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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Respiratorische Infektionskrankheiten sind weltweit stark verbreitet und werden u. a. durch
Rhino-, Influenza-, Adeno- oder Coronaviren, aber auch durch bakterielle Keime wie
Mycoplasmen und Chlamydien ausgelost. Im Winter 2002/2003 kam es in der
sudchinesischen Provinz Guangdong zum Ausbruch einer schweren Lungenerkrankung, die
mit einer hohen Mortalitdt von ca. 10 % einherging und aufgund ihres schweren
Krankheitsbildes ,severe acute respiratory syndrome“ (SARS) genannt wurde. Der
ursachliche Erreger konnte der Virusfamilie Coronaviridae zugeordnet werden (SARS-CoV).
Das Membran- oder M-Protein der Coronaviren ist das in der Virushille am haufigsten
vorkommende Protein und dient durch die Interaktion mit allen viralen Strukturproteinen als
Gerlst fur die Assemblierung neuer Virionen im ER-Golgi-intermedidren Kompartiment
(ERGIC). In der vorliegenden Arbeit wurde die Topologie, die Prozessierung und der
intrazellulare Transport des SARS-CoV M-Proteins charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass
das M-Protein eine kurze N-terminale Ektodomane, drei transmembranale Segmente und
eine C-terminale Endodomane besitzt. Nach rekombinanter Expression und in SARS-CoV
infizierten Zellen lag das M-Protein sowohl in unmodifizierter Form als auch N-glykosyliert
vor. Nach Mutation der N-Glykosylierungsstelle des M-Proteins innerhalb eines infektiosen
cDNA-Klons des SARS-CoV konnten rekombinante Viren gewonnen werden, die hinsichtlich
ihrer Wachstumseigenschaften und ihrer Morphologie dem Wildtyp-Virus glichen
(Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. C. Drosten, Bernhard-Nocht Institut Hamburg).
In Immunfluoreszenzanalysen wurde eine glykosylierungsunabhangige Akkumulation des M-
Proteins im ERGIC und im Golgi-Komplex beobachtet. Ein Teil des M-Proteins konnte nach
rekombinanter Expression an der Plasmamembran und in endozytierten Vesikeln detektiert
werden. Die Re-Endozytose des M-Proteins wird durch den C-Terminus des Proteins
vermittelt und ist vermutlich nicht mit der Anreicherung des Proteins im ERGIC/Golgi-
Komplex assoziiert. Ferner konnte in Koexpressionsstudien gezeigt werden, dass das M-
Protein die intrazellulare Lokalisation des an der Oberflache exprimierten Spike-Proteins
beeinflusst und in perinuklearen Bereichen zuriickhalt.

Die in dieser Arbeit untersuchte N-Glykosylierung des SARS-CoV M-Proteins und der
Einfluss des Proteins auf den unterdrickten Transport des hochimmunogenen Spike-
Proteins an die Zelloberflache koénnten einen modulatorischen Effekt auf die

Viruspathogenese und die Immunantwort des Wirtes ausuben.
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2 Einleitung

2.1 Einfahrung

Virale respiratorische Erkrankungen treten meist saisonal auf und kénnen sowohl lokal
begrenzte Endemien als auch globale Pandemien auslésen. AulRer der durch Influenza-Viren
verursachten pandemischen Grippe, die allein im Jahr 1918 Millionen von Menschen das
Leben kostete, verlaufen die unter ,grippalen Infekten® zusammengefassten Erkaltungs-
krankheiten meist inapparent oder subklinisch (Taubenberger & Morens, 2006). Ausloser
hierflr sind Gberwiegend humanpathogene Vertreter der Adeno- oder Coronaviren (Tyrrell et
al., 1993).

Der Ausbruch atypischer Pneumonien in der sidchinesischen Provinz Guangdong im
November und Dezember 2002 erzeugte zunachst kaum o6ffentliches Interesse. Innerhalb
weniger Wochen erhdhte sich jedoch die Anzahl an Patienten mit hohem Fieber, Atemnot
und trockenem Husten sowohl in den landlichen Gebieten als auch in der nahe gelegenen
Metropole Hongkong dramatisch (Lee et al., 2003). Anfang Marz 2003 wurden zudem erste
Verdachtsfalle betroffener Personen in Kanada registriert (Poutanen et al., 2003).
Schatzungsweise 20 bis 30 % der Patienten bendtigten eine intensiv-medizinische
Behandlung, und die Letalitatsrate lag bei ca. 10 % (Booth et al., 2003; Lee et al., 2003;
WHO, 2003b). Die Beflirchtung des Auftretens einer Pandemie, verursacht durch eine
unbekannte und hochinfektiose respiratorische  Erkrankung, veranlasste die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) am 12. Marz 2003 erstmals in ihrer 60-jahrigen
Geschichte eine globale Warnung vor einer Infektionskrankheit auszusprechen. Die
Erkrankung wurde aufgrund ihres schweren Krankheitsbildes ,severe acute respiratory
syndrome — SARS* benannt (WHO, 2003b).

Innerhalb kurzester Zeit wurden die klinischen Symptome vollstandig beschrieben (Lee et al.,
2003; Peiris et al., 2003), das Genom komplett sequenziert (Marra et al., 2003; Rota et al.,
2003) und der Erreger identifiziert (Drosten et al., 2003; Fouchier et al., 2003; Ksiazek et al.,
2003). Aufgrund molekularbiologischer und elektronenmikroskopischer Untersuchungen
wurde das analysierte Virus der Familie der Coronaviridae zugeordnet. Bis zum erklarten
Ende des SARS-Ausbruchs am 5. Juli 2003 wurden weltweit mehr als 8000 Falle von SARS-

assoziierten Coronavirus (SARS-CoV) Infektionen dokumentiert.
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2.2 Taxonomie

Die Coronaviren bilden zusammen mit den Toroviren die Familie der Coronaviridae, die mit
den Arteriviridae und den Roniviridae zur Ordnung der Nidovirales gehoéren.

Aktuell werden die Coronaviren in drei Gruppen unterteilt. Charakteristische Vertreter ihrer
jeweiligen Gruppe sind das transmissible Gastroenteritis Virus der Schweine (TGEV -
Gruppe 1), das Maus Hepatitis Virus (MHV — Gruppe 2) und das aviare infektiése Bronchitis
Virus (IBV — Gruppe 3), die nach Infektion ihrer spezifischen Wirte Atemwegs- und
Durchfallerkrankungen zur Folge haben. Abhangig vom Virusstamm zeigen sich jedoch
deutliche Unterschiede im Schweregrad des Krankheitsverlaufes. Das TGEV verursacht eine
schwere klinische Symptomatik des respiratorischen Traktes und des Darms von Ferkeln
und fuhrt aufgrund der hohen Mortalitdtsrate zu grolen dkonomischen Verlusten in der
Fleischindustrie (Enjuanes et al., 1995; Weiss & Navas-Martin, 2005). Das humane
Coronavirus 229E (HCoV-229E — Gruppe 1) wird flir ein Drittel der Erkaltungserkrankungen
im Winter verantwortlich gemacht (Monto & Lim, 1974; Tyrrell et al.,, 1993). Erst kurzlich
wurden zwei weitere humane Coronaviren identifiziert (HCoV-HKU1 und HCoV-NL63), von
denen das HCoV-NL63 mit schweren Atemwegserkrankungen und Krupp assoziiert zu sein
scheint (van der Hoek et al., 2004; van der Hoek et al., 2005; Woo et al., 2005). Das SARS-
CoV wurde phylogenetisch zunachst als frihe Abspaltung der Gruppe 2 eingestuft
(Eickmann et al., 2003). Diese Einteilung wird vom Internationalen Komitee zur
Virustaxonomie unterstitzt (ICTVdB, 2006). Neuere Stammbaumanalysen lassen hingegen
vermuten, dass das SARS-CoV zusammen mit einigen Fledermaus-Coronaviren der Familie
Rhinolophidae einer neuen vierten Gruppe der Coronaviren zuzuordnen ist (Tang et al.,
2006). Die potentielle flnfte Gruppe wird ausschliefllich von Fledermaus-Coronaviren

unterschiedlicher Spezies konstituiert (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Phylogenetische Einordnung der bekannten humanen und animalen
Coronaviren (Tang et al., 2006)

Gruppe 1 Humanes Coronavirus 229E (HCoV-229E)

Felines Coronavirus (FCoV)

transmissibles Gastroenteritis Virus der Schweine (TGEV)
epidemisches Diarrh¢ Virus der Schweine (PEDV)
Humanes Coronavirus NL63 (HCoV-NL63)
Fledermaus-Coronaviren (Bt-CoV) verschiedener Spezies
Gruppe 2 Humanes Coronavirus OC43 (HCoV-0C43)

Bovines Coronavirus (BCoV)

Maus Hepatitis Virus (MHV)

Humanes Coronavirus HKU1 (HCoV-HKU1)

Gruppe 3 Infektidses Bronchitis Virus der Vogel (IBV)

Truthahn Coronavirus (TCoV)

Potentielle Gruppe 4 | SARS-CoV

Fledermaus-SARS-CoV (bat-SARS-CoV)

Fledermaus-Coronaviren (Bt-CoV) verschiedener Spezies

Potentielle Gruppe 5 | Fledermaus-Coronaviren (Bt-CoV) verschiedener Spezies

2.3 Epidemiologie und Pathogenese

Die Mehrzahl der in den letzten Jahrzehnten neu aufgetretenden Infektionskrankheiten beim
Menschen, wie z.B. AIDS (HIV), hamorrhagische Fiebererkrankungen (Ebola-Virus) oder die
Grippe (aviare Influenza-Viren H5N1), resultierte aus der Ubertragung zoonotischer RNA-
Viren vom Tier auf den Menschen (Keele et al., 2006; Subbarao et al., 1998). Hierbei spielen
vor allem Fledertiere eine entscheidende Rolle, da sie als einzige Wirbeltiere fliegen kdnnen
und geographisch weit verbreitet sind. Fur einige hochpathogene Viren wurde gezeigt, dass
Fledertiere das naturliche Reservoir darstellen (Calisher et al., 2006; Leroy et al., 2005).

Nach Ausbruch der SARS-Epidemie im Jahre 2002 konnte mittels epidemiologischer
Untersuchungen gezeigt werden, dass die meisten der in der frihen Phase des Ausbruchs
erkrankten Personen engen Kontakt zu exotischen Tieren auf Markten in der
sudchinesischen Provinz Guangdong hatten (WHO, 2003a; Zhong et al., 2003). Die Suche
nach dem mdglichen Trager des SARS-CoV konzentrierte sich zunachst auf die zu den
Schleichkatzen gehdrenden Larvenroller (Paguma larvata), die chinesischen Sonnendachse

(Melogale moschata) und die Marderhunde (Nyctereutes procyonoides), da aus ihnen ein
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dem Erreger ahnliches Virus isoliert werden konnte (Guan et al., 2003; Kan et al., 2005). Zur
Einddmmung des SARS-Ausbruchs wurden die genannten Tierarten von den Markten in der
Provinz Guangdong verbannt und grofdtenteils vernichtet (Watts, 2004). Spatere
experimentelle Infektionen von Sonnendachsen und Larvenrollern mit humanen Isolaten des
SARS-CoV flhrten jedoch zu offensichtlichen klinischen Symptomen. (Martina et al., 2003;
Wu et al., 2005). Diese Tatsache lasst es unwahrscheinlich erscheinen, dass diese Tiere das
natlirliche Reservoir des SARS-CoV darstellen. Neuere Studien zeigen, dass ein
phylogenetischer Vorganger des SARS-CoV sein naturliches Reservoir in den zu den
Fledermausen gehoérenden Hufeisennasen (Rhinolophidae) hat (Lau et al., 2005; Li et al.,
2005; Tang et al., 2006). Vermutlich Gibertrug sich dieses Fledermaus-Coronavirus zunachst
auf Larvenroller und Sonnendachse (,Zwischenwirte®), in denen es zirkulierte und sich tber
die Exkremente auf den Tiermarkten ausbreitete (Song et al., 2005). Durch engen Kontakt
zwischen infizierten Tieren und Menschen kam es zu ersten, vermutlich sehr ineffizienten
Ubertragungen des SARS-ahnlichen Virus, die sporadische Erkrankungen beim Menschen
zur Folge hatten (Peiris et al., 2004). Als Resultat eines einzigartigen Replikationsprozesses
ist bei Coronaviren eine hohe Mutationsrate zu beobachten, was den Viren eine schnelle
Anpassung an neue Wirte und 6kologische Nischen ermdéglicht (Siddell, 1995). So konnte
sich das SARS-CoV bis zur zweiten Ausbruchswelle im Januar 2003 an den Menschen
adaptieren und das Potential fiir eine direkte Ubertragung von Mensch-zu-Mensch erlangen
(Holmes, 2005).

Obwohl die Immunpathogenese der SARS-CoV Infektion noch zum gréfiten Teil
unverstanden ist, weisen in vitro-Studien infizierter Makrophagen und dendritischer Zellen
auf eine schwache oder ineffiziente Induktion antiviraler Cytokine (Interferon-g. und -g) hin
(Cheung et al., 2005; Ziegler et al., 2005). Diese induzierbaren Cytokine stellen die erste
unspezifische und nichtadaptive Abwehrreaktion eines Organismus auf eine Infektion dar.
Interferon (IFN)-a. und -B (Typ | Interferone) werden von den infizierten Zellen synthetisiert
und in den extrazelluldren Raum abgegeben (Ubersichtsartikel: (Haller et al., 2006).
Ausschlaggebend fiir einen schweren und tédlichen Verlauf von SARS scheint neben einem
fehlerhaften Zusammenspiel der angeborenen und erworbenen Immunitat, das Alter und die
Morbiditat des Patienten zu sein (Cameron et al., 2007; Huang et al., 2005; Wong et al.,
2004a).

Derzeit existiert keine spezifische Therapie gegen SARS. Die Behandlung der unter
Quarantane stehenden Patienten erfolgte durch eine Kombination von Ribavirin, Oseltamir
und Antibiotika, wodurch insbesondere die Gefahr einer sekundaren bakteriellen oder viralen
Infektion minimiert werden sollte (Lee et al., 2003; Peiris et al., 2003). Eine zusatzliche
Kortikosteroid-Behandlung diente der Immunsuppression, da die Lungenschaden zumindest

teilweise auf der GUbermaRigen Freisetzung proinflammatorischer Zytokine beruhten (Nicholls
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et al., 2003). In vitro-Studien =zeigten, dass Interferon-aa im Gegensatz zum
Nukleosidanalogon Ribavirin eine inhibierende Wirkung auf das Wachstum des SARS-CoV
besitzt (Cinatl et al., 2003; Leong et al., 2004).

Eine effektive Impfung gegen SARS-CoV ist zurzeit nicht verfligbar, allerdings konnten erste
Erfolge mit neu entwickelten Impfstrategien erzielt werden. Die Verwendung einer DNA-
Vakzine, die fiur ein virales Strukturprotein kodiert, fihrte zur Reduktion der viralen
Replikation in infizierten Mausen (Yang et al., 2004). In Kleintiermodellen konnte eine aktive
Immunisierung durch die Gabe eines inaktivierten SARS-CoV (Tang et al., 2004) oder eines
rekombinanten Vaccinia- (Bisht et al., 2004) oder Parainfluenza-Virus (Bukreyev et al., 2004)
erzielt werden. Die daraus resultierende Immunantwort induziert die Bildung
neutralisierender Antikdrper, die eine SARS-CoV Infektion unterdriicken kénnen. Durch eine
passive Immunisierung mittels humaner monoklonaler Antikdrper konnte in Mausen (Traggiai
et al., 2004) und Frettchen (ter Meulen et al., 2004) eine Reduktion der Viruslast in der
Lunge der infizierten Tiere nachgewiesen werden. Inwieweit all diese Strategien zu einer
sicheren und wirkungsvollen SARS-Impfung beim Menschen flhren, ist bis jetzt noch nicht

abzusehen.

2.4 Lebenszyklus der Coronaviren

Die Ubertragung von Coronaviren erfolgt Uber Tropfcheninfektion, bei der virushaltige
Aerosole auf die Epithelien des oberen respiratorischen Traktes gelangen (Seto et al., 2003;
Siddell, 1995). Der virale Replikationszyklus beginnt mit der Anlagerung des Virus an die
Zelloberflache. Das virale Spike-Protein interagiert hierbei mit dem zelluldaren Rezeptor,
wodurch eine Anderung der Protein-Rezeptor-Konformation die Fusion der viralen mit der
zellularen Membran vermittelt (Matsuyama & Taguchi, 2002). Fir das TGEV und das
humane HCoV-229E wird postuliert, dass die Fusion von Virushille und zellularer Membran
im Endosom der Zielzelle erfolgt (Hansen et al., 1998; Nomura et al., 2004). Virale Partikel
des MHV scheinen hingegen direkt mit der Plasmamembran zu verschmelzen (Zelus et al.,
2003). Fur das SARS-CoV ist neben dem endosomalen auch der sehr effiziente nicht-
endosomale Eintritt in die Zelle zu beschrieben (Matsuyama et al., 2005; Simmons et al.,
2005; Simmons et al., 2004). Nach der Freisetzung des 27 kb-groBen RNA-Genoms
positiver Polaritdt in das Zytoplasma der infizierten Zelle Ubernimmt die zellulare
Translationsmaschinerie zunachst die Synthese von Proteinen, die fur die virale Replikation
und Transkription essentiell sind. Der erste offene Leserahmen (engl.: open reading frame =
ORF) 1a des RNA-Genoms kodiert fUr ein ca. 4400 Aminosauren grof3es Vorlauferprotein. In
20-30 % der Translationsvorgange induziert eine Pseudoknotenstruktur der viralen RNA und

eine sogenannte ,slippery sequence” eine ribosomale Leserasterverschiebung kurz oberhalb
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des ORF1a Stopp-Kodons. Die zusatzliche Translation des ORF1b resultiert in der Synthese
des ca. 7000 Aminosaure grof3en Polyproteins 1a/b (Ziebuhr et al., 2000; Ziebuhr et al.,
2001). Die aus der Prozessierung der Polyproteine 1a und 1a/b hervorgehenden viralen
Faktoren, wie z.B. Proteasen, Helikasen und die RNA-abhdngige RNA-Polymerase, lagern
sich an zellulare Membranen an (engl.: double-membraned vesicles = DMV) und
konstituieren den Replikase-Transkriptase-Komplex (Ziebuhr, 2005). Sowohl die Replikation
des viralen Genoms als auch die Transkription subgenomischer mRNAs wird durch die
Aktivitdt dieses Komplexes reguliert (Thiel et al.,, 2003). Die subgenomischen mRNAs
besitzen identische 5°- und 3°-Enden und sind ein Resultat der fur die Coronaviren
charakteristischen  diskontinuierlichen  Transkriptionsstrategie  (Siddell, 1995). Die
Polymerase wird hierbei durch die Anwesenheit von transkriptionsregulierenden Sequenzen
am jeweiligen 5°-Ende gesteuert. Von den unterschiedlich langen subgenomischen mRNAs
wird jeweils nur der erste ORF des 5°-Endes in ein Protein Gbersetzt (Siddell, 1995; Snijder
et al., 2003). Nach der Synthese einer ausreichenden Anzahl an Genom-Kopien und viralen
Proteinen bildet sich im Zytoplasma der infizierten Zelle das helikale Nukleokapsid. Die
Zusammenfuhrung aller viralen Strukturproteine mit dem Nukleokaspid und der
Zusammenbau neuer Viren erfolgt an intrazellularen Membranen im ER-Golgi-intermediaren
Kompartiment (ERGIC; Klumperman et al., 1994; Tooze et al., 1984). Nach der
Morphogenese neuer Viren im ERGIC gelangen diese in den Golgi-Komplex, in dem es zu
weiteren Reifungs- und Modifizierungsschritten der Virionen kommt (Risco et al., 1998;
Tooze et al., 1987). Im Anschluss werden die Viruspartikel durch einen vesikularen Transport
zur Plasmamembran geschleust. Durch die Fusion der mit Virionen-beladenen Vesikel mit
der Plasmamembran gelangen die Viruspartikel in den extrazelluldaren Raum und sind in der

Lage neue, benachbarte Zellen zu infizieren.

2.5 Morphologie der Coronaviren

Der Name Coronavirus wurde Mitte der sechziger Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts
gepragt und steht flr das charakteristische Erscheinungsbild dieser Viren in elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen. Es handelt sich um die einer ,Krone“ (lat. Corona) ahnelnden
Anordnung viraler Membranproteine um das elektronendichte Kapsid des Virus (Abb. 1;
Almeida & Tyrrell, 1967).
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Abbildung 1: Morphologie des SARS-CoV.

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von SARS-CoV Partikeln (zur Verfligung
gestellt von Dr. L Kolesnikova). (B) Schematische Darstellung des Virus (Stadler et al.,
2003)

Nukleokapsid-Protein (N) - Das RNA-Genom der Coronaviren ist mit dem N-Protein
komplexiert. Durch die Bildung von Dimeren und die Assoziation N-terminaler
Proteindomanen mit der RNA entsteht eine helikale Struktur innerhalb des Virions (He et al.,
2004a; Huang et al., 2004a; Yu et al., 2005). Neben seiner Funktion als Strukturprotein wird
ein regulatorischer Einfluss des N-Proteins auf den Zellzyklus vermutet (Wurm et al., 2001).
Es konnte gezeigt werden, dass das N-Protein fur die Replikation und die Generierung des
SARS-CoV von einem infektiosen cDNA-Klon entscheidend ist (Almazan et al., 2004; Yount
et al., 2003). Das N-Protein ist phosphoryliert und im Zytoplasma der infizierten Zelle
lokalisiert (Surijit et al., 2005).

Spike-Protein (S) - Das coronavirale S-Protein ist ein Typ | Glykoprotein, welches N-terminal
im ER durch Zuckerseitenketten modifiziert wird und Trimere bildet (Delmas & Laude, 1990).
Die in der Virusmembran inkorporierten Komplexe verleihen dem Partikel seine
charakteristische ,Krone“ (Almeida & Tyrrell, 1967). Funktionell ist das S-Protein fir die
Interaktion des Virus mit dem Rezeptor der Plasmamembran und somit fiir das Eindringen in
die Wirtszelle verantwortlich. Die Rezeptorspezifitdt der verschiedenen Coronaviren resultiert
in der Wirtsspezifitdt und dem Zell- und Organtropismus. Bislang konnten die Rezeptoren
mehrerer Coronaviren identifiziert werden (Delmas et al., 1992; Tresnan et al., 1996; Yeager
et al, 1992). Der spezifische Rezeptor des HCoV-NL63 und des SARS-CoV ist die
Metallopeptidase Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2; Hofmann et al., 2005; Li et al.,
2003). Die Aminosauren zwischen Position 318 und 510 des SARS-CoV S-Proteins sind fur
die Rezeptorerkennung entscheidend (Wong et al., 2004b). Bei einigen Coronaviren wird das
S-Protein im Laufe der Prozessierung durch eine enzymatische Reaktion in die extrazellulare

S1- und die fur die Membranfusion essentielle S2-Untereinheit gespalten und dadurch
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aktiviert (Cavanagh et al., 1986; Frana et al., 1985; Gallagher & Buchmeier, 2001). Eine
Spaltung des SARS-CoV S-Proteins konnte nicht nachgewiesen werden, so dass sowohl die
Membranfusion als auch die Konformationsanderung des S-Proteins unabhangig von der
proteolytischen Aktivierung zu sein scheint (Follis et al., 2006; Simmons et al., 2004). Im
Laufe der Infektion eines Wirtsorganismus induziert das S-Protein die Bildung
neutralisierender Antikorper, die bei der passiven Immunisierung eine entscheidende Rolle
spielen (Traggiai et al., 2004). Nach rekombinanter Expression reichert sich das S-Protein
des IBV und des TGEV vollstandig im perinuklearen Raum an (Lontok et al., 2004;
Schwegmann-Wessels et al., 2004). Das S-Protein des SARS-CoV kann hingegen an der
Plasmamembran S-exprimierender Zellen detektiert werden (McBride et al., 2007;

Schwegmann-Wessels et al., 2004; Simmons et al., 2004).

Envelope-Protein (E) - Das E-Protein besteht aus 76 Aminosauren und ist ein integrales
Membranprotein, welches tUber das ER und den Golgi-Komplex bis an die Plasmamembran
infizierter Zellen transportiert wird (Corse & Machamer, 2000; Raamsman et al., 2000). Es
wurde gezeigt, dass das SARS-CoV E-Protein die Membran zweimal durchspannt, sodass
die Termini im Zytoplasma lokalisiert sind (Nengo-Cendo-TOpologie). Flr einen geringen Anteil
der E-Moleklle wird hingegen auch eine Topologie vermutet, bei der der C-Terminus der
luminalen Seite bzw. dem extrazellularen Raum und der N-Terminus dem Zytoplasma
zugewandt sind (Nengo-Cexo-TOpologie; Yuan et al., 2006). Homooligomere des SARS-CoV E-
Proteins sind in der Lage lonenkandle zu bilden, deren Bedeutung flr den viralen
Lebenszyklus jedoch unbekannt ist (Wilson et al., 2004). Obwohl das coronavirale E-Protein
nur in geringer Kopienzahl im Viruspartikel vertreten ist, werden ihm bei verschiedenen
Coronaviren zentrale Funktionen bei dem Zusammenbau neuer Viren und der Generierung
Virus-ahnlicher Partikel (engl.: virus like particles = VLPs) zugeschrieben (Corse &
Machamer, 2000; Vennema et al., 1996). Auch fir das SARS-CoV E-Protein wurde diese
Rolle zunachst postuliert (Mortola & Roy, 2004). Neuere Studien zeigen jedoch, dass ein E-
deletiertes rekombinantes SARS-CoV replikationsfahig ist (DeDiego et al., 2007).

Membran-Protein (M) - Das M-Protein der Coronaviren bildet den Hauptbestandteil der
viralen Hulle und besitzt somit eine herausragende Stellung im viralen Lebenszyklus. Es
interagiert mit allen bis jetzt bekannten Komponenten des Virions und dient somit bei der
Assemblierung neuer Viren im ERGIC als ,Gerust* (de Haan et al., 1998a; de Haan et al.,
2000; He et al., 2004b; Narayanan et al., 2000; Nguyen & Hogue, 1997; Opstelten et al.,
1995). Bei einigen Coronaviren ist die Koexpression des M- und E-Proteins fir die Bildung

von VLPs ausreichend (Corse & Machamer, 2000; Vennema et al., 1996). Der Budding-
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Prozess des SARS-CoV scheint hingegen durch die Prasenz der beiden viralen
Genprodukte M und N determiniert zu werden (Huang et al., 2004b).

Das coronavirale M-Protein ist ein Glykoprotein und lasst sich in drei Domanen unterteilen:
eine kurze N-terminale Ektodomane, drei hydrophobe, transmembranale Segmente und eine
lange Endodomane (Armstrong et al., 1984; Rottier et al., 1986). Eine Ausnahme stellt das
TGEV M-Protein dar, dessen C-Terminus sowohl dem Zytoplasma als auch dem ER-Lumen
zugewandt sein kann (Risco et al., 1995). Wahrend die M-Proteine der Gruppe 2-
Coronaviren an Serin- bzw. Threoninresten des Proteins modifziert werden (O-
Glykosylierung), weisen die M-Proteine der Gruppen 1 und 3 die Glykosylierung von
definierten Asparaginresten auf (N-Glykosylierung; de Haan et al., 2003; de Haan et al.,
2002). Obwohl das M-Protein des MHV in Pulse-Chase-Analysen nach weniger als drei
Stunden Uberwiegend in glykosylierter Form vorliegt, scheint diese Modifizierung weder
einen Einfluss auf die Bildung von VLPs (de Haan et al.,, 1998a; de Haan et al., 1998b;
Klumperman et al., 1994) noch auf die Interaktion mit anderen viralen Proteinen zu besitzen
(de Haan et al., 1999; Stern & Sefton, 1982). Nach transienter Einzelexpression bildet das
M-Protein des MHV Homooligomere und akkumuliert im Golgi-Komplex (Klumperman et al.,
1994; Locker et al., 1995; Rottier & Rose, 1987). Das M-Protein des TGEV und des felinen
Coronavirus ist hingegen auch an der Oberflache infizierter Zellen detektierbar (Jacobse-
Geels & Horzinek, 1983; Laviada et al., 1990).

Neben den Hauptstrukturproteinen S, E, M und N kodiert das SARS-CoV noch flr eine
undefinierte Anzahl an zusatzlichen Strukturproteinen, deren Funktion meist unbekannt ist
und deren Aminosauresequenzen keine Ahnlichkeiten mit anderen coronaviralen Proteinen
aufweisen (Marra et al., 2003). Fur das ORF3a-Protein konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass es ebenso wie das M-Protein in die Membran integriert ist und durch die

Bildung von lonenkanalen die Virusfreisetzung férdert (Ito et al., 2005; Lu et al., 2006).

