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1 Einleitung

1.1 Das Oropouche-Virus

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 1955 wurde in Trinidad aus dem Blut eines an hohem Fieber leidenden
Waldarbeiters das damals noch unbekannte Oropouche-Virus erstmals isoliert und
beschrieben (Anderson et al. 1961). Im Jahr 1961 fuhrte dieses Virus zu einem ersten
Ausbruch in Belém (Brasilien), bei dem ungefahr 11000 Menschen an dem sog.
Oropouche-Fieber erkrankten (Pinheiro et al. 1962). Seitdem wurden mehr als 30 weitere
Ausbriiche des Oropouche-Fiebers innerhalb eines immer grolReren Verbreitungsradius
(v.a. in Trinidad, Panama, Brasilien und Peru, siehe Abbildung 1) mit Uber einer halben
Million infizierter Menschen registriert, was zweifelsohne das epidemische Potenzial
dieses Virus verdeutlicht. Das Oropouche-Fieber stellt mittlerweile nach dem Dengue-
Fieber die haufigste Arboviruserkrankung Brasiliens dar (Mouraao et al. 2009). Aus
diesem Verhalten resultiert schlieBlich die Einstufung des OROV als eine sog. emerging
infectious disease, die mit einer erheblichen Gefédhrdung der Gesundheit in den tropischen
und subtropischen Gebieten sowohl Zentral- als auch Stidamerikas einhergeht (Azevedo et
al. 2007, Mouraao et al. 2009).
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Abbildung 1: Topographische Ubersicht tber die urbanen Ausbriiche des Oropouche-Fiebers seit
1961: Ausgehend von dem ersten groRen Oropouche-Fieber-Ausbruch im brasilianischen Belém 1961 zeigt
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sich ein mit den Jahrzehnten zunehmendes Verbreitunsgebiet des Oropouche-Fiebers in die angrenzenden
Gebiete Perus, Panama und unl&ngst sogar bis hin in die nérdlichen Gebiete Argentiniens.
Karte aus Vasconcelos et al. (2009, S. 130) mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

1.1.2  Klinik des Oropouche-Fiebers

Beim Oropouche-Fieber handelt es sich um eine selten lebensbedrohlich verlaufende,
meist selbstlimitierende Infektionskrankheit, die gleichermalien alle Altersgruppen und
Geschlechter betreffen kann. In urbanen Gegenden Zentral- und Sudamerikas wird die
Erkrankung hauptséchlich durch einen Stich der Gnitze Culicoides paraensis auf den
Menschen Ubertragen (Figueiredo 2007). Das Oropouche-Fieber macht sich unter anderen
besonders durch grippedhnliche Symptome, wie das namensgebende pl6tzliche Auftreten
von Fieber, das nahezu bei 100 % der Patienten zu verzeichnen ist, Kopfschmerzen (99,1
%), Schittelfrost (59,3 %), Myalgien (46,9 %), Abgeschlagenheit, Photophobie und
Magen-Darm-Beschwerden bemerkbar und kann ungefdhr eine Woche andauern und
ausheilen oder zu einem erneuten Schub nach zwei bis drei Wochen fiihren (Vasconcelos
et al. 2009).

Vereinzelt wurden auch Falle aseptischer Meningoenzephalitiden in Zusammenhang mit
einer Oropouche-Virus-Infektion beschrieben (Pinheiro et al. 1982).

Derzeit steht trotz der erheblichen Relevanz dieser Erkrankung in Zentral- und Stidamerika
weder eine spezifische antivirale Therapie, noch ein moglicher Impfstoff zur

Primarprévention des Oropouche-Fiebers zur Verfugung (Livonesi et al. 2007).

