000; Wiskerchen
and Collett, 1991; Xu et al., 1997).

2.3.3 Virale Strukturproteine

Die pestiviralen Strukturproteine umfassen das Kapsidprotein, E™, E1 und E2 (Abb. 2.1 und 2.3). Das
Kapsidprotein ist im Inneren des Viruspartikels mit dem viralen RNA-Genom assoziiert, wohingegen
E™, E1 und E2 die viralen Glykoproteine der Hillmembran (engl. envelope, E) darstellen und in dieser

verankert sind (Thiel et al., 1991).

Das Kapsidprotein oder Core (C) ist ca. 14 kDa grof8 und aufgrund seiner positiven Ladung in der Lage,
das virale RNA-Genom zu binden. C liegt intrinsisch ungeordnet vor und bindet RNA
sequenzunspezifisch mit geringer Affinitat (lvanyi-Nagy et al., 2008; Murray et al., 2008b). Ferner lasst
sich das Kapsidprotein in trans komplementieren, was auf eine gewisse funktionelle Dynamik schlieRen
lasst. Interessant in diesem Kontext ist, dass CSFV-Derivate generiert werden konnten, in denen
unterschiedlich groRe Bereiche des Proteins entfernt wurden, ohne Einfluss auf die
Virionmorphogenese (Riedel et al., 2010). Dartiber hinaus ist es moglich CSFV durch kompensatorische
Mutationen in der NS3 Helikasedomane an eine Core-unabhangige Virionmorphogenese zu adaptieren
(Riedel et al., 2012; Riedel et al., 2010). Neueste Studien zur Core-unabhangigen Virionmorphogenese
belegen, dass infizierende Kapsidprotein-freie Viren anfalliger flr die Interferon (engl. interferon, IFN)-
induzierte Immunantwort sind, was zur Attenuierung dieser Viren im nattrlichen Wirt fihrt (Riedel et

al., 2017).

Das Glykoprotein E™ ist einzigartig flir das Genus Pestivirus (Lindenbach et al., 2013; Rimenapf et al.,
1993; Simmonds et al., 2017). Es ist Bestandteil des Viruspartikels, besitzt aber auch durch seine
intrinsische RNase-Aktivitat eine antagonistische Wirkung gegen die IFN-induzierte Immunantwort
(Igbal et al., 2004; Magkouras et al., 2008; Matzener et al., 2009). E™ ist stark glykosyliert und liegt in
seiner reifen Form als Homodimer mit intra- und intermolekularen Disulfidbricken vor, (Hulst and
Moormann, 2001; Thiel et al., 1991). E™ ist durch eine C-terminale amphipathische a-Helix mit der
Virusmembran assoziiert (Aberle et al., 2014; Fetzer et al., 2005; Tews and Meyers, 2007). Daneben
dient diese a-Helix als Retensionssignal, wodurch rund 95% des an die Zelloberflache sekretierten E™
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in die Zelle zurtickgefiihrt werden (Burrack et al.,, 2012). Die Bezeichnung E™ (engl. ribonuclease
secreted, rns) kennzeichnet die RNase-Aktivitat, die E™ in seiner Membran-assoziierten Form als auch
in seiner sekretierten Form aufweist (Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996). Dabei handelt es
sich um eine T2 Ribonukleaseaktivitat (Hulst et al., 1994; Krey et al., 2012; Schneider et al., 1993),
deren RNase-Funktion kritisch flr die Unterdriickung der antiviralen Interferonantwort ist, die durch
extrazelluldare dsRNA oder ssRNA induziert wird (Igbal et al., 2004; Magkouras et al., 2008; Matzener
et al., 2009). Es konnte gezeigt werden, dass diese Funktion ein wichtiger Virulenzfaktor ist, da CSFV-
Derivate mit inaktiver RNase-Aktivitat im natlirlichen Wirt attenuiert sind (Meyer et al., 2002; Meyers

et al., 1999). Folglich ist E™ wichtig fur die Etablierung einer persistenten Infektion.

Das Glykoprotein E1 ist verhaltnismaRig wenig untersucht. Wahrend der Freisetzung von E1 kommt es
zur Ausbildung eines E™-E1 Proteinvorldaufers mit bisher unbekannter Funktion (Rimenapf et al.,
1993). Das 25-33 kDa grolRe E1 Protein ist Teil des Virions und in der Virushiille verankert (Thiel et al.,
1991; Weiland et al., 1990). Zudem ist E1 durch seine konservierten Cysteine in der Lage, Heterodimere

mit E2 auszubilden (Rimenapf et al., 1993; Weiland et al., 1990).

Das Glykoprotein E2 ist 53-55 kDa grofd wird durch die Signalpeptidase aus dem viralen Polyprotein
entlassen. In der Zelle ist ein E2-p7-Vorldufer nachweisbar, der fiir die Ausbildung infektitser Virionen
nicht essentiell ist (Harada et al., 2000; Riimenapf et al., 1993). E2 vermittelt die Bindung des Virus an
den pestiviralen Rezeptor CD46 (Krey et al., 2006; Maurer et al., 2004). Nach der Rezeptor-vermittelten
Endozytose erfolgt im Endosom die Fusion der Virusmembran mit der Endosomenmembran, wofir die
Ausbildung eines E1/E2-Heterodimers wahrscheinlich essentiell ist (Wang et al, 2004).
Strukturbestimmungen der CSFV E2 Ektodomane weisen auf eine bislang unbekannte Form eines
Fusionsproteins hin (El Omari et al., 2013; Li et al., 2013) und es wird vermutet, dass Pestiviren (und

eventuell auch HCV) eine untypische Form der Membranfusion unterstitzen.

2.3.4 Virale Nichtstrukturproteine

Anders als die viralen Strukturproteine, lassen sich die Nichtstrukturproteine nicht im infektitsen
Virion nachweisen (Thiel et al., 1991). Dennoch sind sie funktionell an den Prozessen des viralen
Lebenszyklus beteiligt. Bis auf das Nichtstrukturprotein NP weisen alle Proteine eine
Membranverankerung oder eine Membranassoziation mit dem ER-Membransystem auf. Bei
Pestiviren, sowie beim nahe verwandten HCV, bilden die Proteine NS3-5B zusammen mit bislang nicht
naher charakterisierten zellularen Proteinen die sog. ,minimale Replikase” aus und sind somit
essentiell fir die virale RNA-Replikation (Behrens et al., 1998; Lohmann et al., 1999) (Abb. 2.3). Eine
Besonderheit der Flaviviridae ist, dass auch die Nichtstrukturproteine an der Bildung infektioser

Virionen beteiligt sind (Murray et al., 2008a).
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Die virale N-terminale Autoprotease NP™ ist einzigartig flir den Genus Pestivirus (Lindenbach et al.,
2013; Simmonds et al., 2017). NP ist eine Cysteinprotease, die sich autoproteolytisch vom Polyprotein
abspaltet und somit ihren eigenen C-Terminus und den N-Terminus des Kapsidproteins generiert (Stark
et al., 1993; Wiskerchen et al., 1991). Da der C-terminus des Proteins danach im aktiven Zentrum
verbleibt, wird NP durch die Abspaltung inaktiviert (Gottipati et al., 2013). NP wird heute einer
eigenen Klasse, den C53-Proteasen zugewiesen (Gottipati et al., 2013; Rawlings et al., 2012; Zogg et
al., 2013). Eine weitere wichtige Funktion von NP™ ist die Hemmung der IRF-3 (engl. interferon
regulatory factor 3, IRF-3) -induzierten Immunantwort, indem es die Degradation von IRF-3 im
Proteasomen induziert und damit die Etablierung einer persistenten Infektion bei BVDV und CSFV

ermoglicht (Bauhofer et al., 2007; La Rocca et al., 2005; Ruggli et al., 2003; Seago et al., 2007).

Das virale p7 ist ca. 7 kDa grof8 und fiir die Bildung infektioser Pestiviruspartikel essentiell (Gladue et
al.,, 2012; Harada et al., 2000; Sakai et al., 2003), eine Funktion, die auch fiir HCV-p7 nachgewiesen
wurde (Lin et al., 1994; Steinmann et al., 2007). Zudem ist CSFV-p7 ein wichtiger Virulenzfaktor im
natlirlichen Wirt (Gladue et al., 2012). Das p7 von CSFV und HCV weist strukturelle Gemeinsamkeiten
mit Viroporinen auf (Harada et al.,, 2000; Largo et al., 2014). Das sind kleine integrale
Membranproteine, die durch Oligomerisierung Membranen destabilisieren und dadurch lonenkanale
ausbilden (Carrasco, 1995; Gonzalez and Carrasco, 2003). Es konnte experimentell belegt werden, dass
HCV-p7 (Griffin et al., 2004; Madan and Bartenschlager, 2015) und pestivirales p7 Viroporine sind
(Largo et al., 2014; Luscombe et al., 2010). Ferner ist p7 Uber Protein-Protein-Interaktionen an der
Assemblierung von infektidsen Virionen beteiligt (Wozniak et al.,, 2010). Wichtige virale

Interaktionspartner fiir HCV-p7 scheinen Core, NS2 und NS5A zu sein (Gouklani et al., 2013).

Auf das p7 folgen im Polyprotein NS2-3 (bzw. NS2 und NS3) und NS4A. Da diese Proteine von
besonderer Bedeutung flir den pestiviralen Lebenszyklus sind und eine zentrale Stellung in dieser

Arbeit haben, werden sie detailliert in Kapitel 2.3.5 behandelt.

Das pestivirale NS4B ist ein hydrophobes Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von ca.
35 kDa, das an intrazellulairen Membranen des Golgi-Apparates und von Mitochondrien lokalisiert
(Weiskircher et al., 2009). Fiir NS4B von CSFV konnte NTPase-Aktivitdt nachgewiesen werden (Einav et
al., 2004; Gladue et al., 2011). NS4B ist Bestandteil der minimalen Replikase und essentiell fir die virale
RNA-Replikation (Behrens et al., 1998; Collett et al., 1991; Grassmann et al., 2001). Fiir HCV konnte
gezeigt werden, dass NS4B sich mit bis zu vier Transmembrandomanen in Membranen einlagert und
an der Bildung des ,membranous web“ beteiligt ist (Gosert et al., 2003; Moradpour et al., 2004;
Moradpour et al., 2003). C-terminale NS4B Protein-Protein-Interaktionen mit weiteren NS4B-
Molekilen sind essentiell fiir die RNA-Replikation (Paul et al., 2011) und kritisch fiir die korrekte

Lokalisation von NS5A ist (Biswas et al., 2016).
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Das NS5A von Pestiviren, als auch das NS5A von HCV, ist ein ca. 58 kDa groRes Zink-koordinierendes
Phosphoprotein, welches in der Lage ist, die virale RNA zu binden (Reed et al., 1998; Sheng et al., 2012;
Tellinghuisen et al., 2004; Tellinghuisen et al., 2006). Im Gegensatz zu Pestiviren lasst sich flir HCV eine
basal- oder hypo- (56 kDa) und eine hyperphosphorylierte Form (58 kDa) unterscheiden (Kaneko et al.,
1994). NS5A ist ein essentieller Bestandteil der viralen Replikase und lasst sich als einziges Protein
dieses Komplexes in trans komplementieren (Behrens et al., 1998; Grassmann et al., 2001). NS5A ist
aus drei Domanen aufgebaut (DI, DII, DIll) (Isken et al., 2014; Tellinghuisen et al., 2004). Am N-Terminus
weist HCV-NS5A eine amphipathische a-Helix auf, die fiir die Assoziation von NS5A an der ER-Membran
verantwortlich ist (Brass et al., 2002; Brass et al., 2007; Elazar et al., 2003). Ferner lokalisiert NS5A an
Lipid Droplets (LD) (Isken et al., 2014; Shavinskaya et al., 2007). Die molekularen Details zur Funktion
von NS5A wahrend der viralen RNA-Replikation sind bislang nicht umfassend verstanden. Es wird
vermutet, dass CSFV-NS5A die Bindung an die virale 3’NTR und durch direkte Proteininteraktion mit
NS5B die RNA-Replikation reguliert (Chen et al., 2012; Sheng et al., 2012; Xiao et al., 2009). Fiir HCV
NS5A wurden zahlreiche Interaktionen mit zellularen Interaktionspartnern identifiziert und es wird
NS5A die Funktion eines Chaperonmolekiils zugeschrieben, das durch unterschiedliche
Proteininteraktionen mit zelluldren und viralen Proteinen verschiedene Prozesse im viralen
Lebenszyklus ermdoglicht (Ross-Thriepland and Harris, 2015). Ferner wurde HCV-NS5A eine essentielle
und koordinierende Rolle wahrend der Virusassemblierung zugeordnet (Appel et al., 2008). Es zeigte
sich, dass DIl kritisch fiir die Interaktion von NS5A mit der viralen RNA und mit dem Kapsidprotein ist
und dadurch aktiv zum Ubergang von Genomsynthese zur Virionmorphogenese beitragt (Masaki et al.,

2008; Zayas et al., 2016).

Das ca. 77 kDa grole virale NS5B ist die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase (eng. RNA-dependent
RNA Polymerase, RdRp), welche die de novo Synthese neuer RNA-Genome katalysiert (Kao et al., 1999;
Lai et al., 1999; Steffens et al., 1999; Zhong et al., 1998). Fir diese Aktivitat ist die Assemblierung der
Proteine NS3-5B (virale Replikase) (Behrens et al., 1998) sowie die Bindung von Kationen wie Mg? oder
Mn?* durch das konservierte Aminosauremotiv GDD essentiell (Wang et al., 2007). Die Mutation dieses
Motivs zu GAA fihrt zur Inaktivierung der RNA-Polymerase. Dem NS5B C-Terminus wurde auRerdem

eine essentielle Rolle wéahrend der pestiviralen Virionmorphogenese zugeordnet (Ansari et al., 2004).
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2.3.5 Die pestiviralen Proteine NS2, NS3 und NS4A und ihre Proteinkomplexe

Die Proteine NS2, NS3 und NS4A bilden zusammen verschiedene Proteinkomplexe, die durch die
Anlagerung weiterer Komponenten spezifische Funktionen im viralen Lebenszyklus ausiben. Diese
Komplexe haben zentrale Funktionen in der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese (Lackner et
al., 2004; Dubrau et al., 2017). NS2, NS3 und NS4A entstehen durch die Signalpeptidase-vermittelte
Spaltung zwischen p7 und NS2 (Elbers et al., 1996), die NS2-3-Spaltung, welche von der NS2-Protease
katalysiert wird (Lackner et al., 2004) sowie durch die cis-Spaltung zwischen NS3 und NS4A,
durchgefiihrt von der NS3-Serinprotease (Tautz et al., 2000; Xu et al., 1997). Bezogen auf den NS2-3-
4A-Bereich wird zunéchst der Proteinvorlaufer NS2-3 aus dem Polyprotein freigesetzt, worauf sich die
Spaltung zwischen NS2 und NS3 anschliet. Wahrend man friiher davon ausging, dass ungespaltenes
NS2-3 in der RNA-Replikation von Pestiviren genutzt werden kann (Collett et al., 1988b; Meyers et al.,
1991; Meyers et al., 1992), belegen aktuelle Studien die essentielle Rolle der NS2-3-Spaltung und die
damit einhergehende Freisetzung von NS3 fiir die virale RNA-Replikation (Lackner et al., 2004). Bei
verschiedenen Pestiviren ist die Prozessierung von NS2-3 unterschiedlich effizient, jedoch nie
vollstandig (Meyers and Thiel, 1996). Ferner wurde dem Proteinvorlaufer NS2-3 eine essentielle
Funktion in der pestiviralen Virionmorphogenese zugeschrieben (Agapov et al., 2004; Moulin et al.,
2007). Da weder ungespaltenes NS2-3 in der RNA-Replikation, noch freies NS3 in der
Virionmorphogenese genutzt werden kann, sind Pestiviren fiir den vollstiandigen Lebenszyklus auf
beide Proteinformen angewiesen. Dadurch stellt die Prozessierung von NS2-3 einen molekularen
Mechanismus fiir das Umschalten von der RNA-Replikation (friihe Phase der Infektion) zur
Virusassemblierung (spate Phase der Infektion) dar (Abb. 2.4). Die Regulation der RNA-Replikation
durch die NS2-3-Spaltung ermdglicht ferner die Etablierung einer persistenten Infektion (Lackner et

al., 2005; Lackner et al., 2004). Somit ist die Regulation der NS2-3-Spaltung von kritischer Bedeutung.

friihe Phase | NS2 [ NS3 ] e RNA-Replikation
spite Phase [ NS2 I NS3 ] —>  Virionmorphogenese

Abb. 2.4: Die zeitliche Regulation der NS2-3-Spaltung dient im pestiviralen Lebenszyklus dem Umschalten
zwischen RNA-Replikation und Virionmorphogenese. Die Aktivitat der NS2-Protease hangt von der Bindung des
zellularen Kofaktors Jiv (engl. J-domain protein interacting with viral protein, Jiv) (blau) an NS2 ab. In der friihen
Phase der Infektion ist dieser im Uberschuss vorhanden, wodurch es zur Aktivierung der NS2-Protease und zur
NS2-3-Spaltung kommt (oben). Das freigesetzte NS3 assembliert mit den anderen NS-Proteinen zur viralen
Replikase (NS3-5B) und vermittelt die RNA-Replikation. In der spaten Phase der Infektion ist das verfugbare Jiv
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der Zelle stark verringert, wodurch die NS2-Protease sehr ineffizient aktiviert wird. In der Folge liegt vornehmlich
primar ungespaltenes NS2-3 in der Zelle vor, das essentiell fiir die pestivirale Virionmorphogenese bendtigt wird
(unten).

Die Spaltung von NS2-3 erfolgt durch die Autoproteaseaktivitdt des NS2-Proteins. Das pestivirale NS2
besitzt ein Molekulargewicht von ca. 45 kDa und ist durch die N-terminale Transmembrandomaéne
(TM) in der ER-Membran verankert. Bioinformatischen Analysen zufolge ist die N-terminale Halfte des
NS2-Proteins mit ca. 7-8 Transmembransegmenten integral in zellulire Membranen eingelagert. Im C-
terminalen NS2 Anteil ist die NS2 Proteasedomane, die Cysteinprotease-Aktivitdt aufweist, lokalisiert
(Abb. 2.5 - oben) (Lackner et al., 2004). Fir seine Aktivitat ist die NS2-Protease auf die Interaktion mit
dem zelluldren Kofaktor Jiv (engl. J-domain protein interacting with viral protein, Jiv) angewiesen, ein
zellulares Chaperon, das auch als DNAJC-14 bekannt ist (Lackner et al., 2005; Rinck et al., 2001). Die
NS2-Aktivierung erfolgt durch die Interaktion von NS2 mit dem Kofaktor Jiv Gber zwei Jiv-bindende
Motive in der NS2 Proteasedomane (Abb. 2.5 — oben — | und Il), wodurch die NS2-3-Spaltung in cis und
dadurch die NS3 Freisetzung ermdglicht wird. Der genaue Mechanismus der NS2-Aktivierung ist bislang
noch nicht in allen molekularen Details aufgeklart, u.a. da strukturelle Informationen tGber den NS2-Jiv
Komplex nicht zur Verfligung stehen. Die funktionelle Charakterisierung zeigte, dass ein minimales Jiv-
Fragment von 90 AS (Jiv90) und die strukturelle Integritat des Zink-koordinierenden Motives im NS2
Voraussetzungen fir die NS2-Aktivierung sind (Lackner et al., 2006; Rinck et al., 2001). Durch seine
Funktion in der NS2-Aktivierung und die damit verbundene NS3 Freisetzung besitzt Jiv eine zentrale
Rolle fir die Ausbildung eines funktionellen Replikationskomplexes und damit fiir die RNA-Replikation.
Durch diese funktionelle Bedeutung ist Jiv ein wichtiger proviraler Wirtsfaktor der Zelle und reguliert
den Wechsel zwischen RNA-Replikation und Virionmorphogenese (Abb. 2.4). Die Jiv-Uberexpression
flihrt in ncp-infizierten Zellen aufgrund der gesteigerten Freisetzung von NS3 und der daraus
resultierenden gesteigerten RNA-Replikation zur Ausbildung eines cp-Biotyps (Rinck et al., 2001). Die
Aktivierung der NS2-Protease erfolgt bereits durch stochiometrische Mengen von lJiv (Lackner et al.,
2005). Ferner weist Pestivirus NS2 ein Zink-koordinierendes Motiv auf. Das NS2-Protein von HCV ist im
Vergleich zum pestiviralen NS2 deutlich kirzer, weist aber ebenfalls eine N-terminale
Transmembrandomane und eine C-terminale Proteasedomane mit Cysteinprotease-Aktivitat auf (Abb.
2.5 — unten). Im Gegensatz zu Pestiviren, wird die NS2-Protease von HCV in cis durch die NS3
Proteasedomaéne aktiviert, wodurch die Spaltung von NS2-NS3 in Zellkultur hocheffizient ist (Grakoui

et al., 1993; Hijikata et al., 1993; Isken et al., 2015; Schregel et al., 2009).
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BVDV NS2 Proteasedomadne

H310 E325 c375

1

333 378 395 423 452
HCV NS2 Proteasedomadne Zn2*

H143 E163 c184

1

Abb. 2.5: Vergleich der NS2-Proteine von Pestiviren und HCV. Schematische Darstellung von BVDV-NS2 und
HCV-NS2. Das pestivirale NS2 ist mit 452 AS nahezu doppelt so lang wie HCV-NS2. Beide NS2-Proteine lassen sich
in eine N-terminale Transmembrandomane (TM) und eine C-terminale Proteasedoméane mit Cysteinprotease-
Aktivitat einteilen. Im Gegensatz zu HCV besitzt BVDV NS2 zwei Jiv Protein-bindende Motive (Boxen | und Il) und
ein Zink-koordinierendes Motiv (Zn%*). Die Aminosduren des jeweiligen katalytischen Zentrums sind
gekennzeichnet.
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Das pestivirale NS3 ist ein multifunktionelles Protein mit einem Molekulargewicht von 75-80 kDa
(Wiskerchen and Collett, 1991). Innerhalb des Genus Pestivirus ist NS3 hochkonserviert (Becher et al.,
1994; Meyers and Thiel, 1996) und ist strukturell und funktionell in zwei Doméanen organisiert. N-
terminal befindet sich die NS3 Proteasedomane, die Serinprotease-Aktivitat aufweist, die durch eine
kurze flexible Aminosauresequenz mit der C-terminale gelegenen NS3 Helikasedomane verbunden ist,
die Helikase- und NTPase-Aktivitat besitzt (Abb. 2.6 A) (Bazan and Fletterick, 1989; Gorbalenya et al.,
1989a; Gorbalenya et al., 1989b; Warrener and Collett, 1995; Wiskerchen et al., 1991). Fiir seine
vollstindige proteolytische Funktionalitat ist NS3 auf die Einlagerung seines Kofaktors NS4A
angewiesen, der sich in den N-terminalen Bereich der NS3 Proteasedomane einlagert (Tautz et al.,
2000; Xu et al., 1997). Die NS3-4A Protease vermittelt die Freisetzung von NS3, NS4A, NS4B, NS5A und
NS5B. Wahrend die Spaltung zwischen NS3 und NS4A ausschliefRlich in cis erfolgt, konnen die anderen
Spaltstellen in trans bedient werden. Die Prozessierungen zwischen NS4B/5A und NS5A/5B hangen
essentiell von NS4A ab (Bazan and Fletterick, 1989; Gorbalenya et al., 1989a; Gorbalenya et al., 1989b;
Tautz et al., 2000; Warrener and Collett, 1995; Wiskerchen et al., 1991; Xu et al., 1997). Erst kirzlich
konnte eine weitere Spaltstelle fiir NS3-4A identifiziert werden, die zur Separierung der NS3-Protease-
(NS3p; AS 1-190; 26 kDa) und Helikasedomane fiihren (Lamp et al., 2013). NS3 ist Bestandteil der
viralen Replikase (NS3-5B) und essentiell flir die virale RNA-Replikation (Behrens et al., 1998; Tamura
et al.,, 1993; Warrener and Collett, 1995). Die NS3 Helikasedomane besitzt Helikase- und NTPase-
Aktivitat, die wahrend der viralen RNA-Replikation fiir die Entwindung des viralen RNA-Genoms
bendtigt werden. Interessanterweise zeigte sich weiterhin, dass die CSFV NS3 Helikasedomane eine
kritische Bedeutung in der pestiviralen Core-unabhangigen Virionmorphogenese hat (Riedel et al.,
2017; Riedel et al., 2012; Riedel et al., 2010). Diese Beobachtung unterstreicht die Multifunktionalitat

von NS3 und seine zentrale Rolle im pestiviralen Lebenszyklus.
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NS4A ist 64 Aminosduren lang und der essentielle Kofaktor der NS3-Protease. NS4A besteht aus einer
Transmembrandomane (AS 1-20) und einem C-terminalen Anteil (AS 21-64) (Abb. 2.6 B). Der C-
terminale Teil lagert sich in cis mit der NS3 Proteasedomane zusammen, wodurch der NS3/4A-
Komplex gebildet wird, der essentiell fir die virale Polyproteinprozessierung und die RNA-Replikation
ist (Abb. 2.6 C) (Behrens et al., 1998; Tautz et al., 2000). Die Transmembrandoméane von HCV NS4A
dient der Verankerung des HCV NS3/4A-Komplexes in der ER-Membran (Brass et al., 2008), wodurch
es wabhrscheinlich ist, dass flr den pestiviralen NS3/4A-Komplex eine vergleichbare
Membraneinlagerung erfolgt. Ferner ist die Homodimerisierung von NS4A durch die
Transmembrandomane kritisch fiir die virale RNA-Replikation und Virionmorphogenese von HCV
(Kohlway et al., 2014). Anhand der Kristallstruktur eines Komplexes aus der NS3 Proteasedomane und
eines synthetischen Kofaktor Peptides wurde deutlich, dass ein NS4A Anteil nach der Einlagerung in
die NS3 Proteasedomane eine B-Faltblattstruktur ausbildet, die auch als ,,Zentralpeptid“ bezeichnet

wird (Abb. 2.6 B und C) (Kim et al., 1996).

A ns3-Protein Walker C NS3 Helikase-
o, H69pD97 Gl63 A B doméne
BVDV I] NS3Pro | NS3He ' xﬁl "
1 209 683 e ¢ cho
— 139 Walker NS3 Protease- 3 {f"
aGH57 D8!S A B domine \1 D ,.gf“’
HCV I] NS3Pro I I NS3Hel P
! Zn2+ 180 631

B NS4A-Kofaktor

minimale Kofaktordomé&ne

BVDV

[y

20 57 64
Minimalpeptid
I—%\

HCV “ Zentralpeptid g saure Doméne

1 20 32 39 54

Abb. 2.6: Gegeniiberstellung der Proteine NS3 und NS4A von BVDV und HCV sowie die strukturbasierte
Darstellung des HCV NS3/4A-Komplexes. (A) Schematische Darstellung von NS3. BVDV- und HCV-NS3 kénnen
funktionell und strukturell in die N-terminale NS3 Proteasedomine (NS3P°) und die C-terminale NS3
Helikasedomine (NS3"¢) eingeteilt werden. NS3P° hat Serinprotease-Aktivitit (das jeweilige katalytische
Zentrum ist gekennzeichnet). N-terminal ist im NS3 eine a-Helix (ao) lokalisiert, die den NS3/4A-Komplex an der
ER-Membran assoziiert. Die C-terminale Domane besitzt Helikase- und NTPase-Aktivitdt. Fir diese Funktionen
sind das Walker A- (BVDV: GKT?31233; HCV: GKS?1%212) und Walker B-Motiv (BVDV: DEYH32%-324: HCV: DECH?°0-2%3)
essentiell. Im Vergleich zu BVDV besitzt HCV-NS3 noch ein Zn?*-bindendes Motiv (C%¢, C®8, C144, H!#®), (B) Der NS3-
Proteasekofaktor NS4A besteht aus einer Transmembrandoméne (TM-schwarz) sowie einem C-terminalen
Anteil, der sich teilweise in die NS3 Proteasedomane einlagert und somit zur Struktur der Proteasedoméne
beitragt. HCV-NS4A wird in ein sog. Zentralpeptid, eine Kink-Region (engl. , Knick”) und in eine saure Domane
eingeteilt. Fiir BVDV-NS4A besteht diese exakte Unterteilung bisher noch nicht. Die minimale Kofaktordomane
von BVDV (Tautz et al., 2000) und das Minimalpeptid von HCV (Bartenschlager et al., 1995) sind gekennzeichnet.
(C) Modelldarstellung des NS3/4A-Komplexes basierend auf den geldsten Kristallstrukturen von HCV NS3 (PDB
1CU1; Yao et al., 1999) und NS4A (Yao et al., 1999 und fiir NS4A [1-22] Brass et al., 2008). NS3 Proteasedomane
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(blau), NS3 Helikasedomane (grau), NS4A (orange). Der NS3/4A-Komplex wird Giber die NS4A-TM und die NS3 a-
Helix (griin) an der ER-Membran verankert. Aminosadureseitenketten der katalytischen Triade der NS3 Protease
(violette Kugeln). Abbildung adaptiert nach Brass et al. 2008.

Sowohl fiur BVDV als auch fiir HCV wurde gezeigt, dass die Einlagerung von NS4A in die NS3
Proteasedomaéne essentiell fir Spaltung von NS4B/5A und NS5A/5B ist (Bartenschlager et al., 1995;
Tautz et al.,, 2000; Xu et al., 1997). Experimentell konnte fiir BVDV-NS4A eine ,minimale
Kofaktordoméane” von 39 Aminosauren (AS 19-57) bestimmt werden (Tautz et al., 2000), wahrend das
,Minimalpeptid” von HCV-NS4A aus 12 Aminosauren besteht (AS 18-29) (Bartenschlager et al., 1995).
HCV-NS4A wird auflerdem in eine Kink-Region (engl. fur , Knick”) (AS 33-39) (Brass et al., 2008) und
eine saure Domaéne (AS: 40-54) unterteilt (Abb. 2.6 B) (Lindenbach et al., 2007). Die saure Domé&ne von
HCV-NS4A ist wichtig fir die NS5A-Hyperphosphorylierung, die RNA-Replikation und in der
Virionmorphogenese (Lindenbach et al., 2007; Phan et al., 2011). Das pestivirale NS4A ist im Verbund
mit ungespaltenem NS2-3 essentiell fir die pestivirale Virionmorphogenese und vermittelt diese
vermutlich als NS2-3/4A-Komplex im Zusammenspiel mit weiteren Struktur- und
Nichtstrukturproteinen. Da Pestiviren den NS3/4A-Komplex im Verbund mit NS4B, NS5A, NS5B und
zelluldren Faktoren fir die RNA-Replikation benoétigen, wahrend der NS2-3/4A-Komplex zusammen
mit den Strukturproteinen, zelluldren Faktoren sowie NS4B, NS5A und NS5B spezifisch zur
Virusassemblierung genutzt wird (Agapov et al., 2004; Behrens et al., 1998; Lackner et al., 2004; Moulin
et al., 2007), wird der Wechsel von RNA-Replikation zur Virionmorphogenese vermutlich durch die
regulierte Zusammenlagerung spezifischer, in der Virionmorphogenese aktiver Proteinkomplexe
erreicht, die funktionell auf ungespaltenes NS2-3 angewiesen sind. Die Zusammensetzung dieser
Proteinkomplexe und die molekularen Details fiir eine solche Regulation sind bislang nur unzureichend

verstanden, bilden aber die Grundlage fiir ein besseres Verstandnis der pestiviralen Pathogenitat.

2.3.6 Zytopathogenitat bei Pestiviren

In Zellkultur kénnen zwei pestivirale Biotypen unterschieden werden: der nicht-zypothogene Biotyp
(ncp) und der zytopathogene Biotyp (cp) (Baker, 1987; Tautz et al., 2015). Das Verstdndnis der
Unterschiede dieser beiden Formen ist besonders wichtig im Hinblick auf die pestivirale Pathogenese.
Wahrend die intrauterine Infektion (siehe 2.2.3) mit einem ncp-Virus zur Etablierung einer
persistenten Infektion (Pl) fihren kann, resultiert der Biotypenwechsel vom ncp- zum cp-Virus
wahrend einer Infektion in der Ausbildung der ,Mucosal Disease” (MD), die i.d.R. zum Tod des
infizierten Tieres flhrt. Dieser Wechsel geschieht spontan und kann erst nach Jahren der persistenten
Infektion auftreten. Aus dem an MD erkrankten Tier, ldsst sich immer ein eng verwandtes Viruspaar
isolieren, das aus dem ncp-Virus und einem veranderten cp-Virus besteht (Becher and Tautz, 2011).
Die Ursache fiir den Biotypenwechsel ist die Verdnderung des viralen RNA-Genoms durch RNA-

Rekombinationsereignisse, die spontan auftreten und zu einer deregulierten NS2-3-Spaltung und
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damit zur gesteigerten Freisetzung von NS3 fiihren. In der Folge kommt es zu einem massiven Anstieg
der RNA-Replikation, die letztlich zur Apoptose und Lyse der infizierten Zelle fiihrt (Becher et al., 2001;
Collett et al., 1988b; Corapi et al., 1988; Mendez et al., 1998; Meyers and Thiel, 1996; Vassilev and
Donis, 2000). Die MD ist das Resultat einer vermehrten Ausbreitung des cp-Virus innerhalb des
infizierten Tieres und des massiven Absterbens der cp-infizierten Zellen. Grundséatzlich sind RNA-
Rekombinationen mit viralen- oder zellularen Sequenzen moglich (Becher and Tautz, 2011). Die bisher
identifizierten cp-Isolate belegen, dass eine Vielzahl von Genom-Veranderungen toleriert werden
konnen. Aus evolutiondrer Sicht ist der Biotypenwechsel jedoch zum Nachteil des Virus, da es die
Fahigkeit der Persistenz verliert und es letztlich den Tod des Wirtes herbeifiihrt, wodurch das Reservoir
des Virus verloren geht. Aus diesem Grund sind die meisten cp-Viren nicht in der Lage sich effizient in

einer Population auszubreiten.

Die Veranderungen im viralen RNA-Genom, die zu einem cp-Biotyp (deregulierte NS3-Freisetzung)
flhren, lassen sich in vier Gruppen einteilen (Abb. 2.7):
e Insertion einer zellularen mRNA Sequenz (z.B. Ubiquitin) N-terminal von NS3, die auf

Proteinebene als Erkennungssequenz fiir zelluldren Proteasen oder -Hydrolasen dient und
dadurch die NS3-Freisetzung bewirkt

e Insertionen kodierender Jiv mRNA Fragmente im viralen Genom fiihren zur intrinsischen,
deregulierten Aktivierung der NS2-Protease und zur NS3-Freisetzung

e Insertionen oder Punktmutationen im NS2 fihren zur Jiv-unabhdngigen intrinsischen
Aktivierung der NS2-Protease, wodurch die konstitutive NS3-Freisetzung resultiert

e Deletionen oder Duplikationen im viralen Genom filihren zur Fusionierung von NP™-
kodierender Sequenz an den N-Terminus von NS3 und damit zur permanenten NS3-
Freisetzung

Die Insertion von zelluldaren Ubiquitin oder Ubiquitin-dhnlichen Sequenzen sind haufig in viralen
Genomen von cp-Viren zu finden (Meyers and Thiel, 1996). Ubiquitin ist ein hoch konserviertes
eukaryontisches Protein, welches als N-terminales Fusionsprotein gebildet wird (Finley et al., 1989;
Finley et al., 1987; Redmann and Rechsteiner, 1989). Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen (UCH) spalten
am C-Terminus von Ubiquitin, wodurch Ubiquitin-Monomere von den Fusionsproteinen freigesetzt
werden (Baker et al., 1992; Mayer and Wilkinson, 1989). In der Zelle knnen Zielproteine mit Ubiquitin
markiert werden, was u.a. zum proteasomalen Abbau der Zielproteine fihrt (Hershko and
Ciechanover, 1992). Von zentraler Bedeutung fiir diese Arbeit ist der cp-Stamm Osloss, der zwischen
NS2 und NS3 die Insertion eines Ubiquitin-Monomers aufweist, welches die NS3-Freisetzung durch

Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen bewirkt (Meyers et al., 1989b; Tautz et al., 1993).
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Genomorganisation verschiedener cp-Virus-lsolate. Durch RNA-
Rekombinationsereignisse kommt es zu Genomveranderungen (Insertionen von zelluldre Sequenzen bzw.
Deletion oder Duplikation von viralen Sequenzen) die zur Bildung eines cp-Virus aus einem ncp-Virus fiihren
(oben, NCP). Alle Verdnderungen fiihren zur unregulierten NS2-3-Spaltung und einer konstitutiven NS3-
Freisetzung durch zelluldre Proteasen (z.B. Ubiquitin-Hydrolasen) oder durch virale Proteasen wie z.B. die
intrinsische Aktivierung der NS2-Protease oder die NP™-vermittelte NS3-Freisetzung. Schematisch sind die
Stamme Osloss (Insertion einer zellularen Ubiquitin (Ubi)-Sequenz), NADL (Insertion eines Fragments (Jiv90) des
Jiv-Proteins), CP7 (Duplikation einer viralen Sequenz) und CP6 (Duplikation des Bereiches NS3-4B sowie einem
N-terminalem Teil von NS5A, und Fusion von NP an den N-Terminus der duplizierten NS3-kodierenden Sequenz)
dargestellt. Insertionen bzw. Duplikationen sind in grau dargestellt. Die NTR's sind als schwarze Linien dargestellt.
Die Proteinspaltungen zur NS3-Freisetzung durch NP, NS2 und Ubiquitin-C-terminalen Hydrolasen (UCH) sind
mit Pfeilen gekennzeichnet.

In der Folge der deregulierten NS3-Freisetzung kommt es zur verstarkten RNA-Replikation. Fiir den
pestiviralen Replikationszyklus stellt die vollstandige Prozessierung von NS2-3 jedoch ein Problem dar,
da ungespaltenes NS2-3 essentiell fiir die Generierung von infektiosen Virionen ist (Agapov et al., 2004;
Moulin et al., 2007). Man geht daher davon aus, dass diese cp-Viren fir die Verpackung auf Helferviren
angewiesen sind, die NS2-3 in trans zur Verfligung stellen. Fir den BVDV-1 Stamm Osloss konnte diese
Abhédngigkeit jedoch noch nicht eindeutig belegt werden. Aufgrund dieser Tatsache war das BVDV
Isolat Osloss- ein guter Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen zur NS2-3-Abhangigkeit der
pestiviralen Virionmorphogenese. Interessanterweise konnte in den letzten Jahren gezeigt werden,
dass es moglich ist, Pestiviren an eine Virionmorphogenese in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-
3 (NS2-3-unabhangig) zu adaptieren, wodurch das zentrale Dogma der NS2-3-Abhdngigkeit von
Pestiviren widerlegt werden konnte. Da dieses Thema zentral fiir die vorliegende Arbeit ist, wird es in

Kapitel 2.5 umfassend eingeleitet.
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2.4  Virionmorphogenese bei Pestiviren im Vergleich zu Vertretern der Flaviviridae
In der Virionmorphogenese der Vertreter der Flaviviridae lagern sich die viralen Strukturproteine mit
dem viralen RNA-Genom zu Viruspartikeln zusammen, die letztlich von der infizierten Zelle freigesetzt

werden. Diese infektidsen Virionen sind dann in der Lage, naive Wirtszellen zu infizieren.