2.6 Zellulare und virale Membranproteine

2.6.1 Synthese und Topologie von Membranproteinen
Der klassische Syntheseweg fur zelluldre und virale Glykoproteine beginnt mit dem

zielgerichteten Transport des wachsenden Polypeptids zum ER (Abb. 2). Hierbei spielen
hydrophobe Signalpeptide innerhalb des Proteins eine entscheidende Rolle. Die
Peptidsequenzen werden von Signalerkennungspartikeln (engl.: signal recognition particle =
SRP) gebunden und die entstehenden Komplexe an spezifische Rezeptoren (engl.: SRP
receptor) der duReren ER-Membran angelagert. Das Signalpeptid interagiert dort mit dem

Sec61p-Komplex, der eine dulRerst dynamische Struktur innerhalb der Membran darstellt und
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die kotranslationale Translokation sowie die Membranintegration des Proteins ermdglicht
(Rapoport, 1991; Rapoport et al., 1996).

Signal-recognition particle Ribosomea
SRP-bound to signal
peptide
i X : L
- — Ty
/d d ( i i
Signal " 1"'\"«. ﬂ-{-i o
peptidea %'
/ Protein Translocating
SRP-receptor © channel polypeptide
{"translocon™) chain

Abbildung 2: Synthese und Insertion eines Proteins in die ER-Membran.

Das Signalpeptid eines an den Ribosomen neusynthetisierten Polypeptids wird durch den
Signalerkennungspartikel (SRP) gebunden. Durch die Interaktion mit dem Rezeptor
(SRP-Rezeptor) gelangt das Polypeptid in den Proteinkanal (Translokon) und wird
kotranslational in die Membran des ER eingebaut (www.nobelprize.org).

Neben dem Signalpeptid des Proteins sind eine Vielzahl an zelluldren Faktoren und
Komplexen an der Translokation und Membraninsertion beteiligt (Gorlich & Rapoport, 1993).
Fur Proteine mit mehreren Membrandurchgdngen wird angenommen, dass die erste
hydrophobe Transmembrandomane des naszierenden Proteins ausschlaggebend fir die
Initiation der Translokation und der Verankerung des Proteins in der Membran des ER ist
(Hessa et al., 2005; Rapoport, 1991). Die Topologie der wachsenden Polypetidkette
innerhalb der ER-Membran wird von positiven und negativen Ladungen der Aminosaurereste
in Nachbarschaft des Transmembranankers bestimmt. Die die Transmembrandomanen
flankierenden Proteinsegmente mit der groReren positiven Ladung sind dem Zytoplasma
zugewandt - ,positive-inside-Regel“ (Goder & Spiess, 2001; von Heijne, 1989). Ob alle
folgenden transmembranalen Helices sich alternierend in die Membran einlagern (Blobel,
1980) oder jede einzelne, interne Transmembrandomane der Ladungsregel folgt (Gafvelin et
al., 1997) ist bislang nicht vollstandig bekannt. Ferner wird ein Einfluss mdglicher
Proteinmodifikationen, wie z.B. der Glykosylierung, auf die Stabilitat bestimmter Topologien
und die Funktion des Proteins diskutiert. AuRerdem scheint die Interaktion mit weiteren
Proteinen sowohl fir die korrekte Topologie als auch fir die Faltung des Proteins eine
wichtige und oft noch nicht charakterisierte Rolle zu spielen (Goder & Spiess, 2001).

Membranproteine werden unabhangig von der Anzahl ihrer Transmembrandomanen in drei

Gruppen unterteilt. Die Vertreter der Gruppe | besitzen eine charakteristische spaltbare
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Signalsequenz, wahrend diese in den Membranproteinen der Gruppe Il und Il nicht vorliegt.
Unterschieden werden die Vertreter der letzteren beiden Gruppen anhand der Lokalisation
ihres jeweiligen N-Terminus im Zytoplasma (Gruppe Il) oder im ER-Lumen (Gruppe Ill). Fur
das M-Protein des MHV wurde gezeigt, dass es ein typisches Typ Il Membranprotein mit
einem zytoplasmatischen C-Terminus und einem luminalen N-Terminus (sogenannte ,Neyo-
Cendo-TOpologie“) darstellt. Die Transmembrandomanen des Proteins generieren jeweils
eigenstandig ihre Insertion und Membranverankerung (Armstrong et al., 1984; Locker et al.,
1992). Das homologe Protein des TGEV zeigt interessanterweise sowohl eine Neyo-Cengo- als
auch eine Ny -Cexo-TOpologie mit einer N-terminalen Signalsequenz (Kapke et al., 1988;
Risco et al., 1995; Risco et al., 1998). Fur das SARS-CoV M-Protein ist weder dessen

Topologie identifiziert noch der Einfluss kotranslationaler Modifikationen analysiert worden.

2.6.2 Glykosylierung
Die Verknupfung mit Zuckerresten ist vermutlich die aufwendigste ko- und posttranslationale

Modifizierung von Proteinen und beeinflusst sowohl die Faltung und Stabilitat als auch die
spatere Funktion des neusynthetisierten Proteins (Abe et al., 2004; Helenius & Aebi, 2001;
Skehel et al., 1984; Wei et al., 2003). Die Bildung von Glykopeptidbindungen ist in allen
lebenden Organismen beschrieben und spiegelt die besondere Bedeutung dieses Prozesses
wieder. Es wurden bis zu 16 Enzyme identifiziert, die an der Synthese von mindestens 41
unterschiedlichen Glykopeptidbindungen beteiligt sind (Spiro, 2002). Die Produkte dieser
enzymatischen Reaktionen lassen sich in finf Gruppen unterteilen. Bei der Mehrzahl der
eukaryotischen Glykoproteine sind die Zuckerreste entweder mit der Aminogruppe von
Asparaginresten (N-Glykosylierung) oder mit der Hydroxylgruppe von Serinen oder
Threoninen (O-Glykosylierung) kovalent verknipft. Uber die vor einigen Jahren identifizierte
Proteinmodifizierung durch die Ubertragung eines a-Mannoserestes auf ein Kohlenstoffatom
eines Tryptophans (C-Mannosyl-Verknipfung) und die Glykosylierung eines Proteins Uber
eine Phosphodiester-Bricke (Phosphoglycosyl-Verknipfung) ist bis jetzt wenig bekannt. Die
Modifizierung mittels Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) hingegen ist sowohl fur
parasitare Proteine als auch fur Membranproteine héherer Eukaryoten vielfach beschrieben.
Hierbei wird ein Mannoserest mit dem Phosphoethanolamin verbunden, welches wiederum
die Verbindung zur terminalen Carboxylgruppe des Proteins herstellt. Es wird vermutet, dass
die Verknupfung mit einem GPI-Anker einen Einfluss auf eine Vielzahl zellularer Prozesse
austibt, wie z.B. auf den intrazellularen Transport und die Endozytose von Proteinen von der

Plasmamembran (McConville & Ferguson, 1993).
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2.6.3 N-Glykolysierung
Die N-Glykosylierung von zelluldren und viralen Glykoproteinen ist eine ubiquitare

Proteinmodifikation, die kotranslational im ER stattfindet. Die potentiellen Empfanger der
Glykane sind Asparagine innerhalb der Konsensussequenz Asparagin — X — Serin/Threonin,
wobei X als Synonym flir eine beliebige Aminosaure auler Prolin steht (Welply et al., 1983).
Es wird vermutet, dass 90 % aller potentiellen Glykosylierungsstellen genutzt werden, so
lange diese den Glykosylierungsenzymen zuganglich sind (Gavel & von Heijne, 1990;
Nilsson & von Heijne, 1993; Petrescu et al., 2004).

ER :
Q } : - ."J
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Cytosol o
Synthesis of IiEIid-Iinked precursor Glycan transfer Trimming and processing
GOLGI
b4
Qo = " (L] ;: M :,;
‘t!rfljf a_ Sx\_‘qcp Q .L'J ( f’ ( 'C" ! J
- - - é - - - = - -
Further trimming Terminal glycosylation

Abbildung 3: N-Glykosylierung von Membranproteinen.

Im ER kommt es ko- und posttranslational zur Ubertragung und Modifizierung von
Glykanstrukturen an Konsensussequenzen neusynthetisierter Peptidketten. In der
schematischen  Darstellung ist eine von vielen mdglichen terminalen
Glykosylierunsschritten im Golgi-Komplex wiedergeben. Mannose (helle Kreise); Glukose
(rote Dreiecke); N-Acetylglucosamin (blaue Quadrate); Galaktose (griine Kreise);
Sialinsaure (graue Raute; Helenius & Aebi, 2001)

Der Biosyntheseweg der N-verknipften Glykanstrukturen beginnt mit dem Aufbau eines
vorwiegend aus Mannoseresten bestehenden Vorlauferoligosaccharides an der
zytoplasmatischen Seite der Membran des rauen ER (Abb. 3). Diese Oligosaccharidstruktur
gelangt in das ER-Lumen und wird dort mithilfe des Enzyms Oligosaccharyltransferase auf
Asparaginreste einer wachsenden Polypeptidkette Ubertragen. Die Enzyme Glucosidase |
und Il und das Enzym ER-Mannosidase katalysieren weitere Prozessierungsschritte, so dass
glykosylierte Proteine mit einer mannosereichen Glykanstruktur in den Golgi-Komplex
eintreten. In diesem Kompartiment werden Mannose-Molekile entfernt und N-

Acetylglucosamine mit der Oligosaccharidstruktur verknipft. Die Anwesenheit von zwei N-
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Acetylglucosaminen an terminalen Positionen der Oligosaccharidstruktur definiert das
Protein als komplex glykosyliert. Diese komplexe Reifung wird durch das Hinzufligen von
Galaktose- und Sialinsdure-Molekulen abgeschlossen (Helenius & Aebi, 2001). Die Vielfalt
der an der Glykosylierung beteiligten Enzyme l|asst eine besondere Bedeutung dieses
Prozesses fur die Synthese und die spatere Funktion neuer Proteine vermuten. Die N-
Glykosylierung viraler Proteine kann neben der Stabilisierung und der Membranintegration
auch fir dessen intrazellulare Verteilung und fir die Immunantwort des Wirtes entscheidend
sein (Laude et al., 1992; Shi & Elliott, 2004; Spiro, 2002; Wei et al., 2003). Fir das SARS-
CoV M-Protein war vor Beginn dieser Doktorarbeit weder die Glykosylierungsstelle
identifiziert noch waren die Auswirkungen der Glykosylierung auf den Transport des Proteins

beschrieben worden.

2.6.4 Proteintransport Gber den sekretorischen Weg
Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht vollstandig verstanden, wie Membranproteine ihren Weg

aus dem ER durch die gestapelte Anordnung von Golgi-Zisternen finden. Es wird vermutet,
dass neu synthetisierte Proteine zunachst an spezialisierten Exportregionen der ER-
Membran in Vesikeln aufgenommen werden (Nishimura & Balch, 1997; Rothman & Wieland,
1996). Der Membrantransport und die Integration der Membranproteine in spezifische
Vesikel (engl.: coat protein complex = COP | und II-Vesikel) wird hierbei von einer Vielzahl
zellularer Faktoren moduliert und kontrolliert, wie z.B. den Rab-GTPasen und SNARE-
Komplexen (engl.: soluble NSF attachment receptor = SNARE). Die Vesikel gelangen
anschlief3end in einen tubularen-vesikularen Transportkomplex (ERGIC), der méglicherweise
wichtige  Funktionen in der Qualitdtskontrolle der Proteinfaltung, sowie der
Proteinkonzentration und dem -transport austibt. Innerhalb der Golgi-Zisternen erfahren die
Membranproteine oft komplexe Modifizierungen, bevor sie Uber das Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) ihr endgultiges Ziel, wie z.B. die Plasmamembran, erreichen (Abb. 4) oder retrograd in
das ERGIC oder ER transportiert werden (Byland & Marsh, 2005; Cole et al., 1998). Der
komplexe Mechanismus des zielgerichteten Transports eines Membranproteins in definierte
zellulare Organellen ist oft noch nicht bis ins Detail verstanden. Es ist bekannt, dass neben
intrinsischen Signalen wie z.B. Peptidsequenzen oder -domanen auch die Bildung von
Protein-Homooligomeren fir die Retention von Membranproteinen im ER oder Golgi-
Komplex ausschlaggebend ist (Jackson et al., 1990; Locker et al., 1995; Weisz et al., 1993).
Ein weiteres Model postuliert, dass die Dicke der Lipidschicht des jeweiligen zellularen
Kompartimentes fur die spezifische Lokalisation integraler Membranproteine entscheidend ist
(Bretscher & Munro, 1993).
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Abbildung 4: Zellulare Kompartimente des sekretorischen Weges.

Nach der Synthese einer neuen Polypeptidkette am rauen ER entscheidet die korrekte
Faltung des Proteins Uber den proteasomalen Abbau im Zytoplasma oder den Eintritt in
den sekretorischen Weg. Gefaltete Proteine gelangen liber spezifische Export-Regionen
in Transportvesikel, durch die sie zunachst zum ERGIC und Golgi-Komplex und dann
Uber das Trans-Golgi-Netzwerk an die Oberflache der Zelle gelangen. ERAD = ER-
assoziierter Abbau (Abbildung modifiziert aus (Ellgaard & Helenius, 2003)

Fir den viralen Lebenszyklus ist die Anreicherung der viralen Strukturkomponenten am Ort
der Virusmorphogenese essentiell. Bei den M-Proteinen der Coronaviren MHV und IBV sind
hydrophobe Transmembrandomanen fir deren vollstindige Retention im Golgi-Komplex
verantwortlich (Armstrong & Patel, 1991; Klumperman et al., 1994; Locker et al., 1994; Swift
& Machamer, 1991). Diese Lokalisation stimmt jedoch nicht mit dem Ort der Virusfreisetzung
neuer Coronaviren Uberein, die im ERGIC stattfindet. Dies macht deutlich, dass weitere
virale Proteine bendtigt werden, um das M-Protein zur Ausschleusungsstelle zu rekrutieren
und den Zusammenbau neuer Viren zu initiieren. Auch der Transport zur Zelloberflache ist
fur viele virale Proteine, wie z.B. fir die M-Proteine des TGEV und des felinen Coronavirus,
beschrieben (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983; Laviada et al., 1990). Wahrend einige virale
Membranproteine von der Plasmamembran in den Uberstand abgegeben werden, gelangen
andere durch Re-Endozytose in das endosomale Kompartiment und werden von dort weiter
verteilt (Huang et al., 2006; Li et al., 1995; Marie et al., 2004; Radsak et al., 1996; Tirabassi
& Enquist, 1998, 1999). Die Re-Endozytose wird meist durch die Interaktion spezifischer
Tyrosin- oder Di-Leucin-Motive im zytoplasmatischen Bereich des viralen Proteins mit der
Clathrin-vermittelten Endozytosemaschinerie induziert und besitzt wichtige Funktionen im
viralen Replikationszyklus und der Regulation der Immunantwort des Wirtes (Bonifacino &
Dell’Angelica, 1999; Bonifacino & Traub, 2003; Marks et al., 1996; Marsh & Pelchen-
Matthews, 2000; Radsak et al., 1996).
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2.7 Fragestellung

Die besondere humanpathogene Relevanz der in den letzten Jahren neu identifizierten
Coronaviren (HCoV-HKU1, HCoV-NL63 und SARS-CoV) flhrte zu einer ungewdhnlich
schnellen molekularbiologischen und proteinbiochemischen Charakterisierung der Erreger.
Frihere Studien an dem gut untersuchten MHV waren hierbei von groRem Wert, da diese
wichtige Vergleichsdaten und experimentelle Ansatze lieferten. Obwohl das SARS-CoV eine
fur die Virusfamilie charakteristische Genomorganisation besitzt, weist die Aminosaure-
sequenz der viralen Strukturproteine nur eine geringe Homologie von 30 % auf (Stadler et
al., 2003).

Das M-Protein des SARS-CoV ist die am starksten vertretene Strukturkomponente der
Virushille. Von anderen Coronaviren ist bekannt, dass das M-Protein eine entscheidende
Rolle im viralen Vermehrungszyklus spielt, indem es den Zusammenbau neuer viraler
Partikel dirigiert (de Haan et al.,, 1998a; de Haan et al., 2000; Nguyen & Hogue, 1997;
Opstelten et al., 1995). Uber die Membrantopologie, die ko- und posttranslationalen
Modifikationen und den Transport des SARS-CoV M-Proteins ist bislang nur wenig bekannt.
Ziel dieser Doktorarbeit war es daher mithilfe eines spezifischen humanen monoklonalen
Antikérpers und durch den Einsatz von Substitutionsmutanten des M-Proteins potentielle
Proteinmodifizierungen zu untersuchen. Des Weiteren sollte die Membranintegration
analysiert und die Determinanten der intrazelluldren Verteilung und des Transports des M-
Proteins aufgeklart werden. Aulerdem war es von Interesse, die Interaktion des M- und S-
Proteins zu untersuchen, die moglicherweise die Lokalisation des S-Proteins beeinflusst
(McBride et al., 2007; Schwegmann-Wessels et al., 2004; Simmons et al., 2004).



Material

17

3 Material

3.1 Gerate

Biofuge 13

Bio-lImager Analyzer BAS-1000
Branson Sonifier 450

Brutschrank 6000

Elektroporator Gene pulser Xcell
Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop
Geiger-Muller-Zahler

GelDoc 2000

Genequant || DNA / RNA Calculator
Horizontalschittler HS 250 Basis

J2 21 Zentrifuge

Klhlzentrifuge 5417R
Laser-scanning Mikroskop 510 Meta
LiCor Odyssey Infrared Imaging System
Light Cycler 2.0

Liquid Scintillation System LS1801
Magnetruhrer IKA-COMBIMAG RCO
Megafuge 1.0R
Metallblockthermostat TCS

Minifuge RF

pH-Meter CG 832

Pipetus® Akku

Power Supply EV231

Primus Thermocycler

Protean Il Gelkammer
Research®-Pipetten

(0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-
1.000 pl)
Sequenzierer
Analysis System
Sicherheitswerkbank

Spot Kamera, Version 3.1.2
Thermomixer 5436

Tischzentrifuge 5145
Transmissionselektronenmikroskop 109
Uberkopfrotierer

UV-Schirm 302 nm
Vakuum-Geltrockner

Vortexer REAX 2000

MegaBACE 500 DNA

3.2 Chemikalien

Aceton
Agarose, ultrarein

Heraeus Sepatech
Fuiji

Heinemann

Heraeus Instruments
Biorad

Sartorius

Zeiss

Berthold

Biorad

Amersham Pharmacia Biotech
IKA Labortechnik
Beckmann
Eppendorf

Zeiss

Biosciences

Roche

Beckmann

IKA Labortechnik
Heraeus Instruments
Lab Tech Barkey
Heraeus Sepatech
Schott Laborgerate
Hirschmann Laborgerate
Consort

MWG Biotech
Biorad

Eppendorf

Amersham Pharmacia Biotech

Heraeus Instruments
Diagnostic Instruments
Eppendorf

Eppendorf

Zeiss

Heidolph Instruments
Bachofer

von Keutz

Heidolph Instruments

Merck Eurolab
Gibco BRL
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Agarose, NA Amersham Pharmacia Biotech
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva

Bromphenolblau (BPB) Serva

1, 4 Diazabicyclo-[2.2.2]-oktan (DABCO) Sigma

DAPI (4’, 6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma-Aldrich

Deconex

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriummethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Dithiothreitol (DTT)

Epon

Essigsaure (HAc)

Ethanol (abs.) EtOH
Ethidiumbromid

Fluoprep

Formaldehyd min 37 %

FUuGENE 6 Transfection Reagent
Geneticin (50 mg/ml)

L-Glutamin 200 mM (100x)
Glycerol
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethan-
Sulfonsaure (HEPES)

Isopropanol

Kristallviolett

Lipofectamine™ Plus
Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol

Methanol (MeOH)

Natriumacetat (NaOAc)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
N(onidet)P40

Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd (PFA)
Plaque-Agarose
Penicillin/Streptomycin 5000 [U/ml
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Plus™-Reagenz
Polyacrylamid-Lésung (29:1)
Protein-A-Sepharose

rotiphorese® Gel 30

Sephadex® G-50 Superfine

N, N, N, N, -
Tetramethylethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris-
Base)

Triton X-100

Tween 20

Bohrer Chemie
Merck Eurolab
Roth

Biorad

Roth
Riedel-de-Haén
Riedel-de-Haén
Roche
bioMérieux
Merck Eurolab
Roche

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Sigma-Aldrich

Merck Eurolab
Roth

Invitrogen
Topfer

Serva
Riedel-de-Haén
Merck Eurolab
Merck Eurolab
Merck Eurolab
Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Merck Eurolab
Biozym

Gibco BRL
Roche
Invitrogen
Biorad
Sigma-Aldrich
Roth
Amersham Pharmacia Biotech
Biorad

Roth

Serva
Serva
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3.3 Verbrauchsmaterialien

4-Kammer-Objekttrager

5 cm-Zellkulturplatten

6 well-Zellkulturplatten

25 cm? Zellkulturflaschen

75 cm? Zellkulturflaschen

Bio-lImage Screen: Imaging plate 2040S
Blottingpapier GB 002 (Whatman 3MM)
Glaskapillaren fur Light Cycler
Gewebekulturréhrchen (Polystyrol)
Immobilon™ P, PVDF-Membran
Kapillarspitzen 200 pl

Nitrozellulose Membran Protran
Objekttrager

Parafilm

PCR-tubes, 0,2 ml

Petrischalen

Pipetten 2 + 10 ml, Cellstar® bio-one
Pipetten 5 ml, serological pipette
Pipettenspitzen, oberflachenoptimiert
Polypropylen-Reaktionsgefalle
Reaktionsgefale 1,5 mlund 2 ml
Prazisions-Klvetten aus Quarzglas
Rontgenfilme (Biomax™ MR)
Zellschaber

3.4 Kits

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit |
DYEnamic ™ ET Dye Terminator Kit
HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Mikrosomale Membranen

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAquick® PCR Purification Kit
QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kit

QIAamp® Viral RNA Mini Kit
SuperSignal Ultra® West Dura Extended
Duration Substrate

TNT® T7 Quick Coupled
Transcription/Translation Kit

Nalge Nunc
Greiner
Greiner
Costar
Costar

Fuiji
Whatman
Roche
Greiner
Millipore
Biozym Diagnostik

Whatman® Schleicher & Schuell

Menzel
Pechiney Plastic Packaging
Biozym
Greiner
Greiner
Sarstedt
Nerbe Plus
Greiner
Eppendorf
Hellma
Kodak
Sarstedt

Peqlab

Amersham Pharmacia Biotech
Qiagen

Promega

Qiagen

Qiagen

Stratagene

Qiagen
Pierce

Promega
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3.5 Puffer und Losungen

3.5.1 Puffer

Blockierungspuffer flr
Immunfluoreszenzanalysen

Blockierungspuffer flir Western
Blot-Analysen

6 x DNA-Probenpuffer

HEPES-Puffer

KolP-Puffer
(Koimmunprazipitations-Puffer)

PBSdef, pH 7,5
(Phosphatpuffer deficient)

10 x Proteingellaufpuffer

4 x Proteinprobenpuffer

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

SDS-PAGE-Trenngelpuffer

2%
5%
0,2 %
0,05 %
in

109
ad 100 mi

0,25 %
40 %
10 %

50 mM
100 mM
1 mM
1%

20 mM
100 mM
5mM
1%

1 mM

1 mM

1 mM

89

0,2g
1,159
0,2g
ad 11

109
30g
250 g
ad 11

10 ml
10 ml
15 ml
12,5 ml
1,25 ml
ad 50 ml

2.5ml
0,1 ml

2,5 ml
0,1 ml

BSA
Glycerol
Tween 20
NaN3
PBSdef

Magermilchpulver
PBSdef

Bromphenolblau
Saccharose
Glycerol

HEPES
NaCl

B-Mercaptoethanol
NP40

Tris/HCI, pH 7,6
NaCl

EDTA

NP40

PMSF

DTT

PMSF

NaCl

KCI
Na2HPO4
KH2PO4
dH,O

SDS
Tris-Base
Glycin
dH,O

Glycin

3-Mercaptoethanol

40 % SDS

3 M Tris-Base

gesattigte BPB-Ldsung in dH,0
dH,0O

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
10 % SDS

2,5 M Tris/HCI, pH 8,8
10 % SDS
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Stripping-Puffer fur Western- Blot

50 x TAE, pH 8,0

10 x TBE, pH 8,0

Transferpuffer, alkalisch

Tris/KCI-Puffer

Western Blot-Antikorper-
Verdinnungspuffer

3.5.2 LoOsungen

Ampicillin-Stammldsung

Fixierer/Entfarber fir Proteingele

100 mM PMSF

10 % SDS

62,5 mM
2%
682 ul

242 g
5719
100 ml
ad 11

108 g
5549
40 ml
ad 11

3M
8 mM

10 mM
150 mM
0,1 %
3%

1%
0,1%
in

100 mg
ad 1 ml

300 ml
100 ml
600 ml

360 mg
ad 21 ml

Tris/HCI pH 6,8
SDS
Mercaptoethanol auf 100 ml

Tris-Base
Essigsaure

0,5 M EDTA, pH 8,0
dH,0

Tris-Base

Borsaure

0,5 M EDTA, pH 8,0
dH,O

NaCl
NaOH

Tris/HCI, pH 8,0
KCI

NP40

BSA

Magermilchpulver
Tween 20
PBSdef

Ampicillin
dH,0O

Ethanol
Essigsaure
dH,O

PMSF
Isopropanol

SDS
H,O
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3.6 Wachstumsmedien

3.6.1 Wachstumsmedien fiir Bakterien

LB-Agar (1,5 %) 3,759
ad 250 ml

LB-Medium 10¢g
59
109
ad 11

3.6.2 Wachstumsmedien fur Sdugerzellen

BHK-21 Medium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetales Kalberserum (FCS)

Opti-MEM® |

Trypsin/EDTA

DMEM(+++) 500 ml
50 ml
5ml
5ml

DMEM(++) 500 ml
5 mi
5ml

3.7 Nukleinsauren und Nukleotide

3.7.1 Nukleinsauren

Bacto-Agar
LB-Medium

NaCl
Hefeextrakt
Pepton
dH,0

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

DMEM

FCS (Fetales Kalberserum)
L-Glutamin 200 mM (100x)
Penicillin/Streptomycin 5000 [U/ml

DMEM
L-Glutamin 200 mM (100x)
Penicillin/Streptomycin 5000 [U/ml

DNA GroRenmarker Il (A.-DNA EcoRI, Hindlll verdaut) Roche

1 kB DNA Ladder, 500 — 1002 bp
100 bp DNA Ladder, 100 — 1517 bp
MassRuler™ DNA-ladder High range

3.7.2 Nukleotide

dATP  2’-Desoxyadenosin 5-Triphosphat
dCTP  2-Desoxycytidin 5’-Triphosphat

dGTP  2-Desoxyguanosin 5’-Triphosphat
dTTP  2’-Desoxythymidin 5’-Triphosphat

New England Biolabs
New England Biolabs
MBI-Fermentas

10 mM New England Biolabs
10 mM New England Biolabs
10 mM New England Biolabs
10 mM New England Biolabs
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3.7.3 DNA-Oligonukleotide
alle Primer wurden von Invitrogen synthetisiert (Orientierung 5'—3’)

SARS-CoV-spezifische Vorwartsprimer

Nr. |Name Sequenz
1311 | NCoV EcoFlag f CAGGAATTCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGTCTG
ATAATGGACCCCAA
1551 | SARS E Eco f CCGGAATTCATGTACTCATTCGTTTCGGAAGAAACAGG
1722 | SARS-M EcoRIfw |CGGAATTCATGGCAGACAACGGTACTATTACCG
1872 | M-NFlag fw CCGGAATTCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGCA
GACAACGGTACTATTACCGTTG
1976 | M N4Q NFlag CCGGAATTCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGCA
GACCAAGGTACTATTACCG
2028 | mut M glyco site GGAGCGTCGCAGCGTAACGGCACTGATTCAGGT
aa185
2038 | mut M glyco site GGAAACTATAAAAACAATACAGACCACGCCG
aa205
2078 | M N4Q EcoRI fw CATGGGAATTCATGGCAGACCAAGGTACTATTACCG
2090 | M glyco aa72 fw GCTGTTGTCTACAGAAATAATTCGGTGACTGGCGGGATTG
2111 | M N4Q inf clone fw | GCTTATCATGGCAGACCAAGGTACTATTACCG
2139 | SARS-M epitope- TACGCATACAACCGCTACCGTATTGGAAACTATAAATTAAA

S30 fw

TACAACTATTAAGGACCTGGACTACAAGGAC

SARS-CoV-spezifische Rickwartsprimer

1420
1723
1829
1873
1874
1875
1880
2009
2029
2039
2040
2041
2042
2043
2079
2091

2112
2140

CoVN Bam rev
SARS-M BanHlI rev
M 1-107 rev
M-CFlag 1-134 rev

M-CFlag 1-159 rev
M-Cflag 1-189 rev
M-CFlag rev

E CFlag BamHI rev
mut M glyco site
aa185 rev

mut M glyco site
aa205 rev

M-CFlag 1-196 rev
M-CFlag 1-212 rev
M-CFlag 1-207 rev
M-CFlag 1-201 rev
M N4Q BamHI rev
M glycol aa72 rev
M N4Q inf clone rev

