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EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

Das West-Nil-Virus wurde erstmalig 1937 in der West-Nil-Provinz Ugandas aus dem Blut
einer Patientin isoliert (Smithburn et al. 1946). Das Virus ist endemisch in Afrika,
Stdwestasien, Australien und in warmeren Teilen Europas (Kramer et al. 2007). Vor allem in
Griechenland sind in den letzten Jahren vermehrt epidemische Ausbriche dokumentiert
worden. 2010 forderte die vom West-Nil-Virus verursachte Enzephalitis 197 Erkrankungen
und 33 Todesopfer (Danis et al. 2011a; Danis et al. 2011b). Im Jahr 1999 wurde das Virus
zum ersten Mal an der Ostkiiste Nordamerikas nachgewiesen (Lanciotti et al. 1999). In nur
vier Jahren verbreitete es sich bis zur Westkiste, begleitet von regionalen Epidemien in den
Jahren 2002 und 2003 (Kilpatrick 2012). Im Jahr 2012 wurde die starkste West-Nil-Virus-
Epidemie in den USA seit 2003 mit Gber 5600 Erkrankungen und lber 280 Todesfallen
gemeldet (Arnold 2012; Petersen und Fischer 2012; Center for disease control and
prevention, CDC, 2012).

Das Virus wird durch eine Vielzahl verschiedener Stechmickenarten, vor allem der
Gattungen Culix und Aedes zwischen den Wirten Ubertragen (Kilpatrick 2012). Die hochsten
viralen Titer werden in Vogeln erreicht, die folglich der Hauptwirt fir die Vermehrung des
West-Nil-Virus sind. Weitere Wirte sind Menschen und Pferde, die aber aufgrund der
geringen Virdmie keine Rolle im Vermehrungszyklus einnehmen (Brinton 2002).

Die meisten Infektionen mit West-Nil-Virus verlaufen asymptomatisch, wahrend in 20-40 %
der Fille die Patienten grippedhnliche Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen, Ubelkeit und
Midigkeit (West-Nil-Fieber) aufweisen. Neuroinvasive Krankheiten (Beteiligung des Zentral-
nervensystems) wie Meningitis, Enzephalitis und akute schlaffe Lihmung treten in weniger
als 1 % der Falle auf, wobei dltere Menschen und Menschen mit einem geschwachten
Immunsystem ein hoheres Risiko aufweisen eine schwerwiegende Form der Krankheit zu
entwickeln (Brinton 2002; Kramer et al. 2007).

Obwohl es bis heute noch keine effektiven humanen Impfungen gegen das West-Nil-Virus
gibt, sind derzeit drei lizensierte Vakzine zur Immunisierung von Pferden erhéltlich. Einige
dieser Impfstoffe werden zurzeit in klinischen Studien der Phase | und Il zur Anwendung

beim Menschen verifiziert (De Filette et al. 2012; Petersen und Fischer 2012).

1.1. Phylogenetische Einordung des West-Nil-Virus

Das West-Nil-Virus gehort zur Familie der Flaviviridae, welche der Gruppe der (+)-Strang-
RNA-Viren zugeordnet ist. Die Typspezies der Flaviviridae ist das Gelbfiebervirus, welches
das erste identifizierte humanpathogene Virus (Reed und Agramonte 1983) und

Namensgeber der Familie ist (lateinisch flavus, ,gelb“). Die Familie der Flaviviridae wird

1



EINLEITUNG

weiterhin in drei Gattungen unterteilt: Pestivirus, Hepacivirus und Flavivirus (Abb. 1). Zu den
Pestiviren gehoren liberwiegend tierpathogene Vertreter mit 6konomischer Bedeutung fir
die Viehwirtschaft. Dazu zdhlen das bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV), das Virus der
klassischen Schweinepest (CSFV) und das Border-disease-Virus (BDV). Die Typspezies der
Gattung Hepacivirus ist das Hepatitis-C-Virus, dem Verursacher der Infektionskrankheit
Hepatitis C mit weltweit etwa 150 Millionen chronisch Erkrankten und mehr als 350000
Todesfallen jahrlich (WHO, 2012). Die Gattung Flavivirus ist mit Gber 70 Viren die grofSte
Gattung und umfasst hauptsachlich humanpathogene Vertreter, die verschiedene
Krankheiten wie Fieber, Enzephalitis oder hamorrhagisches Fieber verursachen (Lindenbach
et al. 2007). Dazu gehoren Erreger mit weltweiter Verbreitung wie z.B. das Dengue-Virus
(DENV), das Japanische Enzephalitis-Virus (JEV), das West-Nil-Virus (WNV) und

Flaviviridae
Pestivirus Hepacivirus Flavivirus
Bovines Virusdiarrhoe-Virus Hepatitis-C-Virus I
Border disease -Virus l l
Virus der klassischen Schweinepest mosquito-borne tick-borne
Dengue-Virus FSME-Virus

Japanisches Enzephalitis -Virus
Gelbfiebervirus
St. Louis Enzephalitis -Virus

West-Nil-Virus
|
Lineage | Lineage Il
Kunjin-Virus

Abb. 1. Die Virusfamilie der Flaviviridae. Die Familie Flaviviridae wird in drei Gattungen unterteilt: Pestivirus, Hepacivirus
und Flavivirus. Die Gattung Flavivirus wird weiterhin in die Kategorie der von Stechmiicken libertragenen Viren (mosquito-
borne) sowie in die Kategorie der von Zecken Ubertragenen Viren (tick-borne) unterteilt (ndhere Erlduterung siehe Text).
Des Weiteren ist die 17 A-Struktur eines West-Nil-Virions gezeigt, die mit Kryo-Elektronenmikroskopie bestimmt wurde
(Mukhopadhyay et al. 2003). (A) Darstellung der Oberflache des Virus mit einer asymmetrischen Einheit des lkosaeders.
Die 5-fach und 3-fach ikosaedrischen Symmetrieachsen sind markiert. (B) Querschnitt des Virus mit den konzentrischen
Schichten unterschiedlicher Dichte. lipid bilayer = Lipiddoppelschicht, E = envelope, M = membrane, FSME = Frihsommer-
Meningoenzephalitis.

das Gelbfiebervirus (YEV) sowie regional auftretende Erreger wie z.B. das Frihsommer-
Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus) und das St. Louis Enzephalitis-Virus (SLEV) (Abb. 1).

Flaviviren werden weiterhin in die Kategorie der von Stechmiicken Ubertragenen Viren
(mosquito-borne) sowie in die Kategorie der von Zecken Uibertragenen Viren (tick-borne)
unterteilt. Das West-Nil-Virus wird anhand von Sequenzvergleichen des Envelope-Proteins in

zwei Abstammungslinien unterteilt. WNV-Isolate, die mit humanen Krankheiten in
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Verbindung gebracht wurden, sind der Abstammungslinie 1 zuzuordnen (Lanciotti et al.
2002). Das Kunjin-Virus ist ein abgeschwachter Subtyp des West-Nil-Virus und ist in Asien

und Australien endemisch (Heinz et al. 2000).

1.2. Flaviviraler Lebenszyklus

Das RNA-Genom von Flaviviren ist von einem Kapsid mit ikosaedrischer Symmetrie umgeben
(Abb. 1). Das Kapsid besteht aus einer Lipid-bilayer-Membran in der zwei Glykoproteine
(prM und E) mit ihren je zwei Transmembran-Helices eingelagert sind. Das prM (pre-
membrane)-Protein fungiert vermutlich als Faltungshelfer des E (envelope)-Proteins, welches
fiir die Rezeptorbindung und die Membranfusion verantwortlich ist. Das core-Protein ist bei
der Verpackung des viralen Genoms beteiligt, wodurch das Nukleokapsid gebildet wird
(Mukhopadhyay et al. 2003; Mukhopadhyay et al. 2005).

Flaviviren adsorbieren an die Oberfliche der Wirtszelle und gelangen in die Zelle durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose (Abb. 2). Bislang konnte gezeigt werden, dass das aVp3-
Integrin ein funktioneller Rezeptor fir die Infektion mit WNV ist (Chu und Ng 2004; Lee et al.
2006). Der niedrige pH-Wert in den endosomalen Vesikeln fuhrt zu einer Konformations-
anderung des Virions, wodurch das Nukleokapsid in das Cytoplasma der Wirtszelle
freigesetzt wird (Allison et al. 1995). Die genomische RNA und das core-Protein dissoziieren
voneinander und die Translation des Polyproteins wird an der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) durch die zelluldre Translationsmaschinerie initiiert. Das
Polyprotein wird co- und posttranslational durch zellulare und virale Proteasen prozessiert.
Dabei entstehen die zuvor erwdhnten Strukturproteine core, prM und E sowie die
Nichtstrukturproteine NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5 (Lindenbach et al. 2007).
Wie auch andere (+)-Strang RNA-Viren, manipulieren Flaviviren die Membranen der
Wirtszelle, um die Ausbildung des viralen Replikationskomplexes zu unterstiitzen (Miller und
Krijnse-Locker 2008; den Boon und Ahlquist 2010; den Boon et al. 2010; Hsu et al. 2010).
Wegweisende Arbeiten mit dem Kunjin-Virus haben gezeigt, dass die Infektion mit Flaviviren
spezielle Membranstrukturen (vesicle packets) induziert, die Nichtstrukturproteine sowie
virale RNA enthalten (Westaway et al. 1997; Mackenzie et al. 1999). Weiterhin konnte
gezeigt worden, dass diese vesicle packets Einstlilpungen der ER-Membran sind (Welsch et
al. 2009), bei deren Induktion das Nichtstrukturprotein NS4A eine wichtige Rolle spielt
(Roosendaal et al. 2006; Miller et al. 2007). In diesen Einstllpungen amplifiziert der
Replikationskomplex, ausgehend von der (+)-Strang-RNA, komplementéare (-)-Strang-RNA-
Molekiile, die wiederum als Template fir die Synthese neuer genomischer (+)-Strang-RNA
dienen. Obwohl die flavivirale Replikation im Cytoplasma stattfindet, kann ein signifikanter
Anteil viraler Proteine wie NS5 und core im Zellkern infizierter Zellen nachgewiesen werden
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(Buckley et al. 1992; Bulich und Aaskov 1992; Kapoor et al. 1995; Forwood et al. 1999).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Zellkerne Flavivirus-infizierter Zellen aktive
Replikationskomplexe enthalten (Uchil et al. 2006). Die Bedeutung der flaviviralen
Replikation im Zellkern zusatzlich zur membrangebundenen Replikation im Cytoplasma ist

jedoch noch unklar.

o 7) Freisetzung
& der Virionen

1) Adsorption

(;! | 2) Rezeptor-vermittelte

Endozytose und uncoating 6)iReifung ¢

©

genomische RNA

', (+)

3) Translation

) TGN

Polyprotein

5) Zusammenbau | ; Golgi

4) Replikation =~
) g S

-

Zellkern

Abb. 2. Lebenszyklus der Flaviviridae. 1) Anheftung des Virions an Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle. 2) Rezeptor-
vermittelte Endozytose und Freisetzung der genomischen RNA in das Cytoplasma der Zelle. 3) Translation der
genomischen RNA und Prozessierung des Polyproteins durch zelluldre und virale Proteasen. 4) Assemblierung des
Replikationskomplexes an virus-induzierten Membranen. Der Replikationskomplex transkribiert die (+)-RNA in (-)-RNA,
welche wiederum als Matrize fur die Synthese neuer (+)-RNA-Molekile dient. 5) Assemblierung neuer Viruspartikel im
Endoplasmatischen Retikulum. 6) Vesikuldrer Transport und Reifung der Viruspartikel. 7) Freisetzung der Virionen in den
extrazelluldren Raum durch Exocytose (modifiziert nach Mukhopadhyay et al. 2005).

Die Bildung neuer Viruspartikel findet im Lumen des ER statt, wobei zuerst unreife Partikel
entstehen. Nachfolgend findet eine Spaltung des prM-Proteins im Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) statt, so dass reife, infektiose Viruspartikel gebildet werden (Stadler et al. 1997,

Elshuber et al. 2003). Reife Viruspartikel werden liber Exozytose aus der Zelle entlassen
(Abb. 2).
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1.3. Flavivirale Genomorganisation und Replikation

Das Flavivirus-Genom ist eine ca. 11 Kilobasen (kb) lange einzelstrangige RNA, die fir einen
offenen Leserahmen (ORF) kodiert, welcher von nicht-translatierten Regionen, der 5'UTR
und 3'UTR, flankiert ist (Abb. 3). Das flavivirale Genom Ubernimmt drei Funktionen im
Lebenszyklus. Es dient als messenger RNA (mRNA) fiir die Translation der viralen Proteine,
als Template wahrend der RNA-Replikation und es wird als genetisches Material in neue
Viruspartikel verpackt (Lindenbach et al. 2007). Das 5'-Ende der viralen RNA besitzt eine Typl
cap-Struktur (m7GpppAmp); am 3'-Ende befindet sich, im Gegensatz zu zellularen mRNAs,
kein PolyA-Schwanz (Wengler und Gross 1978). Der flavivirale ORF kodiert fir ein ca. 3400
Aminosdure langes Polyprotein, welches co- und posttranslational in Strukturproteine sowie
Nichtstrukturproteine prozessiert wird. Konservierte Sekundarstrukturelemente in der 5'UTR
und 3'UTR sind an der Initiation und Regulation der Translation und Replikation der viralen
RNA essentiell beteiligt (Lindenbach et al. 2007).

1.3.1. Der flavivirale ORF

Die Translation des flaviviralen ORFs resultiert in der Synthese der Strukturproteine core,
prM und E sowie der Nichtstrukturproteine NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5
(Abb. 3). Die Strukturproteine sind fur die Bildung neuer Viruspartikel notwendig. Die
Nichtstrukturproteine sind am Zusammenbau neuer Viruspartikel sowie an der viralen
Replikation beteiligt (Lindenbach et al. 2007). Bei den Nichtstrukturproteinen NS1, NS2A,
NS4A und NS4B sind die genauen Funktion wahrend dieser Prozesse jedoch noch nicht
bekannt. NS2B fungiert als Co-Faktor fiir die NS2B-NS3 Serinprotease, welche an der
Prozessierung des Polyproteins beteiligt ist (Falgout et al. 1991). Das flavivirale NS3 ist ein
multifunktionales Protein mit drei enzymatischen Aktivitditen. Dazu gehdren die bereits
erwahnte Protease-Aktivitdt, eine Helikase-Aktivitdt sowie eine RNA-Triphosphatase-
Aktivitat (Chambers et al. 1990; Wengler 1991; Warrener et al. 1993). Die Helikase-Aktivitat
ist hochstwahrscheinlich an der Umstrukturierung von Sekundarstrukturen des viralen RNA-
Genoms sowie an der Entwindung des RNA-Doppelstrang-Intermediates wahrend der RNA-
Replikation involviert. Die RNA-Triphosphatase-Aktivitdt dient der Dephosphorylierung des
5'-Endes der viralen RNA im Zuge der cap-Formation.

Das Nichtstrukturprotein NS5 ist hoch konserviert und enthalt im N-terminalen Bereich eine
Methyltransferase- (Koonin 1993) sowie eine Guanyltransferase-Aktivitat (Issur et al. 2009)
und im C-terminalen Bereich eine RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp)-Aktivitdt (Grun
und Brinton 1986). Die Methyltransferase- und die Guanyltransferase-Aktivitaten sind bei

der Ausbildung und Modifizierung der cap-Struktur am 5'-Ende der viralen RNA beteiligt. Die
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RdRp-Aktivitat von NS5 katalysiert ausgehend von der genomischen RNA die Synthese des
(-)-Strang-RNA-Intermediates. Die (-)-Strang-RNA dient wiederum als Template fiir NS5 zur
Synthese neuer (+)-Strang-RNA-Molekiile. Die Replikation der flaviviralen RNA durch NS5 in
membrangebundenen Replikationskomplexen wird in Zusammenarbeit mit der Helikase NS3
sowie den anderen Nichtstrukturproteinen realisiert. Zusatzlich sind am Replikations-Prozess

vermutlich zelluldre Wirtsproteine beteiligt (Lindenbach et al. 2007).

1.3.2. Die flavivirale 3'UTR

Die flavivirale 3'UTR hat eine Lange von ca. 400 - 700 Nukleotiden (Nt) und unterscheidet
sich stark zwischen Vertretern der tick-borne- und der mosquito-borne-Flaviviren (Proutski et
al. 1997). Die 3'UTR der mosquito-borne-Flaviviren besitzt an ihrem 5'Ende eine AU-reiche
Region, die in ihrer Ldange variiert und fir die Replikation des Kunjin-Virus entbehrlich ist
(Pijlman et al. 2008). Downstream der AU-reichen Region befindet sich der konservierte
stem-loop SL-ll, der fiir die Bildung der sfRNA (small flaviviral RNA) notwendig ist. Diese ca.
0.5 kb lange nichtkodierende sfRNA ist einzigartig fur die Gattung Flavivirus und ist essentiell
fir die Cytopathogenitat und Pathogenitat flaviviraler Infektionen (Pijlman et al. 2008).
Weitere konservierte Sekundarstrukturen in der 3'UTR sind die fast identischen dumbbell-
(Hantel)-Strukturen, die als DB1 und DB2 bezeichnet werden. Diese Strukturen entstehen
durch Duplizierung der konservierten Sequenz CS2 (CS = conserved sequence) (Hahn et al.
1987; Proutski et al. 1997; Olsthoorn und Bol 2001). Des Weiteren haben
Strukturvorhersagen und biochemische Analysen die Anwesenheit von finf pseudoknot-
Strukturen in der 3'UTR gezeigt (Shi et al. 1996; Olsthoorn und Bol 2001). Ein pseudoknot ist
eine Struktur, die sich durch Basenpaarung von einzelstrangigen Nukleotiden der RNA einer
Haarnadelstruktur mit anderen komplementaren Nukleotidbereichen der RNA formiert.
Diese pseudoknots stabilisieren in der Regel Sekundarstrukturen der RNA (Brierley et al.
2007). Bei Flaviviren konnte gezeigt werden, dass sie die 3'UTR vor Nukleasen schiitzen und
wichtig fir die Generierung der sfRNA sind (Funk et al. 2010). Die bisher erwadhnten
Sekundarstrukturen der 3'UTR tragen zu einer effizienten Replikation bei, sind aber nicht
essentiell. Dagegen sind die terminalen ca. 100 Nt, die einen stabilen stem-loop (3'SL)
ausbilden, unentbehrlich fur die Replikation von Flaviviren (Brinton et al. 1986; Tilgner und
Shi 2004; Elghonemy et al. 2005; Tilgner et al. 2005; Yu und Markoff 2005; Abb. 3). Upstream
des 3'SL befindet sich eine stark konservierte Nukleotidsequenz (3'CS) in mosquito-borne-
Flaviviren, die komplementar zu einer Sequenz (5'CS) ist, die in der fiur das core-Protein
kodierenden Region lokalisiert ist und eine zirkuldare Struktur des Genoms induziert (Abb. 3;
Hahn et al. 1987). Diese Zyklisierung ist essentiell fiir die Replikation, jedoch nicht fur die
Translation der viralen RNA (You und Padmanabhan 1999; Khromykh et al. 2001;
Bredenbeek et al. 2003; Corver et al. 2003; Lo et al. 2003; Nomaguchi et al. 2004).
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NS12A2B NS34A4B NS5

- s'ytTR —— Strukturgene 1 Nicht-Strukturgene 1 3y —

Zyklisierung

3'DAR1 3'Cs
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Abb. 3. Organisation und Sekundarstrukturen am 5'- und 3'-Ende der genomischen RNA des West-Nil-Virus. Ein einziger
offener Leserahmen kodiert flr Struktur (C = Core, prM = premembrane, E = envelope)- und Nichtstrukturproteine (NS1-
NS5). Am 5'- bzw. 3'-Ende der RNA befinden sich nichttranslatierte Regionen, die als 5'UTR und 3'UTR bezeichnet werden.
Die hier dargestellten Sekundéarstrukturen der RNA wurden experimentell nachgewiesen (Dong et al. 2008b). Die
Sekundarstrukturen beinhalten folgende konservierte Elemente: SLA (stem-loop A), SLB (stem-loop B), CS (conserved
sequence), UAR (upstream AUG region), DAR (downstream AUG region) und 3'SL (3'-stem-loop). Die komplementaren
Zyklisierungssequenzen in der 5'UTR und 3'UTR (CS, UAR, DAR1 und DAR2) tragen zu einer zirkuldren Konformation der
genomischen RNA bei, wodurch es zu Verdanderungen der Sekundarstruktur der RNA kommt. Das Nichtstrukturprotein
NS5 bindet spezifisch an die SLA-Struktur. Aufgrund der Zyklisierung der genomischen RNA wird der SLA-NS5-Komplex in
raumliche Ndhe zum 3'-Ende positioniert und erleichtert vermutlich die Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese durch die
RNA-abhangige RNA-Polymerase Aktivitat von NS5 (durch Pfeil dargestellt).

Eine weitere komplementare Basenpaarung, die zur Zyklisierung zwischen der 5'UTR und der
3'UTR beitragt, wird durch das 5'UAR-(upstream AUG region) und das 3'UAR-Element
vermittelt (Alvarez et al. 2005b; Alvarez et al. 2008; Zhang et al. 2008). Im Gegensatz zu den
einzelstrangigen CS-Sequenzen sind beide UAR-Sequenzen jedoch in stem-loop-Strukturen
angeordnet. Aufgrund dieser Situation ist eine Umstrukturierung der Sekundarstrukturen in
der 5'UTR und der 3'UTR notwendig, um eine 5'-3'-UAR-Basenpaarung zu erreichen (Abb. 3).

Vor kurzem wurde downstream des Startcodons eine weitere Zyklisierungssequenz (DAR =
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downstream AUG region) fir DENV und WNV identifiziert. Die DAR-Sequenz besteht beim
WNV aus zwei Bereichen und wird dementsprechend in DAR1 und DAR2 unterteilt (Abb. 3;
Dong et al. 2008b; Friebe und Harris 2010; Friebe et al. 2011).

1.3.3. Die flavivirale 5'UTR
Die flavivirale 5'UTR hat eine Ldnge von ca. 100 Nt. Obwohl die Sequenz der 5'UTR nur

schwach konserviert ist, ist eine einheitliche Sekundarstruktur bei allen Flaviviren erkennbar
(Brinton und Dispoto 1988). Die 5'UTR beginnt mit dem stabilen stem-loop A (SLA), der einen
variablen side-loop enthalt (Abb. 3; Dong et al. 2008b; Lodeiro et al. 2009; Polacek et al.
2009a). Die Arbeitsgruppe um Andrea Gamarnik hat einen zentralen Schritt der flaviviralen
RNA-Replikation entschlisselt. Diesem Replikationsmodell zu Folge dient der SLA als
Promotor fiir die virale Replikation, die durch die RNA-abhangige RNA-Polymerase-Aktivitat
von NS5 am 3'-Ende initiiert wird (Filomatori et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass die
spezifische Bindung von NS5 an den SLA essentiell fir die Replikation der viralen RNA ist. Es
wird vermutet, dass die durch die Zyklisierung der RNA induzierte raumliche Ndhe des SLA-
NS5-Komplexes zum 3'-Ende die Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese durch NS5 erleichtert
(Filomatori et al. 2006; Dong et al. 2008b; Lodeiro et al. 2009; Filomatori et al. 2011; Iglesias
et al. 2011). Downstream von SLA befindet sich ein weiterer konservierter stem-loop (SLB),
der die fir die Replikation essentielle Zyklisierungssequenz UAR, die DAR1-Sequenz sowie
das Startcodon AUG enthalt (Abb. 3; Alvarez et al. 2005b; Zhang et al. 2008).

1.3.4. Flavivirale RNA-Replikons

Die Entwicklung sogenannter RNA-Replikon-Systeme hat es ermoglicht gezielt die
Translation und Replikation von (+)-RNA-Viren zu untersuchen. Diese RNA-Replikons sind
subgenomische RNA-Molekiile, die die Fahigkeit haben autonom in Zellen zu replizieren. Sie
enthalten Deletionen der Regionen, die nicht essentiell sind fiir die Replikation. Fir die
Familie der Flaviviridae wurden Replikon-Systeme fir Kunjin-Virus (Khromykh und Westaway
1997), BVDV (Behrens et al. 1998) und HCV (Lohmann et al. 1999) etabliert. Das in dieser
Arbeit verwendete WNV-Replikon wurde zuerst von Shi et al. (2002) beschrieben. In diesem
Replikon sind iber 90 % der Strukturgenregion deletiert (Abb. 4). Weiterhin konnte in dieses
Replikon anstelle der Strukturgene ein Reportergen fiir die Renilla Luziferase inseriert
werden. Mit Hilfe dieses sensiblen Reportersystems ist es moglich zwischen der viralen

Translation und der RNA-Replikation zu unterscheiden (Lo et al. 2003).
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WNV Genom
A 5UTR 3UTR
—C prM E|NS12A2BNS34A4B NS5——

WNV Replikon
B 5UTR 3UTR
— C'E' NS12A2BNS34A4B NS5—

C WNYV Rluc Replikon
S'UTR 3'UTR
—cRiuclE' NS12A 2B NS3 4A 4B NS5

Abb. 4. Strukturelle Organisation der genomischen RNA des West-Nil-Virus und viraler Replikon-RNAs. (A) Das WNV
Genom kodiert fir Struktur (C = Core, prM = premembrane, E = envelope)- und Nichtstrukturproteine (NS1-NS5). Am 5'-
bzw. 3'-Ende der RNA befinden sich nichttranslatierte Regionen, die als 5'UTR und 3'UTR bezeichnet werden. (B) Bei dem
WNV Replikon ist der GroRteil der kodierenden Sequenz fiir die Strukturproteine deletiert. Diese Replikon-RNA repliziert
selbststandig, da die Anwesenheit der Nichtstrukturproteine hinreichend ist (Shi et al. 2002). (C) Das WNV Rluc Replikon
enthélt eine kodierende Sequenz fir die Renilla Luziferase (Rluc). Mit diesem Reporter-Replikon kann zwischen der
Translation und Replikation der viralen RNA unterschieden werden (Lo et al. 2003).

1.4. Die Rolle zellularer Proteine im Replikationsprozess von Flaviviridae

Aufgrund ihrer begrenzten GenomgroRe, die nur die Expression einer geringen Anzahl an
Genen zulasst, haben Viren Strategien entwickeln missen, um Faktoren, die durch die
Wirtszelle kodiert werden, in ihren Vermehrungszyklus einzubinden. So nutzen Flaviviren
neben der Translationsmaschinerie des Wirtes zur Synthese ihrer viralen Proteine eine
Vielzahl zellularer Proteine, die im viralen Lebenszyklus eine wichtige Rolle spielen (Ahlquist
et al. 2003; Krishnan et al. 2008; Fernandez-Garcia et al. 2009; Sessions et al. 2009). In den
letzten Jahren sind vermehrt zellulare Proteine identifiziert worden, die in der Replikation
der flaviviralen RNA involviert sind (Tabelle 1). Viele dieser Faktoren, wie z.B. eEF1A, La-
Antigen, Mov34 und NF90, binden an die konservierte 3'SL-Struktur der 3'UTR; inwiefern
diese Interaktion mit der viralen RNA die Replikation unterstitzt, ist jedoch nicht geklart. Zu
den bisher identifizierten Wirtsfaktoren im Lebenszyklus des WNV gehdéren u.a. der
Translationselongationsfaktor eEF1A, die stress granules-assoziierten Proteine TIA-1 (T-cell
restricted intracellular antigen-1) und TIAR (TIA-1 related) sowie die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-
Isomerase Cyclophilin A. eEF1A bindet spezifisch an den 3'SL der (+)-RNA und erleichtert die
(-)-Strang-RNA-Synthese liber einen noch unbekannten Mechanismus (Blackwell und Brinton
1997; Davis et al. 2007). TIA-1 und TIAR binden an den 3'SL der (-)-RNA und unterstiitzen die

(+)-RNA-Synthese; der genaue Mechanismus ist ebenfalls noch nicht bekannt. Weiterhin
9
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wird vermutet, dass diese ,Rekrutierung” von TIA-1 und TIAR an die virale RNA die Bildung
von stress granules inhibiert und somit den shutoff der zelluldren Translation verhindert (Li
et al. 2002; Emara und Brinton 2007). Fiur Cyclophilin A konnte ebenso eine Beteiligung an
der Replikation des WNV gezeigt werden. Die Depletion von Cyclophilin A fiihrte zu einer
Abnahme der Virustiter. AuBerdem interagiert Cyclophilin A mit genomischer RNA und NS5
im Replikationskomplex (Qing et al. 2009).

Da die (+)-Strang-RNA zum einen als Template fir die Translation der viralen RNA und zum
anderen als Template fiir die RNA-Synthese der (-)-Strang-RNA genutzt wird, ist es wichtig
diese beiden Prozesse miteinander zu koordinieren (Gamarnik und Andino 1998; Janda und
Ahlquist 1998; Barton et al. 1999; Schwartz et al. 2002; Isken et al. 2004). In diesem
Zusammenhang wurden zelluldre Faktoren identifiziert, die beim Wechsel von Translation zu
Replikation involviert sind und dabei eine Zirkularisierung des viralen Genoms induzieren
(Diez et al. 2000; Herold und Andino 2001; Isken et al. 2003; Isken et al. 2007; Ray und Das
2011; Kumar et al. 2013).

Tabelle 1. Zelluldre Proteine, die am Lebenszyklus von Flaviviren beteiligt sind

viraler
Name zellulare Funktion Virus virale Funktion Interaktions- Referenz
partner
eEF1A Translations- WNV  Synthese von (-)- (+)-3'sL (Blackwell und Brinton
elongationsfaktor RNA NS3 und NS5 1997; Davis et al.
2007; Davis et al.
2013)
DENV (+)-3'sL (De Nova-Ocampo et
al. 2002)
TIAR/TIA-1 Stressantwort, WNV  hemmt die Bildung (-)-3'SL (Li et al. 2002; Emara
Spleil3en, von stress und Brinton 2007;
Translation granules, Synthese Emara et al. 2008)
von (+)-RNA
Cyclophilin Proteinfaltung WNV  Replikation genomische (Qing et al. 2009)
RNA, NS5
YB-1 Translation, DENV  antiviral (+)-3'sL (Paranjape und Harris
Transkription, 2007)
mRNA-Stabilitat
La Transkriptions- DENV  unbekannt 3'UTR, 5'UTR (De Nova-Ocampo et
termination der al. 2002; Garcia-
RNA-Polymerase lll, Montalvo et al. 2004;
Proteintransport Yocupicio-Monroy et
al. 2007)
JEV Virusvermehrung (+#)-3'SL, 5'UTR  (Vashist et al. 2009;
Vashist et al. 2011)
Mov34 Bestandteil des JEV unbekannt (+)-3'sL (Ta und Vrati 2000)

Proteasoms

10
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PTB Pre-mRNA- DENV Translation und 3'UTR (De Nova-Ocampo et
Spleilen, Replikation al. 2002; Agis-Juarez et
MRNA-Stabilitat, al. 2009)
mMRNA-Lokalisation

NF90 mRNA-Stabilitat, DENV  Virusvermehrung (+)-3'sL (Gomila et al. 2011)
Posttranskriptionale
Regulation,
Translation

hnRNPA2 Posttranskriptionale JEV Replikation (-)-5'UTR, Core  (Katoh et al. 2011)
Regulation,
Telomer-Biogenese

PABP Translation DENV  Translation 3'UTR (Polacek et al. 2009b)

3-hydroxy- Cholesterin- Virus-induzierte (Mackenzie et al.

methyglutaryl- . WNV unbekannt
biosynthese Membranen 2007)

CoA reductase

Importin a/B Proteintransport in DENV Import von NS5 in NS5 (Pryor et al. 2007)
den Zellkern den Zellkern

DNAIC14 Transport des YFV Zusammenbau des  NS3 (Yietal. 2011; Yi et al.
Dopamin D;- Replikations- 2012)
Rezeptors komplexes

eEF1A = eukaryotic elongation factor 1A; TIA-1 = T-cell-restricted intracellular antigen-1; TIAR = TIA-1-related protein; YB-1 =
Y-box-binding protein 1; La = Autoantigen La; PTB = polypyrimidine tract binding protein; NFAR = nuclear factor associated
with RNA; hnRNPA2 = heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2; PABP1 = poly(A)-binding protein 1

1.5. Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Wirtsfaktoren des West-Nil-Virus identifiziert und
charakterisiert werden, die den RNA-Replikationsprozess und hier speziell den ersten Schritt
dieses Prozesses, die Synthese des (-)-Strang-Intermediates, unterstitzen. Das Screening
nach solchen Faktoren sollte dabei mit Hilfe eines in vitro-Systems erfolgen, mit dem die (-)-
Strang-RNA-Synthese durch die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5 in vitro dargestellt
werden kann. In diesem in vitro-System identifizierte Kandidaten sollten dann weiter
bezilglich ihrer spezifischen Rolle im WNV-Lebenszyklus untersucht werden. Insbesondere
sollte der molekulare Mechanismus aufgeklart werden, tGber den ein Wirtsfaktor die virale

Replikation unterstitzt.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien, Puffer und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien, soweit nicht anders angegeben,
wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Becton Dickinson (Heidelberg), AppliChem
(Darmstadt), Merck (Darmstadt), ThermoFisher Scientific (Waltham, USA), Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), Serva (Heidelberg), Th. Geyer (Renningen) und Diagonal (Miinster) bezogen. Die
Herkunft kommerziell erhéltlicher Enzyme ist an den jeweiligen Textstellen angegeben. Es

wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet.

2.2. Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Plasmide sind in Tabelle 2

aufgelistet. Die Konstruktion der Plasmide ist im Anhang aufgefiihrt.

Tabelle 2: Bakterienstimme und Plasmide

Referenz/

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Herkunft

Escherischia coli

F~, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), $80/acZAM15,

One Shot®TOP10 AlacX74, recAl, araD139 ,A(araleu)7697, galU, life technologies,

R Darmstadt
galK, rpsL (Str), endAl, nupG
BL21-CodonPlus®- E. coli B F, ompT, hsdS(rs” mg'), dem”, Tet', gal life technologies,
RP A(DE3) endA, Hte [argU prol Cam'] Darmstadt
Promega,

® _ r J 1 -
pGEM® -T Easy amp, lacPOZ', zur Klonierung von PCR-Produkten Madison, USA

life technologies,

pCR®4-TOPO® amp', kan", zur Klonierung von PCR-Produkten
Darmstadt

pUC18 amp', Klonierungsvektor NEB, Ipswich, USA

life technologies,

CDNAS5/TO " E i kt
o] / amp, Expressionsvektor Darmstadt

Dr. Eva B -
pETSUMOadapt  kan', Expressionsvektor, Derivat r. Eva Bosse

Doenecke
pWNVRep WNV Replikon (Stamm NY 2000-crow3356) (Shi et al. 2002)
SFri2 NS5 (West-Nil-Virus) in pETSUMOadapt diese Arbeit
SFri4 HNRNPD (Isoform p45) in pETSUMOadapt diese Arbeit

Derivat von pWNVRep, Hepatitis-Delta-Ribozym

SFri8 (HDVr) downstream der 3'UTR diese Arbeit
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SFri9 Derivat von SFri8, NS5 DggoA, replikationsdefizient diese Arbeit
SFrill Derivat von SFri8, Rluc FMIDV2A in Aflll-Schnittstelle diese Arbeit
SFril7 5'UTR (West-Nil-Virus) in pUC18 diese Arbeit
SFril8 3'UTR (West-Nil-Virus) in pUC18 diese Arbeit
SFri23 Derivat von SFri8, ANS1-NS5 (sgRNA) diese Arbeit
SFri26 Derivat von SFri23, CS in der 5'UTR mutiert diese Arbeit
Derivat von SFri26, CS in der 3'UTR mutiert
SFri27 . . diese Arbeit
(Komplementationsmutation)
SFri28 Derivat von SFri23, SLA der 5'UTR mutiert diese Arbeit
SFri30 Derivat von SFri 8, ANS1-NS5-3'UTR’ (sgRNAAAU) diese Arbeit
SFri31 Derivat von SFri23, DAR2 in der 3'UTR mutiert diese Arbeit
SFri32 Derivat von SFrl?l, DAR2 |.n der 5'UTR mutiert diese Arbeit
(Komplementationsmutation)
SFri33 Derivat von SFri23, DAR1 in der 5'UTR mutiert diese Arbeit
SFri34 Derivat von SFri23, UAR in der 3'UTR mutiert diese Arbeit
SEri35 Derivat von SFr|§4, UAR |n. der 5'UTR mutiert diese Arbeit
(Komplementationsmutation)
SFri36 Derivat von SFr|§3, DAR1 |.n der 3'UTR mutiert diese Arbeit
(Komplementationsmutation)
HNRNPD (Isoform p45) in pCDNA5/TO; FLAG-tag-
SFrid3 diese Arbeit
Sequenz upstream
HNRNPD (Isoform p42) in pCDNA5/TO; FLAG-tag-
SFrid4 diese Arbeit
Sequenz upstream
HNRNPD (Isoform p40) in pCDNA5/TO; FLAG-tag-
SFri45 diese Arbeit
Sequenz upstream
HNRNPD (Isoform p37) in pCDNA5/TO; FLAG-tag-
SFrid6 diese Arbeit
Sequenz upstream
SFri48 PRMT]1 variantl in pETSUMOadapt diese Arbeit
SFri49 PRMT]1 variant2 in pETSUMOadapt diese Arbeit
SFri50 PRMT1 variant3 in pETSUMOadapt diese Arbeit
SFri51 PRMT1 variant5 in pETSUMOadapt diese Arbeit
SFris7 Derivat von SFri4; PRMT1 variant 1 upstream von diese Arbe
n SMT3-HNRNPD (Isoform p45) lese Arbeit
SFri58 Derivat von SFril1, CS in der 5'UTR mutiert diese Arbeit
SFri59 Derivat von SFril1, SLA der 5'UTR mutiert diese Arbeit
SFri60 Derivat von SFrill, DAR1 in der 5'UTR mutiert diese Arbeit

13



MATERIAL UND METHODEN

SFri6l Derivat von SFrill, DAR2 in der 3'UTR mutiert diese Arbeit
SFri62 Derivat von SFri8, AU-reiche Region deletiert diese Arbeit
SFri63 Derivat von SFrill, AU-reiche Region deletiert diese Arbeit
Derivat von SFri23, AU-reiche Region komplettiert
SFri67 mod diese Arbeit
(sgRNA™™")
SFri68 Derivat von SFri4, HNRNPD S;goE, T193D diese Arbeit
Dr. Beat
SFri71 Dengue-Virus Replikon r cate
Kimmerer
pUC18- 3'-terminalen 111 Nt (WNV) in pUC18 D'lplomarbelt Anke
3'UTR_111 Nt Piechotta

2.3. Kultivierungsbedingungen fiir prokaryontische Zellen

2.3.1. Ndhrmedium und Zusatze
A) LB-Medium (Sambrook et al. 1989)
Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt

10 g Natriumchlorid
ad1l HZObidest

Zur Herstellung von LB-Platten wurden dem Medium 15 g/l Agar zugesetzt.

B) Medienzusatze
Antibiotika

Die Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen erfolgte nach Ausubel et al. (1993). Die
Stammldsungen wurden bei —20°C aufbewahrt und den sterilen Medien in den in Tabelle 3

aufgefiihrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tabelle 3: Antibiotika-Stammlésungen und Endkonzentration im Medium

Antibiotika Stamml6sung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 100 g/l in H,Opigest 100 mg/I

Kanamycin 50 g/l in Hy0pigest 50 mg/I

Chloramphenicol 20 g/l in 100 % Ethanol 20 mg/I

Erythromycin 10 g/l in 100 % Ethanol 10 mg/I
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Weitere Medienzusdtze

Als weitere Zusatze in den Ndahrmedien dienten der kiinstliche Induktor IPTG sowie das
chromogene Substrat X-Gal. Die Lagerung der Stammldsungen erfolgte bei -20°C. IPTG lag als
wassrige Stammlosung von 100 mM vor und wurde in einer Endkonzentration von 1 mM den
Flissigkulturen zur Induktion der Genexpression zugesetzt. Von X-Gal wurde eine
Stamml6sung von 100 g/l in Dimethylformamid (DMF) hergestellt. Die Endkonzentration im
Medium betrug 48 mg/I.

2.3.2. Anzucht und Zellernte

Die verwendeten E. coli-Stamme wurden in LB-Medium angezogen. Zur Selektion wurden die
entsprechenden Medienzusatze in den beschriebenen Konzentrationen zugegeben. Als
AnzuchtgefdRe dienten sterile Reagenzgldaser und Erlenmeyerkolben, wobei auf ein
maximales Volumenverhéltnis von Medium zu GefdB von 1:5 geachtet wurde. Die
Flassigkulturen wurden bei 37°C (Brutschrank) in Reagenzgldsern bzw. Erlenmeyerkolben auf
einem Rotationsschittler (GFL-3005, Hilab, Disseldorf) oder auf einem Universalschittler
(SM30, Edmund Bihler GmbH, Hechingen) bei 200 rpm angezogen. Das Zellwachstum wurde
als Optische Dichte (ODgy) mit einem Spektrophotometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Hamburg) gegen unbeimpftes Medium gemessen. Die Zellernte erfolgte entweder in der
Hettich-Zentrifuge Mikro 200 (Winkelrotor flr 24 x 1,5 / 2 ml) oder in der Hettich-Zentrifuge
Rotina 380R (Winkelrotor, 6-fach, Hettich, Tuttlingen). Beimpfte Agar-Platten wurden aerob
bei 37°C Giber Nacht inkubiert.

2.3.3. Stammbhaltung
E. coli-Stamme wurden auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Bei
Bedarf wurden die Stamme alle vier Wochen auf frische Platten Uberimpft. Nach der

Inkubation bei 37°C wurden alle Platten bei 4°C aufbewahrt.

2.4. Kultivierung, Transfektion und Infektion humaner Zellen

2.4.1. Kultivierung von Huh7-Zellen

Die Kultivierung der humanen Leberkarzinomzelllinie Huh7 (human hepatoma, Prof. Dr. Ralf
Bartenschlager, Universitat Heidelberg) erfolgte in der Regel in 10 cm-Zellkulturschalen. Die
Passage der Zellen erfolgte zweimal in der Woche. Dazu wurde das Medium entfernt und die
Zellen mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 0.5 ml 0.25 % Trypsin-EDTA
(life technologies, Darmstadt) benetzt. Nach einer kurzen Inkubation wurden die abgeldsten
Zellen in einem entsprechenden Volumen an Medium resuspendiert und in eine neue

Zellkulturschale Uberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte in DMEM (Dulbeccos Modified Eagle-
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Medium, life technologies, Darmstadt) mit 100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin (life
Technologies, Darmstadt), 0.25 ug/ml Hypoxanthin und 0.1 pg/ml D-Biotin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) sowie 10 % fotalem Kélberserum (FCS, PAN-Biotech, Aidenbach). Die Zelllinien
wurden bei 37°C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

PBS: 137 mM NaCl
2.7 mM KClI
10 mM Na;HPO,
2 mM KH,POq
pH 7.2

2.4.2. Transfektion von Plasmid-DNA

Die zu transfizierenden Huh7-Zellen wurden einen Tag zuvor ausgesat, sodass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion zu 80 - 90 % konfluent gewachsen waren. Zur Transfektion einer
10 cm-Kulturschale wurden 1.4 ml serum- und antibiotikafreies DMEM-Medium mit 20 pl
TurboFect™ Transfektions-Reagenz (Thermo Scientific, Bonn) und 20 pg Plasmid-DNA
vermischt und fur 15 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde auf die Zellen verteilt und nach

24 h oder 48 h wurden die Zellen geerntet.