Pestiviren sind mit intrazellularen Membranen assoziiert (Bielefeldt-Ohmann and Bloch, 1982; Gray
and Nettleton, 1987). Studien konnten nahelegen, dass Pestiviren in das ER-Lumen knospen und
schlielllich iber den klassischen sekretorischen Weg, unter der Beteiligung des Golgi-Apparates, aus
der Zelle entlassen werden (Grummer et al., 2001; Macovei et al., 2006; Ohmann, 1990; Schmeiser et
al., 2014). Allerdings zeigte die Analyse von gereinigten pestiviralen Viruspartikeln, dass sich die
Lipidkomposition der Virushiille, mit einem hohen Anteil an Cholesterol und Sphingolipiden, deutlich
von der typischen Lipidkomposition von ER-Membranen unterscheidet (Callens et al., 2016). Es ist
somit wahrscheinlich, dass wahrend der Virusreifung eine Anreicherung dieser Lipidmolekile in der
Virushiille stattfindet. Vermutlich sind das Kapsidprotein, E™ oder andere NS-Proteine an diesem
Prozess beteiligt. Im reifen Viruspartikel sind die viralen Glykoproteine E™, E1 und E2 in der
Virusmembran verankert. Die Analyse der Proteinzusammensetzung von BVDV Partikeln zeigte
Uberraschend eine, im Vergleich zu Flaviviren; relativ geringe Anzahl von viralen Hillproteinen in den
Virionen, vergleichbar mit der von HCV (Callens et al., 2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al.,
2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al.,
2016)(Callens et al., 2016)(Callens et al., 2016). Interessanterweise ist E™ im Vergleich zu E1 und E2
deutlich Uberreprasentiert (Callens et al., 2016), eine Beobachtung, die auch schon durch
Immunogoldfarbung von pestiviralen Partikeln mittels Elektronenmikroskopie gemacht wurde
(Weiland et al., 1999). Hepaciviren besitzen im Gegensatz zu Pestiviren zwei Glykoproteine (E1, E2),
Flaviviren ein Glykoprotein (E). Die virale Kapsidstruktur von Pestiviren hat einen Durchmesser von ca.
25 nm und besitzt, entgegen frilherer Annahmen, keine Symmetrie (Ohmann, 1990). Da Core
intrinsisch ungeordnet vorliegt, besitzt der Nukleokapsid-Komplex vermutlich eine ebenso
ungeordnete Struktur (Ilvanyi-Nagy et al., 2008; Murray et al., 2008b). Core ist nicht fiir alle Mitglieder
der Flaviviridae essentiell. Wahrend Pesti-, Hepaci- und Flaviviren fiir Core kodieren, besitzen Pegiviren
keine Kapsid-kodierende Sequenz, sind aber dennoch zur effizienten Virusproduktion befdhigt
(Lindenbach et al., 2013). Pestiviren lassen sich interessanterweise ebenfalls an eine Core-unabhangige
Verpackung adaptieren (Riedel et al., 2017; Riedel et al., 2012; Riedel et al., 2010). Die Assoziation der
viralen Glykoproteine auf der Virusoberflache ist fiir Pesti- und Hepaciviren noch wenig untersucht.
Allerdings ist die Heterodimerisierung von E1/E2 bei Pestiviren essentiell fur die Infektion, E™ dagegen
nicht, was vor dem Hintergrund (iberraschend ist, dass E1 und E2 im Vergleich zu E™ im
Pestiviruspartikel unterreprasentiert sind (Wang et al., 2004). Im Gegensatz zu Pestiviren liegen die E-

Proteine von Flaviviren auf der Virusoberflache geordnet vor und bilden eine komplexe Struktur (oder
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Kapsid) mit ikosaedrischer Symmetrie aus (Rey et al., 1995). Im Gegensatz zu Pesti- und Hepacviren,
findet bei der Morphogenese von Flaviviren ein zusatzlicher Reifungsschritt im spaten Golgi-
Kompartiment durch die Protease Furin statt. Dieser induziert eine Konformationsdnderung des
gesamten Glykoproteinkomplexes der Virusoberflache und ist essentiell fiir die Infektiositat (Heinz et
al., 1994; Stadler et al., 1997; Yu et al., 2008). Viren des Genus Flavivirus konnen virusahnliche Partikel
(engl. virus like particle, VLP) bilden, die nur durch die Expression des Glykoproteins induziert werden
(Ferlenghi et al., 2001; Russell et al., 1980), vergleichbar zu unbehiillten RNA-Viren, wie dem Maul-
und-Klauenseuche-Virus (Picornavirus) (Guo et al., 2013) oder dem Norovirus (Calicivirus) (Bertolotti-

Ciarlet et al., 2002). Bei Pesti- und Hepaciviren wurde dies bisher noch nicht beobachtet.

Im Gegensatz zu den Strukturproteinen werden virale Proteine, die nicht im Viruspartikel vorliegen als
Nichtstrukturproteine (NS-Proteine) bezeichnet. Eine Besonderheit und Gemeinsamkeit aller Vertreter
der Flaviviridae ist, dass die Virionmorphogenese nicht nur durch die Strukturproteine, sondern auch
durch die Nichtstrukturproteine vermittelt wird (Murray et al.,, 2008a). Folglich ist fir die
Virionmorphogenese ein funktionelles Zusammenspiel von Struktur- und Nichtstrukturproteinen
wichtig. Dieses Zusammenspiel wird wahrscheinlich durch die Ausbildung von Proteinkomplexen aus
Struktur- und NS-Proteinen ermdglicht, die die verschiedenen Schritte in der Virionmorphogenese
vermitteln. Wahrend die in der RNA-Replikation aktiven Replikasekomplexe durch die
Zusammenlagerung von NS-Proteinen und zelluldaren Faktoren charakterisiert sind, kommen bei den
in der Virionmorphogenese aktiven Verpackungskomplexen noch zusatzliche Interaktionen mit den
Strukturproteinen hinzu. Fiir eine Regulation beider Prozesse auf der Ebene der Protein-Protein
Interaktionen in spezialisierten Multiproteinkomplexen sprechen u.a. die Arbeiten von Pietschmann et
al. mit HCV, in denen Mutationen im NS3 und NS5A identifiziert werden konnten, die die RNA-
Replikation durch sog. REM’s (engl. replication enhancing mutations, REM) verstarken, die sich jedoch
im Gesamtlangegenom negativ auf die Virusproduktion auswirken (Pietschmann et al., 2009). Dieses
Beispiel zeigt, dass die Zusammensetzung dieser Proteinkomplexe und deren Regulation bisher nur
unzureichend untersucht ist und eine genauere Kenntnis der molekularen Grundlagen daher wichtig

fur das detaillierte Verstandnis beider Prozesse ist.

Flr Pestiviren konnte bislang gezeigt werden, dass bis auf NP und NS4B alle NS-Proteine (also p7, NS2-
3, NS3, NS4A, NS5A, NS5B) an der Virusbildung beteiligt sind (Agapov et al., 2004; Harada et al., 2000;
Isken et al.,, 2014; Moulin et al., 2007). Untersuchungen an HCV konnten allen NS-Proteinen
(einschlieRlich NS4B) eine Funktion in der Virusassemblierung zuordnen (Gouklani et al., 2013;
Gouklani et al., 2012; Han et al., 2013; Jirasko et al., 2008; Jones et al., 2007; Phan et al., 2011; Zayas
et al., 2016). Da Pestiviren und HCV sehr nah miteinander verwandt sind, ist es denkbar, dass auch das

pestivirale NS4B in bestimmte Prozesse der Virionmorphogenese involviert ist. Die Bildung von viralen

25



2. Einleitung

Partikeln lauft in der Zelle in enger Assoziation mit ER-Membranen ab, in denen die viralen
Glykoproteine verankert sind, an denen aber auch die RNA-Replikation stattfindet (Gastaminza et al.,
2008; Gosert et al., 2003). Somit sind beide Prozesse raumlich eng miteinander gekoppelt (Khromykh
et al., 2001; Lindenbach, 2013; Welsch et al., 2009). Neben der Involvierung von ER-Membranen und
den dort lokalisierten Glykoproteinen wiesen Studien an HCV auf die Beteiligung von Lipid Droplets
(LD, Fettspeicher in der Zelle) an der HCV-Morphogenese hin, wobei an diesen zelluldren Strukturen
v.a. die viralen Protein Core und NS5A lokalisieren sowie Proteinkomplexe die p7-NS2 oder NS3-4A
enthalten (Boson et al., 2011; Counihan et al., 2011; Jirasko et al., 2010; Ma et al., 2011; Phan et al.,
2009; Stapleford and Lindenbach, 2011; Zayas et al., 2016). Ferner wurden zellulare Faktoren
identifiziert, die an LD’s lokalisieren und fiir den viralen Replikationszyklus von HCV kritisch sind (Vogt
et al., 2013). Fir Pestiviren konnte die Lokalisation von NS5A an Lipid Droplets nachgewiesen werden,
was eine adhnliche Bedeutung von LD’s fiir die pestivirale Replikation und Virionmorphogenese

vermuten lasst (Isken et al., 2014).

Das NS2-Protein besitzt eine zentrale Rolle in der Virionmorphogenese von HCV (Dentzer et al., 2009;
Jones et al., 2007; Pietschmann et al., 2006), da es in der Lage ist, sowohl mit Struktur als auch mit NS-
Proteinen zu interagieren. Mikroskopische, revers-genetische und biochemische Analysen zeigten,
dass NS2 mit E1 und E2 interagiert als auch mit den NS-Proteinen p7, NS3, NS4A, NS5A und NS5B
(Dimitrova et al., 2003; Gouklani et al., 2012; Ma et al., 2011; Yi et al., 2007). Man geht heute davon
aus, dass NS2 ein Geristprotein und eine Plattform fiir die Virionmorphogenese darstellt (Jirasko et
al., 2008; lJirasko et al., 2010; Ma et al., 2011). Es ist moglich, dass NS2 die Glykoproteine an den Ort
der Replikation rekrutiert, um die Struktur- und Nichtstrukturproteine sowie das virale RNA-Genom in
raumliche Nahe zu bringen. Von wichtiger Bedeutung dirften hierbei die Interaktionen zwischen NS2
und NS3 bzw. NS3-4A sein, da diese essentiell fir die Virusbildung von HCV sind (Jones et al., 2011;
Phan et al., 2009).

Obwohl sich Pestiviren und Hepaciviren so ahnlich sind, bestehen hinsichtlich der Virusmorphogenese
teilweise starke Unterschiede. Ein wesentlicher Unterschied besteht in der essentiellen Rolle von
ungespaltenem NS2-3 fir die pestivirale Virionmorphogenese. Experimentell wurde dies tber die
Insertionen einer Ubiquitin-Sequenz oder einer EMCV-IRES zwischen NS2 und NS3 gezeigt, wobei beide
Insertionen in der Inhibition der Virionmorphogenese resultierten (Agapov et al., 2004; Moulin et al.,
2007). Im Gegensatz dazu ist HCV in Zellkultur nicht auf ungespaltenes NS2-NS3 (Terminus bei HCV)
flr die Virusproduktion angewiesen (Jirasko et al., 2008; Jones et al., 2007) (siehe Abb. 2.8). Pestiviren
bendétigen NS4A im Verbund mit NS2-3 fir die Virionmorphogenese (Moulin et al., 2007) (siehe 2.3.5).
Bei HCV konnte eine essentielle Rolle von NS4A in der Verpackung ebenfalls bestatigt werden (Phan et

al., 2011).
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Abb. 2.8: Virionmorphogenese von HCV und Pestiviren im Hinblick auf die Rolle von ungespaltenem NS2-3.
Verschiedene Studien mit BVDV und CSFV konnten nahelegen, dass die pestivirale Virionmorphogenese
essentiell von NS2-3 abhangt (oben) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al.,
2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004;
Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov
et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al., 2007) (Agapov et al., 2004; Moulin et al.,
2007), wahrend HCV in der Lage ist ohne ungespaltenes NS2-NS3 Virionen zu generieren (unten) (Jirasko et al.,
2008; Jones et al., 2007). Die jeweiligen Strukturproteine und Nichtstrukturproteine sowie die NTR’s sind
gekennzeichnet. +++: Produktion von Virionen maglich; (-): keine Virusassemblierung.
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Die dargestellten Fakten machen deutlich, dass die Virionmorphogenese und dessen Koordination mit
der RNA-Replikation komplex ist, weshalb fiir das detaillierte Verstandnis weitere Untersuchungen
erforderlich sind. Da Pestiviren zwei funktionell unterschiedliche Module bzw. Proteinkomplexe fiir die
RNA-Replikation (NS3/4A) bzw. die Virionmorphogenese (NS2-3/4A) nutzen, ist eine systematische

Untersuchung dieser Proteinkomplexe in beiden Prozessen moglich.

2.5 Pestivirale Virionmorphogenese ohne ungespaltenes NS2-3

Pestiviren sind fir die Virionmorphogenese essentiell auf das ungespaltene NS2-3 angewiesen (siehe
2.4 und Abb. 2.8) (Agapov et al., 2004; Moulin et al.,, 2007). Dennoch konnten Pestivirus-lsolate
identifiziert werden, die kein ungespaltenes NS2-3 aufweisen. Die Entdeckung und Untersuchung
dieser Viren legte u.a. die Grundlagen fiir das Verstandnis der Zytopathogenitat bei Pestiviren und
deren Vorkommen in zwei Biotypen (ncp, cp) (siehe 2.3.6). Bisher ging man davon aus, dass Pestiviren
mit separiertem NS2 und NS3 fiir die Bildung infektioser Partikel auf ein Helfervirus angewiesen sind,
das ungespaltenes NS2-3 in trans zur Verfligung stellt. Eines der ersten identifizierten Pestiviren ohne
ungespaltenes NS2-3 war der BVDV-1 Stamm Osloss, der zwischen NS2 und NS3 die Insertion eines
Ubiquitin-Monomers aufweist (de Moerlooze et al., 1993; Meyers et al., 1989b) (siehe 2.3.6). Durch
zellulare Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen kommt es in diesem viralen Polyprotein zur vollstandigen

Prozessierung zwischen Ubiquitin und NS3, wodurch in diesen Zellen keine nachweisbaren Mengen
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von NS2-3 vorliegen. Die Helfervirus-Abhangigkeit des Osloss-Stammes konnte experimentell bisher
weder vollstdandig bewiesen, noch widerlegt werden, da eine Virusisolation mittels Virusplaques bzw.
die Generierung eines infektiosen cDNA-Klons nicht erfolgreich waren (Tautz N, personliche
Mitteilung) (Abb. 2.9 — Osloss, Virusproduktion [+]). Die nahe Verwandtschaft von Pestiviren zu HCV
sowie die Tatsache, dass die Helfervirus-Abhangigkeit fir den BVDV-Stamm Osloss bisher noch nicht
eindeutig belegt werden konnte, inspirierten weitere Untersuchungen zur NS2-3-Abhdngigkeit von
Pestiviren in ihrer Virionmorphogenese. Dazu wurde aus den BVDV-1 Stammen NCP7 und Osloss ein
chimares Pestivirus (NCP7/0sloss) generiert, das in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 infektiose
Virionen ausbilden konnte (Lattwein et al., 2012). Fir diesen neuen phanotypischen Funktionsgewinn
war der Teilbereich NS2-4B* (umfasst NS2, NS3, NS4A sowie die ersten 16 Aminosduren von NS4B,
NS4B*) des Stammes Osloss ausreichend, die Effizienz der Virusproduktion jedoch relativ gering (Abb.
2.9 — NCP7/0Osloss, Virusproduktion +). Die Zellkulturpassage dieser NCP7/Osloss-Viruschimare
resultierte in erhohten Virustitern, die sich auf finf adaptive Mutationen in dem Virusgenom
zurtickfuhren lieB. Als besonders kritisch stellte sich die Mutation R1268Q im NS2 sowie eine Mutation
in der 3’'NTR heraus, die zusammen einen Titer-Anstieg von <10% TCIDso/ml auf 3,3 x 10° TCIDso/ml
ermoglichten. Weitere Mutationen im E™, E2 sowie p7 erhohten die Effizienz der Virusproduktion um
zwei logio-Stufen auf 2,1 x 107 TCIDso/ml (Lattwein et al., 2012). Durch diese Studie konnte erstmals
das bisherige Dogma widerlegt werden, dass Pestiviren, im Gegensatz zu HCV, auf ungespaltenes NS2-

3 flr Virusassemblierung angewiesen sind.

Virusproduktion

NP7 b e[em (e nsz | nsa [§] Blnsea] wese BT e
Osloss ST gﬁaa st NS3 NSSAI NS5B ]i"““ [+]
5‘NTR 3‘NTR
NCP7/Osloss Eﬂaa sz NS3 NSSAI NS5B ]— +
NCP7 NS2-Ubi-NS3 ST gﬁa st NS3 NSSAI NS5B FNTR -

E440V V132A
e g eala [l v f5w] e e

Abb. 2.9: NS2-3-unabhdngige Virionmorphogenese bei Pestiviren. Genomorganisation der BVDV-1 Stamme
NCP7 (Proteine weilRe Boxen) und Osloss (Proteine graue Boxen) sowie deren Derivate bzw. Viruschimaren. Der
Stamm Osloss weist zwischen NS2 und NS3 die Insertion eines bovinen Ubiquitin-Monomers auf, wobei das
Osloss-spezifische Ubiquitin zwei Aminosdureaustausche im Vergleich zum authentischen bovinen Ubiquitin
aufweist (T55G und G76S). Die Abbildung fasst die wesentlichen Erkenntnisse zur NS2-3-unabhangigen
Virionmorphogenese (jeweils mit Ubi-Insertion) schematisch zusammen (Klemens et al., 2015; Lattwein et al.,
2012). Die Befahigung zur Virionmorphogenese des entsprechenden Virus, Derivats bzw. der Viruschimare ist
schematisch dargestellt: effizient (+++), geringfligig (+), bisher nicht eindeutig gezeigt ([+]), nicht befihigt (-).

2
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Der BVDV-Stamm Osloss und der Stamm NCP7 unterscheiden sich, neben der Osloss-spezifischen
Ubiquitin-Insertion zwischen NS2 und NS3, in insgesamt 48 Aminosaurepositionen im Teilbereich NS2-
4B*. Durch die Generierung weiterer NCP7/Osloss-Chimaren, in denen Teile des Osloss NS2-4B*
Bereiches durch NCP7-Sequenzen ausgetauscht wurden, sollten die minimal benétigen Determinanten
fir die pestivirale NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese identifiziert werden. Auf diese Weise
konnten die Aminosdureaustausche E440V in der NS2 Proteasedomdne und V132A in der NS3
Proteasedomadne identifiziert werden, die essentiell und ausreichend fir die Virionmorphogenese
ohne ungespaltenes NS2-3 sind (Klemens et al., 2015). In dem monocistronischen Virusderivat NCP7
NS2-Ubi-NS3 ermoglichten die Austausche 2/E440V und 3/V132A die effiziente NS2-3-unabhingige
Virionmorphogenese (Abb. 2.9 — NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A), Virusproduktion +++).
Umfangreiche Permutationsanalysen an den Positionen 440 (NS2) und 132 (NS3) belegten, dass die
Aminosaureidentitdt an der Position 132 (NS3) besonders kritisch fliir die Funktion in der

Virusassemblierung ist.

Diese Erkenntnisse konnten auch auf ein bicistronisches Virus NCP7 NS2-IRES-NS3 Uibertragen werden.
Die Partikelproduktion ist in diesem bicistronischen Kontext allerdings wesentlich ineffizienter. Durch
die Zellkulturpassage von NCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V + 3/V132A) konnten drei weitere
kompensatorische Mutationen in E2 (214/4K), NS2 (T269A) sowie in NS5B (E641G) identifiziert

werden, die den Virustiter Virionmorphogenese-spezifisch erhéhten (Klemens et al., 2015).

2.6  Zielsetzung dieser Arbeit

Die Beobachtung, dass sich Pestiviren an eine Virionmorphogenese adaptiert lassen, die effizient NS2
und NS3 statt ungespaltenem NS2-3 fiir die Bildung infektioser Virionen ausnutzt, bildet den
Ausgangspunkt fir die hier vorgestellte Studie. Die essentiellen Determinanten fiir diesen neuen
Phédnotyp der NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese bilden die Aminosdureaustausche E440V in
der NS2 Proteasedomine und V132A in der NS3 Proteasedomine. Uber die molekularen Grundlagen

der NS2-3-unabhéangigen Verpackung ist bisher noch wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte der molekulare Mechanismus aufgeklart werden, der es Pestiviren
ermoglicht NS2-3-unabhdngig Virionen zu generieren. Da fiir das pestivirale NS2 bisher noch keine
Kristallstruktur existiert, sollte der Fokus der Arbeit auf der Identifikation der Rolle des
Aminosdureaustausches V132A im NS3 liegen. In Vorarbeiten wurde durch Maria-Alejandra Tortorici
und Félix A. Rey (Institut Pasteur, Paris, Frankreich) die Kristallstruktur des pestiviralen NS3/4A-
Komplexes ermittelt. Vorldufige Untersuchungen dieser Struktur ergaben, dass die Aminosaure 132 an
einem Oberflachenareal der NS3 Proteasedomane lokalisiert ist, welches Kontakt zu dem C-terminalen

Bereich des Kofaktors NS4A hat. Es sollte untersucht werden, ob die Aminosdure 132 funktionell
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wichtige Interaktionen mit dem C-terminalen Bereich von NS4A eingeht. Da der NS3/4A-Komplex
kritisch fur die Polyproteinprozessierung ist und zugleich einen essentiellen Bestandteil der viralen
Replikase darstellt, sollte bestimmt werden, ob die Interaktion zwischen der NS3 Proteasedomane und
NS4A eine kritische Bedeutung in diesen Prozessen besitzt. Diese Untersuchungen sollten im letzten
Teil der Arbeit auf die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese ausgeweitet werden. Es sollte
Uberpriuft werden, ob spezifische Interaktionen zwischen der NS3 Proteasedomane und dem C-
terminalen Anteil von NS4A zur Ausbildung funktionell unterschiedlicher Proteinkomplexe fiihren, die
Prozesse wie Polyproteinprozessierung, RNA-Replikation bzw. die NS2-3-unabhangige

Virionmorphogenese regulieren.

Somit dienen die geplanten Studien dem Ziel, die molekularen Grundlagen der NS2-3-unabhangigen
Virionmorphogenese besser zu verstehen. Die Erkenntnisse dieser Untersuchungen sollen dem
besseren Verstandnis der pestiviralen Virionmorphogenese dienen und helfen die viralen
Proteinkomplexe zu identifizieren und zu charakterisieren, die an der Virusassemblierung beteiligt

sind.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3.1 Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

355-Methionin und 3°S-Cystein
AccuGENE™ PBS

Acrylamid 4K-Lésung (40%), 29:1
Agarose Low melt

Agarose ultraPURE™

Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)
Bovines Serum-Albumin (BSA)
DMEM

DMEM ohne Methionin, Cystein und
Glutamin

dNTPs

ddH20 (doppelt destilliertes Wasser)
DPBS

Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kdlberserum Gold
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA-Leiter
Geneticin (G418)

GlutaMAX™

Glycin

Isopropanol

Kanamycin

LB-Agarose

LB-Medium

Magermilchpulver

MEM (Minimal Essential Medium)

Methanol

Methafectene

Midori Green Advance
Natrium-Desoxycholat

Nicht essentielle Aminosauren
N-Octyl-B-D-glucopyranosid
Oligonukleotide

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd

Pefabloc als Serinprotease-Inhibitor
Penicillin / Streptomycin
Phenol/Cloroform/Isoamylalkohol
Pferdeserum

Hartman Analytic, Braunschweig

Lonza, Basel, Schweiz

Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

NEB, Schwalbach

Life Technologies (Gibco), Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Life Technologies (Gibco), Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

PAA, Colbe

Life Technologies (Gibco), Darmstadt
Biomol, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Life Technologies (Gibco), Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Biontex, Miinchen

Nippon Genetics Europe, Diren
Roth, Karlsruhe

PAA, Osterreich

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Scientific, St. Leon-Roth
Affymetrix, Santa Clara (CA), USA
Roth, Karlsruhe

PAA, Célbe

Roth, Karlsruhe

PAA, Célbe
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Polyethylenimin (PEI MAX 40,000)
Ponceau Rot

Probenpuffer 6x

Protein-A-Sepharose
Protein-G-Sepharose

TAE-Puffer
Trichlormethan/Chloroform

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

3.1.2 Verbrauchsmaterialen

Polysciences, Hirschberg an der Bergstrasse
Serva, Heidelberg

Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck Millipore, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

ICN, Eschwege

Tabelle 3.2 Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Axygen PCR-05-C tubes
Elektroporationskiivetten (2 mm)
GewebekulturgefaBe Cellstar® (10 cm
Schalen; 6-, 12-, 24-, 48-, 96-Well)
Nitrozellulose-Membran
Pipettenspitzen

Plastikspritzen

ReaktionsgefaRe (0,5, 1,5 und 2 ml)
ReaktionsgefaRe fiir PCR-Anwendungen
Sterilfilter Minisart™ (0,2 um)
Zellschaber S (240 mm)

3.1.3 Gerate

Tabelle 3.3 Liste der verwendeten Gerite

Corning Inc., Corning (NY), USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
TPP, Trasadingen, Schweiz

Pall Life Sciences, Port Washington (NY), USA
Sarstedt, Nimbrecht

Braun, Melsungen

BD Falcon, Franklin Lakes (NJ), USA
Sarstedt, Nimbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf
Sartorius, Gottingen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Gerat

Hersteller

Absaugeinrichtung

Brutschranke fiir Bakterienkulturen
Brutschrdanke mit CO,-Begasung

Labotect Incubator (C200, C42)
Digitalkamera AxioCam

Drehrad

Elektroporationsapparatur (GenePulserll
Xcell)

Fluoreszenz-Mikroskope (Axiovert 35; Axio
Observer 7.1)
Gelelektrophoresekammern fiir
Agarosegele

Gelelektrophoresekammern fiir SDS-PAGE
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell; Hoefer
(SE600))

Glaswaren

Heizblocke

Image Analyzer (LAS-4000mini)

KNFLab Laboport, Freiburg
Bachofen, Basel

Labotect, Gottingen

Zeiss, Jena
Neolab, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Zeiss, Jena

Werkstatt des MZI, JLU GielRen
BioRad, Miinchen

Hoefer, Holliston (MA), USA

Schott, Mainz
Eppendorf, Hamburg
Fujifilm, Dusseldorf
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Lichtmikroskop

Luminometer (Junior LB9509)
Minishaker (Vibrax VXR)

NanoDrop 2000c UV/VIS
Spektrophotometer
Nass-Blot-Apparatur (Mini-PROTEAN®
Tetra Cell)

Odyssey® CLx Imaging System
Phosphorimager (Typhoon, FLA-7000)
Pipetten (10, 100, 1000 pl)

Pipetten (Mehrkanal)

Manuell

Vollautomatisch, 1200
Halbautomatisch, PreCision®
Pipettierhilfe (PipetBoy Acu)
Schuttler fur Bakterienkulturen (HT
Multitron)

Spannungsquellen

P25

PowerPac Basic; PowerPac HC
Sterilbank

MSC advance

BSC-EN-2-6 120

Thermocycler Finnzymes pico
Tischzentrifuge (1,5 und 2 ml) 5415D
Tischzentrifuge (15 und 50 ml) 5804R
Tischzentrifuge 5415R

UV-Tisch 254 nm (Fluo_Link)
UV-Tisch 312 nm

Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zentrifuge Avanti

3.1.4 Enzyme

Tabelle 3.4 Liste der verwendeten Enzyme

Zeiss, Jena
Berthold, Bad Wildbad
IKA, Staufen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

BioRad, Miinchen

LI-COR®, Lincoln (NE), USA
GE Healthcare Life Sciences, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Sartotius, Gottingen

Biozym, Hessisch Oldendorf
Integra Biosciences, Fernwald

Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Biometra, Gottingen
BioRad, Miinchen

Thermo Scientific, Schwerte

Zapf Nuaire, Plymouth, USA
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
UVP, Upland (CA), USA

IKA, Staufen

Sartorius, Gottingen

Memmert, Schwabach

Beckmann Coulter, Krefeld

Enzym

Hersteller

Alkalische Phosphatase (CIP)
Klenow Fragment

Pfu DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RNase A

T4 DNA-Ligase

Tag DNA-Polymerase
Trypsin

NEB, Schwalbach

NEB, Schwalbach

Thermo Scientific, St. Leon-Rot
NEB, Schwalbach

Roche, Mannheim

NEB, Schwalbach

NatuTec, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.1.5 Kits

Tabelle 3.5 Liste der verwendeten Kits

Kit

Hersteller

MAXIscript™ SP6 zur in vitro Transkription Life Technologies, Darmstadt
MAXIscript™ T7 zur in vitro Transkription Life Technologies, Darmstadt
Montage™ DNA Gel Extraction Kit zur

Isolation von DNA-Fragmenten aus

Agarosegelen

Merck Millipore, Darmstadt

Nucleobond® AX 100 Saulen zur DNA

Praparation aus Bakterien

PGEM®-T Vektor System | zur Klonierung

von PCR-Produkten

Qiaquick® Gel Extraction Kit zur

Macherey-Nagel, Diiren

Promega, Madison (WI), USA

Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Qiagen, Hilden

Agarosegelen
Renilla Glow Juice

3.1.6 Geridte

PJK, Kleinbittersdorf

Tabelle 3.6 Liste der verwendeten Primarantikorper

Primarantikérper

Beschreibung

anti-GST (26H1)
anti-HA.11 (16B12)
anti-HA (C29F4)

anti-myc (9B11)

anti-E2 (SCR48 6.6.11)

anti-NS3/NS2-3 (mAk 8.12.7)

anti-NS4A (GH4A1 [4B7])

anti-NS5A (GLBVD5A1 [11C])

anti-NS5B (GLBVD5B1 [9A])

Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen GST
(NEB/Cell Signaling Technology, Frankfurt)

Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen das
HA-Epitop; Covance, Princeton (NJ), USA

Monoklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen; gerichtet gegen
das HA-Epitop; (NEB/Cell Signaling Technology, Frankfurt)
Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen das
myc-Epitop; (NEB/Cell Signaling Technology, Frankfurt)
Monoklonaler Antikdrper aus der Maus; gerichtet gegen das
E2 Protein von BVDV; das Hybridom wurde von Heinz-Jirgen
Thiel zur Verfligung gestellt (Institut fir Virologie, JLU GieRen)
(Weiland et al., 1990)

Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen
NS3/NS2-3; erkennt ein Epitop im viralen NS3 und NS2-3
Protein, das bei allen bisher untersuchten Spezies Genus
Pestivirus erkannt wird; Zur Verfligung gestellt von E. J.
Dubovi (New York State College of Veterinary Medicine,
Cornell University Ithaka (NY), USA (Corapi et al., 1990)
Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen CSFV
NS4A und kreuzreaktiv fir BVDV NS4A (Lamp et al., 2011)
Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen CSFV
NS5A und kreuzreaktiv fir BVDV NS5A (Lamp et al., 2011)
Monoklonaler Antikorper aus der Maus; gerichtet gegen CSFV
NS5A und kreuzreaktiv fir BVDV NS5A (Lamp et al., 2011)
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Tabelle 3.7 Liste der verwendeten Sekundarantikorper

Sekundarantikérper Beschreibung

anti-Maus IgG Cy3-konjugiert

Monoklonaler Antikdrper aus der Ziege; gerichtet gegen I1gG
der Maus; Cy3 konjugiert (Dianova, Hamburg)

Monoklonaler Antikdrper aus der Ziege; gerichtet gegen I1gG

anti-Maus IgG HRP-konjugiert

der Maus; Meerrettich-Peroxidase konjugiert (Dianova,

anti-Rabbit IgG (H+L), HRP-
konjugiert

IRDye® 800CW Donkey-anti-

Mouse

3.1.7 PCR Primer

Hamburg)

Monoklonaler Antikdrper aus der Ziege; gerichtet gegen I1gG
des Kaninchens; Meerrettich-Peroxidase konjugiert (Dianova,

Hamburg)

Monoklonaler Antikorper aus dem Esel; gerichtet gegen IgG

der Maus; IRDye® 800CW konjugiert (LI-COR® Biosciences,
Lincoln (NE), USA)

Tabelle 3.8 Liste der verwendeten Sequenzierprimer (sense)

Name Sequenz
BVDV 1 se gtatacgaggttaggcaagttc
BVDV 500 se cctttgtttggagaaagaggag

BVDV 1.000 se
BVDV 1.500 se
BVDV 2.000 se
BVDV 2.500 se
BVDV 3.000 se
BVDV 3.500 se
BVDV 4.000 se
BVDV 4.500 se
BVDV 5.000 se
BVDV 5.500 se
BVDV 6.000 se
BVDV 6.500 se
BVDV 7.000 se
BVDV 7.500 se
BVDV 8.000 se
BVDV 8.500 se
BVDV 9.000 se
BVDV 9.500 se
BVDV 10.000 se
BVDV 10.500 se
BVDV 11.000 se
BVDV 11.500 se
BVDV 12.000 se
BVDV 12.300 se
Cite100
Cite440

M13

T7for

ccgccagatgctacgatagtgg
gaataaaactcaggccaacc
atggtaaaatactgcatgagatg
ccggcttttcatacgccatag
tgccttaggagggaattggac
cttcgctgagtcectgttggtg
tatgtgacagactacttcagg
gaatatcagcatactcttgcc
aaggtaactttgaaggacccttc
cagaatatggtgtcaagacgg
caagtatctcctttaacctgag
gacccagctaacttgagagtgg
ccaagtccctgtgcetgttecc
ggattgaatttcgtaaggtcc
tacaaaacttcaatctcaataag
gtcctggatttgatctacagec
tgcaactataacaaaaaatacag
gccctttgttctagtectggge
aggagctattgctacgttgcc
gaatgaaaatcagcagagcccag
aagtaactagtagagatctacg
caccagcagttacatggccggce
agtcacgggagtagggacggag
gggaagacccttaacagccc
Caaaggaatgcaaggtctgttg
ggggacgtggttttectttg
gtaaaacgacggccat
aaattaatacgactcactatagg

35



3. Material und Methoden

Tabelle 3.9 Liste der verwendeten Sequenzierprimer (antisense)

Name

Sequenz

BVDV 500 ase
BVDV 1.000 ase
BVDV 1.500 ase
BVDV 2.000 ase
BVDV 2.500 ase
BVDV 3.000 ase
BVDV 3.500 ase
BVDV 4.000 ase
BVDV 4.500 ase
BVDV 5.000 ase
BVDV 5.500 ase
BVDV 6.000 ase
BVDV 6.500 ase
BVDV 7.000 ase
BVDV 7.500 ase
BVDV 8.000 ase
BVDV 8.500 ase
BVDV 9.000 ase
BVDV 9.500 ase
BVDV 10.000 ase
BVDV 10.500 ase
BVDV 11.000 ase
BVDV 11.500 ase
BVDV 12.000 ase
BVDV 12.300 ase
EMCV IRES rev
M13 rev

ctcctctttctccaaacaaagg
ccactatcgtagcatctggegg
aaggttggcctgagttttattc
catctcatgcagtattttaccatc
ctatggcgtatgaaaagecgg
gtccaattccctectaaggeac
caccaacagggactcagcgaag
cctgaagtagtctgtcacataac
ggcaagagtatgctgatattc
gaagggtccttcaaagttaccttc
ccgtcttgacaccatattctg
ctcaggttaaaggagatacttg
ccactctcaagttagctgggtc
gggaacagcacagggacttgg
ggaccttacgaaattcaatcc
cttattgagaggtaagttttg
ggctgtagatcaaatccaggac
ctgtattttttgttatagttgcac
gcccaggactagaacaaagggc
ggcaacgtagcaatagctcctc
ctgggctctgctgattttcattc
cgtagatctctactagttacttg
gcecggecatgtaactgetggtg
ctccgtccctactcecgtgactg
gggctgttaagggtcttccc
ctaggaatgctcgtcaag
ggaaacagctatgaccat

Tabelle 3.10 Liste der verwendeten QuikChange Primerpaare (durch QuikChange PCR verdnderte Kodons sind

grau hinterlegt)

Name

Sequenz

NS4A (L45A) se

NS4A (L45A) ase

NS4A (Y47A) se

NS4A (Y47A) ase

NS4A (L45-Y47-AA) se
NS4A (L45-Y47-AA) ase
NS4A TEV (L45A) se

NS4A TEV (L45A) ase
NS4A TEV (Y47A) se

NS4A TEV (Y47A) ase
NS4A TEV (L45-Y47-AA) se
NS4A TEV (L45-YA7-AA) ase

gactagaggacacaacccacgctcaatatgcgcccaatgecataag
cttatggcattgggcegcatattgagegtgggttgtgtcctctagtc
gaggacacaacccaccttcaagctgegeccaatgecataagaactg
cagttcttatggcattgggcgcagcettgaaggtgggttgtgtectc
agaggacacaacccacgctcaagctgegeccaatgecataagaactg
cagttcttatggcattgggcgcagettgagegtgggttgtgtectct
gactagaggacacaacccacgcccaatatgegeccgagaacctttacttec
ggaagtaaaggttctcgggcgceatattgggegtgggttgtgtectetagtc
gactagaggacacaacccaccttcaagccgegeccgagaacctttacttccagg
cctggaagtaaaggttctcgggegeggcttgaaggtgggttgtgtectctagtc
gactagaggacacaacccacgcacaagccgegeccgagaacctttacttccagg
cctggaagtaaaggttctcgggegeggcttgtgegtgggttgtgtectctagte
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Tabelle 3.11 Liste der verwendeten PCR Primer fiir die spezifische Amplifikation bestimmter Bereiche bzw.
die Generierung von Inserts mittels Oligo-Annealing

Name Sequenz

Ubi (Ncol) se ccatggagatcttcgtgaaaac
NCP7 NS3 (Agel) ase gtaagcccaa-ccggtttccaatcec
NS3 (Blpl) se ctgtgggcgaacaggctcagegg

NS4Apa0)-TEV (Kasl)
GST (Kasl) se

GST (Pstl) ase
Ubi-NS2
NS3-4A(P)-TEV se
NS3-4A(P)-TEV ase
HA-TEV se

HA-TEV ase

3.1.8 Plasmide

ggcgecctggaagtaaaggttctcgggegeatattgaaggtggg
ggcgcectcccctatactagg

ctgcagtcagtcacgatgaattc

ctcecgtctcegeggtggtgaaccaggegeccaggggtacc
gtgctgecgactccgeggeggaggacctgeegtgtgcaag
taatggcgcecctggaagtaaaggttctegggegeatattgaaggtggg
taatgacgtcgccaccatgggctcatacccatatgatgttccggattatgetggatccggagaaagcttatta
taataagctttctccggatccagceataatccggaacatcatatgggtatgageccatggtggegacgtcatta