SARS-M epitope-
Flag rev

CGAGGATCCTTATGCCTGAGTTGAATCAGCAGAAG
CGAGGATCCTTACTGTACTAGCAAAGCAATATTG
CGAGGATCCTTATGAGCGGGTACGAGC
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTTCC
ATGAGCGGTCTGGTCAC
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGTCA
CAGCGCCCTAGGGAGTG
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCATCA
GTGCCTACACGCTGCGAC
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCTGT
ACTAGCAAAGCAATATTGTCGTTGC
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGACC
AGAAGATCAGGAACTCC
ACCTGAATCAGTGCCGTTACGCTGCGACGCTCC

CGGCGTGGTCTGTATTGTTTTTATAGTTTCC

CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTAGTTG
TATGCAGCAAAACCTGAATCAGTGCC
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGCTA
CCGGCGTGGTCTGTATTTAATTTATAG
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTGTAT
TTAATTTATAGTTTCCAATACGGTAGCGG
CGAGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTCCA
ATACGGTAGCGGTTGTATGCAGC
CGGTAATAGTACCTTGGTCTGCCATGAATTCCCATG
CAATCCCGCCAGTCACCGAATTATTTCTGTAGACAACAGC
CGGTAATAGTACCTTGGTCTGCCATGATAAGC
CTCTTTTGGCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCAGGTCC
TTAATAGTTGTATTTAATTTATAGTTTCC
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3.7.4 Vektorspezifische Primer

Nr. |Name | Sequenz

125 [pTM1-F ATT GTATGG GAT CTG ATC TGG
174 |pTM1-R GCC AACTCAGCTTCCTTT CGG

3.7.5 Vektoren und rekombinante Plasmide

pTM1 B. Moss, Bethesda (USA)
pAdTrack-CMV M. Dobbelstein, Gottingen
pAdEasy-1 M. Dobbelstein, Gottingen
pTM1-M Institut fur Virologie, Marburg
pcDNA3.1-S Institut flr Virologie, Marburg
pcDNA3.1-M-Vs/His M. Mdller, Berlin

(HCoV-NL63)
pCAGGS-T7

kloniertes Plasmid
pTM1' E C-Flag
PTM1- N N-Fiag
pTM1' M C-Flag
PTM1- M N.Fiag
pTM1- M 1107 N-Flag
PTM1-M 1134 c-Fiag
PTM1- M 1159 C-Fiag
PTM1- M 1189 C-Fiag
PTM1-M 1196 c-Fiag
PTM1-M 1201 c-Fiag
pTM1- M 1207 C-Flag
PTM1-M 1212 c-Fiag
pTM1- M N4Q
PTM1- M Naq N-Flag

PTM1- M N4q giye site 205 N-Flag
PTM1- M N4q giye site 186 N-Flag
PTM1-M naq giye-site 72 N-Flag

pTM1' M Insert
pTM1' M N4Q Insert

pAdTrack Ny
pAdTrack Ec
pAdTrack My
pAdTrack Mnsa N

pAdTraCk M107 N

Y. Kawaoka, Wisconsin (USA)

Matrizen-DNA Herstellung

Virale cDNA #1551/#2009

Virale cDNA #1311/#1420

pTM1-M #1722/1880

pTM1-M H#1723/#1872

PTM1- M N-Fiag #1829/#1872

PTM1- M cfiag #1722/#1873

PTM1- M ¢ g #1722/#1874

PTM1- M cfiag #1722/#1875

PTM1- M cfiag #1722/#2040

PTM1- M cfiag #1722/#2043

PTM1- M cfiag #1722/#2042

PTM1- M cfiag #1722/#2041

pTM1-M #2078/#2079

pTM1- M N4Q N-Flag #2038/#2039

pTM1- M N4Q N-Flag #2028/#2029

pTM1- M N4Q N-Flag #2090/#2091

pTM1-M hergestellt von A. Lander
pTM1- M hergestellt von A. Lander
pAdTrack + Restriktionsverdau mit
PTM1- N N-Fiag anschlielRender Ligation
pAdTrack + Restriktionsverdau mit
PTM1-E c.riag anschliel’ender Ligation
pAdTrack + Restriktionsverdau mit
PTM1- M Nriag anschlielRender Ligation
pAdTrack + Restriktionsverdau mit
PTM1- M naq N-Fiag anschlielRender Ligation
pAdTrack + Restriktionsverdau mit

PTM1- M 1,107 N-Flag anschliel’ender Ligation
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pAd-GFP N pAdTrack Ny + Rekombination in BJ5183-
pAdEasy1 AD1-Zellen

pAd-GFP Ec¢ pAdTrack Ec+ Rekombination in BJ5183-
pAdEasy1 AD1-Zellen

pAd-GFP My pAdTrack My+ Rekombination in BJ5183-
pAdEasy1 AD1-Zellen

pAd-GFP Mnsan pAdTrack Mnsq n+ Rekombination in BJ5183-
pAdEasy1 AD1-Zellen

pAd-GFP M;g7 n pAdTrack Mo7 vt Rekombination in BJ5183-
pAdEasy1 AD1-Zellen

3.7.6 Vektoren (Marker zellularer Kompartimente)

pECFP-Endo Endozytierte Vesikel

pECFP-ER Endoplasmatisches Retikulum
pECFP-Golgi Trans-mediale Golgi-Region
3.8 Proteine

3.8.1 Enzyme

Alkalische Phosphatase,

Calf Intestinal Phosphatase (CIP; 10 U/pl)
Endo H

PNGase F

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNase A

SAWADY PWO DNA-Polymerase (1 U/ul)
T4 DNA Ligase (4 U / pl)

PfuTurboTM DNA-Polymerase (2.5 U/ul)

3.8.2 Priméare Antikorper

a-Flag® M2 monoklonaler AK

a-Flag® polyklonaler AK aus dem Kaninchen
a-M humaner monoklonaler AK S30

SARS-CoV Serum “Leong” (Human) 01.04.2003
a-S polyklonaler AK S1S2 aus dem Kaninchen
o-ERGIC-53 (G1/93)

a-Giantin (G1/133)

LivingColors, Clontech
LivingColors, Clontech
LivingColors, Clontech

New England Biolabs

New England Biolabs
New England Biolabs
Fermentas

New England Biolabs
Qiagen

Peglab Biotechnologie
New England Biolabs
Stratagene

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Institut fur Virologie, Marburg
Institut fur Virologie, Marburg
Institut flr Virologie, Marburg
Alexis

Alexis
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3.8.3 Sekundare Antikorper

AlexaFluor® 680 Ziege a-Maus IgG (H+L)  Molecular Probes

FITC Esel a-Kaninchen IgG (H+L) Dianova

FITC Ziege a-Maus IgG (H+L) Dianova

IRdye™ 800 Ziege a-Human IgG (H+L) Rockland

POD Kaninchen a-Human IgG (H+L) DAKO-Diagnostika
Rhodamin Red-X Esel a-Human IgG (H+L) Dianova
Rhodamin Ziege a-Human IgG (H+L) Dianova
Rhodamin Ziege a-Kaninchen IgG (H+L) Dianova
Rhodamin Esel a-Maus 1gG (H+L) Dianova

3.8.4 Proteinmarker

Rainbow™ Protein Molecular Weight Marker Amersham Pharmacia Biotech
14,3 - 200 kDa
Prestained Marker PageRuler Fermentas

3.9 Radioaktiv markierte Substanzen

[14C] Rainbow™ Protein Molecular Weight Marker Amersham Pharmacia Biotech
14,3 - 200 kDa

[35S] Redivue Promix™ Cell Labelling Mix (7,5 Amersham Pharmacia Biotech
mCi)

3.10 Zellen und Viren

3.10.1 Prokaryotische Zellen

E. coli Stamm XL1-Blue Stratagene
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F* proAB laclgZAM15
Tn10 (Tetr)]

E. coli ElectroShox™ Bioline
Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZ DM15 AlacX74 recA1 endA1 ara
A139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL (Str®) nupG

E. coli BJ5183-AD1 Stratagene
Genotyp: endA1 sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Strr) [pAdEasy-1 (Ampr)]
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3.10.2 Eukaryotische Zellen

BHK21-T7 Nierenzelllinie des syrischen
Goldhamsters mit stabiler Expression der
T7 RNA-Polymerase
FRHK4 Fotale Epithelzelllinie aus der Niere des
Rhesusaffen
HEK 293 Humane embryonale Nierenzelllinie
transformiert mit adenoviraler (Ad5)-DNA
HelLa Humane Zervixkarzinomzelllinie
HER 911 Humane Retinazelllinie
Huh7-Zellen  humane Hepatomazelllinie
Vero-Zellen Nierenzellen der afrikanischen Meerkatze
3.10.3 Viren
SARS-CoV (Frankfurt) Institut fur Virologie, Marburg
rek. wt SARS-CoV Bernhard-Nocht Institut, Hamburg

rek. M naq SARS-CoV Bernhard-Nocht Institut, Hamburg
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen durch Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermdglicht die Vervielfaltigung spezifischer DNA-

Sequenzen in vitro. Der hierflir notwendige Vorwarts- und Rickwarts-Primer besteht aus 15
bis 25 Nukleotiden, die das 5’- bzw. das 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments
definieren. Entsprechend der Klonierungsstrategie kénnen die Primer im 5-Bereich
zusatzliche Sequenzen flir Schnittstellen von Restriktionsenzymen enthalten.

Ein Reaktionszyklus besteht aus drei verschiedenen Temperaturstufen. Zuerst wird die
doppelstrangige DNA-Matrize durch Erhitzen (Denaturierung) in Einzelstrange uberflhrt.
AnschlieRend wird der Reaktionsansatz auf eine durch die Basensequenz der Primer
festgelegte Temperatur abgekiihlt, damit diese an die komplementaren Sequenzabschnitte
der einzelstrangigen DNA-Matrize binden konnen (Annealing). Nach Hybridisierung der
Primer erfolgt ausgehend vom 3-Ende des jeweiligen Primers die Synthese des
Doppelstranges (Extension). Hierzu wird die Temperatur auf das Aktivitatsoptimum der
hitzestabilen Pwo DNA Polymerase erhoht, die neben ihrer Polymeraseaktivitat Uber eine
Korrekturlesefunktion (3’-5’-Exonukleaseaktivitdt) verfugt. Der Reaktionszyklus wird
mehrfach wiederholt, wobei die zu amplifizierende DNA im Reaktionsgemisch exponentiell
angereichert wird.

Die beiden Reaktionsansatze werden auf Eis angesetzt und erst kurz vor der eigentlichen

PCR-Reaktion zusammengefligt, um unspezifische Amplifikate zu verhindern.

Ansatz A: 40 ng DNA
30 pmol Vorwarts-Primer
30 pmol Ruickwarts-Primer
je 1yl 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
ad 50 pl dH,0

Ansatz B: 10 ul 10x PCR Puffer (20 mM MgS0O4)
1 ul Pwo DNA Polymerase (1 U/pl)
ad 50 pl dH,0

4.1.2 Ortsgerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA
Punktmutationen, Deletionen und Insertionen kénnen mittels in vitro-Mutagenese in Plasmid-

DNA eingebracht werden. Diese Methode basiert auf einer PCR mit spezifischen, zueinander

komplementaren Primern, die die gewlnschte Mutation enthalten. Die Amplifikation erfolgt
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mithilfe der rekombinanten PfuTurbo DNA Polymerase. Anschlielend wird der Ansatz mit 1
Ml der Restriktionsendonuklease Dpnl versetzt und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Das
methylierte Template wird enzymatisch verdaut und die neu synthetisierten, nicht

methylierten Amplifikate konnen fir folgende Analysen verwendet werden.

Ansatz: 10 ng DNA
100 pmol Vorwarts-Primer

100 pmol Ruckwarts-Primer

je 1ul 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

10 pl 10 x PCR Puffer (20 mM MgS0O4)

ad 99 ul dH.O

1l PfuTurbo® DNA Polymerase (2.5 U/pl)
Programm: Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95 °C 30 sec
Denaturierung 16 95 °C 30 sec
Annealing 55°C 1 min
Synthese 68 °C 2 min/kb Plasmidlange

4.1.3 Quantitative Echtzeit-RT-PCR (engl.: real-time RT-PCR)
Fir die quantitative Bestimmung viraler Genom-Kopien im Uberstand SARS-CoV infizierter

Zellen wurde das Prinzip der Echtzeit-RT-PCR verwendet. Diese Methode beruht auf der
Amplifikation von Nukleinsduren mittels herkdmmlicher RT-PCR und zusatzlicher
Quantifizierung der Amplifikate. Die Amplifikation der Proben erfolgt hier in Glaskapillaren,
die ein gunstiges Oberflache-Volumen Verhéltnis besitzen und somit schnelle
Temperaturanderungen ermdoglichen. Der verwendete Enzym-Mix beinhaltet neben der
Reversen Transkriptase auch die DNA-Polymerase, sodass die cDNA-Synthese und die
Amplifikation des viralen Polymerase-Gens mittels PCR direkt aufeinanderfolgend in einem
Reaktionsgefal® stattfinden kann (engl.: One-step-RT-PCR). Durch Zugabe einer
fluoreszierenden sequenzspezifischen Sonde ist es moglich, die Entstehung der Produkte in
Echtzeit zu verfolgen und in Anlehnung an einen Standard zu quantifizieren (quantitative
Echtzeit-RT-PCR). Ein typischer Amplifikationszyklus dauert maximal 60 Sekunden, so dass

eine komplette Amplifikationsreaktion von 30 Zyklen ca. 30 Minuten dauert.



Methoden 30

Ansatz: 5l Gereinigte RNA (4.1.7)
12,5 pl 10 x SPL Reaktionspuffer
1,2 ul 50 mM MgSO,

1ul 10 x BSA (1 mg/ml)
0,5 ul Vorwartsprimer (,TMSAR S1%)
0,5 ul Ruckwartsprimer (,TMSARA S2¢)
0,6 ul Sonde (,TMSARP1“)
0,6 ul Superscript I/ Platinum Taqg Mix
3,1 ul H,O
Programm: Zyklen Temperatur Zeit
cDNA-Synthese 1 45 °C 15 min
Denaturierung 1 95 °C 3 min
Denaturierung 40 95°C 15 sec
Synthese 60 °C 45 sec

4.1.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmungen von Nukleinséuren
Die Konzentration von Nukleinsduren in einer Lésung lasst sich in einer Quarzklvette

photometrisch bestimmen. Die Optische Dichte (OD) der Lésung ist bei der Wellenlange 260
nm direkt proportional zu ihrem Nukleinsauregehalt.

Konzentration = Absorption bei 260 nm x Faktor x Verdinnung in H,O

Faktor flir dsDNA = 50 ug / ml bzw. Faktor fiir ssDNA oder RNA = 40 ug / ml
Die Reinheit einer Nukleinsaurelésung lasst sich durch die Bestimmung des Verhaltnisses
der Absorption bei 260 nm und 280 nm abschatzen. Reine Ldsungen besitzen einen
0D260/0D280-Wert von 1,8. Durch Proteinkontaminationen ergeben sich kleinerer Werte,
wobei Verunreinigungen durch Phenol oder RNA in einem deutlich héheren Quotienten

resultieren.

4.1.5 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleins&auren

Agarosegel: 1-1,5 % (w/v) Agarose NA in 1 x TAE-Puffer
Laufpuffer: 1 x TAE-Puffer, pH 8,0

Zunachst werden die zu analysierenden Proben mit 6 x Probenpuffer versetzt. Dieser

Auftragspuffer erhdht die Dichte der DNA-Probe und erleichtert somit das Beladen der
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Geltaschen. Zur GroéfRenbestimmung wird ein DNA-Langenstandard auf dem Agarosegel
aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgt bei 80 — 120 mA. AnschlieRend wird das Gel fir 20
Minuten in wassriger Ethidiumbromidldsung (1 pg/ml) inkubiert. Mithilfe des
Geldokumentationssystems GelDoc2000 bzw. einer Exposition des Gels unter UV-Licht der

Wellenlangen 302 nm wird die DNA sichtbar gemacht.

4.1.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die Extraktion von DNA aus praparativen DNA-Agarosegelen erfolgt mithilfe des QIAquick®

Gel Extraktionskits entsprechend der Herstellerangaben. Die DNA wird nach Reinigung Uber

eine Saulenmatrix in 35 yl dH,O eluiert.

4.1.7 Isolierung von viraler RNA aus dem Uberstand SARS-CoV infizierter Zellen
Zur Extraktion viraler RNA werden 140 pl Zelliberstand von SARS-CoV infizierten Zellen

(MOI 0,05) mit 560 pl AVL-Puffer (inklusive Carrier RNA, die eine mdgliche Degradation der
RNA verhindern soll) aus dem QlAamp® Viral RNA Mini Kit versetzt. Nach Zugabe von 100
%igem Ethanol werden die Proben Uber eine Saule gereinigt, in 60 pl erwadrmten
Elutionspuffer aufgenommen und die Anzahl viraler Genomkopien mittels quantitativer
Echtzeit-PCR bestimmt (4.1.3).

4.1.8 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Doppelstrangige DNA-Molekile kénnen mithilfe von Restriktionsendonukleasen an

spezifischen Erkennungsstellen gespalten werden. Der Restriktionsansatz wird, je nach
verwendetem Enzym, mit 10 x BSA (1 mg/ml) komplementiert und beim jeweiligen

Temperaturoptimum fir eine Stunde inkubiert.

Ansatz fur analytischen Verdau: 0,5 pg DNA
1ul 10 x Puffer (nukleasespezifisch)
1ul 10 x BSA, falls erforderlich
1U Restriktionsendonuklease

ad 10 pl dH,0

Ansatz flir praparativen Verdau: 5 ug DNA
5ul 10 x Puffer (nukleasespezifisch)
5ul 10 x BSA, falls erforderlich
5U Restriktionsendonuklease

ad 50 dH,0
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Die DNA kann gleichzeitig mit zwei Restriktionsenzymen geschnitten werden, sofern diese
hinsichtlich der Temperatur- und Reaktionsbedingungen kompatibel sind. Um fir weitere
Reaktionen stérende Enzym- und Pufferrickstande zu entfernen bzw. die DNA mit der
spezifischen GrofRRe zu isolieren, wird der Restriktionsansatz Uber ein DNA-Agarosegel
aufgereinigt und die DNA in 50 ul dH,O eluiert (4.1.5, 4.1.6).

4.1.9 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA
Zur Vermeidung einer Religation oder Oligomerisierung von Vektoren, die nach Behandlung

mit Restriktionsendonukleasen kompatible Enden besitzen, werden die Phosphate des 5'-
Endes der linearisierten Plasmide durch eine alkalische Phosphatase (engl.: calf intestine
phosphatase, CIP) entfernt. Dazu wird dem Restriktionsansatz 1 pl CIP (10 U/ul) zugesetzt
und fur eine halbe Stunde bei 37 °C inkubiert. Die DNA wird anschlieRend gereinigt (4.1.10).

4.1.10 Reinigung von DNA-Fragmenten
Saubere Nukleinsaurepraparationen sind flr molekularbiologische Experimente essentiell.

Verunreinigungen wie Phenol, Ethanol, Salze, Detergenzien oder Proteine haben einen
negativen Einfluss auf nachfolgende Experimente und werden mithilfe des QIAquick® PCR
Purification Kits nach Herstellerangaben entfernt. Die DNA adsorbiert hierbei an eine

Saulenmatrix und wird in einer entsprechenden Menge dH,0 (30 bis 50 pl) eluiert.

4.1.11 Ethanolfallung von DNA-Fragmenten
DNA lasst sich aus wassriger Losung durch Zugabe von Natriumacetat und Ethanol

prazipitieren.

Ansatz: 1 Vol. DNA-LAsung
0,1 Vol. 3 M Natriumacetatlésung
2,5 Vol. 100 % Ethanol

Die DNA wird durch einen 15-minltigen Zentrifugationsschritt bei 14.000 UpM gefallt und
anschlieltend bei RT getrocknet. Das Pellet wird in einem geeigneten Volumen (z.B. 10 ul

dH-,0 bei einem eingesetzten DNA-Volumen von 10 ul) geldst.

4.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten in linearisierte Vektoren
Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 verknupft freie Phosphate und Hydroxylgruppen von

DNA-Molekulen durch Bildung einer Phosphodiesterbindung unter Verbrauch von
Adenosintriphosphat (ATP). Auf diese Weise kann z.B. ein DNA-Abschnitt in einen
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vorhandenen, ,leeren” Vektor eingebracht werden. Das molare Verhaltnis der verschiedenen

DNA-Molekdule wird bei der Ligation zu Gunsten des Inserts verschoben.

Ansatz: 20 - 200 ng verdaute, gereinigte Insert-DNA
25-50ng linearisierte, gereinigte Vektor-DNA
1ul 10 x Ligationspuffer mit rATP
0,5 ul T4 DNA Ligase (4 U/ul)
ad 10 pl dH,O

Als Religationskontrolle dient ein Ansatz, bei dem die gereinigte Insert-DNA durch dH,O
ersetzt wurde. Die Ligationsansatze werden flir eine Stunde bei RT inkubiert und im
Anschluss vollstandig in Z-kompetente XL1-Blue-Zellen transformiert (4.1.13). Fir die
Elektroporation von kompetenten E. coli Zellen ist es erforderlich die DNA im Ligationsansatz
mittels Ethanolfallung zu reinigen (4.1.11). 1 pl des geldsten Prazipitates wird fur die

Elektroporation eingesetzt (4.1.14).

4.1.13 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen
Rekombinante Plasmide werden zur Vermehrung in Bakterienzellen eingefihrt. Zur

Aufnahme fremder Plasmid-DNA miussen die Zellen zunachst kompetent gemacht werden.
Die Bakterien der Wahl werden mit dem Z-Competent E. coli Transformation Kit™¢
entsprechend den Herstellerangaben behandelt, aliquotiert und bei —80 °C gelagert. Die
aufgetauten Bakterien werden mit der DNA-Lésung (15 ul Ligationsansatz, 10 bis 20 ng
Plasmid-DNA) vermischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.

AnschlieRend werden die Ansatze auf selektiven Agarplatten ausgestrichen (Endkonz.:
Antibiotikum 100 pg/ml) und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.1.14 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen mittels Elektroporation
Die elektrokompetenten DH 10 B Bakterien (ElectroShox) bzw. BJ5183-AD1 Bakterien

werden mit 1 pl geféllter DNA (4.1.11) und 25 pl dH,O gemischt und kurz auf Eis vorgekuhlt.
Der Ansatz wird in eine ebenfalls gekuhlte Elektroporationskivette (2 mm) Uberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgt mit dem Gene Pulser Xcell System bei 2,2 kV, 200 Q und 25 yF. Nach
dem elektrischen Puls werden 200 pl LB-Medium zugesetzt und die Suspension auf zwei bis

drei selektiven Agarplatten ausplattiert (Endkonz.: Antibiotikum 100 pg/ml).

4.1.15 Plasmidpraparationen kleinen Mal3stabes
Mit dem E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit | werden Plasmidpraparationen in kleinem MaRstab

nach Herstellerangaben durchgefihrt. Zur Isolierung von Plasmid-DNA werden einzeln
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gewachsene Bakterienkolonien in jeweils 3 ml LB-Medium mit Antibiotikum (Endkonz.: 100
pg/ml) Ubertragen und Uber Nacht auf einem Schiittler bei 37 °C inkubiert. Die Halfte der
Bakteriensuspension wird pelletiert, lysiert und die DNA extrahiert. Die Plasmid-DNA bindet
an die in einer Saule enthaltene Silikamembran und wird nach mehreren Waschschritten in
50 ul dH,O eluiert. Zur Uberprifung, ob das durch die Bakterien amplifizierte Plasmid die
gewlnschten DNA-Sequenzen beinhaltet, werden 2 ul des gewonnenen Eluates mit
geeigneten Restriktionsendonukleasen verdaut und mithilfe eines analytischen DNA-

Agarosegels analysiert (4.1.5, 4.1.8).

4.1.16 Plasmidpréaparationen grof3en Mal3stabes
Auf der Basis eines positiven Bakterienklons wird unter Verwendung des HiSpeed Plasmid

Maxi Kits eine Plasmidpraparation grolRen Malstabes angefertigt. Zur Anzucht werden 100
ml antibiotikumhaltiges (Endkonz.: 100 pug/ml) LB-Medium mit 100 pl einer Bakterienkultur
des gewinschten Klons inokuliert und bei 37 °C Uber Nacht auf einem Schattler inkubiert.
Die DNA-Extraktion basiert auf einer alkalischen Lyse von Bakterienzellen mit
anschlieBender Adsorption der Plasmid-DNA an eine Anionenaustauscher-Matrix. Nach
mehrmaligem Waschen wird die DNA in 700 pl dH,O aufgenommen und der

Konzentrationsgehalt der DNA photometrisch bestimmt (4.1.4).

4.1.17 Herstellung eines infektiosen SARS-CoV cDNA-Klons
Die Klonierung des SARS-CoV Genoms (Isolat Frankfurt 1, Genbank Nr. AY291315) in einen

BAC-Vektor unter die Kontrolle eines T7-Promotors wurde von Susanne Pfefferle aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Drosten am Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg durchgefihrt
(Pfefferle et al., 2007).

4.1.18 Klonierung der rekombinanten adenoviralen Konstrukte
Die Herstellung rekombinanter Adenoviren erfolgt in Anlehnung an das AdEasy-System

(Abb. 5; He et al., 1998) und basiert auf der Konstruktion replikationsdefizienter Viren.

Ein detailliertes Protokoll wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Vogelstein (Howard
Hughes Medical Institute, USA) unter www.coloncancer.org veroffentlicht und ist in dieser
Arbeit unverandert Ubernommen worden. Zur Klonierung rekombinanter adenoviraler
Konstrukte werden zunachst die SARS-CoV Gene der viralen Strukturproteine M, E und N
separat Uber die Restriktionsstellen Kpnl und Xhol in einen Shuttle-Vektor (pAdTrack CMV)
unter die Kontrolle des Zytomegalievirus (CMV) - Promotors kloniert (4.1.8 - 4.1.15). Die
richtige Orientierung des Transgens im Vektor wird anhand einer Sequenzierungsanalyse
Uberprift. Der Vektor kodiert ebenso fir das grinfluoreszierende Protein (GFP), wodurch

eine schnelle Evaluation der Transfektions- bzw. Infektionseffizienz mdglich ist. Die


http://www.coloncancer.org/�
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Rekombination des Shuttle-Vektors mit dem adenoviralen Plasmid pAdEasy-1, welches das
virale  Ad5-Genom  mit deletiertem E1- und E3-Gen tragt, erfolgt in
rekombinationskompetenten BJ5183-AD1 Bakterien, die mit dem pAdEasy-1 Plasmid bereits
vortransformiert sind. Es werden 0,5 ug des Shuttle-Vektors (pAdTrack CMV-My, Mnaa, Maa1-
107, Ec oder Ny) mit dem Restriktionsenzym Pmel linearisiert, mit Ethanol gefallt und in 6 pl
dH,O aufgenommen (4.1.8, 4.1.11).

Your Favorite Gene (YFG)

Pmei Pacl

Linearize with Pme |
Co-ransform into bacteria
Select with kanamycin

pAd-YFG
Bm > _,-.=='-==::"'-;.
e
;Line:rize with Pac |
LITR 4E1 AE3
1L GFP YFG r -T R;R

Paci Phct
Transl‘ect 293 or 911 cels

Folluw transfection with GFP
Harvest virus in 7 days

B R,

Abbildung 5: Schematische Darstellung des AdEasy-Systems zur Herstellung
rekombinanter Adenoviren.

Das gewlnschte Gen (YFG engl.: your favorite gene) wird zunachst in einen Shuttle-
Vektor (pAdTrack-CMV) unter die Kontrolle des CMV-Promotors kloniert. Durch die
Rekombination homologer Sequenzen des Shuttle- und des pAdEasy-1-Vektors in
BJ5183-AD1 Zellen entstehen rekombinante adenovirale Konstrukte. Die Transfektion
von HEK 293 Zellen mit diesen Plasmiden resultiert in der Produktion rekombinanter
Adenoviren. LITR (engl.: left-hand ITR); RITR (engl.: right-hand ITR); An (engl.:
polyadenylation site) (He et al., 1998)

Die Rekombination des Shuttle-Vektors mit dem pAdeasy-1 Vektor erfolgt in den BJ5183-
AD1 Zellen (4.1.14). Bakterien, die das ca. 36 kbp-groRe Plasmid tragen, besitzen einen
Wachstumsnachteil, sodass am Tag nach der Elektroporation die 20 kleinsten Kolonien von

der Agarplatte gepickt und in 3 ml LB-Medium (inklusive Kanamycin) amplifiziert werden. Die
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Plasmide werden mithilfe des E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit | gereinigt (4.1.15). Nach
erfolgreicher Rekombination besitzt das Plasmid zwei Restriktionsstellen des Enzyms Pacl,
sodass nach elektrophoretischer Auftrennung ein 4,5 kbp-groRes und ein ungefahr 30 kbp-
grolkes Fragment nachzuweisen sind (4.1.5, 4.1.8). Da die BJ5183-AD1 nicht fur eine
effiziente Vermehrung von Plasmiden ausgelegt sind, werden die positiven rekombinanten
Konstrukte in elektrokompetente Bakterien (ElectroShox-Zellen) transformiert und amplifiziert
(4.1.14, 4.1.15).