2.4.3. Transfektion von RNA

2.4.3.1. Elektroporation von viraler RNA

Huh7-Zellen wurden einen Tag vor der geplanten Transfektion ausgesat, sodass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion zu 80 - 90 % konfluent waren. Die Zellen wurden trypsiniert, in
Medium resuspendiert und zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen einer 10 cm-Kulturschale
wurden in 400 pl PBS resuspendiert, mit 0.03 — 3 pg Replikon-RNA vermischt und in eine
Elektroporationskiivette (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, 0.4 cm gap, Bio-Rad

Laboratories, Miinchen) transferiert. Die Parameter der Elektroporation waren wie folgt:

Spannung U =200V
Widerstand R = o
Kapazitat C = 950 pF
1 Puls

AnschlieBend wurden die Zellen mit zweimal 800 pl Medium aus den Kivetten in
entsprechende Kulturschalen Uberfiihrt. Die Transfektionseffizienz wurde nach 24 - 48 h
mittels Immunfluoreszenz bestimmt. Die Analyse der viralen Proteinsynthese sowie die
Quantifizierung der viralen RNA erfolgten nach verschiedenen Zeitpunkten mittels Western
Blot und real-time-PCR.
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2.4.3.2. Transfektion von siRNA mit Lipofectamine™ RNAIMAX Transfektions-Reagenz
siRNAs (Tabelle 4) wurden von kommerziellen Anbietern (Eurofins MWG Operon, Ebersberg)
bezogen. Sie wurden in 6 mM HEPES, 20 mM KCI, 0.2 mM MgCl,, pH 7.3 gelost
(Stammlosung: 100 pmol/ul) und bei -20°C gelagert.

Tabelle 4: Ubersicht liber die verwendeten siRNAs

Name 5' > 3'-Sequenz Beschreibung

sihnRNPD AGAAAGATCTGAAGGACTA bindet im open reading frame von HNRNPD,
erkennt alle SpleiBvarianten

siPRMT1 CGTCAAAGCCAACAAGTTA bindet im open reading frame von PRMT1,
erkennt alle SpleiBvarianten

SiGFP GGCUACGUCCAGGAGCGCACC Kontroll-siRNA, bindet im open reading

frame von green fluorescent protein (GFP)

Die zu transfizierenden Huh7-Zellen wurden einen Tag zuvor ausgesat, sodass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion zu 50 - 70 % konfluent gewachsen waren. Zur Transfektion einer
10 cm-Kulturschale wurden je 1.5 ml serum- und antibiotikafreies DMEM-Medium mit 30 pl
Lipofectamine™ RNAIMAX Transfektions-Reagenz (life technologies, Darmstadt) bzw.
1200 pmol siRNA gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. AnschliefRend wurden beide
Ansatze vereint und fur weitere 15 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde auf die Zellen
verteilt und nach 24 h wurden die Zellen 1:2 gesplittet. Nach weiteren 24 h erfolgte die

Transfektion der viralen Replikon-RNA durch Elektroporation.

2.4.4. Infektionsexperimente mit West-Nil-Virus

Die RNAi-vermittelte Depletion von AUF1l in Huh7-Zellen wurde wie unter 2.4.3.2.
beschrieben durchgefiihrt. Nach 72 h wurden ungefihr 5x10° Huh7-Zellen mit WNV-Stamm
3356 [TCIDsq (tissue culture infectious dose) von 1x10*/ml fiir 1 h] infiziert. Nach 24, 48 und
72 h wurden die Zellen fixiert und mittels Immunfluoreszenz wie unter 2.7.12. beschrieben
analysiert. Die Infektionsexperimente wurden von Stefan Chabierski (Fraunhofer Institut,
Leipzig, Arbeitsgruppe Dr. Sebastian Ulbert) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uwe Gerd
Liebert (Institut fiir Virologie, Universitat Leipzig) durchgefiihrt.

2.5. Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

Fir die Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie ReaktionsgefdaRe (Eppendorf, Hamburg) sowie
RNase-freies Wasser (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verwendet. Als zusatzlichen Schutz vor
endogenen RNasen wurden bei der Arbeit stets Handschuhe getragen, den Reaktionen
gegebenfalls der RNase Inhibitor RibolLock (Thermo Scientific, Bonn) zugesetzt und
hitzelabile Gerate grindlich mit 70%igem (v/v) Ethanol behandelt.
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2.5.1. RNA-Isolation mit TRIZOL

Gesamt-RNA aus humanen Zellen wurde mit der TRIZOL-Methode gewonnen. Dazu wurden
Huh7-Zellen durch Trypsinierung von den Kulturschalen abgeldst, zentrifugiert (5 min,
380 x g, RT, Mikro 200, Hettich, Tuttlingen) und das Pellet einmal mit PBS gewaschen. Das
Pellet wurde in 800 pl TRIZOL resuspendiert und fir 5 min inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 200 pl Chloroform und es wurde griindlich fiir 10 sec geschittelt. Das Gemisch
wurde fir 15 min bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert und 400 pl der wassrigen Oberphase
mit 400 pl Isopropanol versetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die gefdllte RNA wurde flr
10 min bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert und das Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol
gewaschen (5 min, 4°C, 7500 x g). Das Pellet wurde kurz luftgetrocknet und in einem
geeigneten Volumen an H,0sigma aufgenommen. Die Konzentration wurde bei 260 nm

gemessen und die Qualitat der RNA auf einem Formaldehyd-Agarose-Gel tberprift.

TRIZOL: 0.8 M Guanidinthiocyanat
0.4 M Ammoniumthiocyanat
0.1 M Natriumacetat
5 % Glycerin
38 % Phenol (wassergesattigt, stabilisiert)

2.5.2. in vitro Transkription von nicht-markierter RNA

Als Template zur Herstellung von nicht-markierter RNA dienten Plasmide, die mit den ent-
sprechenden Restriktionsendonukleasen linearisiert wurden bzw. PCR-Produkte. Ribo-
nukleosidtriphosphate wurden von Jena Bioscience (Jena) bezogen. Der allgemein
verwendete in vitro Transkriptions-Ansatz mit der T7 RNA Polymerase (Agilent Technologies,

Santa Clara, USA), setzte sich folgendermallen zusammen:

1 pg Plasmidiinearisiert 0zZW. 200 ng PCR-Produkt x ul

5 x Transkriptionspuffer 8 ul

10 mM rNTPs 4 ul
100 mM DTT 4 ul
RiboLock (40 U/ul) 0.5 ul
T7 RNA Polymerase (50 U/pl) 1l
HZOSigma ad 40 H.I

Fiir in vitro Transkriptionen von Replikon-RNA wurde ein cap Analog (Jena Bioscience, Jena)
verwendet. Dazu wurde m’GpppG (West-Nil-Virus) bzw. m’GpppA (Dengue-Virus) der
Reaktion in einer Endkonzentration von 0.8 mM zugesetzt. Die rGTP bzw. rATP-
Konzentration wurde auf 0.5 mM reduziert.

Der Ansatz wurde fir 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 U

DNasel (Roche, Mannheim) und eine weitere Inkubation fiir 1 h bei 37°C. Der Ansatz wurde
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mit HyOsigma auf 200 pl aufgefillt und mit 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1)
extrahiert. Der wissrige Uberstand wurde mit 1 Vol Chloroform extrahiert und anschlieRBend
mit 2.36 Vol 100%igem Ethanol und 0.18 Vol 6 M Ammoniumacetat fir 10 min auf Eis gefallt.
Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 min bei 16000 x g und 4°C (Mikro 200, Hettich,
Tuttlingen). Das RNA-Pellet wurde mit 500 pul 70%igem Ethanol gewaschen, kurz
luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen an H,0sigma aufgenommen. Die
Konzentration wurde bei 260 nm gemessen und die Qualitdit der RNA auf einem

Formaldehyd-Agarose-Gel Gberprift.

2.5.3. Herstellung von radioaktiv-markierter RNA

Um radioaktiv-markierte RNA zu erhalten, wurde der unter 2.5.2. beschriebene Ansatz auf
ein Volumen von 20 pl reduziert. Die Endkonzentration von rCTP wurde auf 0.1 mM gesenkt
und dem Ansatz 0.66 pM [a->2P]CTP (10 puCi/ul, Hartmann Analytic, Braunschweig) zugesetzt.
Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurde die Template-DNA mit 10 U DNasel (Roche,
Mannheim) fiir 1 h bei 37°C behandelt. Der Ansatz wurde mit 20 pul Formamid-Ladepuffer
versetzt und vor dem Beladen auf ein denaturierendes 5%iges Harnstoff-Polyacrylamidgel
bei 95°C fiir 5 min erhitzt. Die RNA wurde aus dem Gel mit 500 pl 0.5 M Ammoniumacetat,
pH 7.0, 0.1 % SDS, 10 mM EDTA (iber Nacht eluiert. Es folgte eine Extraktion mit 1 Vol
Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1). Der wissrige Uberstand wurde mit 1 Vol
Chloroform extrahiert und anschlieend mit 2.5 Vol 100%igem Ethanol und 0.1 Vol 3 M
Natriumacetat fiir 30 min bei -20°C gefallt. Die RNA wurde 30 min bei 15700 x g und 4°C
zentrifugiert (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg), mit 70%igem Ethanol gewaschen,

das Pellet kurz luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen an H,Osjgm, aufgenommen.

2.5.4. Konzentrationsbestimmung von RNA

Um die Konzentration der praparierten RNA zu bestimmen, wurde die optische Dichte bei
260 nm mit einem Photospektrometer (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg) gemessen,
wobei eine OD von 1.0 einer Konzentration von 40 pg/ml RNA entspricht. Das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm ldsst Riickschliisse auf Verunreinigungen zu. Ist
dieser Wert kleiner als 1.7, ist die RNA-Praparation mit Proteinen verunreinigt. Betragt der

Wert 1.7 oder mehr, zeigt die RNA-Praparation keine Verunreinigung mit Proteinen.

2.5.5. Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

Fir analytische Zwecke wurden 1%ige denaturierende Formaldehydgele verwendet. Fir

50 ml Gel wurden 0.5 g Agarose in 44.5 ml H,Opigest mit 5 ml 10 x MOPS (0.2 M MOPS, 0.05 M

Natriumacetat, 0.01 M EDTA in H,0pigest, PH 7.0) in der Mikrowelle geldst und auf ca. 50°C

abgekiihlt. Danach wurden 0.5 ml Formaldehyd hinzugegeben, gut gemischt und in eine
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Minigelkammer gegossen. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS. Die RNA wurde mit 2 pl 5 x RNA-
Ladepuffer (4 mM EDTA, 0.88 M Formaldehyd, 20 % Glycerin, 32 % Formamid, 0.1 mg/ml
Ethidiumbromid, 4 x MOPS) gemischt, auf 10 pl mit H,Osigma aufgefiillt und bei 70°C fiir
10 min denaturiert. Zum schnellen Abkihlen wurden die Proben fiir 2 min auf Eis gestellt
und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 Volt (MIDI POWER SUPPLY
MP-300N, MRC, Holon, Israel).

2.5.6. Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Reinigung der RNA aus radioaktiven in vitro Transkriptionen bzw. zur Auftrennung der
RNA-Produkte des radioaktiven RdRp-Assays wurden 5%ige denaturierende Harnstoff-Gele
mit 0.5 x TBE (44.5 mM Tris, 44.5 mM Borsdure, 1 mM EDTA, pH 8.0) als Laufpuffer
verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte zwischen Glasplatten der Abmessung 10 x 10 x
0.1 cm bzw. 20 x 10 x 0.1 cm. Pro Gel wurden 12 ml (kleines Gel) bzw. 25 ml (groRRes Gel)
Gellosung hergestellt.

Gellésung 1: 1 x TBE-Puffer + 8 M Harnstoff

Gellosung 2: 0.5 x TBE-Puffer + 20 % Acrylamid:Bisacrylamid (19:1)

Beide Losungen wurden gemischt (3 Vol Gellésung 1 und 1 Vol Gellésung 2) und mit 0.08 %
(w/v) APS und 0.17 % (v/v) TEMED versetzt und in die vorbereiteten Platten gegossen. In das
noch flissige Gel wurde ein Probenkamm fixiert, der nach Polymerisation des Geles entfernt
wurde und zur Ausbildung der Taschen zur Aufnahme der Proben diente. Die Proben wurden
vor dem Auftragen mit 1 Vol Formamid-Ladepuffer [10 mM EDTA (pH 8.0), 0.1 % (w/v)
Xylencyanol, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau, 97.5 % (v/v) Formamid] versetzt und fir 5 min bei
95°C erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei 10 W (kleines Gel) bzw. 15 W (groRes Gel) pro Gel
durchgefiihrt (Consort EV233 Electrophoresis Power Supply, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Gel in 5%iger Essigsaure fiir 20 min
fixiert und auf Whatman®-Papier vakuumgetrocknet (Unigeldryer 3545, UniEquip, Planegg).
Radioaktive RNA-Transkripte wurden mit Hilfe einer UV-Lampe und einer Diinnschicht-

chromatographie-Platte sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten.

2.5.7. RNA-GroRenstandard

Die Bestimmung der GroRe von RNA in Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des RiboRuler™ High
Range RNA Ladder (Thermo Scientific, Bonn) (8 FragmentgrofRen: 6000, 4000, 3000, 2000,
1500, 1000, 500 und 200 bp).
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2.5.8. Reverse Transkription

Zur Quantifizierung der Genexpression bzw. zur Klonierung von humanen Genen wurde die
Methode der Reversen Transkription angewandt. Dabei wird die RNA mittels der Reversen
Transkriptase (RevertAidTM, Thermo Scientific, Bonn) in cDNA umgeschrieben, die
nachfolgend amplifiziert werden kann. Als Primer fir die Reverse Transkriptase wurden ein

Oligo (dT)-Primer (zur RT polyadenylierter mRNA) und genspezifische Primer eingesetzt.

Im ersten Schritt erfolgte die Synthese der cDNA:

Gesamt-RNA 0.5-2ug
Primer 15 pmol
H20Osigma ad 12.5 pl

Dieser Ansatz wurde fir 5 min bei 70°C inkubiert und danach sofort auf Eis abgekihilt.

Danach erfolgte die Zugabe von:

5 x RT-Puffer 4 ul
10 mM dNTP-L6sung 2 ul
RiboLock (40 U/ul) 0.2 ul
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 0.5 ul
HZOSigma 0.8 Ll|

Daran schloss sich die Reaktion fiir 1 h bei 42°C an. Das Enzym wurde danach fiir 10 min bei
70°C inaktiviert. Die so gewonnene cDNA konnte nach dem unter 2.6.9.2 beschriebenen

Protokoll amplifiziert werden.

2.6. Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.6.1. Isolation von DNA

Da es fiir die Arbeit mit DNA erforderlich war, vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden
alle hitzebestandigen Gerate und Losungen vor Beginn der Versuche bei 121°C autoklaviert.
Hitzeinstabile Gerdate wurden mit 70%igem (v/v) Ethanol abgerieben, hitzelabile Lésungen

sterilfiltriert.

2.6.1.1. Mikroplasmidpraparation (nach Akada 1994)

Diese Methode diente der GroRenabschatzung rekombinanter Plasmide. Auf Grund des
geringen Aufwandes konnten so eine Vielzahl von Klonen relativ einfach Gberprift werden.
Je 100 pl einer Ubernachtkultur der zu untersuchenden Klone wurden in ein steriles 1.5 ml-
Reaktionsgefal Gberfiihrt und 50 pl Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1) sowie 10 pl
Ladepuffer [10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 60 % (v/v) Glycerin, 0.03 % (w/v) Xylen Cyanol FF,
60 mM EDTA, 0.03 % (w/v) Bromphenolblau] zugegeben. Nach Mischen mittels Vortex
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Shaker (Vortex 3, IKA, Staufen) fiir 10 sec und Zentrifugation flir 3 min bei 16000 x g in einer
Tischzentrifuge (Mikro 200, Hettich, Tuttlingen) wurden 15 pl des wissrigen Uberstandes im

1%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.6.1.2. Miniplasmidisolation (verdandert nach Sambrook et al. 1989)

Diese Methode diente der schnellen Analyse von Plasmid-DNA, deren Reinheit fir
Restriktionsanalysen und PCR ausreichend war. Die Anzucht der Zellen erfolgte in 3 ml LB-
Medium mit Antibiotikum Uber Nacht. Die Zellen wurden in 1.5 ml-ReaktionsgefdRe
Uberfuhrt und in einer Tischzentrifuge (Mikro 200, Hettich, Tuttlingen) sedimentiert. Nach
sorgfiltiger Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 150 pl Lésung | [SO mM Tris-HCl
(pH 8.0), 10 mM EDTA, 0.1 mg/ml RNaseA] vollstandig resuspendiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 150 pl Lésung Il (0.2 M NaOH, 10 g/l SDS). Es wurde vorsichtig gemischt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 150 upl Loésung Il (3 M
Kaliumacetat) zugesetzt, gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 16000 x g und 4°C an. Der wéssrige Uberstand wurde in ein
neues steriles 1.5 ml-ReaktionsgefaR Gberfihrt. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe
von 2.5 Vol 100%igem Ethanol fir 5 min auf Eis. Nach dem Mischen wurde fir 10 min bei
16000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und anschliefend in 50 pl sterilem H,0piqest @aufgenommen. Die Lagerung erfolgte
bei -20°C.

2.6.1.3. Plasmidisolation mittels kommerziellem Kit

Diese Methode diente der Gewinnung hochreiner Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung und
zur praparativen Restriktion eingesetzt wurde. Dabei kamen Plasmidisolationskits von
PEQLAB (Erlangen) sowie von Thermo Scientific (Bonn) zum Einsatz. 3 ml einer
Ubernachtkultur von E. coli wurden bei 16000 x g pelletiert. Die anschlieBende Isolation von
Plasmid-DNA erfolgte nach Anweisungen des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit
50 pl sterilem H,Opiges: eluiert.

Fiir die Praparation groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurde das Praparationskit
PureYieldTM Plasmid Midiprep System (Promega, Madison, USA) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

2.6.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammern (Fisher
Scientific, Schwerte). Dabei variierte die Gelkonzentration je nach FragmentgroRe von 0.8 %
(w/v) bis zu 2.5 % (w/v).
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Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x TAE-Puffer [40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA (pH 8.0)]
eingesetzt. Die Agarose wurde dem Puffer zugegeben und in einer Mikrowelle (AFK) gelGst.
Dann wurde der abgeklhlten, aber noch flissigen Agaroselésung Ethidiumbromid
(0.25 mg/l) zugesetzt und das Gel in den Trager in der Elektrophoresekammer gegossen. Vor
dem Auftragen wurden die Proben mit 0.2 Vol Ladepuffer [10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 60 %
(v/v) Glycerin, 0.03 % (w/v) Xylen Cyanol FF, 60 mM EDTA, 0.03 % (w/v) Bromphenolblau]
versetzt. Die aufgetragene Menge richtete sich nach der DNA-GroRe und deren
Konzentration. Sie betrug 1-20 ul (analytische Gele) bzw. 20-100 pl (praparative Gele). Die
Elektrophorese erfolgte bei 80—120 V (MIDI POWER SUPPLY MP-300N, MRC, Holon, Israel),
bis die gewilnschten Fragmente geniigend aufgetrennt waren. Die Detektion der DNA-
Banden erfolgte durch UV-Licht (Geldokumentationsanlage EDAS 290, Kodak, Rochester,

USA), die Dokumentation mittels der dazugehorigen Bild-Aufnahme-Software.

2.6.2.1. DNA-GroRRenstandard

Die Bestimmung der Grol3e linearer DNA-Fragmente in Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des
Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, Bonn) (13 FragmentgréRen: 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100 und 50 bp) und des Gene Ruler™ 1 kb DNA
Ladder (Thermo Scientific, Bonn) (14 FragmentgrofRen: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 bp).

2.6.3. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 ul (analytisch) bis 100 ul
(prdparativ). Als Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die
zehnfach konzentriert vorlagen und auf einfache Konzentration im Ansatz verdiinnt wurden.
Pro 1 ug DNA wurden 1-5 U Restriktionsendonuklease zugegeben und fiir mindestens 1 h bei
der fiir das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzyms ist als die Aktivitat
definiert, die 1 ug DNA in 1 h bei 37°C spaltet.

2.6.4. Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte Uber das PCR Purification Kit (Thermo Scientific, Bonn). Es
wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen und die DNA mit 30-50 pl sterilem
H,Opigest €luiert. Die Methode diente der Reinigung von PCR-Produkten, wurde aber auch zur
Reinigung praparativer Restriktionen eingesetzt. Des Weiteren wurde DNA (ber
Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 1 Vol
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt und fiir 5 min bei 16000 x g
zentrifugiert (Mikro 200, Hettich, Tuttlingen). Die Oberphase wurde mit 1 Vol Chloroform

gemischt und fir 5 min bei 16000 x g zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde mit 2.5 Vol
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Ethanol und 0.1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5.3) versetzt und fir mindestens 30 min bei
-20°C inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 16000 x g und 4°C. Das
DNA Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und in sterilem H;Opigest resuspendiert.
Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

2.6.5. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem praparativen Agarosegel aufgetrennt.
Im langwelligen UV-Licht wurde das entsprechende Fragment aus dem Gel
herausgeschnitten. Die Isolation der DNA aus diesem Agaroseblock erfolgte durch das Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific, Bonn). Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen und die DNA mit 30-50 pl sterilem H,Opqest €luiert. Die Lagerung der DNA
erfolgte bei -20°C.

2.6.6. Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration der praparierten DNA zu bestimmen wurde die optische Dichte bei
260 nm mit einem Photospektrometer (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg) gemessen,
wobei eine OD von 1.0 einer Konzentration von 50 pg/ml DNA entspricht. Das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm Idsst Riickschliisse auf Verunreinigungen zu. Ist
dieser Wert kleiner als 1.7, ist die DNA-Praparation mit Proteinen verunreinigt. Betragt der

Wert 1.7 oder mehr, zeigt die DNA-Prdaparation keine Verunreinigung mit Proteinen.

2.6.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt. Das Verhaltnis der
molaren Menge von Vektor- zu Fragment-DNA betrug ca. 1:5. Danach erfolgte die Zugabe
von 2 pl 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific, Bonn). Fir die
Ligation von PCR-Produkten in pGEI\/I®—T Easy wurden 0.5 pl Vektor-DNA eingesetzt und
Ligationspuffer sowie T4-DNA-Ligase des Ligationskits (Promega, Madison, USA) verwendet.
Der Ligationsansatz wurde fiir 1 h bei RT oder Giber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.6.8. Phosphorylierung/Dephosphorylierung von DNA

Die Phosphorylierung von PCR-Produkten bzw. die Dephosphorylierung von Plasmid-DNA
erfolgte mit der T4-Polynukleotidkinase (Thermo Scientific, Bonn) bzw. der Alkalischen
Phosphatase (Thermo Scientific, Bonn). Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers

vorgegangen.
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2.6.9. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.6.9.1. Auswahl der Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer sind in Tabelle 10 im Anhang
aufgelistet. Die Oligonukleotid-Primer wurden von kommerziellen Anbietern (Eurofins MWG
Operon, Ebersberg) bezogen. Sie wurden in sterilem H,Opigest gelost (Stammldsung:

100 pmol/ul) und bei -20°C gelagert.

2.6.9.2. Standard-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion diente der Amplifikation von DNA fiir praparative und
analytische Zwecke. Fir praparative Zwecke wurde Phusion-Polymerase (Finnzymes, Vantaa,
Finnland) mit einer 5°-3"-proof-reading-Aktivitat verwendet. Fir analytische Zwecke wurde
DreamTag-Polymerase (Thermo Scientific, Bonn) verwendet. Hierbei wurde entweder
gereinigte DNA oder frisches Koloniematerial als Template verwendet. Die Zellen wurden
mittels sterilem Zahnstocher von der Agaroberflache in H,Opigest. Gberfiihrt. Nach Erhitzung
fir 5 min bei 95°C konnten die somit aufgeschlossenen Zellen als Template eingesetzt
werden. Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) wurden von Thermo Scientific (Bonn)
bezogen. Der allgemeine PCR-Ansatz mit der Phusion-Polymerase setzte sich

folgendermaRen zusammen:

Template X pl

5 x Phusion HF-Puffer 10 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 1l
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l
dNTPs (10 mM) 1l
HZObidest. ad 50 U-I
Phusion-Polymerase (2 U/ul) 0.5 ul

Fir PCR-Ansdtze mit DreamTag-Polymerase wurden 10 x PCR-Puffer sowie 0.2 pl Enzym
(5 U/ul) verwendet.

Die Ansatze wurden gemischt und die Reaktionen nach folgendem Protokoll gefahren:

1) 98°C 2-4 min Denaturierung

2) 98°C 20 sec Denaturierung

3) x°C 20 sec annealing

4) 72°C X sec extension
Schritt 2-4: 26-32 Zyklen

5) 72°C 2-5 min Nachsynthese

6) 8°C Pause

Das Temperaturprotokoll wurde dem jeweiligen Primer-Paar (annealing-Temperatur) und
Template (extension-Zeit: 1 min/kb fir DreamTag-Polymerase bzw. 15-30 sec/kb fir
Phusion-Polymerase) sowie der verwendeten Polymerase (Denaturierungs-Temperatur: 94°C

fur die DreamTag-Polymerase / 98°C fiir die Phusion-Polymerase) angepasst.
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2.6.9.3. site-directed mutagenesis-PCR

Diese Methode diente zur Mutagenese eines oder mehrerer Basenpaare. Wichtig hierfir ist
das Vorliegen der zu mutierenden Sequenz in einem relativ kleinen doppelstrangigen,
supergecoilten Vektor, der aus einem dam® - E. coli-Stamm isoliert wurde. Je ein
Mutagenese-Primer fir jeden Strang, die zueinander komplementdr sind, diente zum
Einflhren der gewilinschten Mutation. Sie wurden in einer PCR-Reaktion eingesetzt, die dann
das gesamte Plasmid mit Insert amplifizierte. Um secondsite-Reversionen zu begegnen,
wurde die Phusion-Polymerase (mit Korrekturlesefunktion) eingesetzt. Wichtig war
auBerdem nur wenige Zyklen zu durchlaufen (18 Zyklen). AnschlieRend wurde der
Reaktionsansatz mit 10 U Dpnl fur 1 h bei 37°C umgesetzt. Dieses Enzym spaltet spezifisch
die parentale, dam-methylierte DNA, nicht aber das PCR-Produkt. Der mutierte Vektor

konnte dann direkt flir Transformations-Experimente eingesetzt werden.

2.6.9.4. real-time-PCR

Die Methode der real-time-PCR erlaubt eine Quantifizierung der Genexpression. Es wurde
eine relative Quantifizierung von viraler Replikon-RNA unter dem Einfluss von siRNA-
vermittelter Depletion zelluldrer Proteine im Vergleich zu einer mock-Depletion
durchgefiihrt. Es wurden spezifische Primer ausgewahlt, die zwischen 18 und 22 bp lang
waren, am 3'-Ende nicht mehr als drei Basen G oder C besallen und nicht mit der Base T am
3'-Ende endeten. Das Amplikon hatte eine Lange von ca. 80 — 90 bp.

Die real-time-PCR wurde mit dem QuantiTectWSYBR@Green PCR-Kit (QIAGEN, Hilden) am
LightCycler® 1.5 (Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Dafiir wurden 10 pl Gesamtansatze

pipettiert:
HZOSigma 3 “-l
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix* 5ul
Primer 1 (10 pmol/pl) 0.5 ul
Primer 2 (10 pmol/ul) 0.5 ul
cDNA-Template (1:3 bis 1:5 verdiinnt) 1l

* Der 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix enthielt:

- HotStarTag™ DNA Polymerase

- QuantiTect SYBR Green PCR Puffer

- dNTP-Mix

- SYBR Green |

- ROX (passiver interner Referenz-Puffer)
- 5 mM MgCl,

Die cDNA wurde nach folgendem Programm amplifiziert:

1) 95°C 15 min Initialer Aktivierungsschritt fur die
HotStarTaq™ DNA-Polymerase
2) 95°C 20 sec Denaturierung
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3) 53°C 20 sec annealing
4) 72°C 20 sec extension

Schritt 2 - 4 wurde in 40 Zyklen wiederholt.

Die annealing-Temperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur der Primer und sollte
5-8°C darunter liegen. Wahrend der Primer-Extension wurde die Fluoreszenz gemessen.
Diese wurde nach Anregung von SYBR Green | emittiert, wenn es an doppelstrangige DNA
gebunden hatte. Fir jeden PCR-Lauf wurde eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte
erstellt, um zu Uberprifen, ob spezifische Produkte gebildet wurden oder, ob auch
unspezifische Produkte oder Primerdimere auftraten. Dafir wurde am Ende der 40 Zyklen
die Fluoreszenz gemessen, wahrend die Temperatur langsam von 60°C auf 95°C erhoht
wurde. Bei niedrigen Temperaturen sind die PCR-Produkte aufgrund ihrer hoheren
spezifischen Schmelztemperaturen doppelstrdangig, so dass SYBR Green | gebunden und die
Fluoreszenz hoch ist. Dagegen sind die PCR-Produkte bei hohen Temperaturen denaturiert,
wodurch die Fluoreszenz schnell abnimmt. Das Programm (LightCycler® Software 3.5.3), mit
dem die Auswertung vorgenommen wurde, stellte die erste Ableitung der aus den
Messungen der Fluoreszenz erhaltenen Kurven dar. Diese erste Ableitung enthielt Peaks bei
der spezifischen Schmelztemperatur der PCR-Produkte. Peaks, die bei einer niedrigeren
Temperatur auftreten, sind ein Zeichen fir die Bildung von Primerdimeren. Peaks, die bei
verschiedenen Temperaturen auftreten oder Plateaus besitzen, weisen auf die Bildung
unspezifischer Produkte hin.

Fiir die Analyse der Daten mittels der LightCycler® Software 3.5.3 wird die Fluoreszenz fiir
jeden Zyklus gemessen und die Rohdaten gegen die Zykluszahl aufgetragen. Mit der
Amplifikation des PCR-Produkts erhoht sich auch die Fluoreszenz durch gebundenes SYBR
Green |. Der cp-Wert ist definiert als der Zyklus, an dem die Fluoreszenz einer Probe
signifikant Giber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt und den Ubergang in die exponentielle
Phase andeutet. Als internes Referenzgen wurde GAPDH verwendet, um Variationen in der
Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen. Die unterschiedliche Expression wurde
als n-fache Expression mit Hilfe des AAcp-Wertes angegeben. Wichtig bei diesem Verfahren
ist eine vergleichbare Effizienz der beiden beteiligten PCR-Reaktionen. Die Differenz der cp-
Werte (GAPDH und Zielgen) wird gebildet (Acp). AnschlieBend wird die Differenz der Acp-
Werte der einzelnen Proben (knockdown/Kontroll-knockdown) gebildet (AAcp-Wert) und in

-AAcp

die Gleichung n-fache Expression (knockdown/Kontroll-knockdown) = 2 eingesetzt.

2.6.10. Transformation nach der CaCl,-Methode

A) Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode

(Mandel und Higa 1970). Die Transformation selbst wurde nach Sambrook et al. (1989)
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durchgefiihrt. Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden Stammes
angezogen. Diese Kultur wurde in frischem LB-Medium (50 ml) 1:100 verdinnt und bei 37°C
bis zu einer Optischen Dichte (ODgy) von 0.3 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis
inkubiert und in ein steriles, vorgekihltes Zentrifugenrohrchen tberfiihrt. Es erfolgte die
Sedimentation durch Zentrifugation fiir 10 min bei 9200 x g und 4°C in der Hettich-Zentrifuge
Rotina 380R (Hettich, Tuttlingen). Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml eiskalter 0.1 M CaCl,-
Losung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in 2 ml 0.1 M CaCl,-
Losung aufgenommen und bis zur Transformation 1-24 h auf Eis gestellt. Nicht verwendete
kompetente Zellen wurden mit Glycerin [Endkonzentration 25 % (v/v)] versetzt und bei -80°C
gelagert.

B) Transformation

Je 100 pl CaCly-kompetente Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der DNA (z.B.
Ligationsansatz) vorsichtig gemischt und ca. 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem folgenden
Hitzeschock von 20 - 60 sec (je nach Bakterienstamm) bei 42°C wurde der Ansatz fir 2 min
auf Eis abgeklhlt. Nach Zugabe von 0.4 ml LB-Medium und Inkubation fiir 45 min schiittelnd
bei 37°C wurde ein Teil des Ansatzes auf Selektionsagar ausplattiert. Die Platten wurden
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

C) Selektion rekombinanter E. coli—Klone

Die Transformanten wurden auf LB-Platten unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums
ausplattiert. Bei rekombinanten Klonen, die durch Test auf a-Komplementation identifiziert
werden konnten, wurde den Selektionsplatten IPTG und X-Gal zugegeben. Dem
Selektionsprinzip liegt die Aufhebung der a-Komplementation der 3-Galaktosidase, durch im
Plasmid integrierte Fremd-DNA und der damit verbundene Verlust der Fahigkeit zur Bildung

des Indigo-Farbstoffes aus X-Gal (weil3e Kolonien), zugrunde.

2.6.11. DNA-Sequenzierung
Nach der Konstruktion neuer Plasmide wurden diese durch Sequenzierung Uberprift. Die
Sequenzierung wurde von kommerziellen Anbietern (Eurofins MWG Operon, Ebersberg)

durchgefiihrt.

2.7. Proteinbiochemische Methoden

2.7.1. Rekombinante Expression und Reinigung von SUMO-Fusionsproteinen

Alle Sdulenchromatographien wurden an der FPLC (fast protein liquid chromatography)-
Anlage AKTA Purifier (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) sowie mit Hilfe einer Peristaltik-
pumpe P1 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durchgefihrt.
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2.7.1.1. Rekombinante Herstellung von NS5 des West-Nil-Virus

Die Sequenz von NS5 des West-Nil-Virus wurde Uber PCR in den Expressionsvektor
PETSUMOadapt kloniert und das resultierende Plasmidkonstrukt (SFri2) in den
Expressionsstamm E. coli BL21- CodonPlus®-RP transformiert. Die Anzucht einer 50 ml
Vorkultur erfolgte in LB-Medium unter Zusatz von Kanamycin und Chloramphenicol lber
Nacht bei 37°C. Die zu 1 % mit der Vorkultur angeimpften Hauptkulturen wurden bei 37°C
ohne Zugabe von Antibiotika bis zu einer optischen Dichte von ODgp = 1 angezogen und die
Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Carl Roth, Karlsruhe) induziert. Nach 4 h
Inkubation erfolgte die Zellernte fiir 20 min bei 6340 x g und 6°C (SORVALL RC 6 Plus, Rotor:
SLC 3000). Das Zellpellet wurde direkt in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

Das Zellpellet wurde auf Eis in 20 mM Natriumphosphat, 0.5 M NaCl, 30 mM Imidazol, 10 %
Glycerin (v/v), pH 7.5 resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) und 0.5 mg/ml Lysozym (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) erfolgte eine Inkubation fiir 2 h
auf Eis. Die Zellen wurden mit der french press (Gaulin Homogenisator, APV Homogenisator
GmbH, Libeck) aufgeschlossen und anschlieRend bei 6°C und 43000 x g fir 1.5 h
zentrifugiert (SORVALL RC 6 Plus, Rotor: SS34). Der I6sliche Uberstand wurde (iber eine
Nickel-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt (HisTrap™ HP, GE Healthcare, Uppsala,

Schweden).
NiNTA: Puffer A 20 mM Natriumphosphat  Puffer B 20 mM Natriumphosphat
0.5 M Nacl 0.5 M NacCl
30 mM Imidazol 500 mM Imidazol
10 % Glycerin (v/v) 10 % Glycerin (v/v)
pH 7.5 pH 7.5

Das durch steigende Imidazolkonzentration eluierte Fusionsprotein SUMO-NS5 wurde gegen
50 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 10 % Glycerin (v/v), 5 mM DTT, pH 7.6 dialysiert und
anschlieBend mit 1 % (v/v) SUMO-Protease fiir 0.5 h auf Eis gespalten. Die Salzkonzentration
wurde auf 130 mM NaCl gesenkt und das native NS5 einer Poly(U)-Sepharose-
Affinitatschromatographie (PolyU-Sepharose 4B, GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

unterzogen.

Poly(U)-Saule: Puffer A 50 mM Tris-HCI Puffer B 50 mM Tris-HCI
130 mM NacCl 1 M NacCl
10 % Glycerin (v/v) 10 % Glycerin (v/v)
5mM DTT 5mM DTT
pH 7.6 pH 7.6
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Die Elution erfolgte durch kontinuierliches Erhéhen der NaCl-Konzentration. Das gereinigte
NS5 wurde anschlieRend iiber eine Gelfiltration (HiLoad™ 16/600 Superdex 200™,
GE Healthcare, Uppsala, Schweden) aufgetrennt (50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, 10 %
Glycerin (v/v), pH 7.6) und mit einer Vivaspin-Konzentrationseinheit (Sartorius, Gottingen,
AusschlussgroRe 50 kDa) konzentriert. Die finale Lagerung des Proteins erfolgte bei -20°C in
50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 40 % Glycerin (v/v), pH 7.6.

2.7.1.2. Rekombinante Herstellung von AUF1 Isoform p45

Die fur die Isoform p45 kodierende cDNA von HNRNPD wurde {ber PCR in den
Expressionsvektor pETSUMOadapt kloniert und das resultierende Plasmidkonstrukt (SFri4) in
den Expressionsstamm E. coli BL21-CodonPlus®-RP transformiert. Die Anzucht, Zellernte und
der Zellaufschluss erfolgte wie unter 2.7.1.1. flr NS5 beschrieben, auRer, dass das Zellpellet
in 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 30 mM Imidazol, 10 % Glycerin, pH 7.5 resuspendiert wurde.
Der I6sliche Uberstand wurde iber eine Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt

(HisTrap™ HP, GE Healthcare, Uppsala, Schweden).

NiNTA: Puffer A 20 mM Tris-HCl Puffer B 20 mM Tris-HCl
1 M NacCl 0.5 M NacCl
30 mM Imidazol 500 mM Imidazol
10 % Glycerin (v/v) 10 % Glycerin (v/v)
pH 7.5 pH 7.5

Das durch steigende Imidazolkonzentration eluierte Fusionsprotein SUMO-AUF1p45 wurde
1:2 mit 20 mM Tris-HCl, 1 mM TCEP, pH 7.6 verdiinnt und anschlieBend mit 1 % (v/v) SUMO-
Protease flir 1 h bei 4°C gespalten. Es wurde nochmals die Salzkonzentration durch eine 1:2
Verdinnung mit 20 mM Tris-HCI, 1 mM TCEP, pH 7.6 gesenkt und das native AUF1p45 einer
Heparin-Sepharose-Affinitatschromatographie (HiTrap Heparin HP, 5 ml, GE Healthcare,

Uppsala, Schweden) unterzogen.

Heparin-Saule: Puffer A 20 mM Tris-HCl Puffer B 20 mM Tris-HCI
100 mM Nacl 1 M NacCl
1 mM TCEP 1 mM TCEP
pH 7.6 pH 7.6

Die Elution erfolgte durch kontinuierliches Erhéhen der NaCl-Konzentration. Das gereinigte
AUF1p45 wurde anschlieBend tber eine Gelfiltration (HiLoad™ 16/600 Superdex 200™,
GE Healthcare, Uppsala, Schweden) aufgetrennt (20 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 1 mM TCEP,
pH 7.6), in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C in Aliquots gelagert.
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2.7.1.3. Rekombinante Herstellung von PRMT1

Die cDNAs von PRMT1, die die Isoformen v1, v2, v3 und v5 kodieren, wurden tber PCR in
den Expressionsvektor pETSUMOadapt kloniert und die resultierenden Plasmidkonstrukte
(SFri48-51) in den Expressionsstamm E. coli BL21-CodonPlus®-RP transformiert. Die Anzucht
einer 50 ml Vorkultur erfolgte in LB-Medium unter Zusatz von Kanamycin und
Chloramphenicol tGber Nacht bei 37°C. Die zu 1 % mit der Vorkultur angeimpften Haupt-
kulturen wurden bei 37°C ohne Zugabe von Antibiotika bis zu einer optischen Dichte von
ODgoo = 0.4 angezogen und die Expression durch Zugabe von 0.4 mM IPTG (Carl Roth,
Karlsruhe) induziert. Nach Inkubation tGber Nacht bei 22°C erfolgte die Zellernte fir 20 min
bei 6340 x g und 6°C (SORVALL RC 6 Plus, Rotor: SLC 3000). Das Zellpellet wurde direkt in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Reinigung wurde fir alle
Isoformen von PRMT1 analog durchgefiihrt.

Das Zellpellet wurde auf Eis in 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 30 mM Imidazol, 10 % Glycerin
(v/v), pH 7.5 resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und
0.5 mg/ml Lysozym (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) erfolgte eine Inkubation fiir 2 h auf Eis.
Die Zellen wurden mit der french press (Gaulin Homogenisator, APV Homogenisator GmbH,
Libeck) aufgeschlossen und anschlieRend bei 6°C und 43000 x g fir 1.5 h zentrifugiert
(SORVALL RC 6 Plus, Rotor: SS34). Der |6sliche Uberstand wurde Uber eine Nickel-NTA-
Affinitatschromatographie aufgereinigt (HisTrap™ HP, GE Healthcare, Uppsala, Schweden).

NiNTA: Puffer A 20 mM Tris-HCl Puffer B 20 mM Tris-HCl
1 M NaCl 0.5 M NacCl
30 mM Imidazol 500 mM Imidazol
10 % Glycerin (v/v) 10 % Glycerin (v/v)
pH 7.5 pH 7.5

Das durch steigende Imidazolkonzentration eluierte Fusionsprotein SUMO-PRMT1 wurde 1:2
mit 20 mM Tris-HCI, 1 mM TCEP, pH 7.6 verdunnt und anschlieRend mit 1 % (v/v) SUMO-
Protease (AG Behrens) fiir 1 h bei 4°C gespalten. Die Salzkonzentration wurde durch eine 1:2
Verdiinnung mit 20 mM Tris-HCl, 1 mM TCEP, pH 7.6 gesenkt und das native PRMT1 einer

Anionenaustausch-Chromatographie (Resource Q, 6 ml, GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

unterzogen.