1.1.3 Einordnung des Oropouche-Virus in die Familie der Bunyaviren

Das Oropouche-Virus gehort zur Familie der Bunyaviren, Genus Orthobunyavirus. Diese
Familie umfasst Gber 300 verschiedene Viren, die zum GroBteil zu den sog. Arboviren
(Akronym fir arthropod-borne viruses) gehodren. Basierend auf serologischen und
biochemischen Charakteristika lassen sich die Bunyaviren in finf Genera und innerhalb
dieser nochmals in verschiedene Serogruppen unterteilen (Elliott 1997). In der folgenden
Tabelle 1.1 (siehe S. 3) sind die funf Genera aufgelistet, wobei beispielhaft nur die
Serogruppen und jeweils deren zugehoérige Vertreter-Viren namentlich aufgefuhrt werden,
die fir das Verstandnis der vorliegenden Arbeit von Bedeutung sind.
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Tabelle 1.1: Ubersicht tiber die Familie der Bunyaviren: Modifiziert nach Knipe et al. (2006, S. 1743-

1745)
Genus Serogruppe Fur diese Arbeit Vorkommen
relevante Vertreter
Orthobunyavirus Bunyamwera Bunyamwera-Virus | Afrika
California La-Crosse-Virus Nordamerika
Snowshoe hare-Virus | Nordamerika
Simbu Oropouche-Virus Sldamerika
Phlebovirus Sandfliegenfieber Rift-Valley-Fever- Afrika
Virus
Nairovirus
Hantavirus im Rahmen dieser Arbeit keine Vertreter genutzt
Tospovirus

1.1.4 Virale Struktur, Aufbau des Genoms und Replikationsmechanismen

Die sphérischen Viruspartikel des Oropouche-Virus weisen eine GroRe von ungefahr
100 nm im Durchmesser auf, welche jeweils von einer Lipiddoppelschicht umhallt werden.
In diese Lipidmembran sind dicht gepackt virale Glykoproteine (Gn und Gc genannt)
eingelagert, die primar der Virusadsorption an die Wirtszelle dienen (Elliott 1997). Wie
alle Orthobunyaviren besitzt auch das Oropouche-Virus ein einzelstrangiges RNA-Genom
mit negativer Polaritat, das in drei Segmente (L-, M- und S-Segment) untergliedert ist.
Jedes Segment liegt hierbei als Ribonukleoprotein (RNP) vor, d.h. die einzelstréangige
RNA wird komplett durch das Nukleoprotein (N) umhullt. Zusatzlich sind mit dem RNP-
Komplex einige Kopien des viralen L-Proteins assoziiert. Beim L-Protein handelt es sich
um eine RNA-abhéngige RNA-Polymerase, die flr Transkription und Replikation der
negativ-strangigen Virus-RNA essentiell ist (Elliott und Weber 2009, siehe Abbildung 2,
S. 4).
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Glycoprotein (Gn and Gc)

Polymerase (L)

Genomic RNA

Abbildung 2: Schema zum Aufbau der Orthobunyaviren: Orthobunyaviren sind umhdllte Viren mit
einem segmentierten RNA-Genom negativer Polaritit, deren einzelstrangiges RNA-Genom in drei, der
GrolRe nach benannte Segmente unterteilt ist. Jedes dieser Segmente liegt als Ribonukleoprotein (RNP) vor,
an das einige Kopien der viralen Polymerase gebunden sind.

©Viral Zone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics

Das grofite der drei Genomsegmente des Oropouche-Virus, das auch als L-Segement
(large) bezeichnet wird, besteht aus 6852 Nukleotiden und kodiert fir die virale
Polymerase. Dabei handelt es sich um eine RNA-abhangige RNA-Polymerase, die laut
Literatur aus 2250 Aminoséduren besteht (Aquino et al. 2003). Auf der 4396 Nukleotide
langen M-RNA (medium) liegt die Information von insgesamt drei viralen Proteinen; zum
einen fur die beiden Hullproteine Gc und Gn, zum anderen fiir das Nichtstrukturprotein
NSm mit derzeit weitestgehend unbekannter Funktion. Alle drei entstehen aus einem
gemeinsamen Vorldauferpolypeptid, das kotranslational durch die Wirtszelle prozessiert
wird, sodass anschlieBend die beiden Glykoproteine Ge¢ (290 AS) und Gn (939 AS) sowie
das Nichtstrukturprotein NSm (175 AS) entstehen (Wang et al. 2001). Das kleinste
Genomsegement, das S-Segment (small), besteht aus 754 Nukleotiden und kodiert fiir zwei
weitere Proteine; einerseits fur das Nukleoprotein N (231 AS) und andererseits fiur das
Interferon-antagonistische Nichtstrukturprotein NSs (91 AS, Saeed et al. 2000). Anders als
die Proteine des M-Segments entstehen diese nicht aus einem gemeinsamen
Vorlduferpolypeptid, sondern sind in zwei Uberlappenden, offenen Leserahmen (open
reading frames (ORF)) kodiert, d.h. innerhalb der S-RNA gibt es zwei verschiedene
Startcodons, die durch alternative Initiation der Translation zur Expression von zwei
unterschiedlichen Proteinen flhren (Elliott 1990, siehe Abbildung 3, S. 5).
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S segment (1kb) L segment (6.9kb)

