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1 Einleitung

1.1 Das Interferonsystem

M. Hoskins, G. M. Findlay und F. MacCallum (Hoskins 1935; Findlay und MacCallum 1937)
fanden heraus, dass Versuchstiere, die simultan mit pantropen und neurotropen Gelbfieber-
viren infiziert worden waren, vor einer Erkrankung durch das pantrope Virus geschiitzt wa-
ren. Die Ursache dieses als Interferenz bezeichneten Phanomens entdeckten Alick Isaacs und
Jean Lindenmann (Isaacs und Lindenmann 1957) zwei Jahrzehnte spéter. In bebriteten Hiih-
nereiern wiesen sie ein saureresistentes Protein nach, das fiir den Abwehrmechanismus ver-
antwortlich ist, und nannten es nach dem Interferenzphdanomen , Interferon” (IFN). Die In-
duktion des Interferons wird nach einer Virusinfektion durch virale Nukleinsauren ausgelost.
Viele Viren haben deshalb Strategien entwickelt, die Aktivierung des IFN-Systems zu unter-
laufen. Hierzu zdhlen die Unterdriickung der IFN-Synthese, die Ausschaltung des IFN-
Signalweges oder die Blockierung der Aktivierung von antiviralen Effektorproteinen (Haller
und Weber 2009).

1.1.1 Interferone und ihre molekularen Eigenschaften

Die Interferone werden in drei Gruppen eingeteilt, das Typ-I-, das Typ-ll- sowie das Typ-IlI-
Interferon (Theofilopoulos et al. 2005). Neben ihrer antiviralen Aktivitdat haben die Interfero-
ne zahlreiche immunregulatorische Funktionen und beeinflussen sowohl das spezifische als
auch das unspezifische Immunsystem (Theofilopoulos et al. 2005). In der Zellphysiologie
spielen Interferone eine zentrale Rolle, indem sie Einfluss auf das Zellwachstum und die
Apoptose der Zellen ausiiben (Mondini et al. 2010). Interferone wirken tumorhemmend, da
sie die Zellteilung unterdriicken (Kalvakolanu et al. 2010).

Die antiviral wirkenden Typ-I-Interferone werden als Interferon-a (IFN-a) und Interferon-8
(IFN-B) bezeichnet. Es gibt mehrere Subtypen des IFN-a, wahrend vom IFN-B nur ein Subtyp
existiert. Im Menschen werden die Interferone auf Chromosom 9 codiert. Sie bestehen aus
166 Aminosauren (AS) und haben ein Molekulargewicht von 20 kD (Diaz et al. 1994; Pestka
2000). Beide Interferonsubtypen hemmen die Virusreplikation und kdnnen von allen virusin-
fizierten Zellen synthetisiert werden, wobei mit Ausnahme der plasmazytoiden dendriti-
schen Zellen (pDCs) zunachst IFN- und nachgeschaltet IFN-a gebildet wird (Jefferies und
Fitzgerald 2005). Die IFN-Induktion erfolgt durch virale Nukleinsduren wie z. B. Doppelstrang-
RNA (dsRNA) (Brennan und Bowie 2010), kann jedoch auch mithilfe von synthetischen Sub-
stanzen wie Polyinositolcytidinsdure (poly(l:C)) induziert werden (Colby und Morgan 1971).
Die Interferone werden von der infizierten Zelle sezerniert und binden parakrin und autokrin
an Typ-l-Interferonrezeptoren, die sich auf allen Zelltypen befinden, um die Produktion anti-
viral aktiver Proteine einzuleiten. Typ-I-Interferone spielen in der wirtseigenen Virusabwehr
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eine wichtige Rolle, da sie bereits antiviral wirken, bevor das adaptive Immunsystem dazu in
der Lage ist (Modrow et al., 2003).

Interferon-y ist ein saurelabiles Typ-II-Interferon, das keinerlei Homologie zu IFN-a und IFN-3
aufweist. Es wird in durch Antigenkontakt stimulierten T-Helferzellen, in aktivierten Makro-
phagen und in natirlichen Killerzellen gebildet. Seine antivirale Wirkung wird tber Typ-II-
Rezeptoren vermittelt und liegt im Wesentlichen in der Stimulation des adaptiven Immun-
systems (Billiau und Matthys 2009).

Daneben existiert eine weitere Gruppe, die Typ-lll-Interferone IFN-A1 (= IL-29), IFN-A2 (= IL-
28A) und IFN-A3 (= IL-28B) (Kotenko et al. 2003; Sheppard et al. 2003; Ank et al. 2006). Die
Typ-lll-Interferone weisen ebenfalls eine antivirale Wirkung auf und werden direkt durch
eine Infektion induziert (Kotenko et al. 2003; Sheppard et al. 2003; Ank et al. 2006). Es be-
steht keine Sequenzhomologie zu den anderen Interferonen. Auch binden sie an einen ei-
genstandigen Rezeptorkomplex (Vilcek 2003). Die strukturellen und genetischen Unterschie-
de des Typ-lll-Interferons flihrten zur Definition einer neuen Interferon-Familie.

1.1.2 Die Induktion des Typ-I-Interferons

Eine Infektion der Zelle durch Viren oder andere mikrobielle Erreger kann durch besondere
intra- und extrazelluldare Rezeptoren erkannt werden. Diese Rezeptoren, auch pattern recog-
nition receptors (PRRs) genannt, sind in der Lage, fremde Strukturen, sogenannte pathogen-
associated molecular patterns ( PAMPs) zu detektieren. Dazu zahlen vor allem Zwischenpro-
dukte des viralen Replikationszyklus wie Doppelstrang-RNA (dsRNA) und Einzelstrang-RNA
(ssRNA) sowie ungecappte 5’-Triphosphat-RNA.

Die Induktion des Typ-I-Interferons (IFN-a/B) wird durch zwei Signalwege gesteuert. Diese
flihren zu einer Aktivierung der flr die Gen-Expression erforderlichen Transkriptionsfaktoren
IRF3 (interferon regulatory factor), NFkB (nuclear factor kB) und AP-1 (activator protein 1)
und im Falle von IRF3 und NFkB zu deren Translokation in den Zellkern. Dort binden sie an
die PRDs (positive regulatory domains) des IFN-Promotors und initiieren gemeinschaftlich die
Expression der IFN-Gene und dadurch die angeborene antivirale Immunantwort.000Der int-
razelluldre Signalweg

1.1.2.1 Der intrazelluldre Signalweg

Die meisten Zelltypen besitzen diesen Signalweg, der bei den intrazellularen Sensoren RIG-I
(Yoneyama et al. 2004) und MDAS (Andrejeva et al. 2004) beginnt. RIG-I und MDAS sind He-
likasen, die virale Komponenten wie dsRNA und 5’-Triphosphat-RNA im Zytoplasma von zell-
eigenen Nukleinsduren unterscheiden kdnnen.

RIG-I und MDA5 werden ubiquitar exprimiert und besitzen eine N-terminale Caspase-
rekrutierende Domane (CARD-like regions) sowie eine C-terminale DExD/H box Helikase-
Domane (Andrejeva et al. 2004; Yoneyama et al. 2004), an die die virale RNA binden kann.

12



Die Bindung der RNA fiihrt zu einer Konformationsanderung der CARD-Domadne, was dazu
flhrt, dass sie zur Weiterleitung des Signals mit der CARD-like Domane des Proteins IPS1
(interferon-f -promotor-stimulator1), auch MAVS (mitochondrial antiviral signaling) ge-

nannt, interagieren kénnen (Kawai et al. 2005; Seth et al. 2005).

IPS1/MAVS befindet sich auf der auReren Membran der Mitochondrien, die somit eine wich-
tige Rolle bei der antiviralen Immunantwort spielen (Seth et al. 2005). AuRerdem ist IPS-
1/MAVS in der Lage, mit dem Fas-associated Death Domain Protein (FADD) und dem Recep-
tor-interacting protein 1 (RIP-1) in einer Region auBerhalb der CARD-Domane zu interagie-

ren, was zur Aktivierung von NFkB fuhrt (Kawai et al. 2005).

IPS1/MAVS aktiviert TRAF3-vermittelt (Oganesyan et al. 2006) die IkB-Kinasen IKKe und
TANK-binding Kinase 1 (TBK1). IKKe und TBK1 phosphorylieren den Transkriptionsfaktor IRF3.
Dies bewirkt eine Homodimerisierung und anschlieBende Translokation des TFs IRF3 in den
Zellkern. Dort rekrutiert IRF3 den Transkriptionscoaktivator p300/CBP (CREB-binding pro-
tein), was zur Initiation der IFN-B-mRNA Synthese fiihrt (Hiscott et al. 1999; Suhara et al.
2002).

Das so synthetisierte ,First-wave“-Interferon triggert u. a. die Expression des TFs IRF7, der in
den meisten Zellen unter normalen Bedingungen nur in sehr geringer Konzentration vorhan-
den ist (Sato et al. 2000). IRF7 ist der Hauptaktivator der IFN-Expression (Honda et al. 2005).
IRF7 wird auf gleichem Wege wie IRF3 aktiviert (lwamura et al. 2001; Smith et al. 2001;
tenOever et al. 2004) und ist verantwortlich fir die Synthese der verschiedenen IFN-a-
Subtypen als ,,Second-wave“-Interferon und die daraus resultierende, sich selbst verstarken-
de IFN-a-Synthese (Marie et al. 1998; Sato et al. 1998).

1.1.2.2 Der Toll-like-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktionsweg

Der zweite Signalweg fiihrt Gber Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die Membran-gebunden an der
Zelloberflache (TLRs 1, 2, 4, 5, 6) und in den Endosomen (TLRs 3, 7, 8, 9) vorkommen.

Fir die Induktion der Typ-I-Interferone sind im Wesentlichen die TLRs 3, 7, 8 und 9 von Be-
deutung. Sie detektieren virale Nukleinsduren, wobei TLR3 dsRNA (Alexopoulou et al. 2001;
Diebold et al. 2004; Heil et al. 2004), TLR7 und 8 ssRNA(Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004)
und TLR9 unmethylierte CpG-haltige DNA (lwasaki und Medzhitov 2004) erkennt.

Alle TLRs besitzen eine homologe intrazelluldre Toll/IL-1-receptor-(TIR)-Doméane, die durch
eine Konformitatsanderung Adaptermolekiile rekrutiert, die das Signal weiterleiten. Dabei
unterscheidet man einen MyD88-(Myeloid differentiation primary response gene)- abhangi-
gen und einen MyD88-unabhéangigen Signalweg.
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TLR3 benutzt MyD88-unabhangig das Adapterprotein TRIF (Deng et al. 2000). Dies fihrt zur
Aktivierung zweier Kinasen (Akira et al. 2006), die den TF IRF3 phosphorylieren. IRF3 bildet
Dimere und transloziert in den Zellkern, was dann zu einer Induktion des IFN-f3 fihrt.

Die Stimulation des TLR7 (ssRNA) und des TLR9 (CpG-DNA) fuihrt in pDCs zur Aktivierung des
nur in diesen Zellen konstitutiv exprimierten TFs IRF7. Nach Dimerisierung und Translokation
in den Zellkern induziert IRF7 alle IFN-o. Subtypen (lwasaki und Medzhitov 2004), sodass in
pDCs eine vorgeschaltete IFN-B-Expression fiir die Etablierung eines antiviralen Zustandes
nicht bendtigt wird.
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Abbildung 1: Die Induktion des Typ-I-Interferons; verandert nach Goodbourn et al. (2000)

Zum einen detektieren intrazellulére Sensoren, die Helikasen RIG-I und MDA5, zum anderen die membrange-
bundenen TLRs Nebenprodukte viraler Replikation in infizierten Zellen. Das fiihrt zu einer Aktivierung der TFs
AP1, NFkB sowie IRF3 bzw. IRF7, die eine Aktivierung des IFN-[-Promotors initiieren und damit die Syntese von
IFN-a/f induzieren.

14



1.1.2.3 Die Aktivierung des IFN-B-Promotors

Die Aktivierung des IFN-B-Promotors wird initiiert durch die Bindung der Transkriptions-
faktoren an die vier PRDs (positive regulatory domains) des Promotors. NFkB bindet an die
PRD Il, AP-1 an die PRD IV, und die Mitglieder der IRF-Familie binden an die PRD | und lll. Die
Anlagerung des Cofaktors HMG | fuhrt zur Bildung eines multifaktoriellen Komplexes, dem
Enhanceasom. Domanen des Enhanceasoms treten in Kontakt mit basalen Transkriptions-
faktoren, was eine Anlagerung der RNA-Polymerase moglich macht und die Transkription
des IFN-B induziert (Jefferies und Fitzgerald 2005).

Mit Ausnahme des IRF3 ist keiner der TFs durch die alleinige Bindung an den IFN-B-Promotor
in der Lage, diesen zu aktivieren (Lin et al. 2000).

NFxB ,
gaaa tgacagaégaaaactgaaa gagaactgaaag#gggaaattc:‘ tctgagg
PRD IV PRD Il PRD | PRD Il

Abbildung 2: Schematische Darstellung des IFN-B-Promotors

Durch die Bindung der Transkriptionsfaktoren AP-1, NFkB, IRF3 und IRF7 an die PRDs des Promotors wird die
IFN-f-Synthese induziert.

1.1.3 Wirkungsweise der Typ-I-Interferone

Die autokrine und parakrine Bindung des Interferons an den fiir Typ-I-Interferone spezifi-
schen IFN-a/B-Rezeptor (IFNAR) I6st eine Signalkaskade, den JAK (Januskinasen)/STAT (signal
transducer and activator of transkription)-Signalweg, in der Zelle aus.

Die Bindung flhrt zundchst zu einer Konformationsdanderung und zur anschlieBenden Dime-
risierung des Rezeptors, was zur Aktivierung der rezeptorassoziierten Januskinasen JAK1 und
TYK2 fihrt. Die STAT-Proteine STAT1 und STAT2, latent vorhandene zytoplasmatische Tran-
skriptionsfaktoren, die im Zytoplasma in kleinen Mengen vorliegen, kénnen nun an die akti-
vierte Domédne des Rezeptors binden und durch die rezeptorassoziierten Kinasen phosphory-
liert werden. Im Falle der Aktivierung des Signalwegs (iber das Typ-I-Interferon fihrt dies zu
einer Heterodimerisierung von STAT1 und STAT2 (Darnell 1997; Uddin und Platanias 2004).

Das STAT1/STAT2-Heterodimer assoziiert nach Translokation in den Zellkern mit dem DNA-
bindenden Protein p48 (IRF-9) zu dem heterotrimeren Komplex ISGF3. Dieser Komplex bin-
det nun an IFN-stimulated regulatory elements (ISRE) genannte Elemente, die einen Be-
standteil der Promotoren der sogenannten Interferon-stimulierten Gene (ISG) darstellen.
Hierdurch wird die Expression dieser Gene stimuliert, was letzten Endes zur Etablierung ei-
nes antiviralen Zustands in der Zelle fihrt (Stark et al. 1998).
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Abbildung 3: Aktivierung des Typ-I-Interferon-Rezeptors nach Bindung von IFN-B; verdn-
dert nach Goodbourn et al. (2000)

1.) Anlagerung des IFN-£ an den Typ-I-Rezeptor IFNAR; 2.) Dimerisierung des Rezeptors, Phosphorylierung von
Tyrosinen mithilfe der Tyrosinkinasen JAK1 und TYK2; 3.) Anlagerung der Proteine STAT1 und STAT2, Phosphory-

lierung durch JAK1 und TYK2; 4.) Heterodimerisierung der STAT-Proteine; 5.) Assoziation mit dem DNA-
bindenden Protein p48 und Anlagerung an den Promotor zur Einleitung der Transkription.

Typ-I-Interferone bewirken die Transkription von (ber 300 ISGs, deren exakte Funktion zum
grofRen Teil noch unbekannt ist. Zu den Interferon-induzierten antiviralen Proteinen zahlen
unter anderem die 2°,5-Oligoadenylatsynthetase (Silverman 1994), die Proteinkinase R
(PKR) (Williams 1999) und die Mx-Proteine (Isaacs und Lindenmann 1957; Haller und Kochs
2002).

1.1.4 Virale Interferon-Antagonisten

Um eine Infektion zu manifestieren, eine Ubertragung auf den nichsten Wirt zu garantieren
oder um langfristig im Wirt zu persistieren, haben Viren vielfaltige Strategien entwickelt, der
antiviralen Antwort des Immunsystems zu entgehen (Versteeg und Garcia-Sastre 2010).

In vielen Fallen sind es virale Nichtstrukturproteine, die eine Funktion als Interferon-
Antagonisten besitzen und nicht essenziell fiir die Virusreplikation sind. Paramyxoviren bei-
spielsweise besitzen ein V-Protein, das an die dsRNA-detektierende Helikase MDAS5 bindet
und damit die Aktivierung der IFN-Synthese verhindert (Andrejeva et al. 2004). AulRerdem
|6st es die Ubiquitinierung und den nachfolgenden Abbau des STAT1-Proteins aus (Didcock
et al. 1999; Palosaari et al. 2003; Precious et al. 2005; Ulane et al. 2005). Das Kernprotein des
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HCV induziert SOCS3, was zu einer Hemmung der Phosphorylierung der STAT-Proteine durch
die Januskinasen fuhrt (Yokota et al. 2004). Die NS3/4A-Protease des HCV hingegen blockiert
die RIG-I-vermittelte Signallibertragung und ist gleichfalls in der Lage, die Signallibertragung
durch TLR3 zu unterbrechen, indem sie das Adapterprotein TRIF spaltet (Breiman et al. 2005;
Foy et al. 2005; Li et al. 2005). Das Vaccinia-Virus besitzt ein IFN-bindendes Protein, welches
mit dem zelluldren IFN-Rezeptor um die Bindung des IFN konkurriert (Symons et al. 1995;
Alcami et al. 2000). Es unterbricht den Kreislauf des positiven Feedbacks der autokrinen IFN-
Sekretion und verhindert damit den Aufbau eines antiviralen Status. Bei vielen Negativ-
strang-RNA-Viren ist das Phosphoprotein P, eine essenzielle Komponente des viralen Poly-
merase-Komplexes, ein Virulenzfaktor. Das P-Protein des Rabies-Virus beispielsweise hemmt
die TBK1-vermittelte IRF3-Phosphorylierung (Brzozka et al. 2005). Das Ebola-Virus (EBOV)-P-
Protein behindert ebenfalls die IRF3-Aktivierung (Basler et al. 2003). Das P-Protein des
Borna-Virus (BDV) bindet direkt an TBK1 und vermindert so deren Aktivitat (Unterstab et al.
2005). Das Humane-Herpes-Virus 8 (HHVS8), welches die Ursache fiir das HIV-assoziierte Kar-
posi-Syndrom ist, codiert fir virale IRF-Homologe, die dominant negative Wirkung besitzen
(Li et al. 1998; Zimring et al. 1998; Burysek et al. 1999; Burysek et al. 1999; Lubyova und
Pitha 2000; Lubyova et al. 2004). Das Phlebovirus Rift-Valley-Fever-Virus (RVFV) aus der Fa-
milie der Bunyaviren besitzt ein NSs-Protein (non-structural protein des S-Segments: NSs),
das einen Virulenzfaktor darstellt (Bouloy et al. 2001). Das RVFV-NSs blockiert die IFN-
Synthese, indem es zum einen das basale zellulare Transkriptions-System hemmt (Billecocq
et al. 2004; Le May et al. 2004) und zum anderen direkt die Induktion der IFN-B Synthese
blockiert (LeMay et al., 2008). Angriffsziel ist dabei das p44-Protein, eine Komponente des
zelluldaren Transkriptionsfaktors IIH (TFIIH), der einen essenziellen Cofaktor der zelluldren
RNA-Polymerase Il (RNAP Il) darstellt (Le May et al. 2004), bzw. SAP30, ein zellulédres Protein,
das eine Aktivierung des IFN-B-Promotors verhindern kann (Le May et al. 2008).
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1.2 Die Familie der Bunyaviren

Die Familie der Bunyaviridae umfasst mehr als 350 Virusspezies, die unterschiedliche Orga-

nismen infizieren kénnen. Der Name Bunyavirus leitet sich von dem Dorf Bunyamwera in

Uganda ab, in dem erstmals das Bunyamwera-Virus isoliert worden ist (Smithburn et al.

1946). Die meisten Bunyaviren werden durch Arthropoden libertragen (Elliott 1997).

Die Bunyaviren werden in fiinf Genera eingeteilt, abhangig von Wirtsspezifitdt und moleku-

laren Eigenschaften (Elliott 1997). Zudem werden sie aufgrund unterschiedlicher serologi-

scher Eigenschaften innerhalb der Genera zu einzelnen Serogruppen zusammengefasst, die

im Wesentlichen auf den antigenen Eigenschaften der Glykoproteine basieren (Kinney und

Calisher 1981).

Tabelle 1: Charakteristische Vertreter der Bunyaviren

Genus Serogruppe Mensch Tier Pflanze
Orthobunyavirus Californiaviren California-
Enzephalitis-Virus
La-Crosse-Virus
Simbuviren Oropouche-Virus Akabane-Virus
Bunyamweraviren Bunyamwera-Virus
Phlebovirus Phlebotomus- Sandfliegen-
fieberviren Fieber-Virus
Rift-Valley-Fieber- | Rift-Valley-Fieber-
Virus Virus
Uukuniemiviren Uukuniemi-Virus der
Vogel
Nairovirus CCHF*-Viren CCHF*-Virus CCHF*-Virus
Nairobi-Sheep- Nairobi-Sheep-
Disease-Viren Disease-Virus
Hantavirus Hantaanviren Hantaan-Virus
Seoul-Virus
Dobrava-Virus
Puumala-Virus
Four-Corners-Virus
Sin-Nombre-Virus
Tospovirus Tomato-Spotted-

Wilt-Virus

*CCHF: Crimean-Congo-hemorrhagic fever (Krim-Kongo-Fieber)

Eine Infektion mit Bunyaviren verlauft oft asymptomatisch oder geht mit leichtem Fieber

einher. Schwere Krankheitsverldaufe hingegen verursachen meist Enzephalitis, Fieber, hamor-
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rhagische und schwere respiratorische Erkrankungen (Bowen et al. 1995; 2000). Das durch
Miucken Ubertragende La-Crosse-Virus (LACV) beispielsweise, das vorwiegend im mittleren
Westen der USA vorkommt, verursacht vor allem bei Kindern und Jugendlichen Enzephalitis
mit epileptischen Anféllen in 50 Prozent der Fille (Calisher 1994). Eine Infektion mit dem
Nairovirus Crimean-Congo-hemorrhagic fever (CCHF) verursacht in Afrika, Asien und Osteu-
ropa hamorrhagisches Fieber mit einer Letalitdt von 20 Prozent (Ergonul 2006). Das human-
pathogene Rift-Valley-Fever-Virus (RVFV) der Gattung Phleboviren wird durch Miicken Gber-
tragen und befallt in erster Linie Rinder und Schafe in Afrika, es kann aber auch Menschen
infizieren. RVFV geht mit hohem Fieber und Hepatitis einher, in 1 Prozent der Falle entsteht
ein hamorrhagisches Fieber (Pepin et al. 2010).

1.2.1 Aufbau der Bunyaviren

Die behiillten Viruspartikel sind pleomorph, zumeist haben sie jedoch eine sphérische Form
und einen Durchmesser von 100 bis 120 nm. Zwei Glykoproteine, G1 (55-125 kD) und G2
(30-70 kD) sind in die Hullmembran eingelagert und ragen 10 nm aus der Virusoberflache
hervor. Die G-Proteine entstehen durch proteolytische Spaltung aus einem Vorlaufermole-
kiil. Bunyaviren besitzen drei Genomsegmente, die aus einzelstrangiger RNA negativer Pola-
ritdt bestehen, die mit Nukleoproteinen und der viralen Polymerase assoziiert sind (Modrow
et al. 2003).

G1-Protein

N-Protein
G2-Protein
il

I-
Protein

Hiillmembran

Abbildung 5: Der Aufbau eines Bunyaviruspartikels
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An den 3’- und 5’-Enden der Genomsegmente befinden sich komplementare Abschnitte von
etwa acht bis elf Nukleotiden, die Doppelstrangregionen ausbilden kdnnen. Dadurch liegen
die RNA-Segmente in einer quasizirkuldren, Pfannenstiel-ahnlichen Form vor (Hewlett et al.
1977). Diese konservierten Genenden enthalten Regionen fir die Initiation der Transkription
und Replikation durch die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase (Elliott 1997).

Das L-Segment codiert fiir das L-Protein, eine RNA-abhadngige RNA-Polymerase, die die Tran-
kription der viralen mRNA und der Genomreplikation katalysiert. Das M-Segment codiert fur
das G-Vorlauferprotein, aus dem durch proteolytische Spaltung das G1-, das G2-Hiillprotein
und Virustyp-abhangig ein NSm-Protein (non-stuctural protein des M-Segments-) entstehen.
Das S-Segment codiert fiir das Nukleoprotein (N-Protein), das zusammen mit der genomi-
schen RNA Ribonukleoproteinkomplexe bildet, die der Polymerase als Matrize dienen
(Kolakofsky und Hacker 1991). Zusatzlich zum Nukleoprotein-Gen findet sich auf dem S-
Segment bei den Gattungen Orthobunyavirus, Phlebovirus und Tospovirus ein Gen fir ein
Nichtstrukturprotein.

1.2.2 Nichtstrukturproteine der Bunyaviren

Der Leserahmen des NSs der Orthobunyaviren liegt in einem um ein Nukleotid verschobenen
Leserahmen innerhalb der Gensequenz des N-Proteins und wird unter Verwendung eines
anderen Startcodons initiiert (Elliott 1997). Deswegen sind beide Proteine nicht homolog. Bei
der Transkription des N-Gens entsteht eine mRNA, die Informationen Uber das N- und das
NSs-Protein besitzt. Aufgrund der unterschiedlichen Leseraster werden bei der Proteinbio-
synthese das N- und das NSs-Protein gebildet.

Fir die NSs-Proteine des RVFV, des Bunyamwera-Virus und einiger weiterer Bunyaviren ist
eine IFN-antagonistische Wirkung nachgewiesen, die es den Viren ermdoglicht, der IFN-$3- und

IFN-a-vermittelten angeborenen Immunantwort zu entgehen.

Durch die Herstellung eines rekombinanten Bunyamwera-Virus mit inaktiviertem NSs (BUN-
delNSs) in einem Reverse-Genetik-System konnte gezeigt werden, dass in BUNdelNSs-
infizierten Zellen, nicht aber in Wildtyp-BUNV-(wtBUNV-)infizierten Zellen Interferon gebil-
det wurde (Weber et al. 2002). Durch dieses Verfahren wurde fiir BUNV-NSs der Nachweis
fir die Hemmung der IFN-Induktion erbracht. Es zeigte sich in BUNdelNSs-infizierten Mausen
ein 1000-fach niedrigerer Titer als in wtBUNV-infizierten. Das bedeutet, dass das BUNV-NSs
einen wichtigen Virulenzfaktor darstellt und sich groRe Unterschiede beziiglich der Pathoge-
nitat zwischen Wildtyp-Viren und NSs-defizienten Viren zeigen (Weber et al. 2002).

Aufgrund der Unterschiede der Nichtstrukturproteine in GroRe, AS-Sequenz und Codierungs-
strategie ist davon auszugehen, dass sich die Nichtstrukturproteine unabhangig voneinander
entwickelt haben und dass ihre dhnliche Wirkung auf den gleichen Selektionsdruck, namlich
das IFN-System der Sdugetiere, zurlickzufiihren ist (Weber et al. 2002).
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1.2.3 Replikationszyklus der Bunyaviren

Der Replikationszyklus der Bunyaviren ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Das Virus wird G-
Protein-vermittelt an einen zellularen Rezeptor absorbiert und dann nach Bindung an der
Oberflache durch die Endosomen in das Zytoplasma aufgenommen. Hier erfolgt die Tran-
skription der Segmente mithilfe der RNA-abhdngigen RNA-Polymerase, die mit den Nukleo-
capsiden assoziiert ist. Die Segmente genomischer RNA besitzen nicht translatierte Regionen
(NTRs) am 3’- und 5°-Ende, die als Promotoren der viralen Polymerase fiir die Replikation der
Segmente und der Transkription der ORF (open-reading-frames) dienen.

Die viralen Transkripte besitzen wie zelluldre mRNAs am 5°-Ende eine Cap-Gruppe und einige
nicht viruscodierte Nukleotide, was darauf zuriickzufiihren ist, dass Bunyaviren ahnlich wie
Orthomyxoviren einen Mechanismus des Cap-Stehlens entwickelt haben (Elliott 1997). Im
Gegensatz zu Orthomyxoviren findet das Cap-Stehlen sowie die gesamte virale Transkription
und Replikation aber vollstdndig im Zytoplasma statt. Mithilfe des L-Proteins spaltet das Vi-
rus das 5’-Ende einer zellularen mRNA ab und verknipft die gecappten Oligonukleotide mit
den viralen Transkripten. Die 3’-Enden sind nicht polyadenyliert. Es wird vermutet, dass ein
friihzeitiges Anlagern von Ribosomen erfolgt, um die Ausbildung von dsRNA bei der Tran-
skription zu verhindern. Die Translation der mRNA in Protein beginnt also noch wahrend der
Transkription. Das G-Protein wird im endoplasmatischem Retikulum prozessiert, sodass die
reifen G1- und G2-Proteine sowie ggf. das NSm-Protein entstehen. Durch die Interaktion neu
synthetisierter N-Proteine mit viraler RNA wird die Aktivitat der viralen Polymerase dahinge-
hend modifiziert, dass ein Wechsel von Transkription zu Replikation der viralen Genomseg-
mente erfolgt. Dadurch kann die Synthese eines ungecappten RNA-Gegenstranges erfolgen.
Diese Antigenome komplexieren wiederum mit N-Proteinen und dienen als Matrize fir die
Bildung neuer Genomsegmente. Die neugebildeten Genomsegemte werden in Form von
RNPs, an die das L-Protein assoziiert ist, an der Zellmembran in aussprossende Viruspartikel
verpackt und von der infizierten Zelle freigesetzt. Die fortgesetzte Virusreplikation ist fiir die
Zelle toxisch und fuhrt schlieRlich zur Zell-Lyse (Schmaljohn und Nichol 2007).

1.2.4 Das Oropouche-Virus

Das Oropouche-Virus (OROV) gehort dem Genus Orthobunyaviren (Serogruppe: Simbuviren)
der Familie der Bunyaviren an. OROV wird hauptsachlich durch die Stechmiicke Culicoides
paraensis Ubertragen und |6st ein Dengue-dhnliches, akutes Fieber aus (Pinheiro et al. 1981).
Die Fiebererkrankungen, die durch das OROV verursacht wurden, erwiesen sich in den letz-
ten 40 Jahren als ein ernstzunehmendes Gesundheitsproblem fiir die Bevolkerung der tropi-
schen und subtropischen Gegenden Zentral- und Sidamerikas (Watts et al. 1997; Livonesi et
al. 2006).
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Abbildung 6: OROV-Ausbriiche zwischen 2003 und 2004 in Brasilien nach Azevedo et al. (2007)

Die klinischen Symptome der Infektion mit OROV umfassen abrupt einsetzendes hohes Fie-
ber, Schiittelfrost, schweren Kopfschmerz, Schwindel, Muskelschmerzen, Gelenkschmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen. Der Riickgang der Symptome beginnt bei der Hilfte der Patienten
zwei bis 10 Tage nach Ausbruch des Fiebers. Allerdings wurden auch aseptische Meningiti-
den im Verlauf einer Infektion mit OROV beschrieben. Alle Altersstufen und Geschlechter
sind von der Infektion gleichermalen betroffen (Pinheiro et al. 1981). Zurzeit gibt es weder
eine OROV-spezifische antivirale Therapie noch eine Impfung. Neuere Studien haben gezeigt,
dass eine Resistenz gegenliber der antiviralen Wirkung des Nukleosid-Analogons Ribavirin
besteht (Livonesi et al. 2006).

In einer Studie (Livonesi et al. 2007), die die Wirkung von IFN-B auf die Replikation von Ort-
hobunyaviren untersucht hat, zeigte sich, dass nach der Behandlung infizierter VeroE6-Zellen
mit IFN-a 2a die Virus-Replikation im Falle des Caraparu-Virus (CARV), des Guama-Virus
(GMAV), des Guaroa-Virus (GROV) und des Tacaiuma-Virus (TCMV) signifikant inhibiert wur-
de. Bei OROV hingegen zeigte sich keine Hemmung der Replikation. Ebenso hatte eine the-
rapeutische Gabe von IFN-a 2a nach OROV-Infektion von Mausen keinen positiven Einfluss
auf die Uberlebenszeit der OROV-infizierten Tiere. Dagegen fiihrte eine prophylaktische Ga-
be des Interferons dazu, dass alle Tiere die OROV-Infektion Uberlebten, wahrend alle Tiere
der Placebogruppe verstarben. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich die Vermutung ableiten,
dass sich die OROV-Replikation durch IFN-induzierte antiviral aktive Proteine hemmen |3sst,
OROV jedoch in der Lage ist, mit dem IFN-System zu interferieren. Eine Interferonsystem-
antagonistische Wirkung wurde bereits fiir verschiedene Vertreter der Bunyaviridae be-
schrieben, so z.B. fiir CARV (Brinton et al. 1993), RVFV (Bouloy et al. 2001) und BUNV (Weber
et al. 2002; Leonard et al. 2006). Fur RVFV und BUNV wurde gezeigt, dass das S-Segment-
codierte Nichtstrukturprotein (NSs) in der Lage ist, die Produktion von IFNa/B zu unterdri-
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cken, indem es die Trankription der IFN-Gene hemmt (Le May et al. 2004; Leonard et al.
2006; Le May et al. 2008). Fir OROV wurde bisher nicht untersucht, ob OROV-NSs oder ein
anderes virales Genprodukt eine IFN-antagonistische Funktion hat

1.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die drei viralen Genomsegmente des OROV zu klonieren, sodass
sie als cDNA zur Verfligung stehen. Diese kann dann als Ausgangspunkt verschiedener Unter-
suchungen dienen: Zum einen soll im Rahmen dieser Arbeit ein Minireplikon-System zum
Studium der viralen Transkription und Replikation etabliert werden. Zum anderen soll mithil-
fe der cDNA fiir NSs eine mogliche IFN-antagonistische Funktion dieses Proteins untersucht
werden. Hierbei soll ermittelt werden, inwieweit OROV-NSs im virusfreien Kontext nach
transienter Expression in der Lage ist, die Aktivierung des humanen IFN-B-Promotors durch

natirliche und synthetische PAMPs zu unterdriicken.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Plasmide

pUC 19: Der pUC 19 ist ein prokaryontischer Klonierungsvektor und hat eine Grofde von
2686 bp. Der pUC 19 enthalt eine MCS, die die Sequenzen fiir 13 singuldre Schnittstellen
verschiedener Restriktionsenzyme enthalt, sowie eine Region, die fiir eine Ampicillinresis-

tenz kodiert, die der selektiven Vermehrung von transformierten E. coli dient.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des prokaryontischen Klonierungsvektors pUC 19

b. pUC 19-mut: Bei dem pUC19-mut wurde mithilfe eines Restriktionsverdaus mit den Rest-
riktionsenzymen Pfo und Eco0109 eine BsmBI-(Esp 3I-)Schnittstelle entfernt, damit der
Vektor beim Verdau mit diesem Enzym nicht an unerwiinschter Stelle geschnitten wird.

c. pl.18: Das Plasmid pl. 18 ist ein eukaryontischer Expressionssvektor mit einer GréRe von
4281 bp. Er beinhaltet den konstitutiv aktiven hCMV-Promotor, das hCMV-Intron A, ge-

24



folgt von einer MCS, die die Sequenzen fir 17 singuldre Schnittstellen verschiedener Rest-
riktionsenzyme zur Insertion von cDNA enthalt, sowie ein hCMV-polyA-Signal.

pl.18

. multple cloning st 4281 bp

Abbildung 8: Schematische Darstellung des eukaryontischen Expressionsvektors pl.18

d. p125-Luc: Der Vektor beinhaltet die Firefly-Luciferase-Reporter-cDNA unter der Kontrolle
eines IFN-B-Promotors (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Takashi Fujita,
(Institute of Virus Research, Kyoto University Japan). Der Vektor kodiert auRerdem fiir ei-
ne Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von transformierten E. coli.

e. p55A2-Luc: Der Vektor beinhaltet die Firefly-Luciferase-Reporter-cDNA unter der Kontrol-
le eines artifiziellen Promotors, der drei Kopien der PRD Il des IFN-B-Promotors enthalt
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Takashi Fujita, Institute of Virus Rese-
arch, Kyoto University Japan). Der Vektor kodiert auBerdem fiir eine Ampicillinresistenz
zur selektiven Vermehrung von transformierten E. coli.

f. p55C1B-Luc: Der Vektor beinhaltet die Firefly-Luciferase-Reporter-cDNA unter der Kon-
trolle eines artifiziellen Promotors, der drei Kopien der PRD Il des IFN-B-Promotors ent-
halt (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Takashi Fujita, Institute of Virus Re-
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search, Kyoto University Japan [Yoneyama et al., 1998]). Der Vektor kodiert auBerdem fir
eine Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von transformierten E. coli.

g. pAP1-Luc: Der Vektor beinhaltet die Firefly-Luciferase-Reporter-cDNA unter der Kontrolle
eines artifiziellen Promotors der mehrere Kopien des AP-1-Enhancer-Elements enthilt,
das der PRDIV des IFN-B-Promotors entspricht (Stratagene, La Jolla, USA). Der Vektor ko-
diert aullerdem fiir eine Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von transformier-
ten E. coli.

h. pRLSV40: Der Vektor beinhaltet die Renilla-Luciferase-cDNA unter der Kontrolle des kon-
stitutiv aktiven SV40early-Promotors (Promega, Mannheim, Deutschland). Der Vektor ko-
diert aullerdem fiir eine Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von transformier-
ten E. coli.

i. pT7riboSM2: Dieser Vektor beinhaltet einen T7-Promotor zur T7-Polymerase-getriebenen
Transkription von cDNA, die (iber zwei Esp3I-Schnittstellen in den Vektor eingefligt wird.
Des Weiteren besitzt der Vektor einen T7-Terminator zur Terminierung des Transkripts.
Eine vorgeschaltete Hepatitis-A-Ribozym-Sequenz dient der autokatalytischen Prozessie-
rung des Transkripts, sodass das Transkript exakt die Lange der in den Vektor eingefligten
cDNA besitzt.

\ Esp3l Kpnl Esp3l v

*

— TATAGGAGACGGGTACCCGTCTCCEGGGT a
V7 pro ATAiICCTCTGCCCATGGGCAGAGGCCC 5 T7 term

Abbildung 9: Transkriptionskassette des Vektors pT7riboSM2. T7pro: T7-Promotor; T7
term: T7-Terminator; &: Hepatitis-A-Ribozym

j. pcDNA3.1/V5-His-TOPO: s. Kapitel 2.2.7.1.
k. pCRII: s. Kapitel 2.2.7.1.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien
Methodenprinzip:

,Kompetenz” ist die Fahigkeit von Bakterienzellen, exogene DNA aufzunehmen und damit
Voraussetzung fiir die Transformierbarkeit von Bakterien. Das Darmbakterium Escherichia
coli (E. coli) besitzt keine natirliche Kompetenz und muss daher , kiinstlich kompetent” ge-
macht werden. E.coli-Bakterien kénnen z.B. mittels Behandlung mit Rubidiumchlorid, Man-
ganchlorid oder Calciumchlorid durch im Detail noch nicht bekannte Mechanismen bei nied-
riger Temperatur in die Lage versetzt werden, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. So
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behandelte Zellen kdnnen zur Transformation von DNA verwendet werden. Werden sie nicht
sofort bendtigt, kénnen sie bei -80 °C gelagert werden.

Material:

Z-Competent E. coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Research, Irvine, USA).

Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2 Transformation von Bakterienzellen
Methodenprinzip:

Bei der Transformation von Bakterien handelt es sich um ein Verfahren, bei dem kompeten-
te Bakterien Plasmid-DNA aufnehmen. Die Bakterienzellen miissen vor der Transformation
vorbereitet, also kompetent gemacht werden (kinstliche Kompetenz). Dieses geschieht mit-
hilfe einer Kombination verschiedener Reize, wie Hitze, Kilte und Salz.

Materialien:

Verwendete Bakterienstamme:

TOP 10 (Invitrogen, Leek, Niederlande)

Genotyp: (F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15
AlacX74recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK

rpsL endAl nupG)

XL 1 blue (Stratagene)

Genotyp: (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)])

INVoF (Invitrogen)

Genotyp: (F" endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 gyrA96
relAl $80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 A-)

SOC-Medium

Zur Herstellung des SOC-Mediums werden 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 0,5 g NaCl ver-
wendet. Es wird mit ddH,O auf 1000 ml aufgefillt und anschlieBend autoklaviert. Danach
werden 10 ml steril-filtriertes 1 M MgCl2, 10 ml steril-filtriertes MgS04 und 10 ml steril-
filtrierte 2-M-Glucose hinzugefiigt.

LB-Medium/LB-Amp-Medium

Zur Herstellung von 500 ml LB-Medium werden 5 g BactoTrypton, 2,5 g Hefeextrakt und

2,5 g NaCl mit ddH,0 auf 500 ml aufgefiillt und anschlieRend autoklaviert. Dem fertigen An-
satz werden zur Herstellung von LB-Amp-Medium unmittelbar vor Gebrauch noch Ampicillin
auf eine Endkonzentration von 100 pl Ampicillin/ml hinzugefugt.
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LB-Amp-Platten:
Zur Herstellung von 20 LB-Amp-Platten werden 7,5 g Agar und 500 pl Ampicillin und 500 ml

LB-Medium benotigt. Der Agar wird im Medium durch Erhitzen in der Mikrowelle gel6st. Der
Ansatz wird nun unter Rihren auf ca. 50 °C abgekihlt. Dann kann das Ampicillin hinzugefugt
werden. Je Platte werden jetzt 25 ml LB-Amp-Medium ausgegossen. Die Platten lasst man
erkalten.

Durchfiihrung:

Die Bakterien werden zu diesem Zweck zunédchst auf Eis aufgetaut und mit etwa 2 ul des
Ligationsansatzes bzw. mit der Plasmid-DNA versetzt. Nach einer Inkubation auf Eis von 30
Minuten wird ein Heat-Schock durchgefiihrt, indem die Bakterien 30 Sekunden einer Tempe-
ratur von 42 °C ausgesetzt werden. AnschlieRend werden 250 pl SOC-Medium beigegeben
und eine Stunde bei 37 °C und 300 UPM inkubiert. Die Bakterien werden nun auf vorge-
warmten LB-Amp-Platten ausgestrichen und (iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C angeziich-
tet.

2.2.3 Blau-Weifs-Screening mit X-Gal
Methodenprinzip:

X-Gal wird durch das Enzym B-Galaktosidase zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydro-
lysiert. Letzteres oxidiert unter Einwirkung des Sauerstoffes der Luft zu dem tiefblau erschei-
nenden Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo.

Viele Vektoren, die zu Klonierungsarbeiten verwendet werden, enthalten die amino-
terminale codierende Sequenz der B-Galaktosidase mit einer eingefligten Multiple-Cloning-
Site (MCS), in die Fremd-DNA eingebracht werden kann. Wird das unverdanderte Plasmid in
Bakterien eingebracht, die den carboxyterminalen Teil der B-Galaktosidase exprimieren, ent-
steht durch Transkomplementation enzymatisch aktive B-Galaktosidase. Wird in die MCS
Fremd-DNA eingebracht, entsteht ein Fusionsprotein, sodass im Regelfall keine funktionsfa-
hige B-Galaktosidase mehr durch Transkomplementation entstehen kann. Wenn das ge-
schieht, kann das X-Gal nicht mehr enzymatisch hydrolysiert werden. Die Bakterienkolonien
erscheinen weil3. Alle Bakterien, die Plasmide ohne eingefligte Fremd-DNA enthalten, er-
scheinen blau, da die B-Galaktosidase gebildet wird, die das X-Gal hydrolysiert, sodass der
blaue Farbstoff entstehen kann.