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Kaultivierung von Vero-, Huh7-, HER 911-, HEK 293- und HelLa-Zellen
Die Zelllinien werden in 75 cm? Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C und unter CO,-

Begasung (5 %) kultiviert. Die zur Passage von Zellen verwendeten Medien und Substanzen
werden im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Als Wachstumsmedium wird DMEM(+++)
verwendet. Die Passage der Zellen erfolgt unter einer Sicherheitswerkbank im Abstand von
drei bis vier Tagen. Der konfluente Zellrasen wird zunachst mit 10 ml PBSdef gewaschen
und anschlielend zum Ablésen der Zellen mit 2 ml Trypsin/ EDTA flr einige Minuten bei 37
°C inkubiert. Durch Zugabe von 8 ml DMEM(+++) wird die Trypsin-Reaktion gestoppt. Die
abgelosten Zellen werden durch mehrmaliges Pipettieren resuspendiert und in der

gewlnschten Verdinnung in neue Zellkulturflaschen oder -platten ausgesat.

4.2.2 Kultivierung von BHK-T7-Zellen
Baby Hamster Kidney- (BHK-) T7-Zellen werden wie unter 4.2.1 beschrieben kultiviert.

Allerdings wird fur diese Zelllinie BHK-21-Medium mit 1 mg/ml Geneticin als Wachstums-
medium verwendet. BHK-T7-Zellen sind stabil mit einem flr die T7-Polymerase kodierenden

Plasmid transfiziert. Geneticin dient als Selektionsmarker der transformierten Zellen.

4.2.3 Transiente Transfektion von BHK-T7-Zellen mit Lipofectamine® Plus
Das Transfektionsreagenz Lipofectamine® Plus maskiert das negativgeladene Phosphat-

rickgrat der DNA durch kationische Lipide. Die zu exprimierenden Gene stehen in den
pTM1-Vektoren unter der Kontrolle eines T7-Promotors. Die zusatzliche Bereitstellung der
T7-RNA-Polymerase erfolgt durch die Kotransfektion des Plasmides pCAGGS-T7 (Neumann
et al., 2002). In diesem Konstrukt steht das T7-Gen unter der Kontrolle des eukaryotischen
B-chicken-fibroblast-Promotors (Niwa et al., 1991).

Zur Transfektion einer Zellkulturplatte mit einem Durchmesser von 5 cm werden folgende

Komponenten eingesetzt:
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Ansatz A: 600 pl Optimem Ansatz B: 600 pl Optimem
4 ug DNA 24 l Lipofectamin®
1 ug pCAGGS-T7
12 pl Plus™-Reagenz

Nach einer 15-minttigen Inkubation der Ansatze A und B bei RT werden diese vereinigt,
grindlich gemischt und nochmals flir 15 Minuten bei RT inkubiert. Vor Zugabe des
Transfektionsansatzes werden die BHK-T7-Zellen einmal mit Optimem gewaschen und pro
well der 6 well-Zellkulturplatte werden 1,5 ml Medium vorgelegt. Es werden 1,2 ml der
vereinigten Transfektionsl6sung zugegeben und die Zellen im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO2-Begasung inkubiert. Nach drei Stunden wird das Transfektionsmedium abgenommen,
einmal mit DMEM (+++) gewaschen. Die Zellen werden mit 5 ml dieses Mediums versetzt

und fur weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

4.2.4 Transiente Transfektion von Huh7-Zellen mit Fugene®
Far Immunfluoreszenzanalysen werden Huh7-Zellen auf runden Deckgléschen (12 mm) in 6

well-Zellkulturplatten ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von ca.
70 % aufweisen. Der lipidbasierte DNA-Transfer mittels Fugene® erfolgt nach Angaben des
Herstellers in einem Fugene-DNA Verhaltnis von 3:1. Zunachst wird das Fugene-Reagenz in
100 pl Optimem vorgelegt und nach finfmindtiger Inkubation die DNA hinzupipettiert. Pro
well werden 2,5 ml Optimem vorgelegt und nach einer weiteren Inkubationszeit von flnf
Minuten kann das DNA-Transfektionsreagenz-Gemisch auf die Zellen gegeben werden. Da
das Fugene®Reagenz nicht toxisch fiir die Zellen ist, kann das DNA-Transfektionsgemisch

fur langere Inkubationszeiten auf den Zellen verbleiben.

Ansatz: 2 ug DNA
0,5 ug pCAGGS-T7
6 ul Fugene

4.2.5 Transiente Transfektion von HER 911- oder HEK 293-Zellen mit Lipofectamine®
Plus

Die Transfektion von HER 911- bzw. HEK 293-Zellen mit adenoviralen Konstrukten zur
Herstellung rekombinanter Adenoviren erfolgt entsprechend der Transfektion von BHK-T7-
Zellen mit dem Lipofectamine® Plus-Reagenz (4.2.3). Um die terminalen Verpackungssignale
und die fir die virale Replikation essentiellen ,inverted terminal repeats® ITR freizulegen, wird
das rekombinante Plasmid mithilfe der Restriktionsendonuklease Pacl linearisiert (4.1.8,
4.1.18).
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Die Deletion des viralen E1-Gens in den rekombinanten Adenoviren verhindert die
Replikation und Produktion infektidser Virionen in Zellen, die das E1 Protein in trans nicht zur
Verflgung stellen. Die verwendeten HER 911- und HEK 293-Zellen exprimieren das E1-
Protein konstitutiv und kompensieren somit diesen Defekt. Aus diesem Grund kann in diesen
Zellen das virale Genom replizieren und das rekombinante Virus amplifiziert werden kann.

Fir subkonfluente Zellen einer 25 cm?-Zellkuturflasche werden folgende Mengen der

einzelnen Komponenten eingesetzt:

Ansatz A: 0,5 ml Optimem Ansatz B: 0,5 ml Optimem
4 ug DNA 20 pl Lipofectamin®
10 pl Plus™-Reagenz

Die Ansatze A und B werden nach einer 15-minitigen Inkubation vereinigt, grindlich
gemischt und nochmals fur 15 Minuten bei RT inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen mit
Optimem gewaschen und 3 ml Optimem auf die Zellen gegeben. Der Transfektionsansatzes
wird nun zum Uberstand zugefiigt und die Zellen im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,-
Begasung fur drei Stunden inkubiert. Das Medium wird abgenommen, die Zellen mit 10 ml

DMEM(+++) versetzt und fur weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

4.2.6 Transiente Transfektion von BHK-T7-Zellen mittels Elektroporation
Zur Herstellung rekombinanter, infektioser SARS-Coronaviren wird das rekombinante

Plasmid in vitro-transkribiert und die entstehende RNA mittels Elektroporation in BHK-T7-
Zellen Ubertragen. Hierzu werden konfluente BHK-T7-Zellen in 2 ml Trypsin vom Boden
geldst und mit PBSdef gewaschen. Das Pellet wird in PBSdef aufgenommen und die Zellzahl
auf 2 x 10’ Zellen pro ml eingestellt. AnschlieRend werden 10 pg der viralen RNA und 5 pg
der RNA des viralen N-Gens mit 400 pl Zellsuspension vermischt und in eine gekuihlte 2 mm-
Klvette transferiert. Die zweimalige Elektroporation erfolgt im Gene Pulser bei 1,5 kV, 25 pF
und «Q. Nach erfolgreicher Durchfiihrung (Zeitkonstante = 0,7 ms) verbleibt die Suspension
bei RT fiir 10 Minuten in der Kiivette bevor sie in zwei neue 75 cm?-Zellkulturflaschen
Uberfihrt wird. Nach 24 Stunden wird der Uberstand der transfizierten Zellen auf
subkonfluente Vero-Zellen Ubertragen, die eine effiziente Anzucht des Virus ermdglichen.
Nach ca. 1-3 Tagen ist ein durch die rekombinanten SARS-CoV erzeugter zytopathischer
Effekt der Zellen zu beobachten. Der Uberstand wird abgenommen, aliquotiert und fiir

spatere Studien bei -80 °C gelagert.
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4.3 Virologische Methoden

4.3.1 Arbeiten mit SARS-Coronavirus
Alle Arbeiten mit dem SARS-Coronavirus — Isolat FRA (Genbank Nr. AY310120) wurden in

einem Sicherheitslabor der Stufe 4 (BSL-4-Labor) am Institut fir Virologie der Philipps-
Universitat Marburg durchgefihrt.

4.3.2 Arbeiten mit rekombinantem SARS-Coronavirus
Alle Arbeiten mit rekombinanten SARS-Coronaviren (Isolat Frankfurt 1, Genbank Nr.

AY291315) wurden in einem Sicherheitslabor der Stufe 4 (BSL-4-Labor) wahrend eines
Forschungsaufenthaltes am Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg in Zusammenarbeit mit S.

Pfefferle und Prof. C. Drosten im Zeitraum von Juni bis Juli 2007 durchgefuhrt.

4.3.3 Plaque-Aufreinigung von rekombinantem SARS-CoV
Nach der SARS-CoV Infektion bilden sich aufgrund des zytopathischen Effektes

makroskopisch sichtbare Areale Iytischer Zellen, sogenannte Plaques, im Zellrasen. Bei
ausreichender Verdlinnung der Virussuspension kann man davon ausgehen, dass ein virales
Partikel einen Plaque generiert. Durch die Isolierung und daran anschliefiende Amplifikation
der in diesem begrenzten Bereich entstandenen Viruspartikel lassen sich mdgliche
Kontaminationen der generierten Virussuspensionen unterbinden.

Fir eine ,Plaque-Aufreinigung” wird zunéchst eine Verdiinnungsreihe von 10 — 10 einer
Virussuspension angesetzt und subkonfluente Vero-Zellen in 6 well-Zellkulturplatten hiermit
infiziert. Nach einer Stunde werden die Inokula abgenommen und die Zellen mit 2 ml eines
1:1-Gemisches einer 2 %igen Plaque-Agarose / PBSdef-Lésung und (2 x) DMEM(+++)
Uberschichtet. Etwa drei Tage spater sind die Plaques mithilfe eines Lichtmikroskopes
sichtbar. Unter der Sicherheitswerkbank wird mit einer sterilen Pipettenspitze in die Agarose
oberhalb der Plaques hineingestochen und ein Teil der Iytischen Zellen in eine
Zellkulturflasche mit frischen Vero-Zellen Ubertragen. Nach etwa zwei Tagen wird der
Uberstand der infizierten Zellen abgenommen. Dieser Vorgang der Isolierung und

anschlieenden Amplifikation des Virus wird zweimal wiederholt.

4.3.4 Titration einer Virussuspension mittels Kristallviolett-Farbung
Zur Bestimmung des Titers einer Virussuspension werden subkonfluente Vero-Zellen in einer

6 well-Zellkulturplatte mit unterschiedlichen Virusverdinnungen in DMEM(++) infiziert. Der
Einsatz von Serum-defizientem DMEM soll die Anzahl der Proteine, die um Bindungsstellen
auf der Zelloberflache kompetitieren verringern und eine effiziente Infektion ermdglichen.
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C werden die einzelnen Inokula

abgenommen und die Zellen in DMEM(+++) fur zwei weitere Tage inkubiert. Anschliel3end
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werden die Zellen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 30 Minuten fixiert. Der zytopathische
Effekt der Zellen lasst sich durch eine 15-mindtige Kristallviolett-Farbung sichtbar machen.
Adharente, uninfizierte Zellen nehmen den Farbstoff auf, wahrend durch infizierte und sich
vom Boden geldste Zellen ungefarbte Areale entstehen (4.3.3). Die Anzahl der Plaques in
den einzelnen Vertiefungen der Zellkulturplatte gibt nach Einbeziehen des
Verdiinnungsfaktors und des eingesetzten Volumens Auskunft Gber die plaque-forming-unit
(PFU)-Konzentration der Virussusupension. Ausgehend von der Annahme, dass ein
infektioses Viruspartikel fur die Bildung eines Plaques ausreicht, ist die Einheit PFU ein
relatives Mald fir die Anzahl infektiéser Partikel. Eine Virusinfektion hangt jedoch von der
zufalligen Interaktion von Viruspartikel und Zelle ab. Demnach steigt mit zunehmender
Anzahl von infektiosen Partikeln die Wahrscheinlichkeit, dass alle Zellen in der
Zellkulturschale infiziert werden. Darauf basierend entstand der Begriff MOI — ,multiplicity of

infection®, der die Anzahl der Viruspartikel pro Zelle wiedergibt.

4.3.5 Infektion von Zellen mit rekombinantem SARS-CoV
Am Tag vor der Infektion werden Vero- oder FRHK4-Zellen in 6 well-Zellkulturplatten oder 25

cm?-Zellkulturflaschen ausgesat, sodass sie am Tag der Infektion eine Konfluenz von etwa
80 % aufweisen. Das Medium DMEM(++) wird auf ein minimales Volumen von 1 ml (6 well-
Zellkulturplatte) bzw. 3 ml (25 cmy-Zellkulturflasche) reduziert und die Zellen mit der
gewunschten MOI infiziert. Nach einer einstindigen Inkubationsdauer bei 37 °C wird das

Inokulum entfernt und die Zellen mit frischem DMEM(+++) versetzt.

4.3.6 Ernte von infizierten Zellen fir anschlieRende SDS-PAGE
24 Stunden nach der Infektion werden SARS-CoV infizierte Zellen zunachst in PBSdef

aufgenommen und bei 1500 UpM fiir zwei Minuten pelletiert. Der Uberstand wird verworfen
und die Zellen in ColP lysiert (4.4.1). Zur Virusinaktivierung wird die Suspension mit 1 %

SDS (Endkonzentration) versetzt und fur folgende Analysen verwendet.

4.3.7 Praparation von infizierten Zellen fur elektronenmikroskopische Studien
SARS-CoV- oder Adenovirus-infizierte Zellen werden 24 Stunden nach der Infektion mit

PBSdef gewaschen und mit einem Zellschaber vom Boden geldst (4.3.5, 4.3.9). Die Zellen
werden bei 1500 UpM zentrifugiert und das Pellet mit 4 % PFA vorsichtig Gberschichtet.
Nach einer Inkubationszeit von mindestens 24 Stunden bei 4 °C wird der Uberstand
verworfen und das Zellpellet mit 1 % Osmiumtetroxid nachfixiert (unter dem Abzug!). Die
Proben werden in Lésungen mit aufsteigenden Ethanol-Konzentrationen dehydriert und das

dunkle Zellpellet in eine Kapsel mit einem Epon-Aceton-(1:1)-Gemisch eingebettet. Nachdem
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das Gemisch bei 60 °C ausgehartet ist, kbnnen Ultradunnschnitte angefertigt und die
Auswertung am Transmissionselektronenmikroskop durchgeflihrt werden.

Fur eine ,Negativ-Farbung® von viralen Partikeln wird 24 Stunden nach der Infektion der
Zellkulturiberstand in einer 37 %igen PFA-LOsung (Endkonzentration: 4 %) und einer 25
%igen Glutaraldehyd-Lésung (Endkonzentration: 0,1 %) aufgenommen und die Viren somit
inaktiviert. Die viralen Partikel gelangen durch einen Zentrifugationsschritt in einer Vakuum-
Zentrifuge bei 100.000 g auf ein Gitterplattchen. Die Behandlung mit 2 % Phosphotungstic-

Saure macht die Partikel mittels Elektronenmikroskopie sichtbar.

4.3.8 Herstellung rekombinanten Adenoviren
Die Bildung rekombinanter Adenoviren kann indirekt Uber die GFP-Expression verfolgt

werden (He et al., 1998). Etwa eine Woche nach der Transfektion der Zielzellen mit dem
rekombinanten Adenovirus-Genom sind typische Adenovirus-induzierte Foci zu beobachten,
die durch den zytopathischen Effekt replizierender Viren entstehen. Die Zellen werden mit
einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche gelést und diese Suspension fir 5
Minuten bei 1.500 UpM zentrifugiert. Das Pellet wird in sterilem PBSdef gewaschen und die
Zellwande werden durch vier Einfrieren-Auftauen-Zyklen (flissiger Stickstoff / 37 °C-
Wasserbad) aufgebrochen. Die Zelltrimmer werden durch einen hochtourigen
Zentrifugationsschritt entfernt und der geklarte Uberstand fiir die Infektion frischer HEK 293-
Zellen eingesetzt oder bei -80 °C aliquotiert gelagert. Nach jeder weiteren

Amplifikationsrunde erhdht sich der Virustiter um etwa das 10-fache.

4.3.9 Infektion von Zellen mit rekombinanten Adenoviren
Am Tag vor der Infektion werden HelLa- oder Vero-Zellen in 6 well Zellkulturplatten oder

Zellkulturflaschen ausgesat, sodass sie am Tag der Infektion eine Konfluenz von ca. 80 %
aufweisen. Zunachst werden die Zellen mit sterilem PBSdef gewaschen und anschlieRend
mit der gewlnschten MOI in DMEM(++) infiziert. Um eine gleichmaRige Infektion der Zellen
zu gewabhrleisten, werden die Zellen auf der Schwenkplattform im Brutschrank fir eine

Stunde inkubiert. Danach wird das Inokulum entfernt und gegen DMEM(+++) ersetzt.

4.3.10 Titration einer Adenovirussuspension mittels Inmunfluoreszenz
HelLa-Zellen werden am Tag vor der Infektion auf 4-Kammer-Objekttragern zu 50.000 Zellen

pro Kammer ausgesat. Zur Infektion der Zellen wird die Virussuspension zunachst 1:100 und
1:10.000 in sterilem PBSdef verdiinnt. Die Zellen werden mit je 1 pl bzw. 10 pl der zwei
Verdinnungsstufen in DMEM(++) infiziert. Die Objekttrager werden fiir drei Stunden im 37
°C-Brutschrank auf der Schwenkplattform inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen mit

sterilem PBSdef gewaschen und in DMEM(+++) inkubiert. Am nachsten Tag werden die
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fixierten und permeabilisierten Zellen gegen das adenovirale E2A-Protein gefarbt und der
Anteil der E2A-positiven Zellen an der Gesamtzellzahl mittels Immunfluoreszenzanalyse
bestimmt (DAPI-Farbung).

Anzahl der E2A-positiven Zellen x 100 = Positive Zellen [%]
Gesamtzellzahl
Positive Zellen [%] x 50.000 ausgesate Zellen = Anzahl der infizierten Zellen
100
Titer = Anzahl der infizierten Zellen = Fluorescence forming unit (ffu) / ml

Virussuspension (in ml) x Virusverdiinnung

4.4 Proteinbiochemische und Immunologische Methoden

4.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Der Zellkulturiiberstand wird 24 Stunden nach der Transfektion vollstdndig abgenommen und

die Zellen mit PBSdef gewaschen. Anschliellend werden die Zellen in 150 ul ColP (1 mM
DTT, 1 mM PMSF) lysiert und zusatzlich mit einem Zellschaber vom Boden der
Zellkulturschale gelést. Um die zellulare DNA zu entfernen wird das Lysat fir zwei Minuten
sonifiziert und bei 6000 UpM geklart. Der Uberstand wird bei 4 °C gelagert bzw. mit SDS-
Probenpuffer versetzt. SDS (Natriumdodecylsulfat) Uberdeckt die Eigenladung von
Proteinen, so dass negativ geladene SDS-Protein-Komplexe entstehen. Durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) kdnnen Proteine Uber diese unterschiedlichen
negativen Ladungen aufgetrennt werden. Das Gelsystem besteht aus einem 4 %igen
Sammelgel und einem Trenngel, dessen Prozentigkeit von der GroRRe der aufzutrennenden
Proteine abhangt. Die Proteingemische werden mit 4 x Proteinprobenpuffer versetzt und im
Fall des SARS-CoV M-Proteins nicht erhitzt aufgetragen. Durch das Mitfihren von
Proteinmarkern lassen sich die Molekulargewichte der Proteine ermitteln. Die
Gelelektrophorese erfolgt in einer Minigelkammer mit Proteingellaufpuffer bei einer
Stromstarke von 25 mA pro Gel.

Nach In vitro-Translation und SDS-PAGE wird das Gel in Fixierer/Entfarber-Losung inkubiert,
kurz in Wasser gespult und fur 30 Minuten auf Whatmann-Papier mithilfe eines Vakuum-

Geltrockners getrocknet. Die Analyse der Signale erfolgt tGiber den Bio-Imager.

4.4.2 Elektrotransfer von Proteinen (Western Blot — wet blot-Methode)
Die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kénnen spezifisch durch Immunfarbung sichtbar

gemacht werden. Hierzu ist der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran

essentiell. Die einzelnen Komponenten der Western Blot-Analyse wie Blot-Schwamme,
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Whatman-Papier und Nitrozellulosemembran werden zunachst in Blot-Puffer getrankt. Der
Aufbau der Apparatur ist wie folgt:
Anode (+ Pol
Blot-Schwamm
1 x Whatman-Papier
Nitrozellulosemembran
SDS-Gel
1 x Whatman-Papier
Blot-Schwamm
Katode (- Pol

Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten des Blots missen durch vorsichtiges
Ausstreichen entfernt werden. Der Transfer erfolgt in der Blot-Kammer bei 60 V flur zwei

Stunden.

4.43 Immunfarbung von Proteinen
Nach dem Elektrotransfer werden unspezifische Proteinbindungsstellen durch eine

einstundige Inkubation der Membran in einer 10 %igen Milchpulver/PBSdef-Lésung inkubiert.
Im Anschluss wird die Membran kurz in PBSdef gewaschen und fiir eine Stunde mit einem
spezifischen Erstantikorper bei RT auf einem Schiittler inkubiert. Nach drei Waschschritten
von je zehn Minuten in PBSdef/0,1 % Tween wird die Membran firr eine Stunde mit AF680-
bzw. IRDye800-gekoppelten Zweitantikorper inkubiert. Im Gegensatz zu den traditionellen
HRP-gekoppelten  Antikdrpern sind die hier verwendeten ZweitantikGrper mit
Infrarotfarbstoffen (Alexa680 oder IRDye800) konjugiert. Um (berschiissige und unspezifisch
gebundene Antikérper zu entfernen wird die Membran dreimal je zehn Minuten in 0,1 %
Tween/PBSdef sowie einmal zehn Minuten mit PBSdef gewaschen. Die Lichtsignale der
gebundenen Zweitantikdrper lassen sich mithilfe des Odyssey® Infrared Imaging Systems

Uber einen langen Zeitraum stabil detektieren und digital dokumentieren.

Verdunnungsverhaltnisse der eingesetzten Antikorper in 1 % Milchpulver / PBS-T-L6sung:

o-M S30 monoklonaler Antikérper (Human) 1:10
a-Flag M2 monoklonaler Antikdrper (Maus) 1:4000
o-S S1S2 polyklonaler Antikorper (Kaninchen) 1:100

Serum eines SARS-Patienten ,Leong® 1:100
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4.4.4 Antikorper-Aufnahme Assay — SDS-PAGE
Mithilfe des Antikérper-Aufnahme Assays lasst sich die Internalisierung von

Oberflachenproteinen in intrazellulare Vesikel untersuchen (Haigler et al., 1980; Tan et al.,
2004). Zunachst werden transfizierte BHK-T7-Zellen mit einer 1 %igen BSA/PBSdef-Losung
gewaschen, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die Inkubation der Zellen mit
0,5 ml des a-Flag M2 Antikérpers [2,5 pg / ml] fur 15 Minuten bei 37 °C ermdglicht die
Bildung und potentielle Endozytose der Protein-Antikdrper Komplexe von der
Plasmamembran in das Zytosol. Ein Ansatz wird nur mit PBSdef und ein zweiter mit
Essigsaure fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Essigsaurebehandlung entfernt alle
oberflachengebundenen Antikdrper, wohingegen die internalisierten Protein-Antikorper
Komplexe geschitzt sind. Es folgen drei Waschschritte mit PBSdef. Die Zellen werden
anschlief3end in 200 yl ColP (1 mM PMSF; 1 mM DTT) lysiert, zwei Minuten sonifiziert und
der geklarte Uberstand mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.4.1). Zur Trennung der Protein-
Antikérper-Komplexe werden die Proben flr finf Minuten bei 96 °C aufgekocht. Die schwere
und leichte Kette des eingesetzten Antikdrpers wird auf der Membran nach Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen mit 10 % Milchpulver-PBSdef-Ldsung mit einem sekundaren
AF680-gekoppelten Antikdrper nachgewiesen (4.4.2, 4.4.3). Der Nachweis der Endozytose
des Proteins erfolgt somit indirekt Uber die Detektion der internalisierten (nach
Essigsaurebehandlung) oder der internalisierten und an der Oberflache gebundenen (nach

PBSdef-Behandlung) schweren und leichten Kette des Erstantikorpers.

4.4.5 Indirekte Inmunfluoreszenzanalyse
Die Immunfluoreszenzanalyse ermaoglicht die intrazellulare Lokalisation zellularer und viraler

Proteine. Die transfizierten Zellen werden zundchst mit kaltem PBSdef gewaschen und mit 4
%igem PFA fur 15 Minuten bei RT fixiert. Um alle zelluldaren Kompartimente fir den
Antikorper zuganglich zu machen, werden die Membranen durch die Behandlung mit 0,1 %
Triton X-100 / PBSdef fir zehn Minuten bei RT permeabilisiert. Das Detergenz wird
vollstandig entfernt, die Zellen mit PBSdef gewaschen und mit Blockierungspuffer flr 30
Minuten Uberschichtet. 20 ul des verdinnten Erstantikérpers werden auf Parafilm gegeben,
das Deckglas mit der zellbewachsenen Seite darauf platziert und in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBSdef werden die Deckglaser mit einem
spezifischen Zweitantikdrper fiur eine Stunde im Dunkeln behandelt. Die Deckglaser werden
anschliefend dreimal mit PBSdef gewaschen, kurz in dH,O gespult und mit Fluoprep auf
einem Objekttrager eingedeckt. Nach dem Trocknen der Eindeckflissigkeit konnen die

gefarbten Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.
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Der an den Zweitantikbrper gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff wird hierbei durch das
monochromatische Licht des Mikroskops angeregt woraufhin das emittierte Licht einer

bestimmten Wellenlange visuell beobachtet oder digital dokumentiert werden kann.

Verdiinnungsverhaltnisse der verwendeten Antikorper im Blockierungspuffer:

o-Flag polyklonaler Antikérper (Kaninchen) 1:200
o-M S30 monoklonaler Antikérper (Human) 1:5

o-ERGIC monoklonaler Antikérper (Maus) 1:400
a-Giantin monoklonaler Antikérper (Maus) 1:400

a-E2A (Klon B6-8) monoklonaler Antikorper (Maus) 1:20

4.4.6 Antikorper-Aufnahme Assay - Immunfluoreszenz
Neben der unter 4.4.4 dargestellten Methode lasst sich die Endozytose von transient

exprimierten Proteinen auch (ber den direkten, fluoreszenzbasierten Nachweis des
aufgenommenen Proteins durchfiihren (Vogt et al., 2005). Hierzu werden transfizierte Huh7-
Zellen, die ein Flag-markiertes rekombinantes Protein an der Oberflache exprimieren, mit
dem polyklonalen o-Flag Antikérper (1:200 in 1 % BSA in PBSdef) fir 30 Minuten bei 4 °C
inkubiert und im Anschluss auf 37 °C erwarmt, um den Prozess der Endozytose zu
ermoglichen. Die noch an der Oberflache gebundenen Antikérper werden mit einem Texas
Red-gekoppelten Zweitantikorper abgesattigt. Nach der Fixierung und Permeabilisierung der
Membran werden die internalisierten Protein-Erstantikorper-Komplexe mithilfe eines FITC-
gekoppelten Zweitantikorpers sichtbar gemacht. Im Gegensatz zur proteinbiochemischen

Methode (4.4.4) wird das endozytierte Protein direkt nachgewiesen.

4.4.7 Invitro-Translation
Der Einsatz des ,TNT® T7 Quick Coupled Transcription/ Translation Kits* erlaubt sowohl die

Transkription als auch die Translation von Genen, die unter der Kontrolle des T7- oder des
SP6-RNA-Polymerase-Promotor stehen. Durch die Zugabe von Mikrosomen koénnen
Modifikationen von [**S]-markierten Proteinen, wie z.B. das Entfernen des Signalpeptids oder
die Membraninsertion und Glykosylierung, im zellfreien System untersucht werden.

Die Reaktionsansatze werden auf Eis pipettiert und flir 90 Minuten bei 30 °C inkubiert. Das in
vitro-Translat wird in 500 pyl PBSdef /5 mM EDTA aufgenommen und fir 15 Minuten bei 4 °C
und 13000 UpM =zentrifugiert, wodurch die Mikrosomen mit den integrierten
Membranproteinen pelletiert und von I6slichen Proteinen getrennt werden. Das Pellet wird in
50 upl PBSdef geldst und die radioaktiv markierten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt

oder einem enzymatischen Verdau zugefihrt (4.4.1).
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Ansatz: 1.5 yg Plasmid-DNA mit T7-Promotor
40 pl TNT® T7 Quick Master Mix
3ul [¥°S] Promix Cell-labelling Mix
1,5 ul Mikrosomen

ad 50 pl nukleasefreies dH,O

4.4.8 Immunprazipitation aus in vitro-Translat
Die Methode der Immunprazipitation dient der Fallung von Proteinen aus einem Protein-

gemisch mithilfe von spezifischen Antikorpern. Bei dieser Methode bindet der konstante Fc-
Teil des Antikorpers an das Protein A (Staphylococcus aureus), das seinerseits an
Sepharose gekoppelt ist. Nach Interaktion des variablen Fy-Teils des Antikdrpers mit dem
spezifischen Epitop und Inkubation mit der Protein-A-Sepharose bildet sich ein Komplex, der

prazipitiert werden kann.