o I vo->— N 5
| NSs |

h M segment (4.5kb)

Gation  HO-3—] Gn B GE—>5"

Cleavage by host protease

Abbildung 3: Aufbau des RNA-Genoms der Orthobunyaviren: Das virale RNA-Genom kodiert
insgesamt fir sechs Struktur- und Nichtstrukturproteine auf drei unterschiedlichen Virus-Segmenten.
Wiéhrend das L-Segment lediglich fir die virale RNA-abhéngige RNA-Polymerase kodiert, kodiert das M-
Segment die beiden Oberflachenmolekiile Gn und Gc sowie das Nichtstrukturprotein NSm. Diese drei
Proteine entstehen als ein gemeinsames Vorlauferprotein, aus welchem durch intrazellulére Prozessierung die
drei Einzelkomponenten entstehen. Im Gegensatz dazu werden die beiden Proteine des S-Segments, das
Nukleoprotein (N) und das Nichtstrukturprotein (NSs) in zwei unterschiedlichen, offenen Leserahmen
kodiert und durch alternative Translationsinitiation gebildet.

©Viral Zone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics

Jedes der drei Genomsegmente besitzt zusatzlich sowohl an seinem 3- als auch an seinem
5-Ende eine sog. untranslatierte Region (UTR). Dabei handelt es sich um eine partiell
hochkonservierte, nichtkodierende, teilweise komplementére Nukleotidsequenz, die als
Promotor- und Initiationsregion fir die virale RNA-Polymerase dient und somit essentiell
flr die Initiation der Transkription/Replikation ist (Knipe et al. 2006).

Diese nichtkodierenden Enden zeigen in Abhédngigkeit des vorliegenden Bunyavirus und
innerhalb der jeweiligen RNA-Segmente eine unterschiedliche Struktur im Bezug auf die
Nukleotidsequenz, L&nge und Komplementaritat. Allen Vertretern der Familie der
Bunyaviren ist jedoch gemeinsam, dass eine Genus-spezifische Anzahl an Basen
hochkonserviert, d.h. absolut identisch, innerhalb des nichtkodierenden 3"- bzw. des 5'-
Endes der drei Genomsegmente vorliegt (sog. hochkonservierter Bereich, Elliott et al.
1991). Im Falle des Genus Orthobunyavirus, zu dem auch das Oropouche-Virus gehort,
handelt es sich bei dem hochkonservierten Bereich um die ersten 11 Basen der jeweiligen
nichtkodierenden Enden, die innerhalb der drei viralen Genomsegmente eine absolut
identische Nukleotidsequenz aufweisen.

Die bereits beschriebene partielle Komplementaritat der Sequenzen des nichtkodierenden
3’- bzw. 5°-Endes flhrt innerhalb eines RNA-Segments Uber die Bildung von
Wasserstoffbriicken zur Ausbildung einer sog. Pfannenstielkonformation, woraus sich
letztendlich die charakteristische zirkuldre Konformation der RNPs erkléren lasst (Kohl et
al. 2004).
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1.2 Das Interferon-System

Das Interferonsystem als Teil der angeborenen Immunitat stellt noch vor der adaptiven
Immunantwort ein erstes, hochst effektives Abwehrsystem bei hoéheren Organismen
gegenuiber Virusinfektionen dar. Die Wichtigkeit dieses antiviralen Systems flr den
menschlichen Organismus lasst sich anhand von Beobachtungen an Menschen mit
angeborenen Defekten im Interferonsystem zeigen, da bei den Betroffenen eine extreme
Anfélligkeit gegenuber viralen Infektionen besteht, die oftmals bereits im frihkindlichen
Alter zum Tode fuhrt (Dupuis et al. 2003, Ank und Paludan 2009).