Materialien:

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid [X-Gal]) in Dimethylformamid gel6st,
Konzentration 20 mg/ml
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Durchftihrung:

Es werden 40 ul X-Gal auf einer vorgewarmten LB-Amp-Platte ausplattiert. Dieses ldsst man
einige Minuten in die Platte einziehen. Direkt im Anschluss werden die transformierten Bak-
terien darauf ausgestrichen. Die Bakterien werden nun iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert.

2.2.4 Plasmid-DNA-Isolierungen

2.2.4.1 Miniprdparation
Methodenprinzip:

Nach einer alkalischen Lyse der Bakterien, die zur Denaturierung der bakteriellen Proteine
und der DNA (Plasmid- und chromosomale DNA) fiihrt, erfolgt ein Renaturierungsschritt,
indem die Plasmid-DNA renaturiert wird und in Losung geht, wahrend die chromosomale
DNA im Sediment verbleibt. Die Plasmid-DNA wird anschlieflend (iber Bindung unter Hoch-
salzbedingungen an eine Silikamembran (hydrophobe Wechselwirkungen) und anschlieRen-
des Waschen weiter gereinigt und abschlieRend mithilfe von ddH;0 unter Niedrigsalzbedin-
gungen eluiert.

Materialien:

e E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit | (PeglLab, Erlangen)

Durchftihrung:

Die Aufreinigung erfolgt gemaR den Angaben des Herstellers.

2.2.4.2 Midipraparation
Methodenprinzip:

Zunachst erfolgt eine alkalische Lyse und damit die Denaturierung und Renaturierung analog
der unter 2.2.4 beschriebenen Miniprdparation. Zu unterscheiden ist hier das angewandte
Reinigungsprinzip. Die Bindung der DNA (Polyanion) erfolgt unter Niedrigsalzbedingungen an
positiv geladene Gruppen einer Anionentauschersdule durch elektrostatische Wechselwir-
kungen zwischen DNA und S&ule. Die Elution findet unter Hochsalzbedingungen statt. An-
schliefend wird das Salz entfernt, indem die DNA durch Hinzufligen von Isopropanol gefallt
wird. Isopropanol entzieht der DNA das Hydratwasser, sodass diese ausfillt. Es folgt ein
Waschschritt mit 70 Prozent EtOH zur Entfernung zuriickgebliebener Salze. Isopropanol wird
durch Ethanol ersetzt, das flliichtiger und somit leichter aus der Fllssigkeit zu entfernen ist.
Das Losen der DNA erfolgt in ddH;0.

Materialien:

e Nucleo Bond Plasmid DNA Purification (Macherey-Nagel, Diiren)
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Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.5 Restriktionsverdau von DNA
Methodenprinzip:

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche DNA innerhalb einer Sequenz
schneiden, indem sie eine spezifische Basensequenz, meist palindromische Sequenzen von 4
bis 8 bp, erkennen. Sie dienen den Bakterienstaimmen zur Abwehr von Fremd-Virus-DNA
(Bakteriophagen). Zum Schutz der eigenen DNA sind die betroffenen Sequenzen des Bakteri-
ums methyliert und damit vor dem Verdau durch die Nukleasen geschiitzt. Man unterschei-
det drei Typen von Restriktionsendonukleasen, wobei der Typ Il fiir molekularbiologische
Methoden von primarer Bedeutung ist. Er schneidet die DNA innerhalb oder nahe der Er-
kennungssequenz, bendtigt kein ATP und besitzt keine Methyltransferase-Aktivitat. Die
Schnitte der Restriktionsenzyme kénnen versetzt (engl.: sticky ends, deut.: klebrige Enden,
z.B. EcoRl) oder gerade sein (engl.: blunt ends, deut.: stumpfe oder glatte Enden, z.B. Alul).
Im Falle von Esp3l und Sapl z.B. handelt es sich um sogenannte Subtyp-IIS-
Restriktionsendonukleasen, die in einem definierten Abstand von der Erkennungssequenz
spalten, d. h., Erkennungssequenz und Schnittstelle sind nicht identisch.

Materialien:

Die Restriktionsenzyme und die dazu passenden Reaktionspuffer werden von den Firmen
Roche, Mannheim, Fermentas, St. Leon-Rot, und New England Biolabs, Frankfurt am Main
bezogen.

Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben der Hersteller.

2.2.6 Dephosphorylierung von DNA
Methodenprinzip:

Zur Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden wird eine hitzelabile Phosphatase verwendet, die
sich im Gegensatz zu der haufig verwendeten alkalischen Phosphatase durch Erhitzen auf
eine Temperatur von 65 °C inaktivieren lasst. Die Dephosphorylierung ist eine notwendige
Methode, um bei Klonierungen eine Religation des linearisierten Vektors als dominante Ne-
benreaktion zu verhindern.

Materialien:
e gelgereinigtes Plasmid

e Antarctic Phosphatase (New England Biolabs)
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e 10 x Antarctic Phosphatase Reaktionspuffer
e ddH,0

Durchftihrung:

Es werden ca. 200 ng gelgereinigtes Plasmid verwendet sowie 1 pl Antarctic Phosphatase
und 1 pl 10x Puffer und mit ddH>O auf ein Gesamtvolumen von 10 pl gebracht. Der Ansatz
wird 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Bei 65 °C fir 15 Minuten wird dann das Enzym inakti-
viert.

2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten
Methodenprinzip:

Die Ligation ist ein Verfahren in der Molekularbiologie, bei dem das 3’-Hydroxy- und das 5°-
Phosphat-Ende einer Nukleinsdure mithilfe eines Enzyms (T4-DNA-Ligase bzw. Topoisomera-
se) verbunden werden. Die Ligation wird bei Klonierungen angewendet. Es werden lineari-
sierte Plasmide benutzt, in die ,fremde” DNA eingebracht wird. Die ebenfalls lineare fremde
DNA wird zusammen mit dem Plasmid und einer Ligase inkubiert. Die Ligase katalysiert die
oben erwdhnte Reaktion zwischen den 3’- und 5-Enden der DNA, und man erhélt als (ein)
Produkt das (ringférmige) Plasmid, in das die fremde DNA eingefligt ist.

2.2.7.1 TA-Klonierung

Der Einsatz der Tag-Polymerase in der PCR fiihrt zu Reaktionsprodukten, die an ihrem 3’-
Ende ein Gberhdngendes Desoxyadenosin (dA) besitzen. Derartige PCR-Produkte kénnen
direkt kloniert werden, wenn linearisierte Vektoren mit einem iberhdangenden Desoxythy-
midin (dT) benutzt werden (,, TA“-Klonierung).

AnschlieBend werden chemisch kompetente XI1 blue, E.coli, INVaF oder TOP10-
Bakterienzellen mit den Ligationsprodukten transformiert.

Materialien:

pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit (Invitrogen):

Topoisomerasen katalysieren die Uberfiihrung von DNA-Topoisomeren ineinander, wobei sie
wahrend der Reaktion kovalent am 5’-Phosphatende gebunden werden. Der Ringschluss
findet dann durch nukleophilen Angriff des 3-OH-Endes statt. Der Topoisomerase-Vektor
besteht aus einem Vektor-Topoisomerase-Komplex mit einem Thymidintiberhang am 3’-
Ende zur Klonierung von Tag-amplifizierten PCR-Produkten.

e Salt Solution (Reaktionspuffer)

e pcDNA3.1/V5-HisTOPO

e kompetente Bakterien: One Shot TOP10
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Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

Vektorbeschreibung:

Die folgende schematische Darstellung zeigt den TOPO-Vektor pCR 3.1/V5-HIS. Der Vektor ist
5523 bp groR. Er enthalt u. a. die Sequenz fir den T7-Primer (863-882) und fiir den BGH_rev-
Primer (4180-4197). Er codiert fur eine Ampicillin- (7956-845) und Neomycinresistenz (5295-
6089).

=

A Product
— }— J—_ J—
3 N I%K—;f;zm ° @a
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pcDNA3.1/

V5-His-TOPO

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Klonierungsvektors pcDNA3.1, Invitrogen

TA-Dual Promoter Cloning Kit (Invitrogen)

10x Ligation Buffer

25 ng/ul pCR2.1-Vector mit T-Uberhingen

ddH?0

T4 DNA-Ligase (4.0 Weiss Units/pl)

10-100 ng DNA-Template (mit iberhdangendem Desoxyadenosin) :
SOC-Medium: siehe Transformation kompetenter Bakterien
LB-Amp-Agarplatten: siehe Transformation kompetenter Bakterien
X-Gal: (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid [X-Gal])
Konzentration: mg/ml mit Dimethylformamid gel6st.

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.
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Vektorbeschreibung:

Die folgende schematische Darstellung zeigt den TA-Vektor pCRII, der bei Verwendung linea-
risiert vorliegt. Der Vektor ist 3971 bp groR. Die Sequenz fiir die Bindung des M13 Reverse-
Primers befindet sich an der Position 205 bis 221, die Bindungssequenz fiir den M13 For-
ward-Primer an Positon 431 bis 446. Der Vektor besitzt Sequenzen, die fir eine Kanamycin-
(1317 bis 2111 Basen) und eine Ampicillinresistenz (2129 bis 2989) codieren. Die Abbildung
zeigt weiterhin die Multiple Clonig Site (MCS), in die das PCR-Produkt ligiert wird.

lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter +
CAG GAA ACA GCT ATG AgJC ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGT GAC ACT ATA g?A
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG A|TA AAT CCA CTG TGA TAT T

Ns‘il .H:md 1 Kpﬂll Sac‘ I E‘!amHI Spe |
|

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX1 EcoR | EcoR|1 EcoR V

\ | [ |
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TTFFSESpPaY. GCC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA

BstX | Not 1 Xho | Nsil Xbal Apa l
|

| |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C|AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT (TT GC A GCA CTG ACC CTT TTG J/

Comments for pCR®II
3971 nucleotides

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Klonierungsvektors pCRII, Invitrogen

2.2.7.2 Sticky-end- und Blunt-end-Ligationen

Wahrend die aus E. coli isolierte Ligase auf beiden DNA-Strangen versetzt liegende, offene
Phosphodiester-Bindungen spezifisch ligiert (Sticky-end-Ligation), fliihrt die T4-Ligase aus
dem Bakteriophagen T4 noch zusatzlich die Verkniipfung von linearen, doppelstrangigen
DNA-Fragmenten ohne Uberhdngende Einzelstrangbereiche aus, die sogenannte Blunt-end-
Ligation. Daher ermdglicht die DNA-Ligase aus Phagen (T4 oder T7) eine uneingeschrankte
Kombination von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Herkunft zur Herstellung von rekombi-
nanter DNA.

Die nach dem Verdau linearisierten und gelgereinigten Plasmide werden in der Ligationsre-
aktion mit dem gewiinschten Insert und der T4-Ligase inkubiert. Uber den phosphorylierten
Rest am 5’-Ende und die OH-Gruppe am 3’-Ende wird die Ringstruktur hergestellt. Der ver-
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bleibende Strangbruch wird vom Bakterium geschlossen. Somit liegt wieder ein ringférmiges
Plasmid vor, welches das gewlinschte Insert enthalt.

Materialien:

Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas):
= 5x Rapid Ligation Buffer

* Nukleasefreies H,0

= T4-Ligase (5U)

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.8 Analytische Polymerasekettenreaktion (PCR), Colony PCR,
Praparative PCR
Methodenprinzip:

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction = PCR) ermoglicht die selektive
in-vitro-Amplifikation einer speziellen Region aus der DNA, die als Template (doppelstrangige
DNA-Matrize) dient. Zunadchst wird durch Erhitzung des PCR-Ansatzes auf Gber 95 °C eine
Denaturierung (Trennung des Doppelstranges in zwei Einzelstrange) erreicht. Nach raschem
Abkuhlen binden jetzt die im Reaktionsmix vorhandenen Oligonukleotide (Primer), die der
Sequenz an den 3’-Enden komplementar sind, an die Stelle des DNA-Stlickes, das amplifiziert
werden soll. Ein hoher Uberschuss des Primers im Vergleich zur Template-DNA garantiert
eine dauerhafte Bindung. Durch eine termostabile Polymerase, z.B. Tag-Polymerase (eine
DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus) werden die DNA-
Einzelstrange zum jeweiligen Doppelstrang bei einer Temperatur von 68 bzw. 72 °C komplet-
tiert, sodass nun zwei Doppelstrange vorhanden sind. Die dafiir benotigten Nukleotide wer-
den dem Reaktionsmix im Ansatz beigegeben. Derartige Reaktionszyklen werden mehrfach
(ca. 35x) wiederholt und ergeben eine exponenzielle Zunahme der amplifizierten DNA.

Materialien:

pro Ansatz einer analytischen sowie einer Colony-PCR
Gesamtvolumen: 50 pl
e 5 pul 10x Reaktionspuffer
e 1 ul Forward-Primer (10 uM)
e 1 ul Reverse-Primer (10 uM)
e 1 ul dNTP Mix (10mM)
e 0,5 ul Tag-Polymerase (Eppendorf)
e 1 ul Template (cDNA oder Klon von Bakterienkultur)
e 40,5 plddH.0
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pro Ansatz einer praparativen PCR

Gesamtvolumen: 50 pl

e 5 ul 10x Accu Prime Pfx Reaction Mix (Invitrogen)
e 1,5 ul Forward-Primer (10 uM)

e 1,5 ul Reverse-Primer (10 uM)

e 1 ul DNA (entspricht 1-10 ng DNA)

e 0,5 pl Accu Prime Pfx DNA-Polymerase (Invitrogen)
e 40,5 pl ddH,0

Durchftihrung:

Als DNA-replizierendes Enzym wird bei der Durchfiihrung einer analytischen oder einer Co-
lony-PCR die Tag-Polymerase von Eppendorf verwandt.

Bei der Colony-PCR wird statt isolierter DNA als Template eine Bakterienkolonie, die die
Plasmid-DNA enthélt, in den PCR-Ansatz gegeben. Die analytische PCR wird im Anschluss an
eine Klonierung durchgefiihrt, um festzustellen, ob und in welcher Orientierung die trans-
formierten Bakterien das Insert enthielten.

Die Amplifikationsreaktion bestand aus 35 Zyklen mit je einem Denaturierungsschritt bei
94 °C fiir 30 Sekunden, einem Renaturierungsschritt bei fiir mindestens 1 Minute und einem
Polymerisierungsschritt bei 68 °C. Die Polymerisierungszeit ist dabei abhangig von der GroRRe
des zu erwartenden Produktes (je 1000 bp werden 60 Sekunden veranschlagt). Im letzten
Zyklus wird der Polymerisierungsschritt auf 10 Minuten verlangert. Im Anschluss wird der
Ansatz auf 12 °C heruntergekihlt.

Fiir die Durchfiihrung einer PCR mit anschlieBender Gelaufreinigung des PCR-Produktes wird
die mit niedriger Fehlerrate arbeitende Pfx-Polymerase (DNA-Polymerase des thermophilen
Bakteriums Thermococcus species ) verwendet. Die Amplifikationsreaktion wird als , Touch-
down“-PCR durchgefiihrt. Die ersten 10 Zyklen verlaufen mit einer Denaturierung bei
95 °C/15 Sekunden, einer Renaturierung, beginnend bei 56 °C und in jedem Zyklus um %
Grad abnehmend, fiir jeweils 30 Sekunden und einer Polymerisierung bei 68 C unter Beriick-
sichtigung der GroRe des zu amplifizierenden DNA-Stiickes (je 1000 bp 60 Sekunden). Die
restlichen 25 Zyklen verlaufen analog, jedoch mit einer nun konstanten Annealingtempera-
tur von 51 °C im Renaturierungsschritt.

Bei der Touchdown-PCR wird die Spezifitdt der Primer-Bindung durch zyklusweise Absen-
kung der Annealing-Temperatur erniedrigt. Wenn die Annealing-Temperatur am Schmelz-
punkt des Primers gewahlt wird, binden die Primer nicht oder nur mit geringer Effizienz, aber
sehr spezifisch an die DNA.

Damit wird zu Beginn der PCR eine Fehlpaarung des Primers verhindert, sodass lediglich die
korrekte Zielsequenz mit allerdings geringer Effizienz amplifiziert wird. Wird nun die
Annealing-Temperatur schrittweise gesenkt, erreicht man durch die erleichterte Bindung der
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Primer eine hohere Effizienz der Reaktion. Dadurch wird erreicht, das zunachst zwar weniger
cDNA mit allerdings korrekter Zielsequenz erzeugt wird, um dann mithilfe dieser fehlerfreien
cDNA als Matrize in groRere Mengen an cDNA unter weniger stringenten Bedingungen zu
erzeugen.

Durch diese Methode erreicht man eine hohe Fehlerfreiheit bei gleichzeitiger effizienter
Amplifikation des gewlinschten PCR-Produktes.

2.2.9 Auftrennung von DNA im Agarosegel
Methodenprinzip:

Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein analytisches Verfahren, bei dem DNA als negative ge-
ladene Teilchen durch Agarose im elektrischen Gleichstromfeld wandern. Durch die unter-
schiedliche Nettoladung bewegen sich die einzelnen Fragmente unterschiedlich schnell
durch das Tragermaterial und werden entsprechend ihrer elektrophoretischen Mobilitat
aufgetrennt. Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt in kurzwelligem UV-Licht mithilfe von
Ethidiumbromid. Da das Ethidiumbromid in die DNA interkaliert, entsteht eine Absorptions-
verschiebung, und die DNA leuchtet orange unter UV-Licht.

Flr praparative Agarosegele, die der Isolierung von DNA-Fragmenten dienen, wird bei jedem
Gellauf frischer Puffer verwendet. Es werden bei der Gelherstellung gréBere Taschen er-
zeugt, die ein Volumen von mehl als 60 ul fassen (50 pl PCR-Ansatz und 10 pl 6 x Ladepuffer).
Unter langwelligem UV-Licht wird zligig — die DNA wird sonst durch das UV-Licht geschadigt
— mit einem Skalpell die DNA-Bande aus dem Gel geschnitten. Aus diesem Gelstlick wird nun
die DNA isoliert.

Materialien:

e 1g/100 ml TAE Agarose (Invitrogen) fir Gelelektrophorese
e 1x TAE-Puffer
e Ethidiumbromid (10 mg/mL) als DNA-Interkalator
e 6x DNA-Ladepuffer (Fermentas)
e 100 bp oder 1 kb-DNA-Marker (Fermentas)
e TAE, 50x:
1,19 M Tris (145,37 g)
0,6 M Essigsaure/(60,05 g)
30 mM EDTA (11,16 g)
auf 1000 ml mit ddH,0 auffiillen

Durchftihrung:

Zunachst wird das Elektrophoresegel angefertigt, indem 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer
in der Mikrowelle erhitzt wird, bis sich die Agarose komplett geldst hat. In diese Lésung wer-
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den 5 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Das noch flissige Gel wird in eine Gelwanne gegos-
sen, und ein passender Kamm, der die Taschen fir die Proben formt, wird eingelegt.

Nach ca. einer halben Stunde ist das Gel erstarrt und kann mit den Proben befiillt werden.
Zu diesem Zweck wird es in eine mit TAE-Puffer gefiillte Wanne gelegt. Es werden 5 pl des
PCR-Produktes mit 1 pl 6x-DNA Ladepuffer gemischt und in eine Geltasche gegeben. Um
spater die GroRe der DNA-Fragmente abschdtzen zu kénnen, werden zum Vergleich 5 pl ei-
nes DNA-Markers aufgetragen. Die DNA wird jetzt in einem elektrischen Feld bei einer kon-
stanten Spannung von 40 bis 80 V aufgetrennt, indem sie im Gel mit einer Geschwindigkeit,
die von der GroRe des DNA-Fragmentes abhangig ist, zum Pluspol des elektrischen Feldes
wandert.

2.2.10 Aufreinigung von PCR-Produkten
Methodenprinzip:

Die Agarosegelreinigung von DNA ist eine Technik zur Isolation von spezifischen Fragmenten
aus komplexen Reaktionsgemischen. Dabei wird das Gelstiick mit der entsprechenden Bande
ausgeschnitten und in einem Bindepuffer gelost. Diese Losung wird dann durch eine Saule
zentrifugiert. Die DNA bindet dort an einer Silikamembran. Die gereinigte DNA wird in meh-
reren Waschschritten mithilfe von Niedrigsalzpuffern oder deionisiertem Wasser von der
Sdule eluiert.

Materialien:

e E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Peglab, Erlangen)

e 100 % Ethanol

e Sterile 1,5 ml Zentrifugenroéhrchen (Eppendorf, Hamburg))
e Steriles ddH.0

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.11 Aufkonzentrierung von PCR-Produkten

Methodenprinzip:

Die Aufkonzentrierung und gleichzeitige Reinigung von DNA wird mit dem DNA Clean & Con-
centrator-5 Kit (Zymo Research, Irvine, USA) durchgefiihrt. Die Reinigung bzw. Aufkonzent-
rierung erfolgt nach demselben Prinzip wie bei DNA-Miniprdparationen. Die Probe wird zu-
nachst mit Bindepuffer versetzt. AnschlieRend wird sie Uber eine spezielle Saule, die sehr
kleine (~6ul) Endvolumina und damit eine hohe DNA-Konzentration ermaéglicht, zentrifugiert
und mit ddH;0 eluiert. Dieses Prinzip wird insbesondere bei der Vorbereitung von DNA aus
Minipraparationen zur Sequenzierung verwendet, um die bendtigte DNA-Konzentration zu
erreichen.
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Materialien:

e DNA Clean & Concentrator-5 Kit Kit (Zymo Research)

Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt gemal den Angaben des Herstellers.

2.2.12 Sequenzierung
Methodenprinzip:

Dem Cycle Sequencing liegt ein dhnlicher Mechanismus zugrunde wie der PCR, da auch hier
mit einer thermostabilen DNA-Polymerase gearbeitet wird. Weitere Reaktionskomponenten
sind: Reaktionspuffer, Primer, Nukleotide und die zu sequenzierende DNA.

AuBer den in einer PCR verwendeten dNTPs sind jedoch zuséatzlich Dideoxy-Nukleotide
(ddNTPs) enthalten. Diese bewirken, dass nach ihrem Einbau die Strangsynthese abgebro-
chen wird. Da der Zufall entscheidet, wann ein ddNTPs statt eines dNTPs eingebaut wird,
entstehen unterschiedliche Fragmente, die jeweils mit der Primersequenz beginnen und mit
dem ddNTP enden. An die ddNTPs sind zusatzlich je nach Base verschiedene Floureszenz-
farbstoffe gebunden, die bei der automatischen Sequenzgelelektrophorese durch Anregung
mit Laserlicht detektiert werden kdnnen.

Durchfiihrung:

Es werden je Probe zwei Ansatze mit je 0,6 ug Plasmid-DNA hergestellt. Dem einen Ansatz
einer Probe wird der M13_rev- Primer und dem anderen Ansatz der M13_for-Primer hinzu-
gefligt (je 10 pmol). Dieser Primer kann fiir alle DNA-Fragmente, die sequenziert werden
sollen verwendet werden, da ihre Bindungsstellen die MCS im pCR II-Vektor, in die die DNA
kloniert wurde, flankieren (s. Abbildung 11). In kurzen Fragmenten, die aufgrund ihrer Lange
in beiden Richtungen vollstandig sequenziert werden, kdnnen so Mutationen von Sequen-
zierfehlern  differenziert werden, indem die Reverse- und die Forward-
Sequenzierungsergebnisse miteinander verglichen werden.

Alle durchzufiihrenden Sequenzierungen werden von der Firma SEQLAB Sequence Laborato-
ries Gottingen GmbH durchgefiihrt.

2.2.13 Ortsspezifische Mutagenese
Methodenprinzip:

Bei diesem Verfahren handelt es sich um die gezielte Einfligung von Punktmutationen in eine
Sequenz in vitro. Im Laufe der Zeit wurde eine Vielzahl von Methoden fir die ortsspezifische
Mutagenese entwickelt. Die angewandte Methode wird als , Primer-Extension-Mutagenese”
bezeichnet. Als Matrize dient doppelstrangige Plasmid-DNA, die mithilfe von Oligonukleotid-
primern und in diesem Fall unter Verwendung der Pfx-Polymerase repliziert wird. Die Oligo-
nukleotide sind komplementar zueinander und enthalten die Mutation in der Mitte ihrer
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Sequenz. Die Oligonukleotidprimer hybridisieren an der gewiinschten Region, in die die Mu-
tation eingefligt werden soll. Mithilfe der Polymerase werden die DNA-Strange kopiert, in-
dem der Ansatz mehreren Temperaturzyklen (Denaturierung, Anlagerung der Primer und
DNA-Synthese) ausgesetzt wird. Es entstehen mutierte Plasmide mit Einzelstrangbriichen am
5’-Ende jedes Primers. Die Plasmid-DNA, die als Matrize diente, wird im Anschluss durch
einen Verdau mit dem Restriktionsenzym Dpnl zerstort. Da Dpnl nur methylierte und hemi-
methylierte DNA verdaut, wird die aus E.coli-Zellen isolierte Plasmid-DNA, die an bestimm-
ten Sequenzen methyliert ist, erkannt und verdaut.

Die in vitro komplett neu synthetisierte DNA mit der Mutation bleibt hingegen intakt. Die
mutierte DNA wird dann in kompetente E.coli-Zellen transformiert, die am 5’-Ende entstan-
denen Einzelstrangbriiche werden in vivo von den Bakterien repariert.

Material:

Methode nach Stratagene QuikChange Site-Directed Mutagenesis
1.) Einbringen der Mutation

e 5 ul 10x Reaktionspuffer (Pfx-PCR-Reaktionspuffer mit dNTPs)
5-50 ng Plasmid-DNA

125 ng Forward-Primer

125 ng Reverse-Primer
1 ul (2,5 U) Pfx DNA-Polymerase
x pl ddH,0 (auf ein Ansatz-Gesamtvolumen von 50 pl)

2.) Verdau mit Dpnl (Fermentas)
e 1 ul (10 U) Dpnl pro Ansatz

3.) Transformation in XL1-blue
e Kompetente XL1-blue-Bakterien
e 500 ul SOC-Medium

Durchfiihrung:

Fiir die Herstellung der mutierten Plasmid-DNA werden 4 Ansatze mit 5, 10, 20 bzw. 50 ng
Plasmid-DNA als Template hergestellt und je 125 ng Forward- und Reverse-Primer mit der
Mutation eingesetzt. Die Ansadtze werden mit 1 pl Pfx DNA-Polymerase und 5 pl des 10x Pfx-
PCR-Reaktionspuffer mit dNTPs versetzt und mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 50 pl aufge-
fillt. Zum Einbringen der Punktmutation werden die Ansatze 12 Zyklen inkubiert mit je 30
Sekunden bei 95 °C zur Denaturierung der DNA, 60 Sekunden bei 55 °C zur Anlagerung der
Primer und bei 68 °C 240 Sekunden (1 min/kb der Plasmidlange) zur Synthese der neuen
mutierten DNA. Danach werden die Ansatze zum Abkulhlen der Reaktion bis auf 8 °C flr zwei
Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wird 1 pl (10 U) des Restriktionsenzyms Dpnl zu der
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Amplifikationsreaktion gegeben, um die methylierte Template-Plasmid-DNA zu entfernen.
Die Ansdtze werden eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dann werden 2,5 ul Dpnl-behandelte
Amplifikationsreaktion (Plasmid-DNA mit Mutation) in 50ul kompetente XL1-blue-Bakterien
transformiert (vgl. Kap. 2.2.1). Die transformierten Bakterien werden dann auf vorgewarm-
ten LB-Amp-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C flir mindestens 16 Stunden inkubiert.

2.2.14 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen
Methodenprinzip:

Hierbei werden Losungsbedingungen geschaffen, bei denen das Material in verschiedenen
Phasen aufgetrennt und gemal seinen chemischen Eigenschaften voneinander isoliert wird.
Die Lyse der Zellen erfolgt in Anwesenheit von Guanidiniumisothiocyanat, einem RNAse-
Hemmer. Mit der Zugabe von Chloroform und der anschlieRenden Zentrifugation wird nun
eine Trennung in drei Phasen erreicht. GemaR ihrer Polaritdt 16sen sich die kleinen DNA-
Fragmente (unpolar) im sauren Phenol, die groeren in der Interphase, und die RNA ver-
bleibt in der oberen wassrigen Phase, da sie polarer ist und sich besser in Wasser 16st. Dieses
Prinzip wird als Single-Step-Methode bezeichnet. Zur Isolierung der Gesamt-RNA wird nur
die wassrige Phase weiter verwendet. Hierflr erfolgt die Fallung der RNA mit Isopropanol,
gefolgt von zwei Waschschritten mit 75 Prozent Ethanol. AbschlieBend wird die RNA in RNa-
se-freiem Wasser geldst.

Material:

PeqGold TriFast, (Peqlab, Erlangen)
e Chloroform

e |sopropanol

e Ethanol 75 %

e Polypropylen-Zentrifugenréhrchen

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.15 Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und

RNA

Methodenprinzip:

Mit einem Spektralphotometer koénnen mittels Lichtabsorption DNA- und RNA-
Konzentrationen gemessen werden. Das Verfahren beruht auf der Tatsache, das Lichtquan-
ten bestimmter Energie stoffspezifisch absorbiert werden. Die Basen der Nukleinsdauren
(RNA, DNA) in einer Probe haben ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm, die aromatischen
Reste der Proteine bei 280 nm. Der 260 nm/280 nm Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0

liegen, um Verunreinigungen durch Proteine auszuschliel3en.
40



Material:

NanoDrop ND1000 Spektrophotometer (Peglab)

Der Vorteil des NanoDrop von Peglab gegentiber herkdmmlichen UV/VIS-Spektrometern ist,
dass hier mit sehr viel kleineren Volumina gemessen werden kann, was eine Verdinnung der
Probe und eine anschlieBende Hochrechnung der Konzentrationen entbehrlich macht. Au-
RBerdem sind fir die Durchfiihrung keine Quarzglaskivetten mehr erforderlich.

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.16 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Methodenprinzip:

Die Transkription der RNA in cDNA erfolgt durch eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die
Reverse Transkiptase. ,Revers” beschreibt dabei die spezielle Eigenschaft des Enzyms, den
eigentlichen Transkriptionprozess von der DNA zur RNA umzukehren. Es wird hierbei Einzel-
strang-RNA in Doppelstrang-DNA umgeschrieben. Durch die RNA-abhdngige DNA-
Polymerase-Aktivitat wird zundchst ein RNA-DNA-Hybridstrang synthetisiert. Danach wird
der RNA-Anteil abgebaut (spezieller RNAse-Anteil des Enzyms) und die DNA durch die DNA-
abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat zum Doppelstrang vervollstandigt. Da im mikrobiologi-
schen Verfahren die RNA als Matrize dient und immer wieder neu abgelesen werden muss,
ist diese RNAse-Aktivitat in den eingesetzten rekombinant verdanderten Enzymen nicht mehr
vorhanden. Die Reverse Transkriptase wurde zunachst in Retroviren entdeckt, sie kommt
allerdings auch in einigen DNA-Viren und der eukaryontischen Telomerase vor.

Die in der Molekularbiologie eingesetzten Reversen Transkriptasen stammen u.a. vom
murinen Leukdamievirus (Mo-MLV), welche modifiziert und rekombinant in E. coli hergestellt
werden. Diese modifizierte Variante zeichnet sich durch eine hohe Thermostabilitat aus,
weist keine RNAse-Aktivitdt auf und erzeugt sscDNA anstelle von dscDNA. Als Primer fir die
Reaktion werden randomisierte Primer verwendet, die aus sechs zufallig ausgewahlten Nuk-
leotiden bestehen. Da sich daraus eine Vielzahl von Kombinationsmdglichkeiten ergeben,
kann gewahrleistet werden, dass die im Reaktionsansatz enthaltene RNA komplett in cDNA
umgeschrieben wird.

Materialien:

e RNA

e Pd (N)6 Random Hexamer 5'Phosphate Primer (Amersham Biosciences, Freiburg)
e ddH20

e dNTP-Mix (Fermentas)

e Reverse Transkriptase (Superscript Ill, 200 units/ul (Invitrogen)
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Durchftihrung:

Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung adhdrenter Zellen
Methodenprinzip:

Zur Kultivierung von Zellen werden spezielle Ndhrmedien verwendet, in denen samtliche
Nahrstoffe enthalten sein missen. Da einige Komponenten nicht bekannt sind, muss den
chemisch hergestellten Medien noch fetales Kalberserum beigegeben werden, um die Nahr-
[6sung mit den unbekannten Faktoren zu vervollstandigen. Um eine Verunreinigung wah-
rend der Passage zu vermeiden, kénnen dem Nahrmedium noch Antibiotika bzw. Antimyko-
tika zugesetzt werden.

Im Brutschrank muss ein ideales Wachstumsklima geschaffen werden. Dies erfolgt zum ei-
nen durch eine Temperatur von 37 °C im Brutschrank und die Einstellung eines pH-Wertes
im Medium auf den zellphysiologischen Wert von 7,2. Dieser pH-Wert wird erreicht durch
ein Bicarbonatpuffersystem: Die HCO3-Konzentration im Medium wird mithilfe des CO,, das
der Athmosphare des Brutschrankes hinzugefiigt wird, konstant gehalten.

Die Zellen werden in Zellkulturflaschen mit hydrophilisierter Oberflache, die die Adhasion
von Zellen an die Kunststoffoberflache verbessert, mit Medium ausgesat und wachsen am
Boden der Zellkulturflaschen zu einem konfluenten Zellrasen. Sobald der Zellrasen konfluent
ist, miissen die Zellen passagiert werden, damit es nicht zum Uberwachsen bzw. Absterben
der Zellkultur kommt.

Materialien:

Verwendete Zelllinien:
293 und 293T
Es handelt sich um humane embryonale, epitheliale Nierenzellen. Diese sind mit dem E1A-

Gen des Adenovirus transformiert und besitzen ein intaktes IFN-System. 293T sind zusatzlich
noch mit dem grofRen T-Antigen des Simian-Virus 40 (SV40) transformiert.

Vero E6

Es handelt sich um Nierenzellen/Fibroblasten der ,Griinen Meerkatze” (Cercopithecus
aethiops). Sie besitzen infolge einer Chromosomendeletion keine IFN-a/B-Gene mehr, sind
aber noch sensitiv flir das Typ-I-Interferon.
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Medien:

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) wird mit 10 Prozent fetalem Kalberserum und
526,6 mg/l Glutamin versetzt (Glutamin ist nicht stabil und wird daher unmittelbar vor Ge-
brauch zugegeben), zur Vorbeugung bakterieller Kontaminationen werden 100 U/ml Penicil-
lin und 100 pg/ml Streptomycin hinzugegeben.

PBS (Phosphate Buffered Saline) ohne Calcium und Magnesium

Trypsin/EDTA-L6sung: 0,0259 g/l Trypsin 1:250/0,02 Prozent EDTA

(zum Losen der adhédrenten Zellen vom Boden der Kulturflasche)

75 cm? bzw. 175 cm? Zellkulturflaschen (Greiner)

Durchfiihrung:

Die 293T- und die Vero-Zellen werden in eine 75cm?/175 cm? Zellkulturflasche DMEM mit 10
Prozent FKS bei 37 °C und 5 Prozent CO; gehalten. Bei Konfluenz des Zellrasens missen die
Zellen 1/10 oder 1/20 geteilt werden und ggf. in eine neue Flasche weiterpassagiert werden.
Die Durchfiihrung der Zellpassage erfolgt unter einer Sterilwerkbank. Zunachst wird das alte
Medium von den Zellen abgezogen und verworfen. Die Zellen werden dann mit 5/10 ml vor-
gewdrmtem PBS gewaschen. Das PBS wird abgezogen und verworfen. Zum Abldsen des Zell-
rasens werden nun 2/4 ml 0,25%ige Trypsin/0,02% EDTA in die Zellkulturflasche gegeben. Es
folgt eine Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fiir 5 Minuten, bis sich die Zellen vom Fla-
schenboden I6sen. Dann wird das Trypsin inaktiviert, indem 3/6 ml des FKS-haltigen Medi-
ums in die Flasche gegeben wird. Dies geschieht durch die im FKS enthaltenen Trypsininhibi-
toren. Die Zellen kdnnen nun experimentell eingesetzt oder weiterpassagiert werden. Letz-
teres erfolgt, indem die 5/10 ml mit einer Pipette aufgenommen werden und 0,5/1 ml (1/10)
in die Flasche zuriick oder in neue Flaschen berfiihrt werden. Der Rest wird verworfen. Die
Flaschen werden nun mit 11,5/29,5 ml frischem Medium aufgefiillt, leicht geschwenkt und in
den Brutschrank gebracht.

2.3.2 Transfektion
Methodenprinzip:

Als Transfektionsmethode dient die Lipofektion.

Bei dieser Methode wird DNA mithilfe von Liposomen, welche mit der Zellwand sehr leicht
fusionieren, in die Zelle gebracht. Zur Komplexierung der DNA dienen kationische Polymere
und neutrale Lipide, die mit der Zellmembran fusionieren kénnen und die DNA so in die Zelle
einbringen.
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Materialien:

Transfektionsreagenzien:

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
FuGene HD Transfection Reagent (Roche)
FuGene 6 (Roche)

6-, 12-Well-Platten (Greiner)
OptiMEM (Invitrogen)

Durchfiihrung:

Die Transfektion wird unter der Sterilwerkbank durchgefiihrt. 24 Stunden vor der Transfekti-
on werden die zu transfizierenden Zellen in der gewiinschten Zelldichte in Zellkulturplatten
mit sechs bzw. zwolf Kavitdaten ausgesat.

Transfektion mit FuGene HD (Roche):
Es wird ein Transfektionsmix aus 1 pg Plasmid-DNA, 100 pl FKS-freiem Medium/Kavitat (Op-

tiMEM) und 6 pl FuGene HD/Kavitdt angesetzt. Der Transfektionsmix wird zunéachst fir
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden 100 ul des Transfektions-
mix je Kavitat auf die Zellen gegeben. AbschliefRend werden die Zellen in einem Brutschrank
bei 37 °C und 5 Prozent CO;-Atmosphare fiir 24 Stunden inkubiert.

Transfektion mit FuGene 6 (Roche):

Zunachst werden 3 pl FuGene 6 in 50 pl OptiMEM/Kavitat vorverdinnt. AnschlieRend erfolgt
die Zugabe von 1 pug Plasmid-DNA. Der Transfektionsmix wird dann fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden 50 pl des Transfektionsmix je Kavitat auf
die Zellen gegeben. AbschlieBend werden die Zellen in einem Brutschrank bei 37 °C und 5
Prozent COz-Atmosphare fiir 0,6,12,24, 48 Stunden inkubiert.

Transfektion mit Lipofectamine (Invitrogen):

Zunéachst werden 1 pg Plasmid-DNA und 3 pl Lipofectamine in je 50 pl OptiMEM/Kavitat vor-
ververdinnt. Anschliefend wird flir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wer-
den die vorverdiinnte DNA und das vorverdlnnte Transfektionsreagenz vereinigt und 100 pl
des Transfektionsmix je Kavitat auf die Zellen gegeben. Abschlieend werden die Zellen in
einem Brutschrank bei 37 °C und 5 Prozent CO,-Atmosphare fiir 24 Stunden inkubiert.

2.3.3 Dual-Luciferase-Reporterassay
Methodenprinzip:

Dieses Verfahren dient der Bestimmung von Promotoraktivitaten. Mithilfe von Reporter-
plasmiden wird unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promotors die Firefly(FF)-
Luciferase exprimiert. Gemessen wird die durch den Substratumsatz dieses Enzyms erzeugte
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Lichtmenge. Da die Expressionsstarke der Luciferase der Kontrolle der vorangeschalteten
Promotoren unterliegt, ist die Aktivitat der Luciferase und somit auch die erzeugt Lichtmen-
ge proportional zum Aktivitdtsgrad der Promotoren. Die Lichtmenge wird mithilfe eines Lu-
minometers detektiert. Um die Transfektionseffizienz zu bestimmen, werden zusatzlich
Plasmide eingesetzt, die unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven SV40-Promotors das
Renilla-Luciferase-Gen enthalten.

Material:

Dual-Luciferase-Reporterassay (Promega, Mannheim)
Lumitrac-Mikroplatten (Greiner, Frickenhausen)
Luminometer: Fluostar Optima (BMG Labtech, Offenburg)

Durchfiihrung:

Zunachst werden die Zellen lysiert, indem das Medium abgesaugt wird und 100 ul 1x passi-
ver Lysepuffer (Promega) pro Kavitat auf die Zellen gegeben werden. Der Ansatz wird fiir 15
Minuten inkubiert. Dann werden 20 pl des Zelllysats in die Kavitdten der Messplatte gege-
ben. Zur Messung der FF-Luciferase-Aktivitdt werden 100 ul FF-Luciferase-Substrat auf das
Lysat gegeben. Im zweiten Messschritt werden 100 pl Subtratlésung, die das Substrat der
Renilla-Luciferase sowie einen Quencher enthédlt, der die Lumineszenzsignale der FF-
Luciferase unterdriickt, zur Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitdt in die Kavitaten der
Messplatte gegeben.

2.3.4 Das Minireplikon-System

Um die replikative und transkriptionelle Aktivitdt einer viralen Polymerase im virusfreien
Kontext zu untersuchen, wurden fiir verschiedene Viren sogenannte Minireplikon-Systeme
entwickelt. Auch flr einige Bunyaviren (z.B. RVFV, LACV und BUNV) wurden solche Systeme
bereits etabliert.

Im Minireplikon-System wird die zu untersuchende virale Polymerase transient exprimiert.
Als Matrize fiir die virale Polymerase dient ein sogenanntes Minigenom, das alle nicht codie-
renden Sequenzen, die fur die Transkription und Replikation bendtigt werden, enthalt, aber
anstelle eines viralen Gens fir ein Reportergen codiert. Als Reporter wird z.B. die Renilla-
Luciferase verwendet, deren Aktivitdt gut quantifizierbar ist.

Im Falle der Minireplikon-Systeme flr Bunyavirus-Polymerasen muss neben der Polymerase
selbst auch das virale Nukleoprotein exprimiert werden, da die virale Polymerase nur Ribo-
nukleoproteinkomplexe transkribiert bzw. repliziert. Die Expression der viralen Polymerase
und des viralen Nukleoproteins sowie des Minigenoms erfolgt unabhangig von der zelluldren
RNA-Polymerase Il. Im Falle des La-Crosse-Virus-Minireplikon-Systems (Blakqori et al. 2003)
wird hierfiir die T7-RNA-Polymerase verwendet.
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Das Minigenom selbst besteht aus der Sequenz eines Reportergens (z.B. Renilla-Luciferase),
welches in genomischer Orientierung in den Vektor kloniert wurde. Die Reportergensequenz
wird flankiert von den regulatorischen 5°- und 3’-Enden des Virus, die von der viralen Poly-
merase erkannt werden kdonnen. Das Reportergenprodukt hat Eigenschaften, die es erlau-
ben, dass es quantitativ gemessen werden kann; es stellt damit ein Mass fiir die Transkripti-
on und Replikation dar.

Die T7-Polymerase initiiert also zum einen initial die Expression der viralen Proteine, aber
auch die Umschreibung des Minigenoms (Plasmid-DNA) in (-)RNA. Im Falle der etablierten
Minireplikon-Systeme der Bunyaviren assoziiert das Nukleoprotein mit dieser —RNA, was
eine Anlagerung der viralen Polymerase moglich macht. Diese Einheit aus —RNA, Nukleopro-
teinen und viraler Polymerase wird auch als Ribonukleoprotein-Komplex (RNP-Komplex) be-
zeichnet. Mithilfe der viralen Polymerase kann nun eine mRNA zur Expression des Reporter-
gens oder eine antigenomische RNA synthetisiert werden. Durch die Messbarkeit des Re-
porterproteins oder dessen Substratumsatzes konnen auf diesem Wege Aussagen Uber die
Replikation und Transkription des Virus getroffen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung der ORFs der OROV-Genomsegmente zur
Etablierung eines Minireplikon- und Reverse-Genetik-
Systems

Um die Funktionalitdt der viralen Proteine und die interferonantagonistische Wirkung des
NSs-Proteins naher zu untersuchen, soll fir OROV zunéachst ein Ribonukleoprotein-(RNP-)
Rekonstitutionssystem (Minireplikon-System) und danach ein Reverse-Genetik-System etab-
liert werden, welches die Herstellung von rekombinantem OROV, ausgehend von cDNA, er-
laubt. Wie in Kapitel 2.3.4 erldutert, werden fiir das Minireplikon- bzw. Reverse-Genetik-
System sowohl Rescue- als auch Helferplasmide (Expressionsvektoren) bendtigt, die fiir
OROQV bisher nicht vorlagen.