Aquilibrierung von Protein-A-Sepharose - 250 mg Protein-A-Sepharose werden in 4 ml
Tris/KCI-Puffer aufgenommen, gemischt und fir eine Stunde bei RT inkubiert. Die
gequollene Sepharose wird anschliefend eine Minute bei 5000 UpM pelletiert und dreimal
mit je 1 ml Tris/KCI-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird die Protein-A-

Sepharose in 1 Volumenteil (VT) Tris/KCI-Puffer aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

Praadsorption - Ein Zehntel des in vitro-Translats wird mit 500 pl Tris/KCI-Puffer (inkl. 3 %
BSA) versetzt und zunachst fir 30 Minuten bei 4 °C und 5000 UpM zentrifugiert, wodurch die
Bindung unspezifischer Proteine reduziert wird. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand
in neue Reaktionsgefale Uberfihrt und 20 pl Protein-A-Sepharose werden hinzugefligt. Die
Prainkubation erfolgt bei 4 °C fir eine Stunde auf einem Uberkopfrotierer (UKR). Nach einer
zweiminiitigen Zentrifugation bei 5000 UpM werden die Uberstande wiederum in neue
Reaktionsgefalle Uberfihrt.

Spezifische Antigen-Antikérper-Reaktion - Die Uberstande werden bei 4 °C fiir eine
Stunde mit dem spezifischen Antikdrper (a-M S30-Antikérper 1:10) auf dem UKR inkubiert.

Prazipitation der Antigen-Antikdrper-Komplexe durch Kopplung an Protein-A-Sepha-
rose - Den Ansatzen werden erneut 20 ul Protein-A-Sepharose zugesetzt und anschlief3end
fir eine Stunde auf dem UKR bei 4 °C inkubiert. Die an Protein-A-Sepharose gebundenen
Immunkomplexe werden fir zwei Minuten bei 5000 UpM abzentrifugiert. Die Ubersténde

werden verworfen und die Sepharose-Pellets dreimal mit 800 pl Tris/KCI-Puffer (mit 3 %
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BSA) gewaschen, wobei flir den letzten Waschschritt ein Tris/KCI-Puffer ohne BSA
verwendet wird. Die verbleibenden Protein-A-Sepharose-Pellets werden mit 20 uyl 2 x
Probenpuffer versetzt. Die Analyse der Immunprazipitate erfolgt mittels SDS-PAGE und dem

Bio-Imager.

4.4.9 Endoglykosidase H- (Endo H-) Behandlung
Die Ubertragung von Glykanen an definierte Aminosdurereste eines wachsenden

Polypeptids beginnt im ER. Im weiteren Verlauf der Proteinreifung im ER und dem Golgi-
Komplex werden zusatzliche Oligosaccharide angehangt und vorhandene modifiziert. Um
den Glykosylierungsstatus von Proteinen zu bestimmen, werden Endoglykosidasen
eingesetzt, die die unterschiedlichen Glykanstrukturen erkennen und eine Aussage Uber die
Lokalisation der Proteine in den verschiedenen zellularen Kompartimenten zulassen.

Die rekombinante Endo H katalysiert die Spaltung zwischen dem ersten Glukosamindimer
mannosereicher Oligosaccharidketten, die im ER an das Protein Ubertragen werden. Mit
Erreichen des Golgi-Apparates erfahren diese N-glykosidisch gebundenen Zucker eine

weitere, komplexere Modifizierung und sind dann fir Endo H unangreifbar.

Ansatz: 5l Probe (in vitro-Translat, 4.4.7)
1l G5-Puffer
0,5 ul Endo H
ad 10 pl dH0

Die Proteine im Reaktionsansatz werden fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und
anschliefend mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

4.4.10 Peptid-N-Glykosidase F- (PNGase F-) Behandlung
Die Endoglykosidase PNGase F entfernt alle Formen der N-Glykosylierung, sowohl die

mannosereiche, als auch die komplexe N-glykosidische Modifizierung von Proteinen, die im
Golgi-Apparat erzielt wird. Hierbei wird die Zuckerkette vom Asparaginrest des Proteins
gespalten, unabhangig davon ob das Protein im ER N-glykosyliert oder im Golgi-Apparat
komplex glykosyliert wurde.

Der Ansatz wird fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle dient eine Probe, die an

Stelle des Enzyms mit dH,O versetzt wird.
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Ansatz: 5ul Probe (in vitro-Translat, 4.4.7)
1 ul NP 40
1ul G7-Puffer
0,5 ul PNGase F
ad 10 pl dH,0

4.4.11 Proteinase K-Behandlung
Die Serinprotease Proteinase K spaltet Peptidbindungen von aliphatischen, aromatischen

und hydrophoben Aminosduren, die zuganglich und nicht durch eine Membraninsertion oder
—anlagerung vor einem Abbau geschitzt sind.

Nach der in vitro-Translation werden die das ER-imitierenden mikrosomalen Vesikel
abzentrifugiert und in einem entsprechenden Volumen PBSdef (bei einem 50 ul
Translationsansatz 50 yl PBSdef) aufgenommen. Je 5 pl des Ansatzes werden fir den

Proteinase K-Verdau verwendet.

Ansatz | Ansatz Il Ansatz I
5 ulin vitro-Translat |5 pl in vitro-Translat |5 yl in vitro-Translat
ad 20 pl PBSdef. ad 20 pyl PBSdef. ad 20 pl PBSdef.
4,6 yl PBSdef. 2,2 yl PBSdef. 2,2 yl PBSdef./ 1 % Triton X-100
2,4 ul Proteinase K| 2,4 ul Proteinase K
(c =15 ug/ul) (c=1,5 uglpl)

Ansatz | dient als Kontrolle, bei der kein Enzym zugefugt wird. Die Ansatze Il und Il werden
hingegen mit Proteinase K behandelt, wobei in Ansatz Il ausschlieBlich freie Proteine bzw.
zugangliche Proteindomanen angreifbar sind. In Ansatz Ill werden die mikrosomalen Vesikel
durch Zugabe des Detergenz Triton X-100 zerstért, sodass Membranproteine nun der
Proteinase zuganglich sind und abgebaut werden. Alle drei Ansatze wurden fir eine Stunde
bei 37 °C inkubiert. Die Proteinase K wird anschlieRend durch 1 pyl PMSF (100 mM)
inaktiviert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und in der Bio-Imager-Analyse

ausgewertet.

4.4.12 Autoradiographie und Bio-Imager-Analyse
Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten radioaktiv markierten Proteine werden mit dem Bio-

Imager Analyzer BAS-1000 visualisiert. Die radioaktive Strahlung versetzt Elektronen in der

Bio-Imagingplatte in einen angeregten Zustand. Beim Einlesen im Biolmager Analyzer wird
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die Platte mit einem Helium-Neon-Laser abgetastet, wodurch die bereits angeregten
Elektronen zusatzlich angeregt werden und dann unter Emission von Licht in ihren
urspringlichen Energiezustand zurlickfallen. Die Daten werden digitalisiert und am

Computer mithilfe der Software TINA2.0 ausgewertet.
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5 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, das M-Protein des SARS-CoV zu charakterisieren. Neben der
Beschreibung der intrazellularen Verteilung stand die Identifizierung ko- und
posttranslationaler Modifikationen im Vordergrund. Mithilfe von Deletionsmutanten sollten
Bereiche innerhalb des M-Proteins ermittelt werden, die einen Einfluss auf den Transport
sowie auf die Interaktion mit dem S-Protein besitzen. Mithilfe eines infektiosen cDNA-Klons
des SARS-CoV sollten erste Einblicke in mogliche Funktionen der N-Glykosylierung des M-
Proteins auf das Wachstum, die Morphologie und die Assemblierung neuer Viren gewonnen

werden.

5.1 Charakterisierung des M-Proteins

Eine wichtige Voraussetzung flr den zuverldssigen Nachweis des M-Proteins war der
Einsatz spezifischer Antikérper. Mithilfe von Epstein-Barr-Virus (EBV) immortalisierten B-
Zellen eines an SARS erkrankten Patienten ist es in vorangegangenen Studien gelungen,
SARS-CoV spezifische, humane monoklonale Antikdrper herzustellen (Traggiai et al., 2004).
Aus diesem Pool wurden uns Zellkulturiberstande mit Antikdrpern gegen virale
Strukturproteine des SARS-CoV von E. Traggiai und A. Lanzavecchia zur Verfugung gestellt.
In einer Western Blot-Analyse mit gereinigtem SARS-CoV konnte nach Inkubation der
Membran mit dem Serum eines an SARS erkrankten Patienten die Hauptstrukturproteine der
Virionen (S-, N-, M- und E-Protein) nachgewiesen werden (Abb. 6 A, Spur 1). Ein
monoklonaler Antikdrper, der von einem B-Zell Klon (S30) sezerniert wurde, detektierte zwei
virale Proteine mit einem Molekulargewicht von 22 bzw. 27 kDa (Abb. 6 A, Spur 2). Der
Vergleich mit dem berechneten Molekulargewicht des viralen M-Proteins liel3 auf dieses
Protein hindeuten. Das Laufmuster und die Molekulargewichtsanalyse der beiden
detektierten Proteine entsprachen dem Laufverhalten des M-Proteins in der Western Blot-
Analyse und der anschlieBenden Farbung mit dem humanen Serum (Abb. 6 A, Spur 1). Um
zu untersuchen, ob es sich bei diesen viralen Proteinen moglicherweise um eine modifizierte
und eine unmodifizierte Form des M-Proteins handelt, wurde gereinigtes SARS-CoV mit
Endo H bzw. PNGase F enzymatisch verdaut (Abb. 6 B; Voss et al., 2006). Wahrend Endo H
die Spaltung von mannosereichen Oligosacchariden eines Proteins katalysiert, entfernt
PNGase F neben mannosereichen auch komplexe N-glykosidische Zuckerseitenketten von
Proteinen. Mithilfe des S30-Antikérpers konnten in den Western Blot-Analysen der
unbehandelten Probe wiederum zwei Proteine nachgewiesen werden. Sowohl der Endo H-
als auch der PNGase F-Verdau flihrte hingegen zur Reduktion der molekularen Masse des
27 kDa-Proteins, sodass nur noch ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 22 kDa
detektiert werden konnte (Abb. 6 B, Spur 2 und 3). Dieses Resultat zeigt zum einen, dass es

sich bei der hohermolekularen Bande um eine N-glykosylierte Form des M-Proteins handelt.
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Zum anderen ist hieraus zu schlielen, dass die Glykanstrukturen mannosereich sind und
keine weitere komplexe N-Glykosylierung im Golgi-Komplex erfahren. Des Weiteren zeigen
die Ergebnisse, dass sowohl die N-glykosylierte als auch die unglykosylierte Form des M-

Proteins in das Viruspartikel eingebaut wird.

A B

Hum.
serum S30 Endo H - | + | -
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Abbildung 6: Nachweis des SARS-CoV M-Proteins in aufgereinigten Viruspartikeln.
(A) Freigesetzte Partikel von SARS-CoV infizierten Vero-Zellen wurden mittels
Ultrazentrifugation aufgereinigt, die Proteine Uber SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot analysiert. Zur Detektion der viralen Strukturproteine wurde Serum eines
SARS-infizierten Patienten (Spur 1) oder ein humaner monoklonaler a-M S30-Antikdrper
(Spur 2) und ein sekundarer POD-gekoppelter o-human Antikérper verwendet.
Rechtsseitig sind die Positionen des mitgefihrten Grélenmarkers dargestellt. Auf der
linken Seite wurden die Abklirzungen der Hauptstrukturproteine des SARS-CoV den
spezifischen Banden zugeordnet. (B) Zur Analyse der Proteinmodifikationen des M-
Proteins wurden die aufgereinigten viralen Proteine (siehe oben) mit Endo H (Spur 2)
oder mit PNGase F (Spur 3) behandelt und Gber SDS-PAGE aufgetrennt. Die Western
Blot-Analyse erfolgte mit dem oa-M S30-Antikérper und einem sekundaren POD-
gekoppelten a-human Antikorper. Die Behandlung der Proteine mit Endo H bzw. PNGase
F ist jeweils mit einem + oberhalb der Abbildung dargestellt (Kern, 2004; Voss et al.,
2006).

Die rekombinante Expression des M-Proteins von dem Plasmid pTM1-M sollte diese
Hypothese bestatigen. Das M-Protein wurde mittels ,JINT® T7  Quick Coupled
Transcription/Translation System® in An- oder Abwesenheit von Mikrosomen in vitro-
translatiert. Die Mikrosomen imitieren das zellulare ER und ermoglichen somit eine
mannosereiche Glykosylierung von Membranproteinen (Abb. 7 A und B). Die verschiedenen
Ansatze wurden entweder direkt Uber SDS-PAGE und Bioimager-Analyse ausgewertet oder

zuvor mit dem S30-Antikdrper immunprazipitiert.
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Abbildung 7: Charakterisierung des SARS-CoV M-Proteins.

(A) Das M-Protein und die glykosylierungsdefiziente Mutante M ysq wurde jeweils mit
dem TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation Kit in An- oder Abwesenheit von
Mikrosomen in vitro-exprimiert und dabei metabolisch radioaktiv markiert. Das M-Protein
wurde aus dem Translat mithilfe des a-M S30-Antikdrpers immunprazipitiert. Die in vitro-
Translate bzw. die Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem
Bioimager ausgewertet. Die unglykosyliete Form des M-Proteins ist mit My und die
mannosereiche, glykosylierte Form mit M, gekennzeichnet. Die Synthese der Proteine in
Anwesenheit von Mikrosomen bzw. die Durchfiihrung einer Immunprazipitation ist jeweils
mit einem + oberhalb der Abbildung dargestellt. (B) Das M-Protein wurde in Anwesenheit
von Mikrosomen in vitro-exprimiert. Die Translate wurden in drei Teile geteilt und einem
Proteinase K-Verdau in An- oder Abwesenheit des Detergenz Triton x-100 unterzogen.
Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem Bioimager ausgewertet.
Die Behandlung der Translate mit Proteinase K in An- oder Abwesenheit von Triton x-100
ist jeweils mit einem + bzw. - oberhalb der Abbildung dargestellt. (C) In silico-Analyse der
Aminosauresequenz des M-Proteins. Die ,Kyte-Doolittle-Analyse® stellt die
Aminosaurereste des zu untersuchenden Proteins abhangig von ihrer Hydrophobizitat als
negative bzw. positive Werte dar und gibt somit Auskunft {ber mdgliche
Transmembrandomanen des Proteins. Die Analyse sagt im Fall des M-Proteins drei
Transmembrandomanen (hier markiert als 1. bis 3. TM) voraus. Die vermutete Topologie
des M-Proteins innerhalb der Membran mit der N-terminalen Glykosylierungsstelle, den
drei Transmembrandomanen und einer langen zytoplasmatischen Domane ist im
Schema zusammengefasst.
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Wahrend in Abwesenheit von Mikrosomen ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca.
22 kDa (My) exprimiert wurde (Abb. 7 A, Spur 1), konnte nach Zugabe von Mikrosomen ein
weiteres Protein mit einem Gewicht von 27 kDa (M) nachgewiesen werden (Abb. 7 A, Spur
2). Es lag nahe, dass es sich hierbei um die N-glykosylierte Form des M-Proteins handelte.
Beide Proteine konnten durch den S30-Antikérper immunprazipitiert werden, wodurch die
Bindungsspezifitat des S30-Antikdrpers fir das M-Protein des SARS-CoV bestatigt werden
konnte (Abb. 7 A, Spur 4). In silico-Analysen der Aminosauresequenz des M-Proteins sagen
eine einzelne N-Glykosylierungsstelle am N-terminalen Ende des Proteins voraus. Um diese
potentielle N-Glykosylierungsstelle zu verifizieren, wurde eine Substitutionsmutante
hergestellt, bei der das Asparagin an Position vier durch ein Glutamin ersetzt wurde. Die in
vitro-Translation des entstandenen Plasmides pTM1-Mnsq in Gegenwart von Mikrosomen
resultierte in der Expression eines Proteins mit einem Molekulargewicht von 22 kDa, das die
unglykosylierte Form des M-Proteins reprasentiert (Abb. 7 A, Spur 3). Durch die Mutation
konnte demnach die N-Glykosylierung des Proteins vollstandig unterbunden werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass das M-Protein des SARS-CoV ausschlieRlich an Asparagin vier N-
glykosyliert wird.

Um zu untersuchen, ob beide Proteinformen in der Virusmembran inkorporiert sind, wurde
das M-Protein in Anwesenheit von Mikrosomen in vitro-translatiert, pelletiert und im
Anschluss einem Proteinase K-Verdau unterzogen (Abb. 7 B). In der unbehandelten Probe
wurde die unglykosylierte (Mp) und die glykosylierte Form (M,) des Proteins nachgewiesen
(Abb. 7 B, Spur 1). Die Zugabe von Proteinase K flhrte zu einer Veranderung des
Laufverhaltens der Proteine in der SDS-PAGE (Abb. 7 B, Spur 2). Fir beide Proteine
erhdhte sich die Laufgeschwindigkeit im Gel, was auf eine terminale Verklrzung der Proteine
hindeutet. Das molekulare Gewicht dieser beiden proteolytisch verdauten Proteine lag
jedoch Uber dem theoretischen Molekulargewicht eines Proteins, bei dem der zugangliche
zytoplasmatische C-Terminus von 11 kDa vollstandig entfernt werden wirde. Aus diesen
Resultaten lasst sich folgern, dass beide Formen des M-Proteins membranassoziiert sind
und durch ihre Inkorporation in die Membran partiell vor einem enzymatischen Verdau
geschutzt sind. Durch das Herausldsen des Proteins aus der Membran mittels Triton x-100
und Zugabe von Proteinase K wurde wie erwartet kein Protein detektiert (Abb. 7 B, Spur 3).
Basierend auf diesen ersten Studien und einer in silico-Vorhersage hydrophober Doménen
des Proteins konnte ein vorlaufiges Modell der Topologie des M-Proteins aufgestellt werden
(Abb. 7 C). Das M-Protein Dbesitzt eine N-terminale Ektodomane, drei
Transmembrandoméanen und eine lange C-terminale Endodoméane. Die einzige N-

Glykosylierungsstelle des Protein ist in der Ektodomane an Position vier lokalisiert.
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5.2 Analyse der Membrantopologie des M-Proteins

Wahrend das Programm HMMTOP eine Topologie des M-Proteins mit einer N-terminalen
Ektodoméane und einer C-terminalen Endodomane (Nex - Cengo TOpologie) vorhersagt
(Tusnady & Simon, 1998), prognostiziert das Programm PRODIV-TMHMM eine Ngngo - Cexo
Topologie, bei der der C-Terminus dem ER-Lumen zugewandt ist (Viklund & Elofsson,
2004). Zum Nachweis einer dieser beiden theoretischen Vorhersagen Uber die Topologie
des SARS-CoV M-Proteins wurden Substitutionsmutanten hergestellt, bei denen N-
Glykosylierungsstellen an unterschiedlichen Bereichen des Proteins hinzugefigt wurden
bzw. die urspringliche Glykosylierungsstelle an der Aminosaureposition vier entfernt wurde.
Eine Ubersicht und schematische Darstellung der untersuchten Mutanten ist in Abbildung 8
A wiedergegeben. Wahrend die urspriingliche Glykosylierungsstelle an Position vier bei den
Mutanten Myasq, Myv1gen, Miogsn und Mizon zerstort wurde, weisen die Mutanten Myqggn, Mi2osn
und M7,y stattdessen eine neue N-Glykosylierungsstelle an Aminosaureposition 186, 205
bzw. 74 auf. Die Expression und Analyse der N-Glykosylierung dieser Mutanten sollte den
Nachweis einer definierten Topologie des SARS-CoV M-Proteins erbringen. Die potentielle
N-Glykosylierung der Mutanten Mygsn Und Mioosny Wiirde eine luminale Orientierung des C-
Terminus signalisieren. Zur Expression der Proteine wurden die jeweiligen Plasmide in den
in vitro-Translationsassay eingesetzt, die Translate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
getrockneten Gele mit dem Bioimager ausgewertet (Abb. 8 B). Fur das Wildtyp M-Protein mit
einem C-terminalen Flag-Epitop (Mc) konnte sowohl die glykosylierte (M4) als auch die
unglykosylierte (My) Proteinform detektiert werden (Abb. 8 B, Spur 1 und 8). Die
Substitutionsmutanten Mygen UNd My 205y Zeigten wie die glykosylierungsdefiziente Mutante
Mnaq eine einzige nicht-modifizierte Proteinform mit einem molekularen Gewicht von ca. 22
kDa (Abb. 8 B, Spur 2-4). Das etwas unterschiedliche Laufverhalten der
Substitutionsmutanten in der SDS-PAGE kann mdglicherweise durch unvollstandige
Denaturierung der Proteine erklart werden. Aus diesen ersten Resultaten lasst sich
schlieRen, dass der extreme C-Terminus des Proteins nicht der luminalen Seite des ER

zugewandt ist und somit den Glykosyltransferasen nicht zuganglich ist.
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Abbildung 8: Das SARS-CoV M-Protein besitzt eine Ny, — Cengo TOpologie.

(A) Schematische Darstellung der verwendeten Subsitutionsmutanten.
Glykosylierungsstellen wurden durch eine ortsgerichtete Mutagenese entfernt, versetzt
oder hinzugefiigt. Bei den Mutanten M |pgert Und M naq insert WUrde eine Sequenz von ca. 30
Aminosauren (rot) mit einer zentralen Glykosylierungsstelle zwischen die zweite und dritte
Transmembrandomane inseriert. (B) Das M-Protein und die Substitutionsmutanten
wurden mit dem TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation Kit in Anwesenheit
von Mikrosomen in vitro-exprimiert. Die Translate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und mit dem Bioimager ausgewertet. Die unglykosylierte Form der Proteine ist mit My und
die mannosereiche, N-glykosylierte Form mit M, gekennzeichnet. M, symbolisiert das
Protein, welches an zwei Stellen N-glykosyliert wurde. Die exprimierten Proteine sind
oberhalb der Abbildung dargestellt.

Die Expression der Substitutionsmutante M,y resultierte ebenso in einer einzigen nicht-
modifizierten Proteinform, was auf eine fehlende N-Glykosylierung hindeutete (Abb. 8 B,
Spur 5). Dieses Ergebnis stand zunachst im Widerspruch zu den Resultaten des
vorangegangenen Experimentes, die eine luminale Orientierung des Proteinabschnittes
zwischen der zweiten und dritten Transmembrandomanen und somit eine potentielle N-
Glykosylierung postulierten. In den folgenden Analysen sollte eine mogliche Anlagerung
dieser Linker-Domane an die Membran verhindert und der Zugang der Glykosyltransferasen
gewahrleistet werden. Hierzu wurden bei den Mutanten Minset Und Mysqgainsert 31 hydrophile
Aminosauren zwischen die zweite und dritte Transmembrandomane inseriert, wodurch eine
Flag-Tag Sequenz und eine zentrale N-Glykosylierungsstelle eingefigt wurde. Nach
Expression der Mutante Msx wurden drei Proteinformen nachgewiesen, die als
unglykosyliertes (My), einfach (M) und zweifach glykosyliertes (M,) M-Protein zu deuten sind
(Abb. 8 B, Spur 6). Eine zweifache mannosereiche N-Glykosylierung konnte bei der Myaq insert
Mutante nicht detektiert werden, da die N-terminale Glykosylierungsstelle zerstdrt wurde
(Abb. 8 B, Spur 7). Somit konnte unser postuliertes Topologie-Modell des SARS-CoV M-
Proteins (Abb. 7 C) bestatigt werden. Dies besagt, dass der Linker-Bereich zwischen der
zweiten und dritten Transmembrandomane ebenso wie der N-Terminus des Proteins im
Lumen des ER liegt. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass flr eine effiziente N-
Glykosylierung ein Abstand von ca. 15 Aminosauren zur ER-Membran notwendig und

ausreichend ist.
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5.3 Identifizierung der Bindungsstelle des a-M S30-Antikérpers

Der Nachweis des M-Proteins unter den denaturierenden Bedingungen der Western Blot-
Analysen mithilfe des S30-Antikorpers deutete darauf hin, dass der S30-Antikorper ein
lineares Epitop erkennt. In den folgenden Analysen sollte das Epitop des S30-Antikorpers
genau bestimmt werden.

In friiheren Studien konnte ein immunodominantes Epitop in der C-terminalen Region des M-
Proteins zwischen Aminosaure 132 und 161 lokalisiert werden (He et al., 2005). Um zu
prufen, inwieweit diese Region auch fur die Erkennung des S30-Antikdrpers eine Rolle spielt,
wurden C-terminal verkirzte Formen des M-Proteins konstruiert, die am absoluten C-
Terminus mit einem Flag-Epitop versehen waren. In Abbildung 9 A ist exemplarisch fur die
verwendeten Deletionsmutanten das Peptid Mcs434 schematisch dargestellt. Zunachst
wurden die M-Mutanten in vitro-translatiert (Abb. 9 B, Spur 1-4) und im Anschluss mit dem
S30-Antikdrper immunprazipitiert (Abb. 9 B, Spur 5-8). Wahrend das Wildtyp M-Protein durch
den S30-Antikdrper prazipitiert wurde, konnten die verklrzten Formen Mc 1.134, Mc 1-159, Mg 1-
180 Mit dem S30-Antikdrper nicht gefallt werden. Zur weiteren Eingrenzung des S30-Epitops
wurden die Genprdukte der in einem pTM1-Vektor unter der Kontrolle eines T7-Promotor
stehenden Gene Mci212, Mc 1207, Mc 1201, Mc 1196 bzw. Mcn 1189 in BHK-T7-Zellen
rekombinant exprimiert. Die T7-RNA-Polymerase wurde zusatzlich durch die Kotransfektion
des Konstruktes pCAGGS-T7 bereitgestellt. Die Mutante Mc 1459 konnte erst nach
Hinzufligen eines weiteren Flag-Epitops am N-Terminus des Proteins stabilisiert und
transient exprimiert werden (Abb. 9 C, Spur 7). Alle beschriebenen Mutanten konnten mit
einem a-Flag Antikérper in der Western Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abb. 9 C). Die
Inkubation der Membran mit dem S30-Antikérper fihrte zur Detektion der Mutanten Mc 1212,
Mg 1207 Und Mg 1201, jedoch nicht der Mutanten Mg 1.196 bzW. Mc/n 1189 (Abb. 9 D). Diese Daten
zeigen, dass die Bindungsstelle des S30-Antikérpers am extremen C-Terminus zwischen
den Aminosauren 196 bis 201 des M-Proteins lokalisiert ist. Die unabhangig von dieser
Studie durchgefiihrte erfolgreich Produktion von Peptidantikbrper gegen das SARS-CoV M-
Protein durch den Einsatz des extremen C-Terminus als Immunogen unterstreicht die hohe
Immunogenitat dieses Proteinabschnittes (Rockland Kat-Nr. 100-401-A55; Imgenex Kat-Nr.
IMG-5125A).

In dieser Arbeit konnten aulerdem neben den jeweiligen unglykosylierten und N-
glykosylierten Formen auch hdhermolekulare Formen des M-Proteins detektiert werden
(Abb. 9 C+D; M4 = ,M komplex-glykosyliert®). Diese Endo H-resistenten und PNGase F-
sensitiven Formen deuten auf eine komplexe Glykosylierung des M-Proteins nach

rekombinanter Expression hin (Voss et al., 2006).
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Abbildung 9: Die Bindungsstelle des a-M S30-Antikorpers liegt zwischen aa 196
und 201 des M-Proteins.

(A) Schematische Darstellung des M-Proteins und einer C-terminal verkirzten Form (z.B.
Maa1-134), die beide am C-Terminus mit einem Flag-Tag versehen wurden. Alle weiteren
untersuchten Deletionsmutanten sind dem Schema entsprechend konstruiert worden. (B)
Das M-Protein und die Deletionsmutanten wurden mit dem TNT® T7 Quick Coupled
Transcription/Translation Kit in Anwesenheit von Mikrosomen in vitro-exprimiert. Zur
Immunprazipitation der Translate wurde der a-M S30-Antikérper verwendet. Die Analyse
der Prazipitate erfolgte Uber SDS-PAGE und Bioimager. (C und D) BHK-T7-Zellen
wurden mit Plasmiden transfiziert, die fir das M-Protein oder die C-terminal verkirzten
Formen des Proteins kodieren. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und
die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Detektion der Proteine auf der
Nitrozellulosemembran wurde der monoklonale o-Flag M2 Antikérper (C) und der
monoklonale, humane a-M S30-Antikorper (D), sowie ein Alexa-Fluor 680-gekoppelter a-
Maus und ein IRDye 800-gekogpelter a-human Antikoérper eingesetzt. Die Auswertung
erfolgte Uber das Odyssey Infrarot Detektionssystems. Die Position eines
Grolkenmarkers ist linksseitig und die exprimierten Proteine oberhalb der Abbildung
dargestellt (M, = M komplex-glykosyliert). In Abbildung D sind Positionen der
unglykosylierten Formen der Proteine zusatzlich mit einem Pfeil hervorgehoben.
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5.4 Analyse der intrazellularen Verteilung des M-Proteins

Die biochemischen Untersuchungen des Glykosylierungsstatus des M-Proteins deuteten auf
ein unterschiedliches Modifizierungsmuster des Proteins nach rekombinanter Expression
und nach SARS-CoV-Infektion hin. In Zelllysaten M-exprimierender Zellen konnten neben
der unglykosylierten und der Endo H-sensitiven mannosereichen Form zusatzlich weitere
Endo H-resistente Formen des Proteins detektiert werden, die im zeitlichen Verlauf eines
Pulse-Chase-Experimentes an Intensitdt zunahmen. Diese Formen der komplexen N-
Glykosylierung konnten hingegen in Lysaten SARS-CoV infizierten Zellen nicht
nachgewiesen werden (Voss et al., 2006).