Tabelle 3.12 Liste der verwendeten Basisplasmide

Name

Beschreibung

pBlueskript SK-

pCITE-2a

pGEM-T
pET11b

Wurde fir die Generierung von Subklonen verwendet (Agilent
Technologies, La Jolla (CA), USA)

Wurde fir die Generierung von Subklonen, sowie als
Expressionsvektor flir T7-Vaccinia Expressionen verwendet
(Merck, Darmstadt)

Zur Klonierung von PCR-Produkten mit A-Uberhingen
(Promega, Madison (WI), USA)

Wurde fir die Expression von CSFV NS4A;;,NS3 verwendet

Tabelle 3.13 Liste der verwendeten viralen Subklone

Name

Beschreibung

PGEM-T (Ncol)-Ubi NS3-(Agel)

PGEM-T (Blpl)-NS3-NS4A pas)-TEV-

Vorklon zur Generierung von pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST
und Varianten; generiert mit den Primern Ubi (Ncol) se und
NCP7 NS3 (Agel) ase auf dem DNA-Template pLucubi-G1590
(Tautz and Thiel, 2003)

Vorklon zur Generierung von pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST
und Varianten; generiert mit den Primern NS3 (Blpl) se und

(Kas1) NS4Apas-TEV (Kasl) auf dem DNA-Template pNCP7
Vorklon zur Generierung von pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST
PGEM-T (Kasl)-GST-(Pstl) und Varianten; generiert mit den Primern: GST (Kasl) se und
GST (Pstl) ase auf dem DNA-Templase pCITE GST (Labor Tautz)
PGEM-T (-) NS3 4A Stopp Sacl- Kodiert den Teilbereich von Sacl bis Sbfl des Konstruktes pCITE
Sbfi NCP7 E2-4A, generiert mittels Sacl und Sbfl

pSK(-) NCP7 Sacl-Sall

Kodiert fir den Teilbereich von Sacl bis Sall des Stammes
NCP7/CP7; diente als DNA-Template zum Einbringen von
Punktmutationen in diesen Bereich, generiert mittels Sacl und
Sall
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Tabelle 3.14 Liste der verwendeten viralen Expressionskonstrukte

Name

Beschreibung

PET 11 NS4A37NS3 (3/5163A)

PET 11 NS4A3;NS3

pCITE BVDV NS5A-NS5B-myc

pGEM-T HA-TEVP™

PCITE Ubi-NS3-4A 1 40)- TEV-GST

pCITE Ubi-NS3-4A1.45)-TEV-GST
(3/V132A)

pCITE Ubi-NS3-4A1.45)-TEV-GST
(4A/L4SA)

pCITE Ubi-NS3-4A1.45)-TEV-GST
(AA/Y4TA)

PCITE Ubi-NS3-4A1.49)-TEV-GST

(4A/LA5-Y4T7-AA)

pCITE p7-NS2-3-4A(1.49)- TEV-GST

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-3)

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)

Expressionskonstrukt, welches fir ein artifiziell aufgebautes
Polyprotein der CSFV NS-Proteine NS3 und NS4A, sowie fir
diverse Protein-Tags kodiert; das exprimierte Polyprotein ist
wie folgt aufgebaut: His-Tag (7xHis), TEV-Spaltstelle
(ENLYFQG), NS4A (AS: 21-57), GSGS-Linker, NS3 (AS: 1-683)
und NS4A (AS: 1-8); die Transkription ist durch einen T7-
Promotor reguliert; enthalt die Mutation S163A in NS3,
wodurch die NS3 Protease inaktiviert wird, generiert von M.
Alejandra Tortorici (Dubrau et al., 2017)

Derivat des pET 11 NS4A37NS3 (3/5S163A); kodiert die
proteolytisch aktive Form (S163); generiert von M. Alejandra
Tortorici (Dubrau et al., 2017)

Expressionskonstrukt welches das BVDV-1 Polyprotein NS5A-
5B kodiert; NS5B enthalt C-terminal einen myc-Tag
(EQKLISEEDL) (Tautz et al., 2000)

Kodiert TEV-Protease, die N-terminal einen HA-tag enthalt;
generiert mit dem Vektor HA-TEVP™ (Dissertation Langerwisch,
2015) und Insert aus den Primern HA-TEV se und HA-TEV ase
(Insert hergestellt Gber Oligo-Hybridisierung) tiber Aatll und
Hindlll

Expressionskonstrukt, welches ein artifiziell aufgebautes
Polyprotein kodiert; bestehend aus: bovinem Ubiquitin, BVDV
NS3 (AS: 1-683), BVDV NS4A (AS: 1-49), TEV-Spaltstelle
(ENLYFQG) und GST; generiert mithilfe des Basisplasmids
pCITE-2a und den viralen cDNAs/Subklonen: pGEM-T (Ncol)-
Ubi NS3-(Agel), pNCP7; pGEM-T (Blpl)-NS3-NS4Apaq)-TEV-(Kasl)
und pGEM-T (Kasl)-GST-(Pstl) unter Verwendung von den
Restriktionsenzymen Ncol, Agel, Blpl, Kasl und Pstl

Derivat des pCITE Ubi-NS3-4A(1.49)-TEV-GST; tragt die Mutation
V132A in NS3; generiert mithilfe des Agel-Blpl Fragments aus
pT7-DI-388 (3/V132A)

Derivat des pCITE Ubi-NS3-4A(1.49)-TEV-GST; tragt die Mutation
L45A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Kasl Fragments aus
PGEM-T (BIpl)-NS3-NS4A pso)-TEV-(Kasl) (4A/L4A5A)

Derivat des pCITE Ubi-NS3-4A1.49)-TEV-GST; tragt die Mutation
L45A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Kasl Fragments aus
PGEM-T (BIpl)-NS3-NS4A pso)-TEV-(Kasl) (4A/YATA)

Derivat des pCITE Ubi-NS3-4A1.49)-TEV-GST; tragt die Mutation
Y47A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Kasl Fragments aus
PGEM-T (BIpl)-NS3-NS4A(pag)-TEV-(Kasl) (4A/L45-YA7-AA)
Derivat des pCITE Ubi-NS3-4A1.49)-TEV-GST; kodiert den
Genbereich p7-NS2-3 des BVDV-1 Stammes NCP7; generiert
mithilfe des Kpnl-EcoRV Fragments von pCITE p7-NS2
(Dissertation Klemens O., 2014)

Kodiert den E2-4A-Bereich des BVDV-1 Stammes NCP7;
Konstrukt ist identisch zu pN/E2-4A (Rinck et al., 2001)
Derivat des pCITE NCP7 E2-4A; enthalt den Ubiquitin-
kodierenden Bereich des BVDV-1 Stammes Osloss zwischen
den kodierenden Regionen von NS2 und NS3
(Aminosaureaustausch G76S); die NS2-Protease ist durch die
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pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)
(2/E440V)

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)
(2/E440V + 3/V132A)

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)
(2/E440V + 4A/LASA)

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)
(2/E440V + 4A/Y4TA)

pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3)
(2/E440V + AA/LA5-YAT7-AA)

Deletion von C376 (C1512 im Polyprotein) inaktiviert;
generiert mithilfe des Notl-Agel Fragments aus pNCP7 NS2-
Ubi-NS3

Derivat des pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3), tragt die
Mutation E440V in NS2; generiert mithilfe des Notl-Bipl
Fragments aus pNCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V)

Derivat des pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3), tragt die
Mutationen E440V in NS2 und V132A in NS3; generiert mithilfe
des Notl-Blpl Fragments aus pNCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V +
3/V132A)

Derivat des pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3) (2/E440V), tragt
die Mutationen E440V in NS2 und L45A in NS4A; generiert
mithilfe des Blpl-Sbfl Fragments aus pGEM-T (-) NS3 4A Stopp
Sacl-Sbfl (4A/L45A)

Derivat des pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3) (2/E440V), tragt
die Mutationen E440V in NS2 und Y47A in NS4A; generiert
mithilfe des Blpl-Sbfl Fragments aus pGEM-T (-) NS3 4A Stopp
Sacl-Sbfl (4A/Y4TA)

Derivat des pCITE NCP7 E2-4A (NS2-Ubi-NS3) (2/E440V), tragt
die Mutationen E440V in NS2 und Y47A in NS4A; generiert
mithilfe des Blpl-Sbfl Fragments aus pGEM-T (-) NS3 4A Stopp
Sacl-Sbfl (4A/L45-YAT-AA)

Tabelle 3.15 Liste der verwendeten BVDV-Replikons

Name Beschreibung
BVDV-Replikon, welches auf pDI-388 basiert (Tautz et al.,
1999). Kodiert fur die BVDV-1 Proteine NP und die virale
pT7-DI-388 Replikase NS3-5B, die von der authentischen BVDV-1 5’- und

pT7-DI-388 (5B/GAA)

pT7-DI-388 (3/S163A)

pT7-DI-388 (3/V132A)

pT7-DI-388 (4A/L45A)

pT7-DI-388 (4A/Y4TA)

pT7-DI-388 (4A/L45-Y47-AA)

pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*

3‘NTR flankiert sind. Die Transkription unterliegt der Kontrolle

eines T7-Promotor vor der 5’NTR (Isken et al., 2014)

Derivate des pT7-DI-388; tragt Mutationen im NS5B (GDD zu

GAA) und ist dadurch replikationsinkompetent; diente als

Negativkontrolle im Hinblick auf RNA-Replikation (Isken et al.,

2014)

Derivat des pT7-DI-388, welches aufgrund der Mutation S163A

in der NS3 Proteasedomane nicht mehr in der Lage ist das

virale Polyprotein zu prozessieren; diente als Negativkontrolle

(Isken et al., 2014)

Derivat des pT7-DI-388; tragt die Mutation V132A in NS3

(Klemens et al., 2015)

Derivat des pT7-DI-388; tragt die Mutation L45A in NS4A;

generiert mithilfe des Bipl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7

Sacl-Sall (AA/L45A)

Derivat des pT7-DI-388; tragt die Mutation L45A in NS4A;

generiert mithilfe des Bipl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7

Sacl-Sall (4A/Y47A)

Derivat des pT7-DI-388; tragt die Mutation L45A in NS4A;

generiert mithilfe des Bipl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7

Sacl-Sall (4A/LA5-Y47-AA)

Bicistronische BVDV-Reportergen-Replikon; basiert auf pBiCi

RLuc NS3-3‘ (Isken et al., 2014), kodiert im ersten ORF BVDV-1
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pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*
(5B/GAA)

pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*
(3/V132A)

pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*
(4A/LA5A)

pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*
(4A/Y4ATA)

pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3°
(4A/LA5-YAT7-AA)

NP und Renilla-Luciferase; kodiert im zweiten ORF bovines
Ubiquitin und die virale Replikase (NS3-5B); generiert mithilfe
des Kpnl-Agel Fragments aus pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST
Derivat des pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘; tragt Mutationen im
NS5B (GDD zu GAA) und ist dadurch replikationsinkompetent;
diente als Negativkontrolle im Hinblick auf RNA-Replikation
Derivat des pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘; tragt die Mutation
V132A in NS3; generiert mithilfe des Agel-BIpl Fragments von
pT7-DI-388 (3/V132A)

Derivat des pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘; tragt die Mutation
L45A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus
pSK(-) NCP7 Sacl-Sall (4A/L45A)

Derivat des pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘; tragt die Mutation
L45A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus
pSK(-) NCP7 Sacl-Sall (AA/Y47A)

Derivat des pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘; tragt die Mutation
L45A in NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus
pSK(-) NCP7 Sacl-Sall (4A/L45-Y47-AA)

Tabelle 3.16 Liste der verwendeten BVDV-Gesamtklone (virale cDNASs)

Name

Beschreibung

pNCP7-388

pNCP7-388 (5B/GAA)

pNCP7 NS2-Ubi-NS3

pNCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V)

PNCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V + 3/V132A)

PNCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V + 4A/LASA)

pNCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V + 4A/Y4ATA)

pNCP7 NS2-Ubi-NS3
(4A/LA5A)

pNCP7 NS2-Ubi-NS3
(AA/Y4TA)

Infektioser cDNA Klon des BVDV-1 Stammes NCP7 (Corapi et
al., 1988)
Derivat des pNCP7-388; tragt Mutationen im NS5B (GDD zu
GAA) und ist dadurch replikationsinkompetent; diente als
Negativkontrolle im Hinblick auf RNA-Replikation
Derivat des pNCP7-388; enthalt den Ubiquitin-kodierenden
Bereich des BVDV-1 Stammes Osloss zwischen den
kodierenden Regionen von NS2 und NS3 (Aminoséaure-
austausch G76S); die NS2-Protease ist durch die Deletion von
C376 (bzw. C1512 im Polyprotein) inaktiviert; entspricht pN7
2*-Ubi*-3 (Klemens et al., 2015)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3; tragt die Mutation E440V in
NS2; entspricht pN7-2*/EV-Ubi*-3 (Klemens et al., 2015)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3; tragt die Mutationen E440V
in NS2 und V132A in NS3; entspricht pN7-2*/EV-Ubi*-3/VA
(Klemens et al., 2015)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V); tragt die
Mutationen E440V in NS2 und L45A in NS4A; generiert
mithilfe des Bipl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall
(4A/LASA)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V); tragt die
Mutationen E440V in NS2 und Y47A in NS4A; generiert
mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall
(4A/YATA)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3; tragt die Mutation L45A in
NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-)
NCP7 Sacl-Sall (4A/LASA)
Derivat des pNCP7 NS2-Ubi-NS3; tragt die Mutation Y47A im
NS4A; generiert mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-)
NCP7 Sacl-Sall (4A/Y47A)
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Derivat des pNCP7; kodiert eine EMCV-IRES zwischen den
kodierenden Regionen von NS2 und NS3; die NS2-Protease ist
durch die Deletion von C376 (bzw. C1512 im Polyprotein)
inaktiviert; entspricht pN7-2*-El-3 (Klemens et al., 2015)
pNCP7 NS2-IRES-NS3 Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3; tragt die Mutation E440V in
(2/E440V) NS2; entspricht pN7-2*/EV-EI-3 (Klemens et al., 2015)

Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3; tragt die Mutationen E440V
in NS2 und V132A in NS3; entspricht pN7-2*/EV-EI-3/VA
(Klemens et al., 2015)

Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V); tragt die

pNCP7 NS2-IRES-NS3

PNCP7 NS2-IRES-NS3
(2/E440V + 3/V132A)

pNCP7 NS2-IRES-NS3 Mutationen E440V im NS2 und L45A im NS4A; generiert
(2/E440V + 4A/LA5A) mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall
(4A/L45A)
Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V); tragt die
pNCP7 NS2-IRES-NS3 Mutationen E440V im NS2 und Y47A im NS4A; generiert
(2/E440V + 4A/YATA) mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall
(4A/YATA)
Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3; kodiert N-terminal des NS3
pPNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 far bovines Ubiquitin; generiert mithilfe des Kpnl-Agel

Fragments aus pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*
Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V); tragt die

PNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 Mutation E440V in NS2; generiert mithilfe des Kpnl-Agel

(2/€440V) Fragments aus pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-3*

Derivat des pNCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V + 3/V132A); tragt
PNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 die Mutationen E440V in NS2 und V132A in NS3; generiert
(2/E440V + 3/V132A) mithilfe des Kpnl-Blpl Fragments aus pBici RLuc IRES-Ubi-NS3-

3‘(3/V132A)

Derivat des pNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 (2/E440V); tragt die
PNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 Mutationen E440V in NS2 und L45A in NS4A; generiert
(2/E440V + 4A/L45A) mithilfe des Blpl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall

(4A/L45A)

Derivat des pNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 (2/E440V); tragt die
pNCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 Mutationen E440V in NS2 und Y47A in NS4A; generiert
(2/E440V + 4A/YATA) mithilfe des Bipl-Sall Fragments aus pSK(-) NCP7 Sacl-Sall

(4A/Y4ATA)

3.1.9 E. coli Stamme

Tabelle 3.17 Liste der verwendeten E. coli Stimme

Name Beschreibung

E. coli Stamm fiir molekularbiologische Standardarbeiten; genutzt fir
Retransformationen von Plasmid-DNA und Klonierungen

E. coli Stamm fiir Klonierungen mittels pGEM-T; Stamm ermoglicht die
Blau/WeiR-Selektion.

HB101

DH5a
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3.1.10 Eukaryontische Zelllinien

Tabelle 3.18 Liste der verwendeten eukaryontischen Zelllinien

Name Beschreibung Kulturmedium und Zusitze
Madin Darby Bovine Kidney Zellen =~ MEM (Gibco, Darmstadt)
(American Type Culture Collection 10% (v/v) Pferdeserum
MDBK (ATCC), Rockville (Md), USA) 100.000 U/I Penicillin
0,1 g/l Streptomycin
1% nicht-essentielle Aminosduren
Swine Kidney Zellen MEM (Gibco, Darmstadt)
SK-6 (American Type Culture Collection ~ 10% (v/v) FKS (PAA)
(ATCC), Rockville (Md), USA) 100.000 U/I Penicillin
0,1 g/l Streptomycin
Humane Hepatom Zelllinie; DMEM (Gibco, Darmstadt)
exprimiert stabil die T7-RNA- 10% (v/v) FKS
Huh7-T7 Polymerase; zur Verfligung gestellt  100.000 U/I Penicillin

von Dr. Stan Lemon (Chapel Hill,
NC, USA) (Schultz et al., 1996)

3.1.11 Verwendete Viren

Tabelle 3.19 Liste der verwendeten Viren

0,1 g/I Streptomycin
125 pg/ml G418

Name Beschreibung
BVDV-1 NCP7 Nicht-zytopathogener BVDV-1 Stamm NCP7 CP7 (Meyers et al., 1996;
Pankraz et al., 2005)
Zytopathogener BVDV-1 Stamm CP7 (Meyers et al., 1996; Pankraz et al.,
BVDV-1 CP7 2005; Tautz et al., 1996)
. e . . . _ . _ . pol
MVA-T7% Rekombinantes modifiziertes Vaccinia-Virus-Ankara (MVA)-T7°° zur

Verfligung gestellt von G. Sutter (LMU, Minchen) (Sutter et al., 1995)

3.1.12 Puffer und Losungen

Tabelle 3.20 Liste der verwendeten Puffer und Lésungen entsprechend des Verwendungszwecks

Verwendungszweck

Puffer/Lésung

Zusammensetzung

Agarosegel-Elektrophorese

DNA-Probenpuffer (5x)

RNA-Formamid
Auftragspuffer (2x)

TAE-Puffer

0,1 % (w/v) Orange-G; 30 % (v/v)
Glycerin

95 % Formamid; 0,025 % Xylen Cyanol;
0,025 % Bromphenolblau; 18 mM
EDTA; 0,025 % SDS

2 % (v/v) modifiziertes TAE-Puffer-
Konzentrat (50x Modified Tris-Acetate
EDTA buffer, Millipore)

Bakterienkultur

LB-Medium (Luria/Miller)

X-Gal zur Blau/Weil}
Selektion

10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10
g/l NaCl
pH 7,0

40 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid

Immunfluoreszenz

DAPI-L6sung
N-Octyl-Glycopyranosid
PBS™

2 mg/ml DAPI in ddH,0
0,5 % N-Octyl-B-D-Glycopyranosid
100 ml PBS™in 1x PBS
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PBS** (10x) 0,49 mM MgCl; 0,68 mM CaCl, in PBS
P1/51 50 mM Tris/HCl pH 8,0; 10 mM EDTA;
Plasmid-DNA Praparation 100 mg/| RNase A
P2/S2 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS
P3/S3 2,3 M Kaliumacetat pH 5,1 mit HCI
100 mM Tris; 15 % Ethanol; 900 mM
N2 KCl; 0,15 % Triton X-100; eingestellt
Plasmid-DNA Priparation auf pH 6,3 mit PO,
(Midi-Kulturen) N3 100 mM Tris; 15 % Ethanol; 1 M KCI;
eingestellt auf pH 8,5 mit H;PO,
NG5 100 mM Tris; 15 % Ethanol; 1 M KCl;

eingestellt auf pH 8,5 mit H;PO,

PCR

dNTP-LOsung

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

Primer-Hybridisierung

Hybridisierungspuffer (2x)

10mM Tris, 50 mM NaCl, 1ImM EDTA,
pH 7.5-8.0

150 mM NacCl; 1 % NP40; 0,5 %

Radioimmunorizipitation RIPA (G) Desoxycholat; 0,1 % SDS; 50 mM Tris
prazip (pH 8,0); 1 mM Pefabloc-SC
Fixierlosung 40 % Methanol; 10 % Essigsdure
Anodenpuffer 2 M Tris, pH 8,9 mit HCI
H irin-: 0, .
Kathodenpuffer 1 M Tris; 1 M Tricin; 1 % SDS; pH 8,25

SDS-PAGE

Gelpuffer (Jagow)

SDS-Probenpuffer (4x)

mit HCI

3 M Tris; 0,3 % SDS; pH 8,45 mit HCI
0,25 M Tris, pH 6,8; 6 % SDS; 40 %
Glycerol; 0,05 % Bromphenolblau;
20 % 2-Mercaptoethanol

Western Blot

Transferpuffer

Blockierlosung

48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20 %
Methanol

5 % Magermilchpulver

in PBS-Tween (0,05 % (v/v))

Zellkultur

PBS-Tween 0,05 % Tween in PBS
137 mM NacCl; 4,3 mM Na;HPOg;
PBS 2,7 mM KCl; 1,47 mM KH,POy;

Trypsin/EDTA (10x)

pH 7,4 mit HCI
0,5 % Trypsin, 0,2 % EDTA
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3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit DNA
Ein Teil der in dieser Arbeit hergestellten DNA-Konstrukte wurden in Zusammenarbeit mit den
Technischen Assistentinnen Martina Alexander und Stefanie Schwindt hergestellt. Einige der

verwendeten Konstrukte waren bereits in den Vorarbeiten von Oliver Klemens hergestellt worden.

3.2.1.1 Transformation von Bakterien mittels Hitze-Schock

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente E. coli HB101 bzw. E. coli DH5a wurde mithilfe der
Hitze-Schock-Transformation durchgefiihrt. Fiir die Retransformation bereits vorhandener Plasmid-
DNA wurden 20 ul kompetente E. coli HB101 mit 50-100 ng Plasmid-DNA versetzt. DNA-Ligationen
(siehe 3.2.1.7) und QuikChange-PCR Reaktionen (siehe 3.2.1.11) wurden zu 50 pl kompetenten E. coli
HB101 hinzugegeben. Die Transformation von pGEM®-T Klonierungen (siehe 3.2.1.10) erfolgte mit 50
ul kompetenten E. coli DH5a. Die Mischung aus DNA und kompetenten Bakterien wurde fiir 20 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation flir 2 min bei 42 °C. Danach wurde die
Bakteriensuspension fiir 2 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 pl LB-
Medium ohne Antibiotikum und die Inkubation fir 30-60 min bei 37°C und 800 rpm. Die
Bakteriensuspension wurde anschlieBend auf eine LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum
(100 mg/ml Ampicillin bzw. 30 mg/ml Kanamycin) ausgestrichen. Bei der Retransformation bereits
vorhandener Plasmid-DNA wurden hierbei 50 pl der Bakteriensuspension ausplattiert. Bei
Transformationen von DNA-Ligationen, QuikChange-PCR Reaktionen und pGEM®-T Klonierungen

wurde der gesamte Ansatz ausgestrichen.

3.2.1.2 Mini-Prdparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkultur (2-3 ml) erfolgte standardmaRig mittels
alkalischer Lyse der Bakterien, gefolgt von der Préazipitation der DNA (Birnboim and Doly, 1979). Dafur
wurde am Vortag eine Einzelkolonie von antibiotikaresistenten Bakterien in Antibiotikum-haltiges LB-
Medium (Ampicillin: 100 pg/ml, Kanamycin: 30 ug/ml) inokuliert und Gber Nacht bei 37°C schittelnd
inkubiert wurde. Am nachsten Tag wurden die Bakterien pelletiert (1 min, 16.000 x g, RT) und in 200
ul Puffer 1 (P1) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die alkalische Lyse durch die Zugabe von Puffer 2
(P2) fiir 5 min bei RT. Durch die Zugabe von 200 pl eiskaltem Puffer 3 (P3) wurde die Reaktion gestoppt
bzw. neutralisiert und es erfolgte die Inkubation fiir 10 min auf Eis. Das Mischen der jeweiligen Puffer
erfolgte durch 3-5-maliges Invertieren. Im Anschluss wurde das Lysat zentrifugiert (10 min, 16.000 x g,
4°C). Der klare Uberstand wurde zu 600 pl Isopropanol gegeben und die Plasmid-DNA durch
Zentrifugation prazipitiert (30 min, 16.000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen, das DNA-

Pellet mit 200 pl Ethanol (70% (v/v)) gewaschen und es wurde erneut zentrifugiert (5 min, 16.000 x g,
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RT). Der klare Uberstand wurde abgenommen und die Plasmid-DNA getrocknet (10 min, 37°C).
AbschlieBend wurde die Plasmid-DNA, je nach erwarteter Ausbeute, in 30-50 pl ddH,0 (Roth) gelost.

3.2.1.3 Midi-Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Prdparation von Plasmid-DNA im groReren Malstab wurde mithilfe von Anionen-Austauscher-
Saulen Nucleobond® AX 100 nach den Angaben des Herstellers (Macherey-Nagel, Diren)
durchgefiihrt. Daflr wurden Bakterienkulturen mit einem Volumen von 50-100 ml (Plasmide mit hoher
Plasmidkopienzahl) bzw. 200 ml (Plasmide mit niedriger Plasmidkopienzahl — BVDV Gesamtklone)
aufgearbeitet. Am Vortag wurde eine Kolonie der entsprechenden Bakterienkultur in Antibiotikum-
haltiges LB-Medium (Ampicillin: 100 pg/ml, Kanamycin: 30 pug/ml) inokuliert und Gber Nacht bei 37°C
schittelnd inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Bakterien pelletiert (10 min, 4.500 x g, 4°C) und in
5 ml eiskaltem S1-Puffer (8 ml bei 200 ml Bakterienkultur) resuspendiert. Danach erfolgte die Lyse der
Bakterien durch die Zugabe von 5 ml S2-Puffer (8 ml bei 200 ml Bakterienkultur) fir 5 min bei RT.
AnschlieRend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 5 ml eiskalten S3-Puffer (8 ml bei 200 ml
Bakterienkultur) neutralisiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Das Bakterienlysat wurde daraufhin
mittels der im Kit enthaltenen Papierfilter vorgeklart und anschlieBend auf eine AX 100-Saule gegeben,
die zuvor mit 2,5 ml N2-Puffer equilibriert wurde. Nachdem das Lysat komplett durch die Saule
gelaufen war, erfolgte ein Waschschritt mit 10 ml N3-Puffer. Die an der Sdule gebundene Plasmid-DNA
wurde anschlieBend mit 3 ml N5-Puffer eluiert. Daraufhin wurde die Plasmid-DNA durch die Zugabe
von 3 ml Isopropanol gefallt und zentrifugiert (30 min, 16.000 x g, 4°C). Das DNA-Pellet wurde mit 500
ul Ethanol (70% (v/v)) gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min, 16.000 x g, RT). Der klare Uberstand
wurde abgenommen und die Plasmid-DNA getrocknet (10 min, 37°C). Daraufhin wurde die Plasmid-

DNA in 100 pl ddH,0 (Roth) gel6st.

3.2.1.4 DNA-Restriktionsanalysen (analytisch-, prdparativ-, Linearisierung)

Restriktionsanalysen wurden zur Verifizierung bereits vorhandener Plasmid-DNA (analytische
Restriktionsanalyse), zur Generierung neuer DNA-Konstrukte (praparative Restriktionsanalyse fir
Klonierungen) und zur Linearisierungen von Plasmid-DNA, in Vorbereitung auf die in vitro Transkription
(siehe auch 3.2.2.1), durchgefiihrt. StandardmaRig wurden die Restriktionsendonukleasen der Firma
NEB (New England Biolabs, Frankfurt/Main) nach den Angaben des Herstellers und mit den
erhéltlichen Puffern verwendet. Die Restriktionsansatze fiir den analytischen- bzw. praparativen

Zweck und zur Linearisierung wurden wie in Tabelle 3.21 beschrieben pipettiert.
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Tabelle 3.21 Restriktionsanalyseansatze von Plasmid-DNA aus Mini- bzw. Midi-Praparation sortiert nach ihrem
Verwendungszweck (analytisch, praparativ, Linearisierung)

Inhalt analytisch analytisch praparativ Linearisierung®
DNA aus Mini-Prdparation Midi-Praparation Midi-Prap Midi-Prap
10x Puffer 2 ul 2 ul 3ul 20 ul
Restriktionsenzym” 0,3 ul 0,3 ul 0,5-1,0 ul 3,0 ul (Smal)
DNA 2-5 ul 0,5-1,0 ug 1,0-2,0 ug 5-10 ug
ddH,0 ad 20 pl ad 20 pl ad 30 ul ad 200 ul

A: von High-Fidelity (HF)-Enzymen wurden 0,1-0,3 ul fiir analytische Restriktionsansitze eingesetzt

Analytische Restriktionen erfolgten i.d.R. fiir 45-60 min, wohingegen praparative Restriktionen fiir 1,5-
2,5 h durchgefiihrt wurden. StandardmaRig wurde der Restriktionsansatz bei 37°C inkubiert. Enzyme
mit abweichender Optimal-Temperatur wurden entsprechend den Herstellerangaben inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Ansdtze mit 5x DNA-Probenpuffer versetzt und mittels Agarose
Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe 3.2.1.5). Linearisierungen erfolgten mit dem Restriktionsenzym
Smal bei 25°C fur 2-3 h und wurden nach den Angaben in 3.2.1.8 (Phenol/Chlorform-Extraktion und

Ethanolfallung) bzw. 3.2.2.1 (in vitro Transkription) weiter prozessiert.

3.2.1.5 Agarosegel-Elektrophorese und Isolation von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten aus analytischen- und praparativen Restriktionsanalysen sowie
Linearisierungen (siehe 3.2.1.4), von PCR-Produkten (siehe 3.2.1.9) und von RNA aus in vitro
Transkriptionen (siehe 3.2.2.1) erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese. Je nach den erwarteten
FragmentgroBen wurden Gele mit 0,8-1,5% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer (50x Modifizierter Tris-
Acetate EDTA Puffer, Millipore) verwendet, die mit 10 pl/l Midori Green Advance (Nippon Genetics
Europe, Diren) versetzt wurden. Durch Aufkochen wurde die Agarose in 1x TAE-Puffer geldst und bis
zur weiteren Verwendung bei 55°C im Wasserbad gelagert. Je nach Probenanzahl und
Verwendungszeck wurden entsprechende Agarosegele mit der entsprechenden Anzahl an

Beladungstaschen hergestellt.

Vor dem Auftrag wurden die DNA-Proben mit DNA-Probenpuffer (5x) versetzt, RNA-Proben wurden
mit RNA-Formamid Auftragspuffer (2x) versetzt. Parallel zu den Proben wurde GeneRuler™ 1 kb Plus
DNA-Leiter (Thermo Scientific) als GroRenstandard mitgefiihrt. DNA-Proben wurden je nach den
erwarteten FragmentgrofRen fiir 20-25 min bei 120 V aufgetrennt. RNA-Proben aus in vitro
Transkriptionen wurden fiir 10 min aufgetrennt. Die Gele wurden im UV-Durchlicht (254 nm
Wellenldnge) analysiert und anschlieRend dokumentiert. DNA-Fragmente, die fiir Klonierungen
genutzt werden sollten, wurden mittels UV-Durchlicht bei einer Wellenldange von 312 nm sichtbar

gemacht, um die Beeintrdchtigung der DNA durch das UV-Licht so gering wie moglich zu halten.
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Fiir die Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel wurde der entsprechende Bereich mit dem
Skalpell aus dem Gel geschnitten. Um DNA-Schaden zu vermeiden wurde darauf geachtet, dass die UV-
Exposition und die Belichtungszeit so gering wie moglich ist und diese schrittweise stattfand. Das
Agarosegelstiick wurde anschlieRend auf eine Saule des Kits ,,Montage DNA Gel Extraction Kit“ (Merck
Millipore, Hilden) gegeben und bei 5000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Die eluierte DNA-LOsung wurde

anschlieRend fir DNA-Ligationen verwendet.

3.2.1.6 Primer-Hybridisierung

Die DNA-Primer eines Primerpaares (Sigma-Aldrich, Taufenkirchen) wurden zunachst jeweils in ddH,0
gelést (100 pM). 10 pl jeder Primerlésung wurden zusammengegeben und mit 20 pl
Hybridisierungspuffer (2 x) versetzt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation fiir 5 min bei 95°C auf dem
Heizblock. Daraufhin wurde die Lsung langsam auf RT abgekihlt (ca. 5°C/min). Das hybridisierte
Primerpaar wurde danach mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt, aus dem Agarosegel
isoliert (siehe 3.2.1.5) und es erfolgte die Restriktion mit den entsprechenden Enzymen (siehe 3.2.1.4)

und die DNA-Ligation (siehe 3.2.1.7).

3.2.1.7 DNA-Ligation

Zur Generierung von neuen DNA-Plasmiden wurden zuvor gereinigten DNA-Fragmente (siehe 3.2.1.5)
mithilfe der T4 DNA-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt/Main) und dem mitgelieferten 10x T4
Ligase-Puffer durchgefiihrt. Bei einer DNA-Ligation wurde zwischen Vektor- bzw. Insertfragmenten
unterschieden, wobei erstere i.d.R. das Antibiotika-Resistenzgen enthielten. Die Standard-
Ligationsreaktion von einem Vektor- mit einem Insertfragment (2-Fragmentligation) setzte sich aus 3
pl DNA-L6sung des Vektorfragments, 14 ul DNA-Losung des Insertfragments, 2 pl 10x T4 Ligase-Puffer
und 1 pl T4 DNA-Ligase zusammen. Der Ansatz wurde standardmaRig fiir 1 h bei 16°C inkubiert. Fir
den Fall, dass eine Ligation ineffizient war, wurde die Inkubation bei 4°C iber Nacht durchgefiihrt. Im
Anschluss an die Ligationsreaktion erfolgte die Transformation des gesamten Ansatzes in 50 pl E. coli
HB101 mittels Hitze-Schock und das Ausstreichen des gesamten Transformationsansatzes auf eine
entsprechende LB-Agarplatte mit Antibiotikum (siehe 3.2.1.1). Die Plasmid-DNA der entstandenen
Kolonien wurde isoliert (siehe 3.2.1.2) und mittels DNA-Restriktion (siehe 3.2.1.4) und Sequenzierung

(siehe 3.2.1.12) auf die erfolgreiche Klonierung getestet.

3.2.1.8 Phenol-/Chloroform-Extraktion und Ethanolfiillung von linearisierter Plasmid-DNA

In Vorbereitung auf die in vitro Transkription von RNA (siehe 3.2.2.1) wurde das linearisierte DNA-
Template (10 pg) (siehe 3.2.1.4) mittels Phenol-/Chloroform-Extraktion und anschlieRender
Ethanolfdllung gereinigt, um das im Restriktionsansatz enthaltene Restriktionsenzym und die

Pufferkomponenten zu entfernen. Zur Qualitdtskontrolle wurden zuvor 2 ul des
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Linearisierungsansatzes entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. Zum Rest des
Linearisierungsansatzes wurde im ersten Reinigungsschritt 200 ul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(Roth, Karlsruhe) hinzugegeben, fur 15 s auf dem Vortex gemischt und anschlieRend zentrifugiert (3
min, 16.000 x g, RT). Der wissrige Uberstand wurde abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal pipettiert, in das 200 pl Trichlormethan/Chloroform (Roth, Karlsruhe) vorgelegt wurde.
Der Ansatz wurde fir 15 s auf dem Vortex gemischt und anschlieRend zentrifugiert (3 min, 16.000 x g,
RT). Im Anschluss daran wurde die wassrige Phase abgenommen und in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Daraufhin wurde die darin enthaltene DNA durch die Zugabe von 10 % (v/v)
3 M Natriumacetat und zwei Volumen Ethanol (100 %) bei -80°C fiir mind. 2 h (oder {iber Nacht) gefallt
und anschlieRend zentrifugiert (30 min, 16.000 x g, 4°C). Die pelletierte DNA wurde mit 200 ul 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen, zentrifugiert (5 min, 16.000 x g, 4°C) und in 55 pl RNase-freien ddH,0 (Roth,
Karlsruhe) geldst. Zur Qualitatskontrolle wurden 2 pl dieser DNA-L6sung entnommen und parallel zur
linearisierten DNA, die nicht aufgereinigt wurde, mittels Agarosegel-Elektrophorese analysiert (siehe
3.2.1.5). Die gereinigte linearisierte DNA konnte im Folgenden zur in vitro Transkription von RNA

genutzt werden (siehe 3.2.2.1).

3.2.1.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Abschnitten fiir Klonierungszwecke wurde mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Hierflir wurden zunéachst die entsprechenden PCR-Primerpaare
(Sigma-Aldrich, Taufenkirchen) mit der Software ,Serial Cloner 2.6.1“ (Open Source:

http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html) oder ,Vector NTI Advance” (Thermo Fisher Scientific,

Waltham (MA), USA) designed (Schmelztemperatur i.d.R. bei 55°C). Der Ansatz einer Standard-PCR
bestehend aus 10x Tag-Puffer (NatuTec, Frankfurt/Main), den PCR-Primern (Sigma-Aldrich,
Taufenkirchen), dNTP-Mix (Invitrogen, Darmstadt), dem jeweilige DNA-Template, der Tag DNA-
Polymerase (NatuTec, Frankfurt/Main) und ddH,O (Roth, Karlsruhe) wurde wie in Tabelle 3.22
beschrieben pipettiert und nach den Angaben in Tabelle 3.23 im Thermocycler (Thermo Fisher

Scientific, Schwerte) inkubiert.