Die viralen Proteine, die zur Bildung des RNP-Komplexes bendtigt werden, werden mithilfe
von Helferplasmiden (OROV-S/-Smut/-L cDNA in pl.18 Expressionsvektor) unter der Kontrolle
des CMV-Promotors durch die zelluldre DNA-abhdngige RNA-Polymerase Il exprimiert. Hier-
bei handelt es sich zum einen um das Nukleoprotein, dessen codierende Sequenz sich auf
dem S-Segment befindet, und zum anderen um die virale Polymerase (L-Protein), deren co-
dierende Sequenz sich auf dem L-Segment befindet.

vMpro-RL

Pol.ll-Anlagerung
Anlagerung der zell.
exprimierten T7-Polymerase  virale Polymerase S ST
T M equoy  WlllHAR [T @
cDNA S mRNA OROV-L
Anlagerung an ——
bl Nukleoprotein mRNA OROV-N
3 | N
% [ ] ® o o
: 3 vl ejpuay Ly
RNP-Komplex
&
S aperiny l T mRNA — Renilla
“protsine. Luciferase
-RNA
+RNA

von L

Abbildung 12: Das Minireplikon-Systems des OROV.
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Falls der S-Wildtyp ORF (open-reading-frame) im Helferplasmid verwendet wird, kommt es
auch zur Synthese von NSs. Mithilfe des Rescuevektors pT7-riboSM2-OROV-vMpro-vRL wird
ein sogenanntes Minigenom in die Zelle eingebracht. Das Minigenom beinhaltet die cDNA
des Renilla-Luciferase-Gens, flankiert von nicht codierenden Enden des OROV-M-Segments,
welche fiir die Anlagerung der viralen Polymerase bendtigt werden. Da die verwendete Zell-
linie BSR-T7 konstant T7-Polymerase exprimiert, kann sie die cDNA des Minigenoms in RNA
umschreiben. Diese RNA dient als Matrize fir die virale Polymerase, die liber die regulatori-
schen Sequenzen des M-Segments die Minigenom-vRNA in mRNA umschreibt, welche dann
translatiert werden kann. Damit man nach der T7-Polymerase-getriebenen Transkription der
cDNA des Minigenoms eine (-)RNA erhalt, die von der viralen Polymerase in eine mRNA um-
geschrieben wird, ist es notwendig, dass die cDNA des Minigenoms in genomischer Orientie-
rung im pT7-ribo-SM2-Vektor vorliegt. Die Aktivitat der Renilla-Luciferase kann in einem Lu-
miniszenz-Verfahren quantitativ gemessen werden und ist damit ein Mal} fiir die Menge der
gebildeten Renilla-mRNA und insofern auch indirekt fiir die Aktivitat der viralen Polymerase.

3.1.1 Herstellung der Expressionsvektoren

3.1.1.1 Klonierung der OROV-L-ORF-cDNA-Fragmente

Da die cDNA des L-open-reading-frames (L-ORF), d. h. die Sequenz des L-Segments ohne die
nicht codierenden Regionen am 3’- und 5 -Ende (NTR) mit 5888 bp zu grof} ist, um sie mittels
PCR an einem Stiick fehlerfrei zu amplifizieren, wurden sie mithilfe spezifischer Primer in
flinf Segmenten (L1-L5) hergestellt.

Die Oligonukleotide wurden so konstruiert, dass sich die einzelnen Fragmente in ihrer Se-
guenz am Anfang und am Ende um einige Basenpaare Uberlappen, wobei der lberlappende
Bereich jeweils eine singuldre Schnittstelle fiir ein Restriktionsenzym enthélt. Diese werden
fir die Ligation der Fragmente zum vollstdandigen L-ORF bendtigt. Zur Verknupfung des L2-
und des L3-Fragmentes wurde an die jeweiligen Primer eine Esp3I-Schnittstelle angefiigt, die
bei der Ligation der Fragmente unter Rekonstituierung der authentischen Sequenz wieder
entfernt wird, da es sich bei Esp3l um ein sogenanntes TyplIS-Restriktionsenzym handelt, das
auBerhalb seiner DNA-Erkennungssequenz schneidet.

Des Weiteren wurde die Sapl-Restriktionsschnittstelle im L4-Fragment durch eine stumme
Punktmutation zerstort und stattdessen eine BsmBI-Schnittstelle erzeugt. Dies war notwen-
dig, da der vollstandige L-ORF im Verlauf der Klonierungen Uber Sapl-Schnittstellen in den
Rescue-Vektor pT7-riboSM2 ligiert wurde. Diese Sapl-Schnittstellen wurden dem L1- und
dem L5-Fragment angefligt. Eine zuséatzliche Sapl-Schnittstelle im L4-Fragment hatte einen
Verdau innerhalb des L-ORF und somit dessen Zerstérung zur Folge.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der cDNA der OROV-L-ORF-Fragmente.

Die einzelnen Fragmente wurden als L1- bis L5-Fragment bezeichnet. Die Pfeile geben die Regionen an, an die
die Primer binden und die Richtung, in die amplifiziert wurde. Die Primer zur Amplifikation des L4-Fragmentes
enthalten eine Punktmutation, mit deren Hilfe aus einer Sapl-Schnittstelle eine Esp3I|-Schnittstelle (Esp3] ent-
spricht BsmBI) hergestellt worden ist. Damit wurde verhindert, dass das Restriktionsenzym Sap| wdhrend der
Klonierung des L-ORF in den Rescuevektor pT7-riboSM2 den L-ORF zerschneidet. An das 5™-Ende des L1- und an
das 3’-Ende des L5-Fragmentes wurde zu diesem Zweck jeweils die Sequenz einer Sapl-Schnittstelle angefiigt.

Fiir die Amplifikation des OROV—-L-ORF wurden folgende Primer verwendet:

OROV-L1_for_sapi GACAGAGCTCTTCAATGTCACAACTGTTGCTCAACCA
OROV-L1_rev TCATTGATGCATTGCCAGTATTTAGT
OROV-L2_for AGATAAGATTGGAAACTACCTA

OROV-L2_rev_new_Esp3l  GACAGACGTCTCTATTCCGCACATCTCTACTGG
OROV-L3_for_new_Esp3l  GACAGACGTCTCGGAATACTAGAAAGTGATTTATCAACAATTG

OROV-L3_rev ATCAATTTGTCATCTTCCCCAGTG

OROV-L4_for TGCCATACAAAGTTTTCACATCAA

OROV-L4_rev CCATACCACCAGAAGGGATTG

OROV-L4_formut2 GGGGCACTGACAGGTAACTTGATAAAT
OROV-L4_revmut TGAAAATGTGCTCGTCTCGTGATGG

OROV-L5_for TTCAAAATGGGTTCCTGTATGCC

OROV-L5_formut GCCATCACGAGACGAGCACATTTT
OROV-L5_rev_sapi GACAGAGCTCTTCCTTAGAAGTCAAATTTGGATTTGCCA

Bei der Konstruktion der OROV-L1_for- und OROV-L5_rev-Primer wurden die Sequenzen fiir
Sapl-Schnittstellen fiir die Ligation des L-Segments in den pT7-riboSM2 am 5°-Ende und am
3’-Ende des L-ORF angehangt. Fur die Herstellung der Primer wurde auf Sequenzen aus Gen-
Bank zuriickgegriffen (NC_ 005775 OROV M-Segment).

Zu Beginn der Klonierungsarbeiten wurde zunadchst die Gesamt-RNA aus OROV-infizierten
BHK- und IFNAR -/- -Zellen isoliert (vgl. Kap. 2.2.14).

Mithilfe der Superscript-lll-Reversen-Transkriptase (RT, Invitrogen) und Random-Hexamer-
Primern (GE Life Science) erfolgte die Umschreibung der RNA in cDNA unter folgenden Be-
dingungen: 5 Minuten Inkubation bei 25 °C zur Anlagerung der Primer, 60 Minuten bei 50 °C
zur reversen Transkription und 15 Minuten bei 70 °C zur Inaktivierung der RT.

Die so erhaltene cDNA wurde zur Amplifikation der OROV-L1-L5 Fragmente mithilfe der Pfx-
Polymerase (Invitrogen) und der L1-L5-spezifischen Primer verwendet (vgl. Kap. 2.2.8).
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Amplifikation des OROV_L4 (966 bp)
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Abbildung 14: Praparative Gelelektrophorese nach Amplifikation der OROV-L4 cDNA.

Links: PCR-Amplifikat, ausgehend von cDNA, die durch Umschreiben von RNA aus OROV-infizierten BHK-Zellen
gewonnen wurde. Rechts: PCR-Amplifikat, ausgehend von cDNA, die durch Umschreiben von RNA aus OROV-
infizierten IFNAR -/--Zellen erhalten wurde. In beiden Ansdtzen wurde das PCR-Produkt der erwarteten Gréfie
(966 bp) erhalten.

Bei der Amplifikation mit Pfx-Polymerase entstehen PCR-Fragmente mit glatten Enden. Da-
her wurde im Anschluss an die Amplifikation das PCR-Produkt noch 15 Minuten mit 1 U Tag-
Polymerase inkubiert, um das Anhangen des A-Nukleotids zu erreichen, was fiir die anschlie-
Rende TA-Klonierung (vgl. Kap. 2.2.7.1) notwendig war. Danach wurde eine praparative Aga-
rosegel-Elektrophorese durchgefiihrt, die DNA-Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnit-
ten und mithilfe eines Gelextraktionskits (Zymoclean) gereinigt (vgl. Kap. 2.2.10).

Die so gewonnen OROV-L1- bis -L5-Fragmente wurden dann in den T-Vektor pCRII (Invitro-
gen) eingefiigt. Die Ligation erfolgte jeweils mit 60 ng PCR-Produkt, 1 pl 10x Puffer, 2 pl pCR-
[I-Vektor und 1 pl T4-DNA Ligase bei 14 °C fiir 4 bis 18 Stunden je nach FragmentgroRe (vgl.
Kap. 2.2.7.1).

2 ul des Ansatzes wurden dann in kompetente INFaF'-Bakterien transformiert (vgl. Kap.
2.2.2). Die Bakteriensuspensionen wurden auf LB-Amp-Platten ausgestrichen, die zur Durch-
fihrung eines Blau-WeiRR-Screenings mit 40 ml X-Gal prdpariert waren. Dann wurden die
Platten (iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle, ob das Insert in den
Konstrukten enthalten ist und in welcher Orientierung es im pCRII-Vektor vorliegt, wurden
nun zwei Colony-PCR-Ansatze (vgl. Kap. 2.2.8) durchgefiihrt. Es wurde das Primerpaar
M13 for/M13_rev (s. Abbildung 11) eingesetzt, um zu Uberprifen, ob ein Insert im Vektor
enthalten ist. Ob das Insert in sense-Orientierung vorlag, wurde mit den Primern M13 _for
und dem spezifischen Forward-Primer des jeweiligen L-Fragmentes (iberpriift. Zur Uberpri-
fung der antisense-Orientierung der L-Fragmente im Vektor wurden die Primer M13_for und
der spezifische Reverse-Primer verwendet. Parallel dazu wurden die Klone zum Zweck einer
Miniprdparation (vgl. Kap. 2.2.4) in LB-Amp-Flissigmedium Uber Nacht angeziichtet.
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Abbildung 15: Ligation von OROV-L4 in pCRII-Vektor

Analytische Agarosegel-Elektrophorese nach Colony-PCR zur Uberpriifung der Ligation von OROV-L4 in pCRIl
unter Verwendung der Primer M13_for und M13_rev. Aus den Klonen 1, 2, 4, 5, 8, 9 und 10 ldsst sich das L4-
Fragment amplifzieren. Im Gelbild zeigte sich bei diesen Klonen eine Bande bei 966 bp. M = 1 kb Marker.

Aus den Bakteriensuspensionen der UNKs, bei denen in der Colony-PCR ein ein DNA-
Fragment der erwarteten Grofle amplifiziert worden war, wurden nun Miniprdparationen
durchgefihrt (vgl. Kap. 2.2.4). Die isolierte Plasmid-DNA wurde zur Kontrolle des Ligationser-
folges mit Restriktionsenzymen verdaut. Daflir wurden fir den Verdau der einzelnen L-
Fragmente unterschiedliche Restriktionsenzyme eingesetzt. In Abbildung 16 ist exemplarisch
das Ergebnis eines solchen Restriktionsverdaus fiir das Plasmid pCRII-OROV-L4 dargestellt.

Abbildung 16: Ligation von OROV-L4 in pCRII-Vektor

Bandenmuster des Plasmids pCR-1I-OROV-L4 nach Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Xhol und
anschliefiender Agarose-Gelelektrophorese.

Nach der Ligation des OROV-L4-Fragmentes in den Vektor pCRIl wurde ein Kontrollverdau
mit BamHI und Xhol durchgefiihrt, da diese Restriktionsenzyme in der MCS von pCR Il
schneiden. Das L4-Fragment enthadlt hingegen keine Schnittstelle fir BamHI und Xhol, sodass
sich das vollstandige Fragment mithilfe dieser Restriktionsenzyme aus dem Vektor schneiden
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lasst. Daher wurden zwei Banden erwartet, die zum einen der GrofSe des Vektors pCR Il und
zum anderen der GroRe des OROV-L4-Fragmentes (966 bp) entsprechen. War das Insert
nicht enthalten, so wurde nur eine Bande in der GrofRe des linearisierten Vektors erwartet.
Der Klon 4 enthalt das L4-Fragment nicht, obwohl im Gelbild der Agarosegel-Elektrophorese
nach Colony-PCR ein positives Signal festzustellen war. Die Klone 1, 2, 5, 8, 9 und 10 dagegen
enthalten das Insert.

In den Fallen, in denen die Restriktionsmuster mit den Erwartungen Ubereinstimmten, war
von einer erfolgreichen Klonierung auszugehen. Die entsprechenden Proben aus der Mi-
nipraparation wurden zur Sequenzierung vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte durch die
Firma Seqlab in Gottingen (s. Kap. 2.2.12).

Sequenzierungsergebnisse OROV-L1-Fragment in pCRII:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, entspricht keiner der sechs Klone der Referenz-
sequenz OROV-L NC_005776. Es zeigten sich 40 Punktmutationen bei allen Klonen, und zwar
jeweils an den gleichen Positionen. Bei der Mehrzahl der Mutationen handelt es sich um
stumme Punktmutationen, 11 Punktmutationen fiithren aber zu einem Austausch innerhalb
der Aminosduresequenz. Da sich die Punktmutationen bei allen Klonen an den gleichen Posi-
tionen befinden und jeweils derselbe Basenaustausch stattgefunden hat, wurde davon aus-
gegangen, dass diese Mutationen bezliglich der Referenzsequenz nicht auf Fehler wahrend
der reversen Transkription der RNA bzw. auf Amplifikationsfehler in der PCR zurickzufihren
sind. Der Sequenz wurde mithilfe spezifischer Primer die Sequenz fir eine 5'terminale Sapl-
Schnittstelle angefligt, was fiir die Ligation des gesamten L-ORF in den pT7-riboSM2-cLpro-
Vektor notwendig ist. Fiir die weiteren Klonierungsarbeiten zur Rekonstitution des L-ORF
wurde der L1-Fragment Klon 10 verwendet.

Sequenzierungsergebnisse OROV-L2-Fragment in pCRIl:

Das OROV-L2-Fragment konnte aufgrund der Grof3e von 2575 bp zundchst nur unvollstandig
sequenziert werden, da eine Sequenzierreaktion lediglich ca. 1000 bp erfassen kann. Zwar
wurde die cDNA des L2-Fragments mithilfe zweier Reaktionen in beiden Richtungen sequen-
ziert, allerdings blieben im mittleren Teil des Fragments ca. 1175 bp unsequenziert. Dieser
Bereich wurde mithilfe L2-spezifischer Primer sequenziert (vgl. Kap. 3.1.1.2). Die sequenzier-
ten Anteile des Fragmentes entsprachen auch im Falle des OROV-L2-Fragments (2575 bp)
nicht der des Referenzstammes NC_005776. Es zeigten sich 14 Abweichungen in Form von
Punktmutationen, die sich allerdings in allen Sequenzen an der gleichen Position befanden.
Dies fuhrt in der Aminosduresequenz zum Austausch einer Aminosdure an drei Positionen.
Fir die weiteren Klonierungsarbeiten zur Rekonstitution des L-ORF wurde der L2-Fragment
Klon 6 verwendet.
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Sequenzierungsergebnisse OROV-L3-Fragment in pCRIl:

Die Klone wiesen insgesamt 15 Punktmutationen auf, die sich bei allen Klonen an den glei-
chen Stellen befanden. Ein Klon wies zwei Deletionen auf. Fiir die weiteren Klonierungsarbei-
ten zur Rekonstitution des L-ORF wurde der L3-Fragment-Klon 13 verwendet.

Sequenzierungsergebnisse OROV-L4mut-Fragment in pCRIl:

Die Sequenzierungsergebnisse zeigen, dass auch im Falle des OROV-L4mut-Fragments die
Sequenz von keinem der drei Klone der Referenzsequenz NC_005776 entsprach. Es zeigten
sich in diesem Fall 15 Punktmutationen in allen Sequenzen an den gleichen Positionen, da-
von aber nur eine mit der Konsequenz eines Austausches in der Aminosdauresequenz. Des
Weiteren enthielten die Sequenzen in fiinf Fallen Deletionen, die sich jedoch als Sequenzier-
fehler herausstellten, da sie in der Gegenreaktion mit dem entsprechenden Forward- bzw.
Reverse-Primer nicht mehr aufgetreten waren. Als Besonderheit in den Sequenzen zeigte
sich die Mutation, die mithilfe des Reverse-Primers in der Absicht gesetzt wurde, die eine
Sapl-Schnittstelle an dieser Stelle zu zerstoren und stattdessen eine BsmBI-Schnittstelle her-
zustellen. Es handelt sich hierbei um eine Punktmutation, bei der ein Adenosin gegen ein
Cytosin getauscht wurde. Die Entfernung der Schnittstelle im L4-Fragment war notwendig,
da der OROV-L-ORF mithilfe von Sapl-Schnittstellen am 5°- und am 3’-Ende in den Vektor
pT7riboSM2-cLpro kloniert wurde und der L-ORF ansonsten im L4-Fragment auseinanderge-
schnitten worden ware. Fiir die weiteren Klonierungsarbeiten zur Rekonstitution des L-ORF
wurde der L4-Fragment-Klon 4 verwendet.

Sequenzierungsergebnisse OROV-L5-Fragment in pCRII:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, hatten die Sequenzen der sieben Klone 20 Ab-
weichungen von der Referenzsequenz NC_005776 in Form von Punktmutationen. In zwei
Fallen hatten die Punktmutationen den Austausch einer Aminosdure im Protein zur Folge.
Zwei Klone wiesen zusatzliche Punktmutationen auf, welche jedoch als stille Mutationen
keinen Einfluss auf die Aminosauresequenz haben sollten. Da die Sequenzen des L4- und L5-
Fragments Uberlappend amplifiziert worden sind und in dem Uberlappenden Abschnitt, wie
auch im L4-Fragment, die natirliche Sapl-Schnittstelle vorhanden ist, musste diese auch im
L5-Fragment entfernt werden. Diese wurde mithilfe des OROV-L5_formut-Primers durch
eine gesetzte Punktmutation entfernt (s. Sequenzierungsergebnisse OROV-L4-Fragment) und
in eine BsmBI-Schnittstelle umgewandelt. Mithilfe des spezifischen L5-Reverse-Primers wur-
de 3’-terminal noch die Sequenz einer Sapl-Schnittstelle angefiigt, die flr die Ligation des
gesamten L-ORF in den Vektor pT7-riboSM2-cLpro notwendig ist. Fir die weiteren Klonie-
rungsarbeiten zur Rekonstitution des L-ORF wurde der L5-Fragment-Klon 8 verwendet. Die
anhand der Sequenzierungsergebnisse ausgewdhlten Plasmide wurden erneut in INFoF -
kompetente Bakterien transformiert (vgl. Kap. 2.2.1), und diese wurden in 50 ml LB-Amp-
Medium vermehrt (UNK). Aus den Bakteriensuspensionen wurde mithilfe von Midiprapara-
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tionen (vgl. Kap. 2.2.4.2) die Plasmid-DNA isoliert, deren Konzentration im UV/VIS-
Spektrometer (Nanodrop) bestimmt wurde (vgl. Kap. 2.2.15). Es folgte eine erneute Colony-
PCR und ein Restriktionsverdau zur Uberpriifung der Anwesenheit und der Orientierung des
Inserts (OROV-L1-L5) im jeweiligen Plasmid.

3.1.1.2 Klonierung des L-ORF in den Expressionsvektor pl. 18

Nachdem die Einzelfragmente des OROV-L-ORF amplifiziert und jeweils erfolgreich in den T-
Vektor pCRII kloniert worden waren, erfolgte die Klonierung des vollstandigen L-ORF in den
eukaryontischen Expressionsvektor pl. 18. Dabei wurden die Fragmente L1 bis L5 mithilfe
singuldrer Restriktionsschnittstellen zum vollstandigen OROV-L-ORF zusammengefiigt (vgl.
Kap. 2.2.5, 2.2.6, 2.2.7).

Zunachst wurden das L2- und das L3-Fragment in den Vektor pUC19mut umkloniert. In ei-
nem weiteren Schritt wurde nun eine Pstl-Schnittstelle im pUC19mut-OROV-L3 Vektor mit-
hilfe eines Pstl-Verdaus und anschlieBender Blunt-end-Ligation mittels T7-Polymerase (vgl.
Kap. 2.2.7.1) entfernt. Dies war notwendig, da das L1-Fragment Uiber einen Pstl-Verdau in
den pUC19mut-OROV-L2/L3 eingefligt wurde und der Vektor ansonsten an einer weiteren
Stelle unerwiinscht geschnitten worden wire. Uber einen Verdau mit dem Restriktions-
enzym Esp3l wurde dann das L3-Fragment aus dem pUC19mut-OROV-L3-Vektor geschnitten.
Das Plasmid pUC19mut-OROV-L2 wurde an der Esp3I-Schnittstelle im L2-Fragment und einer
weiteren nachfolgenden Esp3l-Schnittstelle geschnitten, sodass ein kleines DNA-Fragment,
das auch die Pstl-Schnittstelle mitbeinhaltete, herausgeschnitten wurde. Das L3-Fragment
wurde nun in den pUC19mut-OROV-L2 ligiert, und damit wurde das L2- und L3- Fragment
Uber die Esp3l-Schnittstellen unter gleichzeitiger Entfernung dieser Schnittstellen zusam-
mengefiigt. Nun wurde das L1-Fragment aus pCRII-OROV-L1 mithilfe eines Hindlll-/Pstl-
Verdaus herausgeschnitten und in den Hindlll/Pstl-geschnittenen pUC19mut-OROV-L2/L3
ligiert. Paralell dazu wurde das L5-Fragment mittels Esp3l und Xhol aus dem pCRII-OROV-L5
geschnitten und in den pCRII-OROV-L4-Vektor ligiert. Die L4- und L5-Fragmente wurden da-
bei Giber eine Esp3I-Schnittstelle zusammengefiigt. Nun wurde mithilfe eines BamHI und
Xhol-Verdaus zum einen das L4/L5-Fragment aus dem Plasmid pCRII-OROV-L4/L5 geschnit-
ten, zum anderen eine modifizierte Variante des pl.18-Expressionsvektors (pl.18mod) linea-
risiert. Bei dieser Modifikation war zuvor eine BstApl-Schnittstelle entfernt worden. Dies war
notwendig, da das L3-Fragment mit dem L4-Fragment Uber eine solche Schnittstelle zusam-
mengefligt wurde. Das L4/L5-Fragment wurde in dann in pl.18mod ligiert. Das erhaltene
Plasmid pl.18mod-OROV-L4/L5 wurde nun mit BamH! und BstAPI linearisiert. Das L1/L2/L3-
Fragment wurde mithilfe der Restriktionsenzyme BamHI| und BstApl aus dem Plasmid
pUC19mut-L1/L2/L3 geschnitten und in den BamHI/BstAP1-geschnittenen pl.18mod-OROV-
L4/L5 ligiert. Dabei wurden das L1/L2/L3- und das L4/L5-Fragment Uber die BstApl-
Schnittstelle zusammengefiigt. Damit war der vollstandige OROV-L-ORF rekonstiutiert und
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lag nun in exprimierbarer Form im Expressionsvektor pl.18mod-OROV-L-ORF vor. In Abbil-

dung 17 ist der Ablauf der Klonierung noch einmal schematisch dargestellt:
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Abbildung 17: Die Klonierung des Expressionsvektors pl.18-OROV-L-ORF

Im Folgenden wurden zur Uberpriifung der Uberginge der L-Fragmente mithilfe spezifischer
Primer weitere Sequenzierungen vorgenommen. Auch die Anteile des L-Segments, die noch
nicht vollstandig sequenziert waren, wurden dabei erfasst. Dabei wurden alle Bereiche des L-

Segments mindestens zweimal sequenziert. Es wurden folgende Primer verwendet:

pl.18 for

pl.18 rev
OROV-L1_for_sapi
OROV-L1_rev
OROV-L2_rev
OROV-L_PWfori
OROV-L_PWrevl
OROV-L_PWFor2
OROV-L_PWrev2

TCCATGGGTCTTTTCTGCAG
CAGGCGTGACACGTTTATTG
GACAGAGCTCTTCAATGTCACAACTGTTGCTCAACCA
TCATTGATGCATTGCCAGTATTTAGT
ATTCCGCACATCTCTACTGG
AGCAGTTTCCAGCCATGTAAGAGA
TTCGTTTGTCTTGTCCTCATCTGC
CATGCATTAAGATTGGTGATTTTG
TCCAGTGATTTAGAGCGATAGATA
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OROV-L3_for GAATACTAGAAAGTGATTTATCAACAATTG
OROV-L3_rev ATCAATTTGTCATCTTCCCCAGTG
OROV-L4_formut2  GGGGCACTGACAGGTAACTTGATAAAT
OROV-L4_revmut TGAAAATGTGCTCGTCTCGTGATGG
OROV-L5_formut GCCATCACGAGACGAGCACATTTT
OROV-L5_rev_sapi GACAGAGCTCTTCCTTAGAAGTCAAATTTGGATTTGCCA

Zur Herstellung der Primer mit Ausnahme von pl.18_for und pl.18_rev wurde auf die OROV-
L-Sequenz NC_005776 aus GenBank zurtickgegriffen. Der vollstandig sequenzierte OROV-L-
ORF im Vergleich zur GenBank Referenzsequenz NC_005776 ist im Anhang unter 7.1 aufge-
fuhrt.

Abbildung 18: Die Sequenzierungen der vollstandigen cDNA des OROV L-ORF

Die hellblau markierten Abschnitte der Sequenz wurden mehrfach in gleicher Richtung sequenziert; die griin
markierten Abschnitte wurden mehr als zweimal und in beiden Richtungen sequenziert.

Die Sequenzierung ergab, dass bezliglich der Rekonstitution des OROV-L-ORF keine Fehler
beim Zusammenfiigen der L-Fragmente aufgetreten waren. Im Vergleich zu der in GenBank
verfliigbaren OROV-L-Sequenz (NC_005776) fallt neben den bereits bei der Sequenzierung
der L-Fragmente gefundenen Punktmutationen das Vorhandensein von sechs zusatzlichen
Nukleotiden im Bereich von nt 2360 bis 2410 des L-ORF auf. Weiterhin besitzt der klonierte
OROV-L-ORF eine Insertion (A) an nt-Position 2550 sowie eine Deletion (A) an nt-Position
2572 im Vergleich zur Referenzsequenz. Beide Anderungen fiihren in den enstprechenden
Bereichen zu einer abweichenden AS-Sequenz (s. Abbildung 19).

Majority RDLKS INFPERVNLREYLNGIYLPFYFNSKGLHERHHVLIDLARTVLE IEREQRE SLPEEWSE I PARQTVSLNVLIYSLA
OROV-L_NC_ 005776 RDLKS IWFPGKVNLKEYLNQI YLPFYFNSKGLHERHHVLIDLARTVLE IEKEQRE SLPEPWSETPARRHLSINVLIYSLY 2401
OROV-L_own_sequencing RDLKSIWFPGRVNLKEYLNQIYLPFYFNSKGLEEKHHVLIDLAKTVIEIEKEQRESLPEPNSEIDAR LNvLIYSEH 2401
Majority RELNLDTSRENFVRSRVENANNFNRSITTISTFTSSKSCIKIGDFEEEKKEKLKN I TRKLAKDISKLT IANPAFLDEITN
OROV-L_NC_005776 ELNLDTSRENFVRSRVENANNFNRSITTISTFTSSKSCIXKIGDFEEEXREXLRMIQKKLAKDISKLTIANPAFLDEITH 2642
OROV-L_own_sequencing RBNLNLDTSRENFVRSRVENANNFNRSITTISTFTSSKSCIXIGDFEEERKRXIENDIRKLARDISKLTIANPAFLDEITH 2642

Abbildung 19: Abweichungen in der Aminosduresequenzim OROV-L-ORF
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Ermittelte Insertionen und Deletionen im OROV-L-ORF. OROV-L_NC 00576 entspricht dem GenBank-Eintrag
NC_005776, OROV-L_own_sequencing der selbst ermittelten Sequenz. Die Nummerierung bezieht sich auf die
zugrunde liegende Nukleotidsequenz des OROV-L-ORF.

3.1.1.3 Klonierung der OROV-M-ORF cDNA-Fragmente

Der OROV-M-ORF wurde aufgrund seiner GroRRe (4385 Basen) analog dem L-ORF in einzelnen
Fragmenten (M1 bis M3) kloniert. Auch in diesem Fall wurden die Primer so konstruiert, dass
sich die einzelnen Fragmente am 5°- und 3'-Ende um einige Basenpaare (iberlappen. Die sich
Uberlappenden Regionen weisen eine singuldre Schnittstelle fir ein Restriktionsenzym auf,
damit eine Ligation zum vollstandigen OROV-M-ORF erfolgen kann.

Am 5’- und am 3’-Ende der cDNA des M-ORF, also am 5°-Ende des M1- und am 3’-Ende des
M3-Fragmentes wurde, wie auch beim L-ORF jeweils die Sequenz einer Sapl-Schnittstelle
angefligt, um die cDNA des gesamten ORF spater Gber einen Restriktionsverdau mit Sapl und
anschlieRende Ligation in den Vektor pT7-riboSM2-cMpro klonieren zu konnen.

Bell Spel
D )'-| »> r’
E 1700 bp 1712 bp l 1198 bp %
- - -«
M1-Fragment mit Sap! M2-Fragment M3-Fragment mit Sapl
Restriktiensschnittstelle Restriktionsschnittstelle

Abbildung 20: Schematische Darstellung der cDNA der M-Fragmente

Die cDNA des OROV-M ORF wurde analog dem OROV-L ORF mithilfe von sechs spezifischen Primern in drei
(OROV-M1-M3) sich iiberlappenden Fragmenten amplifiziert. Am 5°-Ende des M1-Fragmentes und am 3’-Ende
des M3-Fragmentes wurde mithilfe der Primer jeweils die Sequenz einer Sapl-Schnittstelle angefiigt, iiber die
der vollstindige ORF-M-ORF im letzten Schritt geschnitten und in den Rescuevektor pT7-riboSM2-cMpro ligiert
werden konnte.

Fir die Herstellung der Primer fir die Amplifikation des OROV-M-ORF wurde auf Sequenzen
aus GenBank (NC_005775) zurlickgegriffen. Zur Amplifikation der Fragmente wurden folgen-
de Primer verwendet:

OROV-M1_for GACAGAGCTCTTCAATGGCGAATTTAATAATTA
OROV-M1_rev ATTCTGTCTTGTAAAGTATTCT

OROV-M2_for AGATAATGGGCGATACTTGTGT

OROV-M2_rev ATCTAATTCTGGGCGTATGACA

OROV-M3_for TATTGAACACAACGAAAGATGC

OROV-M3_rev GACAGAGCTCTTCACTACTTGATTTTCTGCTCCATGGC

Zundachst wurde die RNA, wie schon beim L-Segment beschrieben, aus OROV-infizierten IF-
NAR-/- -Zellen isoliert und mithilfe der Superscript-lll-Reversen-Transkiptase (Invitrogen) und
Random-Hexamer-Primern (Amersham, Biosciences) in c¢cDNA umgeschrieben (vgl. Kap.
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2.2.16). Die Amplifikation der OROV-M1- bis -M3-Sequenzen erfolgte aus der cDNA unter
Verwendung der Pfu-Polymerase (PfuUltra FusionHD, Stratagene), nachdem die Amplifikati-
on mit Pfx-Polymerase (Invitrogen) fehlgeschlagen war. Bei PfuUltra FusionHD handelt es
sich um ein Fusionsprotein aus einer thermostabilen Polymerase mit Proofreading-Aktivitat
und ein dsDNA-Bindeprotein, die eine erhdhte Affinitat zu dsDNA sowie eine hoheren Pro-
zessivitat besitzen. Abbildung 21 zeigt exemplarisch das amplifzierte OROV-M2-Fragment
nach praparativer Gelelektrophorese. Da durch die Amplifikation mit Pfu-Polymerase PCR-
Fragmente mit glatten Enden entstehen, wurde das Amplifikat mit Tag-Polymerase (1 U)
inkubiert. Dadurch wurden A-Nukleotide an die 3"-Enden der M-Fragmente gehangt, was fir
die nachfolgende TA-Klonierung notwendig war (vgl. Kap. 2.2.7.1).

M2= 1712 bp

OROV-M2
aus IFNAR-/- Zellen

Abbildung 21: Praparative Agarosegel-Elektrophorese des M2-Fragmentes

Das Gelbild zeigt eine Bande bei ca. 1700 bp. Dies entspicht der Gréfse des M2-Fragmentes, welches mithilfe der
PfuUltra-FusionHD-Polymerase (Stratagene) und den M2-spezifischen Primern aus cDNA amplifiziert wurde.

Die M-Fragmente wurden in den T-Vektor pCRII ligiert und anschlieBend in INFaF'-
kompetente Bakterien transformiert (vgl. Kap. 2.2.2). Zur Erfolgskontrolle der Ligation der
M1, M2 und M3-Fragmente wurde ein Blau-WeiR-Screening durchgefihrt (vgl. Kap. 2.2.3).

Zur Uberpriifung der Anwesenheit und Orientierung des Inserts wurden Colony-PCRs durch-
gefiihrt. Zur Uberpriifung der Anwesenheit des Fragmentes im Vektor wurden die M13-for-
und M13-rev-Primer eingesetzt (Abbildung 11), zur Uberpriifung der sense-Orientierung
wurden die Primer M13_for sowie der Forward-Primer des jeweiligen M-Fragmentes ver-
wendet.
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Colony PCR zur Uberpriifung der Orientierung
des OROV-M2 (1712 bp) in pCR Il

Abbildung 22: Agarosegel-Elektrophorese: OROV-M2 in pCRII

Agarosegel-Elektrophorese nach Colony-PCR unter Verwendung der Primer M13_for und OROV-M2_for zur
Uberpriifung der Orientierung des M2-Fragmentes in pCRIl. Bei den Klonen 2 bis 6 sowie 9 und 10 zeigte sich
eine Bande bei ca. 1700 kb, was der Gréfse des M2-Fragmentes entpricht. Damit enthalten diese Klone Plasmi-
de, bei denen das M2-Fragment in sense-Orientierung vorliegt.

Parallel wurden die Klone, die das M-Fragment enthielten, angezlichtet und die Plasmid-DNA
Uber Minipraparationen (vgl. Kap. 2.2.4) isoliert. Die isolierte Plasmid DNA wurde zur erneu-
ten Kontrolle auf Anwesenheit und Orientierung der M-Fragmente im pCRII-Vektor mit Rest-
riktionsenzymen verdaut (vgl. Kap. 2.2.5). Der hier exemplarisch dargestellte Restriktions-
verdau des OROV-M2-Fragmentes wurde mit dem Restriktionsenzym Spel durchgefihrt.

Testverdau des OROV-M2 in pCR Il mit Spel

2. 3.
antisense kein Insert
Bandenmuster bel enthalten
pCR ll_OROV-M2 PCRII_OROV-M2 Bandenmuster bei
5,6 kb 5,6 kb 0,1kb 3,9kb
55 iy (Leervektor)

Abbildung 23: Schematische Darstellung des Spel-Testverdausdes OROV-M2-Fragmentes

Zur Bestimmung der Orientierung des OROV-M2-Fragmentes im Vektor wurde ein Verdau mit dem Restriktions-
enzym Spel durchgefiihrt. Da sowoh! der pCRII-Vektor in der MCS als auch das M2-Fragment am 3"-Ende eine
Spel-Schnittstelle besitzt, entstehen nach Spel-Verdau je nach Orientierung des M2-Fragmentes im Vektor un-
terschiedliche Bandenmuster im Gelbild. Im Falle einer sense-Orientierung zum SP6-Promotor des OROV-M?2
Fragmentes entstehen Fragmente von 4 kb und 1,6 kb Gréf3e. Im Falle einer antisense-Ausrichtung zum SP6-
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Promotor erhdlt man ein Bandenmuster der GréfSe 0,1 kb bzw. 5,5 kb. Ist gar kein Insert enthalten, so wird sich
eine Bande im Gelbild bei 3,9 kb zeigen, was der GréfSe des linearisierten Ausgangsplasmids pCRIl entspricht.

Testverdau der Minipriparation OROV-M2 mit Spel

L R SN -

Abbildung 24: Agarosegel-Elektrophorese des Testverdaus von pCRII-OROV-M2 mit Spel

Bei den Klonen 2 bis 6 sowie 9 und 10 liegt das M2-Fragment in sense-Orientierung (Banden bei 4 kb und 1,6 kb)
im Vektor vor. Bei den Klonen 1, 7 und 8 liegt das M2-Fragment in antisense-Orientierung (Banden bei 5,5 kb)
im Vektor vor. Die zweite Bande ist mit 0,1 kb sehr klein und im Gelbild nicht nachweisbar.

Die Plasmide aus den Minipraparationen, die das jeweilige OROV-M Fragment als Insert ent-
hielten, wurden zur Sequenzierung vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma
Seqglab in Gottingen (s. Kap. 2.2.12).

Sequenzierungsergebnisse OROV-M1-Fragment in pCRIl:

Die Sequenzierungsergebnisse des OROV-M1-Fragmentes (1700 Basen) zeigen 46 Abwei-
chungen in den Sequenzen der sechs Klone von dem entsprechenden Sequenzabschnitt der
M-Segment-Referenzsequenz NC_005775. Bei den Abweichungen handelt es sich um
Punktmutationen. In finf Fallen fihren die Mutationen zu einem Austausch in der Amino-
sauresequenz. Im Falle der M1-Sequenzen ist eine Licke von ca. 70 Nukleotiden (Position
830-900) zu vermerken, die noch nicht sequenziert worden ist. Fir die weiteren Klonie-
rungsarbeiten zur Rekonstitution des M-ORF wurde der M1-Fragment-Klon 1 verwendet.

Sequenzierungsergebnisse OROV-M2-Fragment in pCRIl:

Die Sequenzierungsergebnisse des M2-Fragmentes (1712 Basen) zeigen 30 Abweichungen in
den Sequenzen der sechs Klone in Form von Punktmutationen von der Referenzsequenz NC_
005775. Acht der 30 Abweichungen wirken sich auf Aminosadure-Ebene in Form eines Amino-
saureaustausches aus. Die Klone mit dem M2-Fragment wurden in zwei Ansatzen mit einem

Forward- und einem Reverse-Primer sequenziert. Im Falle der M2-Sequenzen ist eine Liicke
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von ca. 200 Nukleotiden (Position 2311-2510) zu vermerken, die noch nicht sequenziert
worden ist. Fiir die weiteren Klonierungsarbeiten zur Rekonstitution des M-ORF wurde der
M2-Fragment-Klon 6 verwendet.

Sequenzierungsergebnisse OROV-M3-Fragment in pCRIl:

Die Sequenzierungsergebnisse des M3-Fragmentes (1198 Basen) zeigen, dass die Sequenzen
der finf Klone 24 Abweichungen von der Referenzsequenz NC_005775 aufweisen. Diese
zeigen sich bei allen Sequenzen an der gleichen Stelle. In fiinf Fallen wirken sich die Mutatio-
nen als Austausch in der AS-Sequenz aus. Das M3-Fragment ist vollstandig sequenziert wor-
den. Fir die weiteren Klonierungsarbeiten zur Rekonstitution des M-ORF wurde der M3-
Fragment-Klon 7 verwendet.

Der vollstandig sequenzierte OROV-M-ORF im Vergleich zur GenBank Referenzsequenz
NC_005775 ist im Anhang unter 7.2 aufgefihrt.

Zur Klonierung in den Expressionsvektor pl.18 zur Herstellung des vollstandigen M-ORF wur-
den Klone verwendet, bei denen der pCRIl-Vektor die M-Fragmente in antisense-
Orientierung zum SP6-Promotor enthielt.

Die Plasmide der ausgewadhlten Klone wurden erneut in INFaF -kompetente Bakterien trans-
formiert und zum Zweck einer Midipraparation UNKs angefertigt (vgl. Kap. 2.2.4.2).

3.1.1.4 Klonierung des M-ORF in den Expressionsvektor pl.18

Nach erfolgreicher Klonierung der OROV-M1-, -M2- und -M3-Fragmente in den T-Vektor
pCRIl wurden die einzelnen M-Fragmente mithilfe der in Kapitel3.1.2.2 aufgefiihrten Restrik-
tionsenzyme geschnitten und in den eukaryontischen Expressionsvektor pl.18 kloniert. Dabei
wurden die Einzelfragmente zum vollstandigen M-ORF zusammengefiigt. Vorbereitend
musste der Vektor pCRII-OROV-M1 zunéchst in den dam-/dcm-(deficient in adenine/cytosine
methylation-)Bakterienstamm E. coli GM119 transfomiert werden.

Das ist eine Voraussetzung fiir den Verdau mit dem Restriktionsenzym Bcll, da dieses nach
Uberlappender Dam-Methylierung seine Erkennungssequenz (TGATCA) nicht schneidet. Aus
demselben Grund musste auch in einem spateren Schritt der pl.18-M2+M3-Vektor vor dem
Verdau mit Bcll in GM119-Bakterienzellen transformiert werden.
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Abbildung 25: Klonierung des pl.18-OROV-M-ORF

CMV-P. = CMV-Promotor, CMV-T. = CMV-Terminator.

3.1.1.5 Klonierung der OROV-S-ORF-cDNA

Zunachst wurde wie bei der Herstellung des M- und L-ORF OROV-RNA aus virusinfizierten
IFNAR-/--Zellen isoliert, die mit Superscript lll (Invitrogen) und Random-Hexamer-Primern
(Amersham Biosciences) in cDNA umgeschrieben wurde (vgl. Kap. 2.2.16). Diese cDNA diente
als Template fiir die Amplifikation des S-ORF.