Resource Q: Puffer A 20 mM Tris-HCI Puffer B 20 mM Tris-HCI
100 mM NacCl 1 M NaCl
1 mMDTT 1 mMDTT
5 % Glycerin (v/v) 5 % Glycerin (v/v)
pH 7.6 pH 7.6
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Die Elution erfolgte durch kontinuierliches Erhéhen der NaCl-Konzentration. Das gereinigte
PRMT1 wurde anschlieBend gegen 20 mM Tris-HCl, 100 mM KCl, 5 % Glycerin (v/v),
1 mM TCEP, pH 7.6 dialysiert und mit einer Vivaspin-Konzentrationseinheit (Sartorius,
Gottingen, AusschlussgroRe 30 kDa) konzentriert, in flissigem Stickstoff in Aliquots
eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.7.1.4. Rekombinante Herstellung von methyliertem AUF1 Isoform p45 (AUF1p45°°M4)

Zur Herstellung groRerer Mengen an methyliertem AUF1p45 wurde upstream von SMT3-
HNRNPD (lsoform p45, Plasmid SFri4) die cDNA des PRMT1-Gens (Isoform v1) inseriert. Dies
ermoglichte die Transkription einer bicistronischen mRNA und die Translation beider
Proteine in einem aquimolaren Verhiltnis in E. coli-Zellen. Das erhaltene Plasmidkonstrukt
(SFri57) wurde in den Expressionsstamm E. coli BL21- CodonPlus®- RP transformiert. Die
Anzucht einer 50 ml Vorkultur erfolgte in LB-Medium unter Zusatz von Kanamycin und
Chloramphenicol Uber Nacht bei 37°C. Die zu 1 % mit der Vorkultur angeimpften
Hauptkulturen wurden bei 30°C ohne Zugabe von Antibiotika bis zu einer optischen Dichte
von ODgge = 0.5 angezogen und die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Carl Roth,
Karlsruhe) induziert. Nach einer Inkubation fir 4 h bei 30°C erfolgte die Zugabe von 10 pg/ml
Erythromycin zur Inhibition der Translation und es wurde fir weitere 2 h bei 30°C inkubiert.

VA erfolgte wie unter

Die Zellernte, der Zellaufschluss sowie die Reinigung von AUF1p45
2.7.1.2. beschrieben, auller, dass die abschlieBende Gelfiltration entfiel und die Elutions-
fraktionen der Heparin-Sepharose mit einer Vivaspin-Konzentrationseinheit konzentriert und
gleichzeitig in 20 mM Tris-HCl, 150 mM KCI, 1 mM TCEP, pH 7.6 umgepuffert wurden.

AUF1p45°°A wurde in fliissigem Stickstoff in Aliquots eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.7.1.5. Rekombinante Herstellung einer pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45
Durch site-directed mutagenesis-PCR wurden zwei Pseudophosphomutationen in das
AUF1p45-Gen (HNRNPD, Isoform p45, kloniert in Plasmid SFri4) eingefligt. Dies fliihrte zum
Austausch der Aminosdure Serin an Position 190 zu Aspartat (S190E) und Threonin an Position
193 zu Glutamat (T193D). Die rekombinante Herstellung dieser Variante erfolgte wie unter
2.7.1.2. beschrieben.

2.7.2. Reinigung von RNA-Bindeproteinen aus HelLa-Zellen

Um neue Wirtsfaktoren zu identifizieren, die in der Replikation des West-Nil-Virus involviert
sind, kam eine Poly(l):(C)-Sdulenchromatographie (Liao et al. 1998) zum Einsatz. Mit Hilfe
dieser Poly-Inosin/Poly-Cytosin konjugierten Sepharose-beads kénnen spezifisch RNA-
bindende Proteine aus Zellextrakten angereichert werden. Um eine hohere Reinheit der

Proteinfraktionen zu erhalten, wurden weitere Saulenchromatographien einbezogen. Die
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stimulierende Aktivitat dieser Proteinfraktionen wurde parallel mit Hilfe des in vitro RNA-
abhangigen RNA-Polymerase-Assays untersucht. Im Folgenden ist das Reinigungsschema aus
Hela-Zellen beschrieben.

Cytoplasmatische Extrakte und Kernextrakte aus 2.5 x 10° Hela-Zellen (Cilbiotech, Bergen,
Belgien) wurden nach (Dignam et al. 1983) prapariert. Die Extrakte wurden gegen
20 mM HEPES-NaOH, 100 mM KCI, 3 mM MgCl,, 0.01 % Tween 20, pH 7.6 dialysiert und
prazipitierte Proteine bei 4°C, 43000 x g fiir 1 h zentrifugiert (SORVALL RC 6 Plus, Rotor:
SS34). Der Uberstand wurde einer Anionenaustausch-Chromatographie (Resource Q, 6 ml,

GE Healthcare, Uppsala, Schweden) unterzogen.

Resource Q: Puffer A 20 mM HEPES-NaOH Puffer B 20 mM HEPES-NaOH
100 mM KCI 100 mM KCI
3 mM MgCl, 1 M NacCl
0.01 % Tween 20 3 mM MgCl,
pH 7.6 0.01 % Tween 20
pH 7.6

Die Salzkonzentration des Durchfluss’ der Resource Q wurde auf etwa 200 mM KCl
eingestellt und Uber eine Poly(l):(C)-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Elution
erfolgte durch kontinuierliches Erhohen der NaCl-Konzentration.

Poly(l):(C)-Saule:

Puffer A 20 mM HEPES-NaOH Puffer B 20 mM HEPES-NaOH
200 mM KCl 100 mM KCl
3 mM MgCl, 2 M NadCl
0.01 % Tween 20 3 mM MgCl,
pH 7.6 0.01 % Tween 20
pH 7.6

Proteinfraktionen mit der hochsten stimulierenden Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay wurden
vereinigt, auf etwa 50 mM NaCl verdiinnt und (iber eine Heparin-Sepharose-Affinitats-
chromatographie (HiTrap Heparin HP, 1 ml, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) weiter
aufgereinigt. Die Elution erfolgte durch kontinuierliches Erhéhen der NaCl-Konzentration.

Heparin-Saule:

Puffer A 20 mM HEPES-NaOH Puffer B 20 mM HEPES-NaOH
50 mM KClI 50 mM KClI
3 mM MgCl, 1 M NacCl
0.01 % Tween 20 3 mM MgCl,
pH 7.6 0.01 % Tween 20
pH 7.6
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Der Durchfluss, welcher den GroRteil der stimulierenden Aktivitat enthielt, wurde mit einer
Vivaspin-Konzentrationseinheit (Sartorius, Gottingen, Ausschlussvolumen 5 kDa) kon-
zentriert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die so gewonnenen

Proteine wurden anschliefend durch Massenspektrometrie analysiert.

2.7.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde am Photospektrometer (BioPhotometer,
Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenldnge von 595 nm ermittelt (Bradford 1976). Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit einer Eichgerade, die durch Verdiinnung
einer 10 mg/ml-BSA-Stamml6sung (NEB, Ipswich, USA), erstellt wurde.

Die Konzentration von rekombinant gereinigten Proteinen wurde am UV/VIS Spektrometer
V-550 (JASCO, GroR-Umstadt) bestimmt. Mittels Lambert-Beerschem Gesetz konnte die

Proteinkonzentration nach folgender Gleichung berechnet werden:

E=€-c-d

E = Absorption bei 280 nm

€ = Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm (M™ - cm™)
¢ = Proteinkonzentration (M)

d = optische Wegldnge (cm)

2.7.4. Konzentrierung von Proteinen
Die Konzentrierung von Proteinen wurde mittels einer VivaSpin-Konzentrationseinheit
(Sartorius, Gottingen, Ausschlussvolumen 5, 30 bzw. 50 kDa) nach Herstellerangaben

durchgefihrt.

2.7.5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fir die analytische wund prdparative Auftrennung von Proteinen wurde ein
diskontinuierliches Gelsystem nach (Laemmli 1970) verwendet. Die Elektrophorese wurde
unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Die Gelldsungen setzten sich wie folgt

Zusammen:

Trenngel: 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8
10 % Acrylamid (Rotiphorese 30, Carl Roth, Karlsruhe)
0.1 % (w/v) SDS
0.125 % (w/v) APS
0.25 % (v/v) TEMED
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Sammelgel: 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8
4 % Acrylamid (Rotiphorese 30, Carl Roth, Karlruhe)
0.05 % (w/v) SDS
0.07 % (w/v) APS
0.3 % (v/v) TEMED

Elektrophoresepuffer: 25mM Tris
0.19 M Glycin
0.1 % (w/v) SDS
pH 8.3

Die Proben wurden mit 2 x SDS-Ladepuffer [10 mM Tris-HCI, pH 6.8, 20 % (v/v) Glycerin,
0.01 % (w/v) Bromphenolblau, 6 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol] versetzt und fir
5 min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei maximaler Spannung und bei einer
Stromstarke von 25-50 mA (je nach GelgroBe, Electrophoresis power supply EC 135-90,

Thermo Scientific, Bonn) pro Gel durchgefiihrt.

2.7.6. Farbung mit Coomassie

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden fiir mindestens 15 min leicht
schwenkend in Coomassie-Farbelosung [0.2 % (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250, 50 %
(v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure] inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Entfarbung des
Hintergrundes durch Entfarberlosung [30 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure].

2.7.7. Silberfarbung

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel in 60 ml Fixierlosung [50 % (v/v)
Aceton, 1.25 % (w/v) Trichloressigsaure] fiir 5 min inkubiert. AnschlieRend wurde das Gel
dreimal (5 sec, 5 min, 5 sec) in HyOpigest gewaschen und fiir 5 min in 60 ml 50 % (v/v) Aceton
inkubiert. Es folgte eine Vorbehandlung in Na,S,03 (20 mg in 60 ml H,0pigest) flir 1 min, bevor
das Gel fir 8 min impragniert wurde [160 mg AgNOs und 600 pl 37%iges (v/v) Formaldehyd
in 60 ml H,0pigest]. Es wurde dreimal 5 sec in H,Opigest gewaschen. Es schloss sich die
Entwicklung [1.2 g Na,COs3, 2 mg Na,S,05; und 25 pl 37%iges (v/v) Formaldehyd in 60 ml
H,Opidest] an. Sobald die Proteinbanden die gewiinschte Intensitdt hatten, wurde die
Farbereaktion durch Zugabe von 5%iger Essigsaure gestoppt. AnschlieBend konnte das Gel in

H,Opigest aufbewahrt oder getrocknet werden.

2.7.8. Analytische Ultrazentrifugation
Die analytische Ultrazentrifugation wurde mit einer BECKMAN Optima XL-A, einem Rotor
An50Ti und Doppelsektorzellen (Beckman Coulter, Brea, USA) durchgefiihrt. Fir das

spezifische Partikelvolumen wurde 0.73 ml/g angenommen. Der Sedimentations-
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Gleichgewichtslauf bei 12000 rpm und 20°C erfolgte bei einer Proteinkonzentration von
5 UM in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCIl, 1 mM TCEP, pH = 7.6. Mit Hilfe der Svedberg-
Gleichung wurde das apparente Molekulargewicht der Proteinlésung bestimmt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software von Beckman Coulter durch PD Dr. Hauke Lilie,
Institut fir Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg.

2.7.9. Prdparation von Gesamtzellextrakt

Nach erfolgter Trypsinierung und Sedimentation der Zellen bei 380 x g fiir 5 min (Mikro 200,
Hettich, Tuttlingen) wurde das Zellpellet mit PBS gewaschen und anschliefend in RIPA-Puffer
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 5 min auf Eis erfolgte eine Zentrifugation bei
14000 x g fur 15 min bei 4°C. Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Zelllysats
erfolgte photometrisch nach (Bradford 1976) wie unter 2.7.3. beschrieben.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
1 % (v/v) NP-40
0.5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0.1 % (w/v) SDS
pH 8.0

2.7.10. Prdparation von cytoplasmatischen Zellextrakt

Nach erfolgter Trypsinierung und Sedimentation der Zellen bei 380 x g fiir 5 min (Mikro 200,
Hettich, Tuttlingen) wurde das Zellpellet mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet in Zelllyse-Puffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 10 min auf Eis erfolgte
eine Zentrifugation bei 380 x g fir 5 min bei 4°C. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
des cytoplasmatischen Extraktes erfolgte photometrisch nach (Bradford 1976) wie unter
2.7.3. beschrieben.

Zelllyse-Puffer: 50 mM Tris-HCl
5 mM MgCl,
100 mM Nacl
1 % (v/v) NP-40
pH 8.0

2.7.11. Western Blot

Zur spezifischen Detektion bestimmter Proteine wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Nach
Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe mittels einer SDS-PAGE erfolgte deren
elektrophoretischer Transfer auf eine Nitrocellulosemembran. Die Membran (Protran®,

Whatman GmbH, Dassel) wurde auf GelgréRRe zugeschnitten und in Transferpuffer getrankt.
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Ebenso wurden vier Lagen Whatman-Papier (GB005, Whatman GmbH, Dassel) zugeschnitten
und in Transferpuffer getrankt. In der Blotapparatur (V10SDB und V20SDB, biostep GmbH,
Jahnsdorf) wurden zwei Lagen Whatman-Papier, die Nitrocellulosemembran, das Proteingel
und zwei weitere Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei lGbereinandergelegt. Der Transfer
der Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter Stromstirke (0.8 mA/cm? Gelfliche)
fir 1 - 3 h. Durch eine Ponceau-S-Farbung der Proteine auf der Membran konnte die
blotting-Effizienz abgeschatzt werden. Zur Reduktion unspezifischer Interaktionen wurde die
Membran mit 5 % Milchpulver (Carl Roth, Karlruhe) in TN-Tween-Puffer flir mindestens
30 min inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikérper (angemessen
verdinnt mit TN-Tween-Puffer/5 % Milchpulver) fur 1 - 2 h. Es wurde dreimal fiir 5 min mit
TN-Tween-Puffer gewaschen, bevor ein mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelter
sekundarer Antikorper (angemessen verdiinnt mit TN-Tween-Puffer) mit der Membran fir
1 h inkubiert wurde. Danach wurde nochmals dreimal fir 5 min mit TN-Tween-Puffer
gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte mit einer Chemilumineszenzreaktion. Die am
sekundaren Antikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase setzt dabei einen Farbstoff
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Bonn) um, wobei
Lichtenergie frei wird und von einem Réntgenfilm (CL-XPosure™, Thermo Scientific, Bonn)

detektiert werden kann.

Transferpuffer: 48 mM Tris
39 mM Glycin
1.3 mM SDS
20 % (v/v) Methanol

TN-Tween: 20 mM Tris-HCl
150 mM NaCl
0.05 % (v/v) Tween 20
pH 7.5

Ponceau-S-Lésung: 0.5 % (w/v) Ponceau S
1 % (v/v) Essigsaure

2.7.12. Immunfluoreszenz

Die Methode der Immunfluoreszenz wurde angewendet, um Zellen zu identifizieren, in
denen eine Replikation der West-Nil-Virus-RNA stattfindet. Die Anzucht transfizierter Zellen
erfolgte auf sterilen Deckglaschen. Zur Fixierung der Zellen wurde eine Inkubation mit
Formalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fiir 20 min bei RT durchgefiihrt. Anschliefend
wurden die Zellen zweimal fur 5 min mit PBS gewaschen und mit 0.5 % Triton X-100/PBS fur

5 min permeabilisiert. Um unspezifische Bindungen zu minimieren erfolgte eine Inkubation
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mit 1 % FCS/PBS fur 1 h bei RT. Der primare Antikorper Anti-NS5 wurde 1:2000 in
1 % FCS/PBS verdinnt und fir 1 h bei RT mit den Zellen inkubiert. Es wurde dreimal mit
1 % FCS/PBS gewaschen und anschlieBend erfolgte die Inkubation des sekundaren
Antikorpers Alexa Fluor® 488 goat Anti-rabbit (life technologies, Darmstadt, Verdiinnung
1:500 in 1 % FCS/PBS) fur 1 h bei RT unter Lichtausschluss. Nach zwei Waschschritten mit
PBS wurde das Deckglaschen mit den Zellen nach unten in ProLong® Gold Antifade Reagent
with DAPI (life technologies, Darmstadt) auf einem Objekttrager platziert. Replizierende
Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss, Jena)
sichtbar gemacht. Die Replikationseffizienz wurde durch das Verhaltnis replizierender zu

nicht-replizierenden Zellen bestimmt.

2.7.13. Gewinnung von polyklonalen Antikorpern gegen NS5

Polyklonale Antikorper gegen NS5 wurden durch die Firma Eurogentecs (Seraing, Belgien)
generiert. Dazu wurde 0.4 mg NS5-Protein in vier Boosts Uber einen Zeitraum von vier
Wochen einem Kaninchen gespritzt. Dann wurde das Tier ausgeblutet und die IgG-Fraktion

gewonnen.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper

Name Anwendung Anbieter Bestellnummer
Primdre Antikérper

Anti-NS5 W8, IF Eurogentecs, Seraing, Belgien -
Anti-FLAG WB, IP Agilent Technologies, Santa Clara, USA |200472-21
Anti-GAPDH wB Santa-Cruz sc-47724
Anti-AUF1 WB Millipore, Billerica, USA 07-260
Anti-AUF1 wB Abcam, Cambridge, UK ab50692
Anti-hnRNPH1 w8 AbD Serotec, Oxford, UK AHP882
Anti-PRMT1 WB Millipore, Billerica, USA 07-404
Anti-Vinculin wB Sigma-Aldrich, St. Louis, USA V9131
Anti-aDMA (ASYM24) wB Millipore, Billerica, USA 07-414
Sekunddre Antikérper

donkey Anti-rabbit 1gG-HRP | WB GE Healthcare NA934V
sheep Anti-mouse IgG-HRP | WB GE Healthcare NXA931
f;?;?:luor@ 488 goat Anti- IF life technologies, Darmstadt A-11008
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2.7.14. FLAG-Immunprazipitation

Die cDNAs des AUF1-Gens, die die Isoformen p37, p40, p42 und p45 kodieren, wurden Uber
Reverse Transkription aus Gesamt-RNA von Huh7-Zellen generiert und in den eukaryotischen
Expressionsvektor pCDNATMS/TO (life technologies, Darmstadt) kloniert. Der N-terminale
FLAG-tag wurde Uber den forward Primer eingefligt. Die resultierenden Plasmidkonstrukte
(SFri43-46) wurden, wie unter 2.4.2. beschrieben, in Huh7-Zellen transfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen geerntet, das Zellpellet mit PBS gewaschen, in Zelllyse-Puffer [20 mM
HEPES-NaOH, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 % (v/v) NP-40, 1 mM PMSF, pH 7.9]
resuspendiert und fir 30 min bei 4°C rotierend inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei
12000 g fir 10 min bei 4°C. Der Uberstand wurde mit ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) in Anwesenheit von 0.1 mg/ml RNase A bei 4°C Gber Nacht inkubiert.
Die immunprazipitierten FLAG-Fusionsproteine wurden sechsmal mit 500 pl Puffer [20 mM
HEPES-NaOH, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) NP-40, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH 7.6] gewaschen
und anschlieBend mit 500 ng/ul 3X FLAG®-Peptid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in 20 mM
HEPES-NaOH, 100 mM KCI, 3 mM MgCl,, 0.01 % Tween 20, pH 7.6 fir 1 h auf Eis inkubiert.
Die eluierten FLAG-Fusionsproteine wurden durch Zentrifugation fiir 1 min bei 5000 g und
4°C von der ANTI-FLAG® M2-Agarose getrennt. Die Immunpréazipitation wurde durch
Western Blot mit ANTI-FLAG-Antikdrper und SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfarbung
bestatigt. Die so gewonnenen FLAG-getaggten AUF1-Isoformen konnten nun auf Aktivitdt im

in vitro RNA-abhangigen RNA-Polymerase Assay untersucht werden.

2.7.15. Massenspektrometrie

Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden fiir 45 min bei 50°C mit 10 mM DTT in 100 mM
Ammoniumbicarbonat gewaschen. AnschlieBend erfolgte ein weiterer Waschschritt fur
45 min mit 55 mM lodacetamid in 100 mM Ammoniumbicarbonat unter Ausschluss von Licht
um Cysteine zu modifizieren. Danach wurden die Gelstiicke dreimal mit Wasser, zweimal mit
10 mM Ammoniumbicarbonat und abschliefend einmal mit 10 mM Ammoniumbicarbonat in
50 % Acetonitril gewaschen. Nach der Trocknung der Gelstiicke unter N,-Begasung wurden
diese in 20 pl einer 10 MM Ammoniumbicarbonat-Losung (pH 8.0) geldst und anschlieBend
mittels Trypsin (Promega, Madison, USA) Uber Nacht bei 37°C verdaut. 1 ul des Verdaus
wurde auf den Matrix-layer getropft. Als Matrix wurde eine gesattigte 2,5-Dihydroxybenzoe-
sdure/Methanol-L6sung verwendet. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte an einem
Ultraflex-Il TOF/TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) mit einer MALDI-
Quelle. Fir die Kalibrierung des Peptid-fingerprints wurde ein Kalibrierungsstandard von
Bruker Daltonics verwendet. Zur Auswertung und Dokumentation wurde die Software Flex

Control 2.4, Flex Analysis 2.4 und Biotools 3.0 genutzt. Die methylierten Peptide wurden mit
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Hilfe der LIFT-Methode fragmentiert (Suckau et al. 2003). Alle Arbeitsschritte in diesem
Absatz wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Schierhorn durchgefiihrt.

Die unter 2.7.2. gereinigten RNA-Bindeproteine aus Hela-Zellen wurden in der
Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Ruppert (Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitat
Heidelberg, Core Facility for Mass Spectrometry and Proteomics, Heidelberg) mittels
Massenspektrometrie analysiert. Dabei wurde die finale Proteinfraktion mit 1 Vol 20%iger
Trichloressigsaure prazipitiert, das Pellet mit Aceton gewaschen und in SDS-Ladepuffer
resuspendiert. Die Proteine wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, die Spur in 12

Gelstiicke geteilt und mittels MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie identifiziert.

2.8. Enzymologische Methoden

2.8.1. in vitro RNA-abhingiger RNA-Polymerase-Assay (RdRp-Assay)

Der in vitro RdRp-Assay wurde in einem Gesamtvolumen von 40 pl durchgefiihrt. Als
Inkubationspuffer diente 50 mM HEPES-NaOH, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0.5 mM MnCl,,
1 mM DTT, pH 8.0. Weiterhin enthielt der Ansatz je 500 uM ATP, GTP, UTP, 0.1 uM rCTP,
10 pCi [a-*?P] CTP, 10 nM Template RNA und 100 nM rekombinant gereinigtes NS5. Die
Reaktion wurde fir 1-2 h bei 37°C inkubiert. Um den Einfluss von gereinigten
Proteinfraktionen aus Zellextrakten oder rekombinanten Proteinen auf die Polymerase-
reaktion zu untersuchen, wurden die jeweiligen Proteine mit der RNA fiir 1 bis 30 min pra-
inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von NS5 gestartet. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz mit H,Osigma auf 200 pl aufgefillt und mit
1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1) extrahiert. Der wissrige Uberstand wurde
mit 2.36 Vol 100%igem Ethanol und 0.18 Vol 6 M Ammoniumacetat fir 30 min bei -20°C
gefallt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 min bei 16000 x g (Mikro 200, Hettich,
Tuttlingen). Das RNA-Pellet wurde mit 500 pul 70%igem Ethanol gewaschen, kurz
luftgetrocknet, in 20 ul Ladepuffer (siehe 2.5.6.) resuspendiert und fiir 3 min bei 95°C erhitzt.
Die Auftrennung der RNA-Produkte durch Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese
erfolgte wie unter 2.5.6. beschrieben. Die getrockneten Polyacrylamidgele wurden unter
Storage-Phosphor-Screens (GE Healthcare) fir 16 - 24 h exponiert. Mit Hilfe eines Phosphor
Imager (Molecular Dynamics, STORM 860) konnten die Signale gemessen und die jeweiligen
Bandenintensitaten (ber das Softwareprogramm Image Quant 5.0 (GE Healthcare)
ausgewertet werden. Dabei wurde die Kontrollreaktion (keine Zugabe von Protein, nur

Zugabe des Lagerungspuffers des Proteins) als Faktor 1 festgelegt.
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2.8.1.1. RNase-Spaltung des RdRp-Produkts

Zum Nachweis der de novo-Initiation durch NS5 wurde das RNA-Produkt mit RNase A bzw.
RNase T; behandelt. Dazu wurde ein in vitro RdRp-Assay wie unter 2.8.1. beschrieben
durchgefiihrt, das RNA-Pellet in 30 pl H,Osigma resuspendiert und mit 7 U RNase A und 3.5 U
RNase T; (Thermo Scientific, Bonn) fir 30 min bei 30°C umgesetzt. Dabei wurde eine
Reaktion ohne Zugabe von NaCl und eine Reaktion in Anwesenheit von 300 mM NacCl
angesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6 mM Tris-HCI, 30 mM EDTA, 0.12 % (w/V)
SDS, pH 8.0 beendet und die RNA wurde wie unter 2.8.1. beschrieben aufgereinigt und

analysiert.

2.8.2. Radioaktive in vitro Methylierung von Protein

Der Reaktionsansatz (100 ul) enthielt 50 mM HEPES-NaOH, pH 8.0, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0.2 mg/ml BSA, 0.5 mM DTT. Fur die in vitro Methylierung von 1.2 uM AUF1p45 bzw.
1 uM hnRNPH1 wurden 0.5 pM PRMT1 eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
40 uM [S—“C]adenosylmethionine (60 mCi/mmol, GE Healthcare) gestartet und bei 30°C
durchgefiihrt. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden je 10 ul entnommen, mit 1 Vol 2 x
SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Die Proben wurden durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wie unter 2.7.5. beschrieben aufgetrennt. Das Gel wurde
anschlieBend dreimal fur je 10 min in Fixierlosung (10 % (v/v) Essigsaure, 10 % (v/v)
Methanol) inkubiert und anschlieBend unter Vakuum getrocknet. Die Detektion der
radioaktiven Signale erfolgte mit Storage-Phosphor-Screens (GE Healthcare). Mit Hilfe eines
Phosphor Imager (Molecular Dynamics, STORM 860) konnten die Signale gemessen und die
jeweiligen Bandenintensitdten {ber das Softwareprogramm Image Quant 5.0 (GE

Healthcare) ausgewertet werden.

2.8.3. Messung von Renilla-Luziferase Aktivitat

Dieser Assay diente der Bestimmung der Translations- bzw. Replikationseffizienz viraler
Replikon-RNAs nach siRNA-vermittelter Depletion von AUF1 in Huh7-Zellen. Des Weiteren
konnte die Auswirkung von Mutationen, die in die Replikon-RNA eingefiihrt wurden,
untersucht werden. Das Renilla-Luziferase-Gen wurde in die Aflll-Schnittstelle von
pPWNVRepHDVr eingefiigt. Nach Transfektion dieses Renilla-Replikons konnte die Renilla-
Luziferase somit als Teil des Polyproteins translatiert werden. Die gemessene Renilla-
Luziferase-Aktivitat 3 - 4 h und 24 - 72 h nach der Transfektion reprdsentierte die Translation
bzw. die Replikation der viralen Replikon-RNA. Transfizierte Zellen wurden zu frihen
Zeitpunkten durch Zentrifugation und zu spaten Zeitpunkten durch Trypsinierung geerntet.
Die Quantifizierung der Renilla-Luziferase-Aktivitat erfolgte mit dem Renilla Luciferase Assay

System nach Anweisung des Herstellers (Promega, Madison, USA). Die Renilla-Luziferase-
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Aktivitat wurde sofort nach Gewinnung des Zellextrakts am Luminometer (Berthold
Detection Systems, Pforzheim) gemessen, indem 2 ul Zellextrakt mit 20 pl des Assay-Reagenz

gemischt wurden.

2.9. Filter-Bindungs-Assay zur Bestimmung von RNA-Protein-Interaktionen

Ein Filter-Bindungs-Assay (FBA) ist eine Methode, um Affinitaten zwischen Protein und RNA
bzw. Protein und DNA zu bestimmen. Die Grundlage dieser Methode ist die Bindung von
Proteinen an Nitrocellulose, welche negativ geladen ist. Nukleinsduren mit ihrer negativen
Ladung binden allein nicht an Nitrocellulose. Bindet ein Protein Nukleinsduren, dann wird
dieser Komplex von der Nitrocellulose zuriickgehalten. Bei konstanter Nukleinsdure-
konzentration und ansteigender Proteinkonzentration kann dann mit Hilfe des FBA die
Affinitat zwischen beiden Molekiilen gemessen werden.

Radioaktiv markierte RNA wurde wie unter 2.5.3. beschrieben hergestellt. Der
Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT,
0.1 nM >?P-radioaktiv-markierte RNA und ansteigende Konzentrationen von Protein in einem
Gesamtvolumen von 20 pl. Der Ansatz wurde fir 30 min bei RT inkubiert. Die
Nitrocellulosemembran (Protran®, Whatman GmbH, Dassel) wurde in einer Dot-Blot
Apparatur eingesetzt und mit 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl, equilibriert.
Der Ansatz wurde auf die Membran gegeben und mittels Vakuum wurde die Flissigkeit
durch die Membran gesaugt. Die Nitrocellulosemembran wurde anschlieBend luftgetrocknet
und unter Storage-Phosphor-Screens (GE Amersham Bioscience) fiir 16 - 24 h exponiert. Die
radioaktiven Signale wurden mit Hilfe eines Phosphor Imager (Molecular Dynamics, STORM
860) gemessen und Intensitdten Uber das Softwareprogramm Image Quant 5.0 (GE
Healthcare) ausgewertet. Die Intensitditen wurden gegen die Proteinkonzentration

hTM

aufgetragen und mit folgender Gleichung mit KaleidaGrap (Synergy software) gefittet:

S- (b+c+KD)-\/(b+c+KD)2-4-b-c-
- 2-b

' Smax + Soffset

(Gleichung 1)

S - radioaktives Signal, b - Konzentration der RNA, c - Konzentration des Proteins,
Kp - Dissoziationskonstante, Syax - maximale Signalamplitude, Sefset - Offset
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2.10. Fluorimetrischer RNA-RNA-Interaktions-Assay

Der fluorimetrische RNA-RNA-Interaktionsassay ist der Zyklisierungs-Reaktion der flaviviralen
RNA angelehnt. Dabei kommt es aufgrund komplementdarer RNA-Sequenzen zu einer
Umstrukturierung der 5'UTR bzw. der 3'UTR. Die RNA-Oligonukleotide 5'-Cy5-
AGAUCUUCUGCUCUGCACAAUGGUGCGAGAACACAGGAUCU-3'BHQ (3'sL™"™) und
5' -UCUUAGCACGAAGAUCU -3' (5'UAR) wurden von IBA (Gottingen, Germany) bezogen. Die
fluoreszenzspektroskopischen RNA-RNA-Interaktionsstudien wurden an einem FluoroMax-4
Spektrofluorometer (Jobin Yvon, Frankreich) bei 22°C durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte
bei 643 nm, die Emission bei 667 nm, jeweils mit 5 nm Spaltenbreite und einer Messung der
Fluoreszenzintensitit jede Sekunde. Es wurden 10 nM  5'-Cy5-markierte 3'SL™"-RNA mit
ansteigenden Konzentrationen von AUF1p45, AUF1p45 Sig0E/ T1e3D bzw. AUF1p45°°™* in
Assay-Puffer (50 mM HEPES-NaOH, pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,) fir 100 s inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 100 nM unmarkierter 5'UAR-RNA und die Reaktion wurde
flr weitere 400 s verfolgt. Die normalisierten Fluoreszenzsignale wurden gegen die Zeit
aufgetragen und nach einer Reaktion 1. Ordnung (ohne Protein, Gleichung 2) bzw. nach
einer Reaktion 2. Ordnung (in Anwesenheit von Protein, Gleichung 3) mit KaleidaGraph™

(Synergy software) gefittet:

1. Ordnung AF = Foffset + Fmax * (1 — exp (-kops * t))

(Gleichung 2)

2. Ordnung AF = Fostset + Frmax * (1‘1/(kobs *t+ 1))
(Gleichung 3)

AF - Anderung der relativen Fluoreszenzamplitude, Foet - Fluoreszenzintensitit am
Startpunkt der Reaktion, F,ax — maximale Signalamplitude, kys - beobachtete
Geschwindigkeitskonstante, t - Zeit

2.11. bandshift-Assay

Die bandshift-Methode diente der Detektion von RNA-RNA-Interaktionen. Die RNAs wurden
wie unter 2.5.2. und 2.5.3. beschrieben hergestellt. Der Reaktionsansatz enthielt 5 mM
HEPES-NaOH, 100 mM KCIl, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7.9 in einem Gesamtvolumen von
20 pl. Fur die Analyse der RNA-RNA-Komplexbildung wurden 2 nM 3'Cyc RNA mit

ansteigenden Konzentrationen von rekombinanten AUF1p45 fiir 2 min inkubiert. Es folgte
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die Zugabe von 2 nM radioaktiv-markierter 5'UTR RNA. Die Reaktionen wurden fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und durch die Zugabe von Stopplosung (0.5 % (w/v) SDS,
20 mM EDTA) beendet. Proteine wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt. Die
Proben wurden mit 2 pl 80%igem Glycerin versetzt und auf einem nativen 5%igen
Polyacrylamidgel mit 0.5 x TBE als Laufpuffer bei 4°C aufgetrennt. Die getrockneten
Polyacrylamidgele wurden unter Storage-Phosphor-Screens (GE Healthcare) fir 16 - 24 h
exponiert. Mit Hilfe eines Phosphor Imager (Molecular Dynamics, STORM 860) konnten die

Signale gemessen werden.

2.12. Circulardichroismus

Diese spektroskopische Methode verwendet zirkular polarisiertes Licht, welches durch
optisch aktive (chirale) Molekiile mit Chromophor eine messbare Anderung erfihrt
(Circulardichroismus, CD). Die Peptidbindung von Proteinen stellt ein Chromophor dar. Nach
Anregung der Peptidbindung mit zirkular polarisiertem Licht wird ein distinktes CD-Signal
erhalten. Dieses CD-Signal kann zur Auswertung von Sekundarstrukturelementen genutzt
werden. Sowohl a-Helices, B-Faltblatter als auch random-coil-Strukturen zeigen ein
charakteristisches CD-Spektrum, wodurch eine Unterscheidung der Sekundarstruktur-
elemente moglich ist. Der Spektralbereich, in dem der Circulardichroismus der
Peptidbindung detektiert wird, umfasst die Wellenlange von 190 bis 250 nm und wird als
Fern-UV oder Amidregion bezeichnet. Des Weiteren gibt es den Nah-UV oder
Aromatenbereich von 250 bis 300 nm zur Charakterisierung der Tertidrstrukturumgebung
von aromatischen Seitenketten.

Messungen des Circulardichroismus™ wurden am JASCO J-810 Spectropolarimeter bei 22°C in
einer HELLMA-KiUvette (1 mm optische Weglange) durchgefiihrt. Die Berechnung der
Elliptizitat erfolgte nach folgender Gleichung:

(Gleichung 4)

0 = gemessene Elliptizitdt (mdeg)

[B]mrw = mean residue weight ellipticity

¢ = Proteinkonzentration (mg/ml)

d = optische Weglange (cm)

® = Eichfaktor des Gerats (142,5/5610051)

[MRW] = mittleres Molekulargewicht einer Aminosdure des Proteins
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lll. ERGEBNISSE

3.1. Etablierung eines in vitro WNV RNA-abhdngigen RNA-Polymerase-Assays

Zunachst sollte ein System etabliert werden, das es ermoglicht zelluldre Proteine zu
identifizieren, die an der Replikation des WNV beteiligt sind. Speziell sollte dazu der erste
Replikationsschritt, die Synthese des viralen (-)-Strang-Intermediates, mit gereinigtem NS5
und einem RNA-Template (siehe Abb. 3) in vitro rekonstituiert werden. In Komplemen-
tationsversuchen mit zelluldaren Fraktionen sollten dann in diesem in vitro RNA-abhdngigen
RNA-Polymerase-Assay (RdRp-Assay) zelluldre Proteine identifiziert werden, die die Effizienz

der (-)-Strang-RNA-Synthese beeinflussen und somit putative Wirtsfaktoren reprasentieren.

3.1.1. Reinigung des Nichtstrukturproteins NS5 rekombinant aus E. coli

Fiir die Etablierung des in vitro RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assays (RdRp-Assay)
wurde das Nichtstrukturprotein 5 (NS5) heterolog in Escherichia coli exprimiert und nativ
gereinigt. Hierflir wurde das pETSUMO Expressionssystem verwendet. Dabei wird das
gewlinschte Protein N-terminal mit dem SUMO (small ubiquitin-related modifier)-Protein
fusioniert, welches zusatzlich am N-Terminus mit einem Hexahistidin-tag versehen ist. Der
Vorteil besteht in der durch das SUMO-Protein vermittelten erhohten Lo&slichkeit des
Fusionsproteins sowie in der Generierung des Zielproteins in nativer Form, nachdem das
SUMO-Protein spezifisch durch eine SUMO-Protease abgespalten wurde.

NS5 wurde wie unter 2.7.1.1. beschrieben aus E. coli rekombinant gereinigt. Das so
gewonnene NS5 wurde in einer 10%igen SDS-PAGE analysiert und war frei von
Verunreinigungen (Abb. 5A). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und des
Verhaltnisses der OD,go zur OD,go Wurde ein UV-Absorptionsspektrum aufgenommen. Der
Koeffizient OD,g0/OD,g betrug 1.8 und zeigte somit keine Kontamination mit Nukleinsauren
an (Abb. 5B).

3.1.2. NS5 katalysiert die de novo Synthese von (-)-Strang RNA auf einem subgenomischen
RNA-Template

Die enzymatische Aktivitat des rekombinant gereinigten NS5 wurde durch einen radioaktiven
in vitro RdRp-Assay untersucht. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Detektion der
neu-synthetisierten RNA, ausgehend von einer Template-RNA, durch den Einbau eines

radioaktiv-markierten Nukleotids und anschlieBender Autoradiographie. Ein Reaktionsansatz
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Abb. 5: Rekombinante Reinigung von NS5 (A) NS5 wurde als SUMO-Fusionsprotein in E. coli BL21(RP) exprimiert und wie
unter Material und Methoden beschrieben gereinigt. 2 ug gereinigtes Protein wurden in einer 10%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Die Molekulargewichte des Markers sind indiziert. (B) UV-
Absorptionsspektrum von rekombinant gereinigtem NS5.

setzte sich dementsprechend aus der viralen Polymerase NS5, einem RNA-Template und
einem Nukleotidgemisch (ATP, CTP, GTP, UTP) zusammen, von dem eines radioaktiv
markiert war (**P-CTP). Als RNA-Template wurde eine subgenomische RNA (sgRNA) des WNV
verwendet, welche die 5'-terminalen 184 Nt und die 3'-terminalen 611 Nt der WNV-RNA
enthalt. Aufgrund der Klonierungsstrategie der fir diese RNA kodierenden cDNA fehlen die
5'-terminalen 20 Nt der 3'UTR. Die sgRNA enthélt jedoch alle Sequenzen, die fiir eine
Replikation essentiell sind. Dazu gehéren die Zyklisierungssequenzen CS, UAR, DAR1 und
DAR2 sowie das Promoterelement SLA und der konservierte terminale 3'-SL (siehe Einleitung
und Abb. 6A).

Die Durchfihrung des RdRp-Assays mit dieser sgRNA resultierte in der Bildung von haupt-
sachlich zwei Produkten, die auf einem 7 M Harnstoffgel mit 5 % Polyacrylamid aufgetrennt
werden konnten (Abb. 6B, Spur 1). Das erste Produkt wies die GroRe der Template-RNA (ca.
800 Nt) auf und das zweite Produkt migrierte deutlich schneller im Gel. Keine Synthese von
RNA wurde detektiert, wenn die Reaktionen ohne NS5 bzw. mit DNA anstelle von RNA als
Template durchgefiihrt wurden (Abb. 6B, Spur 2 und 3). Des Weiteren wurde keine RNA-
Synthese beobachtet, wenn nur radioaktiv-markiertes 32p_CTP verwendet wurde, wodurch
eine terminale Transferase-Aktivitat (Hinzufiigen von Nukleotiden an das 3'-Ende der RNA)
von NS5 ausgeschlossen werden kann (Abb. 6B, Spur 4). Bei dem ca. 800 Nt langen RNA-
Produkt handelt es sich dementsprechend um de novo synthetisierte (-)-Strang-RNA.
Dagegen stellt das schneller migrierende RNA-Produkt sehr wahrscheinlich ein in der
Literatur schon beschriebenes hairpin-Produkt dar. Dessen Synthese kommt durch ein

Umklappen des 3'-Endes der RNA (copy-back-Mechanismus) zustande, wodurch ein
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Abb. 6: In vitro RNA-abhédngiger RNA-Polymerase-Assay. (A) Schematische Darstellung der subgenomischen RNA
(sgRNA), die als Template in dem in vitro RdRp-Assay verwendet wurde. Die sgRNA besteht hauptsachlich aus der 3'UTR
und der 5'UTR, inklusive eines kleinen Teils der kodierenden Sequenz fir das Core-Protein. Sie enthdlt alle
Zyklisierungssequenzen CS, UAR, DAR1 und DAR2. Stem-loop A (SLA) dient als Promoterelement fiir NS5 zur Initiation der
(-)-Strang-RNA-Synthese am 3'Ende der RNA. (B) Radioaktiv-markierte Produkte des in vitro RdRp-Assays mit NS5 wurden
auf einem 5%igen, 7 M Harnstoffgel aufgetrennt. Spur 1: Standardreaktion, Spur 2: Reaktion ohne NS5, Spur 3: DNA als
Template anstelle von RNA, Spur 4: Reaktion nur mit radioaktiv-markiertem CTP. De novo- und hairpin-synthetisierte
RNA-Produkte sind links, MarkergréRen sind rechts angezeigt. (C) Die radioaktiv-markierten Produkte des in vitro RdRp-
Assays mit NS5 wurden in Gegenwart von 0 (Spur 3) bzw. 300 mM NaCl (Spur 4) mit RNase A/RNase T, behandelt und auf
einem 5%igen, 7 M Harnstoffgel aufgetrennt. Markergréen (M) sind links und die schematische Darstellung der RNA-
Produkte ist rechts angezeigt. (D) Schematische Darstellung des stem-loop A der 5'UTR und seines top-loops mit einer
Mutation, die als essentiell fiir die RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo identifiziert wurde. Die WT-sgRNA sowie
die sgRNA mit der Mutation (SLA Mut) wurden in einem in vitro RdRp-Assay analysiert und die Produkte mit Image Quant
quantifiziert. Das Ergebnis aus fiinf verschiedenen Experimenten ist gezeigt, wobei die RNA-Synthese mit der WT-sgRNA
auf 100 % gesetzt wurde. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an.

einzelstrangiger Bereich entsteht (schematisch dargestellt in Abb. 6C). Aufgrund der semi-
denaturierenden Bedingungen der Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese migriert diese
eigentlich doppelt so lange RNA aufgrund stabiler Sekundarstrukturen deutlich schneller als
das de novo-RNA-Produkt (Behrens et al. 1996). Um dies zu bestatigen, wurden die neu-
synthetisierten RNAs durch eine RNase-Behandlung charakterisiert. Dazu wurden die RNA-

Produkte mit einem Gemisch aus den RNasen A und T; ohne zusétzliches NaCl (Niedrigsalz)
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bzw. bei hohen NaCl-Konzentrationen (Hochsalz) umgesetzt. RNase T; ist eine einzelstrang-
spezifische Endonuklease. RNase A ist in der Lage einzelstrangige RNA bei Niedrigsalz und
Hochsalz abzubauen, doppelstrangige RNA jedoch nur bei Niedrigsalz. Die RNase-
Behandlung bei Niedrigsalz flihrte zu einem Abbau aller radioaktiven RdRp-Produkte (Abb.
6C, Spur 3). Dagegen liess sich das ca. 800 Nt lange RNA-Produkt bei Hochsalz (300 mM NaCl)
auch nach RNase-Behandlung nachweisen (Abb. 6C, Spur 4). Da die schneller migrierende
RNA-Bande nach RNase-Behandlung unter Hochsalz nicht mehr nachweisbar war, wurde
daraus geschlossen, dass es sich um die oben erwdhnte hairpin-RNA handelte. Bei RNase-
Behandlung wird die hairpin-RNA durch Schnitte in dem einzelstrangigen Bereich in
doppelstrangige RNA Uberflihrt. Der neu-synthetisierte, radioaktiv-markierte RNA-Strang
migriert dann an gleicher Stelle wie das de novo-RNA-Produkt (Behrens et al. 1996).