1.2.1 Interferon-Subtypen

Interferone sind definiert als Zytokinmolekiile, deren Hauptaufgabe die Kontrolle bzw.
Elimination von Virusinfektionen darstellt. Abhéngig von der jeweiligen Aminosaure-
sequenz und Rezeptorspezifitat lassen sich die Interferone in drei verschiedene Subtypen
unterteilen:

Als Typ-I-Interferone bezeichnet man verschiedene Interferon-a-Typen, die auf insgesamt
13 IFN-a-Genen kodiert werden, IFN-B, das auf einem IFN-B-Gen kodiert wird (Anzahl
der Gene jeweils bezogen auf den menschlichen Organismus), sowie die Interferone IFN-
o, IFN-g und IFN-k. Allerdings werden als Anwort auf eine Virusinfektion vor allem die
Interferone-o/f direkt induziert und scheinen folglich eine oder sogar die entscheidende
Rolle in der direkten Virusabwehr des infizierten Organismus zu spielen (Randall und
Goodbourn 2008). Die Typ-lll-Interferone umfassen insgesamt drei verschiedene
Interferontypen  (IFN-A1, -A2, und -A3), denen d&hnliche Aufgaben und
Signaltransduktionswege wie den Typ-I-Interferonen im Bezug auf die antivirale
Immunantwort zugeschrieben werden, die jedoch einen eigenen Rezeptor besitzen (Ank
und Paludan 2009). Aus Grinden der Vollstandigkeit sollte an dieser Stelle noch das
Interferon Typ Il, auch IFN-y genannt, aufgefihrt werden, das von aktivierten
Immunzellen sezerniert wird und flr die adaptive, zellulare Immunabwehr essentiell ist
(Schroder et al. 2004).

1.2.2 Induktion des Typ-I-Interferon-Systems
Uber verschiedene sog. pattern recognition receptors (PRR) kann die durch einen Virus
infizierte Zelle sog. pathogen associated molecular patterns (PAMPs) erkennen und mit

Hilfe der Produktion von IFN-o/f einen antiviralen Status erzeugen. Die hierbei aktivierten
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Signaltransduktionswege hangen zum einen von den Eigenschaften des Virus selbst und
zum anderen von der molekularen Ausstattung der jeweiligen Zelle ab (Randall und
Goodbourn 2008). Wahrend die Membran-gebundenen Toll-like-receptors (TLRS)
zelltypspezifisch vorkommen, sind die zytoplasmatisch lokalisierten RIG-like-receptors
(RLRs) in jedem Zelltyp vorhanden.

Bei den beiden Vertretern dieser zweitgenannten Rezeptorgruppe, RIG-I (retinoic acid-
inducible gene-1) und MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene-5), handelt es
sich um zytoplasmatische RNA-Helikasen, die intrazellulére virale RNA im Zytoplasma
erkennen (Nakhaei et al. 2009). Trotz der engen Verwandtschaft dieser Proteine lassen sich
den beiden Molekiilen spezifische Erkennungsmolekile zuordnen. Wéhrend RIG-I1 virale
sSRNA vorwiegend anhand eines Triphosphats am 5°-Ende oder kurze dsRNA erkennt
(Kato et al. 2008), stellt das Fehlen einer 2'0O-Methylierung an den ersten beiden
Riboseresten einer RNA das charakteristische Erkennungsmerkmal und folglich den
potenten Induktor fiir den MDA-5-abhangigen Signalweg dar (Daffis et al. 2010, Zust et al.
2011).