Im Gegensatz zu den OROV-M- und OROV-L-ORF wurde der S-ORF an einem Stlick amplifi-
ziert. Dies war moglich, da das S-Segment des OROV mit 755 Basen fiir die fehlerfreie Ampli-
fikation mittels PCR nicht zu grof8 ist. Die Amplifikation erfolgte mithilfe der Pfx-Polymerase
(Invitrogen). Da die Amplifikation mit Pfx-Polymerase Fragmente mit glatten Enden erzeugt,
wurde der PCR-Ansatz im Anschluss mit Tag-Polymerase (1 U, Eppendorf) inkubiert, um das
Anhéangen des A-Nukleotids zu erreichen, was fiir die anschliefende TA-Klonierung (vgl. Kap.
2.2.7.1) notwendig ist.
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Fur die Klonierung in den Vektor pT7-riboSM2 wurden mithilfe der Amplifikationsprimer am
5’- und am 3’-Ende Sequenzen fiir Sapl-Schnittstellen angefligt. Flr die Herstellung der Pri-
mer des OROV-S-ORF wurde auf Sequenzen aus GenBank (NC_005777) zuriickgegriffen. Es
wurden folgende Primer verwendet:

OROV-S_for_sapi GACAGAGCTCTTCAATGTCAGAGTTCATTTTCAA
OROV-S_rev_sapi GACAGAGCTCTTCACTATATGTCAATTCCGAAT

Der S-ORF wurde nach erfolgreicher Amplifikation in den T-Vektor pCRIl ligiert (vgl.
Kap. 2.2.7.1) und in kompetente INFaF -Bakterien transformiert (vgl. Kap. 2.2.2). Zur Erfolgs-
kontrolle auf Anwesenheit des Plasmids im Bakterienklon wurde ein Blau-WeiR-Screening
durchgefihrt (vgl. Kap. 2.2.3).

Um zu Uberprifen, ob bzw. in welcher Orientierung der S-ORF im pCRII enthalten ist, wurde
eine Colony-PCR durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.2.8). Eine Uberpriifung der Anwesenheit des Inse-
rts im pCRII-Vektor erfolgte mithilfe des Primerpaars M13_for und M13_rev (s. Abbildung
18:). Zur Uberpriifung der sense-Orientierung des S-Fragmentes im Vektor wurde der M13-
for-Primer und der OROV-S_for_sapi Primer verwendet.

Aus den Klonen, die Plasmide mit dem S-Fragment enthielten, wurden UNKs angefertigt. Aus
den Bakteriensuspensionen wurde die Plasmid-DNA mithilfe von Miniprdparationen isoliert
(vgl. Kap. 2.2.4). Die Minipraparationen wurden zur Kontrolle des Ligationserfolges mithilfe
der Restriktionsenzyme BamHI| und Xhol (vgl. Kap. 2.2.5) verdaut. Die Schnittstellen dieser
Restriktionsenzyme befinden sich in der MCS des pCRII, in die der S-ORF ligiert wurde. An-
hand des spezifischen Restriktionsmusters konnten nach Agarosegel-Elektrophorese Banden
in der GroRRe von ca. 750 bp und damit die Anwesenheit des S-ORF im pCRIl nachgewiesen
werden.

Die Proben, in denen Plasmide mit dem S-Fragment enthalten waren, wurden zur Sequenzie-
rung vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma Seglab in Goéttingen (s. Kap.
2.2.12).

Sequenzierungsergebnisse OROV-S-ORF-Sequenz in pCRIl:

Der vollstandig sequenzierte OROV-S-ORF im Vergleich zur GenBank Referenzsequenz
NC_005777 ist im Anhang unter 7.3 aufgefihrt.

Es zeigten sich 13 Abweichungen in Form von Punktmutationen im Vergleich zur Referenz-
sequenz OROV-S NC_005777. Hierbei handelt es sich um stille Mutationen, die keinen Ami-
nosaureaustausch auf Proteinebene zur Folge haben und damit auch keinen Einfluss auf die
Expression des Nukleoproteins oder des NSs-Proteins haben sollten. Des Weiteren zeigen
sich in zwei der Klone eine Punktmutation und eine Deletion, die aber nur bei der Sequenzie-
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rung mit dem M13_for, nicht aber bei der Sequenzierung mit dem M13_rev Primer auftra-
ten. Daher konnte davon ausgegangen werden, dass es sich um einen Sequenzierfehler han-
delte. Fur die weiteren Klonierungsarbeiten wurde der Klon 3 verwendet. Das entsprechen-
de Plasmid wurde erneut transformiert, und die transformierten Bakterien wurden zum
Zweck einer Midipraparation angeziichtet (vgl. Kap. 2.2.4.2). Die Plasmide der Midi-
Praparationen wurden durch eine weitere PCR-Kontrolle auf Anwesenheit des S-ORF unter-
sucht. Im Anschluss erfolgte die Klonierung des S-ORF in den eukaryontischen Expressions-
vektor pl.18.

3.1.1.6 Subklonierung des OROV-S-ORF in den Expressionsvektor pl.18

Der OROV-S-ORF wurde in den eukaryontischen Expressionsvektor pl.18 kloniert. Hierfir
wurde die S-ORF-Sequenz mithilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Xhol aus pCRII-OROV-
S geschnitten (vgl. Kap. 2.2.5) und in den Expressionsvektor pl.18, der zuvor mit BamHI und
Xhol linearisiert worden war, ligiert (vgl. Kap. 2.2.7.2). Es entstand das Expressionsplasmid
pl.18-OROV-S-ORF.

3.1.2 Herstellung der Rescuevektoren

Die regulatorischen NTR(non-translated region)-Sequenzen fiir das OROV-L-, -M- und -S-
Segment in antigenomischer Orientierung wurden nicht direkt aus der cDNA virusinfizierter
Zellen amplifiziert, da das Umschreiben der viralen Gesamt-RNA zu cDNA unter Verwendung
von Random-Hexamer-Primern (vgl. Kap. 2.2.16) erfolgte. Durch die zufallige Anordnung der
Nukleotide der Random-Hexamer-Primer sind bei Verwendung dieser Primer fiir die reverse
Transkription die passenden Oligonukleotide fiir die Sequenzen der 3’-Enden der genomi-
schen bzw. der antigenomischen viralen RNA unterreprasentiert. Dies hat zur Folge, dass
sich im Falle von Fehlpaarungen diese im Verlauf von Umschreibung und Amplifikation unter
Umstanden leichter durchsetzen kdnnen, sodass es zum ungewollten Einfiigen von Mutatio-
nen kommen kann. Zudem stellt die virale RNA aus infizierten Zellen ein Gemisch aus viraler
mRNA (die keine NTRs besitzt), genomischer und antigenomischer RNA dar, d.h., nur ein Teil
der viralen RNA besitzt die zu amplifizierenden nicht codierenden Enden.

Um fehlerfreie NTR-Sequenzen der antigenomischen Segmente herzustellen, wurden sie als
eine Gesamtsequenz aus sich Uberlappenden Primern, die gleichzeitig als Matrize dienten, in
einem PCR-Ansatz hergestellt. Fir die Herstellung dieser Primer wurde auf die entsprechen-
den OROV-Referenzsequenzen (NC_005776) aus GenBank zurlickgegriffen.

Die 5’-NTR- und 3’-NTR-Sequenzen der verschiedenen antigenomischen Segmente wurden
durch einen kurzen Linker separiert, der iber Sapl-Schnittstellen das basengenaue Einfligen
der OROV-ORF-cDNA des L-, M- und S-Segments erlaubt. Die Abfolge aus 5’-NTR, Sapl-Linker
und 3’-NTR wird im Folgenden als cLpro, cMpro und cSpro bezeichnet.
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3.1.2.1 Der Rescuevektor pT7-riboSM2-OROV-cL

Die PCR zur Amplifikation der cLpro-Sequenz wurde mithilfe der Pfx-Polymerase (Invitrogen)
(s. Kap. 2.2.8) und sechs spezifischer Primer durchgefihrt, die gleichzeitig auch als Matrize
dienten. Bei der Herstellung der Primer wurde auf die OROV-L-Referenzsequenz aus Gen-
Bank (NC_005776) zurlickgegriffen. Es wurden folgende Primer verwendet:

OROV-cL-prol_for 57 GACAGACGTCTCCTATAGAGTAGTGTGCTCCTATTCCG 3~
OROV-cL-pro2_rev 5 TTTTGAGATTGTTTTTGTTTGTTTCGGAATAGGAGCACAC 3~
OROV-cL-pro3_for 57 AAACAATCTCAAAATGTGAAGAGCGGTACCGCTCTTCA 3~
OROV-cLpro4_ rev 5" TACTTTTACATGTGTATACCTTATGAAGAGCGGTACCG 3~
OROV-cLpro5_for 57 ACACATGTAAAAGTAGTGTTTGTTTCTAAATAGGAGCACA 3~
OROV-cLpro6_rev 5" TCTGTCCGTCTCCACCCAGTAGTGTGCTCCTATTTAG 3~
Esp3l1 5”NTR Sapl Kpnl

GACAGACGTCTCC| TATA|Gagtagtgtgctcctattccgaaacaaacaaaaacaatctcaaa|ATG| TGAAGAGCGGTACCG

CTGTCTGCAGAGG | ATAT | Ctcatcacacgaggataaggctttgtttgtttttgttagagttt]| TACJACTTCTCGCCATGGC

Sapl 3°NTR Esp3l1
CTCTTCA| TAA]ggtatacacatgtaaaagtagtgtttgtttctaaataggagcacactact|GGGT | GGAGACGGACAGA

GAGAAGT |ATT | ccatatgtgtacattttcatcacaaacaaagatttatcctcgtgtgatga| CCCA]CCTCTGCCTGTCT

Abbildung 26: Sich iiberlappende Primer OROV-cL-prol_for bis OROV-cL-pro6_rev zur Her-
stellung der cLpro-Sequenz

Es wurden zunachst drei PCR-Ansatze vorbereitet. Im ersten Ansatz wurden das Primerpaar
OROV-cL-prol_for und OROV-cL-pro2_rev, im zweiten Ansatz OROV-cL-pro3_for und OROV-
cL-pro4_rev und im dritten Ansatz OROV-cL-pro5_for und OROV-cL-pro6_rev verwendet, die
gleichzeitig als Templates dienten. Es wurden 20 Zyklen durchgefiihrt, wobei die Temperatur
im Annealingsschritt (Anlagerung der Primer) 56 °C fir 30 Sekunden und im Polymerisie-
rungsschritt 68 °C fir 30 Sekunden betrug. In einem zweiten Schritt wurden die restlichen
Primer hinzugefigt, und eine PCR lber 30 Zyklen wurde durchgefiihrt. In der Elektrophorese
zeigte sich, dass die Ansdtze 2b und 3b cDNA in gewlinschter FragmentgréRe enthielten. Im
dritten Schritt wurde eine PCR mit den Ansdtzen 2b und 3b als Template und mit den Pri-
mern 1 (OROV-cL-prol_for)und 6 (OROV-cLpro6_rev) Uber 30 Zyklen durchgefiihrt. Hierbei er-
brachte die Amplifikation von Ansatz 3b ein Fragment gewiinschter GrofRe. Demzufolge wur-
de dieser Ansatz aufgereinigt und fir die Klonierung des pT7-riboSM2-OROV-cL verwendet.

In der Auswertung der Agarosegel-Elektrophorese wurde im Gelbild eine Bande bei 200 bp,
die der GrolRe der kombinierten NTR-Sequenzen entspricht, erwartet. Die komplette NTR-
Sequenz wurde zunachst mittels TA-Klonierung (vgl. Kap. 2.2.7.1) in den pCRIl-Vektor klo-
niert.
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Sequenzierungsergebnisse cLpro-Sequenz in pT7-riboSM2:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigen, entsprach kein Klon einer fehlerfreien clLpro-
Sequenz (156 bp). Alle funf Klone enthielten zahlreiche Deletionen. Da kein Klon eine fehler-
freie Sequenz enthielt, wurde die cLpro-Sequenz (in pCRIl) des Klons 6, die eine Punktmuta-
tion enthielt, zunachst in den pT7-riboSM2-Vektor kloniert. Im Anschluss wurde zur Korrek-
tur der Mutation eine site-directed mutagenesis durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.2.13). Diese war
jedoch nicht erfolgreich, da am Ende erneut kein Klon eine fehlerfreie Sequenz enthielt.

Esp3l

P‘T‘*' Esp3i
|

clpro-Sequenz *Punkimutation

pCRIl-clpro
(Klon &)

BsmBl (Esp3l)

Bsm
Ny Hep.deita
Ribozym
Promotor
pI7-ribo Terminator

SM2
Esp3i-Verdau

PM
- clpro-Sequenz Hep. deita
\!P' Ribozym
- Hindlll
pT7-ribo |
SM2- B
clpro

Site directed mutagenesis ————= gescheitert

Abbildung 27: Klonierung des Vektors pT7-riboSM2-cLpro

In einem zweiten Versuch, die Mutation zu korrigieren, wurde die cLpro-Sequenz zunachst in
zwei Einzelfragmenten amplifiziert. Als Matrize fiir die beiden Einzelfragmente wurde der
Vektor pT7-riboSM2-cLpro (PM, Klon 6) verwendet. Das erste Fragment umfasste einige Ba-
senpaare des Vektors pT7-riboSM2, einschlieflich der Sequenz einer Tfil-Schnittstelle, und
den ersten Teil der cLpro-Sequenz.

Zur Amplifikation des ersten Fragmentes wurden folgende Primer verwendet:

SmutF1l_for gggggaaacgcctggtat (Forward-Primer)
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Esp3l-cLpro-repl _ml3for
cgtctcccgctcttcacattttgagattgtttttg (Reverse-Primer)

Der Reverse-Primer diente zum einen der Korrektur der Punktmutation, zum anderen wurde
mit seiner Hilfe eine Esp3I-Schnittstelle angefiligt. Da dem zweiten Fragment am 5°-Ende
ebenfalls eine Esp3I-Schnittstelle angefligt wurde, konnten beide Fragmente unter Verlust
der Schnittstellen wieder zusammengefiigt werden.

Das zweite Fragment wurde mithilfe folgender Primer amplifiziert:

Esp3l-cLpro-rep2_ml3rev cgtctcgagcggtaccgctcttcataag (Forward-Primer)
T7Term tatgctagttattgctcag (Reverse-Primer)

Der Forward-Primer enthdlt am 5°-Ende die oben bereits genannte Sequenz der Esp3l-
Schnittstelle und ist komplementar zu der Sequenz, die unmittelbar nach der Punktmutation
in der cLpro-Sequenz folgt. Der Reverse-Primer bindet am T7-Terminator am 3’-Ende. Vor
der Sequenz des T7-Terminators befindet sich die Sequenz einer Hindlll-Schnittstelle. Beide
Fragmente wurden nach PCR-Amplifikation mittels TA-Klonierung (vgl. Kap. 2.2.7.1) jeweils
in den pCRII-Vektor kloniert. Somit entstanden der pCRIl-cLpro-repl, der das erste Fragment
enthalt, und der pCRIl-cLpro-rep2, der das zweite Fragment enthilt.

In einem zweiten Schritt wurden die Vektoren mit den Restriktionsenzymen Esp3l und Xhol
verdaut. Dadurch wurde das Fragment Il aus pCRIl-cLpro-rep2 geschnitten und pCRII-cLpro-
repl linearisiert. Das Fragment Il konnte nun in den pCRIl-cLpro-repl ligiert werden. Wie die
anschlieende Sequenzierung zeigte, entstand eine vollstandige und fehlerfreie cLpro-
Sequenz im pCRII-Vektor (pCRIl-cLpro-repariert/Klon4).

AnschlieBend wurde mithilfe eines Restriktionsverdaus mit den Restriktionsenzymen Tfil und
Hindll die cLpro-Sequenz aus dem Vektor pCRIl-cLpro-repariert geschnitten und in den Vek-
tor pT7-riboSM2 kloniert. Auf diese Weise wurde der Vektor pT7-riboSM2-OROV-cLpro her-
gestellt, der eine fehlerfreie cLpro-Sequenz enthielt.

Im letzten Schritt wurde dann in einem Lgul-Verdau (Sapl) das L-Segment aus dem Vektor
pl.18-OROV-L geschnitten und anstelle des Linkers in die cLpro-Sequenz in den ebenfalls
Lgul-verdauten Vektor pT7-riboSM2-OROV-cLpro ligiert, sodass der L-ORF nun von den anti-
genomischen 3’-und 5’-NTR-Sequenzen flankiert wurde. Somit wurde der Rescuevektor pT7-
riboSM2-OROV-cL erhalten, der das komplette antigenomische OROV-L-Segment als cDNA
unter der Kontrolle des T7 RNA-Polymerase-Promotors enthalt. In der folgenden Abbildung
ist die Klonierungsstrategie noch einmal schematisch dargestellt.
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— Amplifikation der clpro-Sequenz in zwei Fragmenten und Klonierung
in den Rescuevekfor pT7-riboSM2,
Reparatur der *Punktmutation mit spezifischem Primer
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Abbildung 28: Klonierung des pT7-riboSM2-OROV-L
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3.1.2.2 Der Rescuevektor pT7-riboSM2-cM

Die Amplifikation der pro-Sequenz des M-Segments wurde mithilfe der Pfx-Polymerase (In-
vitrogen) und sechs spezifischer Primer durchgefiihrt, die gleichzeitig auch als Matrize dien-
ten. Bei der Herstellung der Primer wurde auf die OROV-M-Referenzsequenz aus GenBank
(NC_005775) zuriickgegriffen. Es wurden folgende Primer verwendet:

OROV_cM_prol_for 57 GACAGACGTCTCCTATAGAGTAGTGTGCTACCGGCAACAAACAG 3~

OROV_cM_pro2_rev 57 AGAGCGGTACCGCTCTTCCCATTGTCACTGTTTGTTGCCGGTAG 3~

OROV_cM_pro3_for 57 GAGCGGTACCGCTCTTCGTAGATTTGGCTAAAAAGGGTAGGCA 3~

OROV_cM_pro4_rev 57 TGAATTTTATTTATACCTGATTTTAGACCTGCCTACCCTTTTTAGC 3~

OROV_cM_pro5_for 57 ATAAATAAAATTCATATAAATAAAGTCAAAAATTGTTGTCGGTA 3~

OROV_cM_pro6_rev 57 TCTGTCCGTCTCCACCCAGTAGTGTGCTACCGACAACAATTTTT 3~
Esp31 5”NTR Sapl

5”GACAGACGTCTCC| TATA Gagtagtgtgctaccggcaacaaacagtgacalatg gGAAGAGCGGTACCGCTCTTCg|tag atttggcta

3”CTGTCTGCAGAGG ATAT |Ctcatcacacgatggccgttgtttgtcactgt tac|cCTTCTCGCCATGGCGAGAAGC atc|taaaccgat
Sapl

3”NTR
aaaagggtaggcaggtctaaaatcaggtataaataaaattcatataaataaagtcaaaaattgttgtcggtagcacactact|GGGT GGAGAC

ttttcccatccgtccagattttagtccatatttattttaagtatatttatttcagtttttaacaacagccatcgtgtgatga CCCA|CCTCTG
Esp31

GGACAGA3”~
CCTGTCTS”

Abbildung 29: Sich iiberlappenden Primer OROV_cM_prol_for bis OROV_cM_pro6_rev zur
Herstellung der cMpro-Sequenz.

Die Abbildung zeigt die sich tiberlappenden Primer OROV_cM_prol_for bis OROV_cM_pro6_rev zur Herstellung
der cMpro-Sequenz.

Wie auch bei Herstellung der pro-Sequenzen des antigenomischen OROV-L-Segments wur-
den die NTR-Sequenzen des M-Segments als eine Gesamtsequenz amplifiziert. Die 5'-und die
3’-NTR-Sequenzen wurden wiederum durch zwei Sapl-Schnittstellen und einen Linker sepa-
riert. Uber die Sapl-Schnittstellen kann der Linker herausgeschnitten und stattdessen der M-
ORF eingefligt werden. Am 5°-Ende des Primers OROV-cM-prol_for und am 3’-Ende des
Primers OROV-cM-pro6_rev wurde jeweils die Sequenz einer Esp3Il-Schnittstelle angefiigt.
Uber diese Schnittstellen kann die komplette NTR-Sequenz in den Vektor pT7-riboSM2 ligiert
werden.

Nach Amplifikation der cMpro-Sequenz (vgl. Kap. 3.1.2.1) wurde zum Anhdngen des A-
Nukleotids der PCR-Ansatz mit Tag-Polymerase (1U, Eppendorf) inkubiert, weil dies fiur die
nachfolgende TA-Klonierung der cMpro-Sequenz in den pCRII-Vektor notwendig war (vgl.
Kap. 2.2.7.1). Der pCRII-Vektor wurde dann in INFaF’ -kompetente Bakterienzellen transfor-
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miert. Mithilfe eines Blau-WeiRR-Screenings wurde ermittelt, ob die Bakterien das Plasmid
enthalten (vgl. Kap. 2.2.3). Zur Uberpriifung der Anwesenheit des Inserts im Plasmid wurde
eine Colony-PCR mit M13_for- und M13_rev-Primern durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Orientierung im pCRII-Vektor wurde der M13_for und der spezifische Reverse-Primer (anti-
sense-Orientierung) bzw. Forward-Primer (sense-Orientierung) verwendet.

Aus den Klonen, in denen die cMpro-Sequenz im Plasmid enthalten war, wurden die Plasmi-
de mithilfe einer Minipraparation isoliert (vgl. Kap. 2.2.4). Die entsprechenden Proben aus
der Minipraparation wurden zur Sequenzierung vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte
durch die Firma Seqlab in Gottingen (vgl.Kap. 2.2.12).

Sequenzierungsergebnisse cMpro-Sequenz in pCRIl:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, hatten alle drei pCRII-OROV-cMpro-Klone
(179 bp) eine fehlerfreie Sequenz. Fiir die Ligation der cMpro-Sequenz in den pT7-riboSM2-
Vektor wurde der pCRII-OROV-cMpro-Klon 4 verwendet.

Nun wurde mithilfe des Esp3I-Verdaus die cMpro-Sequenz aus pCRII-OROV-cMpro geschnit-
ten und in den Esp3l-verdauten pT7-riboSM2 ligiert (s. Kap. 2.2.7.2), sodass der Vektor
pT7riboSM2-cMpro hergestellt wurde. Im zweiten Schritt wurde nach dem gleichen Prinzip
verfahren, nach dem auch zur Herstellung von pT7-riboSM2-OROV-cL vorgegangen wurde:
Mittels Lgul-Verdau, was dem Sapl-Verdau entspricht, wurde der M-ORF aus dem pl.18-
OROV-M Expressionsvektor geschnitten, der Linker in der cMpro-Sequenz herausgeschnitten
und stattdessen der M-ORF eingefligt. Somit wurde der Rescuvektor pT7-riboSM2-OROV-cM
hergestellt, der das komplette antigenomische OROV-M-Segment als cDNA unter der Kon-
trolle des T7 RNA-Polymerase-Promotors enthilt. In der folgenden Abbildung ist die Klonie-
rungsstrategie noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 30: Klonierung des pT7-riboSM2-cM

3.1.2.3 Der Rescuevektor pT7-riboSM2-cS

Die Amplifikation der pro-Sequenz (cSpro) des S-Segments erfolgte mithilfe der Pfx-
Polymerase (Invitrogen) und unter Verwendung von vier spezifischen Primern.

Die 5-und die 3’-NTR-Sequenzen werden wie auch bei den M- und L-NTRs in einem Stick
amplifiziert. Sie werden durch einen Linker separiert. Unmittelbar vor und nach der Lin-
kersequenz befinden sich Sequenzen fiir Sapl-Schnittstellen. Uber diese kann der S-ORF in
den Vektor pT7-riboSM2-cSpro eingefligt werden. Am 5°-Ende des OROV-cS_prol for-
Primers und am 3’-Ende des OROV-cS_pro4_rev-Primers wurde jeweils die Sequenz einer
Esp3l-Schnittstelle angefiigt. Uber diese Schnittstellen kann die cSpro-Sequenz mithilfe des
Restriktionsenzyms Esp3l geschnitten und anschlieRend in den Vektor pT7-riboSM2 ligiert
werden.

Zur Herstellung der Primer wurde auf die OROV-S-Referenzsequenz aus GenBank
(NC_005777) zurlickgegriffen. Es wurden folgende Primer verwendet:
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OROV-cS_prol_for 57 GACAGACGTCTCCTATAGAGTAGTGTGCTCCACA 3~

OROV-cS_pro2_rev 57 ATTGGAATTTCTTTTTATGTTTTGAATTGTGGAGCACACT 3~

OROV-cS_pro3_for_new 57 AAGAAATTCCAATAATGTGAAGAGCGGTACCGCTCTTCATAGTGGAGCAC 3~

OROV-cS_pro4_rev_new 57 TCTGTCCGTCTCCACCCAGTAGTGTGCTCCACTATGAAGAGCGGT 3~
Esp3l 5°NTR

57GACAGACGTCTCC| TATA Gagtagtgtgctccacaattcaaaacataaaaagaaattccaatalatg tGAAGAGCGGTACCGC

3”CTGTCTGCAGAGG ATAT|Ctcatcacacgaggtgttaagttttgtatttttctttaaggttat tac|aCTTCTCGCCATGGCG
Sapl

Sapl 3”NTR

TCTTCa]tag tggagcacactact]|GGGT GGAGACGGACAGA3”

AGAAGt atc|acctcgtgtgatga CCCA|JCCTCTGCCTGTCT5”
Esp3l

Abbildung 31: Sich liberlappende Primer OROV-cSprol_for bis OROV-cS-pro4_rev_new zur
Herstellung der cSpro-Sequenz

Nach erfolgreicher Amplifikation (vgl. Kap. 3.1.2.1) wurde das cSpro mittels TA-Klonierung
(vgl. Kap. 2.2.7.1) in den T-Vektor pCRIl ligiert und somit der pCRII-OROV-cSpro hergestellt.

Sequenzierungsergebnisse cSpro-Sequenz in pCRII:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, wies einer der vier Klone eine fehlerfreie cSpro-
Sequenz (121 bp) auf. Die drei anderen hatten zahlreiche Deletionen, die nur zum Teil auf
Sequenzierfehler zuriickzufiihren waren. Vor allem im Bereich zwischen Position 60 und 80
fehlten bei drei Klonen durchgangig alle Nukleotide. Da sich diese Deletionen in beiden Se-
quenzierreaktionen zeigen, ist diese Licke nicht auf einen Sequenzierungsfehler zuriickzu-
flhren. Fir die Ligation der cSpro-Sequenz in den pT7-riboSM2-Vektor wurde der fehlerfreie
Klon 4 verwendet.

Mittels Esp3l-Verdau wurde nun die cSpro-Sequenz aus pCRIIOROV-cSpro des Klons 4 ge-
schnitten und in den Vektor pT7-riboSM2 ligiert (s.Kap. 2.2.7.2) und somit der Vektor
pT7riboSM2-cSpro erhalten. Mithilfe des Restriktionsenzyms Lgul (entspricht Sapl) wurde
Uber die Sapl-Schnittstellen zum einen der S-ORF aus dem Expressionsvektor pl.18 geschnit-
ten, zum anderen wurde der Linker aus der cSpro-Sequenz im pT7-riboSM2-cSpro geschnit-
ten. Im Anschluss wurde der S-ORF anstelle des Linkers in den pT7-riboSM2-cSpro ligiert. Es
entstand der pT7-riboSM2-cS, der das komplette antigenomische OROV-S-Segment erhilt.
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Abbildung 32: Klonierung des pT7-riboSM2-cS

Sequenzierungsergebnisse cS-pro-Sequenz in pT7-ribo-SM2:

Wie die Sequenzierung zeigte, wiesen die pT7-riboSM2-cS-Sequenzen insgesamt 14
Punktmutationen im Vergleich zur OROV-S-Referenzsequenz (NC_005777) auf, die sich bei
allen Klonen an der gleichen Position befanden. Bei diesen Mutationen handelte es sich um

stille Mutationen ohne Auswirkung auf die Aminosaureabfolge im Protein.

3.1.3 Herstellung der Vektoren fiir OROV-Smut

3.1.3.1 Der Rescuevektor pT7-riboSM2-OROV-cSmut

Um die Rolle von OROV-NSs als Virulenzfaktor besser charakterisieren zu kénnen und die
Grundlage fiir die Herstellung eines rekombinanten NSs-defizienten Oropouche-Virus zu
schaffen, sollte im Folgenden durch das Einbringen von Punktmutationen der NSs-ORF in-
nerhalb des N-ORF auf dem S-Segment zerstort werden, ohne aber die Funktionalitat des N-

Proteins zu beeintrachtigen.
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Bei der Klonierung des Rescuevektors pT7-riboSM2-cSmutpro mussten daher in die 5'-
terminale Sequenz des NSs-ORF drei Mutationen eingebracht werden.

Klonierung der cSmutpro-Sequenz

Um die Mutationen zur Zerstérung des Leserahmens der NSs-Sequenz zu erzeugen, wurde
die Sequenz am 5’-Ende des S-ORF, die die Mutationen enthalten sollte, mithilfe spezifischer
Primer hergestellt. Zum einen wurde durch eine Punktmutation durch den Austausch eines
Thymins in ein Cytosin das Startcodon ATG zerstort, sodass eine Initiation der Translation
nicht mehr stattfinden konnte. Als zweite Mutation wurde nach weiteren 33 Basen ein
Stoppcodon (TAA) durch den Austausch eines Cytosins in ein Adenosin erzeugt, was im Falle
einer Translation zum Leseabbruch fiihrt. Eine dritte Punktmutation wurde unmittelbar hin-
ter dem eingebauten Stoppcodon in einem weiteren Startcodon (ATG) gesetzt, indem ein
Thymin durch ein Cytosin ersetzt wurde. Dadurch wurde eine mogliche Translationsinitiation
an dieser Stelle verhindert. Alle Mutationen betrafen nur den Leserahmen der NS-Sequenz
und verhinderten in der Konsequenz lediglich die Synthese des NSs-Proteins. Die Synthese
des Nukleoproteins konnte weiterhin erfolgen, da der Basenaustausch an diesen drei Stellen
im Leserahmen der N-Sequenz nicht zu einer veranderten Abfolge in der Aminosdurese-

quenz fuhrt.

Inaktivierung ATG Einfiigen Inaktivierung ATG
Startcodon TAA-Stoppcodon  Startcodon
a& "NTR ' ' Linker- . i
& 5 ....aCgtggcatttgaagctagatacggacaagtgctdaaCgctggtgt Sequenz 3'-NTR @

5°-smut-ORF Fragment

Abbildung 33: Die cSmutpro-Sequenz

Im Gegensatz zum L-, M-, und S-Segment wurden bei der Klonierung des OROV-Smut- Res-
cuevektors mithilfe von acht spezifischen Primern, die gleichzeitig als Matrize dienten, ein
Fragment hergestellt, welches im Anschluss an die 5'-NTR-Sequenz die 5'-terminale-Sequenz
des ORF (80 Basen) mit den drei erzeugten Mutationen enthielt. Dann folgen die Sequenzen
fir die Sapl-Schnittstellen mit dem Linker fir das Einfligen der restlichen Sequenz des S-ORF
in den pT7-riboSM2-cSmutpro-Vektor und die 3’-NTR-Sequenz (vgl. Abbildung 33). Am 5°-
und am 3’-Ende des gesamten Fragmentes wurde jeweils noch die Sequenz einer Esp3l-
Schnittstelle fiir die Ligation in pT7-riboSM2 angefigt.

Fiir die Herstellung des cSmutpro-Fragmentes mit dem mutierten 5°-ORF-Fragment wurden
folgende acht spezifische Primer verwendet. Bei der Herstellung der Primer wurde auf Se-
quenzen aus der GenBank (NC_005777) zuriickgegriffen:

OROV-cS_prol_for 5 GACAGACGTCTCCTATAGAGTAGTGTGCTCCACA 3~
OROV-cS_pro2_rev 5 ATTGGAATTTCTTTTTATGTTTTGAATTGTGGAGCACACT 3~
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OROV-cS_pro3_NSsmut_for 57 AAAAGAAATTCCAATAATGTCAGAGTTCATTTTCAACGACTACCAC
AACGGACTACATCTAC 3~

OROV-cS_pro4_NSsmut_rev 57 GTATGCTGCCTCCGGATCAAATGTAGATGTAGTCCGT 3~

OROV-cS_pro5_NSsmut_for 5”7 CGGAGGCAGCATACGTGGCATTTGAAGCTAGATAC 3~

OROV-cS_pro6_NSsmut_rev 57 ACACCAGCGTTTAGCACTTGTCCGTATCTAGCTtca 3~

OROV-cS_pro7_NSsmut_for 5”7 GCTAAACGCTGGTGTTGAAGAGCGGTACCGCTCTTCATAGT 3~

OROV-cS_pro4_rev 5”7 TCTGTCCGTCTCCACCCAGTAGTGTGCTCCACTATGAAGAGCGGT 3~
Esp3l 57NTR

5”GACAGACGTCTCC| TATA Gagtagtgtgctccacaattcaaaacataaaaagaaattccaataatgtcagagttcattttcaacgacgtac

3”CTGTCTGCAGAGG ATAT|Ctcatcacacgaggtgttaagttttgtatttttctttaaggttattgcattctcaagtaaaagttgctgcatg

cacaacggactacatctacatttgatccggaggcagcataCgtggcatttgaagctagatacggacaagtgctAaaCgctgg|tgt tGAAGAG

gtgttgcctgatgtagatgtaaactaggcctccgtcgtatGecaccgtaaacttcgatctatgectgttcacgaTttGegace acalaCTTCTC
Sapl

Sapl 3”NTR
CGGTACCGCTCTTCa]tag tggagcacactact|GGGT GGAGACGGACAGA3”

GCCATGGCGAGAAGt atc|acctcgtgtgatga CCCA|CCTCTGCCTGTCTS”
Esp3l

Abbildung 34: Die sich liberlappenden Primer zur Herstellung der cSmutpro-Sequenz mit
dem 5°-Ende des S-ORF
Die Primer OROV-cS_pro4 NSsmut_rev, OROV-cS_pro6_NSsmut_rev und OROV-cS_pro7 NSsmut_for enthalten

die Mutationen, die zur Inaktivierung der zwei Startcodons und zur Herstellung eines Stoppcodons im Leserah-
men der NS-Sequenz fiihren.

Die Amplifikation erfolgte unter Verwendung der Pfx-Polymerase (Invitrogen). Mittels TA-
Klonierung wurde das cSmutpro-Fragment in den T-Vektor pCRII ligiert. Uber einen Esp3I-
Doppelverdau wurde das cSmutpro-Fragment dann aus dem T-Vektor geschnitten, zum an-
deren wurde der pT7-riboSM2-Vektor in den MCS geschnitten. Das cSmutpro-Fragment
wurde dann in den Vektor ligiert. Es entstand der Rescue-Vektor pT7-riboSM2-cSmutpro.

Klonierung des 3’ terminalen S-ORF-Fragmentes

Die Amplifikation der Sequenz des 3’-terminalen S-ORF-Fragmentes (583 Basen) erfolgte
mittels Pfx-Polymerase (Invitrogen). Als Template wurde in diesem Fall der Vektor pCRII-
OROV-cS verwendet, der bereits aus der Klonierung des antigenomischen Wildtyp OROV-S-
Segments vorlag.

Als Primerpaar wurde zum einen der Wildtyp OROV-S_rev_sapi-Primer verwendet, der auch
schon bei der Amplifikation des Wildtyps OROV-S verwendet wurde, und zum anderen ein
spezifischer Forward-Primer (OROV-mutS_for_sapi), der hinter der zu mutierenden Sequenz
im S-ORF ansetzt. Bei der Herstellung der Primer wurde auf die OROV-S-Referenzsequenz
aus GenBank (NC_005777) zurlickgegriffen.
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Folgende Primer wurden eingesetzt:

OROV-mutS_for_sapi gacagagctcttcgtgttgttagagtcttcttcctc
OROV-S_rev_sapi gacagagctcttcactatatgtcaattccgaat

Weil nach der Amplifikation mit Pfx-Polymerase DNA-Fragmente mit glatten Enden entste-
hen, wurde im Anschluss der PCR-Ansatz mit Tag-Polymerase (1U, Eppendorf) inkubiert, um
A-Nucleotide anzuhdngen. Dies ist notwendig zur Vorbereitung auf die TA-Klonierung in den
T-Vektor pCRII (vgl. Kap. 2.2.7.1). Nach der Ligation in den T-Vektor pCRIl erfolgte die Trans-
formation in kompetente INFaF -Bakterien. Um den Erfolg der Ligation zu kontrollieren,
wurde ein Blau-Weil3-Screening durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.2.3).

Um zu Uberpriifen, ob das ORF-Fragment im pCRIl enthalten war, wurde eine Colony-PCR
mit den Primern M13_for und M13_rev (vgl. Kap. 2.2.8) durchgefiihrt. Um die sense-
Orientierung des Fragmentes zum SP6-Promotor im Vektor zu priifen, wurde der M13_for
und der OROV-mutS_for_sapi- Primer verwendet. Zur Uberpriifung der antisense-
Orientierung wurde der M13_for und der OROV-S_rev_sapi-Primer des S-ORF-Fragmentes
eingesetzt.

Gleichzeitig wurden mit den Bakterienklonen, die das S-ORF-Fragment im pCRII-Vektor ent-
hielten, UNKs angefertigt. Aus den Bakteriensuspensionen wurde {iber eine Miniprédparation
(vgl. Kap. 2.2.4) die Plasmid-DNA isoliert.

Die Proben, die Plasmide mit dem gewiinschten Insert enthielten, wurden fiir die Sequenzie-
rung vorbereitet. Die Sequenzierungen erfolgten durch die Firma Seqglab in Gottingen (vgl.
Kap. 2.2.12).

Sequenzierungsergebnisse 3’-terminales Smut-ORF-Fragment in pCRIl:

Wie sich in den Sequenzierungsergebnissen zeigt, weisen die finf 3’-terminalen Smut-ORF-
Sequenzen zwei Abweichungen in Form von Punktmutationen auf, die sich in allen Sequen-
zen an gleicher Position befinden. Diese Mutationen sind auch im Wildtyp vorhanden und
haben keinen Einfluss auf die Aminosduresequenz. Verglichen mit der Referenzsequenz
OROV-S_NC_005777, die an Position 68 mit dem Startcodon des N-Leserahmens beginnt
und an Position 112 das Startcodon des NSs aufweist, beginnen die drei 3’-terminalen Smut-
ORF-Sequenzen wie erwartet erst an Position 140 mit der Sequenz einer Sapl-Schnittstelle
(GCTCTTC). Auch am Ende der Sequenzen befindet sich eine Sapl-Schnittstelle, damit das 3’-
terminale ORF-Fragment Uber diese geschnitten und in den pT7-riboSM2-Smutpro ligiert
werden kann. Fur die weiteren Klonierungsarbeiten zur Erzeugung des Smut-ORF wurde der
Klon 1 verwendet.

Anhand der Ergebnisse wurden die Plasmide ausgewahlter Klone erneut in INFaF" transfor-
miert und UNKs fiir eine Midipraparation (vgl. Kap. 2.2.4.2) angefertigt.
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Mithilfe des Restriktionsenzyms Lgul (Sapl) wurde Uber die Sapl-Schnittstellen das 3’-
Fragment des S-ORF (583 Basen) aus pCRII-OROV-3’Smut geschnitten. Parallel dazu wurde
mit den gleichen Enzymen der Linker aus der cSmutpro-Sequenz im Vektor pT7-riboSM2-
cSpro geschnitten. Im Anschluss wurde das 3'-Fragment des S-ORF anstelle des Linkers in
den pT7-riboSM2-cSmutpro ligiert. Es entstand der Vektor pT7-riboSM2-cSmut, der das
komplette antigenomische OROV-Smut-Segment enthalt, bei dem der NSs-ORF unter Erhalt
des N-ORF zerstort wurde.

Esp3l Sapl Sapl Espdl c ‘e
I | . ATG TPA ATG
cSmutpro * Esp3l | 5-NTR | Smut-ORF w-m INTR  sspal
pCRIl-cSmutpro
EspJi
pT7-ribo
EspJdi-Verdau SMz2
Sapl Sapl
5-ORF-Frag.*

Sapl | Sapl
| | ** 583 Basen des

cSmutpro pcRI-OROV- ) 3 -Endes

T7 cSmut
Promotor
pT7-riboSM2-

cSmutpro | T7

Terminator
Lguwl-Verdau
S " .
(Sapl) 5NTR Smut-ORF 3'NTR
T7
Promotor y
pT7-riboSM2
cSmut 7
Terminator

Abbildung 35: Die Klonierung des Vektors pT7-riboSM2-cSmut

Sequenzierungsergebnisse pT7-riboSM2-cSmut:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigen, weisen die drei pT7-riboSM2-cSmut-Sequenzen
zwoOlf Abweichungen in Form von Punktmutationen gegeniber der Referenzsequenz
NC_005777.1 auf. Diese haben jedoch im Leserahmen des OROV-N keinerlei Einfluss auf die
Aminosauresequenz. Diese Mutationen sind bei allen drei Klonen an der gleichen Stelle zu
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sehen. Im Vergleich mit der Sequenz des Wildtyp-OROV-NSs weisen die Sequenzen die ge-
wiinschten drei Mutationen auf, zum einen in der Position 90, die das mutierte Startcodon
des NSs-Leserahmens zeigt (ATG = ACG), zum anderen das Stoppcodon (TAA) in der Position
101 und zum dritten ein weiteres mutiertes Startcodon (ATG>ACG). Diese fihren auf Pro-
teinebene zu einem Translationsabbruch. Es kann also kein NSs-Protein mehr synthetisiert
werden.

AnschlieRend wurde der vollstandige Smut-ORF mithilfe der S-Wildtyp-Primer (OROV-
S_for/OROV-S_rev) amplifiziert, wobei der Rescuevektor pT7-riboSM2-cSmut (Klon 6) als
Matrize diente. Der vollstandige Smut-ORF wurde zunachst in den T-Vektor pCRIl ligiert (vgl.
Kap. 2.2.7.1).

3.1.3.2 Subklonierung des Smut-ORF in den Expressionsvektor pl.18

Nach erfolgreicher Klonierung des vollstandigen Smut-ORF in den T-Vektor pCRII erfolgte die
Umklonierung in den pl.18-Expressionsvektor. Zu diesem Zweck wurde der Smut-ORF aus
pCRII-OROV-Smut-ORF mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xhol audgeschnitten und in
den ebenso verdauten Vektor pl.18 eingefligt. (vgl. Kap. 2.2.5, 2.2.6, 2.2.7). Es entstand der
pl.18-Smut-ORF-Expressionsvektor (vgl. Abbildung 36).

5NTR Smut-ORF 3'NTR

Rescue-
Vektor pT7-ribo-SM2

cSmut

PCR mit S-ORF-
for und rev Smut-ORF
Primern Expressions-
- pl.18 vektor
A  Smut-ORF Smut-ORF
TA-Klonierung l
Smut-ORF  Xhol BamHl
BamHi ¥ y: ‘}T Yhol
" pcri- Foss X
P il A BamHliXhol- pl.18

Verdau

Abbildung 36: Klonierung des Expressionsvektors pl.18-Smut-ORF
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3.1.3.3 Herstellung des Minigenom-Plasmids pT7riboSM2-cMpro-cRL

Mithilfe der Primer cRL for_sapi und cRL rev_sapi und unter Verwendung von pRLSV40
(Promega, s. Kap.2.1) als Template wurde die cDNA des Renilla-Luciferase-Gens amplifiziert
(s. Kap. 2.2.8) und mit Sapl-Schnittstellen am 5°- und 3‘-Ende versehen.

CcRL_for_sapi gacagaGCTCTTCAATGACTTCGAAAGTTTATGAT

CRL_rev_sapi gacagaGCTCTTCTCTATTGTTCATTTTTGAGAACTC

Nach Anhangen von terminalen A-Nukleotiden mithilfe von Tag-Polymerase und nach Reini-
gung des PCR-Produkts wurde dieses in den T-Vektor pCRIl kloniert (s. Kap. 2.2.7.1) und die
Korrektheit der Sequenz durch Sequenzierung Uberprift (s. Kap. 2.2.12). AnschliefRend er-
folgte die Umklonierung der Renilla-Luciferase cDNA in den Vektor pT7riboSM2-cMpro. Hier-
zu wurde mithilfe eines Lgul-Verdaus (Lgul ist ein Sapl Isochizomer) die Renilla-Luciferase
cDNA aus pCRII-cMpro-cRL ausgeschnitten, gereinigt und in den Lgul-verdauten Vektor
pT7riboSM2-cMpro ligiert. Hierdurch wurde das Minigenom-Plasmid pT7riboSM2-cMpro-cRL
erhalten. In diesem Plasmid ist die Renilla-Luciferase-cDNA von den antigenomischen Enden
des M-Segments flankiert. Diese Sequenz stellt somit ein Aquivalent der antigenomischen
OROV-M-Segment-cDNA dar, bei der der OROV-M-ORF durch den Renilla-Luciferase-ORF
ersetzt wurde, und wird deshalb auch als Minigenom bezeichnet.