In einem weiteren Experiment wurde der RdRp-Assay mit einer sgRNA durchgefiihrt, die eine
Mutation im SLA-Promoter enthélt. Diese Mutation im toploop des SLA hatte einen
negativen Effekt auf die in vivo Replikation von WNV (Dong et al. 2008b, Abbildung 6D). Die
RNA-Synthese von NS5 auf dieser sgRNA (SLAMut) war im Vergleich zur Wildtyp-RNA um ca.
80 % reduziert. Somit wurde ein RdRp-Assay etabliert, der den ersten Schritt der RNA-
Replikation, d.h. die (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV, in vitro authentisch rekonstituiert.

3.1.3. Bedeutung der Zyklisierungssequenzen in den 5'- und 3'UTRs der West-Nil-Virus-RNA
fiir die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch NS5

Komplementdre Sequenzen in den untranslatierten Regionen der 5'-und 3'-Enden der
genomischen RNA sind essentiell fur die flavivirale Replikation (siehe Einleitung). Um den
Einfluss bereits bekannter sowie putativer Zyklisierungssequenzen auf die in vitro Aktivitat
von NS5 zu untersuchen, wurden Mutationen in die RNA eingefiihrt, die die Interaktion der
komplementdren Sequenzen unterbinden. Die Mutagenese der 5'CS-Sequenz orientierte sich
an Lo et al. (2003). Bei der Mutagenese der 3'UAR-, 5'DAR1- und 3'DAR2-Zyklisierungs-
sequenzen wurde darauf geachtet, dass die eingefiihrten Mutationen die Sekundarstruktur
der Ubrigen RNA-Elemente nicht beeinflussten. Dies wurde durch das Strukturvorhersage-
programm mfold (Zuker 2003) abgesichert. Die Zyklisierungsmutanten wurden in vitro
transkribiert und die RNA-Synthese von NS5 auf diesen sgRNAs wurde mit der WT-sgRNA
verglichen. Die Intensitaten der de novo synthetisierten RNA-Produkte wurden mit dem
Programm Image Quant bestimmt, wobei das radioaktive Signal der WT-sgRNA auf 100 %
gesetzt wurde. Die Mutationen der 5'CS-Sequenz (5'CSMut) bzw. der 3'DAR2-Sequenz
(3'DAR2Mut) hatten einen deutlichen Effekt auf die (-)-Strang-RNA-Synthese. In beiden
Fallen wurde die Effizienz der (-)-Strang-RNA-Synthese auf ca. 10 % der WT-sgRNA
vermindert (Abb. 7A, C und D). Die Mutagenese der 3'UAR-Sequenz bzw. der 5'DAR1-
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Abb. 7: Zyklisierungssequenzen sind fiir eine effiziente in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 wichtig. (A)
Basenpaarung der CS-Zyklisierungssequenz in der 5'UTR und 3'UTR. Komplementdre Nukleotide sind durch einen
Bindestrich indiziert. Eingeflihrte Mutationen sind mit einem Stern markiert. (B) Basenpaarung der UAR-
Zyklisierungssequenz in der 5'UTR und 3'UTR. Komplementdre Nukleotide sind durch einen Bindestrich indiziert.
Eingeflihrte Mutationen sind mit einem Stern markiert. (C) Basenpaarung der DAR1 und DAR2-Zyklisierungssequenzen in
der 5'UTR und 3'UTR. Das AUG-Startcodon ist kursiv dargestellt. Komplementadre Nukleotide sind durch einen Bindestrich
indiziert. Eingefliihrte Mutationen sind mit einem Stern markiert. Links ist die Mutagenese fiir DAR1 gezeigt, rechts fir
DAR2. Beide Zyklisierungssequenzen sind jeweils mit einer Linie umrandet. (D) Die WT-sgRNA und die Zyklisierungs-
mutanten wurden in einem in vitro RdRp-Assay analysiert und die de novo-synthetisierten RNA-Produkte mit Image Quant
quantifiziert. Das Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt, wobei die RNA-Synthese mit der WT-sgRNA
auf 100 % gesetzt wurde. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an.
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Sequenz fihrte zu einer etwas moderateren Reduktion der (-)-Strang-RNA-Synthese auf ca.
40 % bzw. ca. 60 % im Vergleich zur WT-sgRNA (Abb. 7B, C und D). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Interaktion der einzelnen Zyklisierungssequenzen der 5'- und 3'UTR wichtig ist fur
die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch NS5. In einem nachsten Experiment sollte
untersucht werden, ob eine Komplementationsmutagenese, d.h. eine Wiederherstellung der
Basenpaarung durch Einflihren von Mutationen in die dazugehorige Zyklisierungsequenz am
anderen Ende der RNA, die Effizienz der RNA-Synthese wiederherstellen kann. Dazu wurden
Mutationen eingefiihrt, die eine vollstdndige Basenpaarung wiederherstellten (Abb. 7A-C).
Mit Ausnahme von Mutanten, die die CS-Sequenz betrafen, wurde bei der
Komplementationsmutagenese der UAR-, DAR1- und DAR2-Sequenzen eine RNA-
Syntheserate durch NS5 erreicht, die fast wieder der Rate auf der urspriinglichen WT-sgRNA
entsprach (Abb. 7D). Dies zeigte, dass die Hybridisierung der jeweils komplementaren RNA-
Elemente per se wichtiger ist als die Primarsequenz der RNA. Damit konnte die Bedeutung
der schon beschriebenen Zyklisierungssequenzen CS, UAR und DAR2 mit dem in dieser
Arbeit etablierten in vitro RdRp-Assay bestdtigt werden (Lo et al. 2003; Nomaguchi et al.
2004; Zhang et al. 2008; Friebe et al. 2011). Dartiber hinaus konnte erstmals der bisher
putativen Zyklisierungssequenz DAR1 eine funktionelle Bedeutung in der (-)-Strang-RNA-

Synthese zugeschrieben werden.

3.2. Etablierung eines West-Nil-Virus-Replikon-Systems in Huh7-Zellen

Um die Replikation des WNV in vivo ndaher zu untersuchen, wurde ein Replikon-System in
humanen Leberkarzinomzellen (Huh7) etabliert. Das dafiir verwendete WNV-Replikon
(PWNVRep) wurde zuerst von Shi et al. (2002) beschrieben. Der GroRteil der Sequenz fir die
Strukturgene ist deletiert, wodurch kein infektidses Virus gebildet werden kann. Die virale
RNA wird jedoch effizient repliziert, da diese Replikon-RNA alle RNA-Elemente enthélt und
flr alle Proteine kodiert, die fiir eine autonome RNA-Replikation wichtig sind (Abb. 8A). Das
fir das WNV-Replikon kodierende Plasmid pWNVRep wurde mit Xbal linearisiert. Um ein
natives Ende der RNA am 3'-Ende zu gewiéhrleisten, wurden die durch die Xbal-Restriktion
entstandenen, Uberhdangenden Nt durch Umsetzung mit Mung Bean Nuklease entfernt. Die
ca. 9 kb lange Replikon-RNA wurde in vitro transkribiert und die strukturelle Integritat auf
einem 1%igen Formaldehyd-Agarosegel Uberpriift (Abb. 8B). Die so gewonnene Replikon-
RNA wurde in Huh7-Zellen durch Elektroporation transfiziert. Nach 48 h wurde
cytoplasmatischer Extrakt prapariert und mittels Western Blot NS5 detektiert. Daflir wurde
ein Antikorper verwendet, der nach Immunisierung eines Kaninchens mit dem gereinigten

NS5-Protein (siehe 3.1.1.) gewonnen wurde. NS5 konnte ausschliefllich in Zellen detektiert

50



ERGEBNISSE

A WNVRep
S'UTR 3'UTR
— C' E' NS12A2BNS34A4B NS5—
B 1 2 C 1 2 3 4
; kDa
" - 100 (W s— NS5
6000 — | v 70— g
=
2000 —| #% 55—
- 40—

Abb. 8: Nachweis der RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo. (A) Schematische Darstellung der genomischen
Organisation des WNV-Replikons (Shi et al. 2002). Der Hauptteil der Strukturgene, die fir das Core-Protein und die
beiden Hullproteine prM und E kodieren, sind deletiert. Der offene Leserahmen wird beidseitig von untranslatierten
Regionen flankiert (5'UTR und 3'UTR). (B) Das Plasmid pWNVRep wurde mit Xbal linearisiert, mit Mung Bean Nuklease
behandelt und in einer in vitro Transkription als Template eingesetzt. Es wurden ungefahr 500 ng RNA-Produkt (Spur 2)
auf einem 1%igen Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Die GroRen des RNA-Markers (Spur 1) sind indiziert. (C) Huh7-
Zellen einer 10 cm-Kulturschale wurden mit 3 pg Replikon-RNA transfiziert. Nach 48 h wurde cytoplasmatischer Extrakt
prapariert und mittels Western Blot die NS5-Expression Uberprift. Spur 1: 70 ng rekombinant gereinigtes NS5, Spur 2:
cytoplasmatischer Extrakt einer mock-Transfektion, Spur 3: cytoplasmatischer Extrakt einer Transfektion mit einem
replikationsdefizienten Replikon, Spur 4: cytoplasmatischer Extrakt einer Transfektion mit dem WT-Replikon.

werden, die mit dem WT-Replikon transfiziert wurden (Abb. 8C, Spur 4). Dagegen wurde kein
NS5-Protein in Zellen detektiert, die mit einem replikationsdefizienten Replikon transfiziert
wurden. Dieses Replikon enthielt eine Mutation im NS5-Gen und kodierte entsprechend eine
enzymatisch inaktive NS5-Polymerase (Abb. 8C, Spur 3). Weiterhin konnte die RNA-
Replikation des WNV-Replikons in vivo durch indirekte Immunfluoreszenz detektiert werden.
Dafiir konnte wiederum der polyklonale Anti-NS5-Antikérper verwendet werden, da dieser
NS5 nur in Zellen detektierte, die mit dem WT-Replikon transfiziert wurden, nicht aber in
Zellen, die mit dem replikationsdefizienten Replikon transfiziert wurden. Die Analyse der
RNA-Replikation des WNV-Replikons in den transfizierten Zellen mittels Immunfluoreszenz
zeigte jedoch in diesen initialen Experimenten nur eine sehr geringe Replikationseffizienz

(Verhaltnis replizierender zu nicht replizierenden Zellen) von ca. 10 — 20 %. (Abb. 9A und B).

3.2.1. Die Fusion eines Ribozym-Elements an das 3'-Ende der WNV-Replikon-RNA
verbessert die Replikationsrate

Tilgner und Shi konnten 2004 zeigen, dass die Sequenz der letzten finf Nukleotide am
3'-Terminus der viralen RNA essentiell fur die Replikation sind. Da die Mung Bean Nuklease
unter gewissen Bedingungen auch dsDNA degradieren kann, war es moglich, dass ein

fehlerhafter Abbau des ssDNA-Uberhangs der Xbal-Restriktionsschnittstelle zur Transkription
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Abb. 9: Detektion von NS5 in WNV-transfizierten Huh7-Zellen mittels Immunfluoreszenz. Huh7-Zellen einer 10 cm-
Kulturschale wurden mit 3 pg Replikon-RNA transfiziert. Nach 48 h Inkubation wurde NS5 dber indirekte
Immunfluoreszenz detektiert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. (A) Transfektion mit WT-
Replikon-RNA und Immunfluoreszenz mit Anti-NS5 Antikorper (B) Transfektion mit einem replikationsdefizienten
Replikon und Immunfluoreszenz mit Anti-NS5 Antikorper (C) Transfektion mit WT-Replikon-RNA und Immunfluoreszenz
mit Pra-Immunserum.

von viralen RNA-Molekilen fihrt, die ineffizient oder nicht replizierten. Tilgner und Shi
konnten in der gleichen Publikation die Replikationsrate des WNV-Replikons in BHK-(baby
hamster kidney) Zellen durch Fusion des Hepatitis-Delta-Virus-Ribozyms (HDVr) an das 3'-
Ende der RNA steigern. Das HDVr ist ein katalytisch aktives RNA-Molekil, welches das RNA-
Genom des HDV in einer self-cleavage-Reaktion prozessiert. Die Fusion des HDVr an das
3'Ende der WNV-RNA erzeugt nach Abspaltung des Ribozyms das native 3'-Ende
(schematisch dargestellt in Abb. 10B). Die Steigerung der Replikationsrate durch Fusion des
HDVr and das 3'Ende der WNV-RNA konnte in dieser Arbeit bestdtigt werden. Die
Transfektion eines WNV-Replikons mit einer fusionierten HDVr-Sequenz erhdhte dessen

Replikationseffizienz in Huh7-Zellen auf ca. 90 % (Abb. 10A und B).

A B

WNVRep WNVRep
SUTR 3UTR 5UTR SUTR
4{ C' E' NS12A2B NS34A4B NSS}* 4{ C' E' NS12A2B NS34A 4B NS5 HDVr

Abb. 10: Fusion des Hepatitis-Delta-Virus-Ribozyms an das 3'-Ende der viralen RNA erhoht die Replikationseffizienz.
Huh7-Zellen einer 10 cm-Kulturschale wurden mit 3 pg Replikon-RNA transfiziert. Nach 48 h Inkubation wurde NS5 tber
indirekte Immunfluoreszenz detektiert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. (A) Transfektion
von Replikon-RNA und Immunfluoreszenz mit Anti-NS5 Antikorper (B) Transfektion von Replikon-RNA mit am 3'-Ende
fusioniertem Hepatitis-D-Virus-Ribozym (HDVr) und Immunfluoreszenzanalyse mit Anti-NS5 Antikorper.
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3.2.2. Bedeutung der Zyklisierungssequenzen in den 5'- und 3'UTRs der West-Nil-Virus-RNA
fiir die RNA-Replikation des WNV-Replikons in transfizierten Zellen

Zur ndheren Charakterisierung des WNV-Replikons wurde die fiir das Reportergen Renilla-
Luziferase kodierende Sequenz (Rluc) in frame in den 5'-Bereich des durch die Replikon-RNA
kodierten ORF integriert (Abb. 11A). Mit Hilfe dieses Reportersystems ist es
moglich, zwischen der Translation der input-RNA und der Replikation der viralen RNA zu
unterscheiden (Lo et al. 2003). Die Rluc-Aktivitat zeigte einen zeitabhangigen Verlauf, wobei
der Wert 3 h nach der Transfektion des Replikons als Indikation fur die Translation der input-
RNA dient und die stark ansteigende Rluc-Aktivitat ab ca. 20 h die einsetzende Replikation
der viralen RNA reflektiert (Abb. 11B). Dieses Rluc-Reporter-Replikon wurde zunachst
genutzt, um den generellen Einfluss essentieller RNA-Elemente im hier etablierten WNV-
Replikonsystem zu Uberprifen. Dazu wurden die unter 3.1.3. bereits beschriebenen
Mutationen der Zyklisierungssequenzen CS, DAR1 und DAR2 sowie die unter 3.1.2.
beschriebene Mutation im SLA in das Rluc-Reporter-Replikon eingefiihrt und die Rluc-
Aktivitdat nach 3 h (reprasentativ fir die Translation der viralen RNA), 24 h und 48 h
(reprasentativ flr die Replikation der viralen RNA) bestimmt und mit der Rluc-Aktivitat des
WT-Replikons verglichen. Die Mutagenese der 5'-CS-Sequenz hatte, ebenso wie die Mutation
in der SLA-Struktur der 5'UTR (SLAMut), keinen Einfluss auf die Translationsaktivitat der
viralen RNA. Die Rluc-Aktivitdt nach 24 h bzw. 48 h war jedoch deutlich reduziert im
Vergleich zum WT (Abb. 11C). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Integritat dieser
Sequenzen essentiell fiir die Replikation der viralen RNA ist und bestdtigen bereits
publizierte Daten (Lo et al. 2003; Dong et al. 2008b). Die Mutagenese der DAR-Sequenzen
hatte einen moderaten (DAR1) bzw. deutlichen Effekt (DAR2) auf die Translation des WNV-
Replikons. Die Reduktion der Translation des DAR1Mut-Replikons spiegelte sich in einer
drastischen Abnahme der Replikation nach 24 h wider, dieser Effekt wurde jedoch nach 48 h
wieder aufgehoben. Eine mogliche Erklarung dafiir ware eine Reversion der Mutation zur
urspringlichen WT-Sequenz bzw. kompensatorische Mutationen innerhalb der Replikon-
RNA, die wahrend der viralen Replikation auftreten kdnnen. Die deutliche Abnahme der
Translation des DAR2Mut-Replikons hingegen konnte nicht kompensiert werden und fiihrte
zu einem replikationsdefizienten Phanotyp (Abb. 11C). Damit konnte zuséatzlich zur bereits
publizierten Beteiligung der DAR2-Sequenz an der Replikation (Friebe et al. 2011) auch eine
funktionelle Bedeutung der DAR2-Sequenz an der Translation der WNV-RNA nachgewiesen

werden.
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Abb. 11: Komplementare Zyklisierungssequenzen sind wichtig fiir die Translation bzw. Replikation der WNV-RNA.
(A) Schematische Darstellung der Genomorganisation des Renilla-Luziferase-Reporter-WNV-Replikons. Die kodierende
Sequenz fir die Renilla-Luziferase (Rluc) wurde in die Aflll-Schnittstelle von pWNVRepHDVr inseriert. (B) Nachweis der
Rluc-Aktivitat. Huh7-Zellen einer 10 cm-Kulturschale wurden mit 1 pug Rluc-Reporter-Replikon-RNA transfiziert. 3, 24 und
48 h nach Transfektion wurde die Aktivitat der Rluc pro pg Zellextrakt bestimmt. (C) Replikationsrate verschiedener
Rluc-Reporter-Replikon-RNAs. Huh7-Zellen einer 10 cm-Kulturschale wurden mit 1 pg RNA transfiziert. 3, 24 und 48 h
nach Transfektion wurde die Aktivitat der Rluc bestimmt. Das Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt,
wobei die Rluc-Aktivitat des WT-Replikons auf 100 % gesetzt wurde. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an.
RLU = relative light units.

3.3. Reinigung putativer Wirtsfaktoren des WNV aus Hela-Zellen

Der in vitro RdRp-Assay (siehe 3.1.) wurde etabliert, um den Einfluss zelluldrer Proteine auf
die virale (-)-Strang-RNA-Synthese (putative Wirtsfaktoren) zu untersuchen. Ziel war dabei
zunachst diesen Assay zur ldentifizierung putativer Wirtsfaktoren in einer Komplemen-
tationsreaktion mit Zellfraktionen einzusetzen. Dabei wurde die Effizienz der (-)-Strang-RNA-

Synthese als read out fir die Aktivitat der putativen Wirtsfaktoren genutzt. Da das WNV ein
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RNA-Virus ist, sollten gezielt zelluldre Proteine untersucht werden, die eine RNA-
Bindeaktivitat aufweisen. Dazu wurde ein Protokoll zur Reinigung von RNA-Bindeproteinen
aus Hela-Zellen (Epithelzelllinie isoliert aus Gebarmutterhalskrebs) etabliert. Da es sich bei
dem WNV um ein vorwiegend im Cytoplasma replizierendes RNA-Virus handelt, wurde die
Reinigung aus cytoplasmatischen (S100) Extrakten durchgefihrt. Bei der Verwendung von
zunachst unfraktionierten S100-Extrakten konnte in den Komplementationsassays keine
Stimulierung der in vitro (-)-RNA-Synthese festgestellt werden (Abb. 12A, Daten nicht
gezeigt). Daraufhin wurde entschieden eine Anionenaustausch-Chromatographie
durchzufiihren um die endogenen Nukleinsduren der S100-Zellextrakte zu entfernen. Im
Anschluss daran konnte im Durchfluss eine leichte stimulatorische Aktivitdt nachgewiesen

werden (Abb. 12A, Daten nicht gezeigt). Zur spezifischen Anreicherung von RNA-

Reinigungsschritt stimulatorische Aktivitat
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Heparin-Chromatographie Durchfluss und Elution
B C A7 h A8 h A9 h A10 h
— 1000 Nt
kDa M A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l Al12 B1 denovo - | == w— ey
130—
100— . - 500 Nt
70— hairpin -
55— 7
6 ,
40—
0 5.
S 4
35— 2
@ 3
=
25— 221
x 1
0 A T T
A7 A8 A9 A10

Poly(1):(C) Fraktion

Abb. 12: Reinigung zellulirer RNA-Bindeproteine aus HeLa-Zellen. (A) Ubersicht {iber die Reinigungsprozedur zelluldrer
RNA-Bindeproteine mit stimulatorischer Aktivitdat im in vitro RdRp-Assay. (B) 25 ul der Elutionsfraktionen A4-B1 der
Poly(1):(C)-Chromatographie wurden auf einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend mit Silber gefarbt. Die
Molekulargewichte des Markers sind indiziert. (C) Die Poly(l):(C)-Fraktionen A7-A10 aus (B) wurden auf stimulatorische
Aktivitat im in vitro RdRp-Assay getestet. Dazu wurde der Assay mit 1 ul der Elutionsfraktionen komplementiert. Als
Kontrolle dienten Reaktionen, die mit hitzeinaktivierten (h) Elutionsfraktionen komplementiert wurden. Die radioaktiv-
markierten Produkte wurden auf einem 5%igen, 7 M Harnstoffgel aufgetrennt und die de novo-synthetisierten RNA-
Produkte nach Autoradiographie mit Image Quant quantifiziert. Das Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist
gezeigt, wobei die RNA-Synthese mit der Kontrollreaktion (h) auf 1 gesetzt wurde. Der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung an.
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Bindeproteinen wurde der Durchfluss des Anionenaustauschers anschlieend lber eine
Poly(l):(C)-Chromatographie weiter fraktioniert. Poly(l):(C) simuliert die Struktur von dsRNA
und kann somit zur Reinigung von dsRNA-Bindeproteinen genutzt werden (Liao et al. 1998;
Isken et al. 2003). Die mit einem NaCl-Gradienten eluierten Proteinfraktionen der Poly(l):(C)-
Chromatographie (Abb. 12B) wurden auf stimulatorische Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay
getestet. Dabei zeigte sich, dass die Komplementation mit bestimmten Elutionsfraktionen
die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 auf der sgRNA bis zu 6fach stimulierte im
Vergleich zu Reaktionen, die mit den hitzeinaktivierten Fraktionen versetzt wurden (Abb.
12C). Des Weiteren zeigte sich kein Unterschied im Ausmald der stimulatorischen Aktivitat,
wenn S100-Extrakte oder Kernextrakte fur die Aufreinigung verwendet wurden (Daten nicht

gezeigt). Die Poly(l):(C)-Fraktionen mit der hochsten Aktivitat wurden vereint und einer
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Abb. 13: Heparin-Chromatographie zellulirer RNA-Bindeproteine und Analyse im in vitro RdRp-Assay (A) 170 ul des
Durchfluss’ (FT) und 100 pl der Elutionsfraktionen A5-B1 der Heparin-Chromatographie wurden mit Trichloressigsaure
prézipitiert, auf einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Silber gefarbt. Die Molekulargewichte des
Markers sind angedeutet. (B) Die Heparin-Fraktionen (A) wurden auf stimulatorische Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay
getestet. Dazu wurde der Assay mit 10 ul (FT) bzw. mit 5 ul (A5-B1) der Heparin-Fraktionen komplementiert. Als
Kontrolle dienten Reaktionen, die mit hitzeinaktivierten (h) Proteinfraktionen komplementiert wurden. Die radioaktiv-
markierten Produkte wurden auf einem 5%igen, 7 M Harnstoffgel aufgetrennt und die de novo-synthetisierten RNA-
Produkte nach Autoradiographie mit Image Quant quantifiziert. Ein reprasentatives Experiment ist gezeigt, wobei die
RNA-Synthese mit der Kontrollreaktion (h) auf 1 gesetzt wurde.
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weiteren Reinigung mit einer Heparin-Chromatographie unterzogen (Abb. 12A und 13A). Die
stimulatorische Aktivitat auf die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese konnte dabei im Durchfluss
sowie in bestimmten Elutionsfraktionen detektiert werden (Abb. 13B und C). Der Durchfluss
der Heparin-Chromatographie wurde dann aufkonzentriert und mittels Massen-
spektrometrie (MS) analysiert. Um zu Uberprifen, ob sich mit der Aufkonzentrierung auch
die stimulatorische Aktivitat steigern lieS, wurde der Durchfluss vor und nach der
Konzentrierung im in vitro RdRp-Assay getestet. Dabei zeigte sich, dass die RNA-Syntheserate
durch das Konzentrieren der Proteinfraktion noch deutlich gesteigert werden konnte (Abb.
14A). Die massenspektrometrische Analyse bestdtigte die Anreicherung bekannter RNA-
Bindeproteine, wobei das Poly(rC)-binding protein 1 (PCBP1, auch hnRNPE1 genannt) am
starksten angereinigt wurde (Abb. 14B, Tabelle 6). Ein weiteres identifiziertes RNA-
Bindeprotein ist das AU-rich element binding protein 1 (AUF1, auch hnRNPD genannt).
Mittels Western Blot konnte gezeigt werden, dass AUF1 in den Poly(l):(C)-Fraktionen prasent
war, die die hochste stimulierende Wirkung auf die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese hatten
(Abb. 14C).
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Abb. 14: Analyse des Durchfluss’ der Heparin-Chromatographie zellulirer RNA-Bindeproteine (A) 25 ml des
Durchfluss’ der Heparin-Chromatographie wurden mit Vivaspin-Konzentratoren um den Faktor 10 konzentriert und auf
stimulatorische Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay getestet. Dazu wurde der Assay mit 5 pl komplementiert. 1 = vor
Konzentrierung, 2 = nach Konzentrierung. Die radioaktiv-markierten Produkte wurden auf einem 5%igen, 7 M Harnstoff-
gel aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. (B) Der konzentrierte Durchfluss der Heparin-
Chromatographie wurde auf einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Die
Molekulargewichte des Markers sind indiziert. Einige der durch Massenspektrometrie identifizierten Proteine sind durch
einen Pfeil markiert. Die SDS-PAGE sowie die MS-Analyse wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Ruppert, ZMBH,
Heidelberg durchgefiihrt. (C) 300 pl der Poly(l):(C)-Fraktionen A7-A10 wurden mit Trichloressigsdure prazipitiert und
mittels Western Blot AUF1 detektiert.
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Tabelle 6: Durch Massenspektrometrie identifizierte zellulare Proteine aus dem Durchfluss der Heparin-
Chromatographie

Protein-Nr. in der

Protein NCBI-Datenbank Anzahl der Peptide
Poly(rC)-binding protein 1 (PCBP1) Gl:42560548 665
Poly(rC)-binding protein 2 (PCBP2) Gl:2500577 91
RNA-binding protein FUS Gl:544357 87
hnRNPA2/B1 Gl:133257 53
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A GI:51702775 20
Far upstream element-binding protein 2 (KHSRP) Gl:313104306 14
Interleukin enhancer-binding factor 2 (NF45) Gl:62510764 14
hnRNPH1 GIl:1710632 8
TIA-1 G1:206729905 5
5’-3’ exoribonuclease 2 (XRN2) Gl:30173484 7
Protein angel homolog 2 Gl:74746929 7
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 Gl:121940728 6
Zinc finger protein 9 GI:50401852 5
RNA 3’-terminal phosphate cyclase isoform a GI:195927044 4
hnRNPD (AUF1) G1:13124489 3
Interleukin enhancer-binding factor 3 (NF90) Gl:62512150 2

FUS = Fused in Sarcoma; KHSRP = K homology splicing regulatory protein; NF45/NF90 = Nuclear factor 45/90; TIA-1 = T-cell
restricted intracellular antigen-1

3.4. Die RNAi-vermittelte Depletion von AUF1l in Huh7-Zellen hat einen
negativen Einfluss auf die RNA-Replikation des WNV-Replikons

Einige der durch MS identifizierten Proteine wurden hinsichtlich einer moglichen Beteiligung
an der RNA-Replikation des WNV-Replikons Uberprift. Dazu wurden die intrazelluldren
Konzentrationen der Proteine durch RNAi-vermittelte Depletion reduziert. 48 h nach
Transfektion der siRNAs in Huh7-Zellen wurde das WNV-Replikon transfiziert und nach
verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen. Die Effizienz der Depletion der zelluldren
Proteine wurde mittels Western Blot verifiziert. Die Effizienz der RNA-Replikation wurde
durch Messung der viralen RNA mittels quantitativer Reverse Transkriptions-PCR (qRT-PCR)
bestimmt. Von allen getesteten Proteinen (PCBP1, PCBP2, FUS, hnRNPA2/B1, Cyclophilin A,
NF45, TIA-1, NF90) hatte ausschlieRRlich die Reduktion von AUF1 einen Einfluss auf die
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Replikation des WNV-Replikons in Huh7-Zellen (Abb. 15 und Daten nicht gezeigt). So war die
Proteinmenge von NS5 24 h und 48 h nach Transfektion des WNV-Replikons in AUF1-
depletierten Zellen reduziert im Vergleich zu Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA (siC)
transfiziert wurden (Abb. 15B). Ebenso war die Menge an viraler RNA nach Depletion von
AUF1 im Vergleich zur Kontrolle auf ca. 20 % reduziert (Abb. 15B). Um herauszufinden, an
welchem Prozess AUF1 beteiligt ist, wurde das Rluc-Reporter-WNV-Replikon verwendet, mit
dem man, wie oben beschrieben, zwischen Translation und Replikation unterscheiden kann
(Abb. 15C). Die Effizienz der AUF1-Reduktion wurde 48 h nach Transfektion der siRNA

verifiziert und die Rluc-Aktivitdit nach 3 h bzw. 48 h nach Transfektion des Reporter-
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Abb. 15: Die Depletion von AUF1 vermindert die RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo (A) Schematische
Darstellung des WNV-Replikons. (B) Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw. mit einer siRNA gegen AUF1
transfiziert. Nach 48 h wurde die Replikon-RNA (300 ng) transfiziert. Die Proteinmengen von AUF1, NS5 und Vinculin
wurden nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Die Quantitat der viralen RNA wurde mit gRT-PCR quantifiziert. Das
Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung an. (C)
Schematische Darstellung des Rluc-Reporter-WNV-Replikons. (D) Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw. mit
einer siRNA gegen AUF1 transfiziert. Nach 72 h wurden die Proteinmengen von AUF1 und Vinculin analysiert und die
Rluc-Reporter-Replikon-RNA (30 ng) transfiziert. Die Rluc-Aktivitat wurde nach 3 und 48 h bestimmt. Das Ergebnis aus
drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben. RLU = relative
light units.
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Replikons bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Rluc-Aktivitdat in AUF1-depletierten Zellen
nach 3 h im Vergleich zur Kontrolle unverdandert war. Dagegen war nach 48 h ein Abfall der
Rluc-Aktivitat sichtbar, was auf eine Beteiligung von AUF1 an der Replikation und nicht an
der Translation der viralen RNA schlieRen lasst (Abb. 15D).

3.5. Die RNAi-vermittelte Depletion von AUF1 in Huh7-Zellen verzogert die
Vermehrung des West-Nil-Virus

Um die Beteiligung von AUF1 an der Replikation des WNV weiter zu bestatigen, wurde der
Einfluss des Proteins auf eine Infektion mit dem WNV untersucht. Dazu wurden Huh7-Zellen
72 h nach RNAi-vermittelter Depletion von AUF1 im Vergleich zu mock-depletierten Kontroll-
Zellen mit dem WNV-Stamm 3356 infiziert. Die Effizienz der Depletion von AUF1 wurde
mittels Western Blot verifiziert (Abb. 16A). Die Expression von NS5 (und damit die
Virusreplikation) wurde mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Dabei wurde 24 und 48 h
post infection (p.i.) deutlich, dass die Zahl der WNV-infizierten Zellen nach AUF1-Depletion
im Vergleich zur Kontrolle erheblich reduziert war. Bei den Kontroll-Zellen zeigte sich 72 h
p.i. zudem ein deutlicher cytopathischer Effekt (CPE), wahrend dies bei den AUF1-
depletierten Zellen nicht der Fall war (Abb. 16B). Nach 72 h p.i. war der Infektionsstatus der
AUF1-depletierten Zellen auf dem Stand der Kontroll-Zellen 48 h p.i. Diese Experimente
zeigen, dass AUF1 fir eine effiziente Vermehrung des WNV notwendig ist und dass bei einer

Reduktion von AUF1 eine Verzdgerung des WNV-Infektionsverlaufes erfolgt.
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Zeit nach Infektion
kDa siAUF1  siC
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Vinculin

uninfiziert

WNV-infiziert,
Kontrolle

WNV infiziert,
AUF1 Depletion

Abb. 16: Die Depletion von AUF1 verzogert die Vermehrung des WNV (A) Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA
bzw. mit einer siRNA gegen AUF1 transfiziert. Nach 48 h wurden die Proteinmengen von AUF1 und Vinculin mittels
Western Blot analysiert. (B) Huh7-Zellen wurden 72 h nach Depletion von AUF1 mit WNV-Stamm 3356 infiziert. Nach
24, 48 und 72 h wurde die Expression von NS5 mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Uninfizierte Huh7-Zellen
dienten als Kontrolle. CPE = Cytopathischer Effekt.
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3.6. FLAG-AUF1 Isoform p45 stimuliert die virale (-)-Strang-RNA-Synthese

Um die Beteiligung von AUF1 an der Replikation des WNV ndher zu untersuchen, sollte das
Protein ektopisch in Huh7-Zellen exprimiert werden. Es existieren vier verschiedene
Isoformen von AUF1, die durch alternatives Spleilen eines einzigen Transkripts generiert
werden (Wagner et al. 1998). Bezogen auf ihr Laufverhalten in einer SDS-PAGE werden sie
als p37, p40, p42 und p45 bezeichnet (Abb. 17A). Entsprechend wurden die fiir die vier
Isoformen kodierenden cDNAs durch Reverse Transkription aus Gesamt-RNA von Huh7-
Zellen isoliert und in den Vektor pCDNA5/TO kloniert. Alle vier Isoformen, N-terminal mit
einem FLAG-tag versehen, wurden dann individuell in Huh7-Zellen exprimiert und mit einem
Anti-FLAG-Antikérper immunprazipitiert. Die Elution der FLAG-AUF1-Fusionsproteine
erfolgte durch Kompetition mit einem FLAG-Peptid (Abb. 17B). Die so eluierten FLAG-AUF1
Isoformen wurden nun auf stimulatorische Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay getestet. Die
Analyse ergab, dass die Komplementation des Assays mit den Isoformen p37, p40 und p42
keinen Einfluss auf die (-)-Strang-RNA-Synthese hatte. Dagegen fiihrte die Komplementation
mit FLAG-AUF1 Isoform p45 zu einer deutlichen Erhéhung der (-)-Strang-RNA-Synthese (Abb.
17C).

o [ | nput Euton
p40 |:_:] kDa Con p37 p40 p42 pd5 Con p37 p40 pd2 pa5
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paz [ [RGERRNE] N | —
pas [ [NERNERRVE] N | 7
C Abb. 17. Expression und FLAG-Immunprazipitation der AUF1-
Con p37 pd40 p4d2 p45 Isoformen und Analyse auf Aktivitit im in vitro RdRp-Assay.
—— -1000 Nt (A) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur der AUF1-
de novo -| wes e -

Isoformen p37, p40, p42 und p45. Die von Exon 2 kodierte
Proteindomaéne ist in schwarz und die von Exon 7 kodierte
Proteindomane ist in dunkelgrau dargestellt. Allen Isoformen
gemein sind zwei RNA recognition motifs (RRM). (B) AUF1
hairpin - B |-500Nt Isoformen p37, p40, p42 und p45 wurden als FLAG-

Fusionsproteine in Huh7-Zellen exprimiert und mit Anti-FLAG
Antikérper immunprazipitiert. Die FLAG-AUF1 Isoformen

wurden mit 3 x FLAG-Peptid eluiert. Je 10 pl des Zellextrakts

§ 47 bzw. der Elution wurden in einer 10%igen SDS-PAGE
Jé 3 aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und
ﬁ - mit  Anti-FLAG  Antikérper angefarbt. (C) Die FLAG-
§ Fusionsproteine wurden auf Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay
T 14 getestet. Dazu wurden 5 pl der Elutionsfraktion mit
0 - 10 nM der sgRNA prainkubiert und die in vitro (-)-Strang-RNA-

Con p37 pd0 p42 pas Synthese durch Zugabe von 100 nM NS5 gestartet. Die
Reinigung und Analyse der RdRp-Produkte erfolgte wie unter
2.8.1. beschrieben. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse aus
drei verschiedenen Experimenten. Die Fehlerbalken
kennzeichnen die Standardabweichung.
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3.7. Rekombinantes AUF1p45 stimuliert die virale (-)-Strang-RNA-Synthese

Im Folgenden sollte nun Uberprift werden, ob auch rekombinant aus E. coli gereinigtes
AUF1p45 in dhnlicher Weise die virale (-)-Strang-RNA-Synthese in vitro unterstitzt. Fir die
Expression und Reinigung von AUF1p45 (siehe 2.7.1.2.) wurde, wie schon fiir NS5
beschrieben, das pETSUMO-Expressionssystem verwendet. Die so gewonnene Isoform p45
von AUF1 wurde in einer 10%igen SDS-PAGE analysiert und zeigte keine Verunreinigungen
mit anderen Proteinen (Abb. 18A). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und des
Verhaltnisses der OD,gy zur ODyg wurde ein Absorptionsspektrum aufgenommen. Der
Koeffizient OD,g0/OD,¢o betrug 1.8 und implizierte, dass die Proteinpraparation frei von
Nukleinsduren war (Abb. 18B).
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0.6 Abb. 18: Rekombinante Reinigung von AUF1p45.
(A) AUF1p45 wurde als SUMO-Fusionsprotein in
0.5 E. coli BL21(RP) exprimiert und, wie unter Material
04 und Methoden beschrieben, gereinigt. 10 ug
c ’ gereinigtes Protein wurden in einer 10%igen SDS-
S 03 PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie
{ﬁ gefarbt. Molekulargewichte des Markers sind
0.2 angedeutet. (B) UV-Absorptionsspektrum von
rekombinant gereinigtem AUF1p45. (C) Analytische
0.1 Ultrazentrifugation von AUF1p45. Der Sedimen-
e tations-Gleichgewichtslauf erfolgte bei 12000 rpm
0.0 und 20°C in 20 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 1 mM
0.05 TCEP, pH 7.6 mit einer Proteinkonzentration von
ggg - ey b le oy 5 uM. Die lokale Proteinkonzentration wurde bei

280 nm in Abhdngigkeit vom Radius (r) bestimmt
und nach der Svedberg-Gleichung gefittet. Die
Abweichung des Fits von den experimentellen
r(cm) Daten ist im unteren Teil der Abb. dargestellt.
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Das Retentionsvolumen, bei dem AUF1p45 bei der abschlieBenden Gelfiltration wahrend der
Reinigungsprozedur eluierte, lieR auf ein monomeres Molekulargewicht schlieBen. Da dies
widersprichlich zur Literatur ist, die AUF1 als ein Dimer beschreibt (Zucconi et al. 2010),
wurde das Molekulargewicht von AUF1p45 mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt
(durchgefiihrt von PD Dr. Hauke Lilie, Institut fir Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg).
Dabei wurde ein Molekulargewicht von 39.8 kDa bestimmt, welches mit dem theoretischen
Molekulargewicht von 38.3 kDa gut (bereinstimmt. Folglich liegt AUF1p45 in dem
verwendeten Puffer als Monomer vor (Abb. 18C). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
sich das Laufverhalten von AUF1p45 in der Gelfiltration in verschiedenen Puffersystemen
(Tris-, Phosphat-, HEPES- und MOPS-Puffer) nicht verdndert, woraus sich schliefen |3sst,
dass das Protein seinen monomeren Zustand auch unter anderen Pufferbedingungen
beibehalt (Daten nicht gezeigt).

Das gereinigte AUF1p45 wurde nun auf stimulatorische Aktivitat im in vitro RdRp-Assay
getestet. Dazu wurden ansteigende Konzentrationen von AUF1p45 mit 10 nM sgRNA kurz
pra-inkubiert, bevor die Reaktion mit 100 nM NS5 gestartet wurde. Dabei konnte eine
konzentrationsabhangige Steigerung der in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 nach
Komplementation mit AUF1p45 festgestellt werden. Bei 200 nM AUF1p45 wurde die
maximale Stimulierung beobachtet, wahrend bei noch héheren Konzentrationen (500 nM
AUF1p45) der stimulatorische Effekt wieder aufgehoben wurde (Abb. 19A und B). Dieses
Ergebnis verdeutlicht, dass AUF1p45 unabhédngig von anderen Faktoren die (-)-Strang-RNA-
Synthese durch NS5 signifikant stimuliert.

7
0 20 50 100 200 p45 [nM] C 6 -
o
de novo - w s | - 1000 Nt 2 5 1
S 4 4
£
o | -500Nt 2 39
. . —— [~ 2 -
hairpin - £
1
0

0 20 50 100 200 500
AUF1 p45 (nM)

Abb. 19: Rekombinant gereinigtes AUF1p45 stimuliert die (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 (A) Das rekombinant
exprimierte und gereinigte AUF1p45 aus E. coli wurde auf Aktivitdt im in vitro RdRp-Assay getestet. Dazu wurden
ansteigende Konzentrationen von AUF1p45 mit 10 nM der sgRNA pra-inkubiert und die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese
durch Zugabe von 100 nM NS5 gestartet. Die radioaktiv-markierten RdRp-Produkte wurden auf einem 5%igen
Polyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. (B) Die de novo-
synthetisierten RNA-Produkte wurden mit Image Quant quantifiziert, wobei die Reaktion ohne AUF1p45 auf 1 gesetzt
wurde. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse aus drei verschiedenen Experimenten. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
Standardabweichung.