Um die intrazellulare Verteilung des M-Proteins in diesen unterschiedlichen Kontexten zu
studieren, wurden Immunfluoreszenzstudien von rekombinantem M- und dem M-Protein in
SARS-CoV infizierten Zellen durchgeflihrt (Abb. 10).

M-Transfektion SARS-Infektion

Abbildung 10: Das M-Protein akkumuliert im perinukledren Raum von transfizierten
und SARS-CoV infizierten Zellen.

Zur Einzelexpression des M-Proteins wurden subkonfluente Vero-Zellen mit dem Plasmid
pTM1-M transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und
mit dem humanen monoklonalen «-M S30-Antikdrper und einem Rhodamin Red-X-
gekoppelten a-human Antikérper gefarbt (linkes Bild). SARS-CoV infizierte Vero-Zellen
wurden 24 h nach Infektion fixiert, permeabilisiert und wie oben geschildert mit dem a-M
S30-Antikorper gefarbt (rechtes Bild).

24 Stunden nach der Transfektion bzw. Infektion wurden die Vero-Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit dem a-M S30-Antikdrper und einem sekundaren Rhodamin Red-X-
gekoppelten Antikdrper angefarbt. Das M-Protein war sowohl nach rekombinanter
Einzelexpression als auch in den SARS-CoV infizierten Zellen perinuklear verteilt. Der
unterschiedliche Glykosylierungsstatus des Proteins wahrend der Infektion im Vergleich zum
rekombinanten M-Protein schien demnach nicht auf ein verandertes Transportverhalten des

Proteins zurtickzufuhren sein.
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Die Koexpression des M-Proteins mit Markerproteinen, bei denen das Cyan-fluoreszierende
Protein mit ER-, Golgi- bzw. Endosomen-spezifischen Transportsequenzen fusioniert wurde,
sollte Aufschluss Uber die exakte Lokalisation des M-Proteins innerhalb der zelluldren
Kompartimente liefern (Abb. 11 A).
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Abbildung 11: Der hydrophobe N-terminale Bereich des M-Proteins ist essentiell
und ausreichend fur dessen Anreicherung im Golgi-Komplex.

(A) Subkonfluente Huh7-Zellen wurden mit dem Plasmid pTM1-M entweder einzeln oder
zusammen mit jeweils einem ein fluoreszierendes Marker-Protein kodierenden Plasmid
(living colors™ pCFP-ER; pCFP-Golgi oder pCFP-Endo) transfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Das M-Protein wurde mithilfe
des S30-Antikdrpers und einem sekundaren Rhodamin Red-X-gekoppelten a-human
Antikdrpers nachgewiesen. Das ERGIC wurde mit dem monoklonalen o-ERGIC-53
Antikdrper und einem sekundaren FITC-gekoppelten a-Maus Antikorper gefarbt. Die
zellularen Kompartimente, in denen sich die Markerproteine anreichern, sind linksseitig
angezeigt. (B) Die C-terminal verkiirzte Form M ,,1.134 wurde in Huh7-Zellen transient
exprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit einem polyklonalen a-Flag und einem monoklonalen o-
Giantin Antikorper, sowie einem FITC-gekoppelten a-Kaninchen und einem Rhodamin-
gekoppelten a-Maus Antikorper gefarbt. Das exprimierte Protein ist linksseitig dargestellt.

Huh7-Zellen wurden mit den entsprechenden pTM1-Plasmiden und dem Plasmid pCAGGS-
T7 transfiziert, 24 Stunden spater fixiert, permeabilisiert und mittels Immunfluoreszenz
studiert. Das M-Protein wurde mit dem S30-Antikérper und das ERGIC mit einem
monoklonalen o-ERGIC 53 Antikérper nachgewiesen. Hierbei zeigte sich, dass das M-
Protein mit dem Golgi- und dem ERGIC-Markerprotein kolokalisierte, was durch die
Uberlagerung beider Signale deutlich zu erkennen war. Nach Koexpression des M-Proteins
mit dem ER- bzw. Endosomen-spezifischen Protein konnte keine bzw. nur eine partielle
Uberlagerung der Fluoreszenzen beobachtet werden. Um den Einfluss der zyto-
plasmatischen Domane des M-Proteins auf die zellulare Lokalisation zu untersuchen, wurde
die Deletionsmutante Mc1.134 in Huh7-Zellen exprimiert und deren zellulare Verteilung mittels
Immunfluoreszenzanalyse untersucht (Abb. 11 B). Die transfizierten Zellen wurden 24
Stunden spater fixiert, permeabilisiert und mit einem polyklonalen o-Flag und einem
monoklonalen a-Giantin Antikdrper inkubiert. Es zeigte sich eine starke Uberlagerung der
Signale des M-Proteins und des angefarbten Golgi-Kompartimentes. Diese Daten
verdeutlichen, dass das M-Protein im ERGIC und dem Golgi-Komplex akkumuliert und far
diese Lokalisation die N-terminalen hydrophoben Transmembrandomanen entscheidend

sind.



Ergebnisse 62

5.5 Untersuchungen zum Oberflachentransport des M-Proteins

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob das M-Protein vollstandig in dem ERGIC /
Golgi-Komplex, in dem auch die Assemblierung neuer Coronaviren stattfindet,
zurlckgehalten wird oder darUber hinaus an die Plasmamembran der Zelle gelangt. Hierzu
wurden Huh7-Zellen mit den Plasmiden pTM1-M n.piag, PTM1-M c.riag bzw. pTM1-M 1,107 N-Fiag
transfiziert. Die T7-RNA-Polymerase wurde durch Kotransfektion des Konstruktes pCAGGS-
T7 bereitgestellt. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die nativen Zellen mit einem
polyklonalen a-Flag Antikérper und einem sekundaren Texas Red-gekoppelten a-Kaninchen
Antikorper bei 4 °C inkubiert. Der Texas Red-gekoppelte o-Kaninchen Antikorper wurde
anschlieBend im Uberschuss zugegeben, um alle an das M-Protein gebundenen
Primarantikorper abzusattigen. Danach wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das M-
Protein bzw. dessen Mutanten mit einem polyklonalem o-Flag Antikorper und einem
sekundaren FITC-gekoppelten o-Kaninchen Antikérper intrazellular nachgewiesen. Die
Analyse erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie (Abb. 12). Das N-terminal mit einem
Flag-Epitop versehene M-Protein (M n.riag) konnte sowohl an der Plasmamembran als auch
intrazellular in typischen perinukledren Strukturen detektiert werden (Abb. 12, obere Reihe).
Das C-terminal mit einem Flag-Epitop markierte M-Protein (M criag) War hingegen nur in
permeabilisierten Zellen in der perinukledren Region zu detektieren und nicht an der
Plasmamembran nativer Zellen (Abb. 12, mittlere Reihe). Das bis auf die ersten 107
Aminsauren verkurzte M-Protein war ebenfalls an der Plasmamembran sowie in
perinuklearen Strukturen lokalisiert (Abb. 12, untere Reihe). Diese Ergebnisse bestatigen die
Studien zur Topologie des M-Proteins (Abb. 8), die einen zytoplasmatischen und somit von
dem extrazellularen Raum nicht zuganglichen C-Terminus des M-Proteins vermuten lieRen.
Aulerdem konnte hier gezeigt werden, dass das M-Protein sich zwar im ERGIC / Golgi-
Kompartiment anreichert, jedoch auch das Potential zum Transport zur Plasmamembran
besitzt. Die Deletion des C-Terminus zeigte keinerlei Auswirkungen auf die Akkumulation im
Golgi-Komplex (Abb. 11 B) noch auf die Expression an der Plasmamembran der
transfizierten Zelle (Abb. 12, untere Reihe).
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a-Flag / Rhod. a-Flag / FITC Uberlagerung

Abbildung 12: Rekombinant exprimiertes M-Protein wird zur Zelloberflache
transportiert.

Subkonfluente Huh7-Zellen wurden mit dem Plasmid pTM1-My.piag , PTM1-Maa1-107 N-Fiag
bzw. mit dem Plasmid pTM1-Mcrg transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die
nativen Zellen mit dem polyklonale a-Flag Antikérper und einem sekundaren Rhodamin-
gekoppelten o-Kaninchen Antikérper inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit dem polyklonalen a-Flag Antikdrper und einem sekundaren FITC-
gekoppelten o-Kaninchen Antikérper gefarbt. Die Analyse erfolgte mit dem Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM 510 Meta). Die exprimierten Proteine sind linksseitig
angezeigt.

M N-Flag

M C-Flag

M aa1-107
N-Flag
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5.6 Untersuchungen zur Endozytose des M-Proteins

5.6.1 Immunfluoreszenz-Analyse
Es wurde nun der Frage nachgegangen, inwieweit das M-Protein des SARS-CoV von der

Plasmamembran zurlick zum Ort der Assemblierung neuer Coronaviren, dem ERGIC,
gelangt. Hierzu wurden Antikérper-Aufnahme Studien von transient exprimierten Formen des
M-Proteins durchgefihrt (Vogt et al., 2005). Huh7-Zellen wurden mit dem Plasmid pTM1-M y.
Flag DzW. der verkirzten Mutante pTM1-M 1.107 nFiag transfiziert und 24 Stunden spéter im
nativen Zustand mit einem polyklonalen o-Flag Antikérper bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, um den Prozess der Endozytose zu
ermoglichen. Die an der Oberflache gebundenen Antikérper wurden mit einem Texas-Red-
gekoppelten a-Kaninchen Antikdrper bei 4 °C abgesattigt. Die Zellen wurden fixiert,
permeabilisiert und die in das Zytoplasma aufgenommenen Erstantikdrper-M-Komplexe mit

einem FITC-gekoppelten a-Kaninchen Antikorper detektiert (Abb. 13).

Plasmamembran Endozytose Uberlagerung

M N-Flag

M aa1-107
N-Flag

Abbildung 13: Das M-Protein gelangt mittels Endozytose von der Plasmamembran
in zytoplasmatische Vesikel — Immunfluoreszenzanalyse.

Das Plasmid pTM1-M N.piag bzw. pTM1-M 1.107 n-FIag Wurde in subkonfluente Huh7-Zellen
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die nativen Zellen mit dem polyklonalen o-
Flag Antikorper bei 4 °C inkubiert. Nach einer Inkubation der Zellen bei 37 °C wurden die
an der Oberflache gebundenen Antikdrper mit einem sekundaren Rhodamin-gekoppelten
a-Kaninchen Antikérper abgesattigt (Plasmamembran). Im Anschluss wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert und die aufgenommenen Erstantikdrper-M-Komplexe mit einem
sekundaren FITC-gekoppelten a-Kaninchen Antikérper detektiert (Endozytose; Vogt et al.
2005). Die exprimierten Proteine sind linksseitig angezeigt.
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Das M-Protein konnte an der Oberflache und in einigen wenigen peripheren Vesikeln im
Zytoplasma nachgewiesen werden (Abb. 13, obere Reihe). Das M-Protein mit einem
deletierten C-Terminus (M 1.107 n-Fiag) KONNnte zwar an der Plasmamembran, hingegen nicht in
intra-zellularen vesikularen Strukturen beobachtet werden (Abb. 13, untere Reihe). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Endozytose des M-Proteins stattfindet, die spezifisch
von dem C-Terminus vermittelt wird. Die Endozytose des M-Proteins scheint jedoch nicht zu

einer Akkumulation des Proteins im Golgi-Komplex zu flihren.

5.6.2 Western Blot-Analyse
Die unter 5.6.1 dargestellten Ergebnisse sollten durch weitere biochemische Analysen

verifiziert werden. M-exprimierenden Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion im
nativen Zustand mit dem monoklonalen a-Flag M2 Antikérper bei 37 °C inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen bei 4 °C mit PBS oder mit schwacher Essigsaure behandelt,
wodurch die an der Oberflache gebundenen Antikdrper entfernt wurden. Die Zellen wurden
im Anschluss lysiert und im SDS-Probenpuffer bei 96 °C aufgekocht, wodurch die Antikérper-
Protein Bindung getrennt wurde. In der Western Blot-Analyse wurden die an der Oberflache
gebundenen bzw. die endozytierten und somit vor der Essigsdure geschitzten Antikdrper
mithilfe  eines sekundaren AF680-gekoppelten a-Maus Antikérpers auf der
Nitrozellulosemembran detektiert. Der Nachweis des endozytierten M-Proteins erfolgte in
diesem Versuchsansatz nicht tber den direkten Nachweis des M-Proteins (5.6.1), sondern
indirekt Uber die Detektion des gebundenen und ,ko-endozytierten® Antikorpers.

Wie in Abbildung 14 A dargestellt, war My in der Lage den o-Flag Antikdrper an der
Zelloberflache zu binden (Abb. 14 A, Spur 5) und in die Zelle aufzunehmen. Dies konnte
durch die Detektion der schweren (50 kDa) und leichten (25 kDa) Antikorperkette nach PBS-
bzw. nach Essigsaureinkubation gezeigt werden (Abb. 14 A, Spur 5 und 6). Die C-terminal
deletierte Form von M (Mns.107) konnte ebenso den Antikérper an der Oberflache der
transfizierten Zellen binden (Abb. 14 A, Spur 7). Diese gebundenen Antikdrper konnten
jedoch nahezu vollstandig mit Essigsaure entfernt werden, woraus sich schlieen lasst, dass
keine bzw. nur eine schwache Endozytose stattgefunden hat (Abb. 14 A, Spur 8). Um die
Funktionalitat des experimentellen Ansatzes zu demonstrieren, wurde als Negativkontrolle
ein M-Konstrukt gewahlt, das C-terminal mit einem Flag-Epitop versehen war (Mc¢). Aufgrund
der hieraus folgenden zytoplasmatischen Lokalisation des Flag-Tags war keine
Antikérperbindung an der Zelloberflache zu beobachten (Abb. 14 A, Spur 3 und 4). Das
intrazellulare Expressionsniveau war bei allen eingesetzten Konstrukten vergleichbar (Abb.
14 B). In Abbildung 14 C ist eine quantitative Auswertung des Endozytose-Experimentes
dargestellt. Es wurde der Anteil der endozytierten Antikbrper im Verhaltnis zur

Gesamtmenge an gebundenem Antikbrper anhand der Intensitat der schweren
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Antikorperkette im Western Blot bestimmt. Wahrend 72 % des Wildtyp Proteins (M), das an
die Oberflache gelangt, wieder endozytiert wird, ist dieser Wert nach Deletion des C-
Terminus (M aa1.107) deutlich verringert (28 %). Diese Ergebnisse zeigen, dass das M-Protein
mittels Endozytose von der Plasmamembran in das Zytoplasma aufgenommen wird und

dass fiir diesen Prozess der C-terminale Bereich des Proteins essentiell ist.
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Abbildung 14: Das M-Protein wird von der Plasmamembran endozytiert —Western
Blot-Analyse.

Das Plasmid pTM1-M c.riag, PTM1-M N_piag bZW. pPTM1-M 1_107 n-riag WUrde in subkonfluente
BHK-T7-Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die nativen Zellen mit dem
monoklonalen a-Flag M2 fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend bei 4 °C mit PBS
oder schwacher Essigsaure behandelt (Haigler et al., 1980; Tan et al. 2004). (A) Die
Zellen wurden lysiert, bei 95 °C aufgekocht und die Proteine Uber SDS-PAGE
aufgetrennt. Zur Detektion der mit dem M-Protein endozytierten Antikérper wurde ein
Alexa-Fluor 680-gekoppelter a-Maus Antikérper eingesetzt. (B) Die Zellen wurden lysiert
und die Proteine direkt ohne Aufkochen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
Das M-Protein bzw. dessen verkiirzte Form wurde durch einen a-Flag M2 Antikérper und
einen Alexa-Fluor 680-gekoppelter a-Maus Antikdrper nachgewiesen. Auf der rechten
Seite sind die Positionen der schweren und leichten Antikorperkette bzw. der viralen
Proteine aufgefiihrt. Linksseitig sind die Positionen des GréRenmarkers dargestellt. Bei
den mit (*) gekennzeichneten Banden handelt es sich vermutlich um unspezifische
zellulare Proteine. (C) Die Proteinbanden der schweren Kette des an der Oberflache
gebundenen und endozytierten Antikorpers wurden mit der Odyssey® Software
quantifiziert und graphisch dargestellt. Im Diagramm ist der jeweilige Anteil des
aufgenommenen Antikdrpers an der Gesamtmenge des oberflachengebundenen und
endozytierten Antikérpers prozentual wiedergegeben. Die exprimierten Proteine sind
unterhalb und die Behandlung der Zellen mit Essigsdure durch ein + oberhalb der
Abbildung dargestellt.

Um die Aufnahmegeschwindigkeit des M-Proteins zu untersuchen, wurde im Folgenden eine
Kinetik durchgefiihrt (Abb. 15). Hierzu wurden BHK-T7-Zellen mit dem Konstrukt pTM1-My
transfiziert und 24 Stunden spater im nativen Zustand mit einem monoklonalen a-Flag M2
Antikoérper bei 37 °C fir die angegebenen Zeiten inkubiert. Im Anschluss wurden die
oberflachengebundenen Antikdrper bei 4 °C mit Essigsaure entfernt, die Zellen lysiert und
die aufgekochten Proben mittels SDS-PAGE analysiert. Schon nach flinfminutiger-
Erstantikdrper-Inkubation konnte die schwere Kette endozytierter Antikérper in den
Zelllysaten detektiert werden (Abb. 15 A, Spur 2). Nach 60-minutiger Antikdrperinkubation
konnte hingegen eine sehr viel prominentere Proteinbande nachgewiesen werden (Abb. 15
A, Spur 4). Die Expression des intrazellular lokalisierten SARS-CoV N-Proteins diente als
Negativkontrolle. Es konnte keine unspezifische Antikérperbindung an der Oberflache
transfizierter Zellen beobachtet werden (Abb. 15 A, Spur 5).

Eine quantitative Auswertung der Kinetik-Studie ist in Abbildung 15 B dargestellt. Wahrend
bis ca. 15 Minuten nach Antikorperzugabe eine nahezu lineare Zunahme endozytierter
Antikorper zu verzeichnen war, stellte sich in der folgenden halben Stunde ein Maximum ein,

welches sich im Diagramm als Plateau wiederspiegelt.



Ergebnisse

68

A

Endozytose 0o | 5 | 15 60"
¥ T
& 5
L]
L ——— schwere
: ™ AkKette
=
leichte
Ak-Kette
E® TEEe. |
1 2 3 4 5
My Ny
Endozytose - Kinetik
1,2
g 1 _—0
c
©
<
‘D 0,8
<
Q- 06
@
©
© 04
= J
c
8 0.2
£
0 10 20 30 40 50 60 70
Erstantikérper Inkubation [min]

Abbildung 15: Endozytosekinetik des SARS-CoV M-Proteins.

(A) Das Plasmid pTM1-M nfiag bzw. pTM1-N y wurde in subkonfluente BHK-T7-Zellen
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die nativen Zellen mit dem monoklonalen a-
Flag M2 fur die angegebenen Zeiten bei 37 °C inkubiert und anschlielend bei 4 °C mit
schwacher Essigsaure behandelt. Die Zellen wurden lysiert, bei 95 °C aufgekocht und die
Proteine Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Detektion der mit dem M-Protein
endozytierten Antikérper wurde ein Alexa-Fluor 680-gekoppelter a-Maus Antikérper
eingesetzt. Auf der rechten Seite sind die Positionen der schweren und leichten
Antikorperkette aufgefihrt. Die exprimierten Proteine sind unterhalb und die
Inkubationszeiten bei 37 °C oberhalb der Abbildung dargestellt. (B) Die Intensitat der
Antikdrperbande der Western Blot-Analyse (Abb. 15 A) wurde quantifiziert und graphisch
dargestellt.
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5.7 Untersuchungen zur N-Glykosylierung des M-Proteins

Der Vergleich der N-Glykosylierungsrate des M-Proteins unterschiedlicher Coronaviren
verdeutlicht, dass das M-Protein des SARS-CoV ungewohnlich ineffizient modifiziert wird
(Klumperman et al., 1994; Voss et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass rekombinantes M-
Protein des MHV und des TGEV zu 100 % N-glykosyliert vorliegt (Klumperman et al., 1994).
Das M-Protein des SARS-CoV hingegen war in gereinigtem Virus, in Pulse-Chase-Analysen
und in in vitro-Translationsassays in der unglykosylierten Form (My) und der Endo H-
sensitiven, mannosereichen Form (M) zu etwa gleichen Teilen nachweisbar (Abb. 7; Voss et
al., 2006). Die in vitro-Expression des M-Proteins des humanen Coronavirus-NL63 (HCoV-
NL63) und des SARS-CoV sollte die Glykosylierungseffizienz der beiden Membranproteine
unter gleichen Bedingungen gegenulberstellen (Abb. 16).

Wahrend das M-Protein des SARS-CoV in der unglykosylierten (Mg) und der glykosylierten
(M4) Form zu ungefahr gleichen Teilen zu erkennen war, resultierte die Expression des M-
Proteins des HCoV-NL63 in der Detektion von drei unterschiedlichen Formen My, M4 und M.
Wahrend die Endo H-sensitive, mannosereiche M;-Form am starksten exprimiert wurde,
zeigte sich jeweils nur ein schwaches Signal fiir die leichtere My— bzw. héhermolekulare Mo—
Form des M-Proteins (Abb. 16 A). Es zeigte sich somit auch hier eine starkere N-
Glykosylierung des M-Proteins des HCoV-NL63 im Vergleich zum homologen Protein des
SARS-CoV. Das Auftreten einer schwereren, Endo H-sensitiven Form (M,) lasst vermuten,
dass das M-Protein des HCoV-NL63 an zwei der drei potentiellen N-Glykosylierungsstellen
modifiziert wird (Mdller et al.,, 2007; van der Hoek et al., 2004). Bisherige in silico-
Vorhersagen der Topologie des verwandten HCoV-NL63 M-Proteins und die in dieser Arbeit
durchgefihrten in vitro-Analysen lassen eine dem TGEV M-Protein vergleichbare Topologie
vermuten (Mdller et al., 2007; Pyrc et al., 2006; Risco et al., 1995). Mithilfe von Substitutions-
mutanten liel3en sich in zukinftigen Untersuchungen aktive N-Glykosylierungsstellen der drei
potentiellen Konsensussequenzen identifizieren und die vermutete Nex-Cexo-TOpologie des
HCoV-NL63 M-Proteins verifizieren.

In weiteren Analysen sollte nun der Einfluss benachbarter und moglicherweise
interagierender Molekiile des SARS-CoV M-Proteins untersucht werden (siehe schematische
Darstellung in Abbildung 16 B). Der Nachweis von Homooligomeren des MHV M-Proteins
fuhrte zu der Vermutung, dass die Glykosylierung eines M-Proteins durch die
Glykanstrukturen benachbarter Moleklle des Proteins inhibiert werden kénnte, wie es auch
fur das Glykoprotein des Tollwutvirus postuliert wird (de Haan et al., 2000; Wojczyk et al.,
2005). Diesen negativen sterischen Einfluss vorausgesetzt, sollte sich die
Glykosylierungsrate des SARS-CoV M-Proteins erhdhen, je weniger benachbarte
Glykanstrukturen vorhanden sind. Hierzu wurde das M-Protein mit einem C-terminalen Flag-

Epitop (Mc) einzeln bzw. zusammen mit der glykosylierungsdefizienten Mutante Mysg in
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Anwesenheit von Mikrosomen in vitro-translatiert (Abb. 16 C). Die Verwendung des Flag-
markierten M-Proteins (Mc) ermoglichte die Unterscheidung zur unmarkierten

Glykosylierungsmutante (Mysq) anhand ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes.
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Abbildung 16: Das SARS-CoV M-Protein wird ineffizient N-glykosyliert

(A) Die Plasmide pcDNA3.1-M-V5/His TOPO (HCoV-NL63) und pTM1-M (SARS-CoV)
wurden jeweils in dem TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation Assay unter
Zugabe von Mikrosomen eingesetzt. Die in vitro-Translate wurde geteilt und mit Endo H
bzw. PBS inkubiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Bioimager analysiert. Auf beiden Seiten der Abbildung sind die Positionen der
unglykosylierten Form (M) und der mannosereichen Form der Proteine (M)
wiedergegeben. M, symbolisiert das Protein, welches an zwei N-Glykosylierungsstellen
modifiziert wurde. Bei den mit (*) gekennzeichneten Banden handelt es sich vermutlich
um unspezifische zellulare Proteine. Die exprimierten Proteine sind unterhalb und die
Zugabe von Endo H durch ein + oberhalb der Abbildung dargestellt. (B) Schematische
Darstellung der Hypothese, dass durch die Interaktion der ersten
Transmembrandomanen zweier M-Proteine jeweils ein Molekll an der N-Glykosylierung
sterisch gehindert wird. (C) Das M-Protein und die glykosylierungsdefiziente Mutante M
naq  wurden einzeln oder zusammen mit dem TNT® T7 Quick Coupled
Transcription/Translation Kit in An- oder Abwesenheit von Mikrosomen in vitro-exprimiert.
Die Translate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem Bioimager
ausgewertet. Die exprimierten Proteine sind oberhalb und deren Positionen rechts der
Abbildung dargestellt.
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Wahrend die Expression des M-Proteins wie erwartet zu zwei Proteinformen fihrte (Abb. 16
C, Spur 1), war bei der Expression der glykosylierungsdefizienten Mutante nur die
unglykosylierte Form des Proteins detektierbar (Abb. 16 C, Spur 2). Die Menge des N-
glykosylierten M-Proteins zeigte nach Einzel- und nach Koexpression mit der Mutante Mnsq
keinerlei Unterschiede (Abb. 16 C, obere Bande in Spur 1 und 3). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die unterdriickte N-Glykosylierung eines Molekiils keinen stimulierenden
Einfluss auf die Glykosylierung interagierender Molekile des M-Proteins auslbt und die
unvollstandige Glykosylierung des M-Proteins somit wahrscheinlich nicht durch sterische

Hinderungen zu erklaren ist.

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, welche Bedeutung die N-Glykosylierung fir den
intrazellularen Transport des M-Proteins hat. In Abbildung 17 A ist die Einzelexpression der
Flag-markierten ~ Substitutionsmutante ~ Mysanrag  Mittels  Immunfluoreszenzanalyse
dargestellt. Die Anfarbung erfolgte mit einem gegen das Flag-Epitop gerichteten polyklonalen
a-Flag Antikérper und einem spezifisch das ERGIC markierenden o-ERGIC Antikérper. Die
Uberlagerung beider Fluoreszenzsignale machte eine Lokalisation der M-Mutante in dem
ERGIC im perinukledren Raum sichtbar. Um zu untersuchen, ob die N-Glykosylierung des
M-Proteins einen Einfluss auf dessen Transport zur Plasmamembran hat (siehe auch Abb.
12), wurden Huh7-Zellen mit dem Plasmid pTM1-Myasq n-Fiag bZW. pTM1-My.riag transfiziert und
die Zelloberflache im nativen Zustand mit einem polyklonalen a-Flag Antikdrper inkubiert und
vollstandig abgesattigt (Abb. 17 B). Nach Inkubation mit einem Texas Red-gekoppelten
Zweitantikorper wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das intrazellulare M-Protein mit
einem polyklonalen o-Flag und einem FITC-gekoppelten a-Kaninchen Antikorper
nachgewiesen. Im Vergleich von Wildtyp M-Protein und der glykosylierungsdefizienten
Mutante Mysq (Abb. 17 B, linkes Bild) zeigen sich weder in der intrazellularen Verteilung,
noch im Oberflachentransport Unterschiede. Dies bedeutet, dass die N-Glykosylierung des

SARS-CoV M-Proteins keinen Einfluss auf den intrazellularen Transport ausubt.
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Abbildung 17: Die N-Glykosylierung des M-Proteins hat keinen Einfluss auf den
intrazellularen Transport des Proteins.