3.1.3.4 Herstellung des Minigenom-Plasmids pT7riboSM2-vMpro-vRL

Mithilfe der Primer Esp3l_OROV-vMpro_for und Esp3|_OROV_vMpro_vRL_rev und unter
Verwendung von pT7riboSM2-cMpro-cRL (s. Kap. 3.1.3.3) als Template wurde das cMpro-cRL
Minigenom amplifiziert und mit Esp3I-Schnittstellen am 5- und 3‘-Ende versehen.

Esp31_OROV-vMpro_for
CGTCTCCTATAGagtagtgtgctaccgacaacaatttttgactttatttatatgaattttat

Esp31_OROV-vMpro_vRL_rev
CGTCTCCACCCagtagtgtgctaccggcaacaaacagtgacaATGACTTCGAAAGTTTATGAT

Nach Anhangen von terminalen A-Nukleotiden mithilfe von Tag-Polymerase und Reinigung
des PCR-Produkts wurde dieses in den T-Vektor pCRII kloniert (s. Kap. 2.2.7.1) und die Kor-
rektheit der Sequenz durch Sequenzierung Uberprift (s. Kap. 2.2.12). AnschlieRend erfolgte
die Umklonierung der Minigenom-cDNA in den Vektor pT7riboSM2. Hierzu wurde mithilfe
eines Esp3l-Verdaus die Minigenom-cDNA aus pCRIl-vMpro vRL ausgeschnitten, gereinigt (s.
Kap. 2.2.10) und in den Esp3l-verdauten Vektor pT7riboSM2 ligiert. Hierdurch wurde das
Minigenom-Plasmid pT7riboSM2-vMpro-vRL erhalten. In diesem Plasmid ist die Renilla-
Luciferase-cDNA von den genomischen Enden des M-Segments flankiert und liegt im Ver-
gleich zu pT7riboSM2-cMpro-cRL in umgekehrter Orientierung vor. Diese Sequenz stellt so-
mit ein Aquivalent der genomischen OROV-M-Segment-cDNA dar, bei der der OROV-M-ORF
durch den Renilla-Luciferase-ORF ersetzt wurde.
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Zur Etablierung des Minireplikon-Systems (vgl. entspricht Kap. 2.3.4 und Abbildung 12) fir
das Oropouche-Virus wurden zunachst BSR-T7-Zellen kultiviert (vgl. Kap. 2.3.1). Diese Zellli-
nie wurde ausgewahlt, da sie konstitutiv T7-Polymerase exprimiert. Die T7-Polymerase wird
fur die initiale Transkription des Minigenoms (das fiir Renilla-Luciferase codiert) bendtigt,
das der viralen Polymerase dann als Matrize fiir die Herstellung von Minigenom-Transkripten
dient. Folglich kann eine Synthese der Renilla-Luciferase nur erfolgen, wenn eine transkripti-
onell aktive virale Polymerase vorhanden ist. Zusatzlich wurde das Reporterplasmid pTM1-
FFluc transfiziert, welches ebenfalls einen T7-Promotor enthélt, unter dessen Kontrolle die
Firefly-Luciferase (FF) exprimiert wird. Der Firefly-Substratumsatz stellt in diesem Fall ein
Mal fur die Transfektionseffizienz dar. In einem ersten Experiment erfolgte die Transfektion
mit 3 pl FuGene HD pro Ansatz. Es wurde pro Kavitat 50 ul OPTIMEM verwendet.

Es wurden sechs Ansdtze hergestellt. In drei dieser sechs Ansdtze wurde ein Konstrukt ver-
wendet, welches das Minigenom (Gensequenz der Renilla-Luciferase) in antigenomischer
Orientierung enthat, und in den drei anderen Ansatzen wurde ein Konstrukt benutzt, das das
Minigenom in genomischer Orientierung enthalt. Es wurden je Ansatz 0,3 pg pT7-riboSM2-
cMpro-cRL (Minigenom, antigenomische Orientierung) bzw. pT7-riboSM2-cMpro-vRL (Mini-
genom, genomische Orientierung) transfiziert. Je zwei der drei Ansatze wurden mit 0,3 ug
pl.18-OROV-cL fiir die Expression der viralen Polymerase transfiziert, die verbleibenden wur-
den als Negativkontrolle mit 0,3ug pl.18-Leervektor transfiziert. Je zwei der Ansdtze wurden
mit 0,3 pg pl.18-OROV-cS fir die Expression des Nukleoproteins und NSs-Proteins trans-
fiziert, und je ein Ansatz wurde mit 0,3 pg pl.18-OROV-cSmut fir die Expression des Nukle-
oproteins ohne NSs-Protein-Synthese transfiziert.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurden die Zellen lysiert. Zunachst wurde der
Substratumsatz der Firefly-Luciferase gemessen, im Anschluss der Substratumsatz der Renil-
la-Luciferase (vgl. Kap. 2.3.3). Die Rohdaten des Renilla-Luciferase-Substratumsatzes wurden
mit den Daten des Firefly-Luciferase-Substratumsatzes verrechnet, um die Transfektionseffi-
zienz, die moglicherweise in den einzelnen Anséatzen variiert, zu berlicksichtigen.

80



18000 -
16000 -
14000 -
12000 -

2 10000 -
@ 8000 -
6000 -
4000
2000 -

’ | | e e

L/S/cMG L/N/cMG 0/S/cMG L/SIVMG L/N/VMG 0/SIVMG

B FUGENE HD

Abbildung 37: Etablierung eines OROV-Minireplikon-Systems

Dargestellt ist die Renilla-Luciferase-Aktivitit, bezogen auf die relative Firefly-Luciferase-Aktivitidt 72 Stunden
nach Transfektion. L = pl.18-OROV-cL, S =pl.18-OROV-cS, N = pl.18-OROV-cSmut, cMG = pT7-riboSM2-cMpro-
cRL, vYMG = pT7-riboSM2-vMpro-vRL, O = pl.18 Leervektor.

In allen Ansatzen, die mit dem Minigenom-Plasmid pT7-riboSM2-cMpro-cRL (Minigenom in
antigenomischer Orientierung) transfiziert wurden, konnte Renilla-Luciferase-Aktivitat ge-
messen werden. Es zeigte sich aber auch bei dem Ansatz ein Anstieg der Renilla-Luciferase-
Aktivitat, der keinen pl.18-OROV-cL-Vektor enthielt, d.h., dass es zu einer Bildung von Renil-
la-Luciferase in Abwesenheit der viralen Polymerase gekommen ist. Die Ansdtze, die mit
dem vMG = pT7-riboSM2-vMpro-vRL (Minigenom in genomischer Orientierung) transfiziert
worden waren, zeigten eine sehr geringe Renilla-Luciferase-Aktivitdt, insbesondere waren
keine grolRen Unterschiede zwischen den einzelnen Ansdtzen messbar, was bedeutet, das
keine Minireplikonaktivitat nachgewiesen werden konnte.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden fir das OROV-Minireplikon-System zusatzlich ein
zweites Transfektionsreagenz (FuGene 6,3 pl/Ansatz) und eine andere Variation der Men-
genverhaltnisse der Konstrukte verwendet. Es wurde die 3-fache Menge (0,85 pg/Ansatz)
Minigenom eingesetzt und nur noch 1/3 der cL-, cS-, und -cSmut-Konstrukte (0,1 pug /Ansatz).
Die Menge des pTM1-FFluc fiir die Expression der FF-Luciferase wurde auf die Halfte redu-
ziert (0,05 pg/Ansatz).
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Abbildung 38: Etablierung eines OROV-Minireplikon-Systems

Dargestellt ist die der Renilla-Luciferase-Aktivitit, bezogen auf die relative Firefly-Luciferase-Aktivitidt 72 Stun-
den nach Transfektion. L =pl.18-OROV-cL, S =pl.18-OROV-cS, N =pl.18-OROV-cSmut, cMG = pT7-riboSM2-
cMpro-cRL, vMG = pT7-riboSM2-vMpro-vRL, 0 = pl.18 Leervektor. Transfiziert wurde mit 3ul/Ansatz FuGene 6
und FuGene HD.

Wie auch in der ersten Versuchsreihe konnte eine Aktivitdt der Renilla-Luciferase bei allen
Ansatzen gemessen werden, die mit dem pT7-riboSM2-cMpro-cRL transfiziert wurden. In
den Anséatzen, bei denen als Transfektionsreagenz FuGene 6 verwendet wurde, ist die Aktivi-
tat 30 bis 50 Prozent starker als bei Verwendung von FuGene HD. Eine Renilla-Luciferase-
Aktivitat ist allerdings auch im Falle der Abwesenheit des Plasmids pl.18-OROV-cL vorhan-
den, d.h., dass es zu einer Bildung von Renilla-Luciferase in Abwesenheit der viralen Poly-
merase gekommen ist. Bei den Ansatzen, die mit dem pT7-riboSM2-vMpro-vRL-Konstrukt
(Minigenom in genomischer Orientierung) transfiziert wurden, zeigte sich in diesem Experi-
ment kein Unterschied zwischen den Ansatzen, die das cL-Konstrukt zur Expression der vira-
len Polymerase enthielten, und der Negativkontrolle. Zudem zeigten die Ansatze im Ver-
gleich zu den Ansatzen mit dem pT7-riboSM2-vMpro-cRL-Konstrukt sehr geringe Renilla-
Luciferase-Aktivitaten.

In einer dritten Versuchsreihe wurden die Zellen mit 0,05 pg pT7-riboSM2-cS- bzw. -cSmut-
Konstrukten/Ansatz transfiziert. Es wurde mit 0,15 pug pT7-riboSM2-cL-Konstrukt/Ansatz
bzw. in diesem Experiment mit 0,15 pug des pUC19 (statt pl.18) als Leervektor in den Nega-
tivkontrollen transfiziert, um einen negativen Einfluss der Expressionskassette des pl.18-
Vektors auf die Aktivitat des Minireplikon-Systems auszuschlieRen.
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Abbildung 39: Etablierung eines OROV-Minireplikon-Systems

Dargestellt ist die der Renilla-Luciferase-Aktivitit, bezogen auf die relative Firefly-Luciferase-Aktivitdt 72 Stun-
den nach Transfektion. L =pl.18-OROV-cL, S =pl.18-OROV-cS, N =pl.18-OROV-cSmut, cMG = pT7-riboSM2-
cMpro-cRL, vMG = pT7-riboSM2-vMpro-vRL, 0 = pUC19. Transfiziert wurde mit 3 ul/Ansatz FuGene 6 und FuGe-
ne HD.

In diesem Experiment zeigte sich ein Anstieg der Renilla-Luciferase-Aktivitat in allen Ansat-
zen. In den Anséatzen, die mit pT7-riboSM2-cMpro-cRL (= cMG) transfiziert wurden, ist aller-
dings eine vielfach starkere Aktivitat festzustellen. In diesem Experiment ist die Renilla-
Luciferase-Aktivitat in allen Ansatzen, die mit Fugene HD transfiziert wurden, héher als in
den Ansatzen, bei denen die Konstrukte mithilfe von Fugene 6 transfiziert wurden. Auch hier
zeigt sich eine Renilla-Luciferase-Aktivitat in den Anséatzen, die kein OROV-cL-Konstrukt zur
Expression der viralen Polymerase enthalten.

In allen Versuchen, die mit den Konstrukten des OROV-Minireplikon-Systems durchgefiihrt
worden waren, konnte keine Minireplikon-Aktivitdt gemessen werden. Um zu Uberprifen,
ob ein Defekt der BSR-T7-Zellen in Form einer verminderten oder einer eingestellten T7-
Polymerase-Expression die Ursache dafiir sind, wurden die Zellen mit den Konstrukten des
LACV(LaCrosse Virus)-Minireplikon-Systems transfiziert, da dieses System bereits etabliert ist
und nachweislich funktioniert (Blakqori et al. 2003). Im Gegensatz zu den OROV-cL- und den
OROV-cS/cSmut-Expressionskonstrukten, die unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
transkribiert werden, werden die LACV-cL- und cN-Expressionskonstrukte wie das Minige-
nom unter der Kontrolle eines T7-Promotors zytoplasmatisch transkribiert. Die LACV-cL- und
die cN-Expressionskonstrukte besitzen daher eine IRES, mit deren Hilfe die Translation er-
moglicht werden kann, ohne dass eine Cap-Struktur am 5°-Ende des Transkriptes vorhanden
ist.
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Die Zellen wurden mit 0,3 ug LACV-Minigenom-Konstrukt (pT7-riboGB-LACV-vMpro-vRL),
0,3 ug LACV-cN-(pTM1-LACV-N-) und 0,3 pug LACV-cL-Konstrukt (pTM1-LACV-L) transfiziert.
Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne LACV-cL-Konstrukt transfiziert, das fiir die Ex-
pression der viralen Polymerase verantwortlich ist.

Es wurden funf Ansdtze pro Versuchsreihe hergestellt, um den Anstieg der Aktivitdt der
Renilla-Luciferase tiber einen Zeitraum von 0, 6, 12, 24, und 48 Stunden messen zu kdnnen.
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200000 //‘
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e 100000 / —B—LACV -/N/MG
50000
0 +—B— l// ————

Oh 6h 12 h 24 h 48 h

Abbildung 40: Das LACV-Minireplikon-System

Gezeigt wird der Substratumsatz der Renilla-Luciferase nach 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden. LACV-L = pTM1-LACV-
L, LACV-N = pTM1-LACV-N, LACV-MG = pT7-riboGB-LACV-vMpro-vRL, (-)=pl.18

Nach Messung des Substratumsatzes der Renilla-Luciferase zeigte sich eine hohe Renilla-
Luciferase-Aktivitat nach 24 Stunden. Nach weiteren 24 Stunden liel8 sich ein doppelt so ho-
her Substratumsatz messen. Es zeigte sich also ein deutlicher Anstieg der Renilla-Luciferase-
Aktivitat Uber den Zeitraum von 48 Stunden. In der Negativkontrolle, also dem Ansatz, in
dem das LACV-L-Konstrukt zur Expression der viralen Polymerase fehlte, liel8 sich wie erwar-
tet keine Renilla-Luciferase-Aktivitdt messen. Da das LACV-Minireplikon-System in den BSR-
T7-Zellen funktioniert hat, ist davon auszugehen, dass die Zellen fur die Minireplikon-
Versuche geeignet sind.

Weiterfiihrend sollte nun die Fuktionalitdit des OROV-Minigenom-Konstrukts pT7-riboSM2-
vMpro-vRL Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde unter Verwendung der LACV-cL- und
der cN-Expressionskonstrukte (0,3 pug LACV-cL, 0,3 pug LACV-cN /Ansatz) statt des LACV-
Minigenoms das OROV-Minigenom (pT7-riboSM2-vMpro-vRL; 0,3 pg/Ansatz) verwendet. Da
es sich bei LACV und OROV um die gleiche Virusgattung (Orthobunyaviren) handelt, besteht
die Moglichkeit, dass aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten die LACV-Polymerase in der
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Lage ist, die regulatorischen Sequenzen der OROV-Genomsegmente zu erkennen und das
Minigenom zu transkribieren. Als Negativkontrolle wurde in einem Ansatz statt des LACV-cL-
Konstruktes, das fiir die Expression der viralen Polymerase verantwortlich ist, der Vektor
pl.18 transfiziert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen erneut mit den LACV-Minireplikon-
System-Konstrukten (s. 0.) transfiziert, jeweils mit und ohne LACV-cL-Expressionskonstrukt.
Die Versuchsreihe wurde wie oben beschrieben fiinfmal angesetzt, um die Renilla-
Luciferase-Aktivitat nach 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden messen zu kdnnen.

250000
200000 //.
150000 ——LACV L/N/MG
= // —B—LACV -/N/MG
© 100000 LACV L/N/OROV MG
/ —4— LACV -/N/OROV MG
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0 —I——I4L—I——I—

Oh 6 h 12 h 24 h 48 h

Abbildung 41: ,,Gemischtes” LACV/OROV-Minireplikon-System

Gemessen wurde der Substratumsatz der Renilla-Luciferase nach 12, 24 und 48 Stunden. Um die Funktionalitdit
des OROV-Minigenoms zu liberpriifen, wurde das LACV-Minigenom gegen das OROV-Minigenom-Konstrukt
ausgetauscht.

LACV-L = pTM1-LACV-L, LACV-N = pTM1-LACV-N , LACV-MG = pT7-riboGB-LACV-vMpro-vRL,(-)= pl.18, OROV-
MG = pT7-riboSM2-vMpro-vRL.

Es zeigte sich, dass in Anwesenheit der LACV-Polymerase die Renilla-Luciferase-Aktivitat
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden, auch unter Verwendung des OROV-Minigenoms, an-
steigt. Die LACV-Polymerase ist demnach in der Lage, die M-Enden des OROV-Minigenoms zu
erkennen und das Minigenom zu transkribieren. Im Falle der Abwesenheit des LACV-cL-
Expressionskonstruktes konnte wie erwartet keine RL-Aktivitdt gemessen werden. Das reine
LACV-Minireplikon-System zeigte im Vergleich zum gemischten OROV/LACV-Minireplikon-
System eine héhere Effizienz, da grofRere Renilla-Luciferase-Aktivitaten erreicht wurden.

Die Versuche haben gezeigt, dass das Minigenom-Konstrukt pT7-riboSM2-vMpro-vRL durch
die LACV-Polymerase transkribierbar ist und es zur Expression der Renilla-Luciferase kommt.
Damit ist davon auszugehen, dass die regulatorischen M-Enden des OROV-Minigenom-
Konstruktes intakt sind, da sie von der LACV-Polymerase erkannt worden sind.
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3.2 Einfluss des OROV-NSs auf die IFN-Induktion

3.2.1 Interferon-Expression nach OROV-Infektion

In einem ersten Versuch wurden zundachst humane 293-Zellen mit Interferon-induzierenden
Stimuli behandelt. Stimuliert wurde zum einen mit RNA, die aus Vesicular-stomatitis-Virus-
(VSV-)infizierten Vero-Zellen isoliert worden war. Zum anderen wurde ein Interferon-
induzierendes Virus, RVFV-Klon 13, eine NSs-Deletionsmutante des RVFV zu diesem Zweck
verwendet. Als Kontrolle wurde mit zellularer RNA aus uninfizierten Vero-Zellen stimuliert,
wobei keine Induktion der Interferonexpression zu erwarten war.

Flinf Stunden spater wurden die stimulierten Zellen dann mit dem OROQV infiziert. Nach 18
Stunden wurde die Gesamt-RNA isoliert (vgl. Kap. 2.2.14). Nach Reverser Transkription (vgl.
Kap. 2.2.16) wurde mittels PCR untersucht, ob IFN-B- und y-Aktin-spezifische Transkripte
amplifiziert werden konnten.

Zu diesem Zwecke wurden die folgenden Primer verwendet:

hulFNbeta_for: gacgccgcattgaccatcta
hulNFbeta_rev: ccttaggatttccactctgact
hu_gamma-actin_for: gccggtcgcaatggaagaaga
hu_gamma-actin_rev: catggccggggtgttgaaggtc

Nach Auftrennung der PCR-Ansatze in einer analytischen Agarosegel-Elektrophorese zeigten
sich keine IFN-B-Fragment-spezifischen Banden bei allen Proben, die mit OROV infiziert wor-
den waren. Bei allen mit OROV infizierten Zellen wurde folglich die Interferon-Expression
gehemmt.

Stimulus zell-RNA VSV-RNA IFN-induz.
RNA

OROV-Infektion - + - + . +

INF-$3

Y-Aktin

Abbildung 42: Agarosegel-Elektrophorese nach RT-PCR zum Nachweis von IFN-B - und y-
Aktin-spezifischen cDNA-Fragmenten
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Als Kontrolle wurde die Expression des y-Aktins untersucht. Unabhdngig von der Infektion
mit OROV zeigte sich in allen Ansatzen ein positives Signal gleicher Starke, d.h., dass die be-
obachteten Unterschiede bezlglich der IFN-$ Transkripte nicht auf den Einsatz unterschied-
licher RNA- bzw. cDNA-Mengen zurlickzufiihren sind.

3.2.2 Charakterisierung der IFN-antagonistischen Aktivitdt von
OROV-NSs

Um einen moglichen Einfluss des OROV-NSs auf die Induktion des IFN-B-Promotors in einem
virusfreien Kontext naher untersuchen zu kénnen und Aussagen (iber den Interferon-
Expression-hemmenden Effekt des OROV-NSs in unterschiedlichen Zelllinien zu gewinnen,
wurde die OROV-NSs-Sequenz kloniert.

3.2.2.1 Klonierung der OROV-NSs-cDNA in pcDNA3.1

Zunachst wurde die RNA aus OROV-infizierten murinen IFNAR-/-- (, Interferon a/f3-Receptor
knock-out“-) und VeroE6-Zellen (African Green Monkey, Nierenzellen) isoliert und mithilfe
der Superscript-lll-Reversen-Transkriptase (RT, Invitrogen) in cDNA umgeschrieben (vgl. Kap.
2.2.16). Um nun die OROV-NSs-Sequenz zu erhalten, wurde eine PCR mithilfe einer Proo-
freading-Polymerase (Pfx, Invitrogen) unter Verwendung von spezifischen Primern durchge-
fUhrt (vgl. Kap. 2.2.8). Fir die Herstellung der Primer wurde auf OROV-Sequenzen aus Gen-
Bank (NC_005777) zurlickgegriffen.

Orov-nss_for atgtaccacaacggactacatctacat
Orov-nss_rev ctaggtatcctaacagacggtgc

Da keine spezifischen Antikoérper (AK) zum Nachweis von OROV-NSs verfiigbar sind, erfolgte
zusatzlich eine Klonierung von modifizierten NSs-Konstrukten mit immunogenem FLAG-Tag,
der sich mittels kommerziell erhdltlicher AK nachweisen lasst. Zu diesem Zweck wurde eine
PCR mithilfe der Pfx-Polymerase (Invitrogen) und mit spezifischen Primern durchgefiihrt
(Orov-nss_for und orov-NSs-flag_rev, Orov-nss_rev und flag-orov-nss_for), mit deren Hilfe
die FLAG-Sequenz N- bzw. C-terminal an die OROV-NSs cDNA angefiigt wird.

orov-nss-flag_rev CTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGGTATCCTGACAGACGGTGC
flag-orov-nss_for ATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGTACCACAACGGACTACATCTACAT

Parallel hierzu wurde eine Amplifikationsreaktion mit y-Aktin-Sequenz-spezifischen Primern
durchgefihrt, um zu Gberpriifen, ob die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgreich war.

Bei den PCR-Ansdtzen, bei denen die RNA urspringlich aus den Vero-Zellen stammte, wur-

den folgende Primer eingesetzt:

hu_gamma-actin_for gccggtcgcaatggaagaaga
hu_gamma-actin_rev catggccggggtgttgaaggtc
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Bei den PCR-Ansitzen, bei denen die RNA aus den IFNAR”"-Zellen stammten, wurden folgen-
de Primer eingesetzt:

mu_gamma-actin_for gccgatcgcaatggaagaaga
mu_gamma-actin_rev catggctggggtattgaaggtt

Im Folgenden wird die Klonierung der NSs-cDNA ohne FLAG-Tag beschrieben, die Klonierung
der Konstrukte mit FLAG-Tag erfolgte analog.

Im Anschluss an die Amplifikation wurde eine analytische Agarosegel-Elektrophorese durch-
gefthrt (vgl. Kap. 2.2.9), um den Erfolg der PCR zu Uberprifen. Erwartet wurde bei einer er-
folgreichen OROV-NSs-Amplfikation (cDNA) ein Produkt mit der GréRBe von 276 bp sowie bei
erfolgreicher Amplifikation des y-Aktin-(cDNA-)Fragmentes ein Produkt mit der GroRe von
402 bp.

gamma-Aktin-cDNA-Fragment OROV-NSs-cDNA

100 bp Marker
2 3 4

Abbildung 43: Agarosegel-Elektrophorese der Amplifikation der OROV-NSs-cDNA

Spur 1: PCR-amplifiziertes y-Aktin-cDNA-Fragment, Spur 2: Wasserkontrolle, Spur 3: 100 bp-Marker, Spur 4: leer,
Spur 5: OROV-NSs-Amplifikat aus VeroE6-cDNA, Spur 6: Wasserkontrolle, Spur7: OROV-NSs Amplifikat, ausge-
hend von IFNAR 7~ cDNA.

Es zeigten sich Banden in der GréRe des OROV-Nss und des y-Aktin im Gelbild als Nachweis
einer erfolgreichen Amplifikation aus der cDNA. Da die mithilfe der Pfx-Polymerase amplifi-
zierten Produkte glatte Enden besitzen, wurden im Anschluss A-Nukleotide an den 3’-Enden
angefiigt, indem der PCR-Ansatz mit 0,5 ul Tag-Polymerase (1 U, Eppendorf) fir 15 Minuten
bei 72 °C inkubiert wurde. Mithilfe des pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA-Expression-Kits (Invitro-
gen, vgl. Kap. 2.2.7.1) wurde anschliefend das Amplifikationsprodukt zundchst in den TOPO-
Vektor pcDNA 3.1 ligiert. Die Ligationsansatze wurden dann in kompetente TOP10- und XL1-
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blue-Bakterienzellen transformiert (vgl. Kap. 2.2.2) und diese auf LB-Amp-Platten iber Nacht
bei 37 °C angezlchtet. Ausgewadhlte Kolonien wurden in 5 ml LB-Amp-Fllssigkultur ange-
impft. Parallel dazu wurde eine Colony-PCR (vgl. Kap. 2.2.8) unter Verwendung der Primer
T7_for (5 -TTAATACGACTCACTATAGGG- 3') und BGH_rev (5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3')
durchgeflhrt, mit deren Hilfe Gberprift wurde, ob die OROV-cDNA in die Multiple Cloning
Site (MCS) des Vektors ligiert wurde. Die Regionen, in denen die Primer binden, befinden
sich vor und hinter der MCS im Vektor, sodass im Falle einer erfolgreichen Ligation des Inse-
rts in die MCS des Vektors dieses als PCR-Produkt nachzuweisen ist.

OROV-NSs-cDNA aus IFNAR-/- OROV-NSs-cDNA aus Vero

- 500 bp ] = 500 bp

- o b :

10 11 12 13 14 15 14

Abbildung 44: Agarosegel-Elektrophorese: OROV-NSs-cDNA in pcDNA 3.1

Agarosegel-Elektrophorese der Colony-PCR-Ansditze zur Erfolgskontrolle der Ligation der amplifizierten OROV-
NSs-cDNA in den TOPO-Vektor pc-DNA 3.1. Spur 1-8: Klone 1-8 (ausgehend von OROV-infizierten IFNAR-/--
Zellen), Spur 9: 100 bp-Marker, Spur 10-15: Klon 1-6 (ausgehend von OROV-infizierten Vero-Zellen), Spur 16:
Wasserkontrolle, Spur 17: 100 bp-Marker. Eine Insertion von OROV-NSs liegt vor, wenn sich eine Bande bei 500
bp zeigt wie im Falle der Klone 5 und 13. Liegen die Bande bei 265 bp (Gréf3e des Vektors, Spur 1, 3, 4, 7, 8, 10—
12, 14 und 15), ist das Insert im Vektor nicht enthalten.

Von den Klonen 2, 5, 6 und 13 wurde eine Ubernachtkultur (UNK) in LB-Amp-Ndhrmedium
angesetzt, und dann wurde mithilfe einer Minipraparation die Plasmid-DNA isoliert (vgl. Kap.
2.2.4). Die gewonnene Plasmid-DNA wurde in zwei weiteren PCR-Ansatzen auf die Orientie-
rung des Inserts im Vektor untersucht. Mit den Primern T7_for/orov-nss_rev wurde auf sen-
se-Orientierung getestet. Bei sense-Orientierung des Inserts wurde im Gelbild der Agarose-
gel-Elektrophorese eine Bande in der GrofRe von 357 bp erwartet. Mit dem Primerpaar
BGH_rev/orov-nss_for wurde auf eine antisense-Orientierung des OROV-NSs im Vektor ge-
testet. Im Falle einer antisense-Orientierung des Inserts im Vektor wurde im Gelbild eine
Bande bei 430 bp erwartet.
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Abbildung 45: Agarosegel-Elektrophorese: OROV-NSs cDNA im Vektor pcDNA3.1.

Agarosegel-Elektrophorese einer diagnostischen PCR zur Uberpriifung der Orientierung der OROV-NSs-cDNA im
Vektor pcDNA3.1. Spur 1 bis 4 zeigen den PCR-Ansatz der Klone 2, 5, 6 und 13, bei denen die Primer zur Ermitt-
lung der sense-Orientierung des Inserts eingesetzt wurden. Spur 5 bis 8 zeigt den PCR-Ansatz der Klone 2, 5, 6
und 12, bei denen die Primer zur Ermittlung der antisense-Orientierung verwendet wurden. Spur 9 zeigt den 100
bp-Marker. In Klon 12 liegt das Insert in sense-Orientierung (367 bp), in Klon 5 in antisense-Orientierung (450
bp) vor.

Da aus der Klonierung mit dem mit Pfx-Polymerase erzeugten Amplifikat nur zwei positive
Klone gewonnen wurden, die das OROV-NSs enthalten (einen Klon [12] in sense- und einen
in antisense-Orientierung [5] im Vektor), wurde in einem weiteren Ansatz OROV-NSs mithilfe
der Tag-Polymerase (Eppendorf) aus IFNAR-/- -und Vero-Zell-cDNA amplifiziert (vgl. Kap.
2.2.8). Es folgte die Ligation in den TOPO-Vektor pCR3.1 und die Transformation in kompe-
tente XL1-blue-Bakterienzellen (vgl. Kap. 2.2.2). Die Bakteriensuspensionen wurden auf LB-
Amp-Platten ausgestrichen und bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. Es wurden jeweils drei ge-
wachsene Klone in LB-Amp-Flissigmedium angeziichtet. Die Plasmid-DNA wurde mithilfe
von Minipraparationen isoliert (vgl. Kap. 2.2.4). Zur Kontrolle der Ligation der OROV-NSs-
cDNA in den Vektor wurde ein Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Xhol durch-
gefiihrt. Diese Enzyme schneiden in der Multiple cloning site (MCS) des Vektors. Im Falle der
Anwesenheit des OROV-NSs im Vektor wird die OROV-NSs-cDNA herausgeschnitten und
kann nach Agarosegel-Elektrophorese als Bande in der GréRe von ca. 500 bp nachgewiesen
werden. Im Gelbild zeigt sich, dass die Klone 2 und 3 (aus Vero-Zell-cDNA) und der Klon 4
(IFNAR-/- Zell-cDNA) die OROV-NSs-cDNA enthalten.
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Amplifikat aus Vero cDNA Ampilifikat aus Ifnar-/- cDONA

Abbildung 46: Agarosegel-Elektrophorese: OROV-NSs in pcDNA3.1

Agarosegel-Elektrophorese der pcDNA3.1-OROV-NSs-Plasmid-DNA nach Verdau mithilfe der Enzyme BamH! und
Xhol zum Nachweis des OROV-NSs-Inserts. Die Spur 1 bis 3 zeigt die Klone 1 bis 3 (Amplifikat aus Vero-cDNA),
die Spur 4 zeigt den 100 bp-Marker, die Spur 5 bis 7 zeigt die Klone 4 bis 6 (Amplifikat aus IFNAR-/- cDNA).

Im Anschluss wurden die Minipraparationen der Klone 12 (Pfx-Polymerase/sense-
Orientierung), 5 (Pfx-Polymerase/antisense-Orientierung) und 2-4 (Tag-Polymerase) flr die
Sequenzierung vorbereitet. Zu diesem Zweck wurden pro Probe zwei Ansdtze angefertigt.
Dem einen wurde jeweils der T7_for-Primer und dem anderen jeweils der BGH_rev-Primer
(vgl. Kap. 2.2.7.1) hinzugefiigt. Damit wurde erreicht, dass die Sequenzen vollstandig se-
guenziert und so im Vergleich Mutationen von Sequenzierfehlern differenziert werden kon-
nen. Pro Ansatz wurde 0,6 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Die Sequenzierung erfolgte durch die
Firma Seqlab in Gottingen.

Sequenzierungsergebnisse OROV-NSs in pcDNA 3.1:

Fir die Uberpriifung der OROV-NSs-Sequenzen wurden die Sequenzen zweier OROV-
Stamme als Referenzsequenzen verwendet: zum einen der Stamm TRVL 9760 (AF164531),
zum anderen die OROV-S-Referenzsequenz des Stammes BeAn19991 (GenBank NC_005777).
Diese Sequenz unterscheidet sich von der des Stamms TRVL 9760 (GenBank AF164531)
durch drei Punktmutationen, die nach Translation keinen Einfluss auf die Aminosaurese-
guenz des OROV-NSs haben. Dabei handelt es sich also um stille Mutationen, erstens in der
Position 104, die ein Cytosin statt eines Adenosins, zweitens in der Position 287, die ein Gu-
anin statt eines Adenosins, und drittens in der Position 318, die ein Cytosin statt eines Thy-
mins aufweist.

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, waren die Sequenzen der fiinf OROV-NSs-Klone
identisch mit der des Stamms TRVL 9760 (GenBank AF164531). Die Sequenz des Klons 12
wies eine Punktmutation (Position 308: Adenin statt Guanin) auf. Diese hat als stille
Punktmutation allerdings keine Auswirkungen auf die Aminosduresequenz. Klon 3 und 4
wiesen keine Abweichungen auf. Klon 3 lag in sense-Orientierung im Vektor und Klon 4 in
antisense-Orientierung vor. Die anderen Sequenzen enthalten Punktmutationen, die sich auf
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die Aminosduresequenz auswirken und daher moglicherweise auch die NSs-Funktion beein-
flussen.

Die Plasmide aus den Klonen 4 und 12 wurden erneut in XL1-blue-kompetente Bakterien
transformiert und zum Zweck einer Midipraparation in 50 ml LB-Amp-Medium angezlichtet
(vgl. Kap. 2.2.4.2).

Sequenzierungsergebnisse OROV_NSs-Flag- und Flag-OROV_NSs-Sequenzen:

Wie die Sequenzierungsergebnisse zeigten, enthielten die Klone 1 (sense-Orientierung), 5
(antisense-Orientierung) und 8 (antisense-Orientierung) OROV-NSs-Sequenzen mit dem 3’-
terminalen FLAG-tag, die ansonsten aber die gleiche Sequenz wie der Referenzstamm TRVL
9760 AF164531 aufwiesen. Klon 2 wies eine Deletion auf und Klon 3 eine Punktmutation im
Startcodon.

Bei den Sequenzen des OROV-NSs mit dem 5°-terminalen FLAG-tag enthielten die Klone 11
und 16 (sense-Orientierung) und die Klone 13 und 15 (antisense-Orientierung) die gleiche
Sequenz wie der Referenzstamm TRVL 9760 AF164531. Zwei Klone wiesen Deletionen von
drei nachfolgenden Nukleotiden im FLAG-tag auf.

Die anderen Klone der OROV-NSs_flag- und Flag_OROV-NSs-Klonierungen enthielten Abwei-
chungen von der Referenzsequenz wie Punktmutationen und Deletionen, die nach Translati-
on zu einer veranderten Aminosauresequenz filhren wiirden, sodass die Synthese eines
funktionalen NSs-Proteins mit FLAG-tag mit diesen Konstrukten nicht moglich ist.

3.2.2.2 Umklonierung der OROV-NSs-cDNA aus pcDNA3.1-OROV-NSs in den
eukaryontischen Expressionsvektor pl.18

Aus Versuchen mit Bunyamwera- und RVFV-NSs weild man, dass nach Transfektion der ent-
sprechenden pcDNA3.1-Konstrukte nur eine sehr geringe Expression der viralen Proteine
stattfindet. Grund hierfir ist wahrscheinlich die Hemmung der zellularen RNA-Polymerase I
durch das Bunyamwera bzw. RVFV NSs-Protein, sodass die hCMV-IE-Promotor-(humanes
Cytomegalie-Virus immediate early Promotor-)gesteuerte NSs-Expression gehemmt wird.
Weiterhin enthalten Bunyaviren kryptische Splicestellen in ihrem Genom. Diese haben unter
den Bedingungen des viralen Replikationszyklus keine Relevanz fiir die Transkription, da
Bunyaviren zytoplasmatisch replizieren. Unter den kiinstlich geschaffenen Bedingungen ei-
ner Plasmid-basierten Expression jedoch werden diese Stellen moglicherweise im Zellkern
wahrend der Prozessierung des Primartranskrips vom Spliceapparat der Zelle erkannt und
benutzt. Die virale Sequenz wird somit zerstort, indem sie an den Splicestellen geschnitten
wird. Im Gegensatz dazu besitzt der pl.18-Expressionsvektor zusatzlich ein CMV-Intron zwi-
schen dem Promotor und der MCS. Die Konsequenz ist, dass zum einen die RNA mit Intron
stabiler ist, zum anderen veranlasst dieses den Spliceapparat bevorzugt, das tatsachliche
Intron zu schneiden, sodass die virale Sequenz intakt bleibt.
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Fir die Klonierung wurden zunachst 2 pg pl.18-Vektor und 10 pg pcDNA3.1-OROV-NSs sense
(Klon 12, stille Punktmutation) mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Xhol bei 37 °C fiir
1,5 Stunden inkubiert. Dies wurde durchgefihrt, um zum einen mithilfe der im Plasmid vor-
handenen Schnittstellen die OROV-NSs-cDNA aus dem TOPO-Vektor pcDNA 3.1 herauszu-
schneiden und den pl.18 Expessionsvektor lber die gleichen Schnittstellen zu linearisieren.

AnschlieRend wurde eine Gelreinigung durchgefihrt (vgl. Kap. 2.2.10), die OROV-NSs-cDNA
isoliert und anschlieRend die DNA-Konzentration im UV/Vis-Spektralphotometer (NanoDrop)
bestimmt.

Danach wurde der gereinigte linearisierte pl.18-Vektor (pl.18xBamHI/Xhol) mithilfe der Ant-
arctic Phosphatase (New England Biolabs) dephosphoryliert (vgl. Kap. 2.2.6), um die Religati-
on von einfach verdautem Vektor zu verhindern. Die Konsequenz ware sonst nach Transfor-
mation des Ligationsansatzes (s. u.) eine sehr hohe Anzahl von Klonen, ohne das gewiinschte
Insert zu bekommen.

Fir die Ligation (Rapid-Ligation-Kit, Fermentas) wurden nun drei Kontrollansdtze und der
eigentliche Ligationsansatz durchgefihrt:

1. In der Mock-Ligation wurde phosphorylierter pl.18-Vektor, BamHI/Xhol, verdaut, verwen-
det, jedoch kein OROV-NSs als Insert und keine Ligase. Die Erwartung war, dass keine Klone
auf den LB-Amp-Platten zu sehen waéren, da linearisierter Vektor nur sehr ineffizient in die
Bakterienzelle gelangen kann.

2. Als Religationskontrolle wurde phosphorylierter pl.18-Vektor, BamHI/Xhol, verdaut, ver-
wendet. Die Erwartung war, dass bei vollstandigem Verdau keine Ampicillin-resistenten Klo-
ne erhalten wirden. Die Anzahl der Klone ist somit umgekehrt proportional zur Effizienz des
Doppelverdaus.

3. Als Dephosphorylierungskontrolle wurde dephosphorylierter pl.18-Vektor, BamHI/Xhol,
verdaut, verwendet. Die Erwartung war, dass sich keine Klone bzw. erheblich weniger Klone
als im vorhergehenden Ansatz zeigen wiirden, da dephosphorylierter Vektor nicht mehr reli-
gieren kann, selbst wenn kompatible DNA-Enden vorliegen.

4. Fur die eigentliche Reaktion wurde 88 ng dephosphorylierter pl.18, BamHI/Xhol und 26 ng
OROV-NSs, BamHl/Xhol, verdaut, was einem stochiometrischen Verhaltnis von Vek-
tor : Insert von 1:3 entspricht. Hier wurden nun Klone erwartet, da das Insert (iber den
Phosphatrest am 5°-Ende nun in den Vektor mithilfe der Ligase ligiert werden kann. Das
Plasmid liegt nun wieder in zirkularer Form vor und kann von den Bakterien aufgenommen
werden. Der entstehende Nick zwischen dephosphorylierten 5’-Enden des Vektors und den
3’-Enden des Inserts wird schlieBlich von der Bakterienzelle erkannt und repariert.
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Jeweils 5 pl der Ligationsansatze wurden nun in 50 ul kompetente XL1-blue-Bakterienzellen
transformiert, auf LB-Amp-Agarplatten ausgestrichen und fiir 16 Stunden bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Von dem Ansatz 4 wurden 12 Klone entnommen und Uber-Nacht-
Kulturen (UNKs) angefertigt. Nachfolgend wurde eine Minipraparation durchgefiihrt.

Zur Kontrolle wurden je 5 pl gewonnener Plasmid-DNA mit BamHI| und Xhol verdaut, und es
wurde eine analytische Agarosegel-Elektrophorese (s. Kap. 2.2.9) durchgefiihrt. Zu erwarten
war eine Fragmentgrofle zwischen 300 und 400 Basen, wenn das Insert enthalten ist.

100 bp

h"‘“ It

9 10 11 12 13

Abbildung 47: Agarosegel-Elektrophorese: OROV-NSs cDNA in pl.18

Agarosegel-Elektrophorese eines Kontrollverdaus der Minipréparationen zur Uberpriifung der Ligation der
OROV-NSs-cDNA in den Expressionsvektor pl.18. Spur 1-6: Klon 1-6, Spur 7: 100 bp-Marker, Spur 8—13: Klon
7-12.

In der Gelelektrophorese zeigte sich, dass die OROV-NSs-Sequenz in allen Fallen erfolgreich
in den Expressionvektor pl.18 ligiert wurde.

Die Klone 1 und 4 des pl.18-OROV-NSs wurden in kompetente XL1-blue-Bakterienzellen
transformiert und auf LB-Amp-Platten bei 37 °C Giber Nacht bebritet. Zur Durchfiihrung ei-
ner DNA-Midipraparation (vgl. Kap. 2.2.4.2) wurden UNKs angefertigt.

3.2.2.3 Wirkung des OROV-NSs auf die Aktivierung des IFN-B-Promotors

Mit in den Expressionsvektor pl.18 klonierten OROV-NSs- und OROV-NSs-FLAG-Versionen
wurde nun die Interferon-antagonistische Aktivitat des OROV-NSs in 293T-Zellen und VeroE6-
Zellen mithilfe von Reporterassays untersucht. Es ist bereits von anderen Bunyaviren wie
Bunyamwera-Virus (Genus: Orthobunyavirus) und Rift-Valley-Fieber-Virus (RVFV/Genus:
Phlebovirus) bekannt, dass die jeweiligen Nichtstukturproteine (NSs), deren Sequenz auf dem
kleinen (small) S-Segment codiert ist, die Aktivierung des IFN-B-Promotors hemmen kdnnen.
Daher soll nun auch fiir das Oropouche Virus-(OROV/Genus: Orthobunyavirus-)NSs-Protein
untersucht werden, ob und inwieweit OROV-NSs ebenfalls in der Lage ist, eine Aktivierung

des IFN-B-Promotors zu unterdriicken und damit die Interferon-Expression in Zellen zu hem-
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men. Dies erfolgte mithilfe eines Luciferase-Reporterassays (vgl. Kap. 2.3.3), bei dem eine
Aktivierung des IFN-B-Promotors zur Expression der Firefly-Luciferase (FF-Luciferase) fiihrt.
Wird diesem Enzym das entsprechende Substrat hinzugefiigt, ist der Substratumsatz als
Lichtemissionen messbar und stellt ein indirektes Mal} fir die Aktivitdt des IFN-B-Promotors
dar. Hohe Werte stehen fiir einen hohen Substratumsatz und damit eine hohe Promotorakti-
vitat. Niedrige Werte stehen entsprechend fiir einen geringen Substratumsatz und damit eine
niedrige Promotoraktivitat.