63



ERGEBNISSE

AnschlieBend wurde Uberprift, ob AUF1p45 generell die in vitro RNA-Synthese von NS5
stimuliert. Dazu wurden die 5' oder die 3'UTR der WNV-RNA jeweils als RNA-Templates in

dem in vitro RdRp-Assay eingesetzt. Mit beiden Templates konnte keine Steigerung der in
vitro (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 durch AUF1p45 festgestellt werden (Abb. 20A und B).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass beide Enden der viralen RNA notwendig fur die

stimulatorische Aktivitat von AUF1p45 sind. Darliber hinaus wurde die RNA-Synthese von

NS5 mit Poly(rC) als unspezifisches RNA-Template in Abhangigkeit von AUF1p45 untersucht.

Hierbei konnte ebenfalls keine signifikante Steigerung der in vitro RNA-Synthese

nachgewiesen werden (Abb. 20C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AUF1p45 keinen

direkten Einfluss auf die Aktivitat von NS5 hat.
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Abb. 20: Rekombinant gereinigtes AUF1p45
stimuliert nicht die (-)-Strang-RNA-Synthese von
NS5 mit den RNA-Templates 5'UTR, 3'UTR und
Poly(rC). Ansteigende Konzentrationen von
AUF1p45 wurden mit 10 nM der 5'UTR (A), 3'UTR
(B) oder 0.5 pg Poly(rC) (C) pra-inkubiert und die in
vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch Zugabe von
100 nM NS5 gestartet. (A) und (B) Die radioaktiv-
markierten RdRp-Produkte wurden auf einem
5%igen Polyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff
aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar
gemacht. Die de novo-synthetisierten RNA-Produkte
wurden mit Image Quant quantifiziert, wobei die
Reaktion ohne AUF1p45 auf 1 gesetzt wurde. (C)
Der Einbau an *’P-GMP wurde mit einem
Szintillationszahler bestimmt. Die Diagramme
zeigen die Ergebnisse aus drei verschiedenen
Experimenten. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
Standard-abweichung.
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3.8. AUF1p45 bindet mit hoher Affinitdt an die AU-reiche Region der 3'UTR
der WNV-RNA

Um die molekularen Ursachen des stimulatorischen Effekts von AUF1p45 auf die in vitro (-)-
Strang-RNA-Synthese verstehen zu kénnen, war es wichtig, das Protein auf eine mogliche
Interaktion mit der viralen RNA hin zu untersuchen. Dazu wurden Filter-Bindungs-Assays mit
verschiedenen viralen RNAs durchgefiihrt (Abb. 21A). Die RNAs wurden durch radioaktive in
vitro Transkription generiert. Zunachst wurde die Interaktion zwischen AUF1p45 und der
sgRNA, die als Template fur den in vitro RdRp-Assay verwendet wurde, analysiert. Hierfir
wurden 0.1 nM **P-markierte sgRNA mit ansteigenden Konzentrationen an rekombinantem,
aus E. coli gereinigtem AUF1p45 bei RT fir 30 min inkubiert. Die radioaktiven Signale wurden
guantifiziert und gegen die Proteinkonzentration aufgetragen (Abb. 21B und C). Die Daten
wurden mit Gleichung 1 (siehe 2.9.) analysiert. Auf diese Weise wurde eine Dissoziations-
konstante von 34 nM fir den sgRNA-AUF1p45-Komplex ermittelt (Abb. 21D). Um die
Bindungsstelle von AUF1p45 innerhalb der ca. 800 Nt-langen sgRNA nadher einzugrenzen,
wurde die Interaktion zur 5'UTR und zur 3'UTR untersucht. Dabei zeigte sich, dass AUF1p45
eine hohere Affinitat zur 3'UTR (Kp = 11 nM) als zur 5'UTR (Kp = 290 nM) aufweist (Abb. 21D).
Die 3'UTR weist am 5'-Ende eine ca. 100 Nt lange AU-reiche Region auf (Abb. 21A). Die
Dissoziationskonstante von AUF1p45 zu diesem RNA-Element betrug 16 nM. Dagegen wurde
eine sgRNA, bei der ein Grolteil der 3'UTR, inklusive der AU-reichen Region, deletiert wurde
(sgRNAAAU), von AUF1p45 mit deutlich verminderter Affinitdt gebunden (Kp = 328 nM)
(Abb. 21D). Somit konnte die AU-reiche Region der 3'UTR als ein RNA-Element identifiziert
werden, welches AUF1p45 mit hoher Affinitat bindet. Die 3'terminalen 111 Nt der 3'UTR
(3'Cyc), welche den stark konservierten 3'SL enthalten, wurden mit einer Dissoziations-
konstante von 151 nM gebunden (Abb. 21D). Diese Ergebnisse bestatigen die hohe Affinitat
von AUF1 zu AU-rich elements (AREs), die in den 3'UTRs zellularer mRNAs haufig zu finden
sind (siehe Diskussion). Jedoch wurde auch deutlich, dass AUF1 an andere Elemente der
WNV-RNA bindet, wenn auch mit geringerer Affinitat.
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Abb. 21: AUF1p45 bindet mit hoher Affinitdt an die AU-reiche Region in der 3'UTR der WNV-RNA (A) Schematische
Abb. der RNAs, die fir den Filter-Bindungs-Assay eingesetzt wurden. (B) Reprasentativer Filter-Bindungs-Assay zur
Analyse der Interaktion zwischen AUF1p45 und der sgRNA. 2p_markierte sgRNA (0.1 nM) wurde mit ansteigenden
Konzentrationen von AUF1p45 fir 30 min bei RT inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe wurden mittels einer Dot-Blot
Apparatur auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. (C) Die radioaktiven Signale, die von der Nitrocellulose-
Membran zurlickgehalten wurden, wurden mit /Image Quant quantifiziert, gegen die Konzentration von AUF1p45
aufgetragen und mit Gleichung 1 analysiert (siehe 2.9.) (D) Zusammenfassung der ermittelten Dissoziationskonstanten
(Kp) fur die Interaktion von AUF1p45 mit den jeweiligen RNAs. Die Mittelwerte inklusive der Standardabweichung aus
mindestens drei Experimenten sind aufgefiihrt.
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3.9. Einfluss der AU-reichen Region der 3'UTR auf die Replikation von WNV

3.9.1. Die AU-reiche Region der 3'UTR ist essentiell fiir die RNA-Replikation des WNV-
Replikons

Da AUF1p45 spezifisch mit der AU-reichen Region der 3'UTR der WNV-RNA interagiert,
wurde im Folgenden untersucht, ob diese Region des viralen Genoms wichtig fir den RNA-
Replikationsprozess ist. Dazu wurde die AU-reiche Region des WNV-Replikons deletiert. Die
Deletion umfasst dabei die 5'-terminalen 99 Nukleotide der 3'UTR (Abb. 22A). Huh7-Zellen
wurden mit dem WT-bzw. AAU-Replikon transfiziert und nach 3 h die virale RNA mittels qRT-
PCR quantifiziert. Dabei konnte kein Unterschied in der Quantitdt der viralen RNA
festgestellt werden, wodurch geschlussfolgert werden konnte, dass die Deletion der AU-
reichen Region keinen Einfluss auf die Stabilitdt der Replikon-RNA hat (Abb. 22B). Weiterhin
wurden die Proteinmengen von NS5 24 und 48 h nach Transfektion der Replikon-RNAs
mittels Western Blot analysiert. Im Vergleich zur Transfektion mit dem WT-Replikon konnte
zu beiden Zeitpunkten kein NS5-Protein in Zellextrakten von Huh7-Zellen nachgewiesen
werden, die mit der AAU-Replikon-RNA transfiziert wurden (Abb. 22C). Um herauszufinden,
ob die Deletion der AU-reichen Region die Translation oder die Replikation beeinflusst, kam
wiederum das Rluc-Reporter-Replikon zum Einsatz (Abb. 22D). Die Translation des AAU-
Reporter-Replikons, reprasentiert durch die Rluc-Aktivitat 3 h nach Transfektion, sank leicht
auf ca. 80 % im Vergleich zum WT-Reporter Replikon. Im Gegensatz dazu konnte nach 24
und 48 h keine Rluc-Aktivitdt in Zellen nachgewiesen werden, die mit der AAU-Reporter-
Replikon-RNA transfiziert wurden (Abb. 22E). Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dass
die AU-reiche Region essentiell fiir die Replikation des WNV ist. Diese Beobachtung ist
besonders interessant, da in Experimenten mit dem Kunjin-Virus, einem Subtyp des WNV,
gezeigt werden konnte, dass die AU-reiche Region nicht essentiell fiir die Kunjin-Virus-
Replikation ist (Khromykh und Westaway 1997; Pijiman et al. 2008).
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Abb. 22: Die AU-reiche Region der 3'UTR ist essentiell fiir die RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo (A)
Schematische Darstellung des WNV-Replikons mit der Deletion der AU-reichen Region in der 3'UTR. (B) Huh7-Zellen
wurden mit 100 fmol WT- bzw. AAU-Replikon transfiziert. Nach 3 h wurde die Replikon-RNA Menge mit gRT-PCR
bestimmt. Das Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt. Der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung an. (C) Die Proteinmengen von NS5 und GAPDH wurden 24 h und 48 h nach Transfektion der
Replikon-RNAs mittels Western Blot analysiert. (D) Schematische Darstellung des AAU-Rluc-Reporter-WNV-Replikons.
(E) Huh7-Zellen wurden mit 90 fmol WT- bzw. AAU-Reporter-Replikon transfiziert. Die Rluc-Aktivitdt wurde nach 3, 24
und 48 h bestimmt. Die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus drei verschiedenen Experimenten sind
dargestellt. RLU = relative light units.

3.9.2. Die AU-reiche Region ist nicht essentiell fiir die AUF1p45-vermittelte Stimulierung
der in vitro (-)-Strang RNA-Synthese durch NS5

Da die AU-reiche Region essentiell fir die RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo ist und
AUF1p45 spezifisch an diesen Bereich der viralen RNA bindet, sollte untersucht werden, ob
die Interaktion von AUF1p45 mit der AU-reichen Region Voraussetzung fiir die zuvor
festgestellte stimulatorische Aktivitdt des Proteins auf die (-)-Strang-RNA-Synthese ist. Dazu
wurde ein in vitro RdRp-Assay, der als Template die sgRNAAAU enthielt, mit FLAG-getaggtem

AUF1p45 komplementiert und das Ausmald der stimulatorischen Aktivitat mit der auf der
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sgRNA verglichen. In beiden Fallen war FLAG-AUF1p45 in der Lage die in vitro (-)-Strang-RNA-
Synthese von NS5 zu stimulieren (Abb. 23A und B). Daraus lasst sich schlieBen, dass die
Bindung von AUF1p45 an die AU-reiche Region nicht notwendig fiir dessen aktivierenden
Effekt auf die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese ist.
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Abb. 23: Die Prdsenz der AU-reichen Region in der WNV 3'UTR ist nicht essentiell fiir die stimulatorische Aktivitdt von
AUF1p45 auf die RNA-Synthese durch NS5 (A) FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen wurde mit 10 nM sgRNA bzw.
sgRNAAAU préa-inkubiert und die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch Zugabe von 100 nM NS5 gestartet. Die
radioaktiv-markierten RdRp-Produkte wurden auf einem 5%igen Polyacryl-amidgel mit 7 M Harnstoff aufgetrennt und
durch Autoradiographie sichtbar gemacht. (B) Die de novo-synthetisierten RNA-Produkte wurden mit /mage Quant
quantifiziert, wobei die Reaktion mit hitzeinaktiviertem FLAG-AUF1p45 (h) auf 1 gesetzt wurde. Das Diagramm zeigt die
Ergebnisse aus drei verschiedenen Experimenten. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung.

3.10. Identifizierung von PRMT1 und hnRNPH1 als AUF1-assoziierte Proteine

In den in Kapitel 3.6. beschriebenen Experimenten wurde das AUF1p45 ektopisch in Huh7-
Zellen exprimiert und anschlieBend lber eine FLAG-Immunprazipitation aus dem Zellextrakt
gereinigt und in dem jn vitro RdRp-Assay eingesetzt. Im Folgenden sollte nun untersucht
werden, ob noch weitere zellulare Proteine an AUF1p45 assoziiert sind. Dazu wurde das
FLAG-AUF1p45 Immunprazipitat aus Huh7-Zellen mittels Silberfarbung analysiert. Zusatzlich
zu FLAG-AUF1p45 waren zwei weitere dominante Proteinbanden im Proteingel sichtbar
(Abb. 24A). MS-Analyse identifizierte die co-prazipitierenden Proteine als heterogeneous
ribonucleoprotein H1 (hnRNPH1) und als protein arginine methyltransferase 1 (PRMT1)
(Daten nicht gezeigt, Abb. 24A). Die Co-Prazipitation von hnRNPH1 und PRMT1 mit AUF1
konnte mittels Western Blot bestatigt werden. Dazu wurden alle vier Isoformen von AUF1 in
Huh7-Zellen exprimiert, mit Anti-FLAG-Antikdrper prazipitiert und mit FLAG-Peptid eluiert.
Die Anwesenheit von hnRNPH1 und PRMT1 wurde mit spezifischen Antikdrpern gegen beide
Proteine analysiert. Dabei zeigte sich, dass hnRNPH1 und PRMT1 nur mit den Isoformen p42
und p45 von AUF1 interagieren (Abb. 24B).
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Um herauszufinden, ob hnRNPH1 und PRMT1 flr die RNA-Replikation des WNV-Replikons
wichtig sind, wurden beide Proteine in Huh7-Zellen depletiert. Die siRNA-vermittelte
Reduktion der Proteinmenge von hnRNPH1 erwies sich dabei jedoch als cytotoxisch fiir die
Zellen (Daten nicht gezeigt). Entsprechend wurde auf eine Analyse der viralen Replikation
verzichtet. Die Depletion von PRMT1 hingegen hatte keinen Einfluss auf das Wachstum der
Zellen, somit konnten die Auswirkungen dieser Depletion auf die Replikation der viralen RNA
untersucht werden. Die erfolgreiche Depletion von PRMT1 wurde zunachst mittels Western
Blot bestatigt (Abb. 24C). Da PRMT1 die Hauptmethyltransferase in Zellen darstellt (siehe
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Abb. 24: PRMT1 und hnRNPH1 co-prizipitieren mit FLAG-AUF1p45 (A) AUF1 Isoform p45 wurde als FLAG-
Fusionsprotein in Huh7-Zellen exprimiert, mit Anti-FLAG Antikérper immunprazipitiert und mit 3 x FLAG-Peptid eluiert.
10 pl der Elution wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silber gefarbt. Die identifizierten Proteine sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. GroRen des Proteinmarkers sind indiziert. K = Kontroll-IP (B) AUF1 Isoformen p37, p40, p42
und p45 wurden als FLAG-Fusionsproteine in Huh7-Zellen exprimiert und mit Anti-FLAG Antikdrper immunprazipitiert.
Die FLAG-AUF1 Isoformen wurden mit 3 x FLAG-Peptid eluiert. Je 10 pl des Zellextrakts bzw. der Elution wurden in einer
10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und mit Anti-hnRNPH1 Antikdrper bzw.
Anti-PRMT1 Antikorper angefarbt. K = Kontroll-IP (C) Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw. mit einer siRNA
gegen PRMT1 transfiziert. Nach 48 h wurde die Replikon-RNA transfiziert. Die Proteinmengen von PRMT1, NS5, Vinculin
und Sam68°®™* wurden nach verschiedenen Zeitpunkten mittels Western Blot analysiert. Die Quantitat der viralen RNA
wurde mit gRT-PCR quantifiziert. Das Ergebnis aus drei verschiedenen Experimenten ist gezeigt. Der Fehlerbalken zeigt
die Standardabweichung an.
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Diskussion), war es interessant zu (berprifen, ob die Reduktion von PRMT1 die
Methylierung von zelluldren Proteinen beeinflusst. Tatsachlich war nach Depletion von
PRMT1 die Menge an methyliertem Sam68 (Sam68°°™4), einem Substrat von PRMT1 (Cote et
al. 2003), im Vergleich zu Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA (siC) behandelt wurden,
reduziert (Abb. 24C). 48 h nach Transfektion der siRNAs wurde das WNV-Replikon
transfiziert und nach weiteren 24 und 48 h wurden Proben genommen. Die Proteinmenge
von NS5 in PRMT1-depletierten Zellen erwies sich als unverdandert im Vergleich zum Kontroll-
knockdown, wahrend die virale Replikon-RNA hingegen reduziert war (Abb. 24C). Diese
Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung von PRMT1 an der Replikation der viralen RNA

schlieRen.

3.11. Immunprazipitiertes FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen ist methyliert

Da die Methyltransferase PRMT1 mit immunprazipitiertem FLAG-AUF1p45 assoziiert ist, war
es interessant zu untersuchen, ob das in Huh7-Zellen transient exprimierte FLAG-getaggte
AUF1p45 methyliert ist. Der Methylierungsstatus von FLAG-AUF1p45 sollte durch Massen-
spektrometrie untersucht werden. Dazu wurde das aus Huh7-Zellen prazipitierte FLAG-
AUF1p45 mit etwa gleichen Mengen an rekombinanten in E. coli exprimiertem und
gereinigtem AUF1p45 auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt, die
korrespondierenden Proteinbanden ausgeschnitten und mit Trypsin behandelt. Die
Behandlung mit Trypsin, welches nach Lysin und Arginin im Protein schneidet, ergibt ein fir
das Protein spezifisches Peptidspektrum. Die Peptidfragmente wurden mittels MALDI-TOF-
TOF von Dr. Angelika Schierhorn (Institut fir Biochemie, MLU Halle-Wittenberg) analysiert.
Rekombinantes AUF1p45 aus E. coli diente hierfiir als nicht-methylierte Referenzprobe. Der
Einbau einer Dimethylgruppe erzeugt einen Massenunterschied von ca. 30 Masseeinheiten.
Ein wichtiger Aspekt bei der Analyse der Peptidfragmente ist die Beobachtung, dass Trypsin
unter den hier verwendeten Bedingungen nicht nach dimethyliertem Arginin proteolysiert.
Aufgrund dieser Tatsache konnte die Dimethylierung von FLAG-AUF1p45 an Position 345
eindeutig nachgewiesen werden. Die Referenzprobe zeigte einen Peak bei 1150.528
Masseeinheiten, welcher dem Peptid GGHQNSYKPY entsprach und welcher in der Analyse
von FLAG-AUF1p45 nicht nachgewiesen werden konnte. Dagegen war hierbei ein Peak mit
1334.686 Masseeinheiten sichtbar, der in der Referenzprobe nicht zu detektieren war (Abb.
25A und B). Der Massenunterschied zwischen beiden Peaks entspricht genau der Masse
eines dimethylierten Arginins (ca. 184 Da). Dementsprechend reprasentiert dieser Peak das
dimethylierte Fragment R3;sGGHQNSYKPY. Die Analyse weiterer Peptide, die ein Arginin
enthielten, ergab, dass diese in der rekombinanten Referenzprobe bzw. in der Probe des

FLAG-getaggten AUF1p45 mit vergleichbaren Intensitdten nachgewiesen wurden. Daraus
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ldsst sich schlieRen, dass diese Arginine von FLAG-AUF1p45 nicht methyliert sind (Abb. 25B).

Somit konnte nur das Arginin an Position 345 als zweifelsfrei dimethyliert identifiziert

werden (zusammengefasst in Abb. 25C und D).
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Abb. 25: Massenspektrometrische Analyse von AUF1p45 (A) Reprdsentatives Massenspektrum von AUF1p45 zum
Nachweis der Dimethylierung an Position Rsss. FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen und rekombinantes AUF1p45 aus E. coli
wurden Uber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und die entsprechenden Proteinbanden
ausgeschnitten. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte mittels MALDI-TOF-TOF (siehe 2.7.15.). Die Peaks, die
dimethyliertes Arginin (FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen) bzw. nicht-methyliertes Arginin (rekombinantes AUF1p45 aus
E. coli) an Position 345 nachweisen, sind mit einem Pfeil markiert. (B) Ubersicht {iber die Arginine von AUF1p45, deren
Methylierungsstatus nachgewiesen werden konnte. (C) Aminosauresequenz von AUF1p45. Alle Arginine sind fett-
gedruckt. Die Arginine von AUF1p45, die als nicht-methyliert identifiziert wurden, sind unterstrichen und mit ihrer
Position angegeben. Das Arginin an Position 345 mit einer nachgewiesenen Dimethylierung ist kursiv dargestellt. Der
Methylierungsstatus aller anderen Arginine ist unklar. (D) Schematische Darstellung von AUF1p45 mit der
nachgewiesenen Dimethylierung an Position 345.

3.12. PRMT1 methyliert AUF1p45 in vitro

3.12.1. Reinigung der PRMT1 Isoformen v1, v2, v3 und v5 rekombinant aus E. coli

Mit Hilfe der folgenden Experimente sollte herausgefunden werden, ob PRMT1 in der Lage
ist, AUF1p45 zu methylieren. Es existieren sieben verschiedene Isoformen von PRMT1, die
durch alternatives SpleiBen eines einzigen Transkripts generiert werden. In humanen
Leberzellen werden die Isoformen v1, v2, v3 und v5 exprimiert (Goulet et al. 2007). Diese
Isoformen sind deshalb von Interesse, da die WNV-Replikon-Experimente in humanen
Hepatomzellen durchgefiihrt wurden. Die Expression bzw. Co-prazipitation weiterer
Isoformen mit AUF1p45, zusatzlich zur Haupt-Isoform v1, konnte durch die Analyse mittels
Western Blot bereits gezeigt werden. Dabei konnten neben PRMT1 vl noch weitere
Proteinbanden mit einem geringeren bzw. gréBeren Molekulargewicht detektiert werden
(Abb. 24B). Die Isoformen unterscheiden sich in ihrer Sequenz am N-Terminus (Abb. 26A). Es
konnte gezeigt werden, dass diese variablen N-Termini die verschiedenen PRMT1-Isoformen
in ihrer katalytischen Aktivitat bzw. ihrer Substratspezifitat beeinflussen (Goulet et al. 2007).
Dementsprechend wurden alle in Leberzellen exprimierten Isoformen als rekombinante
Proteine aus E. coli gereinigt (siehe 2.7.1.3.), um ihre Aktivitdt hinsichtlich einer
Methylierung von AUF1p45 zu charakterisieren.

Die so gewonnenen Isoformen v1, v2, v3 und v5 von PRMT1 wurden in einer 10%igen SDS-
PAGE analysiert und zeigten keine Verunreinigungen mit anderen Proteinen (Abb. 26B). Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration und des Verhaltnisses der ODygg zur ODyg9 Wurden
Absorptionsspektren aufgenommen. Der Koeffizient OD,go/OD>go lag flir alle Isoformen im
Bereich von ca. 1.6 und implizierte, dass die Proteinpraparationen weitestgehend frei von

Nukleinsduren waren (Abb. 26C, Daten nicht gezeigt).
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Abb. 26: Rekombinante Reinigung der PRMT1 Isoformen v1, v2, v3 und v5. (A) Dargestellt sind die Aminosduresequenzen
der N-termini der PRMT1 Isoformen v1, v2, v3 und v5. (B) Die PRMT1 Isoformen wurden als SUMO-Fusionsproteine in
E. coli BL21(RP) exprimiert und, wie unter Material und Methoden beschrieben, gereinigt. 1 ug gereinigtes Protein wurden
in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Molekulargewichte des Markers sind
indiziert. (C) UV-Absorptionsspektrum von rekombinant gereinigtem PRMT1 v1.

3.12.2. Die PRMT1-Isoformen v1, v2, v3 und v5 methylieren AUF1p45 in vitro

Um zu untersuchen, ob AUF1p45 ein Substrat von PRMT1 ist, wurde ein radioaktiver in vitro
Methylierungsassay durchgefiihrt. Dazu wurde AUF1p45 mit PRMT1 v1 in Anwesenheit von
14c-s-Adenosylmethionin als Substrat in Abhangigkeit von der Zeit inkubiert. Zur Analyse der
Reaktionen wurden die Proteine auf einer 10%igen SDS-PAGE mit anschliefender Autoradio-
graphie analysiert. Die Quantifizierung der in AUF1p45 eingebauten **C-Methylgruppen
ergab ein Plateau der Reaktion nach ca. 2 h (Abb. 27A). Um die Aktivitdt verschiedener
Isoformen von PRMT1 mit AUF1p45 als Substrat zu vergleichen, wurde der gleiche Assay
parallel mit den PRMT1 Isoformen v1, v2, v3 und v5 durchgefiihrt. Alle hier getesteten
Isoformen von PRMT1 zeigten dabei die gleiche katalytische Aktivitat. Die Quantifizierung
der Reaktion ergab, dass ca. 4.5 Methylgruppen pro Molekiil AUF1p45 eingebaut wurden
(Abb. 27B). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass PRMT1 in vitro AUF1p45 methyliert und
legten nahe, dass die Methyltransferase auch fiir die Methylierung von AUF1p45 in Huh7-

Zellen verantwortlich ist.
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Abb. 27: PRMT1 methyliert AUF1p45 in vitro (A) Radioaktive in vitro Methylierung von AUF1p45 mit PRMT1 vi.
13 pmol AUF1p45 wurden von 5 pmol PRMT1 v1 in Anwesenheit von 40 uM 14C-S-adenosylmethionin methyliert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die Reaktion gestoppt und auf einer 10%igen SDS-PAGE analysiert. Die Detektion der
radioaktiv markierten Proteine erfolgte mittels Autoradiographie. Die MarkergroRen in kDa sind indiziert. Die
eingebauten 14C-Methylgruppen wurden mittels Image Quant quantifiziert. (B) Radioaktive in vitro Methylierung von
AUF1p45 mit verschiedenen PRMT1-Isoformen. Die Durchfiihrung und Analyse erfolgte wie unter (A) beschrieben. Die
eingebauten 14C-Methylgruppen pro mol AUF1p45 wurden mittels Image Quant quantifiziert und sind unterhalb des
Gels aufgefiihrt.
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3.12.3. Reinigung von rekombinantem, methyliertem AUF1p45 aus E. coli

Fir die folgenden Experimente sollte AUF1p45 rekombinant und methyliert (im Folgenden
als AUF1p45°°™A bezeichnet) aus E. coli gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurde der ORF
von PRMT1v1, inklusive einer Ribosomenbindestelle (RBS), upstream des SUMO-AUF1p45-
ORFs im Expressionsvektor pETSUMOadapt kloniert. Die rdumliche Ndhe des Stoppcodons
von PRMT1vl und der RBS upstream von SUMO-AUF1p45 sollte eine bicistronische
Expression beider Proteine in E. coli ermoglichen, mit dem Ziel der Methylierung von
AUF1p45 durch PRMT1 wéahrend der Expression (Abb. 28A). Nach vierstiindiger Induktion
der Genexpression wurde zusatzlich der Translationsinhibitor Erythromycin hinzugefiigt, um
eine effiziente Methylierung von AUF1p45 durch PRMT1 v1 zu erreichen. Die Reinigung von
AUF1p45°°™A  erfolgte analog zum nicht-methylierten Protein. Dabei wurden die

unterschiedlichen Affinitdten des methylierten und nicht-methylierten AUF1p45 zu Heparin-
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Abb. 28: Rekombinante Herstellung einer methylierten Variante von AUF1p45 (A) Schematische Darstellung des
Plasmidkonstruktes zur bicistronischen Expression von PRMT1 v1 und SUMO-AUF1p45. Das Gen, welches fiir PRMT1 v1
kodiert, wurde inklusive einer Ribosomenbindestelle (RBS) upstream der RBS des ORFs kloniert, welcher fiir SUMO-
AUF1p45 kodiert. (B) UV-Absorptionsspektrum von rekombinant gereinigtem und methyliertem AUF1p45
(AUF1p45°®™4) . (C) Die Reinigung von AUF1p45°®™* erfolgte wie unter Material und Methoden beschrieben. 3 ug
gereinigtes Protein wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt.
Molekulargewichte des Markers sind indiziert. (D) Schematische Darstellung von AUF1p45aDMA mit dem durch
Massenspektrometrie identifizierten dimethylierten Arginin an Position 345.

76



ERGEBNISSE

Sepharose ausgenutzt, um beide Varianten (nicht-methyliert und methyliert) voneinander zu
trennen. Die so gewonnene methylierte Variante von AUF1p45 wurde in einer 10%igen SDS-
PAGE analysiert und zeigte keine Verunreinigungen mit anderen Proteinen (Abb. 28C). Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration und des Verhaltnisses der OD,gp zur OD,gp Wurde ein
Absorptionsspektrum aufgenommen. Der Koeffizient OD,g0/ODy60 betrug 1.8, sodass die
Proteinprdparation als frei von Nukleinsduren angesehen werden konnte (Abb. 28B). Die
Methylierung von AUF1p45°°™A wurde durch Massenspektrometrie Gberpriift und bestatigte
die Dimethylierung des Arginins an Position 345 (Daten nicht gezeigt, schematisch
dargestellt in Abb. 28D). Eine weitere Moglichkeit das AusmaR der Methylierung eines
Proteins zu untersuchen, ist eine radioaktive Methylierung von bereits methyliertem Protein,
um die Aktivitat von PRMT1 auf diesem Substrat mit der Aktivitat auf nicht-methyliertem
Protein zu vergleichen. Dieser Test ergab, dass PRMT1 vl mit FLAG-AUF1p45 aus Huh7-

aMA " 3ls Substrat nur noch eine

Zellen bzw. mit rekombinant gereinigtem AUF1p45
Restaktivitdt aufwies im Vergleich zu einem Methylierungsassay mit nicht-methyliertem
AUF1p45 (Abb. 29). Dies zeigt zum einen, dass die mit einer Co-Expression von PRMT1 v1
gewonnene Variante von AUF1p45 aus E. coli nahezu vollstdndig methyliert ist. Zum anderen

belegt es, dass in Huh7-Zellen exprimiertes FLAG-AUF1p45 ebenfalls vollstdndig methyliert

vorliegt.
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Abb. 29: FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen und AUF1p455'D'VIA aus E. coli liegen nahezu vollstindig methyliert vor.

13 pmol AUF1p45 (Spur 2 und 5) bzw. AUF1p45°°™™* aus zwei verschiedenen Proteinpréparationen (Spur 3, 4, 6 und 7)
wurden von 5 pmol PRMT1 v1 in Anwesenheit von 40 puM 14C-S-adenosylmethionin methyliert. AuBerdem wurden
5 pmol AUF1p45 (Spur 8 und 10) bzw. FLAG-AUF1p45 aus Huh7-Zellen (Spur 9 und 11) unter gleichen Bedingungen
methyliert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurde die Reaktion gestoppt und auf einer 10%igen SDS-PAGE analysiert.
Die Detektion der radioaktiven Signale erfolgte mittels Autoradiographie.
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3.13. Reinigung einer pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45
rekombinant aus E. coli

Die Phosphorylierung an Serin, Threonin und Tyrosin ist eine posttranslationale
Modifikation, die Auswirkungen auf die Eigenschaften von Proteinen haben kann. Mehrere
posttranslationale Phosphorylierungen von AUF1p45 sind in den letzten Jahren identifiziert
worden (siehe Diskussion). Davon sind zwei Phoshorylierungsstellen an Position 190 (Serin)
und 193 (Threonin) im RNA recognition motif 2 (RRM2) lokalisiert (Abb. 30A). Da diese
Modifikation die Protein-RNA-Interaktion beeinflussen koénnte, war es interessant, die
Auswirkung einer pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45 auf die Bindung zur viralen
RNA nédher zu untersuchen. Um eine pseudophosphorylierte Variante zu generieren, wurden
Aminosauren ausgetauscht, um die GrofRe und Ladung von Phosphatgruppen nachzuahmen.
Dazu wurden Mutationen durch ortsgerichtete Mutagenese in das Expressionsplasmid von
AUF1p45 eingefiihrt, welche zum Austausch der Aminosauren an Position 190 (Serin zu
Glutamat) und 193 (Threonin zu Aspartat) in AUF1p45 fiuhrten (Abb. 30A). Die Reinigung
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Abb. 30: Reinigung einer pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45 rekombinant aus E. coli. (A) Schematische
Darstellung von AUF1p45 mit dem Austausch von Aminosduren an Position 190 (Serin zu Glutamat) und 193 (Threonin
zu Aspartat). (B) AUF1p45 S;140E/T193D wurde als SUMO-Fusionsprotein in E. coli BL21(RP) exprimiert und, wie unter
Material und Methoden beschrieben, gereinigt. 2 ug gereinigtes Protein wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt
und anschlieRend mit Coomassie gefarbt. Molekulargewichte des Markers sind indiziert. (C) UV-Absorptionsspektrum
von rekombinant gereinigtem AUF1p45 S;g0E/T193D.
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dieser pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45 wurde analog zu der des WT-Proteins
durchgefiihrt. Die so gewonnene Variante AUF1p45 S190E/T193D wurde in einer 10%igen SDS-
PAGE analysiert und zeigte keine Verunreinigungen mit anderen Proteinen (Abb. 30B). Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration und des Verhaltnisses der OD,gp zur OD,gp Wurde ein
Absorptionsspektrum aufgenommen. Der Koeffizient OD,g0/OD,¢0 betrug 1.9 und implizierte,

dass die Proteinpradparation frei von Nukleinsauren war (Abb. 30C).

3.14. Posttranslationale Modifikationen beeinflussen die RNA-Bindung von
AUF1p45

Die Varianten AUF1p45°®™* und AUF1p45 S190E/T193D sollten zundchst in ihrer Fahigkeit RNA
zu binden mit unmodifizierten AUF1p45 verglichen werden. Dazu wurden radioaktive Filter-
Bindungs-Assays, wie unter 3.8. beschrieben, mit den AUF1p45-Varianten durchgefiihrt. Die
methylierte Variante wies eine dhnliche Affinitdt zur sgRNA wie das nicht-methylierte
Protein auf. Darliber hinaus hatten alle AUF1p45-Proteine eine vergleichbare Affinitat zur
AU-reichen Region der WNV 3'UTR mit einem Kp-Wert von ca. 20 nM. Dagegen war die
Affinitat der Varianten zu den 3'-terminalen 111 Nt der WNV-RNA (3'Cyc) im Vergleich zum
aDMA

unmodifizierten Protein verandert. AUF1p45
sechsfach besser mit der 3'Cyc-RNA, wahrend die RNA-Bindung von AUF1p45 S190E/T193D ca.

aDMA

interagierte mit einem Kp von 25 nM
drei- bis vierfach starker war. Des Weiteren konnte fiir die Variante AUF1p45 eine
verstarkte Bindung an die 5'UTR gezeigt werden. Im Vergleich zum unmodifizierten AUF1p45
(Kp = 290 nM) war der Kp-Wert von AUF1p45°®™* zur 5'UTR um Faktor 16 besser (Kp = 18
nM) (Tabelle 7). Diese Daten verdeutlichen eine erhéhte RNA-Bindung der methylierten
Variante von AUF1p45 zu den viralen 5'- und 3'-Enden der viralen RNA, welche im Bereich
der Affinitat fir AU-reiche Sequenzen lag. Da die MS-Analyse des immunprazipitierten FLAG-
AUF1p45 aus Huh7-Zellen keine Phosphorylierung des Proteins identifizieren konnte, wurde
der Fokus im Folgenden auf eine vergleichende Analyse der methylierten mit der nicht-

methylierten Variante gelegt.
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Tabelle 7. Bindungsaffinitaten verschiedener AUF1p45-Varianten zu WNV-RNAs

Kpin nM

AUF1p45
RNA AUF1p45° AUF1p452°MA

SISOE/TISSD
sgRNA 34+ 14 22+10 n. d.
sgRNAAAU 328 £+132 n. d. n. d.
3'UTR 11+3 n. d. n. d.
5'UTR 290+91 185 n. d.
3'Cyc 151+ 31 25+15 42+6
3' AU-reich 16+5 21+10 174

“ Die Kp-Werte sind zum Vergleich aus Abb. 21D iibernommen. Die Mittelwerte inklusive
der Standardabweichung aus mindestens drei Experimenten sind aufgefihrt. n.d. = nicht
durchgefiihrt.

3.15. Methyliertes AUF1p45 stimuliert die RNA-Synthese effizienter im Ver-
gleich zu nicht-methyliertem AUF1p45

Nachdem deutlich war, dass AUF1p45°°™A eine verstirkte RNA-Bindung zur 5'UTR und zur
3'Cyc-RNA des WNV aufweist, sollte Uberprift werden, ob dies Auswirkungen auf die
stimulatorische Aktivitat der (-)-Strang-RNA-Synthese im in vitro RdRp-Assay hat. Der in vitro
RdRp-Assay wurde unter den gleichen Bedingungen wie unter 3.7. (Abb. 19) beschrieben
durchgefiihrt. Jedoch war die Fahigkeit der methylierten Variante von AUF1p45 die RNA-
Synthese von NS5 zu aktivieren zundchst nicht verdndert im Vergleich zum nicht-
methyliertem Protein (Abb. 31A). Die Salzkonzentration bei der Pra-Inkubation der sgRNA
mit AUF1p45 bzw. AUF1p45°®* petrug 25 mM KCl. Die im Filter-Bindungs-Assay
detektierten Unterschiede der RNA-Bindung beider Proteine wurden jedoch bei einer
erhohten Salzkonzentration ermittelt. Da bekannt ist, dass die lonenstarke einen Einfluss auf
die Protein-RNA-Interaktion haben kann, wurden die Bedingungen im in vitro RdRp-Assay
denen des Filter-Bindungs-Assays angepasst, d.h., die Konzentration an KCl wurde auf 120
mM erhoht. Unter diesen getesteten Bedingungen stimulierte die methylierte Variante von
AUF1p45°°™* die RNA-Synthese von NS5 in einem deutlich groBeren AusmaR im Vergleich
zum nicht-methylierten AUF1p45 (Abb. 31B). Dieser Unterschied beruht vor allem auf einer
verminderten Fadhigkeit des nicht-methylierten AUF1p45 die RNA-Replikation bei der
héheren lonenstarke zu stimulieren.

Einem weiteren Ansatz, um einen funktionellen Unterschied zwischen AUF1p45 und
AUF1p45°°™A festzustellen, lag die Idee zugrunde, dass AUF1p45 mit der AU-reichen Region
der 3'UTR konkurrieren muss, um die stimulatorische Aktivitat zu vermitteln. Aufgrund der

Klonierungsstrategie des fiir die sgRNA kodierenden Plasmids, ist jedoch nicht die gesamte
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AU-reiche Region in diesem Template vorhanden (siehe 3.1.2.). Um herauszufinden,
inwiefern sich die stimulatorische Aktivitat verandert, wenn die gesamte AU-reiche Region in
der sgRNA enthalten ist, wurden die 20 fehlenden Nt der AU-reichen Region in das Plasmid
eingefiihrt, welches fir die sgRNA kodiert (Abb. 31C). AnschlieRend wurde ein in vitro RdRp-
Assay mit dieser sgRNA™Y als Template mit 200 nM AUF1p45 bzw. AUF1p45?°MA
komplementiert und wiederum unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass die methylierte Variante AUF1p45°°MA
die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch NS5 deutlich effizienter stimulieren kann (Abb.
31D). Die Ursache dafir ist wahrscheinlich in der héheren Affinitat von AUF1p45‘”‘DIVIA

im Vergleich zum nicht-methylierten AUF1p45

zu den

viralen 5'- und 3'-Termini, im Vergleich zum nicht-methylierten AUF1p45, zu finden.
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OMA stimulierte im Vergleich zum nicht-methylierten AUF1p45 die (-)-Strang-RNA-Synthese durch

NS5 effizienter. (A) Rekombinant gereinigtes AUF1p45aDMA aus E. coli wurde im in vitro RdRp-Assay getestet. Dazu
wurden ansteigende Konzentrationen von AUF1p45aDNIA mit 10 nM der sgRNA prainkubiert und die in vitro (-)-Strang-
RNA-Synthese durch Zugabe von 100 nM NS5 gestartet. Die radioaktiv-markierten RdRp-Produkte wurden auf einem
5%igen Polyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Die de novo-
synthetisierten RNA-Produkte wurden mit Image Quant quantifiziert, wobei die Reaktion ohne AUF1p45aDMA auf 1
gesetzt wurde. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse aus drei verschiedenen Experimenten. Die Fehlerbalken
kennzeichnen die Standardabweichung. “Die Daten fiir AUF1p45 wurden zum Vergleich aus Abb. 19 ibernommen. (B)
Der in vitro RdRp-Assay wurde mit 200 nM AUF1p45 bzw. AUF1p45aDMA wie unter (A) komplementiert und
durchgefiihrt. Jedoch wurde die Salzkonzentration der des Filter-Bindungs-Assays angepasst (120 mM KCl). (C)
Schematische Darstellung der sgRNA bzw. der ngNA"'Od, die die vollstandige AU-reiche Region des WNV-Replikons
enthalt. (D) Der in vitro RdRp-Assay wurde mit 200 nM rekombinant gereinigtem AUF1p45 bzw. AUF1p45aDNIA wie unter
(A) komplementiert und durchgefiihrt. Jedoch wurde anstelle der sgRNA die ngNA"'Od als Template verwendet.