(A) Zur Einzelexpression des M ysq—Proteins wurden subkonfluente Huh7-Zellen mit dem
Plasmid pTM1-M nsq n-Fiag transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit dem polyklonalen a-Flag Antikdrper und einem o-ERGIC 53
Antikérper sowie einem Rhodamin-gekoppelten a-Kaninchen Antikérper und einem FITC-
gekoppelten a-Maus Antikdrper gefarbt. (B) Die Plasmide p-TM1-M n.piag und pTM1-M yuq
N-Flag WUrden einzeln in subkonfluenten Huh7-Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die nativen Zellen mit dem polyklonale a-Flag Antikérper und einem sekundéaren
Rhodamin-gekoppelten o-Kaninchen Antikérper inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem polyklonalen a-Flag Antikérper und einem
sekundaren FITC-gekoppelten a-Kaninchen Antikdrper gefarbt. Die exprimierten Proteine
sind jeweils oberhalb der Bilder angezeigt.
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5.8 Koexpression des M- und S-Proteins

Das M-Protein der Coronaviren bt im Assemblierungsprozess zentrale Funktionen aus,
indem es selektiv das virale RNA-Genom innerhalb des Nukleokapsids mit weiteren viralen
Strukturkomponenten zusammenfihrt. Auch das fur die Bindung des zelluldren Rezeptors
und somit fur die Infektiositat des Virus essentielle S-Protein wird durch das M-Protein in die
Membran des viralen Partikels eingebaut (Huang et al., 2004b; Nguyen & Hogue, 1997;
Opstelten et al., 1993). Untersuchungen zur Morphogenese des MHV konnten zeigen, dass
schon sehr frih innerhalb des sekretorischen Weges in pra-Golgi-Kompartimenten M-S-
Komplexe nachweisbar waren (Opstelten et al., 1993; Opstelten et al., 1995). Das S-Protein
der meisten Coronaviren (wie z.B. BCV, IBV, MHV und TGEV) wird aufgrund eines
Retentionssignales in der zytoplasmatischen Domane nicht zur Plasmamembran
transportiert, sondern im Zytoplasma zuriickgehalten (Lontok et al., 2004; Schwegmann-
Wessels et al., 2004). Das S-Protein des SARS-CoV konnte hingegen nach transienter
Expression an der Zelloberflache detektiert werden (Hofmann et al., 2004; Schwegmann-
Wessels et al., 2004; Simmons et al., 2004).

Es war nun von Interesse, inwieweit sich die intrazellulare Verteilung des SARS-CoV S-
Proteins in Anwesenheit des M-Proteins verandert. Hierzu wurde zunachst die Lokalisation
des S-Proteins wahrend transienter Expression im Vergleich zu einer SARS-CoV Infektion
untersucht (Abb. 18 A). Es wurden Huh7-Zellen mit dem Plasmid pcDNA3.1-S transfiziert
und 24 Stunden spater fixiert und permeabilisiert. Das rekombinante S-Protein wurde mit
einem polyklonalen o-S Antikérper sowie einem Rhodamin-gekoppelten o-Kaninchen
Antikdrper nachgewiesen (Abb. 18 A, linkes Bild). Die SARS-CoV infizierten Vero-Zellen
wurden einen Tag nach der Infektion fixiert, permeabilisiert und mit einem humanen
monoklonalen a-S Antikérper und einem FITC-gekoppelten a-human Antikérper inkubiert
(Abb. 18 A, rechtes Bild). Wahrend das rekombinante S-Protein granular an der
Plasmamembran und an intrazellularen Membranen assoziiert vorlag, war das S-Protein in
der infizierten Zelle hauptsachlich im perinuklearen Raum lokalisiert. Dieses Ergebnis deutet
auf einen veranderten Transportweg des S-Proteins in Anwesenheit weiterer viraler Proteine,
wie z.B. dem M-Protein, im Vergleich zur transienten Einzelexpression des Proteins hin. In
einer kurzlich veroffentlichten Studie wurde gezeigt, dass nach Koexpression das S-Protein
des SARS-CoV durch das M-Protein vermehrt in den perinukledren Raum rekrutiert wird
(McBride et al., 2007).



Erge

bnisse

74

A Transfektion Infektion

a-Flag a-S Uberlagerung
M.
+
S
C aa1-134
+
| .

Abbildung 18: Koexpression des M-Proteins fiihrt zu einer verédnderten Lokalisation
des S-Proteins.

(A) Zur Einzelexpression des S-Proteins wurden subkonfluente Huh7-Zellen mit dem
Plasmid pcDNA3.1-S transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit einem polyklonalen a-S S1S2 Antikérper und einem Rhodamin-
gekoppelten a-Kaninchen Antikérper gefarbt (linkes Bild). SARS-CoV infizierte Vero-
Zellen wurden 24 h nach Infektion fixiert, permeabilisiert und mit dem polyklonalen a-S
S1S2-Antikérper und einem FITC-gekoppelten o-Kaninchen Antikorper inkubiert. (B)
Subkonfluente Huh7-Zellen wurden mit den Plasmiden pTM1-Mc.riag bzW. M1_134 c-Fiag UNd
pcDNA3.1-S koexprimiert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit einem monoklonalen o-Flag M2 Antikérper und einem
polyklonalen o-S S1S2 Antikérper sowie einem sekundaren FITC-gekoppelten a-Maus
und einem Rhodamin-gekoppelten a-Kaninchen Antikérper gefarbt.
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Erganzend sollte nun der Einfluss der zytoplasmatischen Doméane des M-Proteins auf die
Interaktion mit dem S-Protein untersucht werden. Hierzu wurden Huh7-Zellen mit den
Plasmiden pcDNA3.1-S und pTM1-M¢ bzw. pTM1-Mc 1.134 kotransfiziert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die rekombinanten Proteine mittels spezifischer
Antikorper detektiert (Abb. 18 B). Nach Expression des Wildtyp M-Proteins konnte wie
erwartet eine perinukleare Farbung des M-Proteins beobachtet werden (Abb. 18 B, obere
Reihe, linkes Bild). In dieser exemplarisch ausgewahlten M-exprimierenden Zelle konnte
aulBerdem das S-Protein in denselben Strukturen detektiert werden, was durch die
Uberlagerung der beiden Signale deutlich wurde (Abb. 18 B, obere Reihe, rechtes Bild). Im
Bildausschnitt ist weiterhin die typische Verteilung einer nur S-exprimierenden Zelle, welches
sich durch eine prominente Oberflachenfarbung aullerte, dargestellt. In dieser Zelle fand sich
keine spezifische Farbung flir das M-Protein (Abb. 18 B, obere Reihe, linkes Bild).

Die Uberlagerung der Signale der Koexpressionsstudien des C-terminal verkiirzten M-
Proteins mit dem S-Protein spiegelt ebenso eine Rekrutierung des S-Proteins in perinukleare
Bereiche durch das verklrzte M-Protein wieder (Abb. 18 B, untere Reihe). Diese Ergebnisse
stitzen die Resultate fruherer Analysen, die einen Einfluss des M-Proteins auf die
intrazellulare Verteilung des S-Proteins entdecken konnten (McBride et al., 2007). Zusatzlich
wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Deletion des zytoplasmatischen
Bereiches des M-Proteins keine Auswirkungen auf dessen Interaktion mit dem S-Protein

besitzt.

5.9 Studien zur adenoviralen Expression von Strukturproteinen des SARS-
CoV

Im Folgenden sollte ein moglicher Einfluss der Glykosylierung des M-Proteins auf die
Assemblierung neuer Viren mithilfe von VLPs untersucht werden. In der Literatur sind
unterschiedliche Angaben Uber die fir die Bildung der VLPs essentiellen SARS-CoV
Proteine vertreten. Sowohl die beiden Membranproteine M und E (Hsieh et al., 2005; Mortola
& Roy, 2004) als auch M- und das Nukleokapsidprotein (N) gelten als minimale und
ausreichende virale Bausteine flir die Generierung von VLPs des SARS-CoV (Huang et al.,
2004b). Ein Grund fur die kontroversen Resultate konnte in den unterschiedlichen
Expressionssystemen und somit moglicherweise verschiedenen Assemblierungs-
mechanismen zu finden sein. Aufgrund eines schwachen Expressionsniveaus konnten in
dieser Arbeit mittels eines Plasmid-gestitzten Koexpressionsansatzes keine VLPs generiert
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen von
Huang et al., die aus dem Uberstand M- und N-exprimierender Zellen nur eine geringe
Menge an VLPs gewinnen konnten (Huang et al., 2004b). Zur Erhdhung sowohl der

Expressionsrate der SARS-CoV spezifischen Proteine als auch der Effizienz des
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Gentransfers in die Zellen, wurden rekombinante Adenoviren hergestellt (Abb. 5). Das hierzu
verwendete ,,AdEasyT'VI Adenovirale Vektor System“ beruht auf der Konstruktion

replikationsdefizienter rekombinanter Adenoviren (He et al., 1998).
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Abbildung 19: Charakterisierung rekombinanter Adenoviren zur Expression viraler
Strukturproteine des SARS-CoV.

(A) HER 911-Zellen wurden mit dem rekombinanten Adenovirus pAd-GFP Myaq infiziert
und 24 h spater fixiert, permeabilisiert und das adenovirale E2A-Protein mit einem
monoklonalen o-E2A Antikdrper gefarbt. (B) Fir elektronenmikroskopische Analysen
wurden HER 911-Zellen mit dem rekombinanten Adenovirus pAd-GFP Mysq mit einer
MOI von 5 infiziert und 24 h spater mit PFA und Osmiumtetroxid fixiert. Die dehydrierten
Proben wurden in einem Epon-Aceton Gemisch eingebettet und einzelne Schnitte mittels
Transmissionselektronenmikroskopie ausgewertet. (C) Zum Nachweis der in das
adenovirale Genom integrierten SARS-CoV ORFs wurden jeweils 5 pl der
Virussuspensionen mit Proteinase K bei 55 °C inkubiert. Mittels PCR und durch den
Einsatz von genspezifischen Primern wurden die spezifischen Fragmente amplifiziert und
in einem Agarose-Gel aufgetrennt. Oberhalb der Abbildung sind die jeweils eingesetzten
Templates (adenovirale DNA) dargestellt und rechtsseitig die Abkirzungen der
spezifischen Genprodukte den DNA-Banden zugeordnet. (D) HelLa-Zellen wurden auf 4-
Kammer-Objekttrager ausgesat und am darauf folgenden Tag mit unterschiedlichen
Virusverdinnungen der zu titrierenden Virussuspension infiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem monoklonalen a-E2A Antikérper gefarbt. Die
Auswertung der Titrierung der einzelnen rekombinanten Adenoviren ist in einer Tabelle
wiedergegeben.
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Der offene Leserahmen des zu exprimierenden Proteins, in diesem Fall das SARS-CoV N-,
E-, M- sowie die mutierte Form des M-Proteins, wurde zunéachst in einen Shuttle-Vektor
(pAdTrack-CMV) unter der Kontrolle des Zytomegalievirus (CMV) Promotors kloniert.
Definierte Sequenzen dieses resultierenden Konstruktes wurden ({ber homologe
Rekombination in den adenoviralen Vektor pAdEasy-1 integriert. Das resultierende, ca. 36
kbp groRe Konstrukt trug die gesamte genetische Information des Adenovirus des Serotyps
5 (Ad5) auBer dem E1-Gen, welches flr eine effiziente Replikation des viralen Genoms
essentiell ist. Zusatzlich kodiert der Vektor flir das GFP-Gen und fir jeweils ein SARS-CoV
spezifisches Gen. Es wurden nun HEK 293 Zellen, die den Defekt im viralen Genom durch
die konstitutive Expression des E1 Proteins kompensieren, mit dem rekombinanten
adenoviralen Konstruktes transfiziert. In diesen Zellen konnte das virale Genom replizieren
und das neue rekombinante Adenovirus amplifiziert werden. Drei Tage nach der Transfektion
konnten vereinzelt GFP-fluoreszierende Zellen beobachtet werden, was ein Indikator fir die
Bildung rekombinanter Adenoviren war. Die fir Adenoviren typischen nukledren
Replikationszentren konnten zu diesem Zeitpunkt durch die Anfarbung mit einem Antikoérper
gegen das adenovirale E2A-Protein sichtbar gemacht werden (Abb. 19 A). 8 Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen durch drei Zyklen Einfrieren/Auftauen in flissigem Stickstoff
aufgeschlossen und der Uberstand fiir weitere Amplifikationsschritte bzw. fir
Infektionsstudien verwendet. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von infizierten
Zellen konnten die schon erwahnten nuklearen adenoviralen Replikationszentren sichtbar
machen (Abb. 19 B). Es konnten keine morphologischen Unterschiede nach Infektion der
einzelnen rekombinanten Adenoviren mit den verschiedenen SARS-CoV Genen entdeckt
werden. Zur Verifizierung der SARS-CoV spezifischen Gene in den rekombinanten
Adenoviren wurden unterschiedlichen Virusinokula mit Proteinase K versetzt, aufgekocht und
in einem PCR-Ansatz mit genspezifischen Primern analysiert. Als Kontrolle diente das
Konstrukt pTM1-My. In Abbildung 19 C sind die im Agarose-Gel aufgetrennten PCR-
Produkte dargestellt und die SARS-CoV spezifischen Banden mit einem Pfeil markiert. In
allen Virusstocks konnte das jeweils integrierte Gen des SARS-CoV detektiert werden. Zur
Bestimmung des Titers wurden die rekombinanten Virusstocks sequenziell verdinnt und mit
den Virusverdinnungen Hela-Zellen infiziert. Einen Tag nach der Infektion wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem monoklonalen Antikérper gegen das adenovirale
E2A-Protein gefarbt. Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie wurden E2A-positive Zellen
ausgezahlt und die Anzahl abhangig von dem jeweiligen Verdinnungsfaktor in das
Verhaltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt. Die quantitative Auswertung der unterschiedlichen
Adenovirus-Konstrukte ergab Virustiter zwischen 3 x 107 bis 5 x 10° (Abb. 19 D).

Zur Expression der SARS-CoV Proteine wurden Hela-Zellen mit den rekombinanten

Adenoviren mit einer MOI von 5 infiziert und die Zelllysate einen Tag nach der Infektion
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geerntet. Eine erfolgreiche Infektion wurde durch die GFP-Expression infizierter Zellen
verfolgt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Membran in der
Western Blot-Analyse mit einem monoklonalen a-Flag Antikdrper sowie einem AF680-
gekoppelter a-Maus Antikorper inkubiert. Wahrend das in dem pAd-GFP Konstrukt
integrierte N in den infizierten Zellen exprimiert wurde, war das M-Protein und auch die

glykosylierungsdefiziente Mutante Myaq nicht in den Zelllysaten nachweisbar.

Zusammenfassend kann sagen, dass SARS-CoV spezifische Gene in rekombinante
Adenoviren integriert werden konnten und diese Adenoviren sowohl in ihrer Morphologie als
auch in ihrem Wachstumsverhalten keine atypischen Auffalligkeiten zeigten. Eine Expression
der SARS-CoV Proteine M und E konnte hingegen in diesem System nicht erzielt werden.
Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnte sein, dass die Expression der coronaviralen Proteine
in diesem System durch den Zytomegalievirus (CMV)-Promotor reguliert und die
synthetisierte  RNA nukledren Prozessierungsmechanismen ausgesetzt ist. Mithilfe des
Programms GENSCAN konnte eine potentielle Splice-Site innerhalb der viralen
Nukleotidsequenz identifiziert werden, die fur das M-Protein kodiert (Burge & Karlin, 1997).
Das Produkt dieser katalytischen Reaktion ware eine ca. 170 bp-grofte Deletion innerhalb
der mRNA und somit ein stark verkurztes M-Protein mit nur einer Transmembrandomane
und unbekannter Stabilitdt. Eine schwache bzw. vollstandig unterdriickte Expression von
SARS-CoV und TGEV Proteinen unter der Kontrolle des CMV-Promotors konnte auch in
anderen Arbeiten beobachtet werden (Schwegmann-Wessels et al., 2004; Simmons et al.,
2004).

5.10 Untersuchungen zur Bedeutung der N-Glykosylierung des M-Proteins im

viralen Kontext mithilfe eines rekombinanten SARS-CoV

Um den Einfluss der N-Glykosylierung des M-Proteins auf die Assemblierung neuer Virionen
zu untersuchen, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Drosten
(Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg) ein infektioser cDNA-Klon des SARS-CoV mit einer
mutierten Glykosylierungsstelle im M-Protein hergestellt. Die Schwierigkeiten bei der
Konstruktion eines cDNA-Klons der Coronaviren liegen insbesondere in der enormen Grdlze
des viralen Genoms und der Instabilitdt coronaviraler Gensequenzen in Bakterien. Diese
Hindernisse konnten durch den Einsatz von Bac-Vektoren und durch die in vitro-Ligation von
viralen cDNA-Fragmenten Uberwunden werden. In den letzten Jahren konnten cDNA-Klone
von IBV, TGEV und MHV synthetisiert werden (Almazan et al., 2000; Casais et al., 2001;
Yount et al., 2000; Yount et al., 2002). Erst kirzlich wurde die Herstellung eines cDNA-Klons
des SARS-CoV basierend auf einem Bac-Vektor veroffentlicht (Almazan et al., 2006).
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Abbildung 20: Ein rekombinantes SARS-CoV mit einem glykosylierungsdefizientem
M-Protein repliziert und zeigt keine morphologischen Unterschiede zum Wildtyp-
Virus.

(A) Vero-Zellen wurden mit dem Wildtyp rekombinanten SARS-CoV bzw. dem mutierten
Virus (Mnsg) mit einer MOI von 3 infiziert und das Zelllysat 24 h spater in ColP-Puffer
aufgenommen. Die Proben wurden zur Inaktivierung mit SDS versetzt, auf 96 °C erhitzt
und mittels SDS-PAGE analysiert. Zum Nachweis der viralen Strukturproteine wurde die
Membran mit dem Serum eines immunisierten Kaninchens inkubiert. Zur Detektion des
M-Proteins wurde der humane monoklonale S30-Antikérper eingesetzt. Auf der linken
und rechten Seite wurden die Abklrzungen der Hauptstrukturproteine des SARS-CoV
den spezifischen Banden zugeordnet. Oberhalb sind die Abklrzungen der eingesetzten
rekombinanten Viren und unterhalb die verwendeten Erstantikdrper dargestellt. (B) Vero-
Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit dem rekombinanten Wiltyp Virus bzw. dem
mutierten rekombinanten Virus infiziert und 24 h spater die Viren im Zelliberstand mit 4
% PFA und 0,1 % Glutaraldehyd fixiert. Die Proben wurden nach dem Prinzip der
Negativ-Farbung mit Phosphotungstic-Saure gefarbt und im Elektronenmikroskop
ausgewertet. (C) Die Virussuspension der beiden rekombinanten Viren wurde seriell
verdinnt und Vero-Zellen hiermit infiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 4 % PFA
fixiert und anschlieBend die adharenten, lebenden Zellen mit Kristallviolett angefarbt.
Somit konnten die zytopathischen Zellen (Plaques) sichtbar gemacht werden. (D)
FRHK4- bzw. Vero-Zellen wurden mit einer MOI von 0,05 mit dem rekombinanten Wiltyp-
Virus bzw. dem mutierten rekombinanten Virus infiziert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde 100 pl des Zelliberstandes abgenommen und die Anzahl viraler
Genomkopien mittels Echtzeit-RT-PCR und Amplifizierung des viralen Polymerase-Gens
im Lightcycler quantifiziert. Die Auswertung des Experimentes ist graphisch dargestellt.

Nachdem der volle Lange Klon des SARS-CoV mit einem mutierten M-Protein zur Verfigung
stand (Mnsq recSARS-CoV), wurde das Konstrukt enzymatisch linearisiert und die cDNA in
vitro-transkribiert. AnschlieRend wurde die virale RNA in BHK-T7-Zellen mittels
Elektroporation transferiert und der Uberstand nach 24 Stunden auf suszeptible Zellen (Vero-
Zellen) Ubertragen. Um mdgliche Kontaminationen der Virussuspensionen auszuschlie3en,
wurden das Wildtyp-Virus und das rekombinante mutierte Virus einer zweimaligen Plaque-
Aufreinigung unterzogen. Zum Nachweis der viralen Strukturproteine wurden subkonfluente
Vero-Zellen mit dem aufgereinigten Wildtyp-Virus bzw. dem mutierten Virus infiziert. Nach 24
Stunden wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in ColP-Puffer und SDS lysiert und
die Proteine mittels SDS-PAGE analysiert. Die Membran wurde mit dem Serum eines mit
inaktiviertem SARS-CoV immunisierten Kaninchens inkubiert (Abb. 20 A, linke Seite). Das N-
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 46 kDa ist durch eine prominente Proteinbande
reprasentiert. Aullerdem konnte das 180 kDa grolte S-Protein und eine schwache
Proteinbande, die vermutlich das M-Protein darstellt, detektiert werden. Der Einsatz des
spezifischen monoklonalen a-M S30-Antikdrpers konnte diese Vermutung bestéatigt werden
(Abb. 20 A, rechte Seite). Im Zelllysat der mit dem rekombinanten Wildtyp-Virus infizierten
Zellen konnte sowohl die unglykosylierte als auch die N-glykosylierte Form des M-Proteins
nachgewiesen werden. Nach der Infektion der Zellen mit dem rekombinanten mutierten Virus
(Mnaq recSARS-CoV) wurde hingegen wie erwartet nur das unglykosylierte M-Protein
detektiert. Dieses Ergebnis und eine Sequenzierungsanalyse konnte die erfolgreiche

Konstruktion eines replizierenden, rekombinanten SARS-CoV mit einem
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glykosylierungsdefizienten M-Protein  verifizieren. Mittels elektronenmikroskopischer
Untersuchungen sollte die Morphologie der beiden unterschiedlichen rekombinanten Viren
miteinander Verglichen werden. Hierzu wurden Vero-Zellen mit den beiden unterschiedlichen
rekombinanten Viren mit einer MOI von 1 infiziert und 24 Stunden spater wurde der
Zelliberstand mit PFA und Glutaraldehyd fixiert. Nach der Negativ-Farbe-Methode wurden
die viralen Partikel mithilfe der Elektronenmikroskopie ausgewertet (Abb. 20 B). Die GroRe
der Partikel des rekombinanten Wildtyp und des rekombinanten mutierten SARS-CoV betrug
im Durchschnitt ca. 85 nm (exklusive S-Protein) und unterschied sich somit nicht von der
Grolie authentischer Virionen. Es waren auferdem keine morphologischen Unterschiede in
der charakteristischen ,Kronenahnlichen® Anordnung des S-Proteins der rekombinanten
SARS-Coronaviren zu erkennen. Die Analyse der Plaquemorphologie infizierte Zellen sollte
erste Hinweise auf mogliche Unterschiede in der Infektion und der Ausbreitung der
unterschiedlichen rekombinanten Viren in einem Zellrasen liefern (Abb. 20 C). Die Infektion
subkonfluenter Vero-Zellen erfolgte in 6 well-Zellkulturplatten nach serieller Verdinnung der
Virussuspensionen der beiden rekombinanten Viren. Nach einer Stunde wurde das Inokulum
abgenommen und die Zellen fir weitere 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden mit PFA
fixiert und adhéarente, lebende Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Die Infektion mit beiden
rekombinanten Viren flhrte zur Ausbildung von kleinen runden Plaques, die bei der Infektion
mit den Virusverdiinnugen 10 und 10 vereinzelt und gut zu erkennen waren. Sowohl die
Anzahl der Plaques als auch deren Form unterschied sich nach Infektion mit dem
rekombinanten mutierten SARS-CoV (Mnsq recSARS-CoV) bzw. dem rekombinanten Wildtyp
SARS-CoV (wt recSARS-CoV) nicht. Fir beide Virussuspensionen konnte ein Titer von ca. 2
x 10° pro ml bestimmt werden (zwei Plaques nach Infektion mit 100 pl der Virusverdiinung
107).

Mithilfe einer Wachstumskinetik sollte die Replikation der rekombinanten Viren auf zwei
unterschiedlichen Zelllinien (Vero- und FRHK4-Zellen) untersucht werden (Abb. 20 D).
Hierzu wurden subkonfluente Vero- bzw. FRHK4-Zellen mit einer MOI von 0,05 mit dem
mutierten bzw. dem Wildtyp rekombinanten SARS-CoV infiziert. Nach einer Stunde wurde
das Inokulum abgenommen, die Zellen mit sterilem PBSdef gewaschen und die RNA aus
einer Probe des frischen Zelliiberstandes isoliert (0 h-Wert). Zu den angegebenen Zeitwerten
wurden weitere Proben genommen und die RNA extrahiert. Durch die anschlieRende
Echtzeit-RT-PCR des viralen Polymerase-Gens konnte die Anzahl viraler Genomkopien im
Uberstand infizierter Zellen zu den definierten Zeitpunkten bestimmt werden. Eine
schematische Auswertung des Experimentes ist in Abbildung 20 D wiedergegeben. Die
Infektion mit dem rekombinanten Wildtyp SARS-CoV flhrte in FRHK4-Zellen innerhalb von
18 Stunden zu einer Zunahme viraler Genomkopien um funf bzw. sechs log-Stufen. In den

Proben folgender Zeitwerte kam es nur zu geringfiigigen Veranderungen dieses Virustiters
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von ca. 8 x 10’ (Abb. 20 D, linkes Schema, blaue Balken). Die Auswertung der PCR-Proben
nach Infektion mit dem rekombinanten mutierten SARS-CoV brachte ahnliche Ergebnisse.
Nach 40 Stunden wurde ein Virustiter von ca. 2 x 10’ gemessen (Abb. 20 D, linkes Schema,
rote Balken). Es konnten demnach keine signifikanten Unterschiede im Virustiter nach
Infektion von FRHK4-Zellen mit den unterschiedlichen rekombinanten Viren beobachtet
werden.

Durch die Infektion von Vero-Zellen mit den rekombinanten Viren sollten die gewonnenen
Erkenntnisse Uberprift werden (Abb. 20 D, rechtes Schema). Wahrend beim ,Viruseinsatz*
(0 h-Wert) keine Unterschiede nach der Infektion der beiden rekombinanten Viren detektiert
werden konnten, zeigte sich 18 Stunden bzw. 24 Stunden nach der Infektion ein um das
zehnfache hoherer Titer des rekombinanten Wildtyp-Virus (Abb. 20 D, rechtes Schema,
blaue Balken) im Vergleich zum rekombinanten mutierten SARS-CoV (Abb. 20 D, rechtes
Schema, rote Balken). Dieser Unterschied in der Anzahl viraler Genomkopien konnte
hingegen in der spaten Phase der Infektion (40 h-Wert) nicht mehr nachgewiesen werden.
Der in der frithen Phase beobachtete schnelle Zuwachs viraler Genomkopien war in
infizierten Vero-Zellen im Vergleich mit den infizierten FRHK4-Zellen weniger prominent. 18
Stunden nach der Infektion lag der Wert des Virustiters infizierter Vero-Zellen mit 3 x 10° um
2 log-Stufen unter dem Wert des Titers infizierter FRHK4-Zellen.

Es lasst sich somit feststellen, dass das rekombinante Wildtyp SARS-CoV und das
rekombinante mutierte SARS-CoV zu gleichen Virustitern heranwachsen. In infizierten Vero-
Zellen konnte in der frihen Infektionsphase eine verzdgerte Replikation viraler Partikel des
mutierten SARS-CoV beobachtet werden.
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6 Diskussion

In den vergangenen finf Jahren konnten drei bislang unbekannte humanpathogene
Coronaviren, das HCoV-NL63, das HCoV-HKU1 und das SARS-CoV, identifiziert werden.
Das SARS-CoV stellt durch eine Mortalitdtsrate von bis zu 10 % ein erhebliches
gesundheitspolitisches Gefahrdungspotential fir den Menschen dar (Drosten et al., 2003;
van der Hoek et al., 2004; Woo et al., 2005). Die hohe Rekombinationsrate und ein breites
Wirtsspektrum begunstigen die Coronaviren durch einen Wirtswechsel vom Tier auf den
Menschen Uberzugehen und, wie bei SARS eindricklich gezeigt, in der menschlichen
Population Epidemien auszulésen. Eine Voraussetzung fur die Entwicklung eines modernen
Impfstoffes ist die Erforschung der Synthese, der Prozessierung und der Funktion viraler
Proteine innerhalb des viralen Lebenszyklus.

Das M-Protein der Coronaviren spielt eine Schlisselrolle in der Virusmorphogenese, indem
es durch Interaktionen mit allen viralen Strukturproteinen die Funktionen eines
charakteristischen Matrixproteins ibernimmt. Es dirigiert die Zusammenfihrung aller viraler
Faktoren an intrazellularen Membranen und induziert die Bildung neuer Viren im ERGIC
(Klumperman et al., 1994; Opstelten et al., 1995; Tooze et al., 1984). Alle coronaviralen M-
Proteine sind Glykoproteine und entweder N- oder O-glykosidisch mit Oligosacchariden
verknlpft (de Haan et al., 2003; de Haan et al., 2002; Klumperman et al., 1994). Welche
Bedeutung diese ko- bzw. posttranslationale Modifikation fir die Funktion des M-Proteins
hat, ist bisher nicht bekannt.

Ziel dieser Doktorarbeit war die Charakterisierung des SARS-CoV M-Proteins bezilglich

dessen Glykosylierung und intrazellularen Transports.