Tabelle 3.22 Ansatz fiir eine Standard-PCR Tabelle 3.23 Programm fir eine Standard-PCR
Volumen Inhalt Temperatur  Zeit Zyklenzahl
5ul 10x Tag-Puffer 94°C 2 min 1
1ul Primer 1 (10 mM) 94°C 45s
1ul Primer 2 (10 mM) 55°C 45 s 25
1l dNTP-Mix (dATP, dCTP, 72°C 1 min/kb

dGTP, dTTP; jeweils 10 mM) 72°C 10 min 1
1 pl DNA-Template (100 ng/ ul) 16°C oo 1
1yl Tag DNA-Polymerase

(5U/u)
40 pl ddH,0
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3.2.1.10 pGEMZ®-T Klonierung

Die Klonierung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem ,,pGEM®-T Vektor System |1 (Promega, Madison
(MI1), USA). Im ersten Schritt wurden die generierten PCR-Fragmente mittels Agarosegel-
Elektrophorese aufgereinigt (siehe 3.2.1.5). 5 ul des Ligations-Puffers (2x) wurden mit 3 ul der
aufgearbeiteten DNA-Losung des PCR-Fragments, 1 pl pGEM®-T Vektor (54 ng/ul) und 1 pl T4 DNA-
Ligase (35 U) zusammengegeben. Die Ligation erfolgte fiir 1 h bei 16 °C. Danach schloss sich die
Transformation des gesamten Ligationsansatzes in 50 pl E. coli DH5a an (siehe 3.2.1.1). Die
Verwendung des pGEM®-T Vektorsystems ermoglicht die B-Galaktosidase-vermittelte Blau-Weils-
Selektion. Nach der Transformation wurden deshalb 200 pl LB-Medium ohne Antibiotikum und 20 pl
einer 4 %-igen (w/v) X-Gal-Losung zu den Bakterien gegeben. AnschlieRend wurden die Bakterien fir
30-60 min bei 37°C schiittelnd inkubiert und daraufhin auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert.
Die Plasmid-DNA der weilRen Einzelkolonien wurde im Folgenden isoliert und mittels Restriktion (siehe

3.2.1.4) und Sequenzierung (siehe 3.2.1.12) auf das entsprechende PCR-Produkt untersucht.

3.2.1.11 Gerichtete Mutagenese (QuikChange-PCR™)

Die gerichtete Mutagenese oder QuikChange-PCR™ (Stratagene, Heidelberg) wurde fir die
Generierung von Punktmutationen oder Restriktionssites in einem entsprechenden DNA-Template
genutzt. Daflir wurde zunachst ein Primerpaar nach den Vorgaben des Herstellers generiert und eine
PCR-Reaktion mit dem entsprechenden DNA-Template durchgefiihrt. In den PCR-Ansatz wurden 10x
Pfu-Polymerase Puffer mit MgSO4 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte), die komplementaren PCR-
Primer (Sigma-Aldrich, Taufenkirchen), dNTP-Mix (Invitrogen, Darmstadt), das jeweilige DNA-
Template, Pfu-Polymerase und ddH,0 (Roth, Karlsruhe) wie in Tabelle 3.24 beschrieben gegeben und

nach den Angaben in Tabelle 3.25 im Thermocycler (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) inkubiert.

Tabelle 3.24 PCR-Ansatz fir die Tabelle 3.25 PCR-Programm fiir die
gerichtete Mutagenese (QuikChange-PCR™) gerichtete Mutagenese (QuikChange-PCR™)
Volumen Inhalt Temperatur  Zeit Zyklenzahl
5ul 10x Puffer 94°C 2 min 1
1ul Primer 1 (16 mM) 94°C 45 s
1ul Primer 2 (16 mM) 50°C 45 s 20
Lu dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, 68°C 2 min/kb
dTTP; jeweils 10 mM) 68°C 10 min 1
1l DNA-Template (100 ng/ ul) 16°C - 1
1l Pfu DNA-Polymerase (5 U/ul)
40 pl ddH,0

Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurden 5 pl des Ansatzes fiir analytische Zwecke entnommen und
mit DNA-Probenpuffer versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert (-Dpnl). Um das

DNA-Template zu zerstéren wurde zu dem restlichen PCR-Ansatz 1 pl Dpnl (NEB, Frankfurt/Main)
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pipettiert und es erfolgte ein Inkubationsschritt fiir 30-60 min bei 37°C. Da Dpnl nur methylierte DNA
schneidet, bleibt das PCR-Produkt von dieser Restriktion unbeeintrachtigt. Danach wurden 5 pl des
Ansatzes entnommen, mit DNA-Probenpuffer versetzt und parallel mit dem Ansatz ohne Dpnl mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Maximal 3 ul des PCR-Ansatzes (+Dpnl) wurden in E. coli HB101
transformiert (siehe 3.2.1.1). Der PCR-Ansatz ohne Dpnl diente als Negativkontrolle. In den Bakterien
werden die bis dahin nicht verkniipften 5-Enden der neusynthetisierten DNA (auch 5‘-Nick genannt)
durch bakterieneigene Ligationsmechanismen miteinander verbunden (,repariert”), wodurch ein
vollstandiges doppelstrangiges DNA-Plasmid entsteht, das vom Bakterium amplifiziert werden kann.
Die Plasmid-DNA der entstandenen Kolonien wurde isoliert (siehe 3.2.1.2) und mittels DNA-Restriktion

(siehe 3.2.1.4) und Sequenzierung (siehe 3.2.1.12) auf die erfolgreiche Mutagenese hin untersucht.

3.2.1.12 Sequenzierungen

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA aus Midi-Praparationen erfolgte durch die Firma LGC-Genomics
GmbH (Berlin). Fir eine Standardsequenzierung (Ready/Flexi Run) wurden 0,8-1,0 pg Plasmid-DNA mit
4 ul des entsprechenden Sequenzierprimers (10 uM) zusammengegeben und auf 14 ul mit ddH,0
aufgefillt. Die Auswertung der Sequenzierungen erfolgte i.d.R. mit der Software ,,BioEdit“ (Tom Hall,

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html),  Serial Cloner 2.6.1“ (Open  Source:

http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html) oder ,Vector NTI Advance” (Thermo Fisher Scientific,

Waltham (MA), USA).

3.2.2 Arbeiten mit RNA

3.2.2.1 Invitro Transkription

Die in vitro Transkription von RNA erfolgte mithilfe des ,MAXIscript™ T7-Kits“ und des ,MAXlscript™
SP6-Kits”“ nach den Angaben des Herstellers (Ambion, Austin (TX), USA). Vorbereitend auf die in vitro
Transkription wurden 10 pg des entsprechende DNA-Templates linearisiert (siehe 3.2.1.4) und mittels
Phenol-/Chloroform-Extraktion gereinigt (siehe 3.2.1.8). Die daraus resultierende DNA-L&sung (ca. 200
ng/ul linearisiert Plasmid-DNA in RNase-freiem Wasser) wurde fur die in vitro Transkription verwendet.
Die in vitro Transkription der RNA des BVDV-Replikons T7-DI-388 erfolgte mittels T7-Polymerase, die
Transkription der RNA des bicistronischen BVDV-Replikons Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘, sowie aller BVDV-
Gesamtklone erfolgte mittels SP6-Polymerase. Ein Standard-Transkriptionsansatz mit einem Volumen
von 20 pl setzte sich i.d.R. aus 12 pl DNA-L6sung, 4 pl rNTP-Mix (ATP, GTP, CTP und UTP, jeweils 10
mM), 2 ul 10x Transkriptionspuffer und 2 ul T7- bzw. SP6-Polymerase zusammen. Flr den Fall, dass
von bestimmten Transkripten eine groRere Menge bendtigt wurde (Wildtyp- oder Negativkontrollen),

wurden auch 40 ul Ansatze pipettiert, wobei diese i.d.R. aus 25 pl DNA-L6sung, 8 pl rNTP-Mix (ATP,
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GTP, CTP und UTP, jeweils 10 mM), 4 ul 10x Transkriptionspuffer und 3 ul T7- bzw. SP6-Polymerase
zusammengesetzt waren. Nachdem der Transkriptionsansatz pipettiert war erfolgte die Inkubation fir
1,5 bis 2 h bei 37°C. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1 ul TURBO DNase versetzt und fiir 10 min bei
37°C inkubiert, um die DNA-Matrize vollstandig zu degradieren. Zur Qualitatskontrolle wurden 1-2 ul
der RNA-L6sung mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe 3.2.1.5) analysiert. Mithilfe dieser Analyse
wurde auBerdem die Menge an RNA abgeschéatzt, die fur die Elektroporation eingesetzt werden

musste (siehe 3.2.3.5). Bis zur weiteren Verwendung wurde die transkribierte RNA bei -80°C gelagert.

3.2.3 Arbeiten mit Zellen

3.2.3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden an sterilen Werkbanken (MSC-Advantage, Thermo Scientific; BSC-EN,
Zapf) durchgefiihrt. Die Standard-Kulturbedingungen fiir humane- und bovine Zellen waren 37°C, 5 %
CO2 und 96% relative Luftfeuchte im Brutschrank (Labotect Incubator (C200, C42), Labotect,
Gottingen). Die fortlaufende Kultivierung zur Erhaltung der Zellkultur wurde in 10 cm Schalen
(CellStar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen) durchgefiihrt. Je nach dem durchgefiihrten Experiment,
wurden die Zellen zuvor in das entsprechende 6-, 12-, 24-, 48-, oder 96-Well Format ausgesat

(CellStar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen).

MDBK-Zellen (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville (Md), USA) wurden standardmaRig
in Minimum Essential Medium (MEM, Life Technologies (Gibco), Darmstadt) kultiviert, welches mit 10
% (v/v) Pferdeserum, 100.000 U/I Penicillin, 0,1 g/l Streptomycin und 1 % (v/v) nicht-essentiellen

Aminosauren versetzt war.

SK6-Zellen (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville (Md), USA) wurden standardmaRig in
Minimum Essential Medium (MEM, Life Technologies (Gibco), Darmstadt) kultiviert, welches mit 10 %

(v/v) Fotalem Kalberserum (FKS), 100.000 U/I Penicillin, und 0,1 g/l Streptomycin versetzt war.

Huh7-T7-Zellen (zur Verfliigung gestellt von Dr. Stan Lemon (Chapel Hill, NC, USA) (Schultz et al., 1996))
wurden standardmaRig in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies (Gibco),
Darmstadt) kultiviert, welches mit 10 % (v/v) Fotalem Kalberserum (FKS), 100.000 U/I Penicillin, 0,1 g/I
Streptomycin und 125 pg/ml G418 (PAA, Colbe) versetzt war.

Der Begriff ,,Vollmedium“ bezieht sich auf das jeweilige Kulturmedium, in dem alle Zusatze (siehe oben)
enthalten waren. Im Gegensatz dazu enthielt Kulturmedium ,ohne alles” keinen der aufgefihrten
Zuséatze. Das Waschen von Zellen erfolgte i.d.R. mit 1 ml 1 x PBS (im Folgenden nur als PBS bezeichnet).

Die Ernte von Zellen erfolgte standardmaRig mittels Zellschaber (TPP, Trasadingen, Schweiz) in 1 ml
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PBS, woraufhin die Zellen pelletiert wurden (1 min, 5,000 x g, RT). Die Zellpellets wurden

voriibergehend bei -80°C gelagert, falls sie nicht sofort verwendet wurden.

3.2.3.2 T7-Vaccinia-Expression in eukaryontischen Zellen

Die Genexpression und daraus resultierende Proteinproduktion in eukaryontischen Zellen wurde T7-
Polymerase (T7°°)-vermittelt durchgefiihrt (auch Vaccinia-Experiment genannt). Im ersten Schritt
wurden hierfir die jeweiligen Zellen mit dem rekombinantem Vaccinia-Virus Modified-Vaccinia-
Ankara-Virus (MVA) infiziert, welches fiir die T7-Polymerase kodiert (MVA-T77°) (Sutter et al., 1995).
Danach erfolgte die Transfektion von Plasmid-DNA, wobei die RNA-Transkription dieser Konstrukte
Uber einen T7-Promotor reguliert war. StandardmaRig wurde dieses Experiment in Huh7-T7-Zellen
durchgefiihrt (Huh7-T7/MVA-T7P°-System), die bereits stabil T7-Polymerase exprimieren (Schultz et
al.,, 1996). Fiir den Trans-Komplementationsassay (siehe 3.2.3.11) wurde die MVA-T7"-vermittelte

Genexpression in SK6-Zellen durchgefiihrt.

1/12 einer konfluent bewachsenen 10 cm Schale Huh7-T7-Zellen (ca. 2 x 10° Zellen) bzw. die SK6-Zellen
einer Elektroporation (siehe 3.2.3.5) wurden pro Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesét. 4-6 h danach
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Anschlieffend wurden die Zellen
mit 1 ml DMEM (ohne alles) {iberschichtet, welches 5 ul Vaccinia-Virus MVA-T7°-Virusstocklésung
enthielt (entspricht ca. MOI 2). 1 h nach der Infektion wurde die Infektionslosung von den Zellen
pipettiert und einmal mit 1 ml PBS gewaschen, woraufhin die Zellen mit 1 ml DMEM (Vollmedium)
Uberschichtet wurden. AnschlieBend erfolgte die DNA-Transfektion von 6 pg Plasmid-DNA, welche je
nach Verwendungszweck mit Polyethylenimin (PEI MAX 40,000, Polysciences, Hirschberg an der
Bergstrasse) oder mit Metafectene® (Biontex, Minchen) durchgefihrt wurde (siehe 3.2.3.3).
Daraufhin wurden die Zellen Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Sollte das Zelllysat nach den gebildeten
Proteinen untersucht werden, wurde am nichsten Morgen zunichst der Uberstand abgenommen und
die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers in 1 ml
PBS geerntet, pelletiert (1 min, 5.000 x g, RT) und in 120-160 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die
Lysate wurden mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.4.1) und Western Blot (siehe 3.2.4.2) analysiert.

3.2.3.3 DNA-Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryontischen Zellen mittels Polyethylenimin
(PEI) oder Metafectene®

Die Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryontische Zellen erfolgte je nach Anwendung entweder mit

dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI MAX 40,000, Polysciences, Hirschberg an der

Bergstrasse) oder mit Metafectene® (Biontex, Miinchen). Das Transfektionsreagenz PEl wurde fiir die

Untersuchungen zur Aktivitat der CSFV NS4A3;NS3 Protease und zur BVDV-Polyproteinprozessierung

verwendet. Metafectene® wurde fiir den TEV-Protease (TEVP™)-Spaltungsassay (siehe 3.2.3.4) und den

Trans-Komplementationsassay (siehe 3.2.3.11) genutzt.
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Flr die Transfektion mit PEl wurden 6 pg Plasmid-DNA mit Medium (ohne alles) in 100 pl vorgelegt. In
ein separates ReaktionsgefaR wurden PEI (3 pl PEI/ug DNA) und Medium (ohne alles) gemischt zu
einem finalen Volumen von 100 pl. Die DNA-L6sung und die PEI-L6sung wurden gemischt und fiir 10
min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde bei den zu transfizierenden Zellen das Medium
abgenommen, einmal mit PBS gewaschen und 1 ml DMEM (Vollmedium) auf die Zellen gegeben. Im
Anschluss an die 10-min(tige Inkubationszeit wurde der Transfektionsmix vorsichtig auf die Zellen
getropft. Da PEIl einen toxischen Effekt auf Zellen hat wurde 2-4 h nach der Transfektion ein Wechseln
des Mediums, wie oben beschrieben, vorgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen fir weitere 12-

18 h bei 37°C inkubiert.

Fur die Transfektion mit Metafectene® wurden 6 pg Plasmid-DNA in 80 pl Medium (ohne alles)
vorgelegt. In ein separates Reaktionsgefall wurden 10 pl Metafectene zu 70 pl Medium (ohne alles)
gegeben. Die DNA-LOosung und die Metafectene®-Losung wurden gemischt und fiir 10 min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde bei den zu transfizierenden Zellen das Medium abgenommen,
einmal mit PBS gewaschen und 1 ml des jeweiligen Zellkulturmediums (Vollmedium) auf die Zellen
gegeben. Im Anschluss an die 10-min(tige Inkubationszeit wurde der Transfektionsmix vorsichtig auf

die Zellen getropft. AnschlieBend wurden die Zellen fir weitere 12-18 h bei 37°C inkubiert.

3.2.3.4 TEV-Protease (TEVP™) Spaltungsassay

Flir den TEV-Protease (TEVP™) Spaltungsassay wurde eine T7-Vaccinia-Expression in Huh7-T7-Zellen
vorgenommen (siehe 3.2.3.2). Nach der MVA-T7"-Infektion erfolgte die DNA-Kotransfektion von 4 pg
PCITE Ubi-NS3-4A(1-49)-TEV-GST (bzw. der Derivate) und 2 pg pGEM-T HA-TEVP™ (bzw. Kontrollplasmid
PGEM-T leer) mit Metafectene®-Transfektionsreagenz (siehe 3.2.3.3). Nach der Transfektion wurden
die Zellen fiir 12-18 h bei 37°C inkubiert. Die geernteten Zellen wurden in 160 pl SDS-Probenpuffer
aufgenommen und die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 3.2.4.1) und Western Blot
analysiert (siehe 3.2.4.2). Als Sekundarantikorper diente in diesem Versuch anti-Maus IRDye 800CW,
dessen Fluoreszenz mithilfe eines Odyssey SA infrared imaging systems (LI-COR®) detektiert und
qguantifiziert wurde. Die Western Blot Signale flir NS4A1-49-TEV-GST und GST wurden bestimmt und
die NS4A(1.49)-TEV-GST Spaltungsrate berechnet. Die entsprechenden Signale in der Mock-Probe
wurden als ,Hintergrund” definiert und vor der Berechnung von den Signalen fiir NS4A(1-49)-TEV-GST

bzw. GST abgezogen.
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3.2.3.5 Elektroporation von MDBK- und SK6-Zellen
Das Einbringen von in vitro transkribierter RNA in MDBK-Zellen oder SK6-Zellen erfolgte durch

Elektroporation nach den Angaben in der Literatur (Tautz et al., 1999).

Am Vortag wurde eine konfluent bewachsene 10 cm Schale MDBK- bzw. SK6-Zellen im Verhaltnis 1:2
in neue 10 cm Schalen umgesetzt (siehe 3.2.3.1). Am Folgetag wurden die Zellen zundchst mit PBS
gewaschen, mittels Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, Taufenkrichen) von der 10 cm Schale abgel6st, in 10
ml Vollmedium aufgenommen und in ein 50 ml Flacon Gberfiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen
zentrifugiert (2 min, 300 x g, RT) und zweimal mit 50 ml PBS (Lonza, Basel, Schweiz) gewaschen. Die
Zellen einer 10 cm Schale wurden in 1,2 ml AccuGENE-PBS aufgenommen. Fir eine Elektroporation
wurden 400 pl der Zellsuspension in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR (iberfihrt.
Anschliefend wurde 1 pg in vitro transkribierter RNA zu den Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und
die Suspension in eine Elektroporationskiivette mit 2 mm Elektrodenabstand gegeben. Die
Elektroporation erfolgte in dem Elektroporationsgerat ,GenePulser Il Xcell” (Biorad, Miinchen) bei
einem elektrischen Impuls von 180 V und 950 pF. Im Anschluss wurden die Zellen mit 800 pl Medium
aus der Kivette gespllt und in ein Falcon mit entsprechender Menge an Medium gegeben. Danach
wurden die Zellen ausgesat. Als Negativkontrolle (Mock) dienten Zellen, die ohne RNA elektroporiert
wurden. Je nach experimentellem Ansatz wurden unterschiedliche Anteile der elektroporierten Zellen
in die Vertiefungen einer 6-Well-Platte ausgesat. Grundsatzlich erfolgte das Aussden in 2 ml des

jeweiligen Zellkulturmediums.

Flr die qualitativen Untersuchungen zur RNA-Replikation im Replikon- bzw. Gesamtklonkontext und
bei Experimenten zur Virionmorphogenese nach Elektroporation (vom engl. post electroporation, pe),
wurden die Zellen einer Elektroporation auf zwei Vertiefungen einer 6-Well-Platte ausgesit.
StandardmaRig wurden die Zellen nach 24 h und 48 h pe mittels anti-NS3 Immunfluoreszenz
untersucht (siehe 3.2.3.9). Je nach Experiment wurde vor Fixierung der Zellen der Zellkulturiberstand
gesichert und fir Infektionsexperimente (siehe 3.2.3.7) oder fiir die Bestimmung des Virustiters

genutzt (siehe 3.2.3.8).

Flr die quantitative Untersuchung der RNA-Replikation im Replikon mittels Luciferase-Assay (siehe
3.2.3.6) wurde die Halfte einer konfluenten Schale MDBK-Zellen fiir eine Elektroporation nach den
oben gemachten Angaben genutzt. Die elektroporierten Zellen wurden fir diesen Zweck auf vier

Vertiefungen einer 6-Well-Platte ausgesat.

Flr den Trans-Komplementationsassay (siehe 3.2.3.11) wurden die SK6-Zellen entsprechend der oben
gemachten Angaben elektroporiert und die Zellen einer Elektroporation auf eine Vertiefung einer 6-

Well-Platte ausgesat.
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3.2.3.6 Luciferase-Assay

MDBK-Zellen wurden mit 1 pg in vitro transkribierter Replikon-RNA nach den Angaben in 3.2.3.5
elektroporiert und ausgesat. An den Zeitpunkten 2 h, 24 h, 48 h und 72 h pe wurden die Zellen einmal
mit 1 ml PBS gewaschen, mittels Zellschaber geerntet, zentrifugiert (2 min, 300 x g, RT) und bis zur

weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.

Die Herstellung der Zelllysate und der Luciferase-Assay erfolgte mit dem Kit ,,Renilla Glow Juice” (PJK,
Kleinbittersdorf) nach den Angaben des Herstellers. Die pelletierten Zellen einer Probe in 40 ul des
mitgelieferten Lysepuffers (mit Detergenz) auf dem Rittler lysiert (10 min, 1.200 rpm, RT).
AnschlieBend erfolgte die Messung von 20 pl des Lysats. Daflir wurden zunachst pro Messung 100 pl
Reaktionspuffer und 2 ul Coelenterazin gemischt (beides im Kit enthalten). Direkt vor der Messung
wurden 20 ul des Lysats zu 100 pl der Reaktionslosung (Reaktionspuffer + Coelenterazin) pipettiert
und die Luciferase-Aktivitat direkt danach am Luminometer (Junior LB9509, Berthold, Bad Wildbad)

bestimmt.

3.2.3.7 Infektion von MDBK-Zellen
Der Nachweis von infektiosen Viren in Zellkulturtiberstanden erfolgte Gber die Neuinfektion von

naiven MDBK-Zellen mit anschlieBender Immunfluoreszenzanalyse (siehe 3.2.3.9).

Fir die Infektion zum qualitativen Nachweis von Viren im Zellkulturiiberstand wurde 1/30 der MDBK-
Zellen einer konfluenten 10 cm Schale auf eine Vertiefung einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium
ausgesat. 2-4 h nachdem sich die Zellen am Boden abgesetzt hatten, wurden 500 pl des Uberstandes
abgenommen und durch 500 ul des entsprechend zu untersuchenden Zellkulturiiberstandes ersetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 72 h bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte der Nachweis von

infizierten Zellen mittels anti-NS3 Immunfluoreszenzanalyse (siehe 3.2.3.9).

Fur die Infektion mit definierter MOI (engl. multiplicity of infection, MOI) wurden 4 x 10° MDBK-Zellen
in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesat. 2-4 h danach wurde das Medium von
den Zellen pipettiert und durch 2 ml frisches Medium ersetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit MOI
0,1 in 2 ml Gesamtvolumen infiziert. 1 h nach der Infektion wurde das infektiose Medium von den
Zellen pipettiert, 3-mal mit 1 ml PBS gewaschen und 2 ml Medium auf die Zellen gegeben. Daraufhin
wurden die Zellen fir 72 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand gesichert,
mittels 0,22 pum Sterilfilter (Minisart™, Sartorius, Géttingen) filtriert und bei -80°C gelagert. Die
Bestimmung des Virustiters erfolgte wie in 3.2.3.8 beschrieben. Des Weiteren erfolgte der Nachweis

von infizierten Zellen mittels anti-NS3 Immunfluoreszenzanalyse (siehe 3.2.3.9).
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3.2.3.8 Bestimmung des Virustiters von Zellkulturiiberstdnden (Titration)

Die Bestimmung des Virustiters von Zellkulturiiberstdnden aus Elektroporationen (siehe 3.2.3.5),
Infektionen (siehe 3.2.3.7) und aus Trans-Komplementationsassays (siehe 3.2.3.11) erfolgte mithilfe
der Endpunktverdiinnung. 100 ul Medium wurden in die Wells einer 96-Well Platte vorgelegt. Je nach
dem erwarteten Virustiter wurde eine Vorverdiinnung von 1:10 oder 1:100 des Uberstandes in
Medium vorgenommen. 50 pl des Uberstandes bzw. der Verdiinnung wurden in die erste Reihe der
96-Well Mikrotiterplatte gegeben. StandardmaRig erfolgte eine 4-fach Bestimmung pro Uberstand
bzw. Verdiinnung. Mithilfe einer 8-fach Mehrkanalpipette wurde in 50 pl — Schritten seriell von Reihe
zu Reihe verdinnt (jeweils 1:3). Im Anschluss wurden die MDBK-Zellen einer konfluent bewachsenen
10 cm Schale wie in 3.2.3.1 beschrieben geerntet und in insgesamt 12 ml Medium aufgenommen. 2 ml
dieser Suspension wurden mit 8 ml Medium gemischt. Danach wurden 100 ul dieser Zellsuspension
pro Vertiefung der 96-Well Mikrotiterplatte gegeben, in denen der Zellkulturiiberstand seriell
verdinnt worden war. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 72 h bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die
Immunfluoreszenzanalyse mittels anti-NS3 (siehe 3.2.3.9) und die Bestimmung der infizierten Wells

mithilfe des Mikroskops.

Titerberechnungen bei Endpunktverdinnungsverfahren erfolgen stets mithilfe statistischer
Schatzverfahren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Formel nach Spaermann und Karber verwendet,

um die Virustiter in TCIDsg zu berechnen (Karber, 1931).

d
m= x5 - dZRi

m negativer dekadischer Logarithmus des Titers bezogen auf das Testvolumen, d.h. der Titer des
Testvolumens ergibt sich aus 10~™™. Da als Testvolumen 50 pl eingesetzt wurden, muss dieser

Wert mit 20 multipliziert werden, um die Anzahl infektioser Viren je ml zu erhalten (TCIDso)

Xi Logarithmus der kleinsten Verdinnung, die zur Infektion aller vier Replikate einer

Verdlinnungsstufe fiihrt (z.B. in Stufe 6 ware x; = Ig (1/72.900) = -4,86)
d Logarithmus des Verdiinnungsfaktors

SRi Summe der Reaktionsraten; in diese Summe werden alle positiven Reaktionen ab der hochsten
Verdiinnungsstufe, in der alle Replikate positiv sind, einbezogen und durch die Anzahl der

Replikate dividiert (wenn in der nachsten Verdiinnungsstufe also noch 3 von 4 Replikaten

positiv reagierenist X R; = 1 + % = 1,75)
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3.2.3.9 Immunfluoreszenzanalyse

Fur die Immunfluoreszenzanalyse wurden die Zellen zundchst mit 2 % (w/v) Paraformaldehyd
(Affymetrix, Santa Clara (CA), USA) in PBS™ fiir 20 min bei 4°C fixiert. Danach wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 1 ml 0,5 % N-Octyl-B-D-Glucopyranosid (w/v) in PBS** fiir 7 min bei 4°C
permeabilisiert. Daraufhin wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen und fir 1 h bei 37 °C mit dem
Priméarantikorper anti-NS3/NS2-3 (mAk 8.12.7) (Corapi et al., 1990) in der Verdiinnung 1:40 in PBS*™
verwendet. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit dem Sekundéarantikérper anti-
Maus-Cy3 (Dianova, Hamburg) in der Verdiinnung 1:2000 in PBS™ fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Hierbei
erfolgte gleichzeitig der Nachweis der Zellkerne mittels DAPI (1:5000). Im Anschluss wurden die Zellen

3-mal mit PBS™ gewaschen und mit dem Immunfluoreszenzmikroskop analysiert und dokumentiert.

3.2.3.10 Metabolische Markierung von Proteinen mit 3>S-Methionin und 3>S-Cystein

Die metabolische Markierung von Proteinen mit 3°S-Methionin und 3°S-Cystein (Met-[S35]-label,
Hartmann Analytic, Braunschweig) erfolgte im Anschluss an die T7-Vaccinia-Expression in Huh7-T7-
Zellen (siehe 3.2.3.2). 2 h nach der DNA-Transfektion (siehe 3.2.3.3) wurden die transfizierten Zellen
mit PBS gewaschen und mit 1 ml Methionin- und Cystein-freiem Medium tberschichtet (DMEM ohne
L-Methionin, L-Cystein und L-Glutamin, mit 1 % GlutaMAX (Life Technologies (Gibco), Darmstadt) und
fir 30 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin erfolgte ein Wechsel des Medium und die Zellen wurden mit
1 ml Medium Uberschichtet. AnschlieRend wurden dem Medium 70 uCi des Met-[S35]-labels
hinzugefiigt und durch Schwenken gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurde das Medium
von den Zellen abgenommen und mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden 250 ul RIPA-G Puffer, der mit
1 mM Proteaseinhibitor (Pefabloc-SC, Roth, Karlsruhe) versetzt war, zu den Zellen gegeben und die

Zellen unter Schwenken lysiert. Die Zelllysate wurden bis zur Immunprazipitation bei -20°C gelagert.

3.2.3.11 Trans-Komplementationsassay

Fir den Trans-Komplementationsassay wurde i.d.R. 1/3 einer konfluent bewachsenen 10 cm
Zellkulturschale SK-6 Zellen (ca. 3 x 10° Zellen) mit 1 pg in vitro transkribierter RNA von NCP7 NS2-Ubi-
NS3 elektroporiert (siehe 3.2.3.5). Die Zellen einer Elektroporation wurden in eine Vertiefung einer 6-
Well-Platte ausgesat. 6 h nach der Elektroporation wurden die Zellen einmal mit 1 ml 1 x PBS
gewaschen und mit 1 ml MEM (ohne alles) Gberschichtet. AnschlieBend erfolgte die Infektion der
Zellen mit Vaccinia-Virus MVA-T77° durch die Zugabe von 5 pl Stocklésung des Virus. 1 h nach Infektion
wurde der infektidse Uberstand abgenommen und die Zellen wurden mit 1 ml 1 x PBS gewaschen.
Daraufhin wurden die Zellen mit 1 ml Vollmedium Uberschichtet und es erfolgte die DNA-Transfektion
von 6 pg Plasmid-DNA mit Metafectene® (siehe 3.2.3.3). 18-24 h nach der DNA-Transfektion wurden
die Zellkulturiiberstande geerntet und mittels 0,22 um Filter sterilfiltriert. Anschliefend erfolgte die
Bestimmung des Virustiters wie in 3.2.3.8 beschrieben. Die Inkubationszeit wurde auf 24 h reduziert,
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da es moglich ist, dass sich die initial infizierten Zellen, aufgrund der Zytopathogenitat des NCP7 NS2-
Ubi-NS3, zu einem spateren Zeitpunkt nicht mehr detektieren lassen. Die Berechnung des

entsprechenden Virustiters erfolgte, wie in 3.2.3.8 beschrieben.

3.2.4 Arbeiten mit Proteinen

3.2.4.1 SDS-PAGE

Die Sodiumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von Proteingemischen wurde
mithilfe von Tricingelen nach Schéger und Jagow durchgefiihrt (Schdgger and von Jagow, 1987). Fir
darauffolgende Western Blot Analysen (siehe 3.2.4.2) wurden kleine Gele mit den Mallen 8,0 x 6,0 cm
verwendet, welche mithilfe des Mini-PROTEAN Tetra Cell System (Biorad, Minchen) hergestellt
wurden. Zur Auftrennung von Proteingemischen nach Radioimmunprazipitation (siehe 3.2.4.3) wurden
grolRe Gele mit den MalRen 18,0 cm x 16,0 cm verwendet. Je nach Molekulargewicht des zu
untersuchten Proteins variierte der Anteil an Acrylamid (Acrylamid 4K-Losung (40 %), Applichem,
Darmstadt), mit einem Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid von 29:1, zwischen 8-10 % (w/v). Die
Polymerisation des Acrylamidgels wurde durch die Zugabe von 0,08 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

und 0,1 % (w/v) TEMED gestartet.

StandardmaRig wurden die Zellen einer konfluent bewachsenen Vertiefung einer 6-Well Platte in 120-
160 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen, lysiert und fiir 10 min bei 95°C denaturiert. 20 pl dieses
Lysates wurden i.d.R. genutzt um eine Tasche eines kleinen SDS-Polyacrylamidgels zu beladen. Nach
Radioimmunprazipitationen mittels Protein-A-Sepharose-Komplexen erfolgte die Denaturierung in 80
ul SDS-Probenpuffer fir 10 min bei 95°C, wobei die gesamte Probe in eine Tasche eines grofRen
Polyacrylamidgels pipttiert wurde. Als Referenz wurde parallel zu den Proben ein GréRenstandard

aufgetragen (Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Schwerte).

Als Laufpuffer dienten Anoden- und Kathodenpuffer. Bei kleinen Polyacrylamidgelen erfolgte die
Auftrennung der Proben bei einer Spannung von 120 V fiir ca. 60-90 min bei RT. Bei grofRen

Polyacrylamidgelen wurde eine Spannung von 50 V angelegt und die Auftrennung erfolgt Gber Nacht.

3.2.4.2 Western Blot (Tank-Blot)

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mithilfe des , Tank-Blot“ Verfahrens unter
Verwendung einer TetraCell Apparatur (Biorad, Miinchen) auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Die Blotkissen, Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran wurden in Transferpuffer
eingeweicht. Auch das Polyacrylamidgel wurde im Transferpuffer geschwenkt. Der Blot wurde woe
folgt aufgebaut: 1 x Blotkissen, 2 x Schichten Filterpapier, Acrylamidgel, Nitrozellulosemembran, 2 x

Schichten Filterpapier, 1 x Blotkissen. Danach wurden die Luftblasen, die bei dem Zusammenbau
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entstanden waren, entfernt. Der Blot wurde in der Gelkammer so orientiert, dass die Membran in
Richtung der Kathode ausgerichtet war. Des Weiteren befand sich in der Blotkammer ein eisgekihlter
Accu, um den Transfer zu kiihlen. AnschlieRend wurde die Blotkammer mit Transferpuffer aufgefillt
und eine Spannung von 100 V fir 1 h angelegt. Sollten groRere Proteine untersucht werden, die gréRer
oder gleich 130 kDa waren, wurde die Inkubationszeit auf 1,5 h verldngert. Nach dem Protein-Transfer
wurde die Membran fir 30 min mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-Tween20 (0,05 % (v/v))
(Blockierlésung) unter Schwenken blockiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
Erstantikorper fir 1 h bei RT schwenkend inkubiert, wobei dieser entsprechend in Blockierlésung

verdlinnt war.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Erstantikorper in folgenden Verdiinnungen verwendet:
anti-GST (1:5.000), anti-HA.11 (16B12) (1:1.000); anti-HA (C29F4) (1:5.000), anti-myc (9B11) (1:5.000),
anti-E2 (SCR48 6.6.11) (1:5), anti-NS3/NS2-3 (mAk 8.12.7) (1:10), anti-NS4A (GH4A1 [4B7]) (1:5); anti-
NS5A (GLBVDS5A1 [11C]) (1:5) und anti-NS5B (GLBVD5B1 [9A]) (1:5). Der Blot wurde anschlieRend
dreimal mit PBS-T gewaschen und danach mit dem entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert
(schwenkend fir 1 h bei RT). Je nach Spezies des Priméarantikorper wurde der entsprechende
Sekundarantikorper verwendet. StandardméaRig wurden HRP-konjugierte Sekundéarantikérper (anti-
Maus-HRP bzw. anti-Rabbit-HRP) in der Verdinnung 1:10.000 verwendet, wobei die Detektion unter
der Verwendung der Chemilumineszenz-Losung (Perkin ElImer) nach den Angaben des Herstellers und
mithilfe des LAS-4000 durchgefiihrt wurde. Fiir quantitative Analysen mithilfe des Odyssey SA infrared
imaging systems (LI-COR®) wurde IRDye® 800CW Donkey-anti-Mouse in der Verdiinnung 1:10.000
verwendet. Nach der Inkubation mit dem Sekundéarantikérper schlossen sich drei Waschritte mit PBS-

T und die Detektion mit dem Image Analyzer (LAS-4000mini) an.

3.2.4.3 Radioimmunpriézipitation

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde im Anschluss an die T7-Vaccinia-
Expression in Huh7-T7-Zellen (siehe 3.2.3.2) und die metabolische Markierung von Proteinen mit 3°S-
Methionin und 3S-Cystein (siehe 3.2.3.10) eine Immunprazipitation durchgefiihrt. Das Lysat (250 pl)
wurde zunachst fir 30 min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. AnschlieRend erfolgte das Vorklaren
des Lysats durch Zentrifugation (30 min, 16.000 x g, 4°C). Daraufhin wurden 200 pl des Uberstandes in
ein frisches Reaktionsgefal Giberfiihrt und mit 100 ul Hybridomiberstand des Primarantikorpers anti-
NS3/NS2-3 (mAk 8.12.7) versetzt. Der Ansatz wurde fir 1 h bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Im
nachsten Schritt wurden 50 ul Protein-A-Sepharose Suspension (20 % Protein-A-Sepharose in RIPA-G
Puffer) zu dem Lysat/Antikorpergemisch gegeben und es erfolgte die Inkubation fir 1 h bei 4°C auf
dem Drehrad. Im Anschluss wurde die Suspension fiir 1 min bei 16.000 x g bei 4°C zentrifugiert und es

erfolgte ein Waschschritt mit 500 pl RIPA-G Puffer. Dieser wurde im Anschluss noch zweimal
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wiederholt. Daraufhin wurde das Pellet in 80 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen und die Proteine fiir
10 min bei 95°C denaturiert. Nach der kurzen Zentrifugation des Ansatzes (15 sek, 16.000 x g, RT)
wurde der Uberstand vollstandig in eine Tasche eines groRen SDS-Polyacrylamidgels pipettiert und
entsprechend den Angaben in 3.2.4.1 aufgetrennt. Nach der Auftrennung der Probe wurde das
Polyacrylamidgel in Fixierlosung (40 % Methanol (v/v), 10 % Essigsaure (v/v)) fixiert und getrocknet. Im
Anschluss daran wurde ein Imaging Screen (Fuji) flir 3 Tage aufgelegt, der daraufhin mit dem

Phosphorimager (Typhoon, FLA-7000) ausgelesen und dokumentiert wurde.
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4. Ergebnisse

Eine Besonderheit der Flaviviridae ist die Beteiligung von NS-Proteinen an der Bildung infektioser
Viruspartikel (Murray et al., 2008a). In der vorliegenden Doktorarbeit wurden Untersuchungen zur
pestiviralen Virionmorphogenese durchgefiihrt. Insbesondere stand dabei die Rolle des
Nichtstrukturproteins NS2-3 bzw. der NS2-3 Spaltprodukte NS2 und NS3 im Zentrum der
Untersuchungen. In dieser Arbeit wurde dabei der molekulare Mechanismus genauer untersucht,

welcher es Pestiviren ermoglicht, in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 Virionen zu generieren.

Fir die Bildung infektioser Virionen sind Pestiviren in der Regel auf die ungespaltene Form des NS2-3
Proteins angewiesen. Diese Besonderheit von Pestiviren konnte experimentell dadurch belegt werden,
dass die funktionelle Trennung von NS2 und NS3 durch eine Ubiquitin- oder durch eine IRES-Insertion
zur Inhibition der Virionmorphogenese fiihrt (Agapov et al.,, 2004; Moulin et al.,, 2007).
Interessanterweise wird ungespaltenes NS2-3 fiir die Ausbildung von infektiésen HCV-Partikeln in

Zellkultur nicht benétigt, obwohl dieses sehr nah mit Pestiviren verwandt ist (Jirasko et al., 2008).