Abb. 31: AUF1p45
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3.16. AUF1p45 unterstiitzt die Interaktion der 5'-3'-UAR-Zyklisierungs-
sequenzen in einem Fluoreszenz-basierten RNA-annealing-Assay

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass AUF1p45, héchstwahrscheinlich
durch Bindung an die virale RNA, die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese durch NS5 auf einer
sgRNA des WNV stimuliert. Die nachsten Experimente waren darauf ausgerichtet, den
molekularen Mechanismus, der dieser von AUF1p45 vermittelten Stimulierung zugrunde
liegt, ndher zu charakterisieren. Der Ausgangspunkt fir die folgenden Experimente waren
experimentelle Daten, die indizierten, dass AUF1p45 in der Lage ist stem-loop-Strukturen zu
destabilisieren (personliche Mitteilung Dipl.-Biochemiker Tobias Schmidt). Ausgehend von
dieser Beobachtung wurde versucht, diese Aktivitit von AUF1p45 in das etablierte
Zyklisierungsmodell flaviviraler RNA einzuordnen. Bei der Zyklisierung der viralen RNA sind
strukturelle Verdanderungen in der RNA Voraussetzung, damit komplementare Zyklisierungs-
sequenzen eine RNA-RNA-Interaktion eingehen konnen (siehe Einleitung, schematisch
dargestellt in Abb. 32A). Die 5'- und 3'UAR-Zyklisierungssequenzen sind beide in stem-loop-
Strukturen angeordnet. Damit es zu einer 5'-3'UAR-Basenpaarung kommt, miissen diese
stem-loop-Strukturen (SLB bzw. 3'SL) zum Teil aufgel6st werden. Um zu testen, ob AUF1p45
diese Zyklisierungsreaktion beeinflussen kann, wurde ein Fluoreszenz-basierter RNA-
annealing-Assay mit kinstlichen RNA-Molekiilen etabliert, der insbesondere die 5'-3'-UAR-
Interaktion (5'-3'-annealing) nachstellen sollte (Abb. 32A). Die Cy5-markierte 3'SL™"-RNA
entspricht dem unteren Teil des 3'SL und enthélt die 3'UAR-Sequenz. Zusatzlich zum Cy5-
Marker ist die RNA mit einem black-hole-Quencher (BHQ) am 3'-Ende markiert. Bildet die
RNA die native stem-loop-Struktur aus, so 16scht der BHQ das Fluoreszenz-Signal von Cy5
und es kann nur eine schwache Fluoreszenz detektiert werden (statisches quenching). Die
zweite RNA ist unmarkiert und entspricht im wesentlichen der 5'UAR-Sequenz. Interagieren
beide RNAs miteinander, so wird ein raumlicher Abstand zwischen dem Cy5-Fluorophor und
dem BHQ induziert, wodurch das Fluoreszenzsignal ansteigt (dequenching, Abb. 32B).

trunc

Zur Durchfiihrung des Assays wurden 10 nM 3'SL in Reaktionspuffer equilibriert. Danach
erfolgte die Zugabe von 100 nM 5'UAR-RNA und die Fluoreszenz wurde fiir 400 s verfolgt.
Die Fluoreszenzintensitat stieg dabei in Abhdngigkeit von der Zeit an, woraus sich schlieRen
lasst, dass beide RNAs miteinander interagieren (Abb. 33A). Zum Nachweis der Spezifitat des
Assays wurde aullerdem eine Kontrollreaktion durchgefiihrt, in der die 5'UAR-RNA durch
eine unspezifische RNA vergleichbarer Lange (miR592) ersetzt wurde. In dieser Reaktion
blieb das Fluoreszenzsignal Uber die Zeit konstant, sodass davon ausgegangen werden
konnte, dass die Zunahme der Fluoreszenz bei Zugabe der 5'UAR durch eine spezifische

Interaktion mit der 3'SL™"-RNA hervorgerufen wurde (Abb. 33A). Die Entfaltung des stem-
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Abb. 32: Schematische Darstellung der Zyklisierung der WNV-RNA und des darauf basierten RNA-annealing-Assays.
(A) Dargestellt sind der terminale 3'-SL sowie die 5'UTR der WNV-RNA, inklusive der Zyklisierungssequenzen CS, UAR,
DAR1 und DAR2. Damit die komplementdren RNA-Bereiche der UAR, DAR1 und DAR2-Sequenzen interagieren konnen,

muss eine strukturelle Umlagerung der stem-loops 3'SL und SLB induziert werden. (B) Die Cy5-markierte 3'SL™"-RNA ist

vom terminalen 3'SL abgeleitet und enthalt die 3'UAR-Sequenz. Zusdtzlich enthélt sie am 3'-Ende einen black-hole-
Quencher (BHQ). Die nicht markierte zweite RNA enthalt die 5'UAR-Sequenz. Interagieren beide RNAs miteinander, so
wird der raumliche Abstand des Cy5-Fluorophors zum BHQ erhoht und das Fluoreszenzsignal nimmt zu (dequenching).

loops war der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, da die apparente Geschwindig-
keitskonstante unabhingig von der Konzentration der 3'SL™"-RNA war (Daten nicht
gezeigt). Somit wurde die Interaktion beider RNAs in Abhédngigkeit von der Zeit nach
einer Reaktion 1. Ordnung mit Gleichung 2 analysiert. Dabei ergab sich eine
Geschwindigkeitskonstante ks von 0.0062 st (Abb. 33B und C).

Um den Einfluss von AUF1p45 auf die RNA-annealing-Reaktion, d.h. auf die Interaktion der
5'-3'UAR-Zyklisierungssequenzen, zu untersuchen, wurden steigende Konzentrationen von
AUF1p45 (20 — 480 nM) mit der 3'SL™"-RNA fiir 100 s prainkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe der 5'UAR-RNA und die Reaktion wurde wiederum fiir 400 s verfolgt. Mit
zunehmender Konzentration an AUF1p45 war dabei ein Anstieg der Geschwindigkeits-
konstante zu beobachten, d.h., die Entfaltung des stem-loops war nicht mehr der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Dementsprechend wurden die Daten nach einer

Reaktion 2. Ordnung mit Gleichung 3 ausgewertet. Bei einer Konzentration von 100 und

83



ERGEBNISSE

240 nM AUF1p45 lief die Reaktion vier- bzw. zehnmal so schnell ab wie die Reaktion ohne
Protein (Abb. 33B und C). Bei sehr hohen Konzentrationen von AUF1p45 (480 nM) war,
nachdem ein Maximum der Fluoreszenz erreicht wurde, ein Abfall der Fluoreszenz in
Abhangigkeit von der Zeit zu verzeichnen (Abb. 33B). Aufgrund fehlender Datenpunkte am
Anfang der Reaktion wurde auf die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante verzichtet.

Mit diesem Assay konnte gezeigt werden, dass AUF1p45 in der Lage ist den stem-loop der
3'SL™"_RNA zu destabilieren. Aufgrund dieser RNA-Chaperone-Aktivitat von AUF1p45 wird

die Interaktion der 5'- und 3'UAR-Sequenzen beschleunigt.
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Abb. 33: AUF1p45 stimuliert die virale 5'-3'UAR-Interaktion in einem Fluoreszenz-basierten RNA-annealing-Assay.
(A) 10 nM der Cy5-markierten 3'SL™™-RNA wurden fiir 100 s in Reaktionspuffer bei 22°C quilibriert. Danach erfolgte
die Zugabe von 100 nM nicht markierter 5'UAR bzw. einer unspezifischen RNA (mir592). Die Reaktion wurde fur 400 s
verfolgt. (B) 10 nM der Cy5-markierten 3'SL™"-RNA wurden mit steigenden Konzentrationen an AUF1p45 fiir 100 s
prainkubiert. AnschlieRend wurden 100 nM nicht markierte 5'UAR hinzugefiigt und die Reaktion tiber 400 s verfolgt.
Die Fluoreszenzsignale wurden normalisiert, gegen die Zeit aufgetragen und nach einer Reaktion 1. Ordnung (ohne
Protein) bzw. 2. Ordnung (mit AUF1p45) mit dem Programm KaleidaGraph analysiert. (C) Zusammenfassung der
Geschwindigkeitskonstanten aus (B). Die Reaktionsgeschwindigkeit fir die Reaktion mit 480 nM AUF1p45 wurde
aufgrund von fehlenden Datenpunkten am Anfang der Reaktion nicht analysiert. n.a. = nicht analysiert.

84



ERGEBNISSE

3.16.1. Die 5'-3'-UAR-Interaktion wird durch die methylierte Variante von AUF1p45 im
Vergleich zu nicht-methyliertem AUF1p45 effizienter beschleunigt

Im folgenden Experiment sollten die methylierte und die pseudophosphorylierte Variante
von AUF1p45 in ihrer Fahigkeit die RNA-RNA-Interaktion zu beschleunigen untersucht und
mit dem unmodifizierten AUF1p45 verglichen werden. Die Versuchsdurchfiihrung war
identisch mit der fur das unmodifizierte AUF1p45. Die methylierte Variante verstarkte dabei
im Vergleich zum unmodifizierten AUF1p45 die RNA-RNA-Interaktion noch effizienter.
Wahrend das nicht-methylierte AUF1p45 bei einer Konzentration von 50 nM die RNA-RNA-
Interaktion zweifach zu beschleunigen vermochte (kms = 0.012 s), betrug die
Geschwindigkeitskonstante von AUF1p45°°™” bei der gleichen Konzentration ein 14-faches
(kops = 0.087 s1) der Geschwindigkeitskonstante ohne Protein (ks = 0.0062 s!) (Abb. 34A
und C). Dagegen bewegten sich die Geschwindigkeitskonstanten der pseudo-
phosphorylierten Variante AUF1p45 Si90E/T193D im Bereich des unmodifizierten Proteins
(Abb. 34B und C).

Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten wurden im Folgenden gegen die
Proteinkonzentration von AUF1p45 sowie der beiden Varianten AUF1p45°°* und AUF1p45
S190E/T193D aufgetragen (Abb. 35A). Die Auftragung macht deutlich, dass die Reaktion in
Anwesenheit von AUF1p45 nicht einem Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung gehorcht, d.h.
das Entfalten des stem-loops ist nicht mehr der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Der
Anstieg der resultierenden Geraden entsprach der Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung
(k"), welche die Interaktion zwischen der 3'SL™"-RNA und der 5'UAR-RNA oder die

trunc

Interaktion der 3'SL"""-RNA und AUF1p45 widerspiegeln kdnnte. Die Geschwindigkeits-
konstante 2. Ordnung unterschied sich nicht wesentlich, wenn die Reaktion mit
unmodifiziertem AUF1p45 bzw. mit AUF1p45 S190E/T193D komplementiert wurde. Dagegen
war die Geschwindigkeitskonstante der viralen RNA-RNA-Interaktion, die die Zyklisierung des

aDMA

WNV-Genoms nachstellte, in Anwesenheit der methylierten Variante AUF1p45 um eine

GroRenordnung erhoht (Abb. 35B).
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(nM) P P S1g0E / T193D
0 0.0062 0.0062 0.0062
10 n.d. 0.01 n.d.
20 0.0071 0.012 0.0078
35 n.d. 0.05 n.d.
50 0.012 0.087 0.013
75 n.d. n.a. n.d.
100 0.024 n.a. 0.046
240 0.064 n.d. 0.073
480 n.a. n.d. 0.074

Abb. 34: Einfluss posttranslationaler Modifikationen von AUF1p45 auf die Stimulierung der viralen 5'-3'UAR-
Interaktion in einem Fluoreszenz-basierten RNA-annealing-Assay. 10 nM der Cy5-markierten 3'SL™"-RNA wurden
mit steigenden Konzentrationen an (A) AUF1p45aDMA bzw. (B) AUF1p45 Sig0E/T193D flir 100 s préainkubiert.
AnschlieBend wurden 100 nM nicht markierte 5'UAR hinzugefigt und die Reaktion Uber 400 s verfolgt. Die
Fluoreszenzsignale wurden normalisiert, gegen die Zeit aufgetragen und nach einer Reaktion 1. Ordnung (ohne
Protein) bzw. einer Reaktion 2. Ordnung mit dem Programm KaleidaGraph ausgewertet. (C) Zusammenfassung der
Geschwindigkeitskonstanten aus (A) und (B). Die Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die Reaktionen mit 75 und 100 nM
AUF1p45aDMA wurden aufgrund von fehlenden Datenpunkten am Anfang der Reaktion nicht analysiert. n.a. = nicht

analysiert. n.d. = nicht durchgefiihrt. “°Die Daten wurden zum Vergleich aus Abb. 33C iibernommen.
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3.17. AUF1p45 verstarkt die Interaktion der WNV 5'UTR mit der 3'Cyc-RNA in
einem RNA-bandshift-Assay

Der unter 3.14. beschriebene Fluoreszenz-basierte RNA-annealing-Assay hat den Vorteil,
dass mit diesem kontinuierlich die RNA-RNA-Interaktion verfolgt werden kann. Allerdings
wurden hierbei RNA-Molekiile verwendet, die von der flaviviralen RNA abgeleitet wurden
und dementsprechend nicht die gesamte 5'UTR bzw. den vollstandigen terminalen 3'SL
umfassten. Deswegen wurde ein weiterer RNA-RNA-Interaktions-Assay angewendet, der es
ermoglichte, den Einfluss von AUF1p45 zu untersuchen. Die Interaktion der flaviviralen 5'-
und 3'-Termini mit einem RNA-bandshift-Assay konnte schon mehrfach demonstriert
werden (Alvarez et al. 2005b; Zhang et al. 2008; Ivanyi-Nagy und Darlix 2012). In dem hier
durchgefiihrten RNA-bandshift-Assay wurde die Interaktion der 5'-terminalen 162 Nt (5'UTR)
mit den 3'-terminalen 111 Nt (3'Cyc) untersucht (schematisch dargestellt in Abb. 36). Dazu
wurden 2 nM der 3'Cyc-RNA mit ansteigenden Konzentrationen an AUF1p45 kurz
prainkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 2 nM radioaktiv-markierter 32p_5'UTR
und die Reaktion wurde fir 30 min bei RT durchgefiihrt. Das AUF1p45 wurde dann aus der
Reaktion durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt und die RNAs auf einem nativen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Eine Interaktion beider RNAs ist durch einen bandshift im
Vergleich zur freien >?P-markierten 5'UTR erkennbar aufgrund des langsameren
Migrationsverhalten des 5'-3'-Komplexes. Die Inkubation dquimolarer Mengen beider RNAs
im niedrigen nanomolaren Bereich zeigte, dass sich nur ein geringer Anteil an 5'-3'-Komplex
ausbildete (Abb. 36, Spur 2). Mit Zugabe und bei ansteigender Konzentration an AUF1p45

hingegen konnte eine signifikante Zunahme des 5'-3'-Komplexes detektiert werden (Abb. 36,
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Spur 3-5). Diese Beobachtung liegt im Einklang mit den Ergebnissen des Fluoreszenz-
basierten RNA-annealing-Assays, d.h., AUF1p45 ist in der Lage, die Interaktion der 5'-3'-
Termini der WNV-RNA zu férdern.

3'Cyc

0 50 100 200 (nM) AUF1p45

5'—3'-Komplex

)

... . 5'UTR

il 2 3 4 5 | Spur

Abb. 36: AUF1p45 verstdrkt die Interaktion der 5'- und 3'-Termini der WNV-RNA. 2 nM 3'Cyc-RNA wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von AUF1p45 kurz prdinkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 2 nM *2p_markierter
5'UTR. Die Reaktionsansatze wurden fiir 30 min bei RT inkubiert und anschlieRend mit Phenol/Chloroform extrahiert.
Die 5'UTR (Spur 1) bzw. die 5'-3'-Komplexe (Spur 2-5) wurden auf einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt
und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die schematischen Abbildungen der 3'Cyc, der 5'UTR und des 5'-3'-
Komplexes sind oberhalb bzw. links vom Gel dargestellt.

3.17.1. Die methylierte Variante von AUF1p45 verstarkt die 5'-3'-Interaktion der WNV-RNA
effizienter im Vergleich zur nicht-methylierten Variante

Im Folgenden wurde wiederum der Einfluss der methylierten Variante von AUF1p45
hinsichtlich ihrer Fahigkeit die 5'-3'-Interaktion zu beeinflussen untersucht. Dazu wurde der
gleiche bandshift-Assay wie oben beschrieben durchgefihrt und die Aktivitdat von
AUF1p45°°®™A mit der des nicht-methylierten Proteins verglichen. Wahrend beide Proteine in
der Lage waren, den Anteil an 5'-3'-RNA-Duplex zu erhdhen, war dieser Effekt bei der
methylierten Variante erheblich deutlicher ausgepragt. Bei einer Konzentration von 200 nM
Protein war die Ausbildung des 5'-3'-Komplexes im Falle des nicht-methylierten AUF1p45
bezogen auf die Reaktion ohne Protein dreifach verstarkt, wahrenddessen AUF1p4SaD'VIA die

Interaktion der viralen RNAs um den Faktor 5 verbessern konnte (Abb. 37). Beide Varianten
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konnen unter den hier untersuchten Bedingungen keine vollstdndige 5'-3'-Komplexbildung
induzieren. Jedoch korreliert das Ausmal} der 5'-3'-Komplexbildung mit den beobachteten
Stimulierungsfaktoren beider Proteine auf die (-)-Strang-RNA-Synthese im in vitro RdRp-
Assay (siehe Abb. 31B, zweifach fiir das nicht-methylierte AUF1p45 und flinffach fiir das
methylierte AUF1p452°™4).

3'Cyc

AUF1p45  AUF1pd52°MA

A )
[ \ 1

0 50 100200 O 50 100200 (nM)

EFF 7 5'-3'-Komplex

S5'UTR
b---U--"

x-fache Induktion 1132230 1 1.8 3.55.2 5'-3'-Komplex

Abb. 37: Die Methylierung von AUF1p45 verstarkt die Interaktion der 5'- und 3'-Termini der WNV-RNA. 2 nM 3'Cyc-
RNA wurden mit verschiedenen Konzentrationen von AUF1p45 bzw. AUF1p45aDMA kurz prdinkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von 2 nM 2p_markierter 5'UTR. Die Reaktionsansitze wurden fiir 30 min bei RT inkubiert und anschlieRend
mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die 5'-3'-Komplexe wurden auf einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt
und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die schematischen Abbildungen der 3'Cyc, der 5'UTR und des 5'-3'-
Komplexes sind oberhalb bzw. links vom Gel dargestellt. Die 5'-3'-Komplexbildung wurde mit Image Quant quantifiziert
und die Werte fiir eine x-fache Induktion, bezogen auf die Reaktion ohne Protein, sind unter dem Gel angezeigt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Methylierung von AUF1p45 die
Fahigkeit des Proteins hinsichtlich der RNA-Bindung, der stimulatorischen Aktivitat auf die
(-)-Strang-RNA-Synthese im in vitro RdRp-Assay sowie der Vermittlung der RNA-RNA-

Interaktion der viralen 5'-3'-Termini durch eine RNA-Chaperone-Aktivitat positiv fordert.
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3.18. AUF1p45 weist einen hohen Anteil an ungeordneten Proteinstrukturen
auf

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass sich die Varianten von AUF1p45,
insbesondere die methylierte Variante, in ihrer RNA-Bindung und ihrer Fahigkeit die virale
RNA-RNA-Interaktion zu unterstiitzen vom unmodifizierten AUF1p45 unterscheiden. Ob eine
Ursache dafiir in der Sekundarstruktur zu finden ist, sollte mit CD-Spektroskopie analysiert
werden. Bei der Aufnahme des Nah-UV-CD-Spektrums von AUF1p45 wurde kein messbares
Signal erhalten. Somit weist AUF1p45 keinen Circulardichroismus der aromatischen
Aminosauren auf (Daten nicht gezeigt). Das Fern-UV-CD-Spektrum zeigt den Bereich
zwischen 200 nm und 260 nm und konnte zur Auswertung der Sekundarstruktur von
AUF1p45 genutzt werden. Die am Spektropolarimeter gemessene Elliptizitat (,) wurde auf
die mittlere Molmasse einer Aminosaure von AUF1p45 bezogen und ergab die mean residue
weight ellipticity [8]mrw. Das Fern-UV-CD-Spektrum von AUF1p45 weist ein relativ schwaches
Minimum bei ca. 208 nm auf, welches auf einen Anteil von a-Helix-Strukturen hindeutet. Des
Weiteren ist ein Minimum bei ca. 215 nm erkennbar, welches auf geringe Anteile an B-
Faltblattern und ebenso an a-Helices schlieBen lasst (Abb. 38). Das AUF1p45 besitzt
dementsprechend eine strukturelle Integritdat, obwohl die relativ geringe Elliptizitat einen
hohen Anteil an random coil-Strukturen vermuten ldsst. Die Auswertung mit dem
Strukturvorhersageprogramm K2D2 (Perez-Iratxeta und Andrade-Navarro 2008) ergab einen
Anteil von 25 % a-Helices und 19 % R-Faltblatter. Der Anteil an ungeordneten
Proteinstrukturen von AUF1p45 betrdagt demnach 56 % und deutet auf eine hohe
strukturelle Flexibilitat des Proteins hin.

Die CD-Spektren der modifizierten Varianten AUF1p453D'VIA und AUF1p45 S190E/T193D wurden
unter den gleichen Bedingungen wie fir das unmodifizierte Protein aufgezeichnet. Das Fern-
UV-CD-Spektrum zeigte dabei im Fall von AUF1p45°®* einen starkeren Circulardichroismus
im Bereich des Minimums von 208 nm. Dies deutet auf einen héheren Anteil a-helikaler
Strukturen hin, wenn AUF1p45 methyliert ist. Im Gegensatz dazu nimmt die Chiralitat bei der
pseudophosphorylierten Variante von AUF1p45 ab. Dies ist durch ein schwéacheres Minimum
bei 208 nm erkennbar und weist auf eine Abnahme a-helikaler Strukturen hin (Abb. 38). Die
Einfiihrung von Methylierungen bzw. Pseudophosphorylierungen in AUF1p45 hat somit
einen Einfluss auf die Sekundarstruktur des Proteins. Die veranderte Sekundarstruktur
kdnnte hochstwahrscheinlich eine Erklarung fir die veranderten Eigenschaften dieser
modifizierten Varianten hinsichtlich ihrer RNA-Bindungseigenschaft und RNA-Chaperone-
Aktivitat sein.
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Abb. 38: Vergleich der Fern-UV-CD-Spektren von AUF1p45 und der Varianten AUF1p45aDMA und AUF1p45

S190E/T193D. Die CD-Spektren von je 2 uM Protein in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 1 mM TCEP, pH 7.6 wurden im
Bereich von 200 bis 260 nm aufgenommen. 60 Spektren wurden akkumuliert und das CD-Spektrum wurde geglattet.
Die gemessene Elliptizitdt in Abhdngigkeit von der Wellenlange wurde auf das mittlere Molekulargewicht (mean
residue weight, MRW) der Aminosauren von AUF1p45 bezogen.

3.19. Die Depletion von AUF1 in Huh7-Zellen beeintrachtigt die Translation
und RNA-Replikation eines Dengue-Virus-RNA-Replikons

Das Dengue-Virus (DENV) gehort ebenfalls zur Gattung der Flaviviren. Um erste Hinweise zu
erlangen, ob AUF1 ein generelles Wirtsprotein fiir die Replikation von mosquito-borne-
Flaviviren ist, wurde die Auswirkung einer RNAi-vermittelten Depletion von AUF1 in Huh7-
Zellen auf die Replikation eines Dengue-Virus-RNA-Replikons untersucht. Dieses Replikon
kodiert ebenfalls fir die Expression einer Renilla-Luziferase, wodurch zwischen der
Translation und der Replikation der Dengue-RNA unterschieden werden konnte (Abb. 39A).
Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA und einer siRNA gegen AUF1 transfiziert. Nach
48 h wurde die Replikon-RNA transfiziert und die zelluldre Depletion von AUF1 nach
verschiedenen Zeitpunkten mittels Western Blot verifiziert (Abb. 39B). Die Quantifizierung
der viralen RNA durch gRT-PCR zeigte eine deutliche Reduktion auf ca. 30 % nach 48 h und
72 h in AUF1-depletierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 39C). Die Rluc-Aktivitat in
AUF1-knockdown-Zellen 4 h nach Transfektion der viralen RNA war im Vergleich zur
Kontrolle auf 70 % gesunken, d.h. die Translation war negativ beeinflusst. Nach 48 bzw. 72 h
war der Abfall der Rluc-Aktivitdt noch deutlicher ausgepragt, was eine Beteiligung von AUF1

an der Replikation vermuten lasst (Abb. 39C). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass AUF1
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zusatzlich zu seiner Funktion als Wirtsfaktor des WNV auch eine wichtige Rolle im
Lebenszyklus des Dengue-Virus Gbernimmt. Wahrend jedoch beim WNV die Translation der
viralen RNA nach AUF1-Depletion unbeeinflusst blieb (siehe Abb. 15D), konnte ein Einfluss
von AUF1 auch auf die Translation der DENV-RNA indiziert werden (Abb. 39C).

A
DengueRlucRep
5'UTR JUTR
—{C|RIUClE' NS12A 2B NS34A4B NS5 |——
B SiAUFl siC  siAUF1 siC siAUF1 siC
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Abb. 39: Die Depletion von AUF1 beeintrachtigt die Translation und Replikation eines Dengue-Virus-RNA-Replikons
(A) Schematische Darstellung des DENV-Rluc-Reporter-Replikons. (B) Huh7-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw.
mit einer siRNA gegen AUF1 transfiziert. Nach 48 h wurde die Replikon-RNA transfiziert. Die Proteinmengen von AUF1
und Vinculin wurden nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert. (C) Die Quantitat der viralen RNA wurde mit gRT-PCR
quantifiziert. Die Rluc-Aktivitdit wurde nach 4, 48 und 72 h bestimmt. Die Ergebnisse aus drei verschiedenen
Experimenten sind gezeigt. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben. RLU = relative light units.
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IV. DISKUSSION

4.1. Posttranskriptionelle Kontrolle der Genexpression durch AUF1

Die Fahigkeit zellulare Funktionen auf Ebene der Genexpression zu regulieren ist essentiell
fir Organismen, um schnell und effizient auf Verdanderungen (z.B. Stress oder Immun-
modulation) zu reagieren bzw. die richtige Entwicklung zu gewdhrleisten. Die post-
transkriptionelle Regulation der mRNA-Stabilitat bzw. der Translation sind dabei wichtige
Aspekte, um die korrekte Transkriptmenge und den Zeitpunkt der Expression vieler Gene
sicherzustellen (von Roretz et al. 2011). Um auf veranderte Bedingungen schnell zu
reagieren, weisen viele mRNAs eine sehr kurze Halbwertszeit auf. Diese instabilen mRNAs,
die unter anderem fir Entziindungsmediatoren, Cytokine, Onkoproteine und G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren kodieren, enthalten in ihrer 3'UTR AU-reiche-Elemente (AU-rich
elements, AREs). Diese cis-agierenden Elemente fordern den schnellen Abbau der mRNAs
durch die Interaktion mit trans-agierenden Faktoren (Ross 1995). Zu den destabilisierenden
trans-agierenden Faktoren, die als ARE-Bindeproteine bezeichnet werden, gehéren u.a. ARE-
binding factor 1 (AUF1), Tristetraprolin (TTP) und K homology splicing regulatory protein
(KHSRP). Zusétzlich zu ihrer destabilisierenden Funktion kdnnen ARE-Bindeproteine auch
einen stabilisierenden Einfluss auf mRNAs haben wie z.B. das human antigen R (HuR) (Wilusz
et al. 2001). Weiterhin beeinflussen ARE-Bindeproteine die Translation zellularer mRNAs. Die
stress granules-assoziierten Proteine TIA-1 (T-cell restricted intracellular antigen-1) und TIAR
(TIA-1 related) agieren dabei als Translationsrepressoren (Mazan-Mamczarz et al. 2006).
Die Kontrolle der Expression von proinflammatorischen Cytokinen wird durch den schnellen
Abbau der Cytokin-mRNAs reguliert. Dies ist wichtig, um chronische Entziindungen nach
einer Immunantwort zu verhindern. Die Rolle von AUF1 als posttranskriptioneller Regulator
dieser Cytokine konnte durch AUF1-knockout-Mause bestatigt werden. Nach Behandlung mit
Endotoxin wurden die Cytokine TNF-a und IL-18 (berproduziert und die Mause wiesen
Symptome eines Endotoxinschocks auf (Lu et al. 2006). AUF1 férdert den ARE-vermittelten
MRNA-Abbau durch Interaktion mit anderen Proteinen wie den Hitzeschockproteinen
Hsc70/Hsp70, dem Translationsinitiationsfaktor elF4G und dem poly(A)-binding protein
(PABP). Notwendig fur den Abbau der mRNAs ist die Dissoziation zwischen AUF1 und elF4G
und die Ubiquitin-abhangige Spaltung von AUF1 durch das Proteasom (Laroia et al. 1999;
Laroia et al. 2002; Laroia und Schneider 2002).
Obwohl AUF1 zundchst als negativer Regulator der Stabilitat der c-myc-mRNA beschrieben
wurde (Brewer 1991), konnte AUF1 inzwischen eine Beteiligung an vielen zelluldren
Prozessen nachgewiesen werden. Zum einen konnte fir AUF1 auch eine Funktion in der
Stabilisierung von mRNAs gezeigt werden und zum anderen wurde es als aktivierender
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Faktor in der Transkription, Translation und Telomer-Biogenese beschrieben (zusammen-

gefasst in Tabelle 8).

Tabelle 8. Zelluldre Funktionen von AUF1

AUF1-

Prozess Funktion Interaktion mit Referenz

Isoform
MRNA-Stabilitat Destabilisierung - c-myc-mRNA (Brewer 1991)

- TNF-a-mRNA (Lu et al. 2006)

p37 GM-CSF-mRNA (Gouble et al. 2002)

Stabilisierung - PTH-mRNA (Sela-Brown et al.
2000)

p37 c-myc-mRNA (Gouble et al. 2002)

Transkription Aktivator p40, p45 CR-2 Promoter (Tolnay et al. 1997;

Tolnay et al. 1999;
Tolnay et al. 2000)

Translation Aktivator alle c-myc-mRNA (Liao et al. 2007)
Telomer-Biogenese Aktivator alle d(TTAGGG), (Eversole und Maizels
Telomerase 2000; Enokizono et al.
2005)

TNF = Tumornekrosefaktor; GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; PTH = parathyroid hormone;
CR-2 = complement receptor 2

4.2. AUF1 wurde als neuer Wirtsfaktor des West-Nil-Virus identifiziert

Zusatzlich zur Funktion im zelluldren RNA-Metabolismus, konnte AUF1 eine Beteiligung im
Lebenszyklus verschiedener Viren nachgewiesen werden. So aktiviert das Protein die
Transkription des dsDNA-Virus Epstein-Barr (EBV), dem Verursacher des Pfeifferschen
Driusenfiebers, durch Bindung an den viralen Promoter Cp (Fuentes-Panana et al. 2000).
Dariber hinaus interagiert es mit der EBV-kodierenden RNA 1 (EBER1). Die genaue Funktion
dieser Interaktion ist noch nicht geklart, jedoch wird vermutet, dass die Interaktion mit der
im Uberfluss exprimierten RNA EBER1 die zellulire Homd&ostase zwischen AUF1 und ARE-
MRNAs beeintrachtigen konnte (Lee et al. 2012). Des Weiteren konnte AUF1 als Wirtsfaktor
des Hepatitis-C-Virus, einem Vertreter der Virusfamilie Flaviviridae und dementsprechend
nah verwandt mit WNV, identifiziert werden. AUF1 bindet spezifisch an den stem-loop Il (SL
II) der internen Ribosomenbindestelle innerhalb der 5'UTR und fungiert als positiver
Regulator der HCV-Translation (Paek et al. 2008). Weiterhin wurde AUF1 als Wirtsfaktor der
Lebenszyklen von Poliovirus, Rhinovirus, HIV-1 und von Coxsackie-Virus beschrieben, wobei
AUF1 im Fall des Coxsackie-Virus eine anti-virale Funktion Gibernimmt (zusammengefasst in
Tabelle 9).
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Tabelle 9. Beschriebene Funktionen von AUF1 als Wirtsfaktor verschiedener Viren

. Funktion im viralen viraler

Virus Genom . Referenz
Lebenszyklus Interaktionspartner

Epstein-Barr-Virus dsDNA Aktivierung der Promoter Cp, (Fuentes-Panana
Transkription nicht-kodierende RNA et al. 2000; Lee et

EBER1 al. 2012)

HCV ss(+)RNA Stimulierung der viralen ~ SL Il der IRES (Paek et al. 2008)
Translation (AUF1p45)

Poliovirus und ss(+)RNA unklar 5'UTR, Proteinase 3CD  (Rozovics et al.

humanes 2012)

Rhinovirus

Coxsackie-Virus ss(+)RNA anti-viral 3'UTR (Wong et al.

2013)
HIV-1 ss(+)RNA-RT  Inhibierung (AUF1p37 Strukturprotein Gag (Lund et al. 2012)

und p40) bzw.
Stimulierung (AUF1p42
und p45) der Synthese
von Gag

EBER1 = Epstein-Barr-Virus encoded RNA 1, IRES = internal ribosomal entry site, HIV-1= human immune deficiency virus 1,
RT = Reverse Transkriptase

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines in vitro RNA-abhdngigen RNA-Polymerase-
Assay nach RNA-Bindeproteinen gesucht, die eine stimulatorische Aktivitat auf die (-)-Strang-
RNA-Synthese des WNV haben. Die Analyse durch Massenspektrometrie bzw. durch
Western Blot zeigte die Anwesenheit von AUF1 in spezifischen Proteinfraktionen mit der
hochsten stimulatorischen Aktivitat. Interessanterweise fihrte die RNAi-vermittelte
Depletion von zelluldarem AUF1 zu einer signifikanten Reduktion der RNA-Replikation eines
WNV-Replikons in Huh7-Zellen. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass AUF1 fiir eine
effiziente Vermehrung eines infektiosen WNV notwendig ist. Folglich nimmt AUF1 eine
wichtige Rolle im Lebenszyklus des WNV ein und konnte als neuer Wirtsfaktor des WNV

identifiziert werden.

4.3. Isoform-spezifische Funktionen von AUF1

Es existieren vier Isoformen von AUF1, die durch alternatives SpleiRen der Exons 2 und 7 des
MRNA-Transkripts generiert werden (Abb. 17A; Wagner et al. 1998). Die vier Isoformen von
AUF1, die nach ihrem Migrationsverhalten in der SDS-PAGE als p37, p40, p42 und p45
bezeichnet wurden, zeigen Isoform-spezifische Funktionen. Zum Beispiel fiihrte die
transiente Expression von AUF1p37 und AUF1p40 zu einer Destabilisierung einer
ARE-Reporter-mRNA, wahrend die Expression der Isoformen p42 und p45 keinen Einfluss auf

die Stabilitat hatte (Sarkar et al. 2003b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die RNAi-
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vermittelte Depletion von AUF1 Isoform p40 und p45 zu einer erhohten Sekretion des
Cytokins GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) fihrte, wahrend die
selektive Depletion von p42 und p45 zu keiner Verdanderung der GM-CSF-Sekretion beitrug
(Raineri et al. 2004). Diese Isoform-spezifischen Effekte von AUF1 kénnten eine Erklarung fir
die vielen widerspriichlichen Daten in der Literatur sein beziglich der stabilisierenden bzw.
destabilisierenden Rolle von AUF1 im RNA-Metabolismus.

Dariiber hinaus konnten zelltypspezifische Effekte von AUF1 gezeigt werden. Transfektions-
studien offenbarten, dass vor allem die Isoformen p37 und p42 von AUF1 als ARE-
Destabilisierungs-Faktoren in der Leukamie-Zelllinie K562 agieren (Loflin et al. 1999). In
embryonalen Mauszellen (NIH 3T3) hingegen inhibieren die gleichen AUF1-lIsoformen den
ARE-vermittelten mRNA-Abbau (Xu et al. 2001).

Isoform-spezifische Funktionen konnten auch bei der Beteiligung von AUF1l im viralen
Lebenszyklus beschrieben werden. So stimuliert nur die Isoform p45 die Translation der
viralen RNA von HCV (Paek et al. 2008). Entgegengesetzte Funktionen weisen die Isoformen
von AUF1 bei der viralen Proteinexpression von HIV-1 auf. Die Synthese des Strukturproteins
Gag wird durch p37 und p40 inhibiert, wahrend die Isoformen p42 und p45 einen
stimulierenden Effekt austiben (Lund et al. 2012).

Eine Isoform-spezifische Funktion von AUF1 konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden.
Alle AUF1-lIsoformen wurden in Huh7-Zellen als FLAG-Fusionsproteine exprimiert,
immunprazipitiert und auf Aktivitdt im in vitro RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assay
(RdRp-Assay) untersucht. Dabei konnte die (-)-Strang-RNA-Synthese einer subgenomischen
WNV-RNA nur durch die Komplementation mit der groRten Isoform p45 stimuliert werden.
Da eine Konzentrationsabhangigkeit der FLAG-AUF1-Isoformen aus Huh7-Zellen nicht weiter
verfolgt wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die anderen lIsoformen die
stimulatorische Aktivitdt ebenfalls, vielleicht mit einer geringeren Effizienz, aufweisen. Die
rekombinante Reinigung der anderen AUF1-Isoformen und eine systematische
Untersuchung dergleichen im in vitro RdRp-Assay koénnte dariiber Aufschluss geben, ob
AUF1p45 exklusiv Uber diese Funktion verfigt.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass AUF1 mit der Methyltransferase
PRMT1 und dem heterogeneous ribonucleoprotein H1 (hnRNPH1) interagiert. Diese
Interaktion wurde nur mit den AUF1-Isoformen p42 und p45 detektiert. Beiden Isoformen
gemein ist ein 49 Aminosauren langer Bereich im C-Terminus des Proteins, welcher durch
das Exon 7 kodiert wird. Denkbar ware, dass dieser 49 Aminosauren langer Bereich von AUF1
die Interaktion mit PRMT1 und hnRNPH1 und somit eine isoform-spezifische Funktion

vermittelt.
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4.4. Die Funktion von AUF1 wird durch posttranslationale Modifikationen

reguliert

Die Funktion bzw. Eigenschaft eines Proteins kann durch posttranslationale Modifikationen
reguliert werden. Fiir AUF1 konnten schon eine Vielzahl von Modifikationen beschrieben
werden. Dazu gehoren vor allem Phosphorylierungen des 19 Aminosduren langen Bereichs
im N-Terminus des Proteins, welcher durch das Exon 2 kodiert wird und nur den Isoformen
p40 und p45 eigen ist (Abb. 40). Die Phosphorylierung der Serine an Position 71, 80, 82, 83
und 190 sowie der Threonine an Position 91 und 193 wurden durch grofangelegte
massenspektrometrische Analysen von Zellextrakten (in vivo Phosphoproteom) nachge-
wiesen (Dephoure et al. 2008; Olsen et al. 2010). Die Serine an Position 83 und 87 konnten
im Zusammenhang mit der transkriptionsaktivierenden Funktion von AUF1 als Substrate der
Glykogensynthase-Kinase 3R bzw. der Proteinkinase A identifiziert werden (Tolnay et al.
2002). Zudem wird der ARE-vermittelte mRNA-Abbau von AUF1 durch Phosphorylierung
reguliert. Wilson et al. (2003b) konnten zeigen, dass die Dephosphorylierung an Position Sg3
und Sg; die Destabilisierung von ARE-mRNAs durch AUF1p40 inhibiert.

Mit Hilfe von in vitro Kinase-Assays wurden weiterhin die Proteinkinase C sowie die Casein-
Kinase Il identifiziert, die AUF1 phosphorylieren (Tolnay et al. 2002). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Proteinkinase R AUF1p45 in vitro
phosphorylieren kann (Daten nicht gezeigt). Die physiologische Relevanz dieser
Phosphorylierungen ist jedoch noch nicht geklart.

Eine weitere posttranslationale Modifikation von AUF1 ist die Ubiquitinierung. Die
Ubiquitinierung wird durch den 49 Aminosauren langen Bereich im C-Terminus, der durch
das Exon 7 kodiert wird, unterdriickt. Dementsprechend sind nur die Isoformen p37 und p40
ubiquitiniert. Es konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung von AUF1 sowie die
Degradation von AUF1 durch das Proteasom notwendig fliir den mRNA-Abbau ist und liefert
so eine Erklarung dafiir, dass haufig die AUF1 Isoform p37 im Zusammenhang mit der
Destabilisierung von mRNAs beschrieben wird (Laroia et al. 1999; Laroia et al. 2002; Laroia
und Schneider 2002).

AUF1 gehort zur Familie der hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), die
vielfaltige Funktionen im Nukleinsdure-Metabolismus haben wie z.B. beim Spleilen, mRNA-
Transport, mRNA-Stabilitdt, Telomer-Biogenese und Transkription (Pinol-Roma et al. 1988;
Han et al. 2010). 65 % der im Zellkern vorhandenen dimethylierten Arginine sind in hnRNP-
Proteinen zu finden (Boffa et al. 1977). Auch fiir AUF1 konnte gezeigt werden, dass es
methyliert vorliegt (Liu und Dreyfuss 1995). Mit Hilfe der SILAC-Technologie (stable isotope

labeling by amino acids in cell culture) konnte das Arginin an Position 345 innerhalb eines
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Ses RGGFAGRARGRGG
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Ses GSK3R (Glykogensynthase-Kinase 3R)
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Sg7 PKA (Proteinkinase A)

Abb. 40. Posttranslationale Modifikationen von AUF1. Dargestellt ist die Domanenstruktur von AUF1 Isoform p45. Die
experimentell verifizierten Phosphorylierungen sowie die Methylierung sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Positionen
der Modifikatonen im Protein sind durch Zahlen an den jeweiligen Aminosduren (Phosphorylierung an Serin (S) und
Threonin (T) bzw. Methylierung an Arginin (R)) angezeigt. Die Phosphorylierungen Sgq, Sg), Sg3, Sg7 und Tg; befinden sich in
der Domaéane, die vom Exon 2 kodiert wird, d.h. sie sind exklusiv fiir die AUF1 Isoformen p40 und p45. Die
verantwortlichen Proteinkinasen fir die Phosphorylierungen an Sg; und Sg; sind unterhalb der Abb. dargelegt. Ein Teil der
Aminosauresequenz von AUF1 mit den drei RGG-Motiven (fett markiert) ist dargestellt. Nahere Informationen zum
experimentellen Beleg der Modifikatonen siehe Text.

RGG-Motivs als dimethyliert identifiziert werden (Abb. 40; Ong et al. 2004). In dieser Arbeit
konnte ebenfalls durch Massenspektrometrie gezeigt werden, dass aus Huh7-Zellen
prazipitiertes FLAG-AUF1p45 an der Position 345 eine Dimethylierung aufweist. Des
Weiteren konnte erstmals gezeigt werden, dass die Methyltransferase PRMT1 AUF1p45 in
vitro methyliert. PRMT1 ist fir den Grofsteil der asymmetrischen Dimethylierung von
Argininen in Zellen verantwortlich (Tang et al. 2000). Die Argininmethylierung von Proteinen
beeinflusst deren subzellulare Lokalisation, Protein-Protein-Interaktion sowie Protein-RNA-
Interaktion (Ostareck-Lederer et al. 2006; Bedford und Clarke 2009; Hung et al. 2010; Fronz
et al. 2011). Die sieben verschiedenen Isoformen von PRMT1 weisen hinsichtlich ihrer
Substratspezifitat und ihrer Aktivitdt Unterschiede auf (Pawlak et al. 2002; Goulet et al.
2007). Die in dieser Arbeit untersuchten Isoformen von PRMT1 (v1, v2, v3 und v5) wiesen
jedoch die gleiche Aktivitat beziiglich des Einbaus von Methylgruppen in AUF1p45 auf. Des
Weiteren konnte kein verdandertes Methylierungsmuster in Abhdngigkeit der PRMT1-
Isoformen festgestellt werden, d.h. es wurde ausschlieflich die Dimethylierung des Arginins
an Position 345 nachgewiesen (Masterarbeit Christoph Pille). Ob PRMT1 in vivo allein fiir die
Methylierung von AUF1 verantwortlich ist oder ob andere Methyltransferasen ebenfalls zur
Methylierung von AUF1 beitragen, ist jedoch noch unklar. Dies konnte durch RNAi-
vermittelte Depletion von PRMT1 und anschlieBender Immunprazipitation von AUF1 und
dessen massenspektrometrischer Analyse ermittelt werden. Interessant ware auRerdem zu
untersuchen, ob PRMT1 alle Isoformen von AUF1 in vitro methylieren kann. Da die Co-

prazipitation von PRMT1 nur mit den beiden Isoformen p42 und p45 detektiert wurde,
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konnte man vermuten, dass der 49 Aminosduren lange Bereich im C-Terminus von AUF1
notwendig fiir die Interaktion mit PRMT1 und dementsprechend auch fir die Methylierung
des Arginins an Position 345 ist. Diese Vermutung wird durch eine aktuelle Veréffentlichung
zur Methylierung der Isoform p37 von AUF1 unterstitzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
AUF1p37 keine Methylierung des Arginins 345 aufweist. Jedoch konnten drei andere
Arginine identifiziert werden, die mono- bzw. dimethyliert vorlagen (Fellows et al. 2013).
Durch eine Co-Expression mit PRMT1 in E. coli konnte eine methylierte Variante von
AUF1p45 in dieser Arbeit gereinigt werden. Der Vergleich der methylierten Variante von
AUF1p45 mit dem nicht-methylierten AUF1p45 im in vitro RdRp-Assay ergab, dass die
Methylierung von AUF1p45 die Fahigkeit, die (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 zu
stimulieren, erhéhte. Die Ursache dafiir liegt hochstwahrscheinlich in der erhéhten RNA-
Bindungs-Affinitat der methylierten Variante zu den terminalen 5'- und 3'-Enden der viralen
RNA.