Als Interferon-induzierender Stimulus wurde synthetische Doppelstrang-(ds-)RNA (poly(l:C))
eingesetzt. Da die stimulatorische Kapazitdt von poly(l:C) abhdngig von der jeweiligen Prapa-
ration ist, musste zundchst die optimale Menge der dsRNA fiir die Stimulation ermittelt wer-
den.

Hierzu wurden VeroE6-Zellen in 6-Kavitaten-Platten mit O pg, 2 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug und 10 pg
dsRNA stimuliert. Die Zellen waren 24 Stunden zuvor mit je 0,5 pug des Plasmids pl.18 sowie
des IFN-B-Promotor-Reporterplasmids p125 luc und 0,05 pg des Reporterplasmids pRLSV 40
luc (konstitutiv aktiver SV40-Promotor, Renilla-Luceferase) je Kavitat transfiziert worden. Es
wurde in dieser Versuchsreihe eine Konzentration von 4 pug/well (6-well-Platten) bzw. Ansatz
als optimal fur die Aktvierung des IFN-B-Promotors ermittelt.

Um zu ermitteln, inwieweit sich die klonierten OROV-NSs-Konstrukte (OROV-NSs/Tag-
Polymerase amplifiziert, OROV-NSs mit PM/Pfx-Polymerase amplifiziert) sowie die modifi-
zierten  OROV-NSs-Konstrukte =~ (OROV-NSs-FLAG/FLAG-OROV-NSs) in  ihrer  IFN-
antagonistischen Aktivitat unterschieden, wurden sie in 293T-Zellen transfiziert und an-
schlieBend wurden die Zellen mit poly(l:C) stimuliert. Als Negativkontrolle (d.h., es wurde
keine Hemmung der IFN-B-Promotoraktivierung erwartet) wurde das Plasmid pl.18 trans-
fiziert. Als Positivkontrolle wurde pl.18-RVFV-NSs-FLAG, ein Expressionsplasmid fir RVFV-
NSs, transfiziert, da fiir RVFV-NSs eine Hemmung der Aktivierung des IFN-B-Promotors be-
reits nachgewiesen worden war. Zu diesem Zweck wurden in Zellkulturplatten mit sechs Ka-
vitdten 6 x 10° 293T-Zellen/Kavitat kultiviert. Die subkonfluenten Kulturen wurden dann
nach 24 Stunden mit 0,5 ug der OROV-NSs-Expressionskonstrukte, 0,5 ug des RVFV-NSs-
Expressionskonstrukts und 0,5 ug des Plasmides pl.18 sowie 1pug des IFN-B-Promotor-
Reporterplasmids p125 luc je Kavitdt transfiziert. Nach 24 Stunden wurde mit 4 pg und 6 pg
synthetischer dsRNA/Ansatz stimuliert. Nach weiteren 16 Stunden wurden die Zellen lysiert
und mithilfe des Dual Luciferase Assay die Luciferase-Aktivitaten bestimmt (vgl. Kap. 2.3.3).
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Abbildung 48: Aktivierung des IFN-B-Promotors in 293T-Zellen nach Stimulation mit syn-
thetischer dsRNA

Es wurden verschiedene Konzentrationen (0 ug, 4 ug, 6 ug) synthetischer dsRNA (poly(l:C)) eingesetzt, jeweils
entsprechend in Anwesenheit der NSs-Konstrukte (FLAG-NSs, NSs-FLAG, NSs(Taq/Pfx)) und im Vergleich mit

einem RVFV-NSs-Konstrukt (Positivkontrolle) und dem pl.18-Leervektor. Gemessen und dargestellt wurde der
Substratumsatz der FF-Luciferase als indirektes Maf fiir die Promotoraktivitdit.

Es konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass unter Einsatz von 4 pg bzw. 6 pg syntheti-
scher dsRNA im Vergleich mit dem unstimulierten Ansatz die IFN-B-Promotoraktivitdt um
das 3-Fache stimuliert werden konnte (pl.18-Ansatz). Bei gleichzeitiger Expression konnte
erstmals eine Hemmung der IFN-B-Promotoraktivitat durch OROV-NSs nachgewiesen wer-
den. Auffallig war, dass OROV-NSs die Aktivierung des IFN-B-Promotors in den mit dsRNA
stimulierten Ansatzen komplett hemmte. Die IFN-B-Promotoraktivitat war in diesen Ansét-
zen gleich (NSs Taq) oder niedriger (FLAG-NSs, NSs-FLAG, NSs (Pfx)) nach Stimulation mit
dsRNA im Vergleich zu den Ansdtzen ohne Stimulation. Das als Positivkontrolle eingesetzte
RVFV-NSs hemmte die Aktivitat des IFN-B-Promotors noch starker als OROV-NSs.

Im Vergleich mit dem OROV-NSs-Konstrukt (Tag-Polymerase) hemmten die OROV-NSs-
Konstrukte (Pfx-Polymerase) mit der stillen PM und die modifizierten OROV-NSs-FLAG- bzw.
FLAG-OROV-NSs-Kostrukte deutlich effizienter. Der angefligte FLAG-Tag hat, wie sich zeigte,
keinen Funktionsverlust zur Folge, sodass sich NSs-Tag wie authentisches NSs verhalt. Daher
wurden diese OROV-NSs-Konstrukte fiir die weiteren Versuche verwendet.

Zur Charakterisierung der IFN-antagonistischen Aktivitdat des OROV-NSs wurden nun Ver-
suchsreihen mit zwei Zelllinien, 293- und VeroE6, wie folgt durchgefiihrt.

Die Zellen wurden in 12-Kavitaten-Platten mit je 1,5 x 10° Zellen/Kavitdt ausgesat. 24 Stun-
den nach der Aussaat wurde 1 pg/Ansatz des Reporterplasmids p125 luc fur die Expression
der FF-Luciferase unter Kontrolle des IFN-B-Promotors transfiziert. Parallel wurde nun

12,5 ng/Ansatz eines zweiten Reporterplasmids pRLSV40 transfiziert, das der Expression der
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Renilla-Luciferase unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven SV40-Promotors dient. Der
Substratumsatz der Renilla-Luciferase stellt ein MaR fir die Transfektionseffizienz dar und ist
unabhangig von der FF-Luciferase-Aktivitat. Ein Zellschwund durch die Toxizitdt der syntheti-
schen dsRNA, Schwankungen in der Zellzahl oder eine ineffiziente Transfektion konnen dann
in Form einer verminderten Aktivitat der Renilla-Luciferase gemessen werden. Je vier der
Versuchsansatze wurden mit 0,5 pg pl.18 als Leervektor und 0,5 pg der Expressionskonstruk-
te OROV-NSs (Pfx/PM) und RVFV-NSs transfiziert (s. Kap. 2.3.2). Pro Ansatz wurden 50 pl
OPTIMEM zur Verdiinnung und 4 pl FuGene HD zur Transfektion der Konstrukte in die Zelle
verwendet. Es wurden OPTIMEM, die Reporterplasmide, die Expressionskonstrukte und das
FuGene HD zu einem Reaktionsansatz vereint und 15 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Diese Ansatze wurden dann auf die Zellen gegeben und im Brutschrank bei 37 °C inku-
biert.

Nach 24 Stunden wurden die Ansadtze mit Typ |- IFN-induzierender synthetischer dsRNA und
zum Vergleich mit VSV-RNA aus infizierten Vero-Zellen stimuliert. Diese Stimuli wurden ver-
wendet, da sie Uber zwei unterschiedliche Proteine die Aktivierung des IFN-B-Promotors
vermitteln. Zum einen Uber RIG-I (retinoic acid inducible gene 1) und zum anderen Uber
MDAS (melanoma differentiation associated gene 5). Beide Proteine agieren als cytosolische
Rezeptoren intrazelluldrer dsRNA und als positive Regulatoren der antiviralen Immunant-
wort.

Der Sensor MDAS erkennt die synthetische dsRNA poly(l:C). Im Gegensatz dazu erkennt der
intrazelluldre Sensor RIG-I unmodifizierte 5’ -Triphosphat-Reste viraler RNA als PAMP, wie sie
z. B. bei VSV-RNA vorliegen. Die Signalwege haben gemeinsam, dass sie dieselben Transkrip-
tionsfaktoren aktivieren, welche die IFN-B-Synthese induzieren (s. Abbildung 1).

Als Kontrolle wurde zum einen mit Gesamt-RNA (die den IFN--Promotor nicht aktiviert) aus
nicht infizierten VeroE6-Zellen stimuliert. Um auszuschlieRen, dass eine Transfektion von
RNA unabhangig von der eingesetzten RNA zu einer Aktivierung des IFN-B-Promotors fiihrt,
wurde zum anderen ein Kontrollansatz ohne RNA-Transfektion durchgefiihrt. Es wurden je
Ansatz 1 pg VSV-RNA und 1 pg zelluldire RNA eingesetzt. In dieser Versuchsreihe wurde
1,4 pg/Ansatz synthetischer dsRNA eingesetzt, da auf eine andere Charge poly(l:C) als bei
den vorangegangenen Versuchen zuriickgegriffen wurde.

Nach weiteren 16 Stunden wurden die Ansatze lysiert. Die Substrate fiir die FF-Luciferase
und die Renilla-Luciferase wurden hinzugefiigt und die Luciferase-Aktivitaten bestimmt (vgl.
Kap.2.3.3).

Far die Berechnung und Darstellung wurden die Messwerte des Sustratumsatzes der FF-

Luciferase (indirektes Mal} flr die Aktivierung des IFN-B-Promotors) und die Messwerte des

Substratumsatzes der Renilla-Luciferase (indirektes MaR fur die Aktivitat des konstitutiv akti-

ven SV40-Promotors) mehrerer unabhangiger Versuche zugrunde gelegt. Zunachst wurden

die Rohdaten der Renilla-Luciferase-Aktivitdt normalisiert, indem sie durch den Renilla-
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Luciferase Wert des Ansatzes mit dem Leervektor pl.18 ohne Stimulation einer ausgewahl-
ten Versuchsreihe geteilt wurden. Dann wurden die FF-Luciferase-Rohdaten auf die normali-
sierte Renilla-Luciferase-Aktivitat bezogen, indem die einzelnen FF-Werte durch die jeweili-
gen normalisierten Renilla-Luciferase-Werte geteilt wurden. Damit wurden FF-Luciferase
Werte gewonnen, bei denen ein moglicher Zellschwund durch den zytotoxischen Effekt der
Stimulationsreagenzien, eine schwankende Zellzahl oder unterschiedliche Transfektionseffi-

zienzen berlicksichtigt worden sind.

Dadurch konnte die Aktivierung des IFN-B-Promotors nach Stimulation als Vielfaches der
Promotoraktivitat des Kontrollansatzes des ausgewadhlten Experiments dargestellt werden.
Die Mittelwerte dieser Datensatze werden in den Abbildungen Abbildung 49 Abbildung 52
und Abbildung 54 Abbildung 56 grafisch dargestellt. Fiir die statistische Auswertung wurde
ein Zweistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen angewendet. Als
Signifikanzniveau wurde o =0,05 gewadhlt. Bei einer Irrtumswahrscheinlickeit p <0,05 ist
daher die Nullhypothese zu verwerfen, und es besteht ein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den Versuchswerten.
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Abbildung 49: Aktivierung des IFN-B-Promotors nach Stimulation in 293- Zellen

Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA = poly(1:C)), zelluldrer RNA aus VeroE6-Zellen (Zell-RNA)
und RNA aus VSV-infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) bei gleichzeitiger Expression von OROV-NSs. Als Kontrol-
len wurde die Stimulation bei gleichzeitiger Expression von RVFV-NSs bzw. ohne Expression eines Nichtstruktur-
proteins (pl.18) durchgefiihrt. Den Berechnungen lagen fiinf unabhéngig durchgefiihrte Einzelexperimente zu-

grunde.

Abbildung 49 zeigt, dass durch die Stimulation mit VSV-RNA eine ca. 26-fache Aktivierung

des IFN-B-Promotors im Vergleich zur Stimulation mit zellularer RNA erreicht wird. Durch die

Stimulation mit synthetischer dsRNA hingegen wurde zwar ebenfalls eine statistisch signifi-

kante Aktivierung erreicht (p = 0,025), jedoch nur um das 2-Fache. VSV-RNA ist also ein deut-
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lich potenterer Stimulus in den 293-Zellen als synthetische dsRNA. Nach Stimulation mit zel-
lularer RNA kam es im Vergleich zu den Ansadtzen ohne Stimulation zu keiner Aktivierung des
IFN-B-Promotors, d.h., eine Aktivierung des IFN-B-Promotors durch das Transfektionsrea-
genz selbst kann somit ausgeschlossen werden. Des Weiteren zeigt die Positivkontrolle, dass
die Expression von RVFV-NSs die IFN-B-Promotor-abhangige Induktion der FF-Luciferase-
Expression komplett und unabhdngig vom Stimulus hemmte. In Anwesenheit des OROV-NSs-
Konstruktes wurde die Aktivierung des IFN-B-Promotors ebenfalls komplett gehemmt. Es
zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Aktivierung des Promotors, bei den
mit VSV-RNA stimulierten Zellen in An- bzw. Abwesenheit des OROV-NSs (p = 0,0006), eben-
so bei den mit synthetischer dsRNA (p = 0,02) stimulierten Zellen. Bei den mit VSV-RNA sti-
mulierten Zellen zeigte sich in Anwesenheit von OROV-NSs eine geringfiigig hohere Aktivitat
des Promotors (1,5-fache Aktivierung) als bei den nicht stimulierten Zellen. Dieser Unter-
schied ist jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,35).
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Abbildung 50: Aktivierung des IFN-B-Promotors nach Stimulation in VeroE6-Zellen

Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA = poly(1:C)), zelluldrer RNA aus VeroE6-Zellen (Zell-RNA)
und RNA aus VSV-infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) bei gleichzeitiger Expression von OROV-NSs. Den Berech-
nungen lagen fiinf unabhdngig durchgefiihrte Einzelexperimente (Reporterassays) zugrunde.

Im Gegensatz zu den 293-Zellen zeigt sich bei VeroE6-Zellen im Vergleich zu mit zellularer
RNA stimulierten Zellen, dass durch die Stimulation mit synthetischer dsRNA eine nahezu
gleich starke Aktivierung (17-fach) des IFN-B-Promotors erreicht wurde wie durch die Stimu-
lation mit VSV-RNA (19-fach). Im Vergleich der mit VSV-RNA bzw. synthetischer dsRNA sti-
mulierten Zellen mit Zellen, die den Leervektor pl.18 enthielten, zeigt sich, dass die Expressi-
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on des OROV-NSs-Konstrukts die Aktivierung des Promotors der mit VSV-RNA (p =0,017)
und der mit synthetischer dsRNA (p = 0,01) stimulierten Zellen hemmt.

In Anwesenheit von RVFV-NSs wird die Aktivierung des Promotors unabhangig vom Stimulus
(VSV-RNA/zellulare RNA: p =0,0969 und synthetische dsRNA/zellulare RNA: p =0,07882)
gehemmt. Auffdllig war die Tatsache, dass in Anwesenheit der NSs-Proteine bereits die
Grundaktivitat des IFN-B-Promotors stark herabgesetzt war (0,04 in Anwesenheit von OROV-
NSs im Vergleich zu 1,84 ohne Expression eines Nichtstrukturproteins).

OROV-NSs hemmt die Aktivierung des IFN-B-Promotors sowohl in der Zelllinie 293 als auch in
VeroE6-Zellen. Die Unterschiede in der Aktivierung des IFN-B-Promotors zwischen den mit
dem Plasmid pl.18 und den mit pl.18-OROV-NSs transfizierten Zellen sind statistisch signifi-
kant. Im Vergleich zu RVFV-NSs ist OROV-NSs ein geringfligig schwacherer Inhibitor. OROV-
NSs hemmt wie auch RVFV-NSs die Grundaktivitdt des IFN-B-Promotors in beiden Zelllinien.

3.2.2.4 Einfluss des OROV-NSs auf die Transkriptionsfaktoren, die an der Ak-
tivierung des IFN-B-Promotors beteiligt sind

Um nun mehr tGber den Wirkmechanismus des OROV-NSs zu erfahren, wurde untersucht, ob
OROV-NSs einen Einfluss auf die Aktivitat artifizieller Promotoren hat, die selektiv von nur
einem der Transkriptionsfaktoren (TF) aktiviert werden, die zur Aktivierung des IFN-[-
Promotors bendtigt werden. Hierbei handelt es sich um die Faktoren AP1-, NFkb-, und IRF3,
die an die PRDs (positive regulatory domains: IV, llI, I, II; s. Kap. 1.1.2.3) des IFN-B-Promotors
binden.

Es wurde daher untersucht, ob OROV-NSs in der Lage ist, die Aktivierung artifizieller Promo-
toren, die selektiv durch IRF-3, NF-kB und AP-1 aktivierbar sind, zu hemmen.

In Reporterassays wurden zu diesem Zweck artifizielle Promotoren eingesetzt (s. Kap. 2.3.3),
die mehrere Kopien der gleichen PRD fiir jeweils einen der genannten Transkriptionsfakto-
ren enthalten. Durch die Bindung von mehreren TFs des gleichen Typs ist eine Aktivierung
des jeweiligen Promotors moglich. Die Aktivierung dieser Promotoren fihrt, wie bereits in
Kapitel 2.3.3 beschrieben, zur Expression der FF-Luciferase, deren Aktivitat nach Zugabe des
Substrates quantitativ in Form von Lichtemissionen gemessen werden kann.

3.2.2.4.1 Einfluss des OROV-NSs auf einen IRF 3-responsiven Promotor in 293-Zellen und
VeroE6-Zellen

In den Versuchen zur Ermittlung des Einflusses des OROV-NSs auf einen IRF3-responsiven
Promotor wurde ein artifizieller Promotor mit PRD-III-Bindunggsstellen im p55C1b luc Re-
porterplasmid verwendet. Transfiziert wurden 0,5 ug des p55C1b-luc-Reporterplasmids und
je 0,5 pg der Expressionsvektoren mit den pl.18-OROV-NSs- und pl.18-RVFV-NSs-Konstrukten
bzw. des Ausgangsplasmids pl.18 pro Ansatz. Zusatzlich wurden 0,05ug/Ansatz des Re-
porterplasmids pRLSVO mit dem konstitutiv aktiven SV40-Promotor zur Expression der Renil-
la-Luciferase cotransfiziert (vgl. Kap. 3.2.2.3).
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Stimuliert wurden die 293- und Vero-Zellen mit 1,4 pg synthetischer dsRNA und 2 pg VSV-
RNA pro Ansatz.
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Abbildung 51: Aktivierung eines IRF3-responsiven Promotors nach Stimulation in 293-
Zellen

Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA=poly(I:C)), zellulérer RNA aus VeroE6-Zellen (Zell-RNA)
und RNA aus VSV-infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) in Anwesenheit des OROV-NSs und RVFV-NSs. Den Be-
rechnungen lagen vier unabhéngig durchgefiihrte Einzelexperimente zugrunde. Wegen der starken Variabilitét
der Renilla-Luciferase-Aktivitdt in den Einzelexperimenten, wurde als Bezugsgréfle fiir die Berechnungen der
Mittelwert der Luciferase-Aktivitédten nach Transfektion mit pl.18 und Stimulation mit Gesamt-RNA aus VeroE6-
Zellen anstelle eines Einzelwertes gewdhlt.

Abbildung 51 zeigt, dass durch die Stimulation der 293-Zellen mit VSV-RNA eine 70-fache
Aktivierung des IRF3-responsiven Promotors im Vergleich zu Zellen, die mit zelluldrer RNA
stimuliert wurden, erreicht wurde. Die Stimulation mit synthetischer dsRNA der Zellen, die
mit pl.18 transfiziert worden waren, erbrachte nur eine 8-fache Induktion beziiglich der Sti-
mulation mit zelluldrer RNA (VSV-/zell.RNA: p = 0,016, syn. dsRNA/zell.RNA: p = 0,024). Im
Vergleich zu den Werten der mit synthetischer dsRNA und VSV-RNA stimulierten Zellen zeig-
te sich eine komplette Hemmung der Promotoraktivitdt durch RVFV (p = 0,02 [VSV-RNA],
p =0,02 [sRNA]). RVFV-NSs war in der Lage, unabhangig vom verwendeten Stimulus (VSV-
RNA bzw. dsRNA) die Aktivierung des IRF-3-responsiven Promotors vollstandig zu unterdri-
cken

Das OROV-NSs hemmte die durch die Stimulation erreichte Aktivierung des Promotors. Eine
statistische Signifikanz mit dem Signifikanzniveau a =0,05 besteht allerdings nur bei den
Werten der mit VSV-RNA stimulierten Zellen im Vergleich zu den Werten der stimulierten
Zellen mit dem Leervektor pl.18 (p = 0,02). Im Falle der mit synthetischer dsRNA-stimulierten
Zellen bestand zwischen den Ansatzen mit und ohne OROV-NSs unter diesen Bedingungen
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keine statistische Signifikanz (p = 0,53). Es zeigte sich also bei der Stimulation mit dsRNA eine
sehr viel geringere Effizienz als bei der Stimulation mit VSV-RNA.

Auffallig war allerdings, dass die Promotoraktivitat der mit pl.18-OROV-NSs transfizierten
und unstimulierten (5,24-fach) bzw. mit zelluldrer RNA (7,2-fach) stimulierten Zellen deutlich
hoher war als in den unstimulierten bzw. mit zelluldrer RNA stimulierten Ansatzen, bei de-
nen das Ausgangsplasmid pl.18 transfiziert wurde. Verglichen mit den Werten der mit pl.18-
RVFV-NSs transfizierten Ansatze, fiel auf, dass OROV-NSs ebenso effizient die Aktivierung des
Promotors hemmte, allerdings war die Grundaktivitdt des IRF3-responsiven Promotors in
Anwesenheit von OROV-NSs hoher als in Anwesenheit von RVFV-NSs.
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Abbildung 52: Aktivierung eines IRF3-responsiven Promotors nach Stimulation in VeroE6-
Zellen

Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA = poly(1:C)), zelluldrer RNA aus VeroE6 Zellen (Zell-RNA)
und RNA aus VSV-infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) in Anwesenheit von OROV-NSs und RVFV-NSs. Den Be-
rechnungen lagen sechs unabhdngig durchgefiihrte Einzelexperimente (Reporterassays) zugrunde.

Wie Abbildung 52 zeigt, fihrte eine Stimulation der mit dem Leervektor pl.18 transfizierten
Zellen mit VSV-RNA im Vergleich zur Stimulation mit zellularer RNA in den VeroE6-Zellen zu
einer statistisch signifikanten (p = 0,02), jedoch geringeren Aktivierung des Promotors als in
den 293-Zellen. Die Stimulation mit synthetischer dsRNA bewirkte in den Zellen, verglichen
mit den Werten der mit zelluldrer RNA stimulierten Zellen, eine 2,7-fache Aktivierung. Unter
der Festsetzung des Signifikanzniveaus a = 0,05 ist dieser Unterschied aber statistisch nicht
signifikant (p = 0,11). Das RVFV-NSs hemmt die Aktivierung des Promotors sehr effizient. Die
Unterschiede zwischen den mit dsRNA bzw. VSV-RNA stimulierten Ansatzen, bei denen
RVFV-NSs exprimiert wurde, und den Ansatzen, die mit dem Plasmid pl.18 transfiziert wur-
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den, sind statistisch signifikant (dsRNA: p = 0,03, VSV-RNA: p = 0,01). Im Vergleich der Werte
der stimulierten mit den unstimulierten Zellen, die mit pl.18-RVFV-NSs transfiziert wurden,
zeigte sich ein leichter Anstieg nach Stimulation um das 1,6-fache (dsRNA/ Zell-RNA) bzw.
2,2-fache (VSV-RNA/Zell-RNA). Dieser Anstieg ist jedoch statistisch nicht signifikant (dsRNA:
p =0,52, VSV-RNA: p = 0,25).

OROV-NSs hemmte ebenfalls die Aktivierung des IRF3-responsiven Promotors. Die Unter-
schiede der Ansdatze mit OROV-NSs transfiziert und mit VSV-RNA stimuliert wurden, vergli-
chen mit den mit VSV-RNA stimulierten Ansatzen, die mit dem pl.18 Leervektor transfiziert
wurden, sind statistisch signifikant (p = 0,017). Allerdings ergaben die Unterschiede bei den
Ansdtzen, die mit synthetischer dsRNA stimuliert wurden, bei dem festgelegten Signifikanz-
niveau a = 0,05 keine statistische Signifikanz (p = 0,08).

Im Vergleich der Werte der stimulierten mit den unstimulierten Ansatzen, die mit OROV-NSs
transfiziert wurden, zeigte sich ein leichter Anstieg nach Stimulation um das 2,5-fache
(dsRNA/zell. RNA) bzw. 2-fache (VSV-RNA/Zell-RNA). Dieser Anstieg ist jedoch statistisch
nicht signifikant (dsRNA/Zell-RNA: p = 0,24, VSV-RNA/Zell-RNA: p = 0,24).

OROV-NSs hemmte die Aktivierung des IRF3-responsiven Promotors in beiden Zelllinien.
Allerdings zeigte sich eine signifikante Hemmung der VSV-RNA-induzierten Promotoraktivie-
rung, im Gegensatz zur dsRNA induzierten Aktivierung. Hier konnte keine signifikante Hem-
mung bei ineffizienterer Stimulation nachgewiesen werden. Demzufolge ist dsRNA in diesem
Fall ein schlechterer Stimulus in VeroE6-Zellen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
OROV-NSs wohl weniger stark hemmt als RVFV-NSs, bei dem auch in Zellen mit dsRNA-
induzierter Aktivierung des Promotors eine signifikante Hemmung zu beobachten war.

3.2.2.4.2 Untersuchung des Einflusses des OROV-NSs auf die nukledre Translokation von
IRF3

In einem immunhistochemischen Verfahren, der Immunfluoreszenz, wurde mithilfe spezifi-
scher Antikdrper untersucht, inwieweit die Translokation des TFs IRF3 durch OROV-NSs be-
einflusst wird. IRF3 muss vor der Translokation in den Zellkern zunachst durch Phosphorylie-
rung aktiviert werden, die zu einer Homodimerisierung von IRF3 fiihrt.

Far die Untersuchung der Wirkung des OROV-NSs auf Einzelzell-Ebene wurden zunachst
VeroE6—Zellen, die zuvor auf sterilen Deckgldaschen kultiviert wurden, mit einem Expressi-
onsplasmid fir OROV-NSs-FLAG (2ug) (pl.18-OROV-NSs-FLAG und zur Kontrolle mit dem
Ausgangsplasmid pl.18 (B) transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 6ug/Kavitat
synthetischer dsRNA stimuliert und flr weitere 24 Stunden inkubiert. Anschliefend wurden
die Zellen in 3 Prozent Paraformaldehyd (PFA) 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Das
so angefertigte Praparat wurde dann mithilfe spezifischer Antikérper fiir IRF3 (griin) und
OROV-NSs-FLAG (rot) angefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie untersucht.
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Abbildung 53: Einfluss des OROV-NSs auf die IRF3-Translokation mittels Immunfluoreszenz

Reihe A: Transfektion mit pl.18-OROV-NSs-FLAG, keine Stimulation mit poly(I:C); Reihe B: Transfektion mit pl.18;
Stimulation mit poly(I:C); Reihe C: Transfektion mit pl.18-OROV-NSs-FLAG, Stimulation mit poly(I:C).

Es zeigte sich, dass unabhangig von der Anwesenheit des OROV-NSs eine nukledre Transloka-
tion des TF IRF3 nach Stimulation mit dsRNA stattfindet. IRF3 konnte auch nach Transfektion
mit OROV-NSs im Zellkern nachgewiesen werden. OROV-NSs hemmt demnach nicht die nuk-
ledre Translokation von IRF3, obwohl es in der Lage ist, die Aktivierung eines IRF3-
responsiven Promotors zu hemmen.

3.2.2.4.3 Wirkung des OROV-NSs auf den NFkB-responsiven Promotor in humanen 293-
Zellen und VeroE6-Zellen
Die Uberpriifung des Einflusses des OROV-NSs auf die Promotoraktivitit eines fiir den TF
NFkB responsiven, artifiziellen Promotors erfolgte im Reporterassay mithilfe des p55A2-luc-
Reporterplasmids. Der Promotor enthdlt mehrere hintereinandergeschaltete PRD-II-
Domanen, die dem TF NFkB als Bindungsstelle dienen. Die Aktivierung des Promotors durch
NFxB flhrt zur Expression der FF-Luciferase (vgl. Kap. 2.3.3). Anhand des Substratumsatzes
der FF-Luciferase konnte indirekt die Promotoraktivitdt in Form von Lichtemissionen gemes-

sen werden. Es wurden 1 pg p55A2-luc-Reporterplasmid pro Ansatz eingesetzt. Zusatzlich
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wurde 0,05 pg pro Ansatz des Reporterplasmids pRL-SV40 mit dem konstitutiv aktiven SV40-
Promotor zur Expression der Renilla-Luciferase zur Uberpriifung des Transfektionserfolges
cotransfiziert (vgl. Kap. 2.3.3).

Stimuliert wurde mit 4 pg synthetischer dsRNA bzw. 1 pug VSV-RNA.
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Abbildung 54: Aktivierung eines NFkB-responsiven Promotors nach Stimulation in 293-
Zellen

Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA = poly(1:C)), zellulérer RNA (Zell-RNA) und RNA aus VSV-
infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) in Anwesenheit von OROV-NSs und RVFV-NSs. Den Berechnungen lagen vier
unabhdngig durchgefiihrte Einzelexperimente (Reporterassays) zugrunde.

Die Stimulation mit synthetischer dsRNA fiihrte in 293-Zellen zu einer 8,7-fachen Aktivierung
des Promotors, die Stimulation mit VSV-RNA zu einer 23,9-fachen Aktivierung des Promotors
(p =0,012), bezogen auf den Wert des mit zellularer RNA stimulierten Ansatzes (p = 0,0035).
Die Anwesenheit von OROV-NSs und RVFV-NSs flihrte unabhangig vom Stimulus zu einer
kompletten Hemmung der Aktivierung des Promotors. Im Vergleich mit der Aktivierung des
Promotors in den Zellen, die mit dem Plasmid pl.18 transfiziert wurden, zeigte sich im Falle
der Stimulation mit VSV-RNA eine statistisch signifikante Hemmung durch RVFV-NSs
(p =0,01) und OROV-NSs (p = 0,01). Ebenso zeigte sich eine statistisch signifikante Hemmung
durch RVFV-NSs (p = 0,005) und OROV-NSs (p = 0,005) im Falle der Stimulation mit syntheti-
scher dsRNA. Die Anwesenheit von OROV-NSs und RVFV-NSs bewirkte dariiber hinaus eine
Hemmung der Grundaktivitdt des Promotors.
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Abbildung 55: Aktivierung eines NFkB-responsiven Promotors nach Stimulation in VeroE6-
Zellen
Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA=poly(I:C)), zellulérer RNA (Zell-RNA) und RNA aus VSV-

infizierten VeroE6-Zellen (VSV-RNA) in Anwesenheit von OROV-NSs und RVFV-NSs. Den Berechnungen lagen drei
unabhdngig durchgefiihrte Einzelexperimente (Reporterassays) zugrunde.

Die Stimulation mit synthetischer dsRNA fiihrte zu einer 5,4-fachen Aktivierung, bezogen auf
die Stimualtion mit zellularer RNA, und war in dieser Versuchsreihe ein effizienterer Stimulus
der VeroE6-Zellen als die VSV-RNA (3,2-fache Aktivierung). Das RVFV-NSs hemmte die Akti-
vierung des Promotors mit statistischer Signifikanz (p = 0,03). Im Falle der mit dsRNA stimu-
lierten Ansatze, bezogen auf den Wert des mit zellularer RNA stimulierten Ansatzes, zeigte
sich in Anwesenheit von OROV-NSs eine geringe Aktivierung des Promotors (2,6-fach). Die
Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,057). Im Vergleich zu den Werten
der stimulierten Ansatze, die mit dem Plasmid pl.18 transfiziert wurden, zeigte sich eine
deutliche Hemmung der Promotoraktivierung in Anwesenheit von OROV-NSs (VSV-RNA:
p = 0,05; dsRNA: p =0,015) und RVFV-NSs (VSV-RNA: p = 0,04; dsRNA: p = 0,1). Diese Unter-
schiede sind unter der Bedingung des Signifikanzniveaus a = 0,05 statistisch signifikant, ledig-
lich die Hemmung der Stimulation des Promotors mit VSV-RNA durch OROV-NSs zeigte eine
geringflgig hohere Irrtumswahrscheinlichkeit (p = 0,055).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass OROV-NSs in der Lage war, die Aktivierung des
NFkB-responsiven Promotors in beiden Zelllinien zu hemmen. Es zeigten sich statistisch signi-
fikante Unterschiede in der Promotoraktivierung in An- und Abwesenheit von OROV-NSs und
RVFV-NSs.

3.2.2.5 Wirkung des OROV-NSs auf den Transkriptionsfaktor AP1 in huma-
nen 293-Zellen

Zur Untersuchung der Aktivitat des AP1-responsiven Promotors in Anwesenheit von OROV-
NSs wurde das pAP1-Reporterplasmid (1 pg/Ansatz) verwendet. Dieses Plasmid enthilt ei-
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nen Promotor, der mehrere aufeinanderfolgende AP1-Bindungsstellen (PRD IV) des IFN-B-
Promotors enthilt. Zur Uberpriifung des hemmenden Einflusses auf die Promotoraktivitat
wurden 0,5 pg/Ansatz pl.18-OROV-NSs bzw. als Positivkontrolle 0,5 pug/Ansatz pl.18-RVFV-
NSs transfiziert.

Zusatzlich wurden 0,05 pg/Ansatz des Reporterplasmids pRL-SV40 mit dem konstitutiv akti-
ven SV40-Promotor zur Expression der Renilla-Luciferase zur Uberpriifung des Transfekti-
onserfolges hinzugefigt (vgl. Kap. 3.1.3.4).

Die Stimulation erfolgte mit 4 pg/Ansatz synthetischer dsRNA und die Kontrolle mit
1 ug/Ansatz zellularer RNA. Vorversuche hatten ergeben, dass eine Aktivierung des AP1-
responsiven Promotors durch Stimulation mit VSV-RNA nicht moglich ist.

16 -
14 4 I
= 12 A
q 9,46
; 10 = L
<
(O] 8 T
>
8 67
6
- 4 -
27 0,20 013 05 0.79
0,11 O, , 0,03 0,03 0,02 —
0 == F— . . ﬁ |
OROV-NSs RVFV-NSs pl.18

Oleer Ods-RNA H Zell-RNA

Abbildung 56: Aktivierung eines AP1-responsiven Promotors nach Stimulation in 293-
Zellen
Die Stimulation erfolgte mit Doppelstrang-RNA (dsRNA=poly(I:C)) und zelluldrer RNA (Zell-RNA) in Anwesenheit

von OROV-NSs und RVFV-NSs. Den Berechnungen lagen vier unabhéngig durchgefiihrte Einzelexperimente (Re-
porterassays) zugrunde.

Wie in Abbildung 56 dargestellt, bewirkte die Stimulation mit synthetischer dsRNA eine 12-
fache Aktivierung des AP1-responsiven Promotors, bezogen auf den Wert des mit zellularer
RNA stimulierten Ansatzes (p = 0,04).

Die Positivkontrolle RVFV-NSs hemmte die Aktivierung des AP1-responsiven Promotors in
mit dsRNA stimulierten 293-Zellen komplett. Der Unterschied zwischen den Werten der mit
dsRNA stimulierten 293-Zellen mit und ohne RVFV-NSs-Expression ist mit p = 0,03 statistisch
signifikant. Ein Vergleich der Aktivitdt der Promotoren in den unstimulierten Zellen, die den
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pl.18-Leervektor bzw. den RVFV-NSs-Expressionsvektor enthalten, zeigte, dass RVFV-NSs
auch die Grundaktivitdt des AP1-responsiven Promotors hemmt.

In Anwesenheit von OROV-NSs zeigte sich trotz 1,5-fachen Anstiegs der Promotoraktivitat
durch die Stimulation mit dsRNA, bezogen auf den Ansatz, der mit zellularer RNA stimuliert
wurde, eine Hemmung der Aktivierung des AP1-responsiven Promotors, da der beobachtete
Anstieg der Promotoraktivitat statistisch nicht signifikant (p = 0,66) ist. Der Unterschied zwi-
schen den Werten der mit dsRNA stimulierten Zellen mit und ohne OROV-NSs ist hingegen
mit p = 0,04 statistisch signifikant.

Zusatzlich wurde die Grundaktivitdt des Promotors durch die Expression von OROV-NSs in
den 293-Zellen im Vergleich zu dem Ansatz ohne Expression eines Nichtstrukturpoteins
(pl.18) gehemmt.

Es konnte gezeigt werden, dass OROV-NSs die durch dsRNA Stimulation bewirkte Aktivierung
des AP1-responsiven Promotors in 293-Zellen hemmte. In 293-Zellen konnte in dieser Ver-
suchsreihe keine ausreichende Stimulation mit VSV-RNA erreicht werden. In VeroE6-Zellen
erbrachte weder die Stimulation durch VSV-RNA noch die Stimulation mit synthetischer
dsRNA eine ausreichende Aktivierung des AP1-responsiven Promotors, sodass im Bezug auf
die Wirkung des exprimierten OROV-NSs hier keine Aussage gemacht werden konnte.

3.2.2.6 Wirkung des OROV-NSs auf den SV40-Promotor zur Expression der
Renilla-Luciferase-Aktivitat in 293- und VeroE6-Zellen

Um Aufschluss tGber die Transfektionseffizienz, die Zellzahl und den zytotoxischen Effekt der
Stimulationsreagenzien zu erhalten, wurde in den Versuchsreihen das Plasmid pRL-SV40
transfiziert, das der Expression der Renilla-Luciferase unter der Kontrolles des konstitutiv
aktiven SV40-Promotors dient.

Die Werte der SV40-Promotoraktivitdt (Substratumsatz der Renilla-Luciferase) wurden mit
denen des IFN-B-Promotors (Substratumsatz der FF-Luciferase) verrechnet (vgl. Kap. 2.3.3),
sodass unabhéangig von den oben genannten Faktoren der Effekt der NSs-Konstrukte auf die
IFN-B-Promotor-Aktivitdt ermittelt werden konnte. Die Renilla-Luciferase-Aktivitat sollte
durch die Stimulation des IFN-B-Promotors durch synthetische ds- und VSV-RNA keinerlei
Veranderungen erfahren. Ebenso sollte dies im Falle einer spezifischen Hemmung der Induk-
tion des IFN-B-Promotors durch OROV-NSs keinen Effekt auf die Aktivierung des SV40-
Promotors haben.

108



4,5E+04 1

4,0E+04 4

3,56+04 -
3,0E+04 1
2,56+04 A
2,0E+04 1
1,56+04 A
1,0E+04 -

5,0E+03

noevo ||| ,

=] OROVNSs RVFV-HSs pl.18

Oleer O dsRNA B 7ell-RNA BVSV.RNA

Abbildung 57: Aktivitdt des SV40-Promotors nach Stimulation von 293-Zellen

Die Stimulation erfolgte mit synthetischer dsRNA, zelluldrer RNA und VSV-RNA in Anwesenheit von OROV-NSs
und RVFV-NSs. Gemessen wurde die Lichtemission als Folge des Substratumsatzes der Renilla-Luciferase, die ein
indirektes Mapfs fiir die Promotoraktivitdt darstellt (s. Kap. 2.3.3).

Es zeigte sich, dass die Aktivitdt des SV40-Promotors nach Stimulation mit der synthetischen
dsRNA im Vergleich zu dem unstimulierten Ansatz zu einem Riickgang der Aktivitat der Renil-
la-Luciferase fiihrte. Die Stimulation mit VSV-RNA flihrte ebenfalls zu einem leichten Riick-
gang der Aktivitdt. In Anwesenheit des RVFV-NSs wurde die Promotoraktivitat fast komplett
gehemmt. Auch die Anwesenheit von OROV-NSs fiihrte zu einer deutlichen Hemmung der
Aktivitat des SV40-Promotors.
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Abbildung 58: Aktivitdt des SV40-Promotors nach Stimulation von VeroE6-Zellen.

Die Stimulation erfolgte mit synthetischer dsRNA, zelluldrer RNA und VSV-RNA in Anwesenheit von OROV-NSs
und RVFV-NSs. Gemessen wurde die Lichtemission als Folge des Substratumsatzes der Renilla-Luciferase, die ein
indirektes Mapfs fiir die Promotoraktivitdt darstellt (s. Kap. 2.3.3).
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Abbildung 58: Aktivitat des SV40-Promotors nach Stimulation von VeroE6-Zellen. zeigt, dass
die Aktivitat der Renilla-Luciferase nach Stimulation mit synthetischer dsRNA in VeroE6-
Zellen, verglichen mit dem Wert des unstimulierten Ansatzes, um ca. 50 Prozent zuriickge-
gangen war. Die Stimulation mit VSV-RNA hatte, verglichen mit der Aktivitdt des Promotors
in dem unstimulierten Ansatz keinen Einfluss auf die SV40-Promotoraktivitdt. In Anwesen-
heit des RVFV-NSs war die Aktivitdt des SV40-Promotors unabhangig von dem Effekt der
Stimuli kaum noch nachweisbar. Auch OROV-NSs hemmte die Aktivitat des SV40-Promotors
in VeroE6-Zellen.

Unter Stimulation mit synthetischer dsRNA zeigte sich in VeroE6-Zellen ein deutlicher Riick-
gang der Aktivitat des konstitutiv aktiven SV40-Promotors um bis zu 50 Prozent. OROV-NSs
hemmte wie auch RVFV-NSs den konstitutiv aktiven SV40-Promotor in 293LP- und VeroE6-
Zellen. Dies ist vor allem darin begriindet, dass synthetische dsRNA zytotoxische Eigenschaf-
ten hat, die zu einem Zellverlust und damit auch zu einer verminderten Expression der Renil-
la-Luciferase gefiihrt haben.
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4 Diskussion

4.1 Klonierung der OROV-ORFs und Herstellung der Rescue-
und Expressionsplasmide fiir das Minireplikon- und Re-
verse-Genetik-System

Das Minireplikon-System stellt eine etablierte Methode dar, die virale Transkription und
Replikation auf molekularer Ebene zu untersuchen. Zudem bietet es die Moglichkeit, mithilfe
der klonierten viralen Gensegmente rekombinante Nukleokapside in Zellkultur zu erzeugen
und die Auswirkungen einer Manipulation des viralen Genoms in Zellkultur zu untersuchen
(vgl. Kap. 2.3.4).