In den vergangenen Jahren ist es in Zellkultur gelungen, Pestiviren an die Bildung von infektitsen
Virionen in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 zu adaptieren (NS2-3-unabhangig) (Klemens et al.,
2015; Lattwein et al.,, 2012). In revers-genetischen Untersuchungen zeigte sich, dass in einem
pestiviralen Genom, in dem NS2 und NS3 entweder durch eine Ubiquitininsertion oder durch eine
EMCV-IRES getrennt sind, fir eine effiziente Virionmorphogenese in Abwesenheit von ungespaltenem
NS2-3 zwei Aminosdureaustausche vorliegen miissen. Diese sind im C-terminalen Teil der
Proteasedoméane des NS2 (E440V) und in der NS3 Proteasedomane (V132A) lokalisiert (Klemens et al.,
2015). Dariiber wie diese beiden Aminosaureaustausche die Virionmorphogenese in Abwesenheit von
NS2-3 eine effiziente Virionmorphogenese ermoglichen, war bisher noch wenig bekannt. Zur
Aufklarung der molekularen Grundlagen fir diesen Funktionsgewinn (engl. ,,gain of function”) war die
strukturelle Untersuchung des beteiligten Proteinkomplexes von entscheidender Bedeutung. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen durchgefiihrt mit dem Ziel, den Beitrag der Mutation
V132A zur NS2-3-unabhingigen Virionmorphogenese und des zugrundeliegenden molekularen
Mechanismus, anhand von Struktur-Funktionsuntersuchungen, besser zu verstehen (Dubrau et al.,

2017).
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4.1 Die NS3 Aminosdure 132 ist an der Oberflacheninteraktion zwischen der NS3
Proteasedomadne und der NS4A Kink-Region beteiligt

Struktur-Funktionsuntersuchungen stellen eine wesentliche Grundlage fiir das standig wachsende
Verstdndnis in der molekularen Virologie dar. In der Arbeitsgruppe von F. Rey (Institut Pasteur, Paris)
konnte die Rontgenkristallstruktur eines CSFV NS3/4A Komplexes gelost werden. Die Analyse dieser
Struktur bildete in Kombination mit den hier dargestellten funktionellen Experimenten die Grundlage
fir die mechanistische Aufklarung der Rolle von Konformationsanderungen des NS3/4A-Komplexes fur
die pestivirale Virionmorphogenese. Die Strukturaufklarung des CSFV NS3/4A Komplexes wurde
mithilfe einer sog. ,single chain protease” (SCP) (NS4A37NS3) durchgefiihrt (Abb. 4.1 A). Dabei handelt
es sich um ein artifiziell aufgebautes Polyprotein, welches folgendermaRen aufgebaut ist: His-Epitop
(7x) zur Affinitatsreinigung, TEV-Spaltstelle, CSFV NS4A (AS 21-57), GSGS-Verbindungssequenz, CSFV
NS3 (AS 1-683) und NS4A (AS 1-8). Zur Verbesserung der Loslichkeit dieses Fusionsproteins wurde die
N-terminale NS4A Transmembrandomane (AS 1-20) deletiert. Fir die Proteinexpression und die
Kristallisation wurde eine proteolytisch inaktive Variante NS4A3;NS3 (3/S163A) mit einer
Alaninmutation im aktiven Zentrum der NS3 Protease genutzt. Die genauen Bedingungen der
Expression, Aufreinigung, Kristallisation und Strukturauswertung wurden detailliert beschrieben

(Dubrau et al., 2017).

Die Kristallisation des CSFV NS3/4A Komplexes ermdoglichte es, die Struktur von NS3 (Protease- und
Helikasedomane) und seinem funktionellen Kofaktor NS4A, sowie ihre Interaktionen miteinander zu
bestimmen (Dubrau et al., 2017). Da in den Untersuchungen dieser Arbeit die NS3 Proteasedoméne
im Komplex mit NS4A im Fokus steht, wird im Folgenden nur auf diesen Anteil der Kristallstruktur
genauer eingegangen. Aus der Kristallstruktur des CSFV NS3/4A Komplexes wird deutlich, dass sich der
Proteasekofaktor NS4A mit den Aminosauren 21-40 (auch als Zentralpeptid bezeichnet) in den N-
terminalen Teil der NS3 Proteasedomane einlagert und somit ein integraler Bestandteil des NS3/4A-
Komplexes ist (Abb. 4.1 B). In dieser Kristallstruktur war es zum ersten Mal moglich, die Positionierung
der NS4A Aminosauren 41-49 des NS4A (im Folgenden als , Kink-Region” bezeichnet) aufzuklaren. Fir
die C-terminalen Aminosauren des NS4A (AS 50-57) konnten, unter den gewahlten Bedingungen, in
der Kristallstruktur keine ausreichende Elektronendichte zugeordnet werden, sodass deren
Positionierung relativ zum NS3 nicht bestimmt werden konnte. Die besondere neue Erkenntnis aus
dieser NS3/4A Komplexstruktur war, dass die Aminosauren 41-49 der NS4A Kink-Region Interaktionen
mit einem spezifischen Oberflachenareal um Aminosaure 132 (CSFV: Methionin; BVDV: Valin) der NS3
Proteasedomédne eingehen (Abb. 4.1 B und C), die eine kritische Determinante der NS2-3-
unabhangigen Virionmorphogenese darstellt (Klemens et al., 2015). An der Ausbildung der NS3/4A-
Kink Oberflacheninteraktion sind neben der NS3-Aminosaure 132 vor allem die hydrophoben

Seitenketten der NS4A-Aminosduren L45 und Y47 beteiligt (Abb. 4.1 C).
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Der fiir die NS2-3-unabhangige BVDV Virionmorphogenese kritische Aminosaureaustausch in der NS3
Proteasedomdne von Valin zu Alanin an Position 132 (V132A) beinhaltet die Reduktion des
hydrophoben Charakters der Aminosadureseitenkette an dieser Position. Aufgrund dieser Tatsache
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die molekulare Bedeutung der Mutation V132A in der

Verminderung der Interaktion zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region besteht.

A by NN
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Abb. 4.1: Die NS3-Aminosdure 132 ist an der Oberflicheninteraktion zwischen der NS3 Proteasedomane und
der NS4A Kink-Region im NS3/4A Komplex beteiligt. (A) Schematische Darstellung des pestiviralen Polyproteins
(oben) und der davon abgeleiteten single chain protease NS4A3;NS3 (3/S163A) (unten). Die Strukturproteine (C,
E™, E1, E2) und NS-Proteine (NP, p7, NS2, NS4B, NS5A, NS5B) sind eingezeichnet. Die NS3 Proteasedomane (rot)
und -Helikasedomane, sowie der Kofaktor NS4A (blau) sind hervorgehoben. Die Proteasespaltstellen fiir NP (7~
- schwarz), zelluldren Proteasen ({, - schwarz), NS2 (~ - grau) und NS3-4A ({, - rot) sind eingezeichnet. 3/S163A:
proteolytisch inaktive NS3-Protease; 7xHis: His-Epitop; GSGS: Linker. (B) Ausschnitt aus der
Rontgenkristallstruktur des CSFV NS3/4A-Komplexes. Dargestellt ist hier die Zusammenlagerung der NS3
Proteasedomine mit dem NS4A Kofaktor. Die Helikasedomine ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
gezeigt. Das NS4A Zentralpeptid (R-Faltblatt, AS 21-40) und die sich anschlieRende NS4A Kink-Region sind
hervorgehoben. Die Aminosaurepositionen Met132 in der NS3 Proteasedomaéne, sowie Leu45 und Tyr47 in der
NS4A Kink-Region, sind eingezeichnet. Katalytische Triade (griin): His69, Asp97, S163A (proteolytisch inaktiv); N:
N-terminal; C: C-terminal. (C) VergréRerter Ausschnitt der Interaktionsflache zwischen der NS3 Proteasedomaéne
und der NS4A Kink-Region. Die hydrophoben Wechselwirkungen der Aminosduren Met132 (NS3), Leu45 und
Tyrd7 (NS4A) sind mittels Spharen verdeutlicht. Die Abbildung wurde mit Unterstiitzung von M. Alejandra
Tortorici erstellt. Adaptiert aus Dubrau et al., 2017.
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Die NS3-4A Protease ist durch seine Serinprotease-Aktivitdt von essentieller Bedeutung fiir die
Prozessierung des pestiviralen Polyproteins (Tautz et al., 2000; Xu et al., 1997). Bei der SCP NS4A3;NS3
handelt es sich um ein artifizielles Polyprotein, da ein verkirztes mit einem His-Reinigungsepitop
flankiertes NS4A durch eine flexible Verbindungssequenz mit dem N-Terminus von NS3 verbunden
wurde (Abb. 4.1 A). Deshalb sollte verifiziert werden, ob die Wildtyp Form von SCP NS4A3;NS3 in der

Lage ist, einen funktionellen NS3/4A-Komplex auszubilden, der Serinprotease-Aktivitat aufweist.
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Abb. 4.2: Die NS4A;3;NS3 single chain protease (SCP) besitzt Serinprotease-Aktivitdt. (A) Schematische
Darstellung von pET 11 NS4A3;NS3 (kodiert fiir die CSFV SCP) und pCITE BVDV NS5A-5B-myc (kodiert fir das
Spaltstellensubstrat). Es wurden zwei Varianten des pET 11 NS4A3;NS3 getestet: Wildtyp (WT) und die
proteolytisch inaktive Form 3/S163A. Das Konstrukt pCITE NS5A-NS5B-myc kodiert fir den Proteinvorldufer
NS5A-NS5B des BVDV-1 Stammes NCP7/CP7. NS5B ist C-terminal mit einem myc-Epitop fusioniert. (B) Schema
der Analyse der NS4A3;NS3 Proteaseaktivitdt. Bei erfolgreicher Spaltung des Substrats NS5A-NS5B-myc durch die
NS4As3;NS3 Serinproteasekomplex entstehen die Spaltprodukte NS5A und NS5B-myc. (C) Schematischer Ablauf
des Experimentes zur Ermittlung der NS4A3;NS3 Proteaseaktivitdt. (D) Western Blot Analysen des
Spaltungsassays. Als Primarantikérper wurden anti-NS3 zur Detektion der Expression der CSFV NS4A;;NS3
Protease und anti-NS5A sowie anti-myc zur Detektion des Spaltstellensubstrates und der Spaltprodukte NS5A
und NS5B-myc wie in 3.2.4.2 angegeben eingesetzt. Als Sekundarantikérper wurde anti-Maus-HRP verwendet.
3/5163A: Negativkontrolle, proteolytisch inaktive NS3 Protease; WT: Wildtyp; kDa: Proteinmarker in Kilodalton.

Dafiir wurde zunachst eine Form generiert, in der das katalytische Serin der NS3-Protease nicht
inaktiviert war (Wildtyp: WT). Zur Uberpriifung, ob diese Form katalytisch aktiv ist, wurden NS4A3;NS3
(WT oder 3/5163A) und das Spaltstellensubstrat NS5A-5B-myc mit dem Huh7-T7/MVA-T7"°-Systems
ko-exprimiert, um die NS3/4A-vermittelte Spaltung von NS5A-5B-myc nachzuweisen. AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert und die Proteinproben mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der
Spaltprodukte NS5A bzw. NS5B-myc analysiert (Abb. 4.2 A, B und C). Es zeigte sich, dass beide Formen
der SCP NS4A3;NS3 (WT oder 3/5163A) und das Spaltstellensubstrat NS5A-NS5B-myc erfolgreich in

64



4. Ergebnisse

Huh7-T7 Zellen exprimiert wurden (Abb. 4.2 D; oberer WB, anti-NS3 und unterer WB, anti-myc). Es
wurde deutlich, dass NS4A3;NS3 (WT) einen funktionell aktiven Serinproteasekomplex ausbildet, da
sich bei der Ko-Expression von NS5A-NS5B-myc und NS4As3;NS3 (WT) die Spaltprodukte NS5A und
NS5B-myc im Blot nachweisen lieRen (Abb. 4.2 D, anti-NS5A und anti-myc). Im Gegensatz dazu konnten
diese Spaltprodukte bei der Ko-Expression von NS5A-NS5B-myc und NS4A3;NS3 (3/S163A) nicht
detektiert werden (Abb. 4.2 D).

4.2  Aminosdureaustausche an der Interaktionsflache zwischen der NS3 Proteasedomane
und der NS4A Kink-Region fiihren zur Abschwachung dieser Interaktion

Die Analyse der Kristallstruktur der CSFV NS3-4A Protease hat gezeigt, dass die Aminosdure 132
zentraler Bestandteil der Interaktionsflache zwischen der NS3-Proteaseoberflache und der NS4A Kink-
Region ist. In vorangegangen Studien konnte gezeigt werden, dass die Mutation 3/V132A essentiell fur
die NS2-3-unabhéangige Virionmorphogenese ist (Klemens et al., 2015). Da bei dem Austausch von Valin
zu Alanin (3/V132A) der hydrophobe Charakter der Aminosaureseitenkette vermindert wird, lag die
Hypothese nahe, dass eine Verringerung der Oberflacheninteraktion zwischen der NS3
Proteasedomane und der NS4A Kink-Region die molekulare Voraussetzung fiir die NS2-3-unabhangige
Virionmorphogenese ist. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein TEV-Protease (TEVP™)-
Spaltungsassay entwickelt, mit dem das AusmaR der NS3/4A-Kink Interaktion experimentell
untersucht werden konnte (Abb. 4.3 A). Als Basis fiir diesen Assay diente die Zuganglichkeit einer TEV-
Proteasespaltstelle am C-Terminus der NS4A Kink-Region fir die ko-exprimierte TEV-Protease (TEVP™).
Bezugnehmend auf die strukturellen Daten des NS3/4A-Komplexes war die grundlegende Annahme,
dass im authentischen NS3/4A-Komplex die starke NS3/4A-Kink Assoziation zu einer kompakten
Konformation des NS3/4A-Komplexes fiihrt. Diese kompakte Konformation erméglicht voraussichtlich
nur eine geringe Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle flr die TEVP™ und damit eine ineffiziente TEVP™-
vermittelte Spaltung am Ende der NS4A Kink-Region (Abb. 4.3 A - links). Im Gegensatz dazu wiirden
Mutationen an der NS3/4A-Kink Grenzflache, die eine Abschwéachung dieser Interaktion bewirken, eine
verbesserte Zuganglichkeit der TEV-Proteasespaltstelle und erhéhte TEVP™- Spaltungsraten

ermoglichen (Abb. 4.3 A —rechts).
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Abb. 4.3: Die NS3/4A-Kink Oberflicheninteraktion wird durch NS3 und NS4A Alaninmutationen an der
NS3/4A-Kink Grenzfliche abgeschwicht. (A) Schema des TEV-Protease (TEVP™)-Spaltungsassays. NS3 (rot), NS4A
(blau), die NS4A Kink-Region(a1-ag) (Kink - blau) und die sich daran anschlieRende TEV-Spaltstelle (grau), sowie GST
(gelb) sind eingezeichnet. Im Wildtyp (WT) NS3/4A-Komplex ist die Interaktion zwischen der NS3
Proteasedomane und der NS4A Kink-Region stark, wodurch eine kompakte Konformation ausgebildet wird,
welche die TEVP™-vermittelte GST-Abspaltung vermindert (links). Alaninmutationen an der NS3/4A-Kink
Grenzfliche bewirken eine Verminderung der NS3/4A-Kink Assoziation und ermdglichen eine verstarkte GST-
Abspaltung (rechts). Dargestellt sind die hypothetischen NS3/4A-Komplexkonformationen im WT (kompakt,
links) und in Anwesenheit von NS3/4A-Kink Mutationen (offenere Konformation, rechts). HA-TEVP™: TEV-
Protease, mit einem N-terminalen HA-Epitop. (B) Oben, schematische Darstellung von pCITE Ubi-NS3-4A1.49)-
TEV-GST. Das Konstrukt kodiert fiir ein Fusionsprotein aus Ubiquitin (Ubi), BVDV NS3, NS4A 1.4, TEV-Spaltstelle
und GST in einem ORF (siehe Text fir genauere Erlduterungen). Das translatierte Polyprotein (Mitte) und die
prozessierten Proteine sind dargestellt (unten). Die Proteasespaltstellen fir zelluldre Ubiquitin-C-terminale
Hydrolasen (V), NS3 (™) und TEVP™® ({) sind eingezeichnet. (C) Western Blot Analysen des TEVP®™-
Spaltungsassays. Huh7-T7 Zellen wurden mit Vaccinia-Virus MVA-T7" fiir 1h bei 37°C infiziert. Die infizierten
Zellen wurden anschlieBend mit pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST Plasmid-DNA (WT bzw. Derivate) und mit pGEM-
T (links) oder mit pGEM-T HA-TEVP™ (rechts: + HA-TEVP™) ko-transfiziert und fiir 18 h bei 37°C inkubiert. Nach der
Zelllyse wurden die Proteinproben mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die verwendeten
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Primarantikdrper waren anti-NS3, anti-GST und anti-HA. Als Sekundarantikérper diente anti-Maus IRDye 800CW,
dessen Fluoreszenz mithilfe eines Odyssey SA infrared imaging systems (LI-COR®) detektiert und quantifiziert
werden konnte. (D) Quantifizierung der Effizienz der GST-Abspaltung im TEVP™-Spaltungsassay. Die
Signalintensitaten von NS4A(1.49-TEV-GST und GST wurden quantifiziert und die NS4A(1.40)-TEV-GST-
Spaltungsraten in Prozent ermittelt. Der Graph stellt die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen
dar (n=3). Statistische Analysen bestatigten, dass sich die einzelnen Gruppen signifikant unterscheiden (Kruskal-
Wallis Test, P<0,05). (*) Unterscheidet sich statistisch signifikant vom Wildtyp (WT) (paarweise durchgefiihrter
Mann-Whitney Test, P<0,05).

Aufgrund der durchgefiihrten Strukturanalysen sollte diese Interaktionsabschwachung durch
Mutation von Aminosduren moglich sein, die an der NS3/4A-Kink Interaktion beteiligt sind. Dies
umfasst die Aminosaure 132 der NS3-Oberfldche als auch Aminosaduren der NS4A Kink-Region, wie L45
oder Y47 (Abb. 4.1 B und C). Fir den TEVP™-Spaltungsassay wurde das Expressionskonstrukt pCITE Ubi-
NS3-4A(1-49-TEV-GST generiert, durch welches ein Fusionsprotein bestehend aus BVDV NS3, NS4A1.49)
(NS4A-Aminosaure 1-49; P49 ist der hypothetische C-Terminus der NS4A Kink-Region) gefolgt von
einer TEV-Spaltstelle und GST, exprimiert werden kann. N-terminal von NS3 wurde ein Ubiquitin
fusioniert, um die Generierung eines authentischen N-Terminus des NS3-Proteins durch zellulare
Ubiquitinhydrolasen zu gewahrleisten (Abb. 4.3 B). Fir die Expression der TEV-Protease wurde das
Plasmid pGEM-T HA-TEVP™ generiert, welches eine TEV-Protease (TEVP™) kodiert. Zum Nachweis der
erfolgreichen Expression von HA-TEVP™® diente das N-terminale HA-Epitop. Die Expression beider
Proteine war durch eine T7-Promotor-abhdngige Transkription méglich und somit konnte die Ko-
Expression von Ubi-NS3-4A1.49)-TEV-GST und HA-TEVP™ in Zellkultur durch das Huh7-T7/MVA-T77
System erfolgen. Zur Untersuchung der NS3/4A-Kink Interaktion wurden zusétzliche pCITE Ubi-NS3-
4A(1.49-TEV-GST Derivate generiert, die Mutationen in der NS3/4A-Kink Grenzflaiche aufweisen
(3/V132A, 4A/LASA, 4A/YAT7A und 4A/LA5-Y47-AA), von denen erwartet wurde, dass sie die NS3/4A-

Kink Interaktion unterschiedlich stark beeinflussen wirden.

Fir den TEVP™-Spaltungsassay wurden Huh7-T7 Zellen mit Vaccinia-Virus MVA-T7" fiir 1 h bei 37°C
infiziert. Danach erfolgte die Ko-Transfektion der infizierten Zellen mit pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST
Plasmid-DNA (WT oder 3/V132A, 4A/L45A, 4A/YATA bzw. 4A/LA5-YA7-AA) und mit pGEM-T oder mit
pPGEM-T HA-TEVP™. Die T7-vermittelte Proteinexpression erfolgte fir 18 h bei 37°C. AnschlieSend
wurden die Zellen lysiert und die Proteinproben mittels SDS-PAGE und Western Blot mit den
Primdrantikorpern anti-NS3, anti-GST und anti-HA, wie in 3.2.4.2 beschrieben, analysiert. Um eine
Quantifizierung der TEVP™-vermittelten GST-Abspaltung durchfiihren zu kénnen, wurde als
Sekundarantikorper anti-Maus IRDye 800CW verwendet, dessen Fluoreszenz mithilfe des Odyssey SA

infrared imaging systems (LI-COR®) detektiert und ausgewertet werden kann.

Die Western Blot Analysen zeigten, dass alle analysierten Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST Fusionsproteine
korrekt exprimiert und prozessiert wurden (Abb. 4.3. C - links). So lieRen sich fir alle Konstrukte die

Prozessierungsprodukte NS3 und NS4A(1.49-TEV-GST nachweisen. In Abwesenheit von HA-TEVP™
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konnte kein freies GST detektiert werden, sodass der gewahlte Aufbau des Konstruktes die Expression
eines stabilen NS4A1.49-TEV-GST Proteins ermoglicht und keine unspezifische Freisetzung von GST
durch zelluldre Proteasen stattfindet. Die Mutationen in der NS3/4A-Kink Interaktionsflache hatten
keine detektierbaren Auswirkungen auf die Menge an NS3 bzw. NS4A(1.49-TEV-GST, da keine
verstarkten Ansammlungen von Proteinvorldufern im Vergleich zur Expression von WT Ubi-NS3-4A:-
49-TEV-GST detektiert werden konnten (Abb. 4.3 C — links, vgl. WT mit 3/V132A, 4A/L45A, 4A/Y47A
und 4A/L45-Y47-AA). Die Ko-Expression von Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST mit HA-TEVP™ resultierte sowohl
beim exprimierten Wildtyp Ubi-NS3-4A(1.49-TEV-GST Fusionsprotein, als auch bei allen anderen
getesteten Derivaten, in der HA-TEVP™-vermittelten GST-Abspaltung. Die GST-Abspaltung ging mit
einer detektierbaren Abnahme der NS4A(1.49)-TEV-GST Menge einher (Abb. 4.4 C—rechts). Die Western
Blot Analysen ergaben, dass die Abspaltung des GST fir die verschiedenen Derivate unterschiedlich
effizient war (Abb. 4.3 C—rechts). Die Quantifizierung der Western Blot-Signale von NS4A(1.49)-TEV-GST
und GST ermoglichte die Bestimmung der jeweiligen TEVP™®-abhdngigen NS4A(1-49-TEV-GST-
Spaltungsrate. Die quantitativen Analysen des TEVP™®-Spaltungsassays zeigten, dass die NS4A1.49)-TEV-
GST Spaltungsrate fir das WT-Konstrukt mit ca. 10 % am geringsten ausfiel (Abb. 4.3 D). Alle
Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche beglnstigten hingegen die TEVP™-vermittelte
Freisetzung von GST im Vergleich zum Wildtyp in unterschiedlichem AusmaR. Fir das 3/V132A Derivat
konnte eine Spaltungsrate von ca. 15 % nachgewiesen werden. Die Einzelmutationen in der NS4A Kink-
Region erhohten diese Spaltungsraten weiter, wobei fir das Y47A-Derivat eine Spaltungsrate von
NS4A(1-49-TEV-GST von 20 % und fiir die L45A Variante eine GST-Abspaltung von 30 % nachgewiesen
wurde. Die effizienteste GST-Abspaltung wurde fir die Doppelmutante 4A/L45-Y47-AA mit einer
Spaltungsrate von ca. 44 % detektiert (Abb. 4.3 D).

Durch den TEVP™-Spaltungsassay konnte gezeigt werden, dass Alaninmutationen, die sich an der
Interaktionsflache zwischen der Oberfliche der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region
befinden, zu einer erhdhten Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle in NS4A(1-49-TEV-GST flhren. Diese
erhohte Zuganglichkeit resultiert vermutlich aus einer Abschwachung dieser Oberflacheninteraktion.
Es wurde deutlich, dass diese Interaktionsreduktion sowohl durch die Mutation 3/V132A als auch
durch die Aminosauresubstitutionen L45A, Y47A und L45-Y47-AA in der NS4A Kink-Region
hervorgerufen werden kann. Da diese Aminosauren sich im NS3/4A-Komplex direkt gegeniberliegen,
unterstltzen diese Ergebnisse die Vermutung, dass sie unmittelbar an der Modulation der NS3/4A-

Komplexkonformation beteiligt sind.
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4.3  Alaninmutationen innerhalb der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche zeigen keinen
Einfluss auf die Polyproteinprozessierung

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Alaninmutationen an der Interaktionsflache zwischen der NS3
Proteasedomane und der NS4A Kink-Region eine Abschwachung dieser Interaktion hervorrufen. Da die
NS3-4A Protease und hierbei speziell die korrekte Einlagerung von NS4A in die NS3 Proteasedomane
essentiell fir die Prozessierung des pestiviralen Polyproteins ist (Tautz et al., 2000; Xu et al., 1997),
sollte im Folgenden untersucht werden, ob sich Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsflache auf

diesen Prozess auswirken.

Zur Untersuchung der pestiviralen Polyproteinprozessierung wurde das Konstrukt pT7-DI-388
verwendet, welches fir die pestiviralen Proteine NP, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B kodiert (Abb. 4.4
A) (Isken et al., 2014; Klemens et al., 2015). Die Autoprotease NP generiert nach der Translation den
authentischen N-Terminus des NS3. Der offene Leserahmen wird von der authentischen BVDV 5’- und

3’NTR flankiert.

Da die Transkription des Konstruktes durch einen T7-Promotor reguliert ist (Abb. 4.4 A), kann das virale
Polyprotein mittels des Huh7-T7/MVA-T7*° Systems unabhingig von RNA-Replikation exprimiert
werden. Dadurch ermdglicht dieses System auch die Untersuchung der Polyproteinprozessierung von

NS3 oder NS4A Mutationen, welche die RNA-Replikation stark reduzieren oder inhibieren (Abb. 4.4 B).

Zur Untersuchung des Einflusses von Mutationen in der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche auf die
Polyproteinprozessierung wurden die pT7-DI-388 Derivate 4A/L45A, 4A/Y4A7A und 4A/L45-YAT7-AA
hergestellt (Abb. 4.4 C). Das Derivat mit der Mutation V132A in der NS3 Proteasedomane war bereits
in einer vorangegangenen Studie generiert und untersucht worden (Klemens et al., 2015). Neben dem
pT7-DI-388 Wildtyp mit intakter Polyproteinprozessierung wurde die Mutante 3/S163A mitgefiihrt, die
eine Mutation im aktiven Zentrum der NS3 Protease aufweist somit proteolytisch inaktiv ist und als
Negativkontrolle diente. Huh7-T7 Zellen wurden mit Vaccinia-Virus MVA-T77° fiir 1 h bei 37°C infiziert.
Anschliefend erfolgte die DNA-Transfektion der entsprechenden pT7-DI-388 Plasmide. Die
Proteinexpression wurde fir 18 h durchgefiihrt. Zur Analyse der Polyproteinprozessierung wurde eine
Zelllyse durchgefiihrt, gefolgt von der Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE und Western
Blot Analyse mit den anti-NS3, anti-NS4A, anti-NS5A und anti-NS5B Priméarantikorpern. Die Detektion
von NS4B, bzw. entsprechenden Proteinvorldufern, konnte in die Analysen nicht miteinbezogen
werden, da ein NS4B-spezifischer Antikorper nicht verfligbar war. Die Primarantikdrper wurden

mithilfe eines anti-Maus-HRP Sekundarantikorpers detektiert.
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Abb. 4.4: Die Aminosidureaustausche 3/V132A, 4A/L45A, 4A/LA7A und 4A/L45-Y47-AA haben keinen
detektierbaren Einfluss auf die Polyproteinprozessierung. (A) Schematische Darstellung des pT7-DI-388. Das
Konstrukt kodiert fiir die Autoprotease NP und fir die pestiviralen NS-Proteine NS3-5B (minimale Replikase).
Die Transkription des Konstruktes unterliegt der Kontrolle eines T7-Promotors. NTR: Nichttranslatierte Region.
(B) Versuchsablauf der Untersuchung der Polyproteinprozessierung. Zunachst wurden Huh7-T7 Zellen mit
Vaccinia-Virus MVA-T7° fiir 1 h bei 37°C infiziert. Die infizierten Zellen wurden mit pT7-DI-388 Plasmid-DNA
transfiziert und fir 18 h zur T7-vermittelten Proteinexpression inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zelllyse und
die Auftrennung der Zelllysate mittels SDS-PAGE. AnschlieRend wurden Western Blot Analysen mittels der
Primarantikorper anti-NS3, anti-NS4A, anti-NS5A und anti-NS5B durchgefiihrt. Als Sekundarantikorper diente
anti-Maus-HRP. Die Identitat der Mutationen NS3 (3/V132A) und NS4A (4A/L45A; 4A/YATA; 4A/L45-YAT-AA) ist
oberhalb des NS3 Western Blots angegeben. Die BVDV-spezifischen NS-Proteine und die detektierbaren
Proteinvorldufer sind markiert (rechts). Mock: Zellen, die nicht mit DNA transfiziert wurden; 3/5S163A: Mutation
flhrt zur proteolytisch inaktiven NS3-Protease; WT: Wildtyp; kDa: ProteingrofRenstandard in Kilodalton.
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Die Western Blot Analysen zeigten fiir die Expression von pT7-DI-388 (WT) eine korrekte Prozessierung
des Polyproteins, da NS3, NS4A, NS5A und NS5B in den entsprechenden Blots nachgewiesen werden
konnten (Abb. 4.4 C). Zudem zeigten sich die fir dieses Konstrukt typischen Vorlauferproteine NS3-4A
und NS4A-4B (Klemens et al., 2015). Fir das proteolytisch inaktive Derivat (3/S163A) konnte keine
Polyproteinprozessierung nachgewiesen werden. Detektierbar war nur der charakteristische
Polyproteinvorlaufer NS3-5B mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 240 kDa. Weiterhin
konnten Proteinfragmente detektiert werden, welche unspezifische Abbauprodukte des
beschriebenen Proteinvorlaufers darstellen (Abb. 4.4 C, anti-NS3 und anti-NS4A). Die pT7-DI-388
Derivate mit den Mutationen 3/V132A, 4A/LA5A, 4A/Y47A und 4A/L45-YA7-AA, zeigten hinsichtlich der
Expression und Polyproteinprozessierung keine detektierbaren Unterschiede fiir NS3, NS5A und NS5B
im Vergleich zum Wildtyp. Bei allen untersuchten Derivaten waren die relativen Proteinmengen
vergleichbar zum Wildtyp und es konnte keine Akkumulation von Proteinvorlaufern nachgewiesen

werden (Abb. 4.4 C).

Der Nachweis von NS4A (bzw. des NS4A-4B Vorlaufers) war bei den Derivaten mit Mutationen in der
NS4A Kink-Region nur sehr eingeschrankt (L45A) bzw. nicht moglich (Y47A und L45-Y47-AA). Dies ist
durch die Position des Epitopes des anti-NS4A Antikdrpers zu erklaren, welches mit der mutierten
NS4A Kink-Region Uberlappt (Wegener 2013, Goeppert 2014). Da sich keine NS3-4A-4B
Proteinvorlaufer in den anti-NS3 bzw. anti-NS4A WBs detektieren lieen, wurde davon ausgegangen,
dass die Prozessierung der NS3-4A bzw. NS4A-4B Spaltstelle fur die pT7-DI-388 Derivate 4A/L45A,
4A/Y4A7A und 4A/L45-Y47-AA effizient erfolgte (Abb. 4.4 C). Im Einklang mit friiheren Studien konnte
fir die Mutante 3/V132A die korrekte Prozessierung des NS3-5B Polyproteins nachgewiesen werden

(Klemens et al., 2015).

Dadurch, dass die Mutationen L45A, Y47A und deren Kombination L45-Y47-AA, mit der Bindung des
NS4A-Antikorpers interferierten, konnte mittels Western Blot Analyse keine Aussage Uber die NS4A-
4B Prozessierung gemacht werden. Fir die Ausbildung eines voll funktionsfihigen NS3/4A
Proteasekomplexes ist die korrekte und effiziente Einlagerung des NS4A Kofaktors essentiell. Um die
stabile Einlagerung des Kofaktors NS4A in die NS3 Proteasedomadne experimentell nachzuweisen,
wurde in den nachfolgenden Versuchen die Ko-Immunprazipitation von radioaktiv-markierten
NS3/4A-Komplexen durchgefiihrt (Abb. 4.5). Hierbei wird ausgenutzt, dass der Kofaktor NS4A bei
erfolgreicher Einlagerung in die NS3 Proteasedoméne durch Immunpréazipitation mithilfe von anti-NS3
ko-prazipitiert werden kann (Tautz et al., 2000). Uber diesen experimentellen Ansatz l4sst sich somit
eine Aussage dariber treffen, ob sich NS3 und NS4A korrekt zusammenlagern oder die Mutationen an
der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche einen negativen Einfluss auf diese Komplexbildung haben. Fiir

diese Untersuchungen wurden die pT7-DI-388 Konstrukte im Huh7-T7/MVA-T7° System wie oben
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beschrieben exprimiert. Nach 18 h T7-vermittelter Expression wurden die Zellen zunachst fir 30 min
mit Methionin/Cystein-freiem Medium inkubiert, um die Neusynthese von Proteinen zu unterbrechen.
AnschlieRend wurde durch die Zugabe von 70 pCi 3*S-Methionin/**S-Cystein (Hartmann-Label) die
Proteine fir 2 h radioaktiv markiert (Abb. 4.5 A). AnschlieRend erfolgte die Ko-Immunprézipitation der
NS3/4A-Komplexe mittels anti-NS3 Antikorper, gefolgt von der Auftrennung der prazipitierten
Proteine mittels SDS PAGE und die sich daran anschlieRende Autoradiographie (Abb. 4.5 A).
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Abb. 4.5: Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche haben keinen detektierbaren Einfluss auf die
Einlagerung des NS4A Kofaktors in die Proteasedomine des NS3/4A-Komplexes. (A) Schematischer
Versuchsablauf. Die pT7-DI-Derivate wurden mithilfe des Huh7-T7/MVA-T7°° System exprimiert. Nach 18 h
Inkubationszeit erfolgte die radioaktive Markierung der Proteine mit 70 puCi 3°S-Methionin/3°S-Cystein fiir weitere
2 h. Nach der Zelllyse erfolgte die Ko-Radioimmunpréazipitation mittels anti-NS3. Die prazipitierten Proteine
wurden mittels SDS-PAGE (10% Acrylamid) und Autoradiographie analysiert. (B) Autoradiographie eines
reprasentativen NS3 Ko-RIP Experimentes (Ko-RIP anti-NS3). Die Identitdt der analysierten NS3/4A-Komplexe
3/V132A, 4A/L4A5A, 4A/YATA und 4A/L45-Y47-AA ist gekennzeichnet. Die Positionen von NS3 und NS4A sowie des
NS3-5B Vorlduferproteins sind rechts markiert. Mock: Zellen, die nicht mit DNA transfiziert wurden; 3/S163A:
Mutation fuhrt zur proteolytisch inaktiven NS3-Protease; WT: Wildtyp; kDa: ProteingréRenstandard in
Kilodalton.

Die Auswertung des Ko-Immunprazipitationsexperiments zeigte, dass fiir jede pT7-DI-388 Variante mit
dem NS3 der essentielle Kofaktor NS4A ko-prazipitiert werden konnte (Abb. 4.5 B). Im Gegensatz dazu
konnte bei der Ko-IP der Variante 3/5163A nur der Polyproteinvorlaufer bei ca. 240 kDa nachgewiesen

werden. Der Vergleich zum Wildtyp ergab fiir die Derivate mit den Mutationen in der NS3/4A-Kink
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Interaktionsflache (3/V132A, 4A/L45A, 4A/Y4TA, 4A/L45-Y47-AA) keine detektierbaren Unterschiede
im Verhaltnis von NS3 und NS4A in den prézipitierten NS3/4A Komplexen (Abb. 4.5 B, vgl. WT mit
3/V132A, 4A/LASA, 4A/YATA, AA/LAS5-YAT7-AA). In der Auswertung der Autoradiographie fiel beim
Vergleich des Wildtyps und der 3/V132A Variante mit den NS4A-Derivaten L45A, Y47A und L45-Y47-
AA das verdanderte Laufverhalten der ko-prazipitierten NS4A Proteine im Acrylamidgel auf. Diese
Beobachtung lasst sich mit den eingefiihrten Alaninmutationen in der NS4A Kink-Region erklaren.
Weiterhin konnte flr die verschiedenen Derivate keine detektierbare Prazipitation des NS3-4A
Vorlaufers festgestellt werden, was darauf schlielen lasst, dass die NS3-4A Prozessierung fiir alle

Derivate effizient ablief.

Zusammengefasst weisen die durchgefiihrten Untersuchungen zur Polyproteinprozessierung und zur
NS3/4A-Komplexbildung darauf hin, dass das Einbringen von Mutationen in die NS3/4A-Kink
Interaktionsflache keinen negativen Einfluss auf die Proteasefunktion der entsprechenden NS3/4A-

Komplexe hat.

4.4 Die Abschwichung der NS3/4A-Kink Interaktion ist kritisch fiir die RNA-Replikation

In den bisherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Mutationen an der NS3/4A-Kink
Interaktionsfliche eine Abschwichung dieser Oberflacheninteraktion bewirken, jedoch keinen
detektierbaren Einfluss auf die Polyproteinprozessierung haben. Der NS3/4A Komplex hat, neben
seiner Funktion in der pestiviralen Polyproteinprozessierung, eine essentielle Bedeutung fiir die RNA-
Replikation, da er ein Bestandteil der viralen Replikase (NS3-NS5B) ist und mit seiner Helikase- und
NTPase-Aktivitdt zur RNA-Replikation beitrdgt (Behrens et al., 1998; Grassmann et al., 1999).
Verdanderungen innerhalb des NS3/4A Komplexes kdnnen deshalb zur Beeintrachtigung der RNA-
Replikation fihren (Klemens et al.,, 2015). Deshalb wurde untersucht, ob die beschriebenen
Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsflache Auswirkungen auf die RNA-Replikationsfahigkeit

der entsprechenden Replikon-Derivate haben.