Die Argininmethylierung kann inhibitorisch wirken, wenn sie sich in der Ndhe von Akt-
Phosphorylierungsstellen befindet. Die Argininmethylierung von FOXO1 durch PRMT1
verhindert dessen Phosphorylierung durch Akt und fordert die Kernlokalisierung dieses
Transkriptionsfaktors (Yamagata et al. 2008). Da AUF1 phosphoryliert sowie methyliert wird,
ware es interessant, die gegenseitige Beeinflussung dieser posttranslationalen

Modifikationen ndher zu untersuchen.

4.5. Die Zyklisierung des viralen RNA-Genoms ist essentiell fiir die
Vermehrung von Flaviviren

Das (+)-Strang-Genom von RNA-Viren dient zum einen als Template fiir die Translation des
viralen Polyproteins und zum anderen als Template fiir die Synthese der (-)-Strang-RNA. Da
die Ribosomen in 5'-3'-Richtung das Polyprotein translatieren und die Polymerase am
3'-Ende die Replikation in die entgegengesetzte Richtung initiiert, missen die beiden
Prozesse miteinander koordiniert werden, um sich nicht gegenseitig zu behindern. In diesem
Zusammenhang konnten cis-aktive RNA-Elemente in der 5'- und 3'UTR von BVDV und HCV
identifiziert werden, die bei der Regulierung von Translation und Replikation involviert sind
(Yu et al. 2000; Isken et al. 2004; Grassmann et al. 2005). Dieser Wechsel zwischen
Translation und Replikation ist auBerdem sehr gut bei Poliovirus, dem Erreger der
Kinderlahmung, untersucht. Gamarnik und Andino (1997) konnten zeigen, dass die zelluldren
Proteine PCBP1 und PCBP2 (poly(rC)-binding proteins) an eine Sekundarstruktur in der
5'UTR, die als Kleeblattstruktur (cloverleaf structure) bezeichnet wird, binden und damit die
Translation erleichtern. Die Kleeblattstruktur agiert dabei als bifunktionales Element, indem

es dariiber hinaus das virale Protein 3CD, dem Vorldufer der viralen Polymerase, bindet. Die
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Bindung von 3CD inhibiert die Translation und fordert die Replikation der (-)-RNA. Somit
dienen diese (Uberlappenden Translations- und Replikationssignale innerhalb der
Kleeblattstruktur dazu, die beiden Prozesse der Translation und Replikation miteinander zu
koordinieren (Gamarnik und Andino 1998; Barton et al. 1999).

Herold und Andino konnten 2001 zeigen, dass die Zyklisierung der genomischen RNA
essentiell fur die Replikation von Polioviren ist. Die Zyklisierung der viralen RNA wird dabei
durch eine Protein-Protein-Briicke ermoglicht. So konnte nachgewiesen werden, dass der
terndre Komplex an der 5'UTR, bestehend aus PCBP, 3CD und der Kleeblattstruktur, mit dem
poly(A) binding protein (PABP) interagiert, welches an den Poly(A)-Schwanz der 3'UTR
gebunden ist (Abb. 41A). Es wird vermutet, dass die Zyklisierung der RNA die virale
Polymerase 3¢*™ in Nihe des entsprechenden Startpunkts der Replikation am 3'-Ende

positioniert (Barton et al. 2001; Herold und Andino 2001).

Poliovirus BVDV und HCV

AAAAAAAAAAAAAAAAA
PABP,

/ -
/ 2

~— /,/r’eplicoﬁon

////
9 ~ Replikations-
{ komplex
f A

Kleeblattstruktur :
3’NTR

l

b -
a “
5°NTR .
AAAAARAAAAAAAAAAAA tfranslation
-—

PABP VPg-UUUUUUUUL

Abb. 41. Vergleich der Protein-vermittelten Genomzyklisierung von Poliovirus und BVDV bzw. HCV. (A) Modell zur
Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese bei Poliovirus. Die zelluldren Proteine PCBP1 und 2 sowie das virale Protein 3CD
binden an die Kleeblattstruktur in der 5'UTR und inhibieren die Translation. Die Zyklisierung des viralen Genoms wird
durch die Interaktion mit dem PABP, welches an den Poly(A)-Schwanz am 3'Ende assoziiert ist, erreicht. Dies bringt die
virale Polymerase 3D in raumliche Ndhe des 3'-Endes und erlaubt die Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese (modifiziert
nach Herold und Andino 2001). (B) Modell zur Genomzyklisierung von BVDV und HCV. Die NFAR-Proteine binden an die
5'- und 3'UTR und zyklisieren die virale RNA. Es wird vermutet, dass die Zyklisierung die Koordination zwischen
Translation und Replikation vermittelt (modifiziert nach Isken et al. 2003).

Fiir zwei Vertreter der Familie der Flaviviridae (BVDV und HCV) konnten die NFAR (nuclear
factor associated with RNA)-Proteine als Mediatoren einer zirkuldren RNA-Konformation
identifiziert werden. Die NFAR-Proteine, zu denen NF90, NF45 und die RNA-Helikase A

gehoren, binden spezifisch an die virale 5'- und 3'UTR und vermitteln somit die Zyklisierung
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der viralen RNA (Abb. 41B). Dies kdnnte einerseits der Koordination der Translation und der
Replikation dienen. Da die NFAR-Proteine eine antivirale Aktivitat aufweisen, wird
andererseits vermutet, dass die Rekrutierung der NFAR-Proteine die antivirale Immun-
antwort unterbindet (Isken et al. 2003; Isken et al. 2007).

Der Protein-vermittelten Genomzyklisierung bei Polioviren, BVDV und HCV steht die
Zyklisierung des RNA-Genoms durch komplementare RNA-Sequenzen in der 5'- bzw. 3'UTR
bei Flaviviren gegenliber. In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Zyklisierungs-
sequenzen experimentell nachgewiesen, die eine Interaktion zwischen dem 5'- und 3'-Ende
der flaviviralen RNA vermitteln und essentiell fiir die RNA-Replikation sind (siehe Einleitung,
Abb. 3). Die Bedeutung der Zyklisierungssequenzen konnte in dieser Arbeit durch in vitro-
und in vivo-Mutagenese-Studien bestéatigt werden. Die in der Literatur schon verifizierten
Zyklisierungssequenzen CS, UAR und DAR2 wurden in der subgenomischen RNA mutiert, die
als Template fir den in vitro RdRp-Assay diente. Dabei zeigte sich, dass Mutationen in der
CS- und der DAR2-Sequenz einen deutlichen Effekt auf die in vitro-RNA-Replikation haben,
wobei der Effekt der UAR-Mutation moderater ausgepragt war. In vivo zeigte sich, dass die
bisher als wichtig in der Replikation fiir DENV und WNV beschriebene DAR2-Sequenz (Friebe
und Harris 2010; Friebe et al. 2011) offensichtlich auch eine wichtige Rolle in der Translation
Ubernimmt, da die Mutagenese von DAR2 zu einer deutlichen Reduktion der Translations-
aktivitat gefihrt hat. Darlber hinaus konnte eine weitere, bisher noch nicht untersuchte,
komplementare Nukleotidsequenz zwischen der 5'- und 3'UTR namens DAR1 in dieser Arbeit
als wichtig fur die Translation bzw. Replikation des WNV identifiziert werden. Die
Mutagenese dieser Sequenz ergab eine Reduktion der in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese auf
ca. 50 % des WT-Levels. Die Analyse des WNV-Replikons in vivo ergab eine leichte Reduktion
der Translationsaktivitat der viralen Reporter-RNA. Nach 24 h war keine Replikation
detektierbar. Nach 48 h jedoch replizierte das DAR1Mut-Replikon im gleichen Ausmal} wie
das WT-Replikon. Dies deutet daraufhin, dass die verminderte Translationsaktivitdt zu einer
verzogerten RNA-Replikation fluhrt. Diese ,widerspriichlichen” Ergebnisse beziglich der
Beteiligung der DAR1- bzw. der DAR2-Sequenz an der Translation (in vivo) bzw. der
Replikation (in vitro) stehen den Ergebnissen mit der CS bzw. UAR-Sequenz gegeniber. Fir
diese beiden Zyklisierungssequenzen konnte gezeigt werden, dass sie ausschlieflich an der
Replikation, nicht aber an der Translation der viralen RNA beteiligt sind (Lo et al. 2003;
Alvarez et al. 2005a; Alvarez et al. 2008; Zhang et al. 2008).

In dieser Arbeit wurden die RNA-Konstrukte mit den Zyklisierungsmutationen zusatzlich
durch die Einfiihrung von Komplementationsmutationen in den entsprechenden 5'- bzw.
3'UTRs modifiziert. Dadurch wurde eine Basenpaarung zwischen den Zyklisierungssequenzen
wiederhergestellt. Diese RNA-Konstrukte wurden im in vitro RdRp-Assay analysiert und es

stellte sich heraus, dass, abgesehen von der CS-Komplementationsmutante, die Effizienz der
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(-)-Strang-RNA-Synthese fast wieder der der WT-sgRNA entsprach. Daraus lasst sich
schlieflen, dass nicht die Sequenz, sondern die Basenpaarung per se, d.h. die Ausbildung der
RNA-Struktur, wichtig fir eine effiziente RNA-Replikation ist. Somit konnte die
Notwendigkeit der Sequenzkomplementaritdat der Zyklisierungssequenzen mit dem hier
etablierten in vitro RdRp-Assay sowie mit dem WNV RNA-Replikon in vivo rekapituliert
werden. Darliber hinaus wurde mit DAR1 eine weitere Zyklisierungssequenz bei WNV

identifiziert, die vermutlich wichtig fir die Translation bzw. Replikation der viralen RNA ist.

4.5.1. Die Funktion des stem-loop A in der flaviviralen Replikation

Die Arbeitsgruppe um Andrea Gamarnik konnte 2006 den Replikationsmechanismus von
Dengue-Virus in Abhdngigkeit von der Genomzyklisierung aufkldren. So konnte gezeigt
werden, dass die Polymerase-Domane von NS5 (RdRp) spezifisch die 5'UTR erkennt und
dabei an den 5'-terminalen stem-loop SLA bindet. Durch die 5'-3'-RNA-Interaktion befindet
sich der 5'-SLA-RdRp-Komplex in rdumlicher Nahe zum 3'-Ende, um die (-)-Strang-RNA-
Synthese zu initiieren (Abb. 42; Filomatori et al. 2006). Dieses DENV-Modell dhnelt dem
zuvor beschriebenen Poliovirus-Modell, da in beiden Fallen vor der Initiation der
(-)-Strang-Replikation am 3'-Ende die virale Polymerase spezifisch an das 5'-Ende der viralen
RNA bindet. Da die Sekundarstruktur der flaviviralen 5'UTR konserviert ist, wird dieser
Replikationsmechanismus wahrscheinlich von allen Flaviviren verwendet. Fiir WNV konnte
ebenfalls eine spezifische Bindung von NS5 an den SLA gezeigt werden (Dong et al. 2008b).
Darilber hinaus wurden cis-aktive Elemente im SLA, die essentiell flir die Replikation sind, fiir
DENV und fur WNV identifiziert (Lo et al. 2003; Filomatori et al. 2006; Li et al. 2010). Ein
Nukleotidaustausch im top-loop der SLA, der die RNA-Replikation eines WNV-Replikons in
vivo inhibierte (Lo et al. 2003), wurde in dieser Arbeit in die subgenomische RNA (SLAMut)
eingefuihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese von NS5 mit
dieser RNA als Template auf 20 % gesunken war im Vergleich zur WT-sgRNA. Dies deutet auf
eine Abhangigkeit der RNA-Synthese durch NS5 von der spezifischen RNA-Sequenz im SLA
hin und kénnte auf eine verminderte Bindung von NS5 zu dieser SLAMut-RNA hinweisen. Es
konnte jedoch fiir DENV gezeigt werden, dass eine Bindung von NS5 an den SLA allein nicht
ausreichend fir eine effiziente Replikation ist. Dies bedeutet, dass ein weiterer Schritt nach
der Bindung erforderlich ist, um den Komplex in eine replikationskompetente Form zu
Uberfihren. Womoglich sind strukturelle Verdnderungen downstream des SLA, die nach
Bindung der RdRp-Doméne beobachtet wurden, fir eine effiziente Initiation der (-)-Strang-
RNA-Synthese notwendig (Filomatori et al. 2011).

Das flavivirale NS5 ist ein multifunktionales Protein. Zusatzlich zur RNA-abhingigen RNA-
Polymerase (Grun und Brinton 1986) enthalt NS5 eine Methyltransferase- (MTase) sowie

eine Guanyltransferase-Aktivitat, die beide fir die Formierung der cap I-Struktur am 5'-Ende
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der viralen RNA notwendig sind (Egloff et al. 2002; Issur et al. 2009). Die Methyltransferase
des WNV katalysiert dabei zwei Methylierungen der cap-Struktur an der N7-Position des
Guanins und an der 2'-O Position der Ribose des ersten Nukleotids (Ray et al. 2006; Dong et
al. 2008a). In diesem Zusammenhang konnten RNA-Elemente in dem SLA identifiziert
werden, die essentiell flir die zwei sukzessiven cap-Methylierungen sind (Dong et al. 2007).
Somit hat der SLA mindestens zwei Funktionen im viralen Lebenszyklus. Zum einen dient er
als Promoter fir die RNA-Replikation, zum anderen als Ausgangspunkt fiir die erfolgreiche
Methylierung der cap-Struktur am 5'-Ende. Bei der RNA-Bindung durch NS5 gibt es jedoch
Unterschiede zwischen DENV und WNV. Wahrend bei WNV die MTase-Domane relativ stark
und die RdRp-Domane nur schwach an die SLA-Struktur binden, ist bei DENV die Situation
umgekehrt (Filomatori et al. 2006; Dong et al. 2008b; Filomatori et al. 2011). Weiterhin
konnte demonstriert werden, dass chimare DENV, die das WNV-NS5 enthielten (RdRp-
und/oder MTase-Domane), replikationsdefizient waren. Dies deutet darauf hin, dass, trotz
vieler Gemeinsamkeiten zwischen DENV und WNV, auch Unterschiede im Replikations-

mechanismus, speziell in der Bindung der RNA durch NS5, beider Flaviviren existieren.

Zusammenfassend dargestellt bietet die Genomzyklisierung von RNA-Viren folgende
Vorteile. Zum einen kann es der Koordination der beiden Prozesse der Translation bzw.
Replikation foérderlich sein. Zum anderen lokalisiert es die Polymerase an den Startpunkt der
Replikation. AuRerdem konnte es ein Kontrollmechanismus sein, der sicherstellt, dass nur

vollstandige RNA-Genome amplifiziert werden.

4.6. AUF1 verstarkt die flavivirale 5'-3'-RNA-Interaktion

Die Zyklisierungssequenz UAR in der 5'UTR ist upstream des AUG-Startcodons im
stem-loop B (SLB) lokalisiert. Ebenso befindet sich die UAR-Sequenz der 3'UTR in einer stem-
loop-Struktur, dem 3'SL (Abb. 42). Voraussetzung flr eine Interaktion der komplementaren
5'- und 3'UAR-Sequenzen sind Konformationsanderungen der konservierten RNA-Sekundar-
strukturen. Dabei 6ffnen sich der SLB in der 5'UTR sowie der 3'-terminale SL, um die 5'-3'-
Hybridisierung zu ermdglichen. Dies hat zur Folge, dass ein weniger stabiler 3'SL gebildet
wird und auRerdem einzelstrdangige Nukleotide am 3'-Ende zur Verfiigung stehen (Abb. 42;
Dong et al. 2008b; Filomatori et al. 2011). Es wird vermutet, dass einzelstrangige Nukleotide
die Initiation der RNA-Replikation durch NS5 erleichtern. Diese Vermutung wird durch die
Kristallstruktur der flaviviralen RdRp-Domaéne unterstiitzt. Die Struktur offenbarte, dass der
Kanal fir die Bindung des RNA-Substrats sehr eng ist und somit die Notwendigkeit einer ss-
RNA deutlich macht (Malet et al. 2007; Yap et al. 2007).
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Das ,Aufschmelzen” des 3'SL ist die Voraussetzung fiir die Initiation der (-)-Strang-RNA-
Replikation, da die 3'UTR allein kein effizientes Template im in vitro RdRp-Assay ist (You et al.
2001; Nomaguchi et al. 2004; Filomatori et al. 2006). Es konnte sogar gezeigt werden, dass
der 3'SL einen inhibitorischen Effekt auf die in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese ausiibt
(Filomatori et al. 2011). Dementsprechend dient die 5'-3'-UAR-Interaktion zwei Zwecken.
Zum einen wird der silencing-Effekt des 3'SL aufgehoben und zum anderen wird der SLA-

NS5-Komplex an das 3'-Ende der RNA positioniert.

SLA

O SLB

5'UAR

hohe Affinitat

€ (AUF1p45)—:oma
5'DAR1
) UF1p45)— aoma
( ¢ ) Joasd « (AUF1p45
lhohe Affinitat

AU-rich

5'DAR2
hohe Affinitat
UF1p45

niedrige Affinitat

3'DAR2

/‘ Zyklisierung \/@ @—aom
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3'DAR1 3'DAR2 3'Cs

Abb. 42. Modell iiber die Beteiligung von AUF1 an der Zyklisierung der flaviviralen RNA. Die Replikation von Flaviviren
ist abhangig von der Zyklisierung der genomischen RNA. Voraussetzung fir die Interaktion der 5'-3'-Enden durch
komplementare Zyklisierungssequenzen sind Verdanderungen der Sekundarstruktur der 5'UTR und des terminalen stem-
loops der 3'UTR. Durch die Umstrukturierung entstehen am 3'-Ende einzelstrangige Nukleotide, die es der NS5-
Polymerase vermutlich erleichtern, die (-)-RNA-Synthese zu initiieren. Das RNA-Bindeprotein AUF1p45 bindet mit hoher
Affinitat an die AU-reiche Region der 3'UTR, unabhangig von der Methylierung. Die Methylierung von AUF1p45 erhoht
jedoch die Affinitat des Proteins zum terminalen 3'-stem-loop (3'SL). Die Interaktion von AUF1p45 mit dem 3'SL fuhrt zu
einer Destabilisierung dieses stem-loops. Dadurch wird die Interaktion der 5'-3'-UAR-Sequenzen erleichtert und es stehen
mehr zyklisierte RNA-Genome zur Verfligung, die von NS5 fir die (-)-RNA-Synthese verwendet werden kdnnen.
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Cis-aktive RNA-Elemente, die als silencer der Replikation agieren, konnten auch schon bei
anderen (+)-Strang-RNA-Viren identifiziert werden. In dieser Hinsicht wurde ebenfalls
beschrieben, dass eine Umstrukturierung am 3'-Ende eine Voraussetzung fiir die Initiation
der RNA-Replikation ist (Olsthoorn et al. 1999; Pogany et al. 2003; Zhang et al. 2004; Zhang
et al. 2006).

Obwohl in vitro mit Hilfe von bandshift-Assays eine RNA-RNA-Interaktion zwischen den
flaviviralen 5'- und 3'-Enden gezeigt werden konnte, war diese nur effizient bei sehr hohen
Konzentrationen beider RNAs oder bei hohem Uberschuss einer der RNAs (Alvarez et al.
2005b; Alvarez et al. 2008; Dong et al. 2008b; Zhang et al. 2008; Lodeiro et al. 2009). Bei
aquimolaren, physiologisch relevanteren RNA-Konzentrationen ist hingegen nur eine
schwache Ausbildung eines 5'-3'-RNA-Komplexes sichtbar (lvanyi-Nagy und Darlix 2012 und
diese Arbeit). Dies wirft die Frage auf, ob virale und/oder zelluldre Faktoren an der RNA-
RNA-Interaktion beteiligt sind. Die Beteiligung des WNV core-Proteins beim 5'-3'-annealing
konnte kiirzlich gezeigt werden. Dabei wurde in einem bandshift-Assay demonstriert, dass
das core-Protein die Interaktion der 5'- und 3'-Enden beschleunigen kann. Jedoch wurden die
viralen RNAs vor der Reaktion auf 95°C erhitzt und sofort auf Eis abgekihlt. AnschlieRend
wurde das annealing der beiden RNAs in An- und Abwesenheit des core-Proteins verfolgt.
Dadurch war der experimentelle Aufbau so gewahlt, dass die RNA-annealing-Aktivitat von
core in den Focus gerickt wurde, und nicht eine putative Fahigkeit vorhandene stem-loop-
Strukturen zu modulieren (lvanyi-Nagy und Darlix 2012). Eine DNA bzw. RNA-annealing-
Aktivitat von core konnte schon fiir andere Mitglieder der Flaviviridae (DENV, HCV, BVDV)
gezeigt werden. Es wird vermutet, dass diese RNA-Chaperone-Aktivitdt an der Genom-
Verpackung beteiligt ist, bei der eine strukturelle Komprimierung stattfinden muss (Cristofari
et al. 2004; Ivanyi-Nagy et al. 2008; Pong et al. 2011). Dagegen ist das core-Protein fir die
virale Replikation und folglich auch fiir die Zyklisierung der RNA entbehrlich, da flavivirale
RNAs mit einer Deletion der Strukturgene (core, prM, E) selbststandig in Zellen replizieren
(Khromykh und Westaway 1997).

Das flavivirale NS3-Protein Uibernimmt mehrere enzymatische Funktionen im viralen
Lebenszyklus. Die Triphosphatase-Aktivitat ist bei der Bildung der cap I-Struktur involviert
und die Protease-Domadne ist bei der Prozessierung des viralen Polyproteins beteiligt
(Chambers et al. 1990; Warrener et al. 1993). Die genaue Funktion der ATP-abhéngigen NS3-
Helikase ist unbekannt, es wird aber vermutet, dass es bei der RNA-Replikation den neu
gebildeten Doppelstrang trennt und bei der Initiation der RNA-Synthese Sekundérstrukturen
in der 3'UTR aufwindet (Chen et al. 1997). Kirzlich wurde eine ATP-unabhangige RNA-
annealing-Aktivitat der DENV NS3-Helikase beschrieben (Gebhard et al. 2012). In einem
bandshift-Assay konnten die Autoren zeigen, dass NS3 (vergleichbar mit AUF1p45 in dieser

Arbeit) die Interaktion der viralen 5'- und 3'-Enden erleichtert. Jedoch konnten sie diese
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Aktivitat nicht in Verbindung mit einer verbesserten Replikation setzen, wodurch die Frage
aufgeworfen wird, ob diese annealing-Aktivitat physiologisch relevant fiir die flavivirale
Replikation ist. Dementsprechend diskutieren die Autoren diese NS3-annealing-Aktivitat im
Zusammenhang mit einer anderen Funktion im Lebenszyklus, denn fiir die NS3-Helikase
wurde eine Beteiligung an der Morphogenese von Viruspartikeln postuliert (Liu et al. 2002;
Patkar und Kuhn 2008).

Im Zusammenhang der core-Protein-vermittelten RNA-annealing-Aktivitat wurde diskutiert,
dass zelluldre RNA-Bindeproteine eine wichtige Funktion bei der RNA-Zyklisierung Uber-
nehmen kénnten (lvanyi-Nagy und Darlix 2012). Eine Vielzahl von RNA-Bindeproteinen, die
an die flaviviralen untranslatierten Regionen binden, konnte inzwischen identifiziert werden;
die genaue Funktion dieser RNA-Protein-Interaktion jedoch bleibt unklar (siehe Einleitung).
In dieser Arbeit konnte das RNA-Bindeprotein AUF1p45 als ein neuer Bindungpartner der
WNV-RNA identifiziert werden. Dariliber hinaus konnten Daten gewonnen werden, die
demonstrieren, dass die RNA-Chaperone-Aktivitdt von AUF1p45 die RNA-Zyklisierung
beschleunigt. AUF1p45 bindet an die 5'- und 3'UTR der WNV-RNA und vermittelt die 5'-3'-
Interaktion in einem radioaktiven bandshift-Assay. Obwohl AUF1 die virale RNA-RNA-
Interaktion erleichtert, ist eine vollstindige Komplexbildung, auch bei hohen AUF1p45-
Konzentrationen, nicht zu beobachten. Dies steht in Ubereinstimmung mit einem kiirzlich
vorgeschlagenen Modell, indem ein Gleichgewicht zwischen der linearen und der zirkularen
Konformation als entscheidend fiir die virale Replikation beschrieben wird (Villordo et al.
2010). Analog zum in vitro RdRp-Assay konnte auch flr den bandshift-Assay gezeigt werden,
dass die methylierte Variante von AUF1p45 eine héhere Aktivitit aufwies, d.h. AUF1p452°MA
unterstitzte die Ausbildung des 5'-3'-Komplexes effizienter (Abb. 42).

Weiterhin konnte mittels analytischer Ultrazentrifugation keine signifikante Interaktion
zwischen AUF1p45 und der viralen Polymerase NS5 detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
Dementsprechend ist der stimulierende Effekt von AUF1p45 auf die (-)-Strang-RNA-Synthese
durch NS5 ausschlieBlich auf eine Interaktion mit der viralen RNA zurickzufiihren.

Die subzelluldre Lokalisation der AUF1-Proteine wird durch aktive Transportprozesse
(Shuttling) zwischen Cytoplasma und Zellkern gewadhrleistet, die isoform- und zelltyp-
spezifisch sind (Loflin et al. 1999; Sarkar et al. 2003a). Die AUF1-Proteine in Huh7-Zellen sind
hauptsachlich im Zellkern lokalisiert und verdandern nach Replikation bzw. Infektion mit WNV
ihre intrazelluldre Lokalisation nicht (Daten nicht gezeigt). Die flavivirale Replikation findet
vorwiegend in membrangebundenen Replikationskomplexen statt; jedoch konnten aktive
Replikationskomplexe auch im Zellkern infizierter Zellen nachgewiesen werden (siehe
Einleitung). Demnach liegt die Vermutung nahe, dass AUF1 aufgrund seiner subzellularen
Lokalisation die fiur die RNA-Replikation des WNV essentielle Genomzyklisierung

hauptsachlich im Zellkern unterstiitzt.
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Eine aktuelle Veroffentlichung erweitert das etablierte Flavivirus-Replikationsmodell. Die
Autoren schlagen zusatzlich zur intramolekularen (+)-Strang-Zyklisierung die Existenz von
Genom-Dimeren sowie Genom-Konkatemeren vor (Lott und Doran 2013). Diese RNA-
Konformationen kdnnten mit spezifischen Phasen der viralen Infektion assoziiert sein. In
einer frithen Phase der Infektion kdnnte die zyklisierte RNA-Konformation aufgrund geringer
RNA-Konzentrationen einen Vorteil haben, wahrend den intermolekularen RNA-RNA-
Interaktionen zu spateren Zeitpunkten der Infektion, wenn die Replikation etabliert ist, eine
grofRere Bedeutung zukommt (Lott und Doran 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die intrazellulare Depletion von AUF1 die Vermehrung eines
infektiosen Virus verzogert. Daher kann vermutet werden, dass AUF1 fir eine effiziente
Replikation zu frihen Zeitpunkten der Infektion notwendig ist. Sobald eine bestimmte RNA-
Konzentration erreicht wird, ware es denkbar, dass die RNA-Replikation unabhdngig von

zellularen Proteinen wie AUF1 stattfindet.

4.7. Die RNA-Chaperone-Aktivitat von AUF1 destabilisiert den 3'SL

Proteine mit RNA-Chaperone-Aktivitat sind ubiquitar verbreitet und tGbernehmen wichtige
Funktionen im RNA-Metabolismus wie z.B. in der Transkription, im Zusammenbau und der
Stabilisierung von Ribonukleoproteinkomplexen, beim RNA-Export und beim SpleiBen
(Rajkowitsch et al. 2007). Sie modifizieren RNAs, die in einer nicht-funktionalen
Konformation ,gefangen” sind, indem sie die Sekundarstrukturen auflésen, ohne dabei ATP
zu verbrauchen. Dies unterscheidet sie von RNA-Helikasen, fiir dessen Funktion eine ATPase-
Aktivitat essentiell ist. Proteine mit RNA-Chaperone-Aktivitat interagieren nur voruber-
gehend mit der RNA und sind nicht mehr notwendig, sobald die RNA korrekt gefaltet ist
(Rajkowitsch et al. 2007; Semrad 2011). GemaR dieser Definition kann AUF1 als ein Protein
mit RNA-Chaperone-Aktivitat bezeichnet werden, da in dieser Arbeit im bandshift-Assay das
Protein durch Phenol-Chloroform-Extraktion nach der Reaktion entfernt und offensichtlich
nicht mehr fir die Aufrechterhaltung des 5'-3'-Komplexes bendtigt wurde.
Viele Proteine mit RNA-Chaperone-Aktivitat zeigen die Tendenz zu dimerisieren bzw. zu
oligomerisieren. Zum einen koénnte dies die funktionale Proteineinheit darstellen, zum
anderen aber auch der RNA-Chaperone-Aktivitat behilflich sein (Rajkowitsch et al. 2007). Fir
AUF1 wurde gezeigt, dass alle Isoformen als Dimer existieren (DeMaria et al. 1997; Wilson et
al. 1999; Zucconi et al. 2010). Dies steht im Widerspruch mit den in dieser Arbeit erhaltenen
Daten, die beweisen, dass AUF1p45 als Monomer vorliegt. Durch analytische Ultra-
zentrifugation konnte gezeigt werden, dass das Molekulargewicht von AUF1p45 39.8 kDa
betrigt, welches in guter Ubereinstimmung mit dem theoretischen Molekulargewicht von
38.3 kDa ist. Eine Erklarung fir diese Diskrepanz kann womdglich in der rekombinanten
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Reinigung gefunden werden. Die Arbeitsgruppe um Gary Brewer reinigt die AUF1-Proteine
Uber einen NiNTA-Affinitdtschromatographie-Schritt. Direkt im Anschluss daran erfolgte der
Nachweis des Dimers mit analytischer Ultrazentrifugation (AUF1p37, DeMaria et al. 1997)
bzw. Gelfiltration (alle AUF1 Isoformen, Zucconi et al. 2010). Der Nachweis, dass die
Praparation frei von Nukleinsduren ist, wurde nicht erbracht. Im Gegensatz dazu wurde in
dieser Arbeit durch eine zusatzliche lonenaustausch-Chromatographie sichergestellt, dass
die Proteinpraparation von AUF1p45 frei von Verunreinigungen durch Nukleinsduren ist.
Dies konnte durch Aufnahme eines UV-Absorptionsspektrums bestatigt werden. AulRerdem
konnte beobachtet werden, dass die Abwesenheit von Nukleinsduren wichtig fir die
Ausbildung des monomeren Zustands ist, da vor der lonenaustausch-Chromatographie das
Protein oligomer war (Daten nicht gezeigt). Die Bindung von RNA fihrt zur Oligomerisierung
von AUF1 bis hin zur Ausbildung von Hexameren (Daten nicht gezeigt, DeMaria et al. 1997
Wilson et al. 1999; Zucconi et al. 2010). Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass
die in der Literatur beobachte Dimer-Struktur von AUF1 auf eine Verunreinigung der
Proteinpraparation mit Nukleinsduren hinweist.

AUF1 ist in der Lage strukturelle Veranderungen in gebundenen RNA-Substraten zu
induzieren, die Phosphorylierungs- und Isoform-abhangig sind (Wilson et al. 2001; Wilson et
al. 2003a; Zucconi et al. 2010). Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass nach Ausbildung
eines AUF1-Tetramers die Isoformen p37 und p40 eine kondensierte RNA-Struktur
aufrechterhalten, wahrend die Isoformen p42 und p45 die RNA in eine offene Konformation
Uberfiihren kénnen (Zucconi et al. 2010). Solche Isoform-spezifischen Funktionen von AUF1
konnten eine Erkldarung dafiir sein, weshalb in dieser Arbeit nur die Isoform p45 von AUF1
die (-)-Strang-RNA-Synthese im in vitro RdRp-Assay stimulieren konnte.

Der in dieser Arbeit verwendete Fluoreszenz-basierende RNA-annealing-Assay ist so
konzipiert worden, dass das , Aufschmelzen” der 3'SL™"-RNA eine Voraussetzung ist, damit
ein Signal detektiert werden konnte. Der erste Schritt der Reaktion ist somit das
JAufschmelzen“ der 3'SL™"-RNA und der zweite Schritt ist das annealing der
komplementidren 5'-3'-UAR-Sequenzen. Das ,Aufschmelzen” des 3'SL™" ist dabei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, da die Geschwindigkeitskonstante unabhdngig von
der 3'SL"™"-Konzentration war (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dessen wurden die Daten
nach einer Reaktion erster Ordnung analysiert. Die komplementare unmarkierte 3'UAR-RNA
wurde dabei im Uberschuss zur 3'SL™"-RNA eingesetzt, damit die RNA-RNA-Interaktion
schnellstmoglich ablduft und die Gesamtreaktion nicht limitiert. Mit zunehmenden
AUF1p45-Konzentrationen konnte gezeigt werden, dass die Geschwindigkeitskonstante der
Reaktion anstieg. Dadurch war die Reaktion nicht mehr erster Ordnung, sondern zweiter

Ordnung, d.h. die Entfaltung des 3'SL™" war nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend.
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Damit war der Beweis erbracht, dass AUF1p45 die Struktur des 3'SL™" modifiziert und somit
die Interaktion beider RNAs beschleunigt.

Die 3'SL™"-RNA entspricht dem unteren Teil des vollstindigen terminalen 3'SL der WNV-
RNA (Abb. 43). Bei der Zyklisierung der viralen RNA 6ffnet sich dieser untere Teil des 3'SL,
damit es zur Interaktion zwischen den 5'- und 3'UAR-Sequenzen kommen kann. Der obere
Teil des 3'SL verandert seine Struktur dabei nicht (Abb. 42). Kirzlich wurde ein
metastabiles Element im unteren Teil des 3'SL beschrieben, welches dem stem-loop eine
Flexibilitat verleiht und vermutlich an der Regulation der strukturellen Veranderungen im
3'SL beteiligt ist. Es wird vermutet, dass das WNV-Wirtsprotein eEF1A, welches in der Nahe
dieses metastabilen Elements bindet, die Basenpaarung im unteren Teil des 3'SL zerstort und
somit die 5'-3'-Interaktion fordert (Abb. 43; Davis et al. 2013). Dies entspricht genau der
Reaktion, die fir AUF1p45 im Fluoreszenz-basierenden RNA-RNA-annealing-Assay gezeigt
werden konnte. Es ist daher denkbar, dass beide Proteine, moglicherweise gemeinsam, die

5'-3'-Zyklisierung der WNV-RNA durch Destabilisierung des terminalen 3'SL unterstiitzen.
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wendet wurde.

Viele Proteine mit einer RNA-Chaperone-Aktivitat zeigen einen hohen Anteil an intrinsisch
ungeordneten, strukturell sehr dynamischen Regionen (Tompa und Csermely 2004; lvanyi-
Nagy et al. 2005). Diese hohe Flexibilitdt ermoglicht es, eine Vielzahl von Molekilen in einer
eher unspezifischen Weise zu binden (Rajkowitsch et al. 2007). Obwohl der genaue

Mechanismus der RNA-Chaperone-Aktivitdat noch nicht geklart ist, konnte kirzlich ein
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Einblick in die Funktionsweise gewonnen werden. Dabei wurde gezeigt, dass das
Nukleokapsid-Chaperone (NC) des murinen Leukdmievirus intramolekulare Interaktionen
schwacht, an denen exponierte Guanosin-Reste involviert sind. Dadurch werden starke
Basenpaarungen destabilisiert und die Faltung der RNA wird vereinfacht. Interessanterweise
interagierte das NC-Protein mit der finalen dimeren RNA-Struktur ebenso wie mit dem RNA-
Monomer. Daraus wurde geschlossen, dass RNA-Chaperones nicht zwischen ,korrekt-
gefalteten” und ,falsch-gefalteten” RNAs unterscheiden, sondern dass die Guanosin-Reste
solange umgeordnet werden, bis das RNA-Chaperone die finale RNA-Struktur nicht mehr
allzu stark destabilisieren kann (Grohman et al. 2013).

Weiterhin wird vermutet, dass die ungeordneten Regionen im Protein bei der Chaperone-
Funktion eine wichtige Rolle einnehmen. Die Proteinklasse der RNA-Chaperones weist einen
ca. 50%igen Anteil an ungeordneten Regionen auf (Tompa und Csermely 2004). Um den
Mechanismus des RNA-Chaperoning zu erklaren, wurde ein Entropie-Transfer-Modell vor-
geschlagen. Dies besagt, dass die notwendige Energie zum Entfalten von lokalen RNA-
Strukturen durch die gleichzeitig induzierte Faltung des RNA-Chaperones gewonnen wird.
Tatsachlich konnte fiir viele Chaperone-Proteine eine Faltung von ungeordneten Bereichen
nach Bindung des Substrats gezeigt werden (Dyson und Wright 2005; Kiefhaber et al. 2012).
Auch AUF1 besitzt einen hohen Anteil an ungeordneten Regionen. Ahnlich wie das gut
untersuchte RNA-Chaperone hnRNPA1 und das WNV core-Protein enthalt es vor allem im
N- und C-Terminus unstrukturierte Bereiche. Im Gegensatz dazu weist die Helikase-Domane
von DENV NS3 ein hohes MaR an gefalteten Strukturen auf (Abb. 44). Die N- und
C-Termini von WNV core sind in der Lage separat RNA zu binden, jedoch konnte eine RNA-
Chaperone-Aktivitat nur dem C-Terminus zugeschrieben werden (lvanyi-Nagy et al. 2008).
Fir die beiden hnRNP-Proteine hnRNPA1 und hnRNPU konnte gezeigt werden, dass die
C-terminale Domane eine RNA-Bindung und auch eine RNA-Chaperone-Aktivitat vermittelt
(Pontius und Berg 1990; Kiledjian und Dreyfuss 1992; Munroe und Dong 1992). Dariber
hinaus konnte eine DNA-Bindungs-Aktivitdt im C-Terminus von AUF1 identifiziert werden
(Tolnay et al. 2000). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die in dieser Arbeit beschriebene
RNA-Chaperone-Aktivitat von AUF1p45 vom C-Terminus vermittelt wird. Dies ist
insbesondere hinsichtlich des dimethylierten Arginins von AUF1p45 an Position 345
interessant, da dieses ebenfalls in einem RGG-Motiv des C-Terminus lokalisiert ist und die
methylierte Variante von AUF1p45 das annealing der viralen RNAs noch effizienter
beschleunigt. Damit konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die
posttranslationale Methylierung eines Proteins dessen RNA-Chaperone-Aktivitat verstarkt
und moglicherweise reguliert. Der hohe Anteil an ungeordneten Regionen von AUF1p45
konnte in dieser Arbeit mittels CD-Spektroskopie bestatigt werden. Basierend auf dem

gemessenen CD-Spektrum lag der Anteil an ungeordneten Proteinstrukturen bei 56 %. Das
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CD-Spektrum von AUF1p45 zeigte eine hohe Ahnlichkeit mit dem CD-Spektrum von AUF1
Isoform p37 (DeMaria et al. 1997). Dies deutet darauf hin, dass trotz der in Isoform p45
zusatzlich vorhandenen Proteinbereiche, die durch Exon 2 und 7 kodiert werden, die
Sekundarstruktur der AUF1 Isoformen vergleichbar ist. Die methylierte Variante von
AUF1p45 zeigte im CD-Spektrum eine Zunahme an a-helikalen Strukturen. Demnach fihrt
die Methylierung zu einem erhohten Anteil an gefalteten (stabilisierten) Strukturen in

AUF1p45, die hochstwahrscheinlich zu der verbesserten RNA-Bindung des Proteins

beitragen.
hnRNPA1 — e e T ]
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Abb. 44. Vergleich der Sekundarstrukturen verschiedener Proteine mit RNA-Chaperone-Aktivitdt. Dargestellt sind die
Sekundarstrukturvorhersagen von hnRNPA1, AUF1 Isoform p45, WNV core und der NS3-Helikase Domé&ne von DENV. Die
Sekundarstrukturvorhersagen sind mit den Programmen PROFsec und MD der Webseite www.predictprotein.org erstellt
worden. Jeweils oben sind die Positionen der a-Helices (rote Boxen) und der B-Faltblatter (gelbe Boxen) innerhalb der
Proteinsequenz gezeigt. Darunter ist die Unordnungsverteilung des Proteins dargestellt (rot: hochste
Unordnung/Flexibilitat, griin: gefaltet).

Zellulare RNA-Bindeproteine wie hnRNPA1, YB-1 oder das La-Protein, die eine RNA-
Chaperone-Aktivitat aufweisen, konnten als Wirtsfaktoren verschiedener Viren identifiziert
werden (siehe Einleitung; Zuniga et al. 2009). Diesen Wirtsfaktoren konnte zumeist eine
Beteiligung an der Translation sowie an der Replikation nachgewiesen werden, jedoch ist
unklar, inwiefern die Interaktion dieser Proteine mit der viralen RNA diese Prozesse
unterstitzt. Das zelluldre La-Protein bindet an die 5'- und 3'-Enden der RNA des Japanischen
Enzephalitis-Virus und es wurde vermutet, dass dadurch die Zyklisierung der viralen RNA
erleichtert wird (Vashist et al. 2011). Dagegen inhibierte das La-Protein allerdings die in vitro
RNA-Replikation des Dengue-Virus (Yocupicio-Monroy et al. 2007).

Eine direkte Beteiligung der RNA-Chaperone-Aktivitat eines zelluldren Proteins bei der
Vermehrung einer pathogenen RNA konnte beim Avocado-sunblotch-Viroid (ASBV) gezeigt
werden (Daros und Flores 2002). Viroide sind die kleinsten bekannten Krankheitserreger und

bestehen aus einer einzelstrangigen, zirkuldren RNA. Da Viroide fiir keine Proteine kodieren,
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miissen sie Wirtsfaktoren rekrutieren, die ihnen bei ihrer Vermehrung assistieren. Bei der
Prozessierung der ASBV-RNA ist das Chloroplasten-RNA-Bindeprotein PARBP33 mit seiner
RNA-Chaperone-Aktivitat involviert, da es in vitro die durch das hammerhead-Ribozym-
vermittelte Spaltung der ASBV-RNA stimuliert (Daros und Flores 2002).