Zur Herstellung rekombinanter OROV-Nukleocapside in vivo werden ein sogenanntes Mini-
genom mit flankierenden NTR-Sequenzen in einem sogenannten Rescuevektor, exprimierba-
re N-Protein-cDNA und exprimierbare L-Protein-cDNA in Form von Expressionsvektoren (Hel-
ferplasmide) bendtigt. Fir das Reverse-Genetik-System zur Herstellung rekombinanter Viren
wird zusatzlich die M-ORF-cDNA im Expressionsplasmid und die S-, M-, und L-Segment-cDNA
in Rescuevektoren gebraucht. Zunachst wurden die OROV-L-, -M-, und -S-ORF kloniert. Zu-
satzlich wurde eine S-Sequenz mit mutiertem OROV-NSs-Gen hergestellt, indem drei
Punktmutationen eingebracht wurden, die dazu fihren, dass das NSs nicht synthetisiert
werden kann. Da sich diese Mutationen im Leserahmen des N (Nukleoprotein) allerdings nur
als stille Mutationen zeigen, haben sie keine Auswirkung auf die Aminosauresequenz des
Nukleoproteins. Fir die Klonierung der Gensegmente wurde der OROV-Stamm TRVL9760 =
Trinidad (AF164531) verwandt. Da es von diesem Stamm aber nur eine partielle S-Segment-
Sequenz in GenBank (AF164531) gibt, konnte demzufolge dieser Stamm nur als Referenzse-
guenz fiir das S-Segment herangezogen werden. Fiir das M- und L-Segment wurde als Refe-
renzsequenz der Stamm BeAn19991 (S = NC_005777.1, M = NC_005775.1, L= NC_005776.1)
verwendet, da ansonsten keine weiteren Sequenzen zum Vergleich zur Verfligung stehen.
Die Sequenzanalyse der cDNA (S-, M-, L-Segment) insbesondere des L-Segments erbrachte
demzufolge Abweichungen von der Referenzsequenz. Es traten Punktmutationen auf, und
zwar in allen Sequenzen an der gleichen Stelle. Einige der Mutationen fiihrten zu einem Aus-
tausch in der AS-Sequenz. Eine mdgliche Ursache ware, dass sich diese Mutationen wahrend
der Passagen in der Zellkultur gebildet haben. Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass es sich um einen anderen OROV-Stamm handelt, als wie angenommen um den
Stamm TRVL 9760. Letzten Endes kann ein weiterer Grund fiir die Unterschiede auch in der
Fehlerhaftigkeit der Referenzsequenz liegen. Diese kann aufgrund von veralteten Sequenzie-
rungsmethoden, die zum Zeitpunkt der Sequenzierung verwendet wurden, entstanden sein.
Es ist nicht zwangslaufig davon auszugehen, dass diese Abweichungen von der Referenzse-
guenz einen Einfluss auf die Funktionalitat der viralen Proteine haben.
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Vereinzelt enthielten die ermittelten Sequenzen Deletionen. Um zu lberpriifen, ob es sich
bei den Deletionen um Mutationen oder Sequenzierfehler handelte, wurden alle Sequenzie-
rungen mindestens zweimal durchgefiihrt. Dabei wurden in zwei Sequenzierreaktionen bei-
de Strange der cDNA sequenziert. Sequenzierfehler, die nur in einer Sequenzierreaktion auf-
traten, konnten so von echten Mutationen in der Sequenz differenziert werden, die dann
auch im komplementdaren Gegenstrang auftraten.

Die beschriebenen Deletionen (vgl. Kap. 3.1.1.1 und 3.1.1.5) traten nur in einer der Sequen-
zierreaktionen auf, sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich um Sequenzierfeh-
ler handelt.

Die weitreichendsten Abweichungen wies die Sequenz des L-ORF auf. Hier fanden sich in der
Sequenzanalyse in dem Bereich der Nukleotide 2359 bis 2403 insgesamt sechs Insertionen,
die die Addition zweier Aminosauren in der AS-Sequenz zur Folge haben. Da diese sechs
Nukleotide nicht in Folge, sondern innerhalb von 44 Basen vereinzelt auftraten, hat dies zu-
dem einen AS-Austausch von sechs AS im Vergleich zur Referenzsequenz zur Folge (s. Abbil-
dung 19 und Abbildung 59).

Percent Identity

A 2 ‘ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
* 1 587 | 56.8 |52.0 |51.9 |51.9 |51.8 |51.7 | 51.7 | 50.5 | 50.2 1 OROV-L_NC_005776
2 |16 58.6 | 57.0 |52.1 [52.0 [52.0 |52.0 |51.9 |51.9 |50.6 |500 | 2 OROV-L_own_sequencing
3 1584 |584 54.8 | 49.9 50.6 | 50.2 | 50.9 |50.7 | 50.7 | 49.0 | 48.7 3 AEA02985.pro
4 |594 594 | 688 50.2 |50.2 | 50.0 |51.0 |50.7 | 50.2 | 49.9 | 49.2 4 YP_001497159.pro
5 63.3 | 628 | 67.8 | 67.7 544 | 545 | 544 | 544 546 |545 | 545 | 544 5 ABQ14448 pro
6 1748 | 744 1801 | 79.3 | 6838 83.0 | 96.8 | 829 |83.0 | 82.7 | 559 |55.2 6 ACF10362 pro
7 1750|747 (782 |79.4 |68.6 |19.3 83.2 89.5 | 56.2 | 554 7 ACC77564 pro
8 750|747 (793|797 |689 | 3.3 8 ADK36671.pro
9 |751 (748 774|773 |688 |195 9 ADG01816 pro
10 | 753|750 |781 |781 683|193 | 4.0 ABW87611.pro
11 | 753|749 781 |794 | 686 198 |113 ADQO08672 pro
12 | 785 | 783 826 |80.2 | 68.7 | 654 |64.8 NP_047211.pro
13 |79.4 |79.8 | 835 |82.0 | 688 | 669 |66.4 ACV95628 pro
1 2 3 4 5 6 7

Majority KOTVNLKVLIHSLCKNL

E;. OROV (NC_005776) 787 KR-LSLNVLIYSLQ-EL
OROV (own_sequencing) 787 KOTVNLNVLIYSTARNL
Leanyer virus (AEA02985) 787 KOTVNLKVLIYSTAKNL
Akabane virus (YP_001497159) 787 KOTVNLPVLIYAISKNL
Caraparu virus (ABQ14448) 792 KOSVNLDVLIFSITAKML
Inkoo virus (ACF10362) 791 KOTVNLQILIHSLCKNL
Chatanga virus (ACC77564) 791 KOTVNLKVLLHSLCKNL
Jamestown Canyon virus (ADK36671) 791 KOTVNLQEILIHSLCKNL
La Crosse virus (ADG01816) 791 KOTVNLKILIHSLCKNL
Snowshoe hare virus (ABW87611) 791 KOTVNLKILLHSLCKNL
Tahyna virus (ADQ08672) 791 KOTVNLKILVHSLCKNL
Bunyamwera virus (NP_047211) 792 KOHVNLPILIHSTAKSL
Tensaw virus (ACV95628) 792 KOHVNLPVLVHSLAKSL

- I +

Abbildung 59: Vergleich von Orthobunyavirus-Polymerase-Sequenzabschnitten auf Amino-
saureebene

Zundchst wurde eine BlastP-Suche mit einem 64-AS-Fragment (beginnend mit AS 785) der in der GenBank hin-
terlegten OROV-L-Sequenz (NC_005776) durchgefiihrt. AnschliefSend erfolgte mithilfe von ClustalW ein Se-
quenzvergleich der gesamten AS-Sequenzen der Orthobunyvirus-Polymerasen. Die Datenbanksuche erfolgte
mithilfe des Seqbuilder-Moduls, der Sequenzvergleich mithilfe des Megalign-Moduls der Lasergene-Software 7.1
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A. Sequenzdihnlichkeiten anhand der AS-Identitéit. B. Ausschnitt des Sequenzvergleichs. Dargestellt ist der Ab-
schnitt, bei dem bei der Sequenzierung der OROV-L ORF-cDNA die Insertion von sechs Nukleotiden im Vergleich
zur Referenzsequeznz (NC_005776) ermittelt wurde.

Aufgrund des durchgefiihrten Sequenzvergleichs ist es fir die erste AS-Insertion an AS-
Position 789 sehr wahrscheinlich, dass die Referenzsequenz fehlerhaft ist. Von den elf zum
Vergleich herangezogenen Orthobunyavirus-Polymerase-Sequenzen enthalten sieben an
dieser Position Tripletts fiir die AS Threonin, was sich mit dem Ergebnis der selbst durchge-
fihrten Sequenzierung des OROV-L ORF deckt. Die voranghehende und die folgenden Positi-
onen sind hochkonserviert, da alle Sequenzen einschlielRlich der selbst ermittelten Sequenz
an Position 788 sowie Position 790 und 791 identisch sind (Q bzw. VN), lediglich die OROV-L-
Referenzsequenz NC_005576 zeigt hier Abweichungen (R bzw. LS). Fir die zweite AS-
Insertion an Position 801 ergibt der Sequenzvergleich ein weniger eindeutiges Ergebnis. Die
Sequenzierung ergab hier ein Triplett fir Arginin, wahrend alle anderen zum Vergleich her-
angezogenen Sequenzen ein Triplett fir Lysin enthalten. Da es sich hierbei um zwei sehr
dhnliche AS handelt (polare lineare Seitenkette mit positiver Nettoladung) ist das Sequenzie-
rungsergebnis zumindest nicht unwahrscheinlich. Fir die vorangehende Position 800 wurde
Alanin ermittelt; vier der elf Vergleichssequenzen enthalten an der analogen Position eben-
falls diese AS, die restlichen sieben ein Cystein, wahrend die Referensequenz hier ein Gluta-
min enthalt. Wahrend Alanin und Cystein beides neutrale, unpolare AS sind, handelt es sich
bei Glutamin um eine polare AS. Daher ist die durch die Sequenzierung ermittelte Sequenz
plausibler als die Referenzsequenz. Fiir die nachfolgende Position 802 ergab die Sequenzie-
rung ein Codon fiir Asparagin, was sich mit acht der elf Vergleichssequenzen deckt. Zwei der
Vergleichssequenzen enthalten hier ein Codon fiir Serin, wahrend die verbleibende Sequenz
an dieser Position ein Methionin aufweist. Damit treten an dieser Position sowohl neutrale
unpolare AS (Methionin) als auch neutrale polare AS (Asparagin und Serin) auf, wobei die
polaren AS stark bevorzugt sind. Die Referenzsequenz dagegen codiert an dieser Position fiir
Glutaminsaure, also fir eine polare AS mit negativer Nettoladung. Aufgrund des Sequenz-
vergleichs ist es daher wahrscheinlich, dass die ermittelte OROV-L-ORF-Sequenz korrekt ist
und die Referenzsequenz hier einen weiteren Fehler enthalt.

Flr die A-Insertion an nt-Position 2550 sowie die A-Deletion an nt Position-2572 im Vergleich
zur Referenzsequenz, die im enstprechenden Bereich zu einer abweichenden AS-Sequenz
fihren (s. Abbildung 19), kann aufgrund des Vergleichs mit den elf Orthobunyavirussequen-
zen keine Aussage Uber die korrekte Sequenz gemacht werden, da hier grofle Unterschiede
zwischen den einzelnen Sequenzen vorhanden sind. Offensichtlich handelt sich hierbei um
einen nicht konservierten Bereich.

Es ist unklar, inwieweit sich diese Abweichungen auf die Funktionalitdt des L-Proteins der
viralen Polymerase auswirken. Sollte es sich bei diesen Abweichungen um Mutationen han-
deln, die im Verlauf der Klonierung aufgetreten sind, so ist es durchaus wahrscheinlich, dass
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diese das L-Protein (virale Polymerase) in seiner Funktion teilweise oder ganz beeintrachti-
gen.

4.2 Etablierung des OROV-Minireplikon-Systems

Fir die Etablierung des OROV-Minireplikon-Systems wurden die Zellen mit den OROV-L- und
S- bzw. Smut-Expressionskonstrukten und dem OROV-Minireplikonplasmid transfiziert. Es
konnte aber keine Aktivitdt des OROV-Minireplikon-Systems nachgewiesen werden. Eine
mogliche Ursache kdnnte sein, dass die verwendeten Zellen keine oder eine nicht ausei-
chende Expression der T7-Polymerase aufweisen und das System deshalb nicht funktioniert.
Aus diesem Grund wurden die Zellen zur Kontrolle mit den bereits vorhandenen Konstrukten
pTM1-LACV-L, pTM1-LACV-N und pT7-riboGB-LACV-vMprovRL des LACV-Minireplikon-
Systems transfiziert. In zwei Messungen zeigte sich eine deutlich ansteigende Aktivitat des
T7-Polymerase-basierten LACV-Minireplikon-Systems Uber den Zeitraum von 48 Stunden
(vgl. Kap. 3.1.3.4 ). Somit ist davon auszugehen, dass die Zellen zur initialen Transkription des
Minigenoms genligend T7-Polymerase exprimieren.

Da gezeigt werden konnte, dass mit den verwendeten BSR-T7-Zellen die Rekonstiution eines
LACV-Minireplikons mdglich war, muss die fehlende Minireplikon-Aktivitdat im Falle des
OROV-Systems eine andere Ursache haben.

Eine mogliche Ursache konnte sein, dass das OROV-Minigenom eine fehlerhafte Sequenz
besitzt, die zu einer fehlenden Funktionalitat fiihrt, oder dass es durch moglicherweise inkor-
rekte M-Enden nicht transkribiert werden kann. Die M-NTR-Enden dienen als regulatorische
Sequenzen fir die Transkription und Replikation durch die virale Polymerase. Im Falle inkor-
rekter NTR-Sequenzen ware eine Transkription bzw. Replikation des Minigenoms nicht mog-
lich. Da fir die Reverse Transkription der isolierten OROV-RNA Random-Hexamer-Primer
verwendet worden sind, konnten die NTR-Sequenzen nicht aus der cDNA amplifiziert wer-
den, da davon auszugehen war, dass insbesondere die randstdndigen NTR-Sequenzen nicht
oder nur fehlerhaft umgeschrieben wiirden. Die Sequenzen der OROV-M-Enden wurden da-
her komplett Giber konstruierte Primer hergestellt. Dabei wurde auf Daten aus GenBank
(NC_005775) zurlickgegriffen. Diesbeziiglich kdnnten allerdings auch die Referenzsequen-
zen, auf die bei der Herstellung der Primer zurlckgegriffen wurde, fehlerhaft und dadurch
die Funktionalitdt der M-Enden beeintrachtigt sein. Jedes RNA-Molekil des dreiteiligen Ge-
noms der Bunyaviren besitzt am 3’- und 5’-Ende eine nicht-translatierte Region, die unter
anderem eine 8 Nukleotide lange Region am 5°- und 3’-Ende beinhaltet, die jeweils komple-
mentdr zueinander sind und so eine sogenannte Pfannenstielform ausbilden (Hewlett et al.
1977). Die Referenzsequenzen in diesem Fall beinhalteten neun komplementare Basen, was
eine Einschrankung in ihrer regulatorischen Funktion gegniiber der Polymerase bewirken
kann (Elliott 1996).

Um die Funktionalitat der regulatorischen M-Enden des Minigenoms zu Uberpriifen, wurde
daher ein gemischtes Minireplikon-System etabliert, indem die Zellen mit den LACV-L- und
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N-Expressionskonstrukten und dem OROV-Minireplikon transfiziert wurden. Da die Funktio-
nalitdt der einzelnen Konstrukte des LACV-Minireplikonsystems nachgewiesen ist und es sich
bei LACV und OROV um die gleiche Virusgattung (Orthobunyaviren) handelt, sodass die Mog-
lichkeit besteht, dass aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten die LACV-Polymerase in der
Lage ist, die regulatorischen Sequenzen der OROV-Genomsegmente zu erkennen und das
Minigenom zu transkribieren, konnte durch den isolierten Austausch des Minireplikons die
Funktionalitdt der NTR-Regionen Uberprift werden. Die Durchfihrung erfolgte analog den
vorangegangenen Experimenten. Es konnte Uiber den Zeitraum von 48 Stunden eine anstei-
gende Luciferase-Aktivitat im Minireplikon-System gemessen werden. Dieses Ergebnis zeigt,
dass die LACV-Polymerase anscheinend in der Lage ist, die OROV-M-Enden zu erkennen und
das Minigenom zu transkribieren. Damit wurde gezeigt, dass die OROV-M-Enden insofern
korrekt sind, als sie durch eine heterologe Orthobunyavirus-Polymerase als Transkriptions-
bzw. Replikationssignal erkannt werden. Ferner ist auch der codierende Bereich des Minige-
noms selbst intakt, da ja Renilla-Luciferase exprimiert werden konnte.

Ein wichtiger Unterschied zwischen den in dieser Arbeit hergestellten Expressions-
konstrukten fiir das OROV-Minireplikon-System und den Konstrukten des LACV-Systems be-
steht darin, dass die Expression der OROV-Proteine unter der Kontrolle des CMV-Promotors,
eines Promotors, der durch die zellulare RNA-Polymerase Il abgelesen wird, erfolgt, wahrend
die LACV-Proteine mithilfe des T7-Promotors exprimiert werden. In diesem Fall ist es not-
wendig, dass der cDNA eine IRES vorgeschaltet ist. Die IRES lUbernimmt die Funktion eines
5°-Caps, ohne das eine Translation nicht moglich ist, da dieses die Erkennungssequenz fiir die
Ribosomen darstellt. Wahrend die T7-Polymerase-getriebene Transkription komplett im Zy-
toplasma stattfindet, erfolgt die RNA-Polymerase-Ill-getriebene Transkription im Zellkern.
Unter normalen Umstdnden findet der Replikationszyklus der Bunyaviren im Zytoplasma
statt. Es ist daher anzunehmen, dass die Genomsequenzen des OROV kryptische Splicestel-
len enthalten, die, solange sich die RNA des Virus im Zytoplasma befindet, keinerlei Konse-
quenzen haben. Im Kern hingegen werden diese Stellen u. U. vom Spliceapparat der Zelle
erkannt und benutzt, sodass die virale RNA zerstort wird. Obwohl der fiir die OROV-
Expressionkonstrukte verwendete pl.18-Vektor das Intron A des humanen CMV enthalt und
dem Spliceapparat ein echtes Intron zum Schneiden zur Verfligung stellt, ist es moglich, dass
die virale RNA vom Spliceapparat zerstort wird und es darum zu keiner Synthese der viralen
Proteine kommt.

Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, ware die Umklonierung der OROV-L- und S-
bzw. Smut-cDNA in einen pTM-Vektor. Die Expression des L- bzw. des S-Proteins stiinde in
diesem Fall analog dem LACV-Minireplikon-System unter der Kontrolle eines T7-Promotors
und wiirde den Weg liber den Zellkern und die zelluldre Polymerase-Il vermeiden.

Eine weitere mogliche Ursache dafiir, dass im OROV-Minireplikon-System keinerlei Aktivitat
gemessen werden konnte, konnte eine nicht funktionelle virale Polymerase sein. Folglich
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konnte das Minigenom nicht transkribiert, und die Renilla-Luciferase nicht exprimiert wer-
den. Allein die Tatsache, dass der klonierte L-ORF laut Sequenzanalyse sechs Nukleotide
mehr als die Referenzsequenz besitzt, muss nicht bedeuten, dass es sich um eine nicht funk-
tionelle Sequenz handelt. Vielmehr konnte eine Ursache fiir ein defektes L-Protein die Inser-
tion und Deletion von Adenosin an verschiedenen Stellen der Sequenz darstellen (vgl. Kap.
4.1), was in der Konsequenz zu einem Austausch in der AS-Sequenz in sieben Fallen flhrt.

Daher muss die L-Sequenz erneut Uberprift werden. Zu diesem Zweck missen wiederholt
Zellen mit dem OROV infiziert, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben werden. Die Se-
guenzen des L-Segments, die die Mutationen enthielten, miissen im Anschluss amplifiziert
und Uber eine Sequenzierung Uberprift werden. Sollte die Sequenzanalyse ergeben, dass die
L-Sequenz von der vorliegenden abweicht oder mit der Referenzsequenz libereinstimmt, so
muss die fehlerhafte Sequenz erneut kloniert werden. In diesem Fall sollte die RNA jedoch
direkt aus Viruspartikeln und nicht aus infizierten Zellen isoliert werden, sodass im selben
Schritt auch die Sequenzierung der NTRs moglich ist. Im Gegensatz zu einer Isolation von
Virus-RNA aus infizierten Zellen, in denen ein Gemisch aus zelluldrer RNA, viralen Transkrip-
ten sowie antigenomischer und genomischer viraler RNA vorliegt, erhdlt man bei einer Isola-
tion der RNA aus Viruspartikeln ausschlieBlich die zu sequenzierenden virale Genomsegmen-
te.

Eine weitere Moglichkeit ware ein defektes Nukleoprotein. Es bildet mit der genomischen
RNA Ribonukleoproteinkomplexe, die der Polymerase als Matrize dienen (Kolakofsky und
Hacker 1991). Allerdings zeigten sich in der Sequenzieranalyse keine Abweichungen in der N-
Sequenz, die auf eine eingeschrankte Funktionalitdt des N-Proteins hinweisen, sodass diese
Moglichkeit als wenig wahrscheinlich anzusehen ist.

4.3 Die Interferon-antagonistische Wirkung des OROV-NSs

4.3.1 Die Hemmung der IFN-Induktion durch OROV

Das Oropouche-Virus ist ein Orthobunyavirus aus der Familie der Bunyaviren, einer weltweit
verbreiteten Virusfamilie mit zahlreichen humanpathogenen Vertretern. Viele dieser Viren
besitzen Mechanismen, dem Immunsystem des Wirts zu entgehen, indem sie unterschiedli-
che Faktoren, die am Abwehrsystem beteiligt sind, blockieren. Die Aktivierung des antiviral
wirksamen IFN-Systems ist oft das Angriffsziel dieser viralen Mechanismen. In dieser Arbeit
sollte die IFN-antagonistische Wirkung des OROV gezeigt und ndher untersucht werden. Von
anderen Bunyaviren des gleichen Genus (Orthobunyavirus) wie Bunyamwera-Virus und La-
Crosse-Virus sind IFN-antagonistische Eigenschaften bereits bekannt. Auch bei dem Phlebo-
virus Rift-Valley-Fever-Virus ist ein hemmender Effekt auf das IFN-System nachgewiesen.
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Zunachst wurde daher untersucht, ob OROV in der Lage ist, die Induktion des Typ-I-
Interferons IFN-B zu unterdriicken, indem in OROV-infizierten 293-Zellen untersucht wurde,
ob es zu einer Induktion von IFN-f3 kommt.

Zu diesem Zweck wurden 293-Zellen mit OROV infiziert und 18 Stunden nach Infektion auf
die Synthese von IFN-B-spezifischen Transkripten mittels RT-PCR untersucht. In den OROV-
infizierten Zellen konnten keine IFN-B-spezifischen Transkripte nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnten nach Infektion mit RVFV-Klon 13 (Muller et al. 1995), einem be-
kannten IFN-Induktor, IFN-B-spezifische Transkripte nachgewiesen werden.

Darlberhinaus wurde untersucht, inwieweit OROV in der Lage ist, durch VSV-RNA bzw.
RVFV-Klon 13 induzierte IFN-B Transkription zu unterdriicken. Zu diesem Zweck wurden VSV-
RNA-transfizierte bzw. RVFV-Klon-13-infizierte Zellen zusatzlich mit OROV infiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass in allen Ansatzen, die mit OROV infiziert wurden, keine IFN-
B-Transkripte nachweisbar waren (vgl. Abbildung 42). In den Kontrollansdtzen ohne Infektion
mit OROV hingegen waren IFN-B-Transkripte nachweisbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass OROV,
wie andere Bunyaviren auch, offensichtlich in der Lage ist, die IFN-B-Synthese aktiv zu unter-
driicken. OROV muss demnach einen IFN-Antagonisten besitzen. Von RVFV und BUNV ist
bekannt, dass die IFN-antagonistische Wirkung auf ein Nichtstrukturprotein (NSs), das auf
dem S-Segment codiert, zurlickzufiihren ist. Auch OROV codiert auf dem S-Segment fiir ein
Nichtstrukturprotein, dessen Gen sich auf einem um +1 Nukleotid verschobenen Leserah-
men in der Sequenz des N-Proteins befindet.

4.3.2 Die antagonistische Wirkung des OROV-NSs auf die Aktivie-
rung des IFN-/-Promotors

Um die IFN-antagonistische Wirkung des OROV-NSs-Proteins im virusfreien Kontext zu un-
tersuchen, wurden Reporterassays (vgl. Kap. 3.2.2.3) durchgefiihrt, mit deren Hilfe die Akti-
vitdt des IFN-B-Promotors in mit VSV-RNA und synthetischer dsRNA stimulierten Zellen in
An- und Abwesenheit des OROV-NSs-Proteins gemessen wurde. Es wurden zwei Zelllinien
(293T und VeroES6, vgl. Kap. 2.3.1) verwendet, um eine mogliche Wirtszellspezifitat auszu-
schliel3en.

Es konnte in beiden Zelllinien eine statistisch signifikante Hemmung der Aktivierung des IFN-
B-Promotors durch das OROV-NSs-Protein nachgewiesen werden, unabhangig vom verwen-
deten Stimulus (dsRNA bzw. VSV-RNA) und unabhangig von der verwendeten Zelllinie. Da in
der Kontrolle ohne NSs eine statistisch signifikante Aktivierung des Promotors gemessen
werden konnte, ist davon auszugehen, dass sowohl durch synthetische dsRNA als auch durch
VSV-RNA eine Aktivierung stattgefunden hat.

Damit konnte gezeigt werden, dass das OROV-NSs die Aktivierung des IFN-B-Promotors
hemmt. Hierbei interagiert das NSs-Protein des OROV anscheinend mit einer Komponente,
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die speziestbergreifend vorhanden ist, da es sowohl in der humanen Zelllinie (293) als auch
der Affenzelllinie (VeroE6) den gleichen Effekt zeigt.

Da OROV-NSs unabhdngig vom verwendeten Stimulus, RNA mit unmodifzierten 5°-
Triphosphat-Enden (VSV-RNA) bzw. synthetische dsRNA (poly(l:C)), die Aktivierung des IFN-
B-Promotors hemmt, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem Hemmmecha-
nismus nicht um eine spezifische Hemmung einer der beiden intrazelluldaren Sensoren RIG-I
bzw. MDAS handelt. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass entweder OROV-NSs
in der Lage ist, mit beiden Sensoren zu interagieren, oder die Hemmung der IFN-B-Induktion
durch OROV-NSs stromabwarts in der Signalkaskade zu suchen ist.

Im Vergleich mit dem RVFV-NSs zeigt sich, dass das OROV-NSs-Protein ein dhnlich starkes
Hemmpotenzial aufweist. Beide NSs-Proteine unterdriicken unter gegebenen Voraussetzun-
gen statistisch signifikant die Aktivierung des IFN-B-Promotors.

4.3.3 Die antagonistische Wirkung des OROV-NSs auf IRF3-, NFkB-
und AP1-responsive Promotoren

Da die Transkription der IFN-B-mRNA von den zelluldren Transkriptionsfaktoren IRF3, AP1
und NFkB abhangig ist, wurde Uberprift, ob OROV die Aktivierungskaskade einer der Tran-
skriptionsfaktoren spezifisch hemmt oder stromabwarts generell die Transkription blockiert.
Die genannten Transkriptionsfaktoren sind in vielen Féallen Angriffspunkt viraler IFN-
Antagonisten. Das multifunktionale NS1-Protein des Influenzavirus beispielsweise verhindert
die Aktivierung des IRF3 (Talon et al. 2000; Garcia-Sastre 2001). Die Inaktivierung von IRF3
durch Hemmung der Phosphorylierung (Rabies-Virus und Ebola-Virus) oder andere Mecha-
nismen (Bildung von viralen IRF-Homologen durch HHV-8), ist von einigen weiteren Virusar-
ten bekannt (Haller et al. 2006).

Mithilfe von Reporterplasmiden mit speziellen, fir nur jeweils einen der Transkriptions-
faktoren AP1-, NFkB- und IRF3- responsiven, artifiziellen Promotoren, die an die PRDs (posi-
tive regulatory domains) IV, 1, Ill des IFN-B-Promotors binden, wurde untersucht (vgl. Kap.
3.2.2.4), ob OROV-NSs in der Lage ist, die Aktivierung artifizieller Promotoren, die selektiv
durch IRF-3, NF-kB und AP-1 aktivierbar sind, zu hemmen bzw. im Falle von IRF3 die Translo-
kation in den Zellkern hemmt.

Es zeigte sich, dass OROV-NSs die Aktivierung des IRF3-reponsiven Promotors in beiden un-
tersuchten Zelllinien unabhangig vom verwendeten Stimulus (VSV-RNA, dsRNA) komplett
hemmt (vgl.Abbildung 51 und Abbildung 52). Im Vergleich mit den VSV-RNA-stimulierten
293T-Zellen wird deutlich, dass in den Zellen der Negativkontrolle (ohne OROV-NSs) mit der
VSV-RNA eine starke Aktivierung des Promotors erreicht werden konnte, wohingegen in An-
wesenheit von OROV-NSs keinerlei Aktivierung moglich war. Auch im Falle der Stimulation
mit synthetischer dsRNA (poly(l:C)) war in Anwesenheit von OROV-NSs keinerlei Aktvierung
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des IFN-B-Promotors zu beobachten. Problematisch war hierbei allerdings, dass die Stimula-
tion mit synthetischer dsRNA (poly(l:C)) im Kontrollansatz wesentlich ineffektiver war im
Vergleich zu VSV-RNA, was zur Folge hatte, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen der Negativkontrolle und dem Ansatz mit OROV-NSs zu beobachten waren. Mog-
licherweise ist der zytotoxische Effekt der transfizierten synthetischen dsRNA sehr viel star-
ker als der von transfizierter VSV-RNA. Vergleicht man die Wirkung des OROV-NSs mit dem
RVFV-NSs-Protein, so wird ersichtlich, dass das RVFV-NSs-Protein nicht nur die Aktivierung
des Promotors hemmt, sondern auch die Grundaktivitdt des Promotors. Das RVFV-NSs zeigt
im Vergleich zu dem OROV-NSs eine starkere Hemmung des IRF3-responsiven Promotors.

In den VeroE6-Zellen ist mit synthetischer dsRNA eine etwas effizientere Stimulation erzielt
worden als in den 293T-Zellen. Allerdings wurde mithilfe der VSV-RNA eine geringere Stimu-
lation erreicht als in den 293-Zellen. Wie sich zeigte, hemmt OROV-NSs, wie auch RVFV-NSs,
die Promotoraktivitdt der mit VSV-RNA stimulierten Ansatze mit statistischer Signifikanz (vgl.
Abbildung 51). Sowohl OROV-NSs als auch RVFV-NSs hemmen die Aktivierung des Promotors
in den Ansatzen, die mit synthetischer dsRNA stimuliert wurden. Allerdings ist der Unter-
schied zur Negativkontrolle statistisch nicht signifikant. Auch hier spielt die Zytotoxizitat des
poly(1:C) moglicherweise eine entscheidene Rolle.

In Anwesenheit von OROV-NSs zeigte sich eine geringe, aber statistisch nicht signifikante
Aktivierung des mit VSV-RNA und dsRNA stimulierten Promotors. Im Gegensatz dazu hemmt
RVFV-NSs die Aktivierung des Promotors unabhdngig von der Stimulation komplett. Dies
zeigt, dass OROV-NSs offensichtlich ein weniger effizienter Inhibitor ist als RVFV-NSs.

4.3.4 Einfluss des OROV-NSs auf die Translokation von IRF3 in den
Zellkern

Da IRF3 im Gegensatz zu NFkB oder AP1 in der Lage ist, ohne die synergistische Wirkung
anderer Transkriptionsfaktoren den IFN-B-Promotor zu aktivieren (Haller et al. 2006), wurde
Uberprift, ob das OROV-NSs-Protein einen Einfluss auf die Translokation von IRF3 in den
Zellkern nimmt. Die Hemmung der IRF3 Kerntranslokation ist fiir den IFN-antagonistischen
Effekt einiger Viren verantwortlich, wie z.B. Rabies-Virus, Ebola-Virus, oder HHV8 (Brzozka et
al. 2005).

Mithilfe eines Immunfluoreszenzverfahrens (vgl. Kap.3.2.2.4) wurde untersucht, ob OROV-
NSs die durch Stimulation mit synthetischer dsRNA induzierte Kerntranslokation von IRF3
hemmen kann. Von den Negativstrang-RNA-Viren Rabies-Virus (Brzozka et al., 2005) und
Ebola-Virus (Basler et al., 2003) ist bekannt, dass die Translokation des IRF3 durch das virale
Phosphoprotein (P-Protein) verhindert wird, das die Phosphorylierung des IRF3 als Voraus-
setzung fir die Homodimerisierung und Translokation in den Kern verhindert.
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Wie sich in der Immunfloureszenz zeigte, lield sich IRF3 nach Stimulation der Zellen mit syn-
thetischer dsRNA in An- und Abwesenheit des OROV-NSs im Zellkern nachweisen (vgl. Abbil-
dung 53). Es ist daher anzunehmen, dass die Wirkung des OROV-NSs nicht auf der Ebene der
IRF3-Aktivierung bzw. der IRF3-Translokation in den Zellkern greift, sondern entweder auf
der Ebene der intrazellularen RNA-Sensoren RIG-1 und MDAS oder auf der Ebene der Tran-
skription. Eine Hemmung von RIG-1 und MDAS scheidet aus, da durch Stimulation mit VSV-
RNA bzw. dsRNA eine Kerntranslokation von IRF3 erreicht werden kann, was auf einen funk-
tionierenden Signalweg vom intrazelluldaren Sensor bis zur Aktivierung von IRF3 schlielRen
[akt. Damit wird eine Hemmung der Promotoraktivierung auf Transkriptionsebene am wahr-
scheinlichsten, was auch im Einklang mit der Beobachtung steht, dass im Reporterassay die
Aktivierung des IRF3-responsiven Promotors unterdriickt wurde, obwohl eine Aktivierung
des IRF3 stattfindet. Einerseits ware es denkbar, dass das OROV-NSs-Protein mit dem Tran-
skriptionscoaktivator CBP300, der fir die Bindung des Transriptionsfaktors IRF3 an den IFN-
B-Promotor mit verantwortlich ist, interagiert und so die Anlagerung des Transkriptionsfak-
tors verhindert. Andererseits ist es auch moglich, das OROV-NSs selbst an den Promotor bin-
det und auf diese Weise die Anlagerung des Transkriptionfaktors blockiert.

Allerdings konnte im Reporterassay gezeigt werden, dass das OROV-NSs auch die Aktivierung
NFkB- und AP1-responsiver Promotoren hemmt. So konnte gezeigt werden, dass das OROV-
NSs die Aktivierung des NFkB-responsiven Promotors in beiden Zelllinien mit statistischer
Signifikanz und mit fast dem gleichen Hemmpotenzial, wie sie auch das RVFV-NSs-Protein
aufweist, hemmt (vgl. Kap. 3.2.2.4). Wie im Falle der Versuchsreihe mit dem IRF3-
responsiven Promotorkonstrukt zeigte sich, dass die 293-Zellen mit dsRNA mit deutlich ge-
ringerer Effizienz stimulierbar waren als mit VSV-RNA. Mdglicherweise ist dies auf die Zyto-
toxizitat des poly(l:C) zurlickzufiihren. In dieser Versuchsreihe konnte dagegen in den Vero-
E6-Zellen mit dsRNA effizienter stimuliert werden als mit VSV-RNA. Méglicherweise reagie-
ren die 293-Zellen empfindlicher auf die synthetische dsRNA als die VeroE6-Zellen.

Es zeigte sich, dass OROV-NSs auch in den VeroE6-Zellen die Aktivierung des NF-kB-
responsiven Promotors unabhdngig vom Stimulus mit statistischer Signifikanz hemmt. Im
Gegensatz zu RVFV-NSs, das offensichtlich nicht nur die Aktivierung, sondern auch die
Grundaktivitat des Promotors hemmt, zeigt sich eine statistisch nicht signifikante Aktivierung
des Promotors in dem mit dsRNA stimulierten Ansatz in Anwesenheit von OROV-NSs.

Auch die Aktivierung des AP1-responsiven Promotors wurde durch OROV-NSs in mit dsRNA
stimulierten 293T Zellen im Vergleich zum Ansatz ohne OROV-NSs mit statistischer Signifi-
kanz gehemmt (vgl. Kap. 3.2.2.5). In dieser Versuchsreihe konnte eine Aktivierung des AP1-
responsiven Promotors durch VSV-RNA in 293T-Zellen nicht erreicht werden. Ebensowenig
zeigte sich eine ausreichende Stimulation der VeroE6-Zellen mit dsRNA und VSV-RNA.

Aufgrund der Ergebnisse kann zusammenfassend davon ausgegangen werden, dass die IFN-
antagonistische Wirkung des OROV-NSs nicht durch die Hemmung eines spezifischen Tran-
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skriptionsfaktors verursacht wird. Eine fiir jeden einzelnen Transkriptionsfaktor spezifische
Hemmung der Aktivierung ist eher unwahrscheinlich, da die Aktivierung auf sehr unter-
schiedliche Weise ablduft (vgl. Abbildung 1). Es muB sich vielmehr um einen Mechanismus
handeln, der stromabwarts der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3, NFkB und AP1
moglicherweise auf der Ebene der Transkription oder Translation stattfindet.

4.3.5 Die hemmende Wirkung des OROV-NSs auf den konstitutiv ak-
tiven SV40-Promotor

Davon ausgehend, dass der Hemmmechanismus des OROV-NSs stromabwarts der Aktivie-
rung der Transkriptionsfaktoren die IFN-B-Promotoraktivierung blockiert, sollte ermittelt
werden, ob die Aktivierung des IFN-B-Promotors lediglich unterdriickt wird oder ob durch

eine allgemeine Hemmung auch andere Promotoren betroffen sind.

Zusatzlich zu dem Reporterplasmid, das den IFN-B-Promotor enthalt, wurde ein Reporter-
plasmid transfiziert, das unabhdngig von der Stimulation Uber einen konstitutiv aktiven
SV40-Promotor zur Expression der Renilla-Luciferase fuhrt. Auffallig war, dass in allen Anséat-
zen, in denen OROV-NSs exprimiert wurde, eine stark verminderte Renilla-Luciferase-
Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollansatzen gemessen wurde. Als mogliche Ursache hier-
fir kommt die Hemmung der zelluldren Transkription und/oder Translation durch OROV-
NSs-Protein in Betracht. Weiterhin ist denkbar, dass die Expression von OROV-NSs zytoto-
xisch ist und zu einem Absterben der transfizierten Zellen fiihrt. Da bei den transfizierten
Zellen zumindest optisch (Mikroskop) keine Unterschiede der Zellzahl in den Ansdtzen mit
und ohne OROV-NSs Expression zu beobachten war, ist letztere Moglichkeit wenig wahr-
scheinlich. Allerdings missten zusatzlich Zellviabilitatsmessungen bzw. Apoptose-Messungen
durchgefihrt werden, um diese Moglichkeit definitiv ausschliefen zu kénnen.

Die Beobachtungen, dass durch OROV-NSs-Protein sowohl die IRF3, NFkxB und AP-1-
responsiven Promoteren gehemmt werden als auch die Aktivitat des SV40-Promotors redu-
ziert wird, lasst vermuten, dass OROV-NSs eine generelle Hemmung der zelluldren Transkrip-
tion bzw. Translation bewirkt.

Von anderen Bunyaviren ist bekannt, dass die NSs-vermittelte Hemmung der IFN-Induktion
auf der Ebene der Transkription stattfindet, wobei die verschiedenen NSs-Proteine unter-
schiedliche Angriffspunkte haben. Vom RVFV-NSs weil man, dass es einerseits das basale
zelluldre Transkriptions-System hemmt (Billecocq et al. 2004; Le May et al. 2004). Dabei ver-
hindert es die Bildung des Komplexes aus p44, XPB und XPD, die als Komponenten des zellu-
laren Transkriptionsfaktors IIH (TFIIH) einen essenziellen Cofaktor der zelluldren RNA-
Polymerase Il (RNAP Il) darstellen (Le May et al. 2004). Andererseits bindet RVFV-NSs an den
TF YY1, der eine Untereinheit eines Sin3A/NCoR/HDACs-Repressor-Komplexes darstellt und
fir die Regulation der Gen-Expression des IFN-B mitverantwortlich ist. Dies fuhrt in der Kon-
sequenz zu einer Hemmung der IFN-B-Expression (Le May et al. 2008).
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Das NSs des mit OROV nadher verwandten BUNV (beide gehéren dem Genus Orthobunyavirus
an) hat ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die generelle Gen-Expression und damit auch
auf die Transkription des IFN- (Weber et al. 2002). Dabei interferiert das BUNV-NSs mit
dem MEDS8-Protein des Mediatorkomplexes. Der Mediatorkomplex ist eine weitere basale
Komponente der durch die RNA-Polymerase Il vermittelten Transkription. Er aktiviert die
durch die TFIIH-Kinase vermittelte Phosphorylierung der Serin-5-Reste der C-terminalen
Domane (CTD) der RNA-Polymerase Il, was einen wichtigen Schritt fiir die Aktivierung der
zelluldren Transkription darstellt (Leonard et al. 2006).

Aus den durchgefiihrten Experimenten ist der genaue Mechanismus flir OROV-NSs noch
nicht abzuleiten. Es ist wahrscheinlich, dass es sich wie im Falle des RVFV-NSs und des BUNV-
NSs um eine Hemmung der zellularen Transkription durch die Hemmung der RNA-
Polymerase Il handelt. Um die Méglichkeit einer (zusatzlichen) Translationshemmung durch
OROV-NSs auszuschlielen, missten zusatzliche Reporterassays durchgefiihrt werden, bei
denen anstelle der Reporter-Plasmide in vitro transkribierte Reporter-RNA transfiziert wird.
Sollte hierbei in Anwesenheit von OROV-NSs keine Hemmung mehr beobachtet werden,
ware gezeigt, dass die Translation durch OROV-NSs nicht beeinflusst wird.
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5 Zusammenfassung

Das Oropouche-Virus (ORQV) ist ein humanpathogener Vertreter aus der Gattung der
Orthobunyaviren innerhalb der Familie Bunyaviridae. Bisher existiert weder eine wirksame
antivirale Therapie noch eine Impfung zur Behandlung bzw. Vorbeugung der durch OROV
ausgelosten Dengue-Fieber-ahnlichen Erkrankung. Voraussetzungen hierfir sind ein Rever-
se-Genetik-System zur molekularen Charakterisierung und zur gezielten Attenuierung des
Virus flr die Entwicklung eines sicheren Impfstoffs sowie ein besseres Verstandnis der vira-
len Pathogenitatsfaktoren.

Fiir die Etablierung eines OROV-Reverse-Genetik-Systems wurden alle OROV-Gensegmente
des OROV-Stamms Trinidad kloniert, sequenziert und alle bendtigten Rescue- und Helfer-
plasmide hergestellt. Die Funktion der klonierten viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase,
die die Grundlage des Reversen-Genetik-Systems darstellt, wurde in Minireplikon-Versuchen
Uberprift. Die Transkription bzw. Replikation eines OROV-Minigenoms konnte unter Einsatz
der klonierten OROV-Polymerase nicht erreicht werden, gelang aber mit Hilfe der heterolo-
gen RNA-Polymerase des verwandten La-Crosse-Virus. Die Ursache fiir die Inaktivitdt des
OROV-Minireplikon-Systems konnte nicht abschlieRend geklart werden, die gewonnenen
Daten weisen jedoch darauf hin, dass die klonierte OROV-Polymerase keine bzw. ungeni-
gende Aktivitdt aufweist und gegebenenfalls neu kloniert werden muss, wahrend das
Nukleoprotein und die als Promotor wirkenden nicht-codierenden Genomenden funktionell
sind.