Zur qualitativen Analyse der RNA-Replikation konnten die pT7-DI-388 Derivate (3/V132A, 4A/L45A,
4A/YATA, 4A/L45-YAT7-AA) genutzt werden, da die in vitro transkribierte RNA dieser Replikonkonstrukte
nach dem Einbringen in MDBK-Zellen prinzipiell zur autonomen RNA-Replikation befdhigt sind (Abb.
4.6 A). Zusatzlich wurde das pT7-DI-388 Derivat (NS5B/GAA) mitgefiihrt, welches aufgrund von zwei
Mutationen im GDD-Motiv der RNA-abhdngigen RNA Polymerase NS5B (RdRp) nicht zur RNA-
Replikation befdhigt ist (Behrens et al., 1998; Wang et al., 2007). Als Referenz-RNA, die zu einer
effizienten RNA-Replikation befahigt ist, wurde die DI-388 WT RNA benutzt. Fiir die Untersuchung der

RNA-Replikation wurden 1 pg in vitro transkribierter DI-388 RNA des Wildtyps oder der Derivate in
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MDBK-Zellen elektroporiert. 24 h nach der Elektroporation erfolgte der indirekte Nachweis der RNA-
Replikationsfahigkeit durch die Detektion von NS3-positiven Zellen mittels Immunfluoreszenzanalyse
(Abb. 4.6 B). Die Analysen der einzelnen Replikonderivate ergaben deutliche Unterschiede in ihrer

RNA-Replikationsfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp Replikon (Abb. 4.6 C).
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Abb. 4.6: Eine Abschwachung der Oberflacheninteraktion zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A
Kink-Region beeinflusst die RNA-Replikationsfahigkeit. (A) Schematische Darstellung des pT7-DI-388. Das
Konstrukt kodiert fiir die Autoprotease NP™ und fiir die pestiviralen NS-Proteine NS3-5B (minimale Replikase).
Die Transkription des Konstruktes unterliegt der Kontrolle eines T7-Promotors. NTR: Nichttranslatierte Region.
(B) Versuchsablauf zur qualitativen Untersuchung der RNA-Replikation. (C) Die linearisierte pT7-DI-388 Plasmid-
DNA kann, wie in 3.2.2.1. beschrieben, mittels T7-Polymerase zur in vitro Transkription genutzt werden. 1 ug der
jeweiligen Replikon-RNA (WT oder Derivate) wurde in MDBK-Zellen elektroporiert und die Zellen anschlieRend
bei 37°C inkubiert. 24 h nach der Elektroporation (engl. post electroporation, pe) wurden die Zellen fixiert und
die RNA-Replikation indirekt mittels NS3-spezifischer Immunfluoreszenzanalyse (anti-NS3 IF) untersucht. Die
Zellkerne wurden mittels DAPI nachgewiesen. Die jeweiligen Mutationen in NS3 (V132A) und NS4A (L45A, Y47A,
L45-Y47-AA) sind gekennzeichnet. WT: Wildtyp; 5B/GAA: replikationsinkompetentes Replikon-Derivat mit
Mutation 5B/GAA im NS5B; Mock: Zellen, die nicht mit RNA elektroporiert wurden.

Die Analyse der mit DI-388 WT und DI-388 5B/GAA Replikon RNA elektroporierten Zellen ergab die
erwarteten Ergebnisse (Abb. 4.6 C). 24h pe waren fiir die mit WT DI-388 RNA elektroporierten Zellen
NS3-positive Zellen und somit RNA-Replikation detektierbar, wohingegen fiir MDBK-Zellen, die mit DI-
388 5B/GAA Replikon RNA elektroporiert wurden, keine NS3-positiven Zellen und somit keine RNA-
Replikation nachweisbar war. Weiterhin zeigte die NS3-spezifische Immunfluoreszenzanalyse nach 24h
pe, dass die DI-388 Replikonderivate 3/V132A, 4A/L45A und 4A/Y47A replikationskompetent sind. Im
Gegensatz dazu konnte fir die Doppelmutante 4A/L45-YA7-AA keine RNA-Replikation durch NS3-
spezifische IF festgestellt werden (Abb. 4.6 C). Es ist bekannt, dass die effiziente, nicht regulierte
Freisetzung von NS3 wahrend der viralen RNA-Replikation von DI-388 Replikon RNA zur Ausbildung

eines deutlichen zytopathischen Effekts (ZPE) in den elektroporierten Zellen fiihrt, wodurch diese sich
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morphologisch verdndern und im weiteren Verlauf absterben (Grummer et al., 2002a; Isken et al.,
2014; Klemens et al., 2015). Dies lasst sich besonders gut bei dem Vergleich von MDBK-Zellen, die mit
DI-388 WT Replikon RNA elektroporiert worden sind und Zellen, die nicht mit RNA elektroporiert
worden sind (Mock), demonstrieren (Abb. 4.6 C — vgl. DAPI von WT und Mock). Somit ist das Ausmaf
an ZPE 24 h pe ein guter Indikator fur die Effizienz der RNA-Replikation von pestiviraler Replikon RNA.
Ein sehr starker ZPE war nach 24 h bei MDBK-Zellen zu beobachten, die mit DI-388 RNA (WT) und dem
3/V132A DI-388 Replikonderivat elektroporiert worden waren (Abb. 4.6 C; vgl. DAPI von WT und
3/V132A mit Mock). Dies war in Zellen, in die DI-388 4A/LA5A bzw. 4A/Y47A Replikon RNA eingebracht
worden war, nicht in vergleichbaren AusmaR der Fall (Abb. 4.6 C; vgl. DAPI von WT und 3/V132A mit
DAPI von 4A/LA5A und 4A/Y47A). Aus diesen Beobachtungen konnte geschlossen werden, dass das
Einfihren der NS3 Mutation 3/V132A keinen starken negativen Einfluss auf die RNA-
Replikationsfahigkeit des entsprechenden Replikonderivates hatte, wahrend Mutationen in der NS4A

Kink-Region zu einer deutlichen Abschwachung der RNA-Replikationsfahigkeit fiihrten.

Die qualitativen Untersuchungen der RNA-Replikationsfdahigkeit der einzelnen Replikonderivate
zeigten, dass Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsflache einen unterschiedlichen Einfluss auf

die RNA-Replikation haben kdnnen.

Um die RNA-Replikation quantifizieren zu konnen, wurde das bicistronische Reporterreplikon Bici RLuc
IRES-Ubi-NS3-3‘ generiert (Abb. 4.7 A), welches auf Bici RLuc IRES-NS3-3* basiert (Isken et al., 2014).
Im ersten ORF kodiert Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3 fiir die Autoprotease NP und das Reportergen Renilla
Luciferase (zur direkten Bestimmung der RNA-Replikationseffizienz). Im zweiten ORF, dessen
Translationinitiation Uber eine EMCV-IRES vermittelt wird, sind die Proteine der minimalen Replikase
(NS3-NS5B) kodiert. N-terminal von NS3 wurde Ubiquitin eingefiihrt, um die Generierung des
authentischen N-Terminus von NS3 zu gewahrleisten. Flankiert sind die beiden ORFs von den
authentischen BVDV-1 5- und 3‘NTR. Die in vitro transkribierte Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘ RNA ist nach
Elektroporation in MDBK-Zellen zur autonomen RNA-Replikation befdhigt. Die Bestimmung der RNA-
Replikationseffizienz kann durch den Nachweis der Luciferase-Aktivitat zu verschiedenen Zeitpunkten
erfolgen, da die Menge von translatierter Renilla-Luciferase proportional zur RNA-Replikation des

Replikons ist (Abb. 4.7 B).
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Abb. 4.7: Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche beeinflussen die RNA-Replikationseffizienz in
unterschiedlichem AusmalR. (A) Schematische Darstellung der bicistronischen Replikons Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-
3’. Im ersten ORFs kodiert diese Replikon RNA fiir die virale Autoprotease NP und die Renilla-Luciferase (RLuc).
Im zweiten ORF sind die Proteine der viralen Replikase (NS3-5B) enthalten. Der authentische N-Terminus von
NS3 wird durch Ubiquitin (Ubi) sichergestellt. NTR: Nichttranslatierte Region. (B) Skizzierung des
Versuchsablaufs. MDBK-Zellen wurden mit 1 pg in vitro transkribierter Replikon RNA elektroporiert und
inkubiert. 2 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der RNA Elektroporation (pe) wurden die Zellen geerntet. AnschlieRend
erfolgte die Lyse der Zellen und die Bestimmung der Luciferase-Aktivititen mittels Luciferase-Assay. (C)
Quantitative Auswertung der viralen RNA-Replikation. Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen
Luciferase-Aktivitaten fiir die entsprechenden Replikon RNA‘s mit den jeweiligen Standardabweichungen (n=4).
Die entsprechenden Mutationen in NS3 (V132A) und NS4A (L45A, Y47A, L45-Y47-AA) sind eingezeichnet. WT:
Wildtyp; 5B/GAA: replikationsinkompetentes Replikon-Derivat mit Mutation 5B/GAA im NS5B; Mock: Zellen, die
nicht mit RNA elektroporiert wurden; RLU: relative light unit.

Um herauszufinden, wie sich Mutationen innerhalb der NS3/4A-Kink Grenzfliche auf die RNA-
Replikation auswirken, wurden die Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘-Derivate 3/V132A, 4A/L45A, 4A/YATA
und L45-Y47-AA hergestellt und bzgl. ihrer Replikationsfahigkeit analysiert (Abb. 4.7). Zur Abschatzung
der Replikationsfahigkeit wurden das Wildtyp Replikon Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘ und dessen
replikationsinkompetentes Derivat NS5B/GAA mitgefiihrt. Nach der Elektroporation der Wildtyp Bici
RLuc IRES-Ubi-NS3-3’ Replikon RNA bzw. der entsprechenden Derivate in MDBK-Zellen wurde die
Luciferase-Aktivitat an den Zeitpunkten 2 h, 24 h, 48 h und 72 h pe bestimmt. 2 h pe konnte fir alle
analysierten Replikon RNAs vergleichbare Luciferase-Aktivitidten von ca. 3.0 x 10® RLUs detektiert
werden (Abb. 4.7 C, vgl. 2 h pe). Dieses Ergebnis zeigte vergleichbare Elektroporationseffizienzen fir
die analysierte Replikon RNAs an, da an diesem Zeitpunkt v.a. die initial eingebrachte RNA translatiert
wird. Flr die Wildtyp Replikon RNA konnte ein typischer Replikationsverlauf mit einem Maximum von
2,1 x 10° RLUs Luciferase-Aktivitat nach 24 h pe detektiert werden (Abb. 4.7 C, WT 24 h pe). Zu spateren

Zeitpunkten (48 h pe und 72 h pe) sank die Luciferaseaktivitat fur das Wildtyp Replikon deutlich auf
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3,0 x 10* RLUs aufgrund des zytopathischen Effekts ab (Isken et al., 2014; Klemens et al., 2015). Im
Vergleich zum WT zeigte das 3/V132A Derivat eine leicht verminderte RNA-Replikationseffizienz von
4,3 x 10° RLUs nach 24 h (pe). Nach 48 h pe und 72 h pe waren die Luciferase-Werte von WT und
3/V132A vergleichbar (Abb. 4.7 C, vgl. WT mit 3/V132A an 48 h pe und 72 h pe). Im Gegensatz dazu
waren die Derivate, die Mutationen in der NS4A Kink-Region aufwiesen, starker in ihrer RNA-
Replikationsfahigkeit beeintrachtigt. Das Replikonderivat 4A/YA7A erreichte sein Maximum an
gemessener Luciferaseaktivitat erst nach 48 h pe, gefolgt von dessen Abnahme (Abb. 4.7 C). Noch
starker in der RNA-Replikation beeintrachtigt zeigte sich das Replikon mit der Mutation 4A/L45A, da
dieses Replikonderivat sein Maximum an Luciferaseaktivitit von ca. 6,0 x 10°> RLUs ebenfalls erst nach
48 h erreichte, ohne danach den charakteristischen Abfall zu zeigen (Abb. 4.7 C, vgl. 48 h pe mit 72 h
pe von 4A/L45A). Fiur das Bici RLuc IRES-Ubi-NS3-3‘ Derivat mit der Doppelmutation L45-Y47-AA im
NS4A konnte keine RNA-Replikation nachgewiesen werden, was im Einklang mit den Untersuchungen
im pT7-DI-388 Kontext war (vgl. 4A/L45-Y47-AA in Abb. 4.6 C mit Abb. 4.7 C). In den quantitativen
Analysen verhielt sich dieses Replikon vergleichbar zur Negativkontrolle (5B/GAA) (Abb. 4.7 C).

Die hier dargestellten Untersuchungen zur RNA-Replikation haben gezeigt, dass sich Mutationen in der
NS3/4A-Kink Interaktionsflache kritisch auf die RNA-Replikation auswirken kénnen. Es wurde deutlich,
dass der Einfluss auf die RNA-Replikation in Abhadngigkeit der betrachteten Mutation unterschiedlich
stark ausfallt. Interessanterweise haben die Mutationen, die im Vergleich zur WT-Situation im TEVP™-
Spaltungsassay nur moderat erhéhte Spaltungsraten aufwiesen, nur einen geringen Einfluss auf die
RNA-Replikation (vgl. Abb. 4.3 mit Abb. 4.6 und Abb. 4.7). Im Gegensatz dazu war die NS4A
Doppelmutante L45-Y47-AA, welche im TEVP™-Spaltungsassay die starkste Abschwachung der NS3/4A-
Kink Interaktion aufwies, replikationsinkompetent. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine relativ
kompakte NS3/4A-Komplexformation durch die NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion eine strukturelle

Voraussetzung fiir eine funktionelle Replikase darstellt.
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4.5 In der NS2-3-unabhingigen Virionmorphogenese kann die Mutation 3/V132A durch
die Mutationen L45A oder Y47A in der NS4A Kink-Region funktionell ersetzt werden

Fiir eine effiziente NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese ist der Aminosaureaustausch E440V in der
NS2 Proteasedomane sowie die Mutation V132A in der NS3 Proteasedoméne notwendig (Klemens et
al., 2015). Die Struktur-Funktionsuntersuchungen der vorliegenden Arbeit implizieren, dass der
Austausch 3/V132A die Abschwiachung der Oberflacheninteraktion zwischen der NS3 Proteasedomane
und der NS4A Kink-Region bewirkt (Abb. 4.1 und Abb. 4.3). Es ist somit denkbar, dass nicht die Identitat
der Mutation 3/V132A, sondern die Reduktion der Interaktion an der NS3/4A-Kink Interaktionsflache
die strukturelle Grundlage fir die NS2-3-unabhidngige Virionmorphogenese darstellt. Da die
Einzelmutationen L45A und Y47A in der NS4A Kink-Region im Vergleich zum WT auch eine moderate
Abschwéachung der NS3/4A-Kink Interaktion bewirken, die in der RNA-Replikation toleriert wird, sollte
untersucht werden, ob diese Mutationen in der Lage sind, 3/V132A im Kontext der NS2-3-unabhingige
Virionmorphogenese funktionell zu ersetzen (Abb. 4.8). Diese Untersuchungen wurden mit dem
BVDV-1 NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivat durchgefiihrt, in dem NS2 und NS3 mittels Ubiquitininsertion
voneinander getrennt sind (Abb. 4.8 A). In diesem NCP7 NS2-Ubi-NS3 Kontext konnte gezeigt werden,
dass die NS2-3-unabhéangige Virionmorphogenese besonders effizient ist, wenn das virale Genom die
Mutationen 2/E440V und 3/V132A aufweist (Klemens et al., 2015). In Analogie wurden die Derivate
NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/L45A) bzw. (2/E440V + 4A/Y4A7A) generiert. Als Referenzen wurden
in den Experimenten NCP7 (WT), das replikationsinkompetente Derivat NCP7 (5B/GAA) sowie NCP7
NS2-Ubi-NS3 (ist nicht in der Lage NS2-3-unabhangig Virionen zu generieren) als auch das Derivat mit
den Austauschen 2/E440V und 3/V132A, welches die NS2-3-unabhingig Virionmorphogenese

unterstitzt, mitgefuhrt.

Um den Beitrag der abgeschwéachten NS3/4A-Kink Interaktion fiir die NS2-3-unabhangige
Virionmorphogenese zu demonstrieren wurde das NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V) Derivat in die Analyse
miteinbezogen, welches nur die Mutation 2/E440V aufweist. Fiir die Untersuchung der RNA-
Replikation und Virionmorphogenese der beschriebenen NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivate wurden MDBK-
Zellen mit 1 pg in vitro transkribierter RNA dieser Derivate elektroporiert. 24 h nach Elektroporation
erfolgte der Nachweis der RNA-Replikationsfahigkeit dieser viralen Genome indirekt mittels anti-NS3
IF (Abb. 4.10 B — oben: RNA-Replikation). In diesen Analysen konnte fiir alle untersuchten viralen
RNA‘s, mit Ausnahme der Negativkontrolle (5B/GAA), virales NS3 in den elektroporierten Zellen
nachgewiesen werden was die RNA-Replikationsfahigkeit der entsprechenden NCP7 NS2-Ubi-NS3
Derivate verdeutlicht. Diese Ergebnisse bestatigen die Resultate der RNA-Replikationsexperimente im
Replikonkontext (Abb. 4.6 und 4.7) als auch die Ergebnisse von Klemens et al. die bereits mit dem NCP7
NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A) Derivat erhalten wurden (Klemens et al., 2015).
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Abb. 4.8: In der NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese kénnen die Aminosdureaustausche L45A oder Y47A
in der NS4A Kink-Region die Mutation 3/V132A funktionell ersetzen. (A) Genomorganisation von BVDV-1 NCP7
(oben) und dem davon abgeleiteten Derivat NCP7 NS2-Ubi-NS3 mit Ubiquitininsertion (Ubi — grau) zwischen NS2
und NS3 (unten). Die Strukturproteine (C, E™, E1, E2) und NS-Proteine (NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B) sind gekennzeichnet. NTR: Nichttranslatierte Region. (B) Auswirkung der verschiedenen NS4A Mutationen
auf die virale RNA-Replikation und Virionmorphogenese. MDBK-Zellen wurden mit 1 ug in vitro transkribierter
RNA des entsprechenden NCP7 bzw. NCP7 NS2-Ubi-NS3 elektroporiert. 24 h nach der Elektroporation erfolgte
der Nachweis der RNA-Replikation indirekt mittels NS3-spezifischer IF (RNA-Replikation — oben). 48 h nach
Elektroporation wurden die Zellkulturiiberstinde gesichert und sterilfiltriert. 500 ul dieser ZK-Uberstinde
wurden genutzt, um naive MDBK-Zellen zu inokulieren. 72 h nach der Inokulation (engl. post infection, pi) erfolgte
der Nachweis von infizierten Zellen mittels anti-NS3 IF (Infektion — unten). Die Zellkerne wurden mittels DAPI
nachgewiesen. Die entsprechenden Mutationen in NS2 (2/E440V), NS3 (3/V132A) und NS4A (4A/L45A, 4A/Y47A)
sind gekennzeichnet. 5B/GAA: replikationsinkompetentes NCP7 Derivat — Negativkontrolle. (C) Bestimmung der
Virustiter. Die Bestimmung des Virustiters in TCIDso/ml erfolgte mit ZK-Uberstinden 48 h pe bzw. die durch eine
definierte Infektion mit MOI 0,1 auf naiven MDBK-Zellen gewonnen wurden. Die Titration erfolgte auf naiven
MDBK-Zellen, wie in 3.2.3.8 beschrieben. Der Graph zeigt die Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardabweichungen (n=3). n.d.: nicht durchgefiihrt; (-): es wurden keine infizierten Zellen detektiert.
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Zur Untersuchung des Einflusses von NS4A Mutationen auf die NS2-3-unabhangige
Virionmorphogenese wurden die generierten Zellkulturiiberstande 48 h pe sterilfiltriert und zur
Inokulation von naiven MDBK-Zellen verwendet. 72 h nach Infektion (engl. post infection, pi) wurden
infizierte Zellen mittels NS3-spezifischer IF nachgewiesen. Wie erwartet, waren bei der Infektion mit
NCP7 nahezu alle Zellen NS3-positiv (Abb. 4.8 B — unten: Infektion). Im Gegensatz dazu konnten keine
infektiésen Viruspartikel in den ZK-Uberstidnden der Negativkontrollen 5B/GAA und NCP7 NS2-Ubi-NS3
nachgewiesen werden (Klemens et al., 2015). Wie bereits durch Klemens et al. gezeigt wurde, konnte
sich NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/440V + 3/V132A) komplett in der Zellkultur ausbreiten (Klemens et al.,
2015). Da NCP7 NS2-Ubi-NS3 durch die Ubiquitininsertion zwischen NS2 und NS3 eine deregulierte
RNA-Replikation aufweist, kam es zu einem massiven ZPE (Abb. 4.8 B — unten: Infektion — vgl. DAPI).
Alle verbliebenen Zellen waren NS3-positiv (Abb. 4.8 B — unten: Infektion). Im Gegensatz dazu konnten
nur wenig NS3-positive Zellen fiir die NCP7 NS2-Ubi-NS3 Variante nachgewiesen werden, die im NS2
die Mutation E440V kodierte. Erwartungsgemald konnte fiir dieses Derivat kein ZPE nachgewiesen
werden (Klemens et al., 2015). Der Vergleich dieser beiden NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivate verdeutlicht
abermals die essentielle Bedeutung einer verdnderten NS3/4A-Kink Interaktion fir die NS2-3-
unabhangige Virionmorphogenese. Wurde die NS2 Mutation E440V hingegen mit den beiden NS4A-
Kink Mutationen im NCP7 NS2-Ubi-NS3 Kontext kombiniert, konnte die Fahigkeit zur NS2-3-
unabhangigen Virionmorphogenese wiederhergestellt werden. Infektionen mit den Virusderivaten
NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/LA5A) oder NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/Y47A) resultierten in
der nahezu vollstandigen Infektion der MDBK-Zellen (Abb. 4.8 B — unten: Infektion). Dies lasst darauf
schlieBen, dass sich diese beiden Varianten hinsichtlich der NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese

analog zum NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A) Derivat verhalten.

Um die verschiedenen Virusderivate hinsichtlich ihrer Effizienz der Virionmorphogenese zu
vergleichen, wurden die jeweiligen Virustiter 48 h nach Elektroporation in TCIDso/ml bestimmt (Abb.
4.8 C — 48 h pe). Zusatzlich wurde fir alle Viren bzw. Virusderivate, die einen entsprechend hohen
Virustiter 48 h pe aufwiesen, eine definierte Infektion mit MOI 0,1 durchgefiihrt, um Unterschiede im
Virustiter durch verschiedenen Elektroporationseffizienzen auszuschliefen (Abb. 4.8 C— 72 h pi MOI
0,1). Die Titerbestimmung fiir NCP7 WT ergab Titer von ca. 1,2 x 10° TCIDso/ml (48 h pe) und ca. 9,2 x
10°TCIDso/ml, nach definierter Infektion mit MOI 0,1. ErwartungsgemaR konnte fiir NCP7 NS2-Ubi-NS3
kein Virustiter bestimmt werden (Klemens et al., 2015) (Abb. 4.8 C — 48 h pe). Wahrend fiir das NCP7
NS2-Ubi-NS3 (2/E440V) Derivat nur ein geringer Virustiter von ca. 4,5 x 102 TCIDso/m| nach 48 h pe
ermittelt wurde, erreichten die Derivate NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A), NCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V + 4A/L45A) und NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/YA7A) erhohte Virustiter 48 h pe
(3/V132A: 3,4 x 10° TCIDso/ml; 4A/L45A: 4.0 x 10° TCIDso/ml; 4A/Y47A: 1.1 x 10° TCIDso/ml) (Abb. 4.8 C

— 48 h pe) bzw. 72 h nach Infektion mit MOI 0,1 auf (3/V132A: 6,7 x 10* TCIDso/ml; 4A/L45A: 6.0 x 10°
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TCIDso/ml; 4A/Y47A: 2.0 x 10° TCIDso/ml) (Abb. 4.8 C— 72 h pi MOI 0,1). Die Untersuchungen zur NS2-
3-unabhéangigen Virionmorphogenese machten deutlich, dass die Mutation 3/V132A durch die

Aminosaureaustausche L45A bzw. Y47A in der NS4A Kink-Region funktionell ersetzt werden kann.
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100 p
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WT +3/V132A +4A/LA5A +4A/YATA

NCP7 NS2-Ubi-NS3

Abb. 4.9: Zeitliche Entwicklung des Virustiters verschiedener NCP7-Virusderivate nach Elektroporation. MDBK-
Zellen wurden mit 1 ug in vitro transkribierter RNA des entsprechenden Virus bzw. Virusderivats elektroporiert.
24 h und 48 h nach Elektroporation wurden die Zellkulturiiberstande gesichert und sterilfiltriert. AnschlieRend
erfolgte die Virustiter Bestimmung in TCIDso/ml auf naiven MDBK-Zellen. Der Graph zeigt die Mittelwerte mit
den Standardabweichungen (n=3). Die entsprechenden Mutationen in NS2 (2/E440V), NS3 (3/V132A) und NS4A
(4A/LASA, 4A/YATA) sind gekennzeichnet. WT: Wildtyp.

Die quantitativen Untersuchungen zur Replikationsfahigkeit zeigten eine deutlich verlangsamte RNA-
Replikation fur das 4A/L45A Derivat im Vergleich zum WT, 4A/Y47A und 3/V132A (Abb. 4.7), welche
nach 48 h weitestgehend ausgeglichen waren. Um einen detaillierteren Einblick in die zeitliche
Entwicklung des Virustiters zu bekommen, wurde dieser nach 24 h pe und 48 h pe bestimmt (Abb. 4.9).
Die ermittelten Virustiter nach 24 h pe spiegelten sehr gut die Replikationseffizienz der einzelnen
Derivate wider. So wurden fir NCP7 WT und die Virusderivate NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A)
sowie die NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/YA7A) Variante bereits nach 24 h pe ein hoher Titer im
Bereich von 3,3 x 10* - 9,6 x 10* TCIDso/ml ermittelt, wohingegen die NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V +
4A/L45A) Variante geringere Virustiter ausbildete (24 h pe: 5,5 x 10% TCIDso/ml) (Abb. 4.9 — 24 h pe).
Die ermittelten Virustiter nach 48 h pe zeigten einen weiteren Anstieg der infektidsen Viruspartikel im
Vergleich zu 24 h pe. Wie in den vorangegangenen Versuchen war zu diesem Zeitpunkt kein
Unterschied zwischen 3/V132A und 4A/L45A detektierbar. Beide Derivate erreichten vergleichbare
Titer von ca. 3,5 x 10° TCIDso/ml. Im Vergleich dazu waren die Virustiter von NCP7 WT bzw. des NCP7
NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/YA7A) erhoht (ca. 1,3 x 108 TCIDso/ml) (Abb. 4.9 — 48 h pe). An dieser Stelle

lasst sich zusammenfassen, dass alle getesteten NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivate in der Lage waren hohe
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Virustiter nach 48 h pe zu generieren. Die Effizienz der Partikelbildung unterscheidet sich jedoch zu

Zeitpunkten nach Elektroporation.

In der Studie von Klemens et al. konnte die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese auch auf ein
bicistronisches Virusgenom Ubertragen werden, in welchem NS2 und NS3 durch eine EMCV-IRES
getrennt waren. Wie schon im NCP7 NS2-Ubi-NS3 Kontext waren die Austausche 2/E440V und
3/V132A auch im NCP7 NS2-IRES-NS3 Kontext von essentieller Bedeutung fiir die Bildung infektioser
Virionen. Im Gegensatz zum NCP7 NS2-Ubi-NS3 mussten jedoch im NCP7 NS2-IRES-NS3 Kontext
zusatzliche Mutationen in E2, NS2 und NS5B vorhanden sein, um NS2-3-unabhangig effizient Virionen
auszubilden (Klemens et al., 2015). Diese Unterschiede sind wahrscheinlich z.T. Adaptationen aufgrund
der Prasenz der EMCV-IRES und der damit einhergehenden Verdanderung der NS3 Generierung (NS2-
Ubi-NS3-5B Polyprotein vs. NS3-5B Polyprotein) und/oder auf das Verhiltnis von NS2/NS3
zurlickzufiihren. Basierend auf diesen Beobachtungen, sollte deshalb untersucht werden, ob es
moglich ist die Mutation 3/V132A durch die Austausche 4A/L45A bzw. 4A/Y4A7A im bicistronischen
Viruskontext funktionell zu ersetzen. Daflir wurde zusatzlich zum NCP7 NS2-IRES-NS3 Derivat eine
weitere Variante generiert, die N-terminal des NS3 fiir Ubiquitin kodierte (NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3)
(Abb. 4.10 A). Basierend auf diesen Derivaten wurden Varianten generiert, welche die Kombination
aus 2/E440V mit 3/V132A enthielten bzw. anstelle von 3/V132A die Austausche L45A bzw. Y47A in der
NS4A Kink-Region mit der 2/E440V Mutation kombinierten.
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Abb. 4.10: Funktionelle Substitution von 3/V132A durch die Mutationen 4A/L45A bzw. 4A/Y47A in der NS2-3-
unabhangigen Virionmorphogenese im bicistronischen Viruskontext. (A) Schematische Darstellung von NCP7
und dem monocistronischen NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivat, welches zwischen NS2 und NS3 eine Ubiquitininsertion
(Ubi) aufweist. Die beiden bicistronischen RNA-Genome weisen zwischen NS2 und NS3 eine EMCV-IRES auf. NCP7
NS2-IRES-Ubi-NS3 kodiert im zweiten ORF fiir Ubiquitin N-terminal von NS3. Die Strukturproteine (C, E™, E1, E2)
und NS-Proteine (NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) sind eingezeichnet. NTR: Nichttranslatierte
Region. (B) Untersuchungen zur Virionmorphogenese. MDBK-Zellen wurden mit 1 ug in vitro transkribierter RNA
des entsprechenden Virus bzw. Virusderivats elektroporiert. 48 h pe wurden die Zellkulturiiberstande gesichert
und sterilfiltriert. Es erfolgte der indirekte Nachweis zur Virusausbreitung mittels NS3-spezifischer IF. Die
Zellkerne wurden mittels DAPI nachgewiesen. Die entsprechenden Mutationen in NS2 (2/E440V), NS3 (3/V132A)
und NS4A (4A/L4A5A, 4A/Y4TA) sind eingezeichnet. Mock: MDBK-Zellen, die nicht mit RNA elektroporiert wurden;
n.d.: nicht durchgefiihrt.
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Die Untersuchung der Kompetenz zur NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese mit dem NCP7 NS2-
IRES-NS3 bzw. NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 Derivaten erfolgte liber die RNA-Elektroporation von 1 pg in
vitro transkribierter viraler RNA in MDBK-Zellen. 48 h pe erfolgte der Nachweis der viralen Replikation
durch NS3-spezifische IF (Abb. 4.10 B) sowie die Bestimmung der Virustiter in den
Zellkulturtberstanden in TCIDso/ml (Tab. 4.1). Zum Vergleich wurden NCP7 WT sowie die
monocistronischen NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivate mit den entsprechenden Kombinationen aus der
Mutation 2/E440V mit 3/V132A, 4A/LASA oder 4A/Y47A in die Analyse miteinbezogen als auch die
NCP7 NS2-Ubi-NS3 Variante, die nur fur 2/E440V kodiert (Abb. 4.10 B - oben). Wie erwartet waren
NCP7 WT und die NCP7 NS2-Ubi-NS3 Varianten (2/E440V + 3/V132A), (2/E440V + 4A/L45A) sowie
(2/E440V + 4A/Y47A) nach 48 h pe zur effizienten Replikation (Abb. 4.10 B - oben) und
Virionmorphogenese mit Virustitern zwischen 5,2 x 10%1,1 x 10® TCIDso/ml (Tab. 4.1) befihigt,
wohingegen fiir NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V) nur geringe Virustiter von 1,3 x 103 TCIDso/ml ermittelt

werden konnten.

Die Untersuchung der bicistronischen Virusderivate zeigte erwartungsgemald ein anderes Bild. Fir
NCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V + 3/V132A) war bereits in friiheren Arbeiten beobachtet worden, dass
diese Variante zur RNA-Replikation und zur moderaten Virionmorphogenese mit Titern von ca. 6,4 x
10® TCIDso/ml beféhigt ist (Klemens et al., 2015). Interessanterweise konnte fiir NCP7 NS2-IRES-NS3
(2/E440V + 4A/L45A) bzw. NCP7 NS2-IRES-NS3 (2/E440V + 4A/Y47A) nach 48 h pe keine
Virionmorphogenese detektiert werden (Abb. 4.10 B - mittig) (Tab. 4.1). Ferner lieRen sich fir diese
Virusderivate nach 48 h pe nahezu keine NS3-positiven Zellen detektieren, was impliziert, dass diese
bicistronischen Virusgenome z.T. stark eingeschrankte RNA-Replikationsfahigkeiten besitzen (Abb.

4.10 B - mittig).

Im Vergleich zur Generierung von NS3 im NCP7 NS2-IRES-NS3 Kontext, fiihrte die Prasenz eines
Ubiquitins am N-Terminus des NS3 zu einer effizienten Generierung von authentischem NS3 und zur
verbesserten RNA-Replikationseffizienz der entsprechenden viralen RNAs (Abb. 4.10 B - unten). In
diesem NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 Kontext war eine verbesserte Virionmorphogenese fir das 3/V132A
Derivat mit 2,4 x 10* TCIDso/ml erkennbar. Ferner konnte die Ausbreitungsfihigkeit, wenn auch nur
schwach, von NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 (2/E440V + 4A/L45A) mit 6,4 x 10* TCIDso/ml detektiert werden
(Abb. 4.10 B - vgl. mittig mit unten und Tab. 4.1). Die Variante NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3 (2/E440V +
4A/YATA) erreichte vergleichbare Virustiter, wie das 3/V132A Derivat, mit 6,4 x 10* TCIDso/ml (Abb.
4.10 B — vgl. mittig mit unten und Tab. 4.1).
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Tabelle 4.1 Virustiter zu den Untersuchungen zur funktionellen Substitution von 3/V132A durch die
Mutationen 4A/L45A bzw. 4A/Y47A in der NS2-3-unabhingigen Virionmorphogenese im bicistronischen
Viruskontext.

. . I Titer 48 h pe
Viruskontext Mutationen RNA-Replikation (TCIDso/ml)
NCP7 WT - + 1,1x10%
2/E440V + 1,3 x 103
2/E440V + 3/V132A + 5,2 x10°
NCP7 NS2-Ubi-NS3
2/E440V + 4A/L45A + 2,7 x 107
2/E440V + 4A/Y4TA + 8,2 x 107
2/E440V + <10?
2/E440V + 3/V132A + 6,4 x 103
NCP7 NS2-IRES-NS3
2/E440V + 4A/L45A - n.d.
2/E440V + 4A/YATA - n.d.
2/E440V + <10?
2/E440V + 3/V132A + 2,3x10%
NCP7 NS2-IRES-Ubi-NS3
2/E440V + 4A/LA5A + 4,6 x 10?
2/E440V + 4A/Y4TA + 6,4 x 10*

n.d.: nicht durchgefiihrt

Im letzten Teil zur Untersuchung der NS2-3-unabhdngigen Virionmorphogenese im
Gesamtklonkontext sollte die Frage beantwortet werden, ob die Mutation 2/E440V immer noch
essentiell benoétigt wird, wenn die Mutationen 4A/L45A oder 4A/Y47A anstelle der 3/V132A im Genom
vorliegen (Abb. 4.11). Diese Fragestellung wurde mit den NCP7 NS2-Ubi-NS3 Derivaten 4A/L45A bzw.
4A/Y47A untersucht. Zum Vergleich wurden NCP7 WT, NCP7 (5B/GAA), NCP7 NS2-Ubi-NS3 sowie NCP7
NS2-Ubi-NS3 (2/E440V + 3/V132A) und das NCP7 NS2-Ubi-NS3 (2/E440V) mit in die Analyse

einbezogen.

MDBK-Zellen wurden mit 1 ug in vitro transkribierter viraler RNA der entsprechenden Virusgenome
elektroporiert und die RNA-Replikationsfahigkeit 24 h pe untersucht. Wie erwartet, lieR sich fur jede
virale RNA, bis auf NCP7 (5B/GAA), RNA-Replikation durch die Detektion von NS3-positiven Zellen nach
24 h pe nachweisen (Abb. 4.11 — oben: RNA-Replikation). 48 h pe wurden 500 ul der
Zellkulturiiberstande dazu verwendet naive MDBK-Zellen zu inokulieren. 72 h pi erfolgte die Detektion
infizierter Zellen mittels NS3-spezifischer IF. Dieses Experiment demonstrierte, dass die NCP7 NS2-Ubi-
NS3 Derivate mit 4A/L45A bzw. 4A/Y47A nicht in der Lage waren infektiése Viren auszubilden, da 72 h
pi keine infizierten Zellen nachweisbar waren (Abb. 4.11 — unten: Infektion). Wie erwartet konnte NCP7
NS2-Ubi-NS3 ebenfalls keine infektiosen Virionen ausbilden, wahrend die Abundanz der NS2-Mutation
E440V in diesem Kontext zu einer moderaten Virionmorphogenese fiihrte. NCP7 NS2-Ubi-NS3
(2/E440V + 3/V132A) zeigte erwartungsgemal eine effizientere Ausbreitung in der Zellkultur (Abb.

4.11 — unten: Infektion).
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Abb. 4.11: Die Mutation E440V im NS2 ist fiir die NS2-3-unabhdngige Virionmorphogenese auch dann noch
essentiell, wenn die Austausche L45A bzw. Y47A im NS4A vorliegen. Qualitative Untersuchungen hinsichtlich
der RNA-Replikationsfahigkeit und Ausbreitung verschiedener Virusderivate. MDBK-Zellen wurden mit 1 pg in
vitro transkribierter viraler RNA elektroporiert. 24 h pe erfolgte der Nachweis der RNA-Replikationsfahigkeit
indirekt mittels NS3-spezifischer IF (RNA-Replikation — oben). 48 h nach Elektroporation wurden die
Zellkulturiiberstinde gesichert und sterilfiltriert. Fiir den Nachweis, ob in diesen ZK-Uberstanden infektidse Viren
vorhanden sind, wurden 500 pl davon genutzt, um naive MDBK-Zellen zu inokulieren. 72 h pi wurden infizierte
Zellen mittels NS3-spezifischer IF detektiert (Infektion — unten). Die Zellkerne wurden mittels DAPI
nachgewiesen. Die entsprechenden Mutationen im NS2 (2/E440V), NS3 (3/V132A) und NS4A (4A/LA5A, 4A/Y4TA)
sind eingezeichnet. 5B/GAA: replikationsinkompetente Mutante des NS5B.

Die durchgefiihrten Studien zur NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese zeigen eindriicklich, dass
der kritische Austausch in der NS3 Proteasedomane V132A durch die Einzelmutationen L45A bzw.
Y47A in der NS4A Kink-Region funktionell ersetzt werden kann. Diese Substitution konnte mit hoher
Effizienz im monocistronischen Viruskontext nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lieSen sich auch
auf den bicistronischen Viruskontext Gbertragen, wobei dies einen authentischen N-Terminus des NS3
voraussetzte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Viren mit den Mutationen 4A/L45A bzw.
4A/Y47A auf den Austausch in der NS2 Proteasedoméane E440V essentiell angewiesen sind, um NS2-3-

unabhéngig Virionen ausbilden zu kénnen.