6.1 Synthese, Topologie und Prozessierung des SARS-CoV M-Proteins

Die Synthese der coronaviralen M-Proteine beginnt an freien Ribosomen im Zytoplasma der
Zelle. Fur die Translokation des Protein-Ribosom-Komplexes an die ER-Membran sind
intrinsische Signale der wachsenden Peptidkette ausschlaggebend. Wahrend das M-Protein
des Coronavirus der Schweine eine spaltbare, N-terminale Signalsequenz besitzt, liegt solch
ein Erkennungssignal innerhalb der Aminosduresequenz des SARS-CoV M-Proteins nicht
vor (Kapke et al., 1988; Marra et al., 2003). Es wird allgemein angenommen, dass dieser Typ
von Membranproteinen durch die Interaktion hydrophober Proteindomanen mit dem
Signalerkennungspartikel (SRP) zum SRP-Rezeptor in der ER-Membran rekrutiert wird
(Hessa et al., 2005; Rapoport, 1991). Die anschlieRende kotranslationale Integration und
Verankerung der ersten Transmembrandomane des Membranproteins in der ER-Membran
wird vermutlich von unterschiedlichen Determinanten moduliert (Ubersichtsartikel: (Goder &
Spiess, 2001). Das SARS-CoV M-Protein besitzt an Aminosaureposition 41 und 43 zwei

positiv-geladene Argininreste, die, der ,positive-inside“-Regel folgend, dem Zytoplasma
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zugewandt sind und somit dem N-Terminus des M-Proteins eine luminale Lokalisation
zuweisen (von Heijne, 1989).

Die Hydrophobizitdt der Transmembrandoméne als auch die Faltung des N-terminalen
Bereichs der naszierenden Peptidkette kdnnen einen zusatzlichen Einfluss auf die Topologie
des Membranproteins austiben. Der N-Terminus des SARS-CoV M-Proteins hingegen ist mit
15 — 20 Aminosauren sehr kurz und liegt vermutlich fir die Zeit der Translokation des
Komplexes zum ER mit zytoplasmatischen Chaperonen assoziiert vor und gelangt ungefaltet
in das ER-Lumen (Goder & Spiess, 2001).

ER-Lumen

Zytosol

Abbildung 21: Postulierte Topologie des SARS-CoV M-Proteins.

Schematische Darstellung des M-Proteins mit einer N-terminalen Ektodomane, drei
Transmembrandomanen und einer C-terminalen Endodomane (Nexo-Cendo). Die
Zuckerreste der N-Glykosylierung an Position vier des Proteins sind durch griine Kreise
gekennzeichnet.

Die postulierte Topologie des SARS-CoV M-Proteins konnte in dieser Arbeit experimentell
bestatigt werden. Der Proteinase K-Verdau des in vitro-translatierten M-Proteins in
Anwesenheit von Mikrosomen flihrte zu einer Reduzierung des molekularen
Proteingewichtes um ca. funf kDa. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass der C-Terminus
des M-Proteins aus den Mikrosomen herausragt und zumindest teilweise flir das Enzym
zuganglich ist. Es scheinen jedoch hydrophobe Aminosdurereste nahe der dritten
Transmembrandoméne an die Membran angelagert und somit, wie auch die hydrophoben
Transmembrandoméanen und der luminale N-Terminus, vor einem enzymatischen Verdau
geschiitzt zu sein (Abb. 21). Ahnliche Beobachtungen konnten in friiheren Studien mit den
M-Proteinen des MHV und des IBV gemacht werden (Rottier et al., 1986). Diese Ergebnisse
legen nahe, dass der N-Terminus des SARS-CoV M-Proteins dem ER-Lumen und der C-
Terminus dem Zytoplasma zugewandt ist (Abb. 21).

Die Analyse der Glykosylierung und der Einsatz von Substitutionsmutanten des M-Proteins
konnten diese Resultate zur Topologie des Proteins bekraftigen. Die kotranslationale N-
Glykosylierung des SARS-CoV M-Proteins wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
zeitgleich untersucht (Nal et al., 2005; Voss et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte
erstmalig die Glykosylierungsstelle des M-Proteins identifiziert werden. Die Substitution der

in silico vorhergesagten einzigen N-Glykosylierungsstelle an Position vier des M-Proteins



Diskussion 85

unterdriickte dessen Glykosylierung vollstandig. Friihere Untersuchungen zur Aktivitat der
Oligosaccharyltransferase konnten fur die effiziente N-Glykosylierung einen minimalen
Abstand zwischen N-Glykosylierungsstelle und der ER-Membran von 12-14 Aminosauren
determinieren, was einem Abstand von ca. 40 Angstrém oder 4 nm entspricht (Nilsson & von
Heijne, 1993). Die N-Glykosylierungsstelle des SARS-CoV M-Proteins ist ca. 15
Aminosaurereste  von der  ersten hydrophoben Aminosaure  der  ersten
Transmembrandoméne entfernt und erflillt somit das postulierte Kriterium fir einen
effizienten Zugang der Glykosyltransferasen (Nilsson & von Heijne, 1993). Der minimale
Abstand einer N-Glykosylierungsstelle zur Transmembrandomane konnte durch die
Untersuchungen der Substitutionsmutanten M7on, Minsert UNd Myaq nsert bestatigt werden. Die
einzige N-Glykosylierungsstelle der Substitutionsmutante Moy zwischen der zweiten und
dritten Transmembrandomane war fir die Glykosylierungsenzyme nicht zuganglich, obwonhl
diese Aminosauresequenz laut unserer Topologie-Vorhersage dem ER-Lumen zugewandt ist
(Abb. 21). Erst die Insertion von jeweils 15 hydrophilen Aminosauren auf beiden Seiten der
N-Glykosylierungsstelle fiihrte zu einer effizienten Glykosylierung (Minset UNd Myaq insert)-
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die N-terminale Ektodomane und der
Proteinabschnitt zwischen der zweiten und dritten Transmembrandomé&ne dem ER-Lumen
zugewandt ist. Es konnte ein Topologiemodell des M-Proteins bestatigt werden, dass eine N-
terminale Ektodomane, drei transmembranale Segmente und eine C-terminale Endodoméane

vorsieht. Diese Topologie wird mit Nexo-Cendo bezeichnet (Escors et al., 2001).

Eine weitere Charakterisierung der N-Glykosylierung des M-Proteins wurde mithilfe von
Pulse-Chase-Analysen durchgefiihrt. Rekombinantes M-Protein war in einer unglykosylierten
und einer Endo H-sensitiven Form nachweisbar. Zusatzlich traten Endo H-resistente Formen
auf, deren Intensitat im zeitlichen Verlauf deutlich zunahmen (Voss et al.,, 2006). Die
Resistenz gegenuber Endo H Iasst vermuten, dass die Zuckerseitenkette des M-Proteins
eine komplexe Glykosylierung im Golgi-Komplex durchlduft. Ahnliche Resultate konnten
nach Expression eines Flag-markierten M-Proteins gewonnen werden (Nal et al., 2005).
Erganzend wurde der Glykosylierungsstatus des M-Proteins in SARS-CoV infizierten Zellen
und in aufgereinigtem Virus untersucht. Auch hier wurde neben einer unglykosylierten eine
N-glykosylierte Form des M-Proteins nachgewiesen. Im Pulse-Chase-Versuch SARS-CoV
infizierter Zellen blieb das Verhaltnis der zwei Proteinformen hingegen konstant und es
waren keine Endo H-resistenten Formen des SARS-CoV M-Proteins detektierbar (Voss et
al., 2006). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine komplexe Glykosylierung des M-
Proteins im Golgi-Komplex durch die Anwesenheit interagierender viraler Faktoren aus
bisher unbekannten Grinden unterbunden wird. Die frlhe Assemblierung neuer Viren in pra-

Golgi-Kompartimenten kdnnte eine weitere Modifizierung des M-Proteins unterbinden. Diese
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Beobachtungen stimmen mit den Daten anderer Untersuchungen uUberein, in denen keine
komplexe Glykosylierung des M-Proteins in aufgereinigten SARS-CoV-Partikeln detektiert
wurde (Ito et al., 2005).

6.2 Transport des SARS-CoV M-Proteins innerhalb des zellularen

sekretorischen Weges

Obwohl das SARS-CoV M-Protein am rauen ER synthetisiert und N-glykosyliert wird, konnte
es mittels Immunfluoreszenzanalysen in diesem Kompartiment nicht nachgewiesen werden
(Nal et al., 2005; Voss et al., 2006). Diese Ergebnisse deuten auf einen schnellen Transport
des M-Proteins zum ERGIC/Golgi-Komplex hin. Eine mogliche Determinante eines
selektiven ER-Exportes kdnnte ein spezifisches Aminosauremotiv innerhalb des C-Terminus
des M-Proteins darstellen. Die zytoplasmatischen, sauren Glutaminsaurereste an Position
134 und 136 koénnten die Rekrutierung des M-Proteins in COPII Vesikeln vermitteln und
einen schnellen, effizienten Transport in das ERGIC generieren (Nishimura & Balch, 1997).
Der Nachweis einer komplexen N-Glykosylierung des rekombinanten M-Proteins lasst
vermuten, dass das Protein die hierflir spezifischen Kompartimente der medialen- und trans-
Golgi-Zisternen durchlauft. In Immunfluoreszenzstudien konnte diese Hypothese bestatigt
werden. Das M-Protein lokalisierte im ERGIC und Golgi-Komplex nahe des Budding-
Kompartimentes (Nal et al., 2005; Voss et al., 2006). Diese Ergebnisse korrelieren mit den
Beobachtungen fruherer Studien, in denen dem M-Protein des IBV mittels Endo H-Verdau
eine komplexe Glykosylierung und eine Akkumulation in cis-Golgi-Zisternen nachgewiesen
wurde (Klumperman et al., 1994; Machamer et al., 1990). Auch fiir das M-Protein des TGEV
und des MHV wurde nach rekombinanter Expression eine Anreicherung des Proteins im
Golgi-Komplex beobachtet (Klumperman et al., 1994; Risco et al., 1998). Untersuchungen
dieser Doktorarbeit machen deutlich, dass die ersten 107 Aminosduren des SARS-CoV M-
Proteins, die den N-Terminus und die drei hydrophoben Transmembrandomanen umfassen,
fur den definierten Transport des Proteins zum Golgi-Komplex entscheidend sind. Wahrend
die Aminosaurereste an Position 134 und 136 vermutlich keine oder nur eine untergeordnete
Rolle fiir den Proteintransport besitzen, weisen diese Daten auf essentielle intrinsische
Transportsignale innerhalb der hydrophoben Transmembrandomanen des SARS-CoV M-
Proteins hin. Ahnliche Untersuchungen wurden fiir das M-Protein verwandter Coronaviren
durchgefihrt. Das IBV M-Protein wird durch Signale innerhalb dessen erster
Transmembrandoméane im Golgi-Komplex zurlickgehalten (Swift & Machamer, 1991). Far
das M-Protein des MHV hingegen werden zwei flr den Transport notwendige
Signaldomanen postuliert, von denen sich eine im zytoplasmatischen C-Terminus befindet
und die andere durch die erste Transmembrandomane determiniert wird (Locker et al.,

1994). Das Phanomen mehrerer unterschiedlicher Transportsignale ist in vielen viralen
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Membranproteinen zu beobachten. Es wird vermutet, dass das Protein hierdurch in
komplexe zelluldre Transportrouten eingreifen und eine Vielzahl an Funktionen ausliben
kann (Byland & Marsh, 2005).

Da keines der bisher untersuchten M-Proteine der bekannten Coronaviren vollstandig im
Budding-Kompartiment zurlickgehalten wird, sind offensichtlich weitere bis jetzt unbekannte
Faktoren und/oder Protein-Protein-Interaktionen hierflir ausschlaggebend (Klumperman et
al.,, 1994). Ein retrograder Proteintransport vom Golgi-Komplex in vorgelagerte zellulare
Kompartimente ist bei vielen zellularen und viralen Proteinen beschrieben und verhindert
eine Sattigung des Golgi-Komplexes durch neu synthetisierte Proteine (Cole et al., 1998; de
Haan et al., 2000). Des Weiteren wird postuliert, dass beispielsweise Ceramide (eine
Untergruppe der Sphingolipide) entweder direkt oder Uber ihre Funktion als sekundare
Botenstoffe die Lokalisation des viralen M-Proteins des IBV beeinflussen (Maceyka &
Machamer, 1997). Fur das MHV M-Protein konnte durch die Interaktion von ER-Export
Mutanten mit im Golgi-Komplex modifizierten O-glykosylierten Formen des M-Proteins die
Existenz von Homooligomeren des M-Proteins bewiesen werden. Es wird vermutet, dass M-
M-Proteinkomplexe die Lokalisation des M-Proteins beeinflussen und die treibende Kraft bei
der Virusmorphogenese sind (de Haan et al., 1998a; de Haan et al., 2000; Locker et al.,
1995; Weisz et al., 1993).

Es stellte sich die Frage, ob das SARS-CoV M-Protein Uber die Golgi-Zisternen hinaus
transportiert und zwischen der Plasmamembran und dem ERGIC/Golgi-Komplex zirkuliert.
Mittels biochemischer und konfokaler mikroskopischer Analysen M-exprimierender Zellen
konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine Plasmamembranlokalisation des SARS-CoV
M-Proteins beobachtet werden. Basierend auf mikroskopischen Zeitraffer-Analysen wurde
von einer anderen Arbeitsgruppe von einem dynamischen Austausch des M-Proteins
zwischen dem trans-Golgi-Netzwerk und Transportvesikeln im Zytoplasma der Zelle
berichtet. Mithilfe von GFP-Fusionsproteinen konnte hierbei jedoch kein Transport des M-
Proteins an die Zelloberflache beobachtet werden. Ein Plasmamembrantransport des
Wildtyp Proteins mit anschlieRender Re-Endozytose und Akkumulation im perinukledren
Raum wurde jedoch nicht ausgeschlossen (Nal et al., 2005). Wahrend das M-Protein von
MHYV und IBV nicht an die Zelloberflache M-exprimierender Zellen gelangt (Klumperman et
al., 1994), zeigen die Ergebnisse dieser Doktorarbeit, dass das M-Protein des SARS-CoV
zur Plasmamembran transportiert wird. Obwohl die Lokalisation an der Zelloberflache auch
von M-Proteinen anderer Coronaviren beschrieben ist (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983;
Laviada et al.,, 1990), konnte die funktionelle Bedeutung dieses Transports bis jetzt nicht

geklart werden.
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Es lassen sich zwei Hypothesen aufstellen:

1. Das SARS-CoV M-Protein wird in den Uberstand M-exprimierender Zellen
abgegeben und moduliert zellulare Signalwege benachbarter Zellen, wie es flr
virale Proteine des HIV, des Masernvirus und auch des SARS-CoV gezeigt werden
konnte (Huang et al., 2006; Li et al., 1995; Marie et al., 2004). — Der Nachweis
geringer Mengen sedimentierbarer Partikel im Uberstand M-exprimierender Zellen
scheint diese Hypothese zunachst zu unterstiitzen. In der Studie von Hsieh et al.
wurden virale Proteine des SARS-CoV mit einem V5His-Tag markiert, rekombinant
exprimiert und vier Tage nach der Transfektion im Zelliberstand mittels Western
Blot-Analyse nachgewiesen (Hsieh et al., 2005). Inwieweit es sich hier um eine
zielgerichtete, aktive Sekretion des SARS-CoV M-Proteins handelt, wird nicht
deutlich. Der Nachweis des M-Proteins im Uberstand transfizierter Zellen kénnte
auch auf die Apoptose-Induktion nach M-Expression und die passive Freisetzung
des viralen Proteins zurickzufihren sein (Lai et al., 2006). In der vorliegenden
Doktorarbeit konnte das M-Protein zwei Tage nach transienter Expression im
Zelluberstand nicht nachgewiesen und diese Hypothese somit nicht bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt).

2. Das M-Protein zirkuliert zwischen der Zelloberflache und intrazellularen
Kompartimenten. — Der Prozess der Re-Endozytose ist fur eine Vielzahl viraler
Membranproteine beschrieben worden und spielt fir den viralen Replikationszyklus
eine wichtige Rolle (Marsh & Pelchen-Matthews, 2000; Radsak et al., 1996;
Tirabassi & Enquist, 1998, 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals in einem biochemischen und einem
immunologischen Ansatz mit unterschiedlichen Erstantikérpern die spezifische Re-
Endozytose des SARS-CoV M-Proteins von der Plasmamembran in intrazellulare Vesikel
beobachtet werden. Mehr als 70 % des an der Oberflache gebundenen Antikdrpers wurde
internalisiert. Es sind zwei Haupttypen zytoplasmatischer Endozytosesignale bekannt: zum
einen das Di-Leucin Motiv und zum anderen das auf Tyrosinreste basierte Yxx® —Motiv,
wobei ® flir eine Aminosaure mit einer hydrophoben Gruppe steht (Bonifacino &
Dell'Angelica, 1999; Marks et al., 1996). Letztere Sequenz ist im zytoplasmatischen C-
Terminus des SARS-CoV M-Proteins an Position 177-181 zu finden und kdénnte eine
Interaktion mit dem Adapter-Protein 2 (engl. Adaptor protein complex 2 = AP2) eingehen und
eine Re-Endozytose in Clathrin-umbhdilite Vesikel induzieren (Bonifacino & Traub, 2003). Das
C-terminal verkirzte M-Protein (My1-107) wurde im Vergleich zu dem wildtypischen M-Protein
in wesentlich geringerem Malle endozytiert. Wahrscheinlich reprasentiert die Aufnahme des

verkirzten Mys.107-Proteins die basale, unspezifische Aufnahme von Membranproteinen in
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das Zytoplasma (Vogt et al., 2005). Dieses Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass im C-
Terminus des M-Proteins Signale fur eine spezifische Endozytose enhalten sind. Die
Endozytose des wildtypischen M-Proteins war nach ca. 15-20 Minuten gesattigt. Diese Daten
deuten darauf hin, dass das Protein intrazellular nicht akkumuliert, sondern méglicherweise
aufgrund fehlender Interaktionspartner langsam abgebaut oder zuriick zu Plasmamembran
gelangt, wie es fir das G-Protein des Nipah-Virus postuliert wird (Vogt et al., 2005).
Immunfluoreszenzanalysen konnten die spezifische Re-Endozytose des M-Proteins von der
Plasmamembran bestatigen. Ein Transport in den perinuklearen Raum in die Nahe des
Budding-Kompartimentes konnte nicht beobachtet werden. Die fehlende Detektierbarkeit der
Protein-Antikdrper Komplexe im Golgi-Komplex kénnte durch die Trennung der Protein-
Antikérper Bindung im sauren Milieu der endosomalen Vesikel zu erkléren sein. Ahnliche
Ergebnisse sind jedoch auch fiir virale Membranproteine von Alphaherpesviren beschrieben.
Es wurde gezeigt, dass ein viraler Proteinkomplex in peripher lokalisierten Recycling-
Vesikeln aufgenommen und nicht in die Golgi-Zisternen gelangt. AuRerdem wurde eine
geringe Inkorporationsrate dieser Proteine in neue Virionen gemessen (Tirabassi & Enquist,
1998). Im Gegensatz hierzu wird das gB-Protein des humane Zytomegalievirus HCMV nach
erfolgter Re-Endozytose sehr effizient in die Virusmembran eingebaut (Radsak et al., 1996).
In wieweit re-endozytiertes SARS-CoV M-Protein an der Virusmorphogenese beteiligt ist,
bleibt zu untersuchen.

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das SARS-CoV M-
Protein neben einer dominierenden Akkumulation im Golgi-Komplex auch an der
Plasmamembran lokalisiert und von dort spezifisch in endosomale Vesikel aufgenommen
wird. Die ldentifizierung zytoplasmatischer Endozytoseignale, sowie die Charakterisierung
der funktionellen Bedeutung der Re-Endozytose des M-Proteins innerhalb des viralen

Lebenszyklus sind zwei wichtige Schwerpunkte zukiinftiger Studien.

Mithilfe von Immunfluoreszenzanalysen sollte ein méglicher Einfluss des M-Proteins auf die
Lokalisation des S-Proteins untersucht werden. Es wurde gezeigt, dass nach rekombinanter
Einzelexpression das SARS-CoV S-Protein an der Plasmamembran detektierbar ist
(McBride et al., 2007; Schwegmann-Wessels et al., 2004; Simmons et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit konnte zusatzlich eine ausgepragte Akkumulation des S-Proteins im
perinuklearen Raum SARS-CoV infizierter Zellen nachgewiesen werden. Die Interaktion des
M- und S-Proteins der Coronaviren und deren Bedeutung fiir die Virusmorphogenese ist
insbesondere durch die Analysen der MHV Proteine gut untersucht (de Haan et al., 1999;
Nguyen & Hogue, 1997; Opstelten et al., 1993; Opstelten et al., 1995). Es wurde
nachgewiesen, dass die Deletion amphipathischer C-terminaler Bereiche (aa121-195) des

M-Proteins die Ausbildung von M-S-Komplexen vollstandig unterdriickt. AuRerdem scheinen
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kritische Aminosaurereste am extremen C-Terminus des M-Proteins modulatorisch auf die
M-S-Interaktion zu wirken (de Haan et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Deletion groRer Bereiche des amphipathischen C-Terminus des
SARS-CoV M-Proteins keine Auswirkungen auf die Interaktion mit dem S-Protein hat. Diese
Daten weisen darauf hin, dass das SARS-CoV M-Protein als auch dessen verklrzte Form
Mc1.134 in der Lage sind das S-Protein in frihen Kompartimenten des sekretorischen Weges

zuruckzuhalten.

6.3 Einfluss der N-Glykosylierung des SARS-CoV M-Proteins auf den

Proteintransport und den Lebenszyklus eines rekombinanten SARS-CoV

Die Glykosylierung des M-Proteins aller bekannten Coronaviren und die starke
Konservierung essentieller Glykosylierungsstellen deuten auf eine fir die Funktion des M-
Proteins entscheidende Modifizierung hin. Uberraschenderweise wurde in dieser Arbeit
jedoch in aufgereinigten Viruspartikeln, in SARS-CoV infizierten Zellen und nach
rekombinanter Expression eine grolle Menge an unglykosyliertem M-Protein detektiert.
Wahrend in vitro-exprimiertes M-Protein des HCoV-NL63 Uberwiegend in N-glykosylierter
Form nachweisbar war, zeigte sich fir das M-Protein des SARS-CoV eine N-
Glykosylierungsrate von ca. 50 %. Diese Daten konnten nach rekombinanter Expression und
anschlielRender Pulse-Chase-Analysen bestatigt werden. Die Menge unmodifizierten M-
Proteins blieb im Laufe des Experimentes konstant (Voss et al., 2006). Insbesondere im
Vergleich mit einer nahezu vollstandigen Glykosylierungsrate des M-Proteins des MHV, IBV
und TGEV wird die ungewdhnliche Ineffizienz der kotranslationalen Prozessierung des
SARS-CoV M-Proteins sichtbar (Klumperman et al., 1994).

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit eine fehlende N-Glykosylierung des M-Proteins einen
modulierenden oder gar inhibierenden Effekt auf den Proteintransport besitzt. Eine
Méglichkeit den Einfluss der Glykosylierung auf die intrazellulare Verteilung zu untersuchen
ist der Einsatz von Glykosylierungsinhibitoren, wie z.B. Tunicamycin, die jedoch ebenso die
Funktion zellularer Glykoproteine beeinflussen und somit weitreichende negative Effekte auf
die zellulare Synthese- und Transportmaschinerie ausiiben kénnen. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Substitutionsmutante des M-Proteins mit einer fehlenden N-
Glykosylierungsstelle hergestellt, dessen Einsatz eine zuverlassige und bewahrte Methode
darstellt, die Proteinmodifizierung zu studieren. Nach rekombinanter Expression der
glykosylierungsdefizienten Mutante (Mysq) wurde in Western Blot-Analysen wie erwartet nur
noch eine prominente Proteinbande detektiert, die der unmodifizierten Form des M-Proteins
entsprach. In Immunfluoreszenzanalysen wurde wie auch flr das wildtypische M-Protein
eine Anreicherung der Substitutionsmutante im ERGIC beobachtet. Aulerdem konnte die

glykosylierungsdefiziente Mutante an der Zelloberflache detektiert werden. Diese Daten
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weisen darauf hin, dass die N-Glykosylierung des SARS-CoV M-Proteins fiir dessen
Stabilitat, Transport und Akkumulation im ERGIC keine Rolle spielt. Ahnliche Befunde sind
z.B. beim Glykoprotein des Hantaan-Virus beschrieben, bei dem die Deletion der einzigen N-
Glykosylierungsstelle nicht ausreichend ist, um den intrazellularen Transport oder die
korrekte Faltung des Proteins zu beeinflussen. Gleichzeitig wird vermutet, dass die fehlende
Glykosylierung durch benachbarte Glykanstrukturen interagierender Proteine kompensiert
werden konnte (Shi & Elliott, 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte hingegen kein Einfluss
der Hauptstrukturproteine M, N und S auf die Glykosylierung des rekombinant exprimierten
M-Proteins beobachtet werden (Daten nicht gezeigt.) Inwieweit bisher nicht identifizierte
virale oder zellulare Faktoren die Prozessierung des SARS-CoV M-Proteins regulieren, stellt
einen interessanten Forschungsgegenstand zukiinftiger Analysen dar.

Die rekombinante Expression viraler Proteine erlaubt nur einen begrenzten Einblick in die
Funktionsweise der Proteine und der Morphogenese des Virus. In dieser Arbeit sollte durch
den Einsatz eines infektidsen und molekularbiologisch manipulierbaren cDNA-Klons des
SARS-CoV die funktionelle Bedeutung der N-Glykosylierung auf die Morphologie, den
Lebenszyklus und die Infektiositat des Virus bestimmt werden. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. C. Drosten, Bernhard Nocht-Institut Hamburg, eine Mutation
des viralen Genoms durchgefiihrt, die zum Austausch einer essentiellen Aminosaure
innerhalb der einzigen N-Glykosylierungsstelle des SARS-CoV M-Proteins fuhrte. Das
Genom wurde in Coronavirus suszeptible Zellen transfiziert und es konnte ein rekombinantes
Virus gewonnen werden, dessen M-Protein glykosylierungsdefizient war. Da sich das Virus
vermehren konnte, kann man daraus schlieen, dass die Glykosylierung des M-Proteins fiir
das Wachstum und die Infektiositdt des Virus nicht entscheidend ist.
Elektronenmikroskopische und virologische Untersuchungen des rekombinanten mutierten
SARS-CoV zeigten, dass die fehlende Modifizierung des M-Proteins keine signifikanten
Unterschiede in der Morphologie und der Wachstumskinetik des Virus verursachte. Diese
Beobachtungen korrelieren mit den Ergebnissen friiherer Studien, in denen gezeigt wurde,
dass eine vollstdndige Unterdrickung der O-Glykosylierung des MHV M-Proteins keinen
Effekt auf die Assemblierung von VLPs und das Wachstum des rekombinanten Virus ausubt
(de Haan et al., 2003; de Haan et al., 1998a). Es ist hingegen vielfach gezeigt worden, dass
eine veranderte oder ganzlich fehlende Glykosylierung unterschiedlicher viraler
Strukturproteine einen Einfluss auf die Immunreaktivitat besitzt (Abe et al., 2004; Shi &
Elliott, 2004; Skehel et al., 1984; Wei et al., 2003). Auch bei einigen Coronaviren konnte der
Einfluss der Glykosylierung des M-Proteins auf die Interferon-Induktion nachgewiesen
werden. Fur das TGEV wird ein direkter Einfluss der N-Glykane des M-Proteins auf die
Immunantwort vermutet (Laude et al., 1992). Der Austausch der O-Glykosylierung des MHV

M-Proteins zu einer N-Glykosylierung flihrte zu einer starkeren Induktion von Interferon-a
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und —B. Die Infektion eines rekombinanten MHV mit einem glykosylierungsdefizienten M
resultierte hingegen in einer schwachen Interferon-Induktion (de Haan et al., 2003). Nach
SARS-CoV Infektion sind sowohl erhéhte Mengen von Interferon-y und Interleukinen als
auch eine Inhibition der Typ-I-Interferon-Synthese in in vitro-Experimenten nachgewiesen
worden (Cheung et al., 2005; Huang et al., 2005; Wong et al., 2004a; Ziegler et al., 2005).
Ein erster Erklarungsansatz fiir diese unverhaltnismalige Immunantwort nach SARS-CoV
Infektion konnte die schwache Glykosylierungseffizienz des M-Proteins sein. Mithilfe des
erstmalig hergestellten rekombinanten mutierten SARS-CoV (Mnsq recSARS-CoV) konnte in
zukunftigen Studien der Einfluss der N-Glykosylierung des M-Proteins auf die Induktion von
Interferon-a und -B und deren zellularen Signalwege detailliert untersucht werden. Da jedoch
in vitro-Studien nicht automatisch die immunologische Situation im Organismus
widerspiegeln, ware der Einsatz des mutierten SARS-CoV auch im Tiermodell ein wichtiger
Schritt auf dem Weg zur Analyse der Immunpathogenese des SARS-CoV. Des Weiteren
kdnnten durch den Einsatz des infektiosen cDNA-Klons interessante Einblicke in die
funktionelle Bedeutung einzelner Aminosauren oder Proteindomanen des M-Proteins und

anderer viraler Faktoren fiir den viralen Lebenszyklus gewonnen werden.
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