4.8. Die Bedeutung der AU-reichen Region fiir mosquito-borne-Flaviviren

Instabile mRNAs enthalten AU-reiche Elemente (AU-rich elements, AREs) in ihren 3'UTRs.
Diese AREs sind ungefdahr 50 -150 Nt lang und enthalten oft ein oder mehrere Motive des
Pentanukleotids AUUUA innerhalb einer Uracil-reichen Region (Chen und Shyu 1995;
Barreau et al. 2005). AUF1 bindet effizient an die AREs verschiedener mRNAs in vitro, jedoch
sind dafir intakte AUUUA-Motive nicht zwingend notwendig (DeMaria und Brewer 1996).
Die AU-reiche Region der 3'UTR des WNV enthélt zwei AUUUA-Motive (Abb. 45). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass rekombinantes AUF1p45, unabhingig vom
Methylierungsstatus, eine hohe Affinitdt zur AU-reichen Region der WNV-RNA aufweist. Ob
die AUUUA-Motive eine Rolle bei der hohen Affinitat von AUF1p45 zur AU-reichen Region
spielen, ist jedoch noch nicht geklart.

Ein Sequenzvergleich zeigt, dass die AU-reiche Region bei mosquito-borne-Flaviviren
unterschiedlich stark ausgepragt ist. Wahrend die AU-reiche Region beim WNV und dem
Subtyp Kunjin-Virus relativ lang ist (ca. 100 Nt) und einen hohen AU-Gehalt (79 bzw. 80 %)
aufweist, ist sie bei JEV und DENV deutlich verkirzter (ca. 50 bzw. 30 Nt) und weniger AU-
reich (58 bzw. 62 %). Der 3'UTR des YFV fehlt sogar eine Region mit einem hohen AU-Gehalt
(Abb. 45). Die Deletion der AU-reichen Region des Kunjin-Virus hatte keinen Effekt auf die
Replikation (Khromykh und Westaway 1997; Pijiman et al. 2008). Im Gegensatz dazu konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Deletionsmutante in der AU-reichen Region des
WNV replikations-defizient war. Ein auffdlliger Unterschied zwischen den 3'UTRs beider
Viren ist das Fehlen der beiden AUUUA-Motive beim Kunjin-Virus (Abb. 45). Méglich wire,
dass speziell diese AUUUA-Motive essentiell fir die Replikation des WNV sind.

Die Notwendigkeit der AU-reichen Region fir die Replikation des WNV kann verschiedene
Ursachen haben. Einerseits konnte sie zur Rekrutierung von AUF1 an die virale RNA dienen.
Durch die Bindung von AUF1 an die AU-reiche Region wirde es in der Ndhe des 3'SL
positioniert werden und kénnte die Zyklisierung der WNV-RNA unterstitzen. In dieser Arbeit
konnte jedoch gezeigt werden, dass die AU-reiche Region nicht essentiell ist fiir die in vitro
(-)-Strang-RNA-Synthese sowie flr die stimulatorische Aktivitdt von AUF1p45. Andererseits
ist die in vivo-Situation deutlich komplexer und kann die Interaktion von AUF1 mit der AU-

reichen Region durchaus erfordern. Diese Moglichkeit wird dahingehend unterstitzt, dass
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Abb. 45. Sequenzvergleich des 5'-Endes der 3'UTR verschiedener mosquito-borne Flaviviren. Die kompletten 3'UTRs
von WNYV, Kunjin-Virus, Gelbfiebervirus (YFV), Japanisches Enzephalitis-Virus (JEV) und Dengue-Virus (DENV) wurden mit
dem Alignment-Programm MUSCLE (Edgar 2004) auf der ViPR (Virus Pathogen Resource)-Internetseite (www.viprbrc.org)
verglichen. Die NCBI-Datenbank-Referenzen fiir die Nukleotidsequenzen sind folgende: WNV (AF404756), Kunjin-Virus
(AY274505.1), YFV (NC_002031.1), JEV (AB698907.1), DENV (U87411.1). Dargestellt sind die ersten 120 Nt der WNV-
3'UTR sowie die der Sequenz angeglichenen 5'-Enden der 3'UTRs von Kunjin-Virus, YFV, JEV und DENV. Die zwei
Pentanukleotide AUUUA der WNV 3'UTR sind eingerahmt.

die AU-reiche Region sich innerhalb der 3'UTR in rdumlicher Nahe zum 3'SL befindet. So
konnte in einem denkbaren Szenario die 3'CS-Sequenz Basenpaarungen mit der AU-reichen
Sequenz eingehen, sodass diese neben dem 3'SL positioniert wird (Strukturvorhersage mit
dem RNA-Faltungsprogramm mfold, Abb. 46 im Anhang). Durch die Bindung von AUF1 an die
AU-reiche Sequenz wiirde eine raumliche Ndhe des Proteins zum terminalen 3'SL erreicht,
wo es dann seine destabiliserende Funktion ausiiben kdnnte.

Eine interessante Beobachtung wurde 2005 im Zusammenhang mit der DENV-Replikation
gemacht. Die Deletion der variablen Region (inklusive der AU-reichen Region) der 3'UTR von
DENV inhibierte die Replikation in BHK-(baby hamster kidney) Zellen. In der Stechmiicken-
Zelllinie C6/36 war die Replikation dieser DENV-RNA jedoch unbeeinflusst. Es wurde
vermutet, dass RNA-Elemente der variablen Region der 3'UTR, vermutlich durch die
Interaktion mit Wirtsfaktoren, die virale Replikation unterschiedlich in Sduger- bzw.
Stechmiicken-Zellen modulieren (Alvarez et al. 2005a). Diesbeziiglich ware es moglich, dass
die AU-reiche Region des WNV bzw. das Wirtsprotein AUF1 nur in Sdugerzellen und nicht in
den Zellen des biologischen Ubertragers fiir die Replikation des WNV essentiell ist.

Es ware weiterhin denkbar, dass die Rekrutierung von AUF1 an die AU-reiche Region einen
Vorteil fir das Virus darstellt, indem es die zelluldre Homoostase von AUF1, d.h. die
Interaktion mit anderen ARE-RNAs und/oder Proteinpartnern, stort. Dartuber hinaus kénnte
die Bindung von ARE-Bindeproteinen an die AU-reiche Region zur Stabilisierung der viralen
RNA beitragen. Dem steht gegentiber, dass die Deletionsmutante der AU-reichen Region 3 h
nach der Transfektion die gleiche Stabilitat wie die WT-RNA aufwies. Dennoch kann eine

stabilisierende Rolle zu spateren Zeitpunkten der Replikation nicht ausgeschlossen werden.
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4.9. Ausblick

Erste in vivo-Experimente mit einem DENV-Replikon in dieser Arbeit konnten eine
Beteiligung von AUF1 an der Replikation dieses, mit dem WNV verwandten, Flavivirus
nachweisen. Die in dieser Arbeit etablierten RNA-annealing-Assays sollten genutzt werden,
um zu untersuchen, ob AUF1 auch in der Zyklisierung der DENV-RNA involviert ist. Damit
konnte gezeigt werden, ob AUF1 mit seiner RNA-Chaperone-Aktivitat generell die flavivirale
Genom-Zyklisierung unterstutzt.

Die (-)-Strang-RNA-Synthese erfordert die Zyklisierung des viralen Genoms. Indes ist noch
unklar, welche RNA-Konformation fiir die Synthese neuer (+)-RNA-Molekiile ausgehend von
den (-)-RNA-Intermediaten bendtigt wird. Bis jetzt gibt es noch keine Mdoglichkeit die (+)- und
(-)-Strang-Replikation in vivo getrennt voneinander zu betrachten. Jedoch kénnte man die
(+)-RNA-Replikation, ausgehend von dem (-)-Strang als Template, im in vitro RdRp-Assay
untersuchen. Dabei konnte der Einfluss der Zyklisierungssequenzen sowie der Einfluss von
AUF1p45 auf die (+)-Strang-RNA-Synthese naher analysiert werden. Dariber hinaus kdnnten
die RNA-annealing-Assays genutzt werden, um eine putative (-)-Zyklisierung zu untersuchen.
Der Fluoreszenz-basierte RNA-annealing-Assay konnte auBerdem so konzipiert werden,
sodass es moglich ware zu Uberpriifen, ob AUF1p45 den stem-loop B (SLB) in der 5'UTR,
welcher die 5'UAR-Sequenz enthélt, destabilisieren kann, um die Interaktion mit der 3'UAR-
Sequenz zu erleichtern.

Von Interesse ware es auch, Deletionsvarianten von AUF1p45 zu charakterisieren, um
herauszufinden, welche Proteindoméanen die RNA-Chaperone-Aktivitat vermitteln.

Eine Strukturanalyse der Zyklisierungsreaktion der WNV-RNAs mit und ohne AUF1p45 ware
hilfreich, um die Nukleotide zu identifizieren, die von AUF1p45 bevorzugt gebunden werden.
Dazu konnte die SHAPE-(selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)
Methode angewandt werden, mit der man die RNA-Faltung auf Ebene jedes einzelnen
Nukleotids zeitabhdngig untersuchen kann (Mortimer und Weeks 2009; Grohman et al.
2013).

Zu guter Letzt sollte die Methylierung des endogenen AUF1 nadher charakterisiert werden.
Zum Beispiel konnte das Methylierungsmuster des zelluldren AUF1 vor und wahrend der
Replikation einer WNV-Replikon-RNA analysiert werden. Dabei sollten alle Isoformen von
AUF1 mit einbezogen werden, um herauszufinden, ob der durch Exon 7 kodierte Protein-
bereich im C-Terminus wichtig fiir die Methylierung durch PRMT1 ist. Die Transfektion der
restlichen AUF1-Isoformen p37, p40 und p42 in humane Zellen und eine anschliefende
massenspektrometrische Analyse der immunprazipitierten FLAG-getaggten Isoformen

sollten dabei Aufschluss geben.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund ihrer begrenzten Genomgrofle sind Viren wahrend ihres Lebenszyklus auf

Wirtszellen angewiesen und gelten nicht als eigenstdandige Lebewesen. Das (+)-Strang-RNA-

Virus West-Nil (WNV) gehort zur Familie der Flaviviridae und nutzt bei seiner Vermehrung in

Sdugerzellen verschiedene zelluldre Proteine. In der vorliegenden Arbeit wurde das RNA-

Bindeprotein AUF1 als ein neuer Wirtsfaktor der West-Nil-Virus-Replikation identifiziert. Es

konnte gezeigt werden, dass AUF1 die, fiir die RNA-Replikation notwendige, Zyklisierung des

viralen Genoms effizient unterstitzt.

1.

Zellulare RNA-Bindeproteine wurden spezifisch angereichert um sie hinsichtlich einer
Beteiligung am ersten Schritt der WNV Replikation, d.h. der (-)-Strang-RNA-Synthese,
zu untersuchen. Die massenspektrometrische Analyse der finalen Proteinfraktion mit
stimulatorischer Aktivitat auf die (-)-Strang-RNA-Synthese identifizierte u.a. das RNA-
Bindeprotein AU-rich element binding factor 1 (AUF1).

Die Depletion des endogenen AUF1 durch RNA-Interferenz reduzierte die Replikation
eines WNV-Replikons. Durch Verwendung eines Renilla-Luziferase-Reporter-
Replikons konnte eine Beteiligung von AUF1 an der Translation der WNV-RNA
ausgeschlossen werden. Weiterhin fiihrte die AUF1-Depletion zu einer verzogerten
Vermehrung eines infektiosen WNV. Diese Daten liefen auf eine Funktion von AUF1
als Wirtsfaktor der Replikation des WNV schlieRen.

AUF1 fordert die WNV in vitro (-)-Strang-RNA-Synthese. Die vier Isoformen von AUF1
p37, p40, p42 und p45 wurden als FLAG-Fusionsproteine immunprazipitiert. Von den
vier getesteten AUF1-Isoformen stimulierte nur die Isoform p45 die (-)-Strang-RNA-
Synthese von NS5. Diese Daten konnten mit rekombinant gereinigtem AUF1p45 aus
E. coli bestatigt werden.

In humanen Zellen exprimiertes FLAG-AUF1p45 assoziiert mit heterogeneous
ribonucleoprotein H1 (hnRNPH1) und der Methyltransferase PRMT1. Weiterhin
konnte eine posttranslationale Modifikation von FLAG-AUF1p45 in Form einer
Dimethylierung des Arginins an Position 345 identifiziert werden.

Rekombinant gereinigtes PRMT1 aus E. coli methyliert AUF1p45 in vitro. Dabei zeigte
sich, dass AUF1p45 von den hier getesteten PRMT1-Isoformen v1, v2, v3 und v5 mit
gleicher Effizienz in vitro methyliert wurde.

AUF1p45 wurde als methylierte Variante (AUF1p45°°®™4) aus E. coli durch eine Co-
Expression mit PRMT1 v1 rekombinant gereinigt. Die Analyse von AUF1p45°°™* durch

Massenspektrometrie bestatigte die Dimethylierung des Arginins an Position 345. Die
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10.

11.

12.

DMA erwies sich als effizienter die WNV in vitro (-)-

methylierte Variante AUF1p45
Strang-RNA-Synthese zu stimulieren im Vergleich zum nicht-methylierten AUF1p45.

In Protein-RNA-Interaktionsstudien konnte nachgewiesen werden, dass die nicht-
methylierte und methylierte Variante von AUF1p45 an die WNV-RNA binden. Beide
Varianten zeigten eine vergleichbar hohe Affinitdt zur AU-reichen Region in der
3'UTR. Dagegen war die Affinitat der methylierten Variante zu den 5'- und und 3'-
terminalen Enden der WNV-RNA, im Vergleich zum nicht-methylierten Protein,
deutlich verbessert.

AUF1p45 verstarkt die Interaktion der 5'- und der 3'-terminalen Enden der WNV-
RNA. Dabei zeigte sich, dass die methylierte Variante, im Vergleich zur nicht-
methylierten Variante von AUF1p45, die Interaktion beider RNAs effizienter
unterstltzte. Damit wurde eine Beteiligung von AUF1p45 an der Genomzyklisierung
der WNV-RNA nachgewiesen.

Es wurde ein Fluoreszenz-basierter RNA-annealing-Assay etabliert, der die
Interaktion der 5'- und 3'UAR-Sequenzen des WNV-Genoms reprdsentiert. Damit
konnte gezeigt werden, dass AUF1p45 den 3'-terminalen stem-loop der WNV-RNA
destabilisiert und somit die Interaktion zwischen den 5'- und 3'UAR-Sequenzen
beschleunigt. Die methylierte Variante von AUF1p45 erwies sich dabei, im Vergleich
zum nicht-methylierten Protein, als deutlich effizienter das 5'-3'-annealing zu
beschleunigen. Diese Daten zeigen erstmals, dass die Argininmethylierung als post-
translationale Modifikation die RNA-Chaperone-Aktivitdt eines Proteins verbessert.
Die Sekundarstruktur von AUF1p45 weist einen relativ hohen Anteil an ungeordneten
Proteinstrukturen auf. Die Methylierung von AUF1p45 flhrte zu einem erhdhten
Anteil an a-helikalen Strukturen und ist hochstwahrscheinlich eine Erklarung fiir die
verdanderten Eigenschaften des Proteins hinsichtlich seiner RNA-Bindungseigen-
schaften und der RNA-Chaperone-Aktivitat.

Die Deletion der AU-reichen Region in der 3'UTR des WNV-Replikons fiihrte zum
volligen Verlust der Replikationsfdahigkeit der viralen RNA. Die Deletion der AU-
reichen Region im Renilla-Luziferase-Reporter-Replikon zeigte, dass die Translation
nur minimal beeinflusst war. Damit konnte die AU-reiche Region als ein essentielles
RNA-Element fiir die RNA-Replikation des WNV-Replikons in vivo identifiziert werden.
Sie ist jedoch nicht essentiell fiir die AUF1p45-vermittelte Stimulierung der in vitro (-)-
Strang-RNA-Synthese durch NS5.

Die RNAi-vermittelte Depletion des endogenen AUF1 verminderte die Translation und
die Replikation eines Dengue-Virus-Replikons in vivo. Damit konnten erste Hinweise
auf eine generelle Funktion von AUF1 als Wirtsfaktor der Replikation von mosquito-

borne Flaviviren gewonnen werden.
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VII. ANHANG

Tabelle 10: Ubersicht iiber die verwendeten Primer

Name/ 5 3§ 2
A -Sequenz Beschreibun
Orientierung < /> g
Primer fiir die SUMO-Expressionsplasmide

NS5polWestFor ATGGTCTCATGGTGGTGGGGCAAAAGGACGCACC Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von NS5

NS5polWestRev ACGGATCCCTACAGTACTGTGTCCTCAACCAAAGTTG BamHI-Schnittstelle,

reverse Primer zur
Amplifikation von NS5

AUF1BsalFor

ATGGTCTCATGGTTCGGAGGAGCAGTTCGGCGG

Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von
HNRNPD

AUF1BamHIRev

ACGGATCCTTAGTATGGTTTGTAGCTATTTTGATGACC

BamHI-Schnittstelle,
reverse Primer zur
Amplifikation von
HNRNPD

H1BsalFor ATGGTCTCATGGTATGTTGGGCACGGAAGGTGG Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von
HNRNPH1

H1BamHIRev ACGGATCCCTATGCAATGTTTGATTGAAAATCACTGG BamHI-Schnittstelle,

reverse Primer zur
Amplifikation von
HNRNPH1

PRMT1v1v2BsalFor

ATGGTCTCATGGTGCGGCAGCCGAGGCCGCGAAC

Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von PRMT1
variant 1 und 2

PRMT1v3BsalFor

ATGGTCTCATGGTGTAGGCGTGGCTGAGGTGTCC

Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von PRMT1
variant 3

PRMT1v5BsalFor

ATGGTCTCATGGTGAGGTGTCCTGTGGCCAGG

Bsal-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation von PRMT1
variant 5

PRMT1_Xhol

ATCTCGAGTCAGCGCATCCGGTAGTCGGTGGAG

Xhol-Schnittstelle,
reverse Primer zur
Amplifikation von PRMT1

PRMT1RBSFor

GAAGGAGATATACATATGGCGGCAGCCGAGGCCGCGAAC

forward Primer zur
Amplifikation von PRMT1
inkl. einer RBS

PRMT1RBSRev

TCAGCGCATCCGGTAGTCGGTGGAG

reverse Primer zur
Amplifikation von PRMT1

pPETSUMORBSFor

GAAGGAGATATACATATGGGCAGC

forward Primer zur
Amplifikation von SFri4
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reverse Primer zur

PETSUMORBSRev TTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTG . .

Amplifikation von SFri4
Primer fiir die FLAG-AUF1-Expressionsplasmide
hnRNPD_Hindlll ATAAGCTTGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAG | Hindlll-Schnittstelle,
GCCCGGGCGGATTCGGAGGAGCAGTTCGGCGGGGACG forward Primer zur

Amplifikation von
HNRNPD, FLAG-tag,
Linkersequenz

hnRNPD_Xhol ATCTCGAGTTAGTATGGTTTGTAGCTATTTTGATGACC Xhol-Schnittstelle,

reverse Primer zur
Amplifikation von
HNRNPD

Primer fiir die Klonierung der WNV-cDNAs

5'UTRWestFor

ATAAGCTTtaatacgactcactataggAGTAGTTCGCCTGTGTGA
GCTGA

Hindlll-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation der 5'UTR,
T7 Promoter

5'UTRWestRev

ATCCCGGGCATTCCGCGTTTTAGCATATTGACAGCC

Smal-Schnittstelle,
reverse Primer zur
Amplifikation der 5'UTR

3'UTRWestFor

ATAAGCTTtaatacgactcactataggTAGATATTTAATCAATTG
TAAATAG

Hindlll-Schnittstelle,
forward Primer zur
Amplifikation der 3'UTR,
T7 Promoter

3'UTRWestRev

ATTCTAGAACGTAGATCCTGTGTTCTCGCACCA

Xbal-Schnittstelle,
reverse Primer zur
Amplifikation der 3'UTR

3UTRnativRev AGATCCTGTGTTCTCGCACCACCAGCC Primer zur Amplifizierung
der sgRNA
3UTR104Rev CTCAAAATTTTCTTAACTATTTACAC reverse Primer zur
Amplifikation der AU-
reichen Region
3UTRCSFor ATAAGCTTtaatacgactcactataggAAACAGCATATTGACACCT [ Hindlll-Schnittstelle,
GG forward Primer zur
Amplifikation der
terminalen 111 Nt der
3'UTR,T7 Promoter
Primer zur Fusion des Ribozyms an die 3'UTR der WNV-
RNA
HDVr_Rev1l GTAGCCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGATGCCATGCC ] Fusion des Hepatitis Delta
GACCCAGATCCTGTGTTCTCGCACCA Virus Ribozym an die
3'UTR der West-Nil-RNA
HDVr_Rev2 GCTCTAGACTTCTCCCTTAGCCTACCGAAGTAGCCCAGGTCG | Xbal-Schnittstelle, Fusion
GACCGCGAGGAG des Hepatitis Delta Virus
Ribozym an die 3'UTR der
West-Nil-RNA
Primer zur Einfiihrung des Rluc-Gens in pWNVRepHDVr
RlucAfllIFor TACACTCTTAAGATGACTTCGAAAGTTTATGATCC Aflll-Schnittstelle, forward

Primer zur Amplifikation
des Gens der Renilla
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Luciferase

RlucFMDV2aRev

GTCTCCCGCAAGTTTAAGAAGGTCAAAATTCAACAGCTGTTG
TTCATTTTTGAGAACTCGCTC

reverse Primer zur
Amplifikation des Gens
der Renilla Luciferase,
Fusion einer FMDV 2A
Autoprotease

FMDV2aAfllIRev

TACACTCTTAAGGGGCCCAGGGTTGGACTCGACGTCTCCCGC
AAGTTTAAGAAGGTCA

reverse Primer zur
Amplifikation der FMDV
2A Autoprotease Sequenz

Primer fiir real-time-PCR

gRT-NS5For

AGAGTTCGGAAAGGCCAAG

forward Primer,
bindet ca. an Position
1400 des NS5-Gens

gRT-NS5Rev

CAGAGCCTCGAACTCCAGAA

reverse Primer,
bindet ca. an Position
1480 des NS5-Gens

qRTDengueFor

CGGCAGTACCATCACATTGG

forward Primer,

bindet ca. an Position
2340 des NS5-Gens von
Dengue-Virus

qRTDengueRev

GGGTTTTCTTGAATCCACACC

reverse Primer,

bindet ca. an Position
2420 des NS5-Gens von
Dengue Virus

GAPDHfw

AGCCTCAAGATCATCAGCAATGC

forward Primer,
bindet ca. an Position 430
von GAPDH

GAPDHrv

ATGGCATGGACTGTGGTCATG

reverse Primer,
bindet ca. an Position 520
von GAPDH

Primer fiir Reverse Transkription

gRT-3'UTR_Rev

CGCAGACTGCACTCTCCG

reverse Primer,
bindet ca. an Position 320
der 3'UTR

3UTRDengueRev

TGTTGCTGCGATTTGTAAGGGAG

reverse Primer,

bindet ca. an Position 240
der 3'UTR von Dengue-
Virus

OligodT

reverse Primer,
zur Synthese von cDNA
aus poly(A)-mRNA

Sequenzierprimer

5'UTR_Seq

CTCCTGCATTAGGAAGCAGCC

forward Primer, bindet ca.
50 bp upstream der
BamHlI-Schnittstelle von
pWNVHDVr

3'UTR_Seq_Rev

CAAATAGGGGTTCCGCGCAC

reverse Primer, bindet ca.
100 bp downstream der
Xbal-Schnittstelle von
pWNVHDVr
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Mutageneseprimer

NS5PolQuikFor

GCTGTCAGTGGAGATGCCTGTGTGGTAAAGCCC

forward Primer, flihrt
Mutationen in NS5 ein
(DggoA im Protein)

NS5PolQuikRev

GGGCTTTACCACACAGGCATCTCCACTGACAGC

reverse Primer, fihrt
Mutationen in NS5 ein
(DggoA im Protein)

SLA_MutLl_For

AGCTGACAAACTGATGATTGTTTGTGAGGA

forward Primer,
Mutagenese des Stemloop
Ain der 5'UTR

SLA_MutLl_Rev

TCCTCACAAACAATCATCAGTTTGTCAGCT

reverse Primer,
Mutagenese des Stemloop
Ain der 5'UTR

5'CS_Mut_1 For

CAAGAGCCGGGCTGCACATATGCTAAAACGCGG

forward Primer,
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 5'UTR

5'CS_Mut_1 Rev

CCGCGTTTTAGCATATGTGCAGCCCGGCTCTTG

reverse Primer,
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 5'UTR

5'CS_Mut_2_For

CAAGAGCCGGGCTGCACAGCTCCTAAAACGCGGAATGC

forward Primer,
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 5'UTR

5'CS_Mut_2_Rev

GCATTCCGCGTTTTAGGAGCTGTGCAGCCCGGCTCTTG

reverse Primer,
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 5'UTR

3'CS_Komp_1 For

CCACAACAAAACAGGAGTTTGACACCTGGGATAG

forward Primer,
Komplementations-
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 3'UTR

3'CS_Komp_1_Rev

CTATCCCAGGTGTCAAACTCCTGTTTTGTTGTGG

reverse Primer,
Komplementations-
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 3'UTR

3'CS_Komp_For

CCACAACAAAACAGGAGTTGTGCACCTGGGATAG

forward Primer,
Komplementations-
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 3'UTR

3'CS_Komp_Rev

CTATCCCAGGTGCACAACTCCTGTTTTGTTGTGG

reverse Primer,
Komplementations-
Mutagenese der CS-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRUARMutFor_1

GATAGACTAGGAGAAATTCTGCTCTGCACAAC

forward Primer,
Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRUARMutRev_1

GTTGTGCAGAGCAGAATTTCTCCTAGTCTATC

reverse Primer,
Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRUARMutFw GACTAGGAGAAAATCTACTCTGCACAACCAGC forward Primer,
Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRUARMutRv GCTGGTTGTGCAGAGTAGATTTTCTCCTAGTC reverse Primer,

Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 3'UTR
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SUTRUARcompFor

GCTGTTTCTTAGTACGATTTTCTCGATGTCTA

forward Primer,
Komplementations-
Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 5'UTR

S5UTRUARcompRev

TAGACATCGAGAAAATCGTACTAAGAAACAGC

reverse Primer,
Komplementations-
Mutagenese der UAR-
Sequenz in der 5'UTR

S5UTRDAR1MutFor

GAAGATCTCGATGAAAAAGAAACCAGGAG

forward Primer,
Mutagenese der DAR1-
Sequenz in der 5'UTR

S5UTRDAR1MutRev

C TCCTGGTTTCTTTTTCATCGAGATCTTC

reverse Primer,
Mutagenese der DAR1-
Sequenz in der 5'UTR

3UTRDAR1compFor

GACACCTGGGATTTTCTAGGAGATCTTC

forward Primer,
Komplementations-
Mutagenese der DAR1-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRDAR1compRev

GAAGATCTCCTAGAAAATCCCAGGTGTC

reverse Primer,
Komplementations-
Mutagenese der DAR1-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRDARMutFor

ACAGCATATTGACAGAAGAGATAGACTAGGAGATC

forward Primer,
Mutagenese der DAR2-
Sequenz in der 3'UTR

3UTRDARMutRev

GATCTCCTAGTCTATCTCTTCTGTCAATATGCTGT

reverse Primer,
Mutagenese der DAR2-
Sequenz in der 3'UTR

SUTRDARcompFor

CGATGTCTAAGAAATCTTCAGGGCCCGGCAAG

forward Primer,
Komplementations-
Mutagenese der DAR2-
Sequenz in der 5'UTR

SUTRDARcompRev

CTTGCCGGGCCCTGAAGATTTCTTAGACATCG

reverse Primer,
Komplementations-
Mutagenese der DAR2-
Sequenz in der 5'UTR

S190E T193DFor

GTT GGT GGC CTT GAA CCA GAT GAT CCT GAA GAG AAA
ATA AG

forward Primer, flihrt
Mutationen in HNRNPD
ein (S1g0E, T193D im
Protein)

S190E T193DRev

CTTAT TTT CTC TTC AGG ATC ATC TGG TTC AAG GCC
ACC AAC

reverse Primer, fihrt
Mutationen in HNRNPD
ein (S1g0E, T193D im
Protein)

Egr die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingefiihrt wurden, sind unterstrichen. Nicht unterstrichene
Schnittstellen wurden nicht fir die Klonierung verwendet. VergroRert dargestellte Basen weisen auf eingefiihrte
Mutationen hin. Ein eingeflihrter T7-Promoter ist fett dargestellt.
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Plasmidkonstruktion

pETSUMO-Expressionskonstrukte
Das pETSUMO-Expressionssystem wurde zur Expression von rekombinanten Proteinen in

E. coli verwendet. pETSUMOadapt (Dr. Eva Bosse-Doenicke) ist ein Derivat des pETSUMO-
Vektors (life technologies, Darmstadt) und enthalt eine zusatzliche multiple cloning site.
PETSUMOadapt-NS5 WNV (SFri2): Die kodierende Sequenz fir WNV NS5 wurde mit den
Primern NS5polWestFor und NS5polWestRev durch PCR von pWNVRep amplifiziert und iber
die Bsal- und BamHI-Restriktionsschnittstellen in pETSUMOadapt ligiert.

PETSUMOAUF1p45 (SFri4): Die kodierende Sequenz fir AUF1 Isoform p45 wurde von
pcDNA5/TO-FLAG-AUF1p45 (siehe unten) durch PCR mit den Primern AUF1BsalFor und
AUF1BamHIRev amplifiziert und {ber die Bsal- und BamHlI-Restriktionsschnittstellen in
pETSUMOadapt ligiert.

PETSUMOPRMT1v1 (SFri48): Die cDNA, die fir PRMT1 Isoform v1 kodiert, wurde durch RT-
PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern PRMT1v1v2BsalFor und PRMT1Xhol
generiert und Uber die Bsal- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in pETSUMOadapt ligiert.
PETSUMOPRMT1v2 (SFri49): Die cDNA, die fiir PRMT1 Isoform v2 kodiert, wurde durch RT-
PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern PRMT1v1v2BsalFor und PRMT1Xhol
generiert und Uber die Bsal- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in pETSUMOadapt ligiert.
PETSUMOPRMT1v3 (SFri50): Die cDNA, die fir PRMT1 Isoform v3 kodiert, wurde durch RT-
PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern PRMT1v3BsalFor und PRMT1Xhol
generiert und Uber die Bsal- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in pETSUMOadapt ligiert.
PETSUMOPRMT1v5 (SFri51): Die cDNA, die fiir PRMT1 Isoform v5 kodiert, wurde durch RT-
PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern PRMT1v5BsalFor und PRMT1Xhol
generiert und Uber die Bsal- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in pETSUMOadapt ligiert.
PET-PRMT1v1-SUMO-AUF1p45 (SFri57): Die kodierende Sequenz fir PRMT1v1l wurde von
PETSUMOPRMT1v1 durch PCR mit den Primern PRMT1RBSFor (enthélt eine Ribosomen-
bindestelle, RBS) und PRMT1RBSRev amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde Uber blunt end-
Ligation in das PCR-amplifizierte (Primer pETSUMORBSFor and pETSUMORBSRev) Plasmid
PETSUMOAUF1p45 upstream der RBS inseriert.

PETSUMOAUF1p45 SioE Ti93D (SFri68): Die Mutationen, die zum Austausch der
Aminosauren Serin zu Glutamat an Position 190 sowie Threonin zu Aspartat an Position 193

innerhalb der Aminosauresequenz von AUF1p45 fiihren, wurden (iber site-directed
mutagenesis-PCR mit den Primern S190E T193DFor und S190E T193DRev in das Plasmid
PETSUMOAUF1p45 eingefilihrt.

Virale Replikon-RNAs kodierende Plasmide:

PWNV HDVr (SFri8): Zur Erhohung der Replikationseffizienz wurde eine 67 bp Fragment,
welches fiir das Hepatitis Delta Virus Ribozym (HDVr) kodiert, an das 3'Ende der cDNA des
WNV in pWNVRep (Shi et. al. 2002) fusioniert. Das HDVr-Fragment wurde (iber eine PCR der
3'UTR mit den Primern 3UTRWestFor und HDVrRev1 und einer zweiten PCR mit den Primern
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3UTRWestFor und HDVrRev2 eingefiihrt. Das finale PCR-Produkt wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen Sacll und Xbal in das Plasmid pWNVRep ligiert.
PWNV HDVr GDA Mutant (SFri9): Das Spel-Sacll-Fragment von pWNVRep, welches fiir einen
Teil der WNV RNA kodiert wurde in pGEM® —T Easy kloniert. In diesem Subklon wurde eine
Mutation, die zum Austausch der Aminosdure Aspartat zu Alanin an Position 669 des NS5
Proteins fuhrt, Gber site-directed mutagenesis-PCR mit den Primern eingefihrt. Das Spel-
Sacll-Fragment mit der eingefiihrten Mutation wurde Uber die gleichen Schnittstellen in
PWNVRep ligiert. Die Einflihrung einer fiir das Hepatitis Delta Virus Ribozym kodierenden
Sequenz erfolgte wie fir pWNV HDVr beschrieben.
PWNV Renilla luciferase FMIDV2a HDVr (SFrill): Dieses Reporterplasmid ist ein Derivat von
PWNYV HDVr und kodiert zusatzlich fiir die Renilla Luziferase (Rluc). Das Gen, welches fir die
Rluc kodiert, wurde tGiber PCR mit den Primern RlucAfllIFor und RlucFMDV2aRev amplifiziert.
Es erfolgte eine zweite PCR mit den Primern RlucAfllIFor und FMDV2aAfllIRev. Damit wurde
die kodierende Sequenz der FMDV2a Autoprotease an das 3'-Ende der kodierenden Sequenz
der Rluc fusioniert und ermdglicht die Prozessierung des authentischen C-Terminus des Rluc-
Proteins. Das finale PCR-Produkt wurde in die Af/ll-Schnittstelle von pWNV HDVTr ligiert.
PWNV Rluc2a HDVr CSMut (SFri58): Das BamHI-Aflll-Fragment von pWNV HDVr, welches fiir
einen Teil der WNV RNA kodiert, wurde in pCR®4-TOPO® (life technologies, Darmstadt)
kloniert. In diesem Subklon wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz CS der 5'UTR
Uber site-directed mutagenesis-PCR mit den Primern 5'CS_Mut_2 For und 5'CS_Mut_2_Rev
eingeflihrt. Das BamHI-Aflll-Fragment mit den eingefiihrten Mutationen wurde Uber die
gleichen Schnittstellen in pWNV Renilla luciferase FMDV2a HDVr ligiert. Diese Mutationen
haben zur Folge, dass eine Basenpaarung zwischen der 5'CS- und der 3'CS-Sequenz inhibiert
wird und das RNA-Replikon replikationsdefizient ist (Lo et. al. 2003).
PWNV Rluc2a HDVr SLAMutLl (SFri59): Diese Replikon cDNA enthalt Mutationen in der
kodierenden Sequenz des stem-loop A der 5'UTR, die einen replikationsdefizienten Phanotyp
zur Folge haben (Dong et. al. 2008). Die Klonierung erfolgte wie fiir pWNV Rluc2a HDVr
CSMut beschrieben. Die site-directed mutagenesis-PCR erfolgte mit den Primern
SLA_MutLl_For und SLA_MutLIl_Rev.
PWNV Rluc2a HDVr DAR1Mut (SFri60): Diese Replikon cDNA enthalt Mutationen in der
Zyklisierungssequenz DAR1 der 5'UTR. Die Klonierung erfolgte wie fiir pWNV Rluc2a HDVr
CSMut beschrieben. Die site-directed mutagenesis-PCR erfolgte mit den Primern
SUTRDAR1MutFor und 5SUTRDAR1MutRev.
PWNV Rluc2a HDVr DAR2Mut (SFri6l): Diese Replikon cDNA enthalt Mutationen in der
Zyklisierungssequenz DAR2 der 3'UTR. Das Sacll-Xbal-Fragment aus pWNV HDVr Subreplicon
2 DAR2Mut (siehe unten) wurde Uber die gleichen Schnittstellen in pWNV Renilla luciferase
FMDV2a HDVFr ligiert.
PWNV HDVr AAU (SFri62): In dieser Replikon cDNA ist die kodierenden Sequenz der AU-
reichen Region der 3'UTR deletiert. Es wurde eine overlap-PCR mit den Primern 3UTRdAUFor
und 3UTRdJAURev in einem Subklon (oben beschrieben fir pWNV HDVr GDA Mutant)
durchgefiihrt. Das Spel-Sacll-Fragment mit der deletierten Sequenz wurde Uber die gleichen
Schnittstellen in pWNV HDVTr ligiert.
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PWNV Rluc2a HDVr AAU (SFri63): Die Klonierung erfolgte wie fir pWNV HDVr AAU
beschrieben, auBer dass das finale Fragment in pWNV Renilla luciferase FMDV2a HDVTr ligiert
wurde.

Plasmide zur Generierung subgenomischer viraler RNAs

pUC18-5'UTR-West Nile Virus (SFril7): Die fiir die 5'UTR kodierende cDNA wurde von
PWNVRep mittels PCR mit den Primern 5UTRWestFor und 5UTRWestRev amplifiziert und
Uber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und Smal in pUC18 ligiert.

pUC18-3'UTR-West Nile Virus (SFril8): Die fir die 3'UTR kodierende cDNA wurde von
pPWNVRep mittels PCR mit den Primern 3UTRWestFor und 3UTRWestRev amplifiziert und
Uber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und Xbal in pUC18 ligiert.

PWNV HDVr Subreplicon 2 (SFri23): Dieses Plasmid kodiert fiir eine subgenomische RNA des
WNV (sgRNA). pWNVRep wurde mit Aflll und Mfel geschnitten und anschlieBend mit Mung
Bean Nuklease behandelt und religiert. Das resultierende Plasmid kodiert fiir die 5'-
terminalen 184 Nt und die 3'-terminalen 611 Nt der genomischen RNA des WNV. Die
Einflihrung der kodierenden Sequenz fiir das Hepatitis Delta Virus Ribozyms (HDVr) erfolgte
wie far pWNV HDVr beschrieben.

PWNV HDVr Subreplicon 2 CSMut2 (SFri26): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz CS der 5'UTR Uber site-directed

mutagenesis-PCR in zwei Schritten mit den Primerpaaren 5'CS Mut 1 For und 5'CS Mut 1 Rev
sowie 5'CS Mut 2 For und 5'CS Mut 2 Rev eingefiihrt.

PWNV HDVr Subreplicon 2 3'CSMut2 (SFri27): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
CSMut2 wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz CS der 3'UTR Uber site-directed
mutagenesis-PCR in zwei Schritten mit den Primerpaaren 3'CS Komp 1 For und 3'CS Komp 1
Rev sowie 3'CS Komp 2 For und 3'CS Komp 2 Rev eingefiihrt.

PWNV HDVr Subreplicon 2 SLA MutLI (SFri28): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
wurden Mutationen in der kodierenden Sequenz des stem-loop A der 5'UTR lber site-
directed mutagenesis-PCR mit den Primern SLA MutLI For und SLA MutLI Rev eingefihrt.
PWNV HDVr Subreplicon 3 (SFri30): Dieses Plasmid kodiert fiir eine subgenomische RNA des
WNV (sgRNAAAU). pWNV HDVr Subreplicon 2 wurde mit Nsil und Sacll geschnitten und
anschliefend mit Mung Bean Nuklease behandelt und religiert. Das resultierende Plasmid
kodiert flir die 5'-terminalen 184 Nt sowie fiir die Nukleotide 21-37 und 428 - 631 der 3'UTR
der genomischen RNA des WNV.

PWNV HDVr Subreplicon 2 DAR2Mut (SFri31): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz DAR2 der 3'UTR uber site-directed
mutagenesis-PCR mit den Primern 3UTRDARMutFor und 3UTRDARMutRev eingefiihrt.
PWNV HDVr Subreplicon 2 DAR2comp (SFri32): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
DAR2Mut wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz DAR2 der 5'UTR (iber site-
directed mutagenesis-PCR mit den Primern 5UTRDARcompFor und S5UTRDARcompRev
eingefihrt.
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PWNV HDVr Subreplicon 2 DAR1Mut (SFri33): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz DAR1 der 5'UTR Uuber site-directed
mutagenesis-PCR mit den Primern SUTRDAR1MutFor und SUTRDAR1MutRev eingefiihrt.
PWNV HDVr Subreplicon 2 DAR1comp (SFri36): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon 2
DAR1IMut wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz DAR1 der 3'UTR (iber site-
directed mutagenesis-PCR mit den Primern 3UTRDAR1compFor und 3UTRDARlcompRev
eingefihrt.

PWNV HDVr Subreplicon 2 3UTRUARMut (SFri34): Ausgehend von pWNV HDVr Subreplicon
2 wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz UAR der 3'UTR Uber site-directed
mutagenesis-PCR in zwei Schritten mit den Primerpaaren 3UTRUARMutFor 1  und
3UTRUARMutRev 1 sowie 3UTRUARMutFw und 3UTRUARMutRv eingefiihrt.

PWNV HDVr Subreplicon 2 5UTRUARcomp (SFri35): Ausgehend von pWNV HDVr
Subreplicon 2 3UTRUARMut wurden Mutationen in der Zyklisierungssequenz UAR der 5'UTR
Uber site-directed mutagenesis-PCR  mit den Primern 5UTRUARcompFor und
S5UTRUARcompRev eingefiihrt.

PWNV HDVr Subreplicon 2 AUcomplete (SFri67): Dieses Plasmid kodiert fiir eine
subgenomische RNA des WNV (ngNAm"d). Durch site-directed mutagenesis-PCR mit den
Primern SubAUFor und SubAURev, Phosphorylierung und Religation wurde die kodierende
Sequenz fir die 3'UTR komplettiert. Das resultierende Plasmid kodiert fiir die 5'-terminalen
184 Nt sowie fir die 3'-terminalen 631 Nt der 3'UTR der genomischen RNA des WNV.

pCDNA5/TO-Expressionskonstrukte

Die cDNAs, die fiir die AUF1-Isoformen p37, p40, p42 und p45 kodieren, wurden durch RT-
PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern hnRNPD HindlIll und hnRNPD Xhol
amplifiziert und Gber die Hindlll- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in pCDNA5/TO ligiert.
Eine flr einen FLAG-tag kodierende Sequenz wurde (iber den forward Primer eingefiigt.
Daraus ergaben sich die Plasmide pCDNAS5/TO-FLAG-AUF1p37 (SFri46), pCDNA5/TO-FLAG-
AUF1p40 (SFria5), pCDNAS5/TO-FLAG-AUF1p42 (SFri44) und pCDNAS5/TO-FLAG-AUF1p45
(SFria3).
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3'UTR West-Nil-Virus

AU-reiche Region

Abb. 46. Eine Strukturvorhersage der 3'-terminalen
631 Nukleotide der 3'UTR wurden mit dem RNA-
Faltungsprogramm mfold (Zuker 2003) erstellt. Die
AU-reiche Region am 5'-Ende der 3'UTR ist mit einer
roten Linie gekennzeichnet. Die Zyklisierungs-
sequenz 3'CS ist mit einer schwarzen Linie markiert.
Der 3'-terminale stem-loop 3'SL ist mit einer
Klammer versehen.
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