4.6 Trans-Komplementationsstudien zeigen, dass die replikations-inkompetente
Doppelmutante NS4A/L45-Y47-AA  funktionell in der NS2-3-unabhangigen

Virionmorphogenese ist

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass sich BVDV an eine NS2-3-unabhanige
Virionmorphogenese adaptieren lasst. Die Grundlage fiir diese Adaptation sind Einzelmutationen im
NS2 und NS3. Die NS3 Adaptation 3/V132 beeinflusst dabei die Protein-Protein Wechselwirkungen an
der NS3/4A-Kink Interaktionsflache, wobei sich Stérungen dieser Assoziationen unterschiedlich stark
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auf die RNA-Replikationseffizienz auswirken. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Hypothese, dass in
infizierten Zellen zwei Konformationen des NS3/4A-Komplexes unterschiedliche Prozesse im viralen
Lebenszyklus entscheidend beeinflussen. Wahrend die kompakte NS3/4A Konformation essentiell fiir
den Zusammenbau der viralen Replikase und funktionell in der viralen RNA-Replikation ist, ibernimmt
die offene NS3/4A Konformation im Zusammenwirken mit NS2 funktionelle Aufgaben in der

Virionmorphogenese.

In den Analysen hatte sich gezeigt, dass die NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion bei der NS4A-
Doppelmutante (L45-Y47-AA) am starksten abgeschwéacht war und somit durch die 4A/L45-YA7-AA
Mutation eine offene NS3/4A Komplexkonformation erreicht wird. Diese offene NS3/4A
Komplexformation unterstitzt keine RNA-Replikation mehr (vgl. Abb. 4.3 mit 4.6 und 4.7). Nach der
oben beschriebenen Hypothese miisste dieser mutierte NS3/4A Komplex jedoch weiterhin in der Lage
sein, die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese zu vermitteln. Da dies aufgrund der inhibierten
RNA-Replikation durch die NS4A-Doppelmutation nicht im Volllangevirus-Kontext untersucht werden
konnte, wurde ein trans-Komplementationsassay entwickelt. Dieser wurde in Anlehnung zu bereits
veroffentlichten Studien der CSFV Virionmorphogenese aufgebaut (Abb. 4.12) (Moulin et al., 2007).
Grundlage dieses modifizierten Assays ist das BVDV Volllangevirus-Derivat NCP7 NS2-Ubi-NS3, welches
nicht in der Lage ist, infektiose Virionen zu bilden. In diesem experimentellen Kontext wurde
untersucht, inwiefern der Verpackungsdefekt des NCP7 NS2-Ubi-NS3 durch die Ko-Expression
verpackungskompetenter Varianten des BVDV Proteinbereiches E2-4A in trans komplementiert
werden kann. Da sich MDBK-Zellen nur sehr schwer mit DNA transfizieren lassen, wurden die trans-
Komplementationstudien in SK6-Zellen durchgefiihrt (Moulin et al., 2007). Die E2-4A Ko-Expression
erfolgte MVA-T7-vermittelt von dem Plasmid pCITE E2-4A in mit NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA
elektroporierten SK6 Zellen (Abb. 4.12 A). Die in trans exprimierten BVDV E2-4A Polyproteinderivate
(WT und NS2-Ubi-NS3) flihrten zur Generierung unterschiedlicher NS2-3 Proteine: In seiner Wildtyp
Form (primar als ungespaltenes NS2-3 vorliegend) unterstitzt es die Verpackung von NCP7 NS2-Ubi-
NS3. Im Gegensatz dazu ist durch die Expression von E2-4A (NS2-Ubi-NS3) eine vollstandige NS2-3-
Prozessierung in NS2-Ubi und NS3 durch Ubiquitinhydrolasen gewahrleistet und damit liegt kein NS2-
3 in den Zellen vor. Die Virionmorphogenese von NCP7 NS2-Ubi-NS3 kann somit durch die Ko-
Expression von E2-4A (NS2-Ubi-NS3) funktionell nicht komplementiert werden. Die MVA-T7"°-
vermittelte Kontrollexpression und Western Blot Analyse der beiden Basiskonstrukte zeigte die

erwartete Prozessierung der entsprechenden Polyproteine (Abb. 4.12 B).
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Abb. 4.12: Trans-Komplementationsassay  zur  Charakterisierung der  NS2-3-unabhingigen
Virionmorphogenese. (A) Schematische Darstellung der BVDV Volllange cDNA NCP7 NS2-Ubi-NS3 und der
Expressionskonstrukte pCITE E2-4A (NS2-Ubi-NS3) und pCITE E2-4A (NS2-3) zur Expression von BVDV E2-4A
Derivaten. Die Strukturproteine (C, E™, E1, E2) und NS-Proteine (NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
sind gekennzeichnet. Ubi: Ubiquitin; NTR: Nichttranslatierte Region; CITE: EMCV-IRES. (B) Expression von BVDV
E2-4A Derivaten WT und NS2-Ubi-NS3. Die entsprechenden pCITE E2-4A Konstrukte wurden im Huh7-T7/MVA-
T7°° Systems exprimiert. Nach 18 h erfolgte die Zelllyse und Analyse der Proteinproben mittels SDS-PAGE/WB
(E2, NS3: 8% Acrylamid; NS4A: 10% Acrylamid). kDa: Proteinmarker in Kilodalton. Mock: Zellen, die nicht mit DNA
transfiziert wurden. (C) Schematischer Ablauf des trans-Komplementationsexperimentes. SK6-Zellen werden mit
1 ug in vitro transkribierter NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA elektroporiert. 6 h pe erfolgt die MVA-T7?° Infektion fiir 1 h
bei 37°C. AnschlieRend wurden die pCITE E2-4A Derivate transfiziert. In den elektroporierten und transfizierten
Zellen erfolgt die NCP7 NS2-Ubi-NS3 Replikation und die T7-vermittelte Ko-Expression der E2-4A Polyproteine.
18 h nach der Elektroporation werden die Zellkulturiberstande gesichert und sterilfiltriert. Zum Nachweis von
infektiésen Viren in den Uberstinden werden diese genutzt, um naive MDBK-Zellen zu inokulieren. 24 h pi
werden infizierte  Zellen  mittels anti-NS3  IF  detektiert. (D) Auswertung des trans-
Komplementationsexperimentes. Anti-NS3-spezifische Imnmunfluoreszenzanalysen von Infektionen naiver MDBK
Zellen 24 h pi und 96 h pi. Die Zellkerne wurden mittels DAPI nachgewiesen.
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Fiir das trans-Komplementationsexperiment wurden zunachst SK6-Zellen mit NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA
elektroporiert (Abb. 4.12 C). 6 h pe erfolgte die Transfektion der entsprechenden pCITE E2-4A Derivate,
um die Ko-Expression der E2-4A Polyproteinfragmente flir weitere 18 h zu ermoglichen. Die
Zellkulturiiberstande wurden nach Abschluss der Ko-Expression gesichert und sterilfiltriert. Zum
Nachweis von infektidsen Viruspartikeln in den erhaltenen Uberstanden, wurden naive MDBK-Zellen
mit diesen inokuliert. Eine erfolgreiche Infektion wurde durch die Detektion von viralem NS3 24 h pi
bestatigt. Wie erwartet, konnte die Ko-Expression von Wildtyp E2-4A (und damit von WT NS2-3) die
defekte Virionmorphogenese von NCP7 NS2-Ubi-NS3 funktionell ausgleichen und die Bildung von
infektiosen Viruspartikeln ermoglichen, wohingegen die Ko-Expression mit E2-4A (NS2-Ubi-NS3) zu
keiner detektierbaren Assemblierung von Viruspartikeln fiihrte (Abb. 4.12 D — oben: Infektion, 24 h pi,
vgl., NS2-3 mit NS2-Ubi-NS3) (Moulin et al., 2007). Die detektierten Viruspartikel kdnnten u.U. auch
durch RNA-Rekombinationen zwischen der NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA und der E2-4A RNA und die damit
einhergehende Entstehung von verpackungs- und replikationsfahigen Virusgenomen entstanden sein.
Um auszuschliel3en, dass solche verpackungs- und replikationsfahigen Virusgenome die Ursache fiir
die detektierten infektidosen Viruspartikel sind, wurden infizierte Zellen zusatzlich nach 96 h pi
analysiert. Es konnten zu diesem spéaten Zeitpunkt weder NS3-positive Infektionsfoci noch infizierte
Einzelzellen detektiert werden. Diese Beobachtung bestétigte, dass die NS3-positiven infizierten Zellen
24 h pi aus Infektionen mit NCP7 NS2-Ubi-NS3 resultierten, dessen Verpackung durch trans-
Komplementation mit WT E2-4A (NS2-3) ermdglicht worden war. Aufgrund der Zytopathogenitat der
verpackten NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA konnten diese Zellen jedoch zum Zeitpunkt 96 h pi nicht mehr
detektiert werden, da die unregulierte RNA-Replikation der viralen RNA zum Absterben der infizierten

Zellen fuhrte (Abb. 4.12 D — unten: Infektion, 96 h pi).

Im néachsten Schritt sollte mithilfe des trans-Komplementationsassays getestet werden, inwiefern
verschiedene Varianten des E2-4A (NS2-Ubi-NS3) den NCP7 NS2-Ubi-NS3 Verpackungsdefekt
ausgleichen konnen. Dabei kodierten diese Derivate fir ein NS2 Protein mit der fur die NS2-3-
unabhangige Virionmorphogenese essentiellen NS2 Mutation 2/E440V, die mit verschiedenen NS3
bzw. NS4 Mutationen (3/V132A, 4A/L45A, 4A/YATA, bzw. 4A/LA5-Y47-AA) an der NS3/4A-Kink
Interaktionsoberflaiche kombiniert wurden (Abb. 4.13). Um zu verdeutlichten wie kritisch die
Abschwéachung der NS3/4A-Kink Interaktion fir die NS2-3-unabhidngige Virionmorphogenese ist,
wurde ein E2-4A Derivat mitgefiihrt, welches nur die E440V NS2 Mutation aufwies. Die E2-4A
Varianten mit einer Kombination von 2/E440V und einer Einzelmutation der NS3/4A-
Interaktionsflache (3/V132A, 4A/L45A und 4A/Y47A) im NS2-Ubi-NS3 waren in der Lage, den NCP7
NS2-Ubi-NS3 Verpackungsdefekt funktionell auszugleichen (Abb. 4.13 A und B).
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Abb. 4.13: Die NS4A-Doppelmutante NS4A/L45-Y47-AA ist funktionell in der Virionmorphogenese in trans. (A)
SK6-Zellen wurden mit 1 pg in vitro transkribierter NCP7 NS2-Ubi-NS3 RNA elektroporiert. Nach 6 h erfolgte fir
18 h die MVA-T7?°-System vermittelte Expression der entsprechenden E2-4A Varianten in trans. Zum Nachweis
von infektidsen Viren in den Zellkulturiiberstdnden wurden naive MDBK-Zellen damit inokuliert. 24 h nach der
Infektion wurden die infizierten Zellen mittels anti-NS3 IF detektiert. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Farbung
nachgewiesen. Die entsprechenden Mutationen im NS2 (E440V), NS3 (V132A) und NS4A (L45A, Y47A, L45-Y47-
AA) sind gekennzeichnet. (B) Virustiter Bestimmung der Zellkulturiiberstdnde des trans-Komplementations-
experiments. Die Uberstidnde aus dem trans-Komplementationsexperiment wurden auf naiven MDBK-Zellen
titriert und die Virustiter in TCIDso/ml bestimmt. Der Graph zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen
(n=3).

Fir das Derivat E2-4A (2/E440V), welches fur die NS2 Mutation E440V im NS2-Ubi-NS3 kodiert, konnte
keine trans-Komplementation von NCP7 NS2-Ubi-NS3 nachgewiesen werden. Die Virustiter, welche als
Resultat der trans-Komplementationen bestimmt werden konnten, waren mit Werten um 103
TCIDso/ml um einen Faktor 1000 niedriger im Vergleich zu den Virustitern, die mit den entsprechenden
bicistronischen NCP7 NS2-Ubi-NS3 Varianten beobachtet wurden (vgl. Abb. 4.8 und Abb. 4.13). Die
trans-Komplementation mit E2-4A (NS2-3) ergaben Titer von ca. 7,1 x 10° TCIDso/ml. Fiir die trans-
Komplementation mit E2-4A (NS2-Ubi-NS3) Varianten mit den Kombinationen von 2/E440V mit
3/V132A, 4A/LASA oder 4A/Y47A wurden Virustiter von 1,3 x 103 TCIDso/ml, 1,4 x 103 TCIDso/ml, bzw.
5,9 x 10° TCIDso/ml ermittelt (Abb. 4.13 B). Fiir die E2-4A Variante (NS2-Ubi-NS3) mit der NS2 Mutation

E440V konnte kein Virustiter bestimmt werden, was in Anbetracht der sehr niedrigen Virustiter im
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bicistronischen Kontext (4.5 x 102 TCIDso/ml, siehe Abb. 4.8) und durch die geringe Effizienz des trans-

Komplementationsassays erklart werden kann.

Die NS4A/L45-Y47-AA Mutation fuhrt dazu, dass der NS3/4A Komplex eine offene Konformation
einnimmt, die die RNA-Replikation nicht mehr funktionell unterstitzt. In dem trans-
Komplementationsexperiment konnte gezeigt werden, dass ein NS3/4A Komplex mit der Mutation
4A/LA5-YAT7-AA im Verbund mit NS2 (E440V) in der Lage war, den Virionmorphogenesedefekt von
NCP7 NS2-Ubi-NS3 in trans funktionell zu komplementieren (1,7 x 10® TCIDso/ml) (Abb. 4.13 A und B).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Defekt in der RNA-Replikation nicht darauf
zurlickzufihren ist, dass es sich dabei um einen unstrukturierten Proteinkomplex handelt, sondern
dass dieser NS3/4A-Komplex eine andere Konformation eingenommen hat, durch die er funktionell in
der NS2-3-unabhédngigen Virionmorphogenese ist. Somit unterstiitzen die Ergebnisse der RNA-
Replikationstudien und des trans-Komplementationsassays die Hypothese, dass die Ausbildung
unterschiedlicher Konformationen des NS3/4A-Komplexes die molekulare Grundlage dafiir ist, ob ein

NS3/4A-Komplex in der RNA-Replikation oder in der Virionmorphogenese funktionell ist.

4.7 Die Anwesenheit von NS2 im pestiviralen Verpackungskomplex NS2-3/4A moduliert
die Interaktion zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region

Die Abschwichung der NS3/4A-Kink Interaktion ist offensichtlich eine Grundvoraussetzung, damit ein
NS3/4A-Komplex in  der  pestiviralen  NS2-3-unabhidngigen  Virionmorphogenese als
Verpackungsmolekil genutzt werden kann. In Wildtyp Pestiviren stellt das ungespaltene NS2-3 im
Verbund mit NS4A (NS2-3/4A) das Verpackungsmodul dar. Dadurch ist zu vermuten, dass
ungespaltenes NS2-3 im NS2-3/4A Komplex nur eine schwache NS3/4A-Kink Interaktion erlaubt und
damit zu einer offenen NS2-3/4A Komplexkonformation fiihrt, dhnlich wie die beschriebenen NS3 und
NS4A Mutationen dieser Interaktionsfliche. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde mit dem
Derivat pCITE p7-NS2-3-NS4A1.49)-TEV-GST ein TEVP™-Spaltungsassay durchgefiihrt und mit pCITE Ubi-
NS3-4A(1.40-TEV-GST verglichen. Das Derivat pCITE p7-NS2-3-NS4A(1.49)-TEV-GST kodiert fir die
Proteine p7 und NS2 des BVDV-1 Stammes NCP7 (Abb. 4.14 A und B). Das p7-Gen wurde in das
Konstrukt eingebracht, da es die Signalsequenz fiir NS2 enthélt und dessen korrekte Einlagerung in die
ER-Membran ermoglicht. Des Weiteren erlaubt der p7-NS2 Ubergang die Generierung des
authentischen NS2 N-Terminus (Elbers et al., 1996). Die beiden pCITE-Konstrukte wurden im Huh7-
T7/MVA-T7*°-Systems ohne oder zusammen mit HA-TEVP™ exprimiert und die TEVP -vermittelten

GST-Abspaltungen entsprechend quantifiziert (Abb. 4.14 C und D).
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Abb. 4.14: Die Anwesenheit von ungespaltenem NS2-3 im NS2-3/4A-Komplex reduziert die NS3/4A-Kink
Interaktion. (A) Aufbau der verwendeten Konstrukte pCITE Ubi-NS3-4A1.49-TEV-GST und pCITE p7-N2-3-NS4A1-
49)-TEV-GST. pCITE p7-N2-3-NS4A1.49)-TEV-GST kodiert flir p7-NS2 des BVDV-1 Stammes NCP7 und enthalt somit
Vollldange NS2-3. (B) Schematische Darstellung des TEVP™-Spaltungsassay fir die entsprechenden Konstrukte. Im
NS3/4A-Komplex ist eine starke Assoziation zwischen NS3 (rot) und der NS4A Kink-Region (Kink) moglich,
wodurch die Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle fiir HA-TEVP™ gering ist (links). Die Anwesenheit von NS2-3
reduziert die NS3/4A-Kink Interaktion und erméglicht eine erhdhte Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle fiir HA-
TEVP™ (rechts). NS4A (blau) und NS4A-Zentralpeptid (blauer Pfeil), TEV-Spaltstelle (grau), GST (gelb) sind
eingezeichnet. (C) Western Blot Analysen des TEVP™-Spaltungsassays. Die MVA-T7°-vermittelte Expression
erfolgte in Abwesenheit (links) oder Anwesenheit von HA-TEVP™ (rechts) fiir 18 h. Die Analyse der Spaltungsraten
wurde im Western Blot mittels anti-NS3, anti-GST und anti-HA durchgefihrt (fiir Details siehe Abb. 4.3). (D)
Quantifizierung  der  NS4A(1.49-TEV-GST  Spaltungsraten. Die  Mittelwerte und entsprechende
Standardabweichungen sind dargestellt (n=3). Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen der NS3- und der NS2-3 Variante mit p = 0.013 (*; Student’s t-test).

Die Anwesenheit von NS2-3 im NS2-3/4A Komplex fihrte zu einer deutlichen Erhéhung der TEVP™-
Spaltungsraten auf 19% im Vergleich zu den ermittelten TEVP-Spaltungsraten fiir pCITE Ubi-NS3-4A.
49-TEV-GST von ca. 10% (Abb. 4.14 C und D). Statistische Auswertung dieser Ergebnisse belegten, dass
dieser Unterschied statistisch signifikant war (p = 0.013, Student’s t-test) (Abb. 4.14 D). Diese
Ergebnisse legten nahe, dass der NS2-3/4A Komplex eine Konformation eingeht, in der die NS4A Kink-
Region nur eine abgeschwachte Interaktion mit der NS3-Proteaseoberflache eingehen kann und diese

fir die TEV-Protease starker zuganglich ist (Abb. 4.14 B). Eine solche Konformation &hnelt
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offensichtlich der NS3/4A-Komplexkonformation, in denen die NS3/4A-Kink Interaktionsoberflache

mutiert wurde.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Modulierung der NS3/4A-Kink Interaktion, durch
Mutationen an der NS3/4A-Kink Interaktionsfliche bzw. durch die Anwesenheit von NS2-3 im NS2-
3/4A Komplex, mit einer Konformationsanderung zu einem weniger kompakten Proteinkomplex
einhergeht. Die funktionellen Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass diese offene Konformation

die Virionmorphogenese funktionell unterstiitzt.
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Aufgrund ihrer geringen GenomgroRe kodieren Plusstrang RNA-Viren nur fiir eine limitierte Anzahl von
Proteinen. Um die komplexen viralen Prozesse, wie die RNA-Replikation und die Virusassemblierung
effizient durchzufiihren zu kénnen, (iben viele der viralen Proteine mehrere Funktionen aus. Ein gutes
Beispiel dafiir ist das multifunktionelle NS3-Protein, welches im Verbund mit seinem Kofaktor NS4A
sowohl fir die virale Polyproteinprozessierung als auch fiir die RNA-Replikation essentiell ist (Behrens
et al.,, 1998; Tautz et al.,, 2000). In diesem Kontext ist auch die funktionelle Besonderheit der
Flaviviridae zu sehen, ihre Nichtstrukturproteine nicht nur in der viralen RNA-Replikation sondern auch

im Prozess der Virionmorphogenese zu verwenden (Murray et al., 2008a).

Um diese raumlich und zeitlich voneinander getrennten Prozesse durch ein limitiertes Repertoire an
viralen Proteine zu unterstitzen, wird vermutet, dass die regulierte Zusammenlagerung
multifunktioneller Virusproteine (z.B. NS3 mit NS4A) in verschiedene Proteinkomplexe zur spezifischen
Rekrutierung weiterer zelluldrer- oder viraler Interaktionspartner (z.B. Strukturproteine in der
Virionmorphogenese) fiihrt, um essentielle Funktionen in der RNA-Replikation oder in der
Virionmorphogenese ausiiben zu kénnen. Uber die genaue Zusammensetzung dieser Komplexe und
die molekularen Details zum koordinierten Ubergang von Replikasekomplexen in virale

Verpackungskomplexe ist bisher nur wenig bekannt.

Eine weitere Form der Regulation im Lebenszyklus von Plusstrang RNA-Viren besteht in der
kontrollierten Prozessierung des viralen Polyproteins durch zelluldre- und virale Proteasen, da auf
diese Weise die Aktivitat von Proteinen zeitlich und raumlich gesteuert werden kann. Die
Proteinreifung durch Polyproteinprozessierung ist auBRerdem eine Modglichkeit, Proteinfunktionen
temporar zu regulieren (Tautz et al., 2015; Yost and Marcotrigiano, 2013). So sind Pestiviren in ihrem
Lebenszyklus wahrend der RNA-Replikation und Virionmorphogenese, auf Proteinkomplexe
angewiesen, deren Zusammensetzung und Funktion sich durch die Prozessierung des NS2-3-4A
Vorlduferproteins verdandern. Wahrend der vollstindig prozessierte NS3/4A-Komplex essentiell fur die
RNA-Replikation ist und in diesem Prozess nicht durch den NS2-3/4A-Komplex funktionell ersetzt
werden kann (Behrens et al., 1998; Lackner et al., 2004), wird ein Komplex aus ungespaltenem NS2-3
und NS4A (NS2-3/4A-Komplex) explizit fir die Genese infektiéser Virionen bendtigt (Agapov et al.,
2004; Moulin et al., 2007). Die Prasenz beider Komplexe in Pestivirus-infizierten Zellen wird lber eine
regulierte Spaltung des NS2-3 Proteins erreicht, die effizient in der friihen Phase der Infektion erfolgt
und somit zur verstarkten Bildung des NS3/4A-Komplexes fuhrt, wahrend im spateren
Infektionsverlauf die NS2-3-Spaltung zugunsten der Generierung des NS2-3/4A-Komplexes abnimmt.

Diese Regulation ist bedingt durch die Abhangigkeit der NS2-Proteaseaktivitat von dem nur limitiert
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vorhandenen zelluldren Kofaktor Jiv (Becher and Tautz, 2011; Lackner et al., 2004). Dadurch entsteht
im Verlauf der pestiviralen Infektion ein Gradient bzgl. der Ausbildung von NS3/4A und NS2-3/4A, der
den Wechsel zwischen der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese erméglicht. Im Gegensatz zu
Pestiviren, konnte fiir das nah verwandte HCV ungespaltenes NS2-NS3 und die Abhangigkeit der HCV-
Virionmorphogenese von diesem Proteinvorldufer in Zellkultur bisher nicht nachgewiesen werden
(Abb. 2.8) (Jirasko et al., 2008; Jones et al., 2007). Die essentielle Bedeutung von ungespaltenem NS2-
3 fur die Morphogenese von Pestiviren stellt somit einen wesentlichen, funktionell sehr interessanten

Unterschied zu HCV dar (Tautz et al., 2015).

Interessanterweise kdnnen Pestiviren durch nur zwei Aminosdureaustausche, E440V in der NS2-
Proteasedomdne und V132A in der NS3 Proteasedomane, an die Virionmorphogenese mit NS2 und
NS3 (NS2-3-unabhangig) adaptiert werden, also an ein Verpackungsschema dhnlich zu HCV (Abb. 2.9)
(Klemens et al., 2015; Lattwein et al., 2012). Die Beantwortung der Frage, wie diese beiden Austausche
die NS2-3-unabhéangige Virionmorphogenese bei BVDV ermdoglichen, leistet einen wichtigen Beitrag
zum Verstdandnis des modularen Aufbaus und zur Multifunktionalitdit von pestiviralen

Proteinkomplexen.

5.1  Strukturbasierte Untersuchungen zur Oberflicheninteraktion zwischen der NS3
Proteasedomane und ihrem Kofaktor deuten auf verschiedene, funktionell relevante
Proteinkomplexkonformationen hin

Der Aminosdureaustausch V132A in der NS3 Proteasedomane wurde als eine essentielle Determinante
der NS2-3-unabhéngigen Virionmorphogenese identifiziert und war von zentraler Bedeutung fiir diese
Arbeit. Da diese Mutation keine detektierbare Auswirkung auf die NS3 Proteaseaktivitat hatte, wurde
die Modulation von Protein-Protein-Interaktionen als molekulare Grundlage fiir die NS2-3-
unabhangige Virionmorphogenese in Betracht gezogen (Klemens et al.,, 2015). Die Aufklarung der
Kristallstruktur der ,,single chain protease” (SCP) des CSFV NS3/4A-Komplexes legte die Grundlage fir
die vorliegende Arbeit und war wegweisend im Hinblick auf das molekulare Verstdandnis der Funktion
des NS3/4A-Komplexes in der RNA-Replikation und seiner kritischen Bedeutung fiir die NS2-3-
unabhangige Virionmorphogenese. Durch die detaillierten Einblicke in die Oberflacheninteraktionen
innerhalb des CSFV NS3/4A-Komplexes, wurde eine gezielte Kombination aus Struktur- und
Funktionsanalysen ermoglicht, die die Untersuchung des molekularen Mechanismus der NS2-3-

unabhangigen Virionmorphogenese erlaubte.

Der CSFV NS3/4A-Komplex weist im Vergleich zum NS3/4A-Komplex von HCV (Kim et al., 1996; Yao et
al., 1999) oder zum flaviviralen NS2B/NS3-Komplex von DENV oder ZIKV (Assenberg et al., 2009; Luo
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et al., 2008; Zhang et al.,, 2016) eine grundsétzlich dhnliche Struktur auf (Abb. 5.1 - oben). Die
vergleichbare Struktur weist auf die starke Verwandtschaft dieser Viren untereinander und die
konservierte funktionelle Bedeutung dieser Komplexe hin. Aus der Struktur der SCP NS4A37NS3 von
CSFV wurde deutlich, dass sich NS4A Uber ein B-Faltblatt (Zentralpeptid) in den N-terminalen Bereich
der NS3-Protease einlagert und so zur Strukturierung und zur Funktionalitdit der CSFV NS3
Proteasedomédne beitrdgt (Abb. 4.1 B und 5.1 — CSFV, oben). Fir die hepaci- und flavivirale NS3
Proteasedomédne konnte eine vergleichbare Einlagerung des entsprechenden Kofaktors und dessen
Beitrag zur Stabilitdt und Funktionalitdat der NS3 Protease bereits demonstriert werden (Chambers et
al., 1993; Droll et al., 2000; Yao et al., 1999; Zhang et al., 2016; Zuo et al., 2009). Wesentlich fir die
vorliegende Arbeit war die ldentifikation der Oberflacheninteraktion zwischen dem C-terminalen
Anteil des NS4A-Kofaktors und der NS3 Proteasedoméane (Abb. 4.1 B und C sowie 5.1 — CSFV, oben).
Aus der CSFV NS3/4A-Kristallstruktur wird deutlich, dass diese hydrophoben Interaktionen durch die
NS3-Aminosdure M132 und die NS4A-Aminosduren L45 und Y47 vermittelt werden (Abb. 4.1 C). Die
kristallographische Darstellung dieser Oberflacheninteraktionen fiir CSFV stellt einen wesentlichen
Fortschritt in dem strukturellen Verstandnis dieser zentralen Proteinkomplexe dar. Eine vergleichbare
Oberflacheninteraktion konnte fiir den NS3/4A-Komplex von HCV bisher nicht identifiziert werden, u.a.
da viele der bisher aufgeklarten NS3/4A-Strukturen mithilfe des minimalen NS4A-Zentralpepids als
Kofaktor generiert wurden und somit der fiir die Oberflacheninteraktion nétige NS4A-Anteil nicht
vorhanden war (Kim et al., 1996; LaPlante et al., 2010; Parsy et al., 2015). Die strukturellen Einblicke
durch verschiedene SCP HCV NS3/4A-Kristallstrukturen brachten ebenfalls keinen Erkenntnisgewinn
bezliglich einer detektierbaren Oberflacheninteraktion zwischen NS3 und NS4A, da auch hier stark
verkiirzte NS4A-Kofaktoranteile (AS 21-32) verwendet wurden (Soumana et al., 2016; Yao et al., 1999).
Allerdings konnten aus strukturellen Untersuchungen der HCV SCP Protease/Kofaktor-Komplexe und
weiteren funktionellen Charakterisierungen wertvolle Informationen zur Funktionalitdt des NS3/4A-
Komplexes abgeleitet werden. So liegt der Komplex nach der NS3-NS4A Spaltung in einer kompakten
,cis-cleavage” Konformation vor, wahrend der NS3/4A-Komplex durch seine NS4A-TM-vermittelte
Membraneinlagerung eine gestreckte NS3-Konformation der NS3-Protease- und Helikasedomane
zueinander einnimmt (Brass et al., 2008; Yao et al., 1999). Eine solche Flexibilitdt verbunden mit
spezifischen Protein-Protein-Interaktionen ist eine Grundlage fir die Multifunktionalitdt dieser
Proteinkomplexe. Ein Nachteil der SCP Strukturen ist sicherlich, dass diese Komplexe nicht alle
funktionellen Aspekte eines authentischen NS3/4A-Proteinkomplexes abbilden. Insbesondere wird
vermutet, dass sich die Konformationen, die aktiv in der RNA-Replikation oder Virionmorphogenese
sind, teilweise von denen unterscheiden, die durch die ,cis-cleavage” Strukturen reprdsentiert

werden.
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ZIKV

NS3Pre  NS3P°(Oberfliche) Kofaktor (NS4A/NS2B)

Abb. 5.1: Vergleich der NS3 Proteasedomanen im Komplex mit dem entsprechenden Kofaktor fiir CSFV, HCV
und ZIKV. (oben) Réntgenkristallstrukturen der NS3 Proteasedomane in Komplex mit dem Kofaktor NS4A (CSFV
und HCV) bzw. NS2B (ZIKV) fiir verschiedene Vertreter der Flaviviridae. Die ermittelten Strukturen von CSFV
NS4A3;NS3 (PDB accession number: 5LKL; diese Studie bzw. Dubrau et al., 2017), HCV NS4A14,NS3 (PDB accession
number: 1CU1, Yao et al., 1999) und ZIKV NS2B-NS3 (PDB accession number: 5H4l, Zhang et al., 2016) wurden
mit dem Programm Pymol vergleichend in der Seitenansicht dargestellt. Rot: NS3-Protease; Blau:
Proteasekofaktor NS4A (CSFV und HCV) bzw. NS2B (ZIKV); N: N-Terminus, C: C-Terminus. (unten)
Oberflachenreprasentation des jeweiligen Protease/Kofaktor-Komplexes nach der Rotation um 90°. Grau: NS3-
Proteaseoberflache; Orange: NS3-Oberfachenaminosauren; blaue gestrichelte Linie: hypothetische Interaktion
des NS4A-Kofaktors mit der Oberflache der NS3 Proteasedomane.

Untersuchungen zu verschiedenen Konformationen von Proteinkomplexen wiirden enorm von der
Expression- und Kristallisation eines authentischen NS3/4A-Komplexes profitieren. Denkbar hierfur ist
die Verwendung des pDuet-Vektorsystems, das die bakterielle Ko-Expression von zwei
Proteinfragmenten ermoglicht. Erst kiirzlich konnte dieses System erfolgreich fiir die Aufklarung eines
NS2B/NS3-Komplexes von ZIKV ohne Linkersequenz (bZiPro) genutzt werden (Zhang et al., 2016). Der
Kofaktor NS2B umschlieft dabei die Proteasedomdne und bildet mit seinen N-terminalen 18
Aminosauren (AS 49-67) ein B-Faltblatt, welches die korrekte Faltung der NS3 Protease unterstiitzt,

wahrend der C-terminale NS2B Anteil (AS 68-96) eine B-Haarnadel formt, die an der Ausbildung der
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Substratbindetasche der NS3 Protease beteiligt ist (Zhang et al., 2016). Dieser Linker-freie NS2B/NS3
Komplex zeigte eine hdhere enzymatische Aktivitdt verglichen mit den verschiedenen ZIKV SCP
Komplexen (eZiPro bzw. gZiPro) und war in der Lage, den potenten Serinproteaseinhibitor BPTI zu
binden (Phoo et al., 2016). Dies war den beiden ZIKV SCP Komplexen nicht méglich und es wurde
vermutet, dass die Linkersequenzen am C-Terminus von NS2B sterische Hindernisse fir einen Zugang
zum aktiven Zentrum darstellen (Phoo et al., 2016). Eine weitere vielversprechende Méglichkeit zur
Ermittlung der authentischen NS3/4A-Struktur bietet die in vivo Kristallisation, die es ermdglicht, die
Struktur von Proteinkristallen aufzuklaren, die in lebenden Zellen gebildet werden (Duszenko et al.,
2015; Koopmann et al., 2012). Die Anwendung dieser Methode ware von enormen Vorteil, da sie die
Expression authentischer Proteinkomplexe (z.T. inklusive ihrer Transmembranregionen) in relevanten
Kompartimenten der Zelle und deren spezifischer Membranumgebung ermdglicht. Dies ist vorteilhaft
im Hinblick auf die Arbeiten von Brass et al., die verdeutlichten, dass sich die ER-Membranverankerung
des NS3/4A-Komplexes auf die relative Orientierung der NS3 Helikasedomdne zur NS3
Proteasedomaéne auswirkt (Brass et al., 2008). In diesem Zusammenhang ist ein weiterer interessanter
Aspekt der in Abb. 5.1 dargestellten verschiedenen Protease/Kofaktor-Strukturen, dass die
Oberflacheninteraktionen zwischen dem jeweiligen Kofaktor und der NS3-Proteaseoberflache auf der
von der Membran abwandten Seite stattfinden. Es besteht die Moglichkeit, dass die NS3/4A-
Oberflacheinteraktion zur Ausbildung einer neuen Komplexoberfliche fiihrt, die weitere

Interaktionspartner durch spezifische Protein-Protein-Interaktionen rekrutiert.

Wegweisend fir die vorliegende Arbeit war die erstmalige kristallographische Detektion der stabilen
Oberflacheninteraktionen zwischen der NS3 Proteasedomédne und der NS4A Kink-Region durch die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen M132 (NS3) und L45 (NS4A) sowie Y47 (NS4A) (Abb. 4.1 C
und Abb. 5.1 — CSFV, unten). Die Erkenntnis, dass mit der NS3-Aminosadure 132 (CSFV M132; BVDV
V132) die kritische Determinante fir die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese (Klemens et al.,
2015) in diese Wechselwirkungen involviert ist, fihrte zur Hypothese, dass modulierte Protein-Protein-
Interaktionen diesen Prozess unterstltzen. Die in der CSFV SCP detektierten Interaktionen haben die
Ausbildung einer kompakten Proteinkomplexformation zur Folge. Mechanistisch unterstiitzt diese
Konformation die NS3-NS4A-Spaltung und die RNA-Replikation (Abb. 4.4 und Abb. 4.7), jedoch nicht
die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese fiir die an der NS3 Aminosaureposition 132 ein Alanin als
adaptive Mutation identifiziert werden konnte (Abb. 4.8 und Abb. 4.13) (Klemens et al., 2015). Die
Daten der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Annahme und zeigen, dass diese hydrophoben
Interaktionen zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region zu einer kompakten
Konformation von NS3/4A-Kink fUhren (Abb. 4.3), die in der RNA-Replikation bendtigt wird (Abb. 4.6
und Abb. 4.7). Dass der fir die NS2-3-unabhdngige Virionmorphogenese kritische

Aminosdureaustausch V132A die Reduktion der hydrophoben Seitenkette an dieser Position
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beinhaltet, legte zugleich die Hypothese nahe, dass dieser Austausch die Oberflacheninteraktion
zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region reduziert und dies der zugrundeliegende
molekulare Mechanismus fiir die NS2-3-unabhéangige Virionmorphogenese ist. Eine Abschwachung der
NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion, vermittelt durch die Mutationen NS3 (V132A) oder NS4A (LA5A
oder Y47A), konnte u.a. die Ausbildung einer alternativen, offenen Konformation des NS3/4A-
Komplexes zur Folge haben, die in Kombination mit NS2 (E440V) fur die NS2-3-unabhangige
Virionmorphogenese notwendig ist. Experimentell sind solche dynamischen
Konformationsunterschiede von Proteinkomplexen relativ schwierig in Kristallstrukturen darzustellen,

da offene Komplexkonformationen oft eine lokal ungeordnete Struktur zur Folge haben.