Ziel der durch aktivierte RLRs initiierten Signalkaskade stellt die Aktivierung und die
damit verbundene Translokation der Transkriptionsfaktoren IRF-3 (IFN regulatory factor-
3) und NF«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) dar (Randall
und Goodbourn 2008). Als Folge der Signaltransduktion wird der Transkriptionsfaktor
IRF-3 an spezifischen Serinresten phosphoryliert, was innerhalb des Molekils zu einer
Konformationsédnderung und Dimerisierung fiihrt und somit die Translokation in den
Zellkern ermoglicht (Hiscott et al. 1999). Nach Assoziation mit dem nukledren Faktor
CBP/p300 binden die IRF-3-Dimere an den IFN-o/B-Promotor. Im Falle des Molekils
NFkB resultiert aus der intrazelluldren Signaltransduktion die Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung und Degradation des Inhibitormolekils IkB, das NFkB im
dephosphorylierten Zustand normalerweise im Zytoplasma halt und dessen Translokation
verhindert (Hayden und Ghosh 2008). Zusatzlich zu diesen beiden Faktoren ist zur
Initiation der IFN-Transkription noch ein weiteres Protein nétig; das Heterodimer c-
Jun/ATF-2 (AP-1). Wahrend ATF-2 konstitutiv exprimiert wird, handelt es sich bei c-jun
um ein nach Virusinfektion induziertes Protein. Nach Phosphorylierung translozieren beide
ebenfalls in den Zellkern, kénnen aber nur als Heterodimer an die Promotorregion der IFN-
a/B-Gene binden (Malmgaard 2004). IRF-3, NFkB und c-jun/ATF-2 bilden am IFN-o/f-
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Promotor das sog. Enhanceasom, das die Anlagerung der basalen
Transkriptionsmaschinerie und der zellularen RNA-Polymerase Il an die Promotorregion
vermittelt und somit Transkription und Produktion von IFN-a/p aktiviert (Randall und
Goodbourn 2008, siehe Abbildung 4, linke Seite, S. 8).

Virus IFN- a/p
Zytopl
oplasma ®®’ @)@

fehlende 2°O-Methylierung 5' - RNA

N . oy

_______

"""""""""""""" | _STAT 1;

____________________________

b-> ‘::IRF-§:) l NFxB | <

——

| (mes)

Zellkern

Abbildung 4: Intrazellularer Induktionsweg des Interferon-Systems: Linke Seite: Abhéngig von
spezifischen viralen Strukturmerkmalen werden unterschiedliche Molekile der intrazelluldren RIG-I-
Rezeptorfamilie aktiviert, welche tber mehrere Signaltransduktionsmolekile die Translokation und Bildung
des sog. Enhanceasoms (IRF-3, NF«B und c-jun/ATF-2) vermitteln. Das Enhanceasom bindet an die IFN-
o/B-Promotorregion und initiiert dort die Transkription von IFN-o/B. Rechte Seite: Das gebildete IFN-o/f
induziert in den infizierten Zellen Ober eine JAK-1-Tyk-2-STAT-1/2-Signalkaskade durch die Expression
Interferon-stimulierter Gene einen antiviralen Status. Modifiziert nach Sun et al. (2010, S. 436)
1.2.3 Wirkmechanismus von Interferon-a/p

Interferon-o/f induziert Uber einen heterodimeren Transmembranrezeptor (IFNAR), der
den JAK/STAT-Signalweg aktiviert, die Transkription der Interferon-stimulierten Gene
(I1SGs, Stark et al. 1998). Dabei handelt es sich um eine Gruppe von mehr als 300 Genen,
die direkt durch Interferon induziert werden und deren Expression zur Etablierung eines
antiviralen Status in den Zellen fiihrt (Liu et al. 2011, siehe Abbildung 4, rechte Seite, S.

8). Die exprimierten Gene weisen keinerlei Virusspezifitat auf und auch die Etablierung
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des antiviralen Status kann nicht einem singuléren Gen zugeordnet werden. Einige dieser
Genprodukte, die insbesondere in der antiviralen Immunantwort eine Rolle spielen, sind
inzwischen gut charakterisiert worden, wie z.B. die Proteinkinase R (PKR, Clemens 1997)
oder die 2°5"-Oligoadenylat-Synthetase (OAS, Rebouillat und Hovanessian 1999), deren
Funktionsweise an dieser Stelle beispielhaft kurz erl&utert werden soll.