Dariber hinaus wurde als potentieller Pathogenitatsfaktor das auf dem S-Segment des
OROV-Genoms codierte Nichtstruktur- (NSs-) Protein kloniert und auf seine Typ-I-
Interferon-antagonistischen Eigenschaften untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit war zuvor
gezeigt worden, dass nach OROV-Infektion die Induktion des antiviral wirksamen Typ-I- In-
terferon- (IFN-) Systems ausbleibt. Im Virus-freien Kontext exprimiertes OROV-NSs war in
der Lage, die Aktivierung des IFN-B Promotors komplett zu unterdriicken und ist somit als
wichtiger Pathogenitatsfaktor anzusehen. Die gewonnenen Ergebnisse weisen zudem darauf
hin, dass diese Hemmung, dhnlich wie bei den NSs-Proteinen des Rift-Valley-Fever-Virus und
des Bunyamwera-Virus, durch Interferenz mit der RNA-Polymerase ll-vermittelten Transkrip-
tion erfolgt. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass OROV mit dem NSs-Protein - analog
zu anderen Bunyaviren - einen wirksamen viralen IFN-Antagonisten besitzt.
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7 Anhang

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Sequenzierungen der OROV-ORFs im Vergleich zu den
in GenBank publizierten Referenzsequenzen (OROV-L: NC_005776, OROV-M: NC_005775,
OROV-S: NC_005777) dargestellt. Abweichungen der ermittelten Sequenzen zu den Refe-
renzsequenzen sind durch Einrahmungen hervorgehoben.
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NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-1, corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-1, corrected

NC 005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-1, corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L corrected

7.1 OROV-L-ORF

] L] | || 1 il 1

' °y o i oy Y Y
ATGTCACAACTGTTGCTCAARCCAATATCGGAATAGGATATTGCACTGCCGTGAACCTGAGATAGCAAAGGATATA 118
ATGTCACAACTGTTGCTCAACCAATATCGGAATAGGATATTGCACTGCCGTGAACCTGAGATAGCAAAGGATATA 75

L) ) ) ) ) 1 1 I

ﬂ BP qu l*O 1%0 liO liO I?O
TGGCGAGATCTATTAAATGATCGACACAATTACTTTTCTCGGGAATTTTGCAGAGCTGCAAATCTTGAGTACAGA 193
TGGCGAGATCTATTAAATGATCGACACAATTACTTTTCTCGHGAATTTTGCAGAGCTGCARATCTTGAGTACAGA 150

T T T T T T
160 l?O 150 1?0 ZQO 210 220
BATGATGTTCCTGCTGAGGATATTTGTGCTGARGTICTIGATGGT TATAAAGCAAGGARAGTTCGLTTTIGTIACE 268
AATGATGTTCCTGCTGAGGATATTTGTGCTGRAGTTCTTGATGGTTATARAGCAAGGAAAGTTCGCTTTTGOACA 225

| | | || | | I |
2?0 2i0 2?0 2?0 210 2%0 2%0 BQO
CCTGATAATTACTTACTACATGATGGARAAGATGTATATAATAGACTTCAAAGTGTCTGTAGACGACCGATCTTCT 343
CCTGATAATTACTTACTACATGATGGAAAGATGTATATAATAGACTTCAAAGTGTCTGTAGACGACCGATCTTCT 300

| | | 1 | 1
310 320 330 340 350 3¢0 370
AGAATCACAAGGGAGAAATATAATGAGATTTTTGGAGAGGTATTCAARTCCAGAAGGTGTAGATTTTGAAATTGTT 418
AGAATCACAAGGGAEAAATATAATGAGATTTTTGGAGANGTATTCAATCCAGAAGGTGTAGATTTTGARATTGTT 375

| | | ] L] | |
3?0 3?0 490 4*0 4%0 4}0 440 4?0
ATTATTAGATTAGATCCTTCAAATATGACGATACATGTGGACTCTCGAGATTTCGTGAATACAATTGGGCCGATT 493
ATTATTAGATTAGATCCOTCARATATGECIATACATGTGGACTCTCGAGATTTCETGRAATACAATTGGGCCGATH 450

1 | 1 | 1 ] 1
4@0 4?0 4?0 4?0 5?0 5%0 5%0
ACATTAARACATTAGTATGCAATGGTTTTTTGATATGAAAGACTTCTTGTTCGGGAAATTTCGGGATGATGATARA 568
ACATTARACATTAGTATGCAATGGTTTTTTGAOATGAAAGACTTCTTGTTCGGAARATTCGGGATGATGATARR 525

L] ] L] 1 ] I I |
5%0 5?0 5%0 5@0 5?0 5@0 5?0 6?0
TTCCATGCTATARTAAGTCAAGGAGAATTCACAATGACATTGCCATGGATTGAAGAAGACACCCCAGAATTGCTT 643
TTACATGCTATAATAAGTCAAGGAGAATTCACAATGACATTGCCATGGATTGAAGARGACACCCCAGRATTGCTT 600

| I | 1 | 1
610 6%0 6{2 6%0 6?0 6@0 6?0
ECTCATCCTATATACAATGAATTCATGAGITCAATGCCAGAGGCAGAACAGGLCCIATTCAAGCAAGCATTIGCAR 718
ACTCATCCTATATACAATGAATTCATGARTTCAATGCCAGAGGCAGAACAGGCCCTATTCAAGGAAGCATTHGAR 675

1 ) ) ) ) 1 1 1
6%0 6?0 7?0 7}0 7%0 7?0 7?0 7?0
TTCAARATCATTTGGGGCAGARAAATGGAATATCTTTTTGAAGGGGGTGATGTCAAAGTATGGTGAATATTATAARA 793

TTCARATCATTUGGGGCAGAARAATGGRATATCTTCTTGARGHGIGTGATGTCARAGTATGGTGARTATTATARA 750
T T T T T T
760 770 780 790 8Q0 0 820
GAATTTACTAAAGGACATGCTCATTCTATATTTCTGACAACAGGGGACTACC AGACARAAGACCARATT 868

GAATTTACTAAAGGACATGCTCATTCTATATTTCTGACAACAGGGGACTAC

1 || | 1 | | | |
S}D BQO 810 8§O 810 SqO B?O QQD
TCAGCAGGTTGGAGAGAAATGGTAAACAGAGTAAGCTCIGAACGTGACATGTCAAATGACATAAATCAGGAAAAA 943
TCAGCAGGTTGGAGAGAAATGGTAARMAGAGTGAGCTCUGAACGTGACATGTCARATGACATARATCAGGARARA 900

T T T T | T |
9*0 9%0 9}0 9%0 9?0 9?0 9?0
CCAAGCATGCATTTTATATGGGCAAAGAATGATTCAAATAGCAACAATAATATACAARAGCTAATCAAACTATCT 1018
CCAAGCATGCATTTTATATGGGCAJRARAAATGATTCAAGTAGCAATARTAATATACARRAAGCTAATCARACTATCH 975

| 1 1 ] ] I I ]

950 940 1000 10,10 1020 1030 1040 1050
RAATCACTGCAAGCTATGAGCGGGACAGGGAGCTATGTARATGCTTTCAAGTCATTAGGGAGATTAATGGATATA 1093
AAATCACTGCAAGCTATGAGCGGGACAGGGAGCTATGTAAATGCTTTCAAGTCATTAGGHAGATTAATGGATATA 1050

T T T T T T T
LO.GO 1 Ol'fO 1 O]EO 1 DlBO 1 LIOO 1 lll 0 1 L|20
TCATCAGATGTTAAAAAATATGAATCATTTTGTGGGAAATTGAARATCTCTGGCAAGGTCTAGTATAAAAARACTT 1168
TCATCAGATATTARRAAATATGAATCATTTTGTGGGARGT THARATCTCTGGCARGGTCTAGTATARAAAARCTT 1125

T T T T L R T T
1130 1140 1150 1160 1170 1180 _ 11,90 1200
GACAGGAARATAGAGCCAATACAAATTGGGACTGCAACTGTCTTATGGGAACAGCAATTTARACTAGATACAGAT 1243
GACAGGAAAATAGAGCCAATECAAATTGGGACTGCRACTGTCTTATGGGAACAGCAATTTAAACTAGATACAGAT 1200

1 ] I I 1 ] 1
12IlO lZ.ZU lZISO 12|40 12|50 12I60 _12|70
GTTATAAAAAGAGAAGACAGAATACATTTAATGARAGATTATCTTGGGATCGGTAAGCACAAATCATTTTCAAAG 1318
GTTATARARAGAGARGACAGAATACATTTAATGAAAGATTATITTGGGATCGGTAAGCACARATCATTTTCARAG 1275

) ) ) I ) 1 1 1
1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350
AAATTAAACAACGACATAAATACTGATAAGCCTARAATATTAAATTTCAACAATGATGATATAGTCAGGARATGC 1393
AAATTARACARTGACATAAATACTGATAAGCCTAAAATATTGAATTTTGACAATGATGATATAGTCAGGARATGC 1350

T I I I | | |
1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420
RAAGATAAATATAATCAAGTCATACATAACCTATCCCARATCAATGAATTAGATARGAT TGGARACTACCTAGAG 1468
AAAGATAARATATAATCAAGTCATACATAACCTATCCCAAATCAATGAATTAGATAAGATTGGARACTACCTAGAG 1425
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NC_005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_00577¢
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-1,_corrected

NC_00577¢é
OROV-L_corrected

NC 005776
OROV-1,_corrected

NC_00577¢
OROV-L corrected

NC 005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L corrected

NC_005776
OROV-L_corrected

NC_005776
OROV-L corrected

1
2700

] ] 1 1 | 1 1 |
J.4.30 14.40 ']_4l50 14I60 l4|70 l4|80 14|90 lSIOO
CACTTTTCAGCTAAAATTAGTGCCTGCAGTGTAGAAATGTGGGATTTTATATATAATACAACCAAAACTAARATAC 1543
CAMTTTTCARCTAAGATTAGTGCCTGCAGTGTAGARATGTGGGATTTTATATATAATACAACIAAAACTARGTAC 1500

T T T T T T T
15.10 lSIZO 15|3D 15|4D 15.50 15I60 15|7O
TCGCAATGCATCAATGACTATTCCACCCTARTGARAAACATGTTAGCTGICTCICARTATARTAGACACAATALG 16
TGGCAATGCATCAATGACTATTCCACCCTAATGAAAAACATGTTAGCTGTCTCTCAATATAATAGACACAATACG 15

1 ) 1 1 1 ) 1 1
1 5.8 0 1 5I9 0 1 6I0 0 1 6Il 0 1 6l2 0 1 6.3 0 1 6I4 0 1 6.5 0
TTTAGAATTGTCTCATGTGCARACAATAATGTATTTGGTCTAGTAATGCCAAGCTCAGATATARAGACAAARAAAA 1693
TTTAGARTTGTCTCATGTGCAAACAATAATGTATTHGGTITAGTAATGCCARGCTCAGAOATARAGACAARARRA 1650

1 | I 1 ] | I
J.6|60 16I70 lGl80 16|90 J_7IOO J_7IlO l7|20
GCAACTTTAGTCTATGCAATAATGGCTCTCCATAATGAGGAGGCAGAAATAGCAGAACTTGGCTCACTCTACTCA 1768
GCAACTTTAGTCTATGCAATAARTAGCTCTCCATAATGAGGAGGCAGAAATAGCAGAACTTGGCTCACTCTACTCA 1725

T T T T T T T T
1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

ACTTTTAAGACAGCAACAGGATATATTTCAATATCAAAGGCTTTTAGGCTGGATARAGAAAGATGCCAACGCATA 1843
ACTTTTARGACAGCAACAGGATATATTTCAATATCOARGGCTTTTAGGCTGGATAAAGAARGATGCCARCGCATA 1800

] I I T ] ) I
lRIlO ISIZO 18|3O lSIQO 18.50 18.60 18|70
GTATCCTCTCCAGGCTTGTTCCTCATGACAAGCTGCCTATTATTCAACGGTAACAAGAGTTTAGAATTTGATAAA 1918
GTATCCTCTCCAGGCTTGTTCCTCATGACAAGCTGCCTATTATTCAACGGTAACAAGAGTTTAGAATTTGATARA 1875

] 1 1 1 ) I 1 ]
1 B|8 0 1 8'9 0 1 9|0 0 1 _fill 0 1 9.2 0 1 9'3 0 1 9|4 0 1 9|5 0
TTACTAGGATTTTCATTTTTTACGTCAATATCAATTACGAAAGCTATGCTCTCCCTTACTGAGCCTTCACGTTAT 1993
TTACTAGGATTTTCATTUTTTACATCAATATCAATTACGARAARCTATGCTCTCICTTACTGAGCCTTCACGTTAT 1950

1 1 I 1 1 1 I
96 q G
LJICO l9|70 l,lISO 1 ,1190 ZOIOO ZOILO 20120

ATGATCATGAACTCGTTAGCAGTTTCCAGCCATGTAAGAGAGTATATATCTGARARATTCTCCCCTTATACARAR 2068
ATGATCATGAACTCGTTAGCAGTTTCCAGCCATGTARAGAGAGTATATATCTGARAAATTCTCCCCTTATACAARA 2025

1 ] 1 1 | 1 1 1
20.30 20'40 20.50 ZOIGD 20l70 20'80 20.90 leOO
ACATCATTTTCTGTGGTAATGACAGACTTAATCAAGAAGGGTTGCTATTCAGCATATGAACAGAGAAAAAAAGTA 2143
ACATCATTTTCTGTGGTAATGACAGACTTAATCAAAAAGGGTTGCTATTCAGCATATGAACAGAGARARRARGTA 2100

T T T T T T T
21.10 21.20 2J.|30 21|4D 2]..50 2J.|6O 21I7O
CRAATAAGAGACATARRATTAACAGATTATGATATAACACAAARGGGAGIGGATTLCARAAGAGATCITARATLT 2218
CAARATAAGAGACATAAAATTAACAGATTATGATATAACACARAAGGGAGTGGATTCCAAAAGAGATCTTARATCT 2175

) ) 1 1 1 ) 1 |
2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250
ATTTGGTTCCCAGGAAAGGTARACCTGARAGAATATTTAAACCARATTTATCTACCATTTTATTTTAACTCTRARR 2293
ATTTGGTTCCCAGGAAAGGTAAACCTHARRGAATATTTARACCARATETATCTECCATTTTATTTTAACTCTARAA 2250

1 I I 1 I | I
22.60 22.70 ZZIBO 22l90 23l00 23.10 23'20
GGATTACATGAAAAACATCATGTCTTGATAGATTTGGCTAAAACAGTACTAGAAATCGAAAAAGAGCAAAGGGAG 2368
GGATTACATGAAAAACATCATGTCTTGATAGATTTGGCTAAAACAGTACTAGARATCGAAAAAGAGCAAAGGGAG 2325

1 I 1 1 | ) 1 1
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
TCATTACCTGAGCCATGGTCAGAGATACCTGCTAAGC-GACTGTCACTT-—AATGTTTTAATTTACTCA-TTGCA 2439
TCRAOTACCTGAGCCATGGTCAGAGATACCTGCTAAGCBGACTGTCARCTTARATGTTTTAATTTATTCARTTGCA 2400

T | I T ] LI |
24110 24.20 24I3O 24I40 24I50 24I€:O 24|70
GGAA--CTGAATTTAGATACTTCAAGACATAATTTTGTAAGAAGCCGGGTGGARAACGCAAATAATTTCAACAGA 2512
BGGARTTITGAATTTAGATACTTCAAGACATARTTTTGTAAGARGCCGGGTHGARAARNGCARATAATTTCARCAGA 2475

] 1 1 ] ) ] ] ]
2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550

TCTATAACGACAATATCTACTTTTACCAGCTCAAAATCATGCATTAAGATTGGTGATTTTGAAGAAGAAARAA-G 2586
TCTATAARCGACAATATCTACTTTTACCAGCTCAAAATCATGCATTAAGATTGGTGATTTTGAAGAAGAARRRRRG 2550

I 1 1 1 I ] 1
2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620
EGAARAACTAAGAATGATACAAARAGAAACTTGCAAAGGATATTTCTARAT TARCCATAGCCAACCCAGCATTCTT 2661
AGAARAACTARGAATGATACAARHGAAACTTGCAAAGGATATTTCTAAATTAACCATAGCCRACCCAGCATTCTT 2624

| 1 1 ) 1 1 1
2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690
RGATGAGATCACARACGRACATGAGATARGGCATTCARCTTATGAGGACTTARAACAATCTATCCCAGATTACAC 2736
AGATGAFATCACARACGAACATGAGATARGGCAT TCARCTTATGAGGACTTARAACAATCTATCCCAGATTACAC 2699

I 1 ] I I ) |
2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770

AGATTATATGTCTGTGAAAGTTTTTGACAGATTGTACGAGAAGATTACTACCAATGARATARATGATAAGGARAC 2811
AGATTATATGTCTGTGARAGTTTTTGACAGATTGTACGAGAAGATTACTACCAATGARATAAGOGATARGGARAC 2774

T T T T T T T
27.80 27[90 28.00 ZB.LO 28.20 28[30 28.40
AGTCAAGCTGATTCTAGAGACCATGAARAAACATAARATATTTCATTTTGGATTCTTCAATARAGGACAARARAT 2886
AGTCAAHCTGATTCTAGAGACCATGAAAAAACATAAAATATTTCATTTTGGETTCTTCAATAAAGGACAAAAALC 2849
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1 1 ] 1 1 1 1 1
2 8|5 0 2 E’-.G 0 2 8& 2 SIEl 0 2 E‘-.EJ 0 2 _fllO 0 2 FJI]. 0 2 9.2 0

NC_005776 AGCCARAGATAGAGARATATITITAGGTGART T TGARGCARAAATGTGTCTGTACC T TGTCCARRGARTAGCTAR
OROV-L_corrected AGCCAAAGATAGAGAAATATTTTTAGGTGAATTTGAAGCAARAAATGTGTCTGTACCTTGTCGAAAGGOTAGCTAA
1 1 1 1 1 1 1
2930 2930 2950 2950 2970 298 2990
NC 005776 ACACACGTGCARATTAAACCCTCARGAARTCAT ARG TOAACCACCL CACTCCARACTARGGCTAT TAGACAAGCE
OROV-L corrected AGAGAGGTGCAAATTAAACCCTGAAGAAATGATAAGTGAACCAGGNGACTCGAANTTAAGGGTATTAGAGAAGCA
1 1 1 1 1 1 1 1
3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070
NC 005776 AT ACARCACCARRTCACCTAT AT TAGCAR I ACAR T AARCACAT I ACCCAATGCCATACACARCTIGCARICICS
OROV-L corrected ATCAGAAGACGAAATCAGGTATATTAGCAATACGATAAABACAGTAGGGAATGCCATAGARAGTTTGCAATCTGE
1 1 | 1 1 | 1
3080 3090 3100 3110 3120 3130 3140
NC_005776 ATCTTTARATIGGGCAGATATATGCGARAACARAGCARGAGGACT TARGATAGARATARATGCTCATATGTCCRR
OROV-L corrected ATCTTTAAATTGGGCAGATATATGCGAAAATAAAGCAAGAGGGCTTAABATAGAAATAAATGCTGAOATGTCCAA
1 ) 1 1 L) ) 1 1
3150 3160 3470 31580 3100 32000 3210 3220
NC_005776 ATGGAGTGCCCARGATGTACTTTTTARATAT TT T TGGTTGATAGTGCT TGATCCCATCTTATATCCTGCTGAGAG
ORGV-L corrected ATGGAGTGCCCAAGATGTACTTTTTAAQTATTTTTGGTTGATAGTHCTTGATCCCATCTTATATCCTGCTGAGAG
1 1 1 1 1 ) 1
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
NC_005776 GAARAGGATAATTIATTICCTCTGTARTTATATGCAGAARAGGCT TATAATGCCCGATGAATTGCTCACTACTAT
OROV-L corrected GAAAAGGATAATTTATTTCCTCTGTAATTATATGCAGAAAAGGCTTATAATGCCIGATGAATTGCTCACTACTAT
3300 3310 33'&0 3330 3340 3350 3360 3370
| _ : Il : | : : I.) 6 _ 3
NC 005776 ATTGGATCAAAGAGTTCCTTATTCARATGACATARTTGCATTARTGACARACAATTATAGGTCTAATACAGTAGR
OROV-L corrected ATTGGATCAAAGAGTTCCTTATTCAAATGACATAATTGGATTAATGACAAACAATTATAGGTCHAATACAGTAGA
1 1 1 1 1 1 1
3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440
NC_005776 AETRAAGCOTAACTGCCTTCRAGGCARCTIARATTATACAAGCAGTTACTTACACAGCTGTAGTATGTCTGTGTE
OROV-1_corrected AATARAGCUGTAACTGGCTTCAAGGCAACTTGAATTATACAAGCAGTTACTTACACAGCTGTAGTATGTCTGTATA
| I 1 1 ) ) | )
3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
NC 005776 CRARAGATATAATARGAGAAGCAGUAATATTATTACARGCAGARGCCCTTETGAACTCRAATGGTACATICTGATGR
ORDV-L_corrected CAAAGATATAATAAGAGAAGCAGCAAUATTATTAGABGGAGAAGCCCTTGTGAACTCAATGGTECATTCTGATGA
1 ] 1 LR 1 1 1
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590
NC_005776 TRATCARACATCTATATGTATGGTGCAGAATARATTACCAGATGACEATATARTTGEAAT T TTGCATTARGATATT
OROV-1_corrected TAATCAAACATCTATATGTATGGTGCAGAATAAATTACCAGATGACAATATAATTGAATTTTGCATTAAGATATT
1 ) ) 1 ) 1 1 )
3600 3610 3620 2630 3640 3650 3660 3670
NC 005776 CGAGRRGATATGCTTAACTTITGGCARTCAGGCARATATGARGARGACATATCTAACTARCTTCATCARAGAGTT
OROV-L corrected CGAGAAGATATGCTTAACTTTTGGCAATCAGGCOAATATGAAGAAGACATATCTAACTAATTTCATCAAAGAGTT
1 1 1 1 1 1 1
3680 3690 3700 3710 3720 3730 37,40
NC_005776 TGTTTCTTIAT I TARIATACATGGAGARCCAT T T TCTATATATGEGAGAT T TCTAC TCACAGCAGTAGGAGACTE
ORDV-L corrected TGTTTCTTTATTTAATATACATGGAGAACCATTTTCTATATATGGGAGATTTICTACTCACAGCAGTAGGAGACTG
1 ) 1 1 ) ) 1 )
3750 3760 3770 3780 3790 3800 3610 3820
NC_005776 TECCTATCTAGGGCCTTATGARGAT T TAGC ARG TAGGCTATC TGCARCACARACTGCTATARAGCATGOTTGCCT
OROV-L_corrected TGCCTATCTAGGGCCTTATGAAGATTTAGCAAGTAGGCTATCTGCAACACARACTGCTATAAAGCATGGTTGICC
1 1 1 1 1 L 1
3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890
NC_005776 ACCATCACTTGCATGGGTATCTATCGCTCTARATCACTGGATARCCCACACTACATATARTATGT TGCCTGGCCA
OROV-L corrected ACCOTCACTTGCATGGGTATCTATCGCTCTAAATCACTGGATAACCCACACTACATATAATATGOTGCCTGGCCA
1 1 1 1 ] 1 1 1
3900 3910 3920 3930 3910 3950 3960 3970
NC_005776 ARATAATGACCCGTTACCATICTTCOC TACT ARCAATAGAAGTGARATACCAGTAGAGATGTGCGGARTACTAGE
OROV-L_corrected AAATAATGACCCGTTECCATTCTTCCCTACTAACAATAGAAGTGAAATACCAGTAGAGATGTGCGGAATACTAGA
L 1 1 1 1 1 1
3580 3950 4000 4010 1020 4030 40,40
NC_005776 AAGTGATTTATCARCAATTGCACTAACTGGT TTAGARGCAGGGARTGTCACGTTICTARCARATATAGC ARGGAR
OROV-L corrected AAGTGATTTATCAACAATTGCACTAACTGGTTTAGAAGCAGGHAATGTCACGTTOCTAACAAATATAGCAAGGAA
1 ) 1 1 1 ) 1 1
4050 4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120
NC 005776 CTTATCATCCCCARIC T TACARACACARACT AT TCARCATCARTACARTICTATACARARGTCGCATCTCAGCAR
OROV-L corrected GTTATCATCCCCAATCTTACAAAGAGAAAGTATTCAAGATCAATAMAATTCTATAGAAAAGTGGGATCTGAGTAA
1 ] 1 1 1 1 1
4130 4140 4150 41560 4170 418 4190
NC_005776 ATTATCACAGATCGACATTICTARGG T TARRATGCTCAGGTATATATCTCI TGATAGTTCAGTCACATCTGATGR
OROV-L_corrected ATTATCACAGATCGACATTCTAAGGCTTAARATGCTCAGGTATATATCTCTTGATAGTTCAGTCACATCTGATGA
1 L 1 |4 I II’ 1 L
4200 4210 4220 4230 120 4250 4260 4270
NC 005776 TCCTATCOCCCACACTAGTCAARTCACATCICCATCACT TITARCACCTCGIAAATTCACARCARGTGOCICACT

OR@V—Lﬁcorrected BGGTATGGGRGAGACTAGTGAAATGAGATCTCGATCACTTTTAACHCCTCGTARATTCACRACAAGTGGGTCACT
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3036
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3186
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3261
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3336
3299

3411
3374

3486
3449

3561
3524

3636
3599

3711
3674

3786
3749

3861
3824

3936
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4011
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4086
4049

416l
4124

4236
4199

4311
4274



T T T T i A B
42.80 42|90 43IDO 43|10 43,20 43|30 43|40

NC_005776 TAATAGGTTGAAATCATATAAAGACTTTCAAGATATAATAGCAGATGAGGACAAGACAAACGAACTATTTGAGAA
OROV-L_corrected TAATAGGTTGAAATCATAQARAGAMTTTCARGATATAATAGCAGATGAGGACAAGACARACGAACTATTTGAGAA

I 1 | 1 ] 1 I 1
43|50 43I60 43.70 43.80 4 3.90 44IOO 44I10 44120
NC_005776 TTTCATTAGACACCCAGAGTTACTGGTTACAARAGGCGAARACATTTGRAAGAATTTGTTAATACGATATTATTTAG
OROV-L_corrected TTTCATTAGACACCCAGAGYTACTGGTTACAAARRGGCGAARACATTTGEAGAATTTGTTAATACGATATTATTTAG
T T T T T T T
_ 44.30 44I4i 4450 44.60 44I7O 44|80 _ 44[10
NC_005776 GTACAATTCAAAGAAATTCAAAGAATCTTTGTCAATACAARAACCCAGCACAGCTTTTTATTGAGCAAATATTATT
OROV-L_corrected GTACAATTCAAAGARATTCAAAGAATCTTTGTCAATACAAAACCCHGCACAGCTTTTTATTGAGCAARTATTATT
I 1 1 1 1 1 I 1
4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570
NC_005776 TTCCAATAARACCAGTAATTGACTACACTAGCATACATGACAAGATTTTTGGATTACAAGACATGCCAGGAATTGA
OROV-L_corrected TTCCARATAAACCAGTAATTGACTACACTAGCATACATGACAAGATTTTTGGATTACAAGACATGCCAGGAATTGA
| I I 1 1 1 1
45IBO 45|90 46IDO 46|10 46|20 4|’ci30 46I-’1O
NC 005776 AGARACTAGATACAATTATAGGTCGCAAAACATTTGTTGAGAGTTATGTTCAAATCGTAGATGACTTAAGCAATTT
OROV-L_corrected AGRACTAGATACAATTATAGGTCGCARRACATTTGTTGAGAGTTATGTHCAGATCGTAGATGACTTARGCAATHT
) ) ] 1 ] 1 L} 1
4%50 4%60 4%70 4%80 4%90 QTPO 4%10 ﬂﬂZO
NC_005776 AACATTGGATATAAACGATGTCAAGACTATATTTGCCTTTTGTCTTATGAATGACCCACTACTGATCACATCTGC
OROV-L_corrected AACATTGGATATAAACGATGTCAAGACTATATTTGCCTTTTGTCTTATGAATGACCCACTACTGATCACATCTGC
T T T T T T T
47.30 47I4O 47|50 47.60 47|7 0 47|8 0 4 '?IEJO
NC 005776 TAACAATATAATAATGTCIGITARGGGACATAGICAAGAARGAATAGGTICAATCAGCATGCARAATGCCAGAGGT
OROV-L_corrected TAARCAATATAATAATGTCTGTAAGGGACATAGTCAAGAAAGAATAGGTCAATCAGCATGCAAAATGCCAGAGGT
T 1 ] 1 I 1 L 1
48[OD 4 BI'LD 48.20 48'30 4 E|4D 48l50 4 8|b0 48.70
NC_005776 CCGAAGTCTAAAACTCATACATTATTCACCAGCAGTTGTTTTGAGAGCCTATGTGAGAGGGCCAACARATGTACC
OROV-L_corrected CCGAAGTCTAAAACTCATACATTAQTCECCAGCAGTTGTTTTGAGAGCCTATGTGAGAGGGCCAACARATGTRCC
| I I 1 1 1 1
48l80 48|90 QEJIOO 49’.10 49|20 49|30 49|4O
NC 005776 GAATGTAGATATAGATGAACTTGCAAGGGATCTATCTCATTTAGAAGACTTCATACAAAGTACAAARACTCAGAGA
OROV-L_corrected [BEAATGTAGATATAGATGAARCTTGCAAGGGATCTATCTCATTTAGARGACTOCATACARAGTACARAACTCAGAGA
I 1 I 1 1 1 I 1
49150 4 9|60 49.70 49"30 4 9|90 SOIOO EOILO 50.20
NC 005776 AARTATGAGAGAGAGAATAGAAATARATGAGAAGCGGCACTTAGGAAGGGATTTCARATTTGARATCARAGAACT
OROV-L corrected AAATATGAGAGAGAGAATAGAAATAAATGAGAAGCGGCACTTAGGEAGGGATTTCAAATTTGAAATCAAAGAACT
I 1 1 L 1 1 1
50.30 50|40 SOIEO 50.60 50|7 0 50|8 0 SOIEJO
NC_005776 AACTAGATTTTACCAAGTGTGTTATGATTACATAAAGTCTACAGAACATARAGTCAAGGTATTCATATTGCCATA
OROV-L corrected AACTAGATTTTACCRAGTGTGTTATGATTRCATRRAGTCTACAGARARCATRRAGTCAAGGTATTCATATTGCCATA
1 1 ] ] ] 1 I 1
SlIOD 5J.ILD 5J120 SJ.IBO 5J.|40 SLISO SLIE.O 51170
NC 005776 CABAGITTICACATCAATAGAATICTGCGGGGLACTGACAGGTAACTTGATARATGACARATTATGGTACATAAC
OROV-L_corrected CAAAGTTTTCACATCAATAGAATTCTGIGGHGCACTGACAGGTAACTTGATARATGACAAATTATGGTACATAAC
| I I 1 1 1 1
5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240
NC_005776 GCATTATCTGAARARATATAGTGTCTACTACACATAAGGCACARATTTCTTCTTCACCTGAATTGGAATTGCAAAT
OROV-L corrected [BCATTACTTEARAARTATAGTGTCTACTACACATAAGGCACARATTTCTTCTTCACCTGAATTGGAATTGCARAT
1 1 1 ) ) 1 1 1
52150 52l60 52.70 52|80 52.90 SBIOO 53|10 53.20
NC_005776 TGCTGATGAGGCACTAAGACTAGTAGCACATTTTGCTGATACTTTCTTGGCATCAGAATCAAGAATACAATTTCT
OROV-L_corrected [HEGCTGATGAGGCACTAAGACTAGTAGCACATTTTGCTGATACTTTCTTGGCATCAGARTCAAGEATACAATTTCT
1 1 1 L 1 1 1
53.30 53I40 53|50 5 3.60 53I7 0 53|8l] 5'3|90
NC_005776 GAAGAAAATTATTGAAGAATTCACATACAAAGGGATACCTGTAAAACATTTATACTCAAAAATAAAGAACTCCAA
OROV-L corrected GAAGAARAATTATTGRAGAATTCACATACARRGGHATACCTGTARARRCATTTATACTCARARRATRARRGRACTCCRA
r4IOD 5 UO 5 IO 5 %O 5 hO 54k0 54LO 5 %O
5 34| 34.2 .J4I 4. 5 6 341
NC 005776 GTTGAGGGTTAAATTTCTAGGGATTCTTTTATGGTTAGATGATCTAACACAGAATGATCTGGATARATTTGATGC
OROV-L_corrected [HTTGAGGGTTAARATTTCTAGGGATTCTTTTATGGTTAGATGATCTAACACAGAATGATCTGGATAAATTTGATGC
| I I 1 I 1 I
54.80 54190 55IOO 55|lO 55|20 55I30 55|40
NC_005776 AGATAARATCAGATGARRAGATTATATGGAATAACTGGCAAGTGTCAAGAGATATGAATACTGGACCAATAGACTT
OROV-L corrected AGATAAATCAGATGAARAGATTATATGGAATAACTGGCAAGTGTCAAGAGATATGAATACTGGACCAATAGACTT
1 1 | 1 ] 1 I 1
55[50 55[60 55.70 55I80 55I90 56[00 56110 5 6.20
NC_005776 AATGATAAGCGGTTACTCTAGACAGCTGCGGATCACTGGGGAAGATGACARATTGATTGCTGCTGAATTGCAGGT
OROV-L_corrected AATGATAAGCGGTTACTCTAGECAGCTGCGGATIACTGGGGAAGATGACAAATTGATTGCTGCTGAATTGCAGGT
T T T T T T T
56.30 5(3I40 56|50 56.&:0 56I7O 56|80 56|90
NC 005776 TACTAGATTGTCAGAAGATTTAATTTATAGACACGGTCAGGCAATGTTGAATAAGCCACACGGCTTARAGCTTGA

OROV-L_corrected TACTAGATTGTCAGRAGATTTAATTTATAGACACGGTCAGGCAATGTTHAATARGCCACANGGCTTARAGCTTGA
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T T T T T T T T
5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760 5770

NC_005776 AAAARRTGCAACCTGTGACTGAGATGTCTAAACGATTACATTATATCGTTTTCCAGCARAGATCACGGAAACGATA
OROV-L corrected AAAAATGCAACCTGTGACTGAGATGTCTAAACGATTACATTATATCGTTTTCCAGCAGAGATCACGGAAACGATA
T T T T T T T
57.80 57[90 58.00 58.].0 58.20 58.30 58I4D
NC_005776 CTTCTATTCTATATTACCCACCCAAGTAATTGAGGACCATAATTCTAGAGTTGAATCATCTAGGCTAAGCAGAGA
OROV-L_corrected CTTCTATTCTATATTACCTIACCCAAGTAATTGAGGACCATAATTCTAGAGT TGAATCATCTAGGCTAAGCAGAGE
1 1 1 1 ] 1 1 1
5850 5860 5870 5880 5690 5900 5910 5920
NC_005776 TTCARAATGGGTTCCTGTATGCCCTGTTGCAATATCABAACTCTACCAACARGGACGGCCTATACTITCCARAGT.
OROV-L corrected TTCAAAATGGGTTCCTGTATGCCCTGTTGCAATATCAAAACTCTACCAACAAGGACGGCCTATACTTTCCAAAGT
T T T T T T T
5 9I3 0 5 9|4 0 5 9.5 0 5 9.6 0 5 9I7 0 5 FJIB 5 QIF!O
NC 005776 TAGAAATCTGAATATGCAGACTCATTCGCTTTCCAGAATACAAGTTAATGTAGATGAATATGCCATCACGAGAAG
OROV-L corrected TAGAARATCTGAATATGCAGACTCATTCGCTTTCCAGAATACAAGTTAATGTAGATGAATATGCCATCACGAGREG
T T T T T T T T
6OIOO 6D|10 60.20 60.30 60|4O 6[]'50 60|60 6070
NC_005776 AGCACATTTITCAGAAAATGCCTITICTICGAAGGACCATCAATCCCTICTGGTGGTATGGAT TTGTCTGAGTTGAT
OROV-L_corrected AGCACATTTTCAGARAATGCCTTTCTTCGAAGGACCATCAATCCCTTCTGGTGGTATGGATTTETCAGAGOTAAT
1 1 1 L 1 1 1
60.80 60|90 61.00 61.10 6]..20 6].'30 Glll-lO
NC 005776 GAAATCTACATCCCTATTAAGCTTGAATTATGATAACATAAAAAATGCATCCTTATTGGACATGTCTAGGGTATT
OROV-L corrected GARATCOACATCCCTATTAAGCTTGAAGTATGATAACATIAAAAATGCATCITTAT TGGACATGTCTAGGGTATT
T T T T T T T T
6J.IJO 6l|60 61'70 61'80 EJT!O 62lOO 62IJ.O 62|20
NC 005776 TAAGTGCAATGGCAGTGGAGATGACCAAATGGCTTTCGAATTTCTATCGGACGAAATTTTGGAGCAAGATGTAGT
OROV-L_corrected TAAGTGCAATGGCAGTGHAGATGACCARATGGCTTTCGAATTTCTATCGGACGAAATTTTGGAGCAAGATGTAGT
1 1 1 LR 1 ) 1
6230 6240 6250 6260 6270 6280 6290
NC_005776 TGAAGAAATAGAATGCAACCCTATATTTTCTATTAGTTATACAAAAAGAGGAGAATCCAATATGACTTATAARAA
OROV-L_corrected TGAAGAAATAGAATGCAACCCTATATTTTCTATOAGTTATACAAAAAGAGGAGAATCCAATATGACTTATARRRA
6;00 53 0 6'I 0 3 0 6‘%0 ';rO 6560 6I7O
) . 6310 6P 632 3 63p | 3
NC 005776 TGCTTTCCACAARAGCCTTAATCTCAGAATGTGACAAATTTGAAGAAGCATTTGACTTCCTCGACATGGGATTTTG
OROV-1, corrected TGCTTTCCACAAAGCCTTAATCTCAGAATGTGACAAATTTGAAGAAGCATT TGACTTCCTIGACATGGGATTTTG
T T T T T T T
€380 6390 6400 6410 6420 6430 6440
NC_005776 CTCGAATGAARATCTTAGTATTCTGGAGGAAATACATTIGGATAATCAGITATTITAAARACAAATCAATGGTCTAC
OROV-L_corrected CTCGAATGAARATCTTAGHATTCTGGAGGAAATACATTGGATAATCAGTTATTTGAARRCAAATCAATGGTCTAC
1 L 1 L 1 L 1 1
64l50 6:-4|60 64.70 b4l80 64.90 bEIOO 65|10 65[20
NC 005776 GGAACTAGACAATTGTATTCACATGTGCATGTACAGGAATGGATATGATGCAGAATATCATAAATTTGATATACC
OROV-L_corrected GGRACTAGAMAATTGTATTCACATGTGCATGTACAGGAATGGETATGATGCAGAATATCATARATTTGATATACC
T T 1 T T T T
6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590
NC 005776 CTCTARAATTCCTCAARAGACCCAATAAACCGAACAATARATTGGACTGAAGTCATTGAATTTATATTATTAATTGA
OROV-1,_corrected CTCTAAATTCCTCARAGACCCAATAAACCGAACAATAAATTGGACHGAGGTCATTGAATTTATATTATTAATTGA
T T T T —1 T T 1
6600 6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670
NC_005776 AGATTTCCAAACAARAATTGAGCCATGGTCTAGTATGAAGTCACACTTCTGTTCAAAAGCACACAGTGTAGCACT
OROV-L_corrected AGATTTCCAAACAARAAATTGAGCCATGGTCTAGTATGAAGTCACACTTCTGTTCAAAAGCACACAGTGTAGCACT
1 T 1 T T T T
66|80 66|90 (37.00 67I10 (37.20 67|30 67|40
NC 005776 AGAGTGTATGAARAATGAGAAAAGATCATTGGCAGAATTTGTAGACAAAAGTAAGAARARACTGGCAARATCCAARTT
OROV-1,_corrected AGAGTGTATGAAAAATGAGAAAAGATCATTGGCAGAATTTGTAGACAGAAGTARGAARACTGGCARATCCAAATT
6750
NC_005776 TGACTTCTAA

OROV-L_corrected TGACTTCTAA

Decoration 'Decoration #1': Box residues that differ from NC7005776.

135

5811
5774

5886
5849

5961
5924

6036
5999

6111
6074

6186
6149

6261
6224

6336
6299

6411
6374

6486
6449

6561
6524

6636
6599

6711
6674

6786
6749

6796
6759



7.2 OROV-M-ORF
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7.3 OROV-S-ORF

T T T T T T
SP 6p TP ﬂp 9P LQO 110
NC_005777 ATGTCAGAGTTCATTTTCAACGATGTACCACAACGGACTACATCTACATTTGATCCGGAGGCAGCATATGTGGCA 119
OROV-S5S_consensus ATGTCAGAGTTCATTTTCAACGATGTACCACAACGGACTACATCTACATTTGATCCGGAEGCAGCATATGTGGCA 75
T T T T T —1 —1 —1
1%0 1?0 lﬂO l%O 1?0 110 qu l?O
NC 005777 TTTGAAGCTAGATACGGACAAGTGCTCAATGCTGGTGTTGTTAGAGTCTTCTTCCTCAACCAAAAGAAGGCCARAA 194
OROV-S_consensus TTTGAAGCTAGATACGGACAAGTGCTCAATGCTGGTGTTGTTAGAGTCTTCTTCCTCAACCAAAAGAAGGCCARA 150
T T T T T T
ZQO 210 2%0 2}0 240 2?0 2?0
NC7005777 GATGTCTTACGIAAGACATCGAGGCCCATGGTTGACCTTACTITTGGTGGGGTCCARTTTGCAATGGTTAATAAC 269
OROV-S_consensus GATGTCTTACGTAAGACATCGAGGCCCATGGTTGACCTTACTTTTGGTGGGGTCCARTTTGCAATGGTTAATAAC 225
T T T T T T T T
2?0 2§O 2?0 3?0 3%0 3%0 3}0 3%0
NC_005777 CATTTCCCACAGTTCCAGTCGAATCCAGTGCCGGACAACGGTCTTACCCTGCACCGTCTGTCAGGATACCTAGCG 344
OROV-S_consensus CATTTCCCACAGTTCCABTCGAATCCAGTGCCGGACAACGGTCTTACCHTGCACCGTCTGTCAGGATACCTAGCG 300
T —T1 T —T T T T
3?0 3?0 370 3%0 3?0 490 4%0
NC 005777 CGCTGGGCCTTTACCCAGATGCGATCACCAATTAAGCAAGCTGAGTTCAGAGCCACTGTAGTAGTGCCTTTGGCT 419
OROV-S_consensus CGCTGGGCCTTTACICAGATGCGATCACCAATTAAGCAAGCTGAGTTCAGAGCIACTGTAGTAGTGCCTTTGGCT 375
T T T T T T T T
4%0 4?0 4i0 4?0 4@0 4?0 4%0 4?0
NC_005777 GAGGTAAAGGGCTGTACITGGEATGATGGTGACGCAATGTACCTIGGGGITIGCTGCTGGTGCTGAGATGTITCCTG 494
OROV-S_consensus GAGGTARARGGCTGTACTTGGAATGATGGTGAGCAATGTACCTGGGGTTTGCTGCTGGTGCTGAGATGTTCCTG 450
| I 1 1 | | |
BQO 5%0 ?io 5}0 510 550 5?0
NC_005777 CAAACATTCACTTTCTTCCCTTTGGTGATTGAGATGCATAGGd%TCTCAAGGATGGCATGGATGTCAACTTTATG 569
OROV-S_ consensus CAQACHTTCACTTTCTTCCCTTTGGTGATTGAGATGCATAGGGTTCTCAAGGATGGCATGGATGTCARCTTTATG 525
T T T T T T T
5?0 5%0 5?0 6QO 610 6%0 6}0 6%0
NC 005777 AAGRAAGTCCTCCGGCAGAGGTATGGTCARRAGACTGCCGAGCAATGGATGCGTGAAGARATAGTTGCTGTARGA 644
OROV-S consensus AAGARAGTCCTCCGGCARAGGTATGGOCAAAABACTGCCGAGCAATGGATGCGTGARGAAATAGTTGCTGTAAGA 600
T T T T T T T
6?0 6?0 6?0 GiD E?D 7?0 7*0
NC_005777 GCAGCTTTTGARAGCTGTAGGCACTCTGGCCTGGGCCAGAACTGGATTCTCCCCAGCAGCAAGAGACTTCTTGCGE 719
OROV-S_consensus GCAGCTTTTGAAGCTGTAGGCACTCTGGCCTGGGCCAGAACTGGATTCTCCCCAGCAGCAAGAGACTTCTTGCGC 675
1 1 1]
7%0 7§O 710
NC_005777 CAATTCGGAATTGACATATAG 740
OROV-S5_consensus CAATTCGGAATTGACATATAG 696

Decoration 'Decoration #1': Box residues that differ from NC_005777.
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