Unter diesen Gesichtspunkten wurde zunichst die Auswirkung von Mutationen auf die NS3/4A-
Oberflacheninteraktion untersucht. Da sich NS4A (ber sein Zentralpeptid stabil in die N-terminale
Domane der NS3-Protease einlagert, war nicht zu erwarten, dass eine Mutation in der NS4A Kink-
Region in der Dissoziation von NS3 und NS4A resultieren wiirde (Bartenschlager et al., 1995; Tautz et
al., 2000). Aus diesem Grund wurde der TEV-Protease (TEV"™)-Spaltungsassay als alternativer Weg zur
Untersuchung der NS3/4A-Kink Oberflicheninteraktion entwickelt (Abb. 4.3). Die grundlegende
Annahme war hierbei, dass eine offene Konformation von NS3/4A-Kink zur erhéhten Zuganglichkeit
flr die TEV-Protease an eine TEV-Spaltstelle fiihrt, die an das Ende der NS4A Kink-Region fusioniert ist.
Folglich miissten die TEVP-Spaltungsraten in einem offene NS3/4A-Komplex erhéht sein (Abb. 4.3 A
und B). Durch den TEVP™°-Spaltungsassay konnten erfolgreich Mutationen an der NS3/4A-Kink
Interaktionsoberflache identifiziert werden, die sich, im Vergleich zum Wildtyp, destabilisierend auf
diese Interaktion auswirkten und somit eine offenere NS3/4A-Komplexkonformation unterstiitzen
(Abb. 4.3 C und D). Aufgrund des enzymatischen Charakters dieses Versuches wurde es moglich, die
Starke der Oberflacheninteraktion als Funktion der Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle darzustellen und
damit die untersuchten Mutationen funktionell einzuschatzen (Abb. 4.3 C und D). Die Ergebnisse des
TEVP™-Spaltungsassays unterstiitzten die Hypothese, dass eine starke Abschwichung der NS3/4A-Kink
Oberflacheninteraktion zu einer erhohten Flexibilitdat dieser Komplexe fiihrt und eine vermehrt offene
Konformation von NS3/4A-Kink induziert. Im Rahmen der in dieser Arbeit untersuchten Mutationen
fihrte die NS4A-Doppelmutation L45-Y47-AA zur stdrksten Abnahme der NS3/4A-Kink
Oberflacheninteraktion (ca. 4,5-fach erhohte NS4A(1.49)-TEV-GST-Spaltungsraten im Vergleich zum WT,
Abb. 4.3 D), was zu erwarten war, da hierbei die hydrophoben Interaktionen an zwei Positionen
gleichzeitig reduziert werden (Abb. 4.3 C und D). Theoretisch sollte ein offener Komplex NS4A1.49)-TEV-
GST Spaltungraten bis zu 100% ermoglichen. Die Beobachtung, dass die ermittelten NS4A1-49-TEV-GST-
Spaltungsraten zwischen 10% (WT) und 45% (L45-Y47-AA) lagen, kdnnte auf das gleichzeitige Vorliegen
der kompakten- und der offenen Konformation hindeuten. Es ist vorstellbar, dass diese in Abhangigkeit

von der Starke der Oberflacheninteraktion unterschiedlich effizient ineinander Gibergehen kénnen. Es
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muss jedoch in Betracht gezogenen werden, dass die unvollstindige Kotransfektion beider Plasmide
eine weitere Ursache flr ungespaltenes NS4A(1.49-TEV-GST sein kdnnte. Zusammenfassend ldsst sich
feststellen, dass die Kombination von den gewonnenen Strukturinformationen aus der CSFV SCP
NS4A3;NS3 mit den funktionellen Untersuchungen dieser Arbeit sehr hilfreich fur ein besseres

molekulares Verstandnis des NS3/4A-Komplexes war.

5.2 Bedeutung der NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion fiir die pestivirale RNA-
Replikation und die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass zwischen der Destabilisierung der NS3/4A-Kink
Oberflacheninteraktion und der RNA-Replikationsfahigkeit eine inverse Korrelation besteht (vgl. Abb.
4.3 D mit Abb. 4.7 C). So zeigte der von Klemens et al. selektierte Aminosdureaustausch V132A im
Vergleich zum Wildtyp im TEVP™-Spaltungsassay nur eine gering erhdohte Spaltungsrate (1,5-fach) und
Destabilisierung der NS3/4A-Kink Oberfliacheninteraktion, die keinen detektierbaren Einfluss auf die
RNA-Replikation hatte (Abb. 4.6 C und Abb. 4.7 C). Im Gegensatz dazu war die Abnahme der NS3/4A-
Kink Oberflacheninteraktion durch die Mutationen L45A oder Y47A starker, verbunden mit einer
Beeintrachtigung der RNA-Replikation. Die NS4A-Doppelmutante wies den starksten inhibierenden
Einfluss auf die NS3/4A-Kink Interaktion auf und der resultierende NS3/4A-Komplex war nicht mehr in

der Lage, die RNA-Replikation zu unterstiitzen.

Da ausgeschlossen werden konnte, dass die RNA-Replikationseffekte auf Defekten in der
Polyproteinprozessierung beruhen (Abb. 4.4 C und 4.5 B), lasst sich schlieRen, dass die Abschwachung
der NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion einen spezifischen Einfluss auf die RNA-Replikation besitzt.
Eine attraktive mechanistische Schlussfolgerung aus diesen Beobachtungen ist, dass die offene
Konformation des NS3/4A-Komplexes mit der Assemblierung der viralen Replikase interferiert. Folglich
waére eine kompakte Konformation von NS3/4A, d.h. die verstarkte Oberflacheninteraktion zwischen
der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region, in der RNA-Replikation bevorzugt und somit die
strukturelle Grundlage fiir den Zusammenbau der viralen Replikase. Diese Hypothese wird durch
experimentelle Untersuchungen der HCV RNA-Replikation unterstiitzt, die dem C-terminalen Anteil
von HCV NS4A eine kritische Rolle in der RNA-Replikation zuweisen konnten (Lindenbach et al., 2007;
Phan et al., 2011). In verschiedenen HCV-Genotypen konnte gezeigt werden, dass sich Mutationen im
C-terminalen Anteil von HCV NS4A auf die RNA-Replikation auswirken und diese z.T. inhibieren kénnen
(Lindenbach et al., 2007; Phan et al., 2011). Diese Mutationen bewirkten gleichzeitig eine starke
Reduktion der HCV NS5A Hyperphosphorylierung (Lindenbach et al., 2007), ein Prozess, der durch
einen viralen Multiproteinkomplex bestehend aus NS3-NS5A ermdglicht wird (Koch et al., 1999). Eine

naheliegende Erklarung flr diese Beobachtungen ist, dass der C-terminale Anteil von NS4A mit der
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NS3-Proteaseoberfliche im NS3/4A-Komplex interagiert und diese funktionell wichtigen Interaktionen
durch die NS4A-Mutationen gestort werden. Interessanterweise konnten Replikationsdefekte, die
durch Austausche im C-terminalen Anteil von NS4A (z.B. D40A) ausgel6st wurden, durch verschiedene
kompensatorische Mutationen auf der NS3-Proteaseoberfliche (z.B. R161L) ausgeglichen werden
(Abb. 5.1 — HCV, unten) (Lindenbach et al., 2007). Diese funktionellen Kompensationen lassen
vermuten, dass Oberflacheninteraktionen zwischen NS3 und NS4A teilweise wiederhergestellt
wurden. Interessanterweise lasst sich im Vergleich der NS3/4A-Strukturen von CSFV und HCV
erkennen, dass die Aminosdure D192 (CSFV) an einer dhnlichen Position lokalisiert ist wie R161 (HCV)
(Abb. 5.1 — unten, vgl. CSFV und HCV). Diese Beobachtung kénnte darauf hindeuten, dass CSFV NS3
D192 an Oberflacheninteraktionen von NS3 mit NS4A beteiligt ist. Auf eine essentielle Bedeutung von
Oberflachenarealen der NS3 Protease fiir verschiedene Schritte des viralen Lebenszyklus von HCV
weist u.a. die revers-genetische Studie von Isken et al. hin, in der ein hydrophobes Oberflachenareal
auf der NS3 Proteasedoméane (NS3-Aminosauren Y105, P115 und L127) identifiziert werden konnte
(Abb. 5.1 —HCV, unten), das kritisch fur die Assemblierung der viralen Replikase ist (Isken et al., 2015).
Es konnte gezeigt werden, dass sich Mutationen in diesem Oberflachenareal, welche die hydrophoben
Wechselwirkungen reduzieren oder aufheben, inhibierend auf die Assemblierung der viralen Replikase
und die RNA-Replikation auswirken. Da diese Mutationen gleichzeitig die NS5A-
Hyperphosphorylierung blockierten, wurde angenommen, dass diese Mutationen mit der Bildung von
viralen Proteinkomplexen (bestehend aus NS3-NS5A und zelluldren Faktoren) interferierten, welche
die Grundlage fiir die Assemblierung einer funktionellen Replikase bilden. Interessanterweise konnten
Isken et al. ebenfalls zeigen, dass dieses Oberflachenareal auch an der Aktivierung der HCV NS2-
Protease beteiligt ist, welche vermutlich durch Oberflacheninteraktionen zwischen der NS2- und der
NS3 Proteasedomaine innerhalb eines NS2-NS3 Vorlduferproteins vermittelt wird. Dadurch kommt
dieser NS3-Oberflache eine duale Funktion im hepaciviralen Lebenszyklus zu (Isken et al., 2015). Im
Vergleich zur CSFV SCP Struktur der vorliegenden Arbeit ergeben diese HCV Daten interessante
Parallelen, da die relative Lokalisierung dieses multifunktionellen Oberflachenareals auf der HCV NS3
Proteasedoméane mit der Lokalisation der Position 132 bei CSFV gut Ubereinstimmt (Abb. 5.1 — unten,
vgl. CSFV und HCV). Ob der C-terminale Anteil von HCV-NS4A in die Bindung der hydrophoben NS3-
Oberflache involviert ist, kann aufgrund fehlender Strukturinformationen bisher noch nicht mit
Sicherheit gesagt werden, ist jedoch im Hinblick auf die strukturellen- und funktionellen Parallelen
zwischen CSFV/BVDV und HCV sehr gut denkbar (Abb. 5.1 — unten, vgl. CSFV und HCV). Daruber hinaus
weisen mehrere Studien an HCV darauf hin, dass funktionelle Interaktionen zwischen NS3, NS4A, NS4B,
NS5A und NS5B fir die Assemblierung der viralen Replikase und die Genomreplikation wichtig sind

(Blight, 2007; Lindenbach et al., 2007; Paredes and Blight, 2008; Paul et al., 2011; Phan et al., 2011). In
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welcher Weise die einzelnen Proteine miteinander interagieren, um die viralen Replikasekomplexe

auszubilden muss in zukinftigen Studien detailliert untersucht werden.

Die Tatsache, dass der Aminosaureaustausch V132A im NS3 durch die NS4A-Mutationen L45A und
Y47A im Zusammenwirken mit NS2 E440V in der NS2-3-unabhéngige Virionmorphogenese funktionell
ersetzt werden kann (Abb. 4.8), lasst darauf schlieRen, dass die Abschwachung der hydrophoben
NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion und folglich die Ausbildung einer offenen NS3/4A-Konformation
die molekulare Grundvoraussetzung fiir die Funktionalitdt des NS3/4A Komplexes in der NS2-3-
unabhangigen Virionmorphogenese ist. Diese Hypothese wird durch weitere funktionelle
Beobachtungen unterstiitzt: So konnte z.B. durch eine Permutationsanalyse gezeigt werden, dass die
Aminosdureidentitat der NS3 Position 132 nicht absolut kritisch ist, da der Austausch V132S im
monocistronischen Virus mit der NS2 Mutation E440V ebenfalls funktionell in der NS2-3-unabhangigen
Virionmorphogenese war (Klemens et al., 2015). Es ldsst sich vermuten, dass dieser Austausch zu lokal
verdnderten Konformationen des NS3/4A-Komplexes filihren, die die NS2-3-unabhiangigen
Virionmorphogenese ermoglichen (Klemens et al., 2015). Diese Hypothese wird auBerdem durch die
Beobachtung bestatigt, dass die funktionelle Substitution von NS3 V132A durch NS4 L45A und Y47A in
der NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese auch im bicistronischen Viruskontext, in dem NS2 und
NS3 von unterschiedlichen ORFs translatiert werden, maoglich ist (Abb. 4.10 und Tab. 4.1). Da diese
stringente Trennung von NS2 und NS3 nicht dazu fiihrt, dass diese die Fahigkeit verlieren sich zu einem
verpackungskompetenten Proteinkomplex mit einer offenen NS3/4A-Konformation
zusammenzulagern, unterstitzt die obige Hypothese. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass NS3/4A-Komplexe mit der NS4A-Doppelmutation L45-Y47-AA, die eine stark
abgeschwichte NS3/4A-Kink Oberflicheninteraktionen aufweisen und in der RNA-Replikation
inhibiert sind, im Verbund mit NS2 (E440V) in trans funktionell aktivin der Verpackung sind (Abb. 4.13).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erweitern das funktionelle Verstindnis der pestiviralen
Virionmorphogenese. In diesem Zusammenhang konnte Moulin et al. belegen, dass NS2-3 nur im
Komplex mit NS4A die pestivirale Virionmorphogenese ermdglicht. Im Gegensatz dazu ist NS2-3 allein
oder ungespaltenes NS2-3-4A in der Virionmorphogenese nicht aktiv (Moulin et al.,, 2007).
Interessanterweise ist NS2-3 in der Lage NS4A in trans zu rekrutieren, um in der Virionmorphogenese
aktiv zu sein. Jedoch ist es NS2-3 nicht moglich, NS4A effizient aus aktiven Replikasekomplexen fiir die
Verpackung zu rekrutieren (Moulin et al, 2007). Dies deutet drauf hin, dass der
Virionmorphogenesekomplex und der Replikasekomplex spezialisierte  multifunktionelle
Proteinkomplexe darstellen, die spezifische Funktionen in dem jeweiligen Prozess erfillen. Eine
essentielle Funktion von NS4A besteht in der Verankerung des NS2-3/4A- und des NS3/4A-Komplexes
in der ER-Membran analog zur Verankerung von HCV NS3/4A-Komplexen durch HCV NS4A in ER- und
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duBeren Mitochonrienmembranen (Mottola et al., 2002; Nomura-Takigawa et al., 2006; Wolk et al.,
2000). Moglicherweise ist NS4A im NS2-3/4A-Komplex Giber seine Transmembrandomane (TM) fur die
Rekrutierung weiterer viraler- (z.B. Strukturproteine) oder zelluldrer Faktoren verantwortlich bzw.
unterstitzt die Interaktion von NS2-3 mit p7 und E2. Eine solche Bedeutung konnte dem flaviviralen
Proteasekofaktor NS2B fiir die Rekrutierung weiterer membrangebundener Nichtstrukturproteine
(z.B. NS2A, NS4A und NS4B) zu einem NS2B/NS3 Komplex zugeordnet werden, jedoch ohne dass der
zugrundeliegende Mechanismus fiir diese Interaktionen aufgeklart werden konnte (Yu et al., 2013).
Neben seiner Bedeutung fur die korrekte Membranverankerung von NS3/4A-Komplexen konnte eine
regulative Funktion flir NS4A in der Koordinierung der HCV RNA-Replikation und Virionmorphogenese
gezeigt werden (Phan et al.,, 2011). Dabei ist die Dimerisierung von NS4A (iber seine TM und die
Ausbildung einer TM Dimer-Interaktionsflache essentiell fiir diese Prozesse (Kohlway et al., 2014). Ob
eine solche NS4A Dimerisierung bei Pestiviren existiert, ist bisher nicht bekannt. Eine interessante
Hypothese wére jedoch, dass NS3/4A-Komplexe der viralen Replikase mit verpackungskompetenten
NS2-3/4A-Komplexen iber die Dimerisierung durch die NS4A-TM in Kontakt stehen und die Prozesse
der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese durch Protein-Protein-Interaktionen auf diese
Weise verknipft sind. Studien hinsichtlich dieser mechanistischen Fragestellung wirden von der
Verwendung des Pestivirus-Systems profitieren, da sich das Verpackungsmodul NS2-3/4A von dem
Replikationsmodul NS3/4A gut unterscheiden lasst. Dies ist ein deutlicher experimenteller Vorteil im
Vergleich zum HCV-System, in dem der NS3/4A-Komplex flr beide Prozesse essentiell ist (Lindenbach

et al., 2013; Tautz et al., 2015).

Fur HCV NS4A konnte sowohl dem N-terminalen als auch dem C-terminalen Anteil von NS4A eine
kritische Funktion in der Virionmorphogenese nahegelegt werden (Kohlway et al., 2014; Phan et al.,
2011). Es ist vorstellbar, dass der C-Terminus von HCV NS4A Interaktionen mit der NS3-
Proteaseoberflache eingeht (dhnlich zum CSFV NS4A in dieser Studie) und durch verdnderte Protein-
Protein-Interaktionen den Wechsel zwischen der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese
reguliert wird. In diesem Zusammenhang ist auffallig, dass sowohl im HCV NS4A das Zentralpeptid als
auch die Kink-Region im Vergleich zum pestiviralen NS4A kiirzer ist (Abb. 5.2). Ferner ist die HCV NS4A
Kink-Region im Vergleich zum Pestivirus-NS4A weniger stark konserviert (Abb. 5.2). Die Tatsache, dass
die HCV NS4A Kink-Region im Vergleich zur pestiviralen NS4A Kink-Region um 2 Aminosduren verkirzt
ist, lasst eine schwachere Auspragung von Oberflaichenkontakten als wahrscheinlich erscheinen.
Weiterhin ist auffallig, dass sich in der HCV NS4A Kink-Region ein weiteres Prolin befindet, wodurch
sich die Sequenz -PXXXP- ergibt. Da diese Sequenzabfolge keine definierte Sekundarstruktur bildet, ist
es wahrscheinlich, dass sie eine Oberflachenloopstruktur oder Schleife ausbildet (MacArthur and
Thornton, 1991). Insgesamt ist zu vermuten, dass die HCV NS4A Kink-Region eine hohere Flexibilitat

im Hinblick auf Oberflacheninteraktionen besitzt im Vergleich zum pestiviralen NS4A. Dies kdnnte ein
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weiterer Grund dafiir sein, warum die NS3/4A-Oberflicheninteraktion fir HCV bisher noch nicht

strukturell dargestellt werden konnte.

minimale Kofaktordoméne

Pestivirus NS4A Zentralpeptid Kink saure Domine
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Abb. 5.2: Vergleich des pestiviralen- und hepaciviralen NS4A. (Oben) Schematische Darstellung und
Sequenzvergleich des pestiviralen NS4A sowie dessen Einteilung in das Zentralpeptid, die Kink-Region und die
saure Domaéne. Die Einteilung wurde aufgrund der in dieser Arbeit durchgeflihrten Strukturanalysen und in
Anlehnung an die Einteilung von HCV NS4A vorgenommen. Die experimentell bestimmte minimale
Kofaktordomane aus Tautz et al. 2000 ist gekennzeichnet. (Unten) Schematische Darstellung, Sequenzvergleich
und Domanenorganisation von HCV NS4A. Das experimentell bestimmte Minimalpeptid aus Bartenschlager et
al. 1995 ist gekennzeichnet. Farbschema: gelb (konserviert); blau (vorrangige AS an dieser Position); griin (gleiche
AS-Klasse), weil} (keine Konservierung und verschiedene AS-Klasse).

Die Daten der vorliegenden Arbeit implizieren, dass die Modulation der Interaktion zwischen der NS3
Proteasedomdne und der NS4A Kink-Region einen molekularen Schalter darstellt, um
Konformationsanderungen in NS3/4A-Komplexen zu induzieren, sodass diese entweder bevorzugt in

der RNA-Replikation oder in der Virionmorphogenese genutzt werden konnen (Tab. 5.1).
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Tabelle 5.1 Befdhigung verschiedener NS3/4A-Komplexe bzw. des NS2-3/4A Komplexes zur Abschwachung der
NS3/4A-Kink Interaktion, RNA-Replikation und pestiviralen Virusverpackung in cis oder in trans.

Proteinkomplex Aﬁ::l'{cv?\::::g RNA-Replikation Verz,azilzung Vei;p:::;ing
NS3/4A - +++ - -
NS3/4A (3/V132A) + +4++ + +
NS3/4A (4A/LASA) ++ + + +
NS3/4A (4A/YATA) + ++ + +
NS3/4A (4A/LA5-Y47-AA) +++ - n.d. +
NS2-3/4A + - + +

n.d.: nicht durchgefiihrt

Inwieweit der Wechsel zwischen der offenen- und der geschlossenen Konformation von NS3/4A-Kink
in der NS2-3-unabhangigen Virionmorphogenese dynamisch verlauft, durch einen alternierenden
Wechsel zwischen beiden Formen oder ob ein gewisser Prozentsatz der NS3/4A-Komplexe in der einen
bzw. in der anderen Konformation vorliegt, ldsst sich aus den Untersuchungen dieser Arbeit nicht
sagen. Dass virale Proteine bzw. Proteinkomplexe prinzipiell zum dynamischen Wechsel zwischen
verschiedenen Konformationen befahigt sind, zeigen Studien zur Virionstruktur von unbehiillten Viren

(Lewis et al., 1998) sowie von behillten Viren, wie den Flaviviren (Kuhn et al., 2015).

Die Ausbildung unterschiedlicher Konformationen kénnte die Rekrutierung weiterer spezifischer
viraler- oder zelluldrer Faktoren ermoglichen, wodurch in ihrer Proteinzusammensetzung
verschiedene NS3/4A-Komplexe entweder in der RNA-Replikation oder in der Virionmorphogenese
verwendet werden kénnen. Damit der virale Lebenszyklus in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3
jedoch effizient ablaufen kann, muss ein Gleichgewicht zwischen den NS3/4A-Komplexen bestehen,
die in der RNA-Replikation oder in der Virionmorphogenese aktiv sind. Das Verschieben dieses
Gleichgewichts in die eine oder andere Richtung fuhrt entweder zur Verpackungsunfihigkeit (NS3/4A
Wildtyp — nur RNA-Replikation) oder zur Replikationsinkompetenz (NS3/4A mit 4A/L45-Y47-AA — nur
verpackungsfahig) des entsprechenden Virus. Die kritische Bedeutung dieses Gleichgewichts wurde in
dieser Arbeit u.a. bei der Verwendung des monocistronischen Virus mit den Mutationen 2/E440V und
L45A im NS4A deutlich. Dieses Virus ist in der RNA-Replikation eingeschrankt und weist an friihen
Zeitpunkten im Vergleich zu den Virusderivaten, die anstelle von 4A/L45A fur 3/V132A oder 4A/Y47A
kodieren, einen geringeren Virustiter auf (Abb. 4.9). Die Beobachtung, dass das monocistronische
Virusderivat mit den Austauschen 2/E440V und 3/V132A effizient Virionen produzieren kann, obwohl
es nur einen relativ geringen Anteil von verpackungsfahigen (,,offenen”) NS3/4A-Komplexen ausbildet
(Abb. 4.3), deutet darauf hin, dass in der Zelle nur eine limitierte Anzahl an aktiven

Verpackungskomplexen bendtigt werden. Die kritische Bedeutung der Regulation zwischen der RNA-
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Replikation und der Virionmorphogenese verdeutlichen u.a. die Arbeiten von Pietschmann et al. mit
HCV, in denen sog. REM'’s (engl. replication enhancing mutations, REM) im NS3 und NS5A identifiziert
werden konnten, die die RNA-Replikation verstarken, sich jedoch negativ auf die Produktion infektioser
Virionen auswirken (Pietschmann et al., 2009). Diese Beobachtungen weisen ferner darauf hin, dass
sowohl die RNA-Replikation als auch die Virionmorphogenese durch Protein-Protein-Interaktionen
reguliert werden, die in spezialisierten Proteinkomplexen ausgebildete werden, die fiir den jeweiligen
Prozess benétigt werden. Diese enge Kopplung zwischen der RNA-Replikation und der
Virionmorphogenese konnte ebenfalls bei Flaviviren beobachtet werden (Apte-Sengupta et al., 2014;

Khromykh et al., 2001).

Neben der Modulation der NS3/4A-Kink Oberflicheninteraktion ist eine weitere kritische
Determinante fir die NS2-3-unabhédngige Virionmorphogenese die Mutation E440V in der NS2-
Proteasedomédne (Klemens et al., 2015). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die essentielle
Bedeutung dieser Mutation fiir die NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese bestatigt werden (Abb.
4.11). Eine eindeutige Aussage Uber die genaue Funktion dieser Mutation lasst sich bisher nicht
machen, da von NS2 oder dem ungespaltenen pestiviralen NS2-3 keine Strukturinformationen
verflgbar sind. Aus friiheren Studien ist jedoch bekannt, dass die strukturelle Integritdt von NS2
essentiell fir die NS2-3-unabhéngige Virionmorphogenese ist, da die C-terminale Verkiirzungen von
NS2 um 10 AS und Mutationen im Zink-bindenden Motiv die Partikelbildung inhibieren (Lattwein et

al., 2012).

Flr HCV ist bekannt, dass NS2 eine zentrale Schliisselrolle in der Virionmorphogenese einnimmt, da es
in der Lage ist sowohl mit den Strukturproteinen (z.B. E2) als auch mit den Nichtstrukturproteinen (p7,
NS3 und zu einem geringeren Anteil mit NS5A) (Jirasko et al., 2010) zu interagieren. Man geht davon
aus, dass NS2 als Plattform fiir die Assemblierung von infektiosen Virionen fungiert und die viralen
Glykoproteine an die Orte der Virusproduktion rekrutiert (Dentzer et al., 2009; lJirasko et al., 2008;
Jirasko et al., 2010; Jones et al., 2007; Ma et al., 2011; Phan et al., 2009; Yi et al., 2009). Eine fir die
HCV Virionmorphogenese essentielle Interaktion von NS2 besteht mit dem NS3-Protein (Jirasko et al.,
2010; Phan et al., 2009). Ob diese Interaktion direkt ist oder Uber zellulare- oder virale Faktoren
vermittelt wird, ist bisher nicht eindeutig geklart. In den Studien von lJirasko et al. und Phan et al.
wurden Protein-Protein-Interaktionen zwischen NS2 und NS3 durch Mutationen in der NS2-
Transmembrandomane reduziert (Jirasko et al., 2010). Weitere Protein-Protein Interaktionen, z.B.
unter Beteiligung der NS2 und NS3 Proteasedomanen, erscheinen unter dem Gesichtspunkt moglich,
dass eine hydrophobe Oberflache auf der HCV NS3-Protease identifiziert werden konnte, die wichtig
fir die Aktivierung der NS2-Protease im NS2-NS3 Vorlauferprotein ist (Isken et al., 2015). Basierend

auf diesen Beobachtungen sind Interaktionen zwischen der NS2- und der NS3 Proteasedoméane im NS2-

106



5. Diskussion

NS3 Protein wahrscheinlich. Ob diese oder andere Oberfldcheninteraktionen nach der NS2-NS3
Spaltung ebenfalls zur Virionmorphogenese beitragen, muss jedoch weiter untersucht werden. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Mutationen auf der NS3-Oberflache, welche die
NS2-Aktivierung im  NS2-NS3 Kontext inhibierten, keinen detektierbaren Effekt auf
Proteininteraktionen zwischen NS2 und NS3 in einem HCV NS2-IRES-NS3 Volllangevirus Derivat haben
(Isken et al., 2015). Dass die HCV NS2 Proteasedomane an essentiellen Interaktionen fir eine effiziente
Virionmorphogenese beteiligt ist, konnte experimentell belegt werden, da sich Aminosdureaustausche
auf der NS2-Proteaseoberflache inhibierend auf die Verpackung von HCV auswirkten (Dentzer et al.,
20009). Da sich die fir die NS2-3 unabhangige Virionmorphogenese essentielle Mutation NS2/E440V in
der pestiviralen NS2-Proteasedomane lokalisiert ist, ware es denkbar, dass der Austausch E440V die
Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen mit der NS3-Proteaseoberfliche ermdglicht, um die

Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 in der Virionmorphogenese funktionell zu kompensieren.

Interessanterweise besitzt die von Isken et al. identifizierte NS3-Proteaseoberflache, bestehend aus
Y105, P115 und L127 eine duale Funktion, da sie sowohl essentiell fiir die NS2-Aktivierung und kritisch
fir die Assemblierung der viralen Replikase ist (Isken et al., 2015). Da diese hydrophobe NS3-
Oberfliche von HCV in der NS3/4A-Struktur ahnlich lokalisiert ist, wie die CSFV NS3/4A-Kink
Interaktionsoberflache (Abb. 5.1), lasst vermuten, dass die CSFV NS3-Oberfliche um Aminosaure
M132, eine zu HCV-vergleichbare duale Funktion in der pestiviralen NS2-3-unabangigen
Virionmorphogenese besitzt. Es ist denkbar, dass diese NS3-Oberflache Protein Interaktionen mit der
NS4A Kink-Region wahrend der RNA-Replikation und mit NS2 (mit der Mutation E440V) in der NS2-3-
unabhangigen Virionmorphogenese eingeht, um diese Prozesse funktionell zu unterstitzen. Die ersten
vielversprechenden Interaktionsstudien dahingehend wurden bereits von Schlotthauer F.
durchgefiihrt und deuten auf die Existenz solcher NS2/NS3-Interaktionen hin (Schlotthauer, 2017). Es
sind jedoch umfassendere Interaktionsstudien in diesem Zusammenhang notwendig, um den Beitrag

von 2/E440V in diesem Kontext genau zu bestimmen.

Die Identifikation der Aminosdureaustausche 2/E440V und 3/V132A, welche die Virionmorphogenese
in Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 ermoglichen, war wegweisend fiir die vorliegende Arbeit
und das Verstandnis des zugrundeliegenden Mechanismus. Dennoch benétigen Wildtyp-Pestiviren
ungespaltenes NS2-3 in Komplex mit NS4A fiir die Verpackung infektidser Virionen (Agapov et al.,
2004; Moulin et al., 2007). Dadurch stellte sich die Frage, ob der NS2-3/4A-Komplex eine offene
Konformation hinsichtlich der NS3/4A-Kink Oberflacheninteraktion einnehmen kann. Mithilfe des
TEVP-Spaltungsassays konnte fiir den NS2-3/4A-Komplex im Vergleich zum NS3/4A-Komplex eine
erhohte Zuganglichkeit der TEV-Spaltstelle fir die TEV-Protease nachgewiesen werden (Abb. 4.14). Aus

diesen Beobachtungen ldsst sich schlussfolgern, dass NS2 im NS2-3/4A-Komplex die
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Oberflacheninteraktion zwischen der NS3 Proteasedomédne und der NS4A Kink-Region dahingehend
moduliert, dass diese Interaktion abgeschwacht wird und sich eine offenere Konformation ausbilden
kann. Dies resultiert in der Bildung eines verpackungskompetenten Proteinkomplexes. Dieses Modell
wird u.a. dadurch unterstiitzt, dass der N-Terminus von NS3 in unmittelbarer Nahe zur NS3/4A-Kink
Interaktionsoberflache liegt (Abb. 4.1 B und C sowie 5.1). Im Kontext eines NS2-3/4A-Komplexes
kdnnte somit der C-terminale Anteil von NS2 durch seine Lokalisation in direkter Nahe zur NS3/4A-
Kink Interaktionsoberflache diese Oberflacheninteraktion sterisch beeinflussen bzw. durch eine
direkte Interaktion zwischen NS2 und NS3 an dieser Oberflache die Anlagerung des C-terminalen
Anteils des NS4A-Kofaktors an die NS3 Protease behindern. Diese Hypothese einer sequentiellen
Abfolge von funktionellen Protein-Protein Interaktionen wird durch die Arbeiten von Isken et al.
unterstitzt, in denen experimentell belegt werden konnte; dass die Interaktion zwischen NS2 und NS3
im ungespaltenen NS2-NS3 Vorlauferprotein durch die Aktivierung der NS2-Protease und die NS2-3-
Spaltung aufgeldst werden muss, um Interaktionen von NS-Proteinen mit dem NS3 zu ermdglichen,
die zur NS5A Hyperphosphorylierung (Interaktionen von NS3-5A) und letztlich zum funktionellen
Replikasezusammenbau (Interaktionen von NS3-5B) flihren (Isken et al., 2015). Die Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit und die Studie von Isken et al. lassen fiir beide Genera vermuten, dass die
Anwesenheit von NS2 im NS2-3/4A-Komplex mit einer strukturellen Verdanderung einhergeht, welche
die Assemblierung der viralen Replikase unterbindet. Weitere Schlussfolgerungen in diesem

Zusammenhang bendtigen jedoch die Unterstiitzung durch eine NS2-3 Kristallstruktur.

Aus den Erkenntnissen dieser Arbeit konnte ein Modell zur Regulation der RNA-Replikation und
Virionmorphogenese von Pestiviren in An- und Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 entwickelt

werden (Abb. 5.3).
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Pestiviraler Lebenszyklus:
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Abb. 5.3: Modell zur pestiviralen RNA-Replikation und Virionmorphogenese in An- und Abwesenheit von
ungespaltenem NS2-3. (Links: Wildtyp-Situation) Im pestiviralen Lebenszyklus wird der NS3/4A-Komplex
essentiell fir die RNA-Replikation benétigt. In der Virionmorphogenese ist hingegen nur der NS2-3/4A-Komplex
funktionell aktiv ist. Wahrend der NS3/4A-Komplex durch die stabile Oberflacheninteraktion zwischen der NS3
Proteasedomdne und der NS4A Kink-Region eine kompakte Konformation ausbildet (NS3/4A-Kink geschlossen),
sorgt der NS2-Anteil innerhalb des NS2-3/4A-Komplexes fir eine Reduktion bzw. Verdnderung dieser Interaktion,
was in einer offenen Komplexkonformation resultiert, die fir die Virionmorphogenese benotigt wird (NS3/4A-
Kink offen). NS3 (rot), NS2 (violett), ungespaltenes NS2-3 (hell violett-rot), NS4A (blau), das NS4A-Zentralpeptid
(blauer Pfeil) und die NS4A Kink-Region (blaue Schlangenlinie - Kink) sind eingezeichnet. (Rechts: NS2-3-
unabhangig) In Abwesenheit von ungespaltenem NS2-3 werden fiir die Virionmorphogenese kompensatorische
Mutationen in der NS2 Proteasedoméne (E440V) und im NS3/4A-Komplexes benotigt. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass die Austausche V132A (NS3), L45A und Y47A (NS4A) zur Konformationsdnderung an der NS3/4A-Kink
Interaktionsoberflache fihren, sodass der NS3/4A-Komplex eine offene Konformation einnimmt, die fur die NS2-
3-unabhéngige Virionmorphogenese essentiell ist. Ferner deuten die Untersuchungen darauf hin, dass eine
kompakte Konformation in der RNA-Replikation favorisiert wird. Folglich ermoglicht die Modulation der NS3/4A-
Kink Oberflacheninteraktion den Wechsel zwischen der RNA-Replikation und der Virionmorphogenese.

5.3  Ausblick

Die Identifikation alternativer NS3/4A-Komplexkonformationen, bedingt durch veranderte Protein-
Protein-Interaktion zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region, war essentiell fiir
die mechanistische Aufklarung der NS2-3-unabhdngigen Virionmorphogenese und st
richtungsweisend fiir das Verstandnis der Modularitdat und Multifunktionalitat viraler Proteinkomplexe
im pestiviralen Lebenszyklus. Die Erkenntnis, dass eine kompakte NS3/4A-Konformation fir die RNA-
Replikation benétigt wird, wihrend eine offene NS3/4A-Komplexkonformation die NS2-3-unabhingige
Virionmorphogenese unterstitzt, ist fir das Verstandnis der Zusammensetzung von replikations- bzw.
verpackungskompetenten viralen Proteinkomplexen von grofler Bedeutung. Die detaillierte
Untersuchung der NS2-3-unabhédngigen Virionmorphogenese sollte die weitere Charakterisierung
spezialisierter multifunktioneller Proteinkomplexe ermdoglichen, die an der RNA-Replikation bzw. der
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Virionmorphogenese beteiligt sind und helfen, deren spezifische Funktionen in dem jeweiligen Prozess
und ihre Relevanz fiir den pestiviralen Lebenszyklus zu ergriinden. Da sich die Interaktion zwischen der
NS3 Proteasedomane und dem C-terminalen Anteil von NS4A maoglicherweise nicht nur auf die NS4A
Kink-Region beschrdnkt, sondern eventuell die saure Domane von NS4A einschlief3t, sind Studien zur
Aufklarung der authentischen Struktur des pestiviralen NS3/4A-Komplexes anzustreben. Die
Identifikation weiterer Kontaktpunkte zwischen der NS3 Proteasedomdne und dem C-terminalen
Anteil NS4A wiirde die detaillierte Kartierung der NS3/4A-Interaktionsoberflache ermoglichen. Diese
Studien konnten von der Verwendung des pDuet-Vektor/Expressionssystems profitieren, da dieses
System bereits erfolgreich fur die Aufklarung der Interaktionen der zytoplasmatischen Anteile eines
ZIKV NS2B/NS3-Komplexes genutzt werden konnte (Zhang et al., 2016). Da der C-terminale Anteil von
NS4A und dessen Interaktion mit der NS3 Proteasedomane kritisch fiir die RNA-Replikation und die
Virionmorphogenese ist, sollte die weitere Charakterisierung dieses Bereiches hinsichtlich seiner
Beteiligung an diesen Prozessen untersucht werden. Weiterfilhrende Mutagenesestudien mit Fokus
auf die NS4A Kink-Region und die saure C-terminale NS4A Domane ermoglichen die ausfiihrliche
Charakterisierung dieser Teilbereiche hinsichtlich ihrer Beteiligung an der RNA-Replikation bzw. der
Virionmorphogenese. In diesem Zusammenhang konnte mithilfe des trans-Komplementationsassays
auRerdem untersucht werden, inwiefern Teilbereiche/Domanen von NS4A essentiell in der
pestiviralen Virionmorphogenese bendtigt werden. Von besonderem Interesse ware hierbei, ob die
NS4A-TM flr die erfolgreiche trans-Komplementation eines verpackungsinkompetenten Virus
benétigt wird. In diesem Zusammenhang ist die Frage interessant, ob diese NS4A TM-Domaéne Protein-
Protein-Interaktionen zwischen dem verpackungskompetenten NS2-3/4A-Komplex und dem
replikationsaktiven NS3/4A-Komplex ermdglicht. Erkenntnisgewinne diesbezliglich waren besonders
interessant, da sie Aufschluss dariber geben wiirden, ob in Pestivirus-infizierten Zellen

Replikationskomplexe mit Verpackungskomplexen tiber die NS4A-TM in Kontakt stehen.

Die Aufklarung der Bedeutung des Austausches E440V in der NS2 Proteasedomane fir die NS2-3-
unabhangige Virionmorphogenese ist ebenfalls von hohem Interesse, um das molekulare Verstandnis
dieses Prozesses weiter zu vertiefen. In der vorliegenden Arbeit wurde nahegelegt, dass durch die
reduzierte Oberflacheninteraktion zwischen der NS3 Proteasedomane und der NS4A Kink-Region ein
hydrophobes Oberflachenareal auf der NS3 Proteasedomine freilegt wird, welches die
Aminosaureposition 132 einschlieBt. Eine attraktive Hypothese dieser Arbeit ist, dass diese
hydrophobe NS3-Oberfliche an der Bindung von NS2 beteiligt ist, um NS2/NS3 Interaktionen
einzugehen, die in der Lage sind, die Funktion von ungespaltenem NS2-3 zu kompensieren. Es ist
vorstellbar, dass die Mutation 2/E440V an dieser Interaktion beteiligt ist. Um diese Hypothese
detailliert zu untersuchen sollten weitergehende Protein-Protein-Interaktionsstudien durchgefiihrt

werden.
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Des Weiteren ist es interessant zu untersuchen, ob sich die Erkenntnisse dieser Arbeit auch auf andere
Pestiviren (z.B. CSFV) funktionell Gbertragen lassen. Dies wirde zu einem besseren molekularen
Verstandnis der pestiviralen Virionmorphogenese fihren. Die Adaptation anderer Pestiviren an die
NS2-3-unabhangige Virionmorphogenese birgt aulerdem das Potential weitere virale- oder zelluldre
Interaktionspartner zu identifizieren, die an diesen Prozessen beteiligt sind, wodurch die detaillierte

Charakterisierung der involvierten Proteinkomplexe ermdoglicht werden wiirde.
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