Bei der PKR handelt es sich um eine dsRNA-abhéngige elF2a-spezifische Kinase, die
durch Phosphorylierung des Translationsfaktors elF2a die =zellulire und virale
Proteinsynthese inhibiert. Dartber hinaus werden diesem Signalweg direkte Fahigkeiten
zur Induktion von Apoptose in infizierten Zellen zugeschrieben (Garcia et al. 2006).
Anhnlich der PKR nutzt auch die OAS dsRNA als Kofaktor zur Oligomerisierung von ATP-
Molekdilen, die ihrerseits die RNase L aktivieren. Jenes Enzym spaltet dann zellulare und
virale RNA, was zum einen zur Hemmung der Expression viraler Genprodukte und zum
anderen Uber die intrazellularen Rezeptoren RIG-I und MDA-5 zur Induktion der
Interferonproduktion flhrt (Sadler und Williams 2008).

1.2.4 IFN-Antagonismus der Bunyaviren

Zahlreiche Virusspezies haben als Pathogenitétsprinzip diverse Mechanismen entwickelt,
um das potente, antivirale Typ-I-IFN-System zu unterlaufen (Garcia-Sastre 2001,
Mclnerney und Karlsson Hedestam 2009). So kodieren auch viele Mitglieder der Familie
der Bunyaviridae auf dem S-Segment ihres Genoms fir ein Nichtstrukturprotein (NSs-
Protein), das als IFN-Antagonist wirkt (Bouloy et al. 2001, Weber et al. 2002).

Die bisher charakterisierten NSs-Proteine stellen allesamt Transkriptionsinhibitoren dar,
die nicht nur die Typ-I-IFN-Expression hemmen, sondern als generelle Inhibitoren der
RNA-Polymerase-I1-vermittelten Transkription wirken (Thomas et al. 2004, Elliott und
Weber 2009). Interessanterweise ist jedoch der Mechanismus der Transkriptionshemmung
flir jedes NSs-Protein individuell unterschiedlich:

Wahrend beispielsweise das Bunyamwera-Virus (BUNV), als ein Vertreter der
Orthobunyaviren direkt auf Transkriptionsebene durch Interaktion mit der MED-8-
Untereinheit des Mediatorkomplexes der IFN-Transkription entgegenwirkt (Leonard et al.
2006, van Knippenberg et al. 2010), entfaltet das NSs-Protein des RVFV (Genus:
Phlebovirus) ebenfalls auf Transkriptionsebene durch Interaktion mit dem basalen
Transkriptionsfaktor TFIIH seine interferonantagonistische Wirkung (Billecocq et al. 2004,
Le May et al. 2004). Zudem interagiert das RVFV-NSs mit dem zellularen Protein SAP30
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und inhibiert tber Hemmung des Transkriptionsfaktors YY1 direkt die IFN-B-Promotor-
spezifische Transkription (Le May et al. 2008). Auch das NSs-Protein des La-Crosse-
Virus, das einen weiteren Vertreter des Genus Orthobunyavirus darstellt, entfaltet seine
interferonantagonistische Wirkung durch eine globale Suppression der RNA-Polymerase-
I1-vermittelten Transkription, jedoch ist die Zielstruktur derzeit noch unbekannt, scheint
aber innerhalb der Signaltransduktionskaskade unterhalb des IRF-3 zu liegen (Verbruggen
et al. 2011). Im Falle des Oropouche-Virus ist der zelluldre Interaktionspartner des OROV-
NSs-Proteins noch weitestgehend unbekannt (Elliott und Weber 2009).

1.3  Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit stellt zum einen die Charakterisierung des OROV-NSs-
Proteins insbesondere im Bezug auf sein interferonantagonistisches Potenzial dar. Im
Rahmen dessen soll sowohl die Notwendigkeit der Kodierung eines Interferonantagonisten
innerhalo  des OROV-Genoms untersucht, als auch potentielle, spezifische
Interaktionspartner des OROV-NSs-Proteins im Bezug auf die Polymerase-1I-vermittelte
Transkriptionskaskade identifiziert werden. Daruber hinaus gilt es die IFN-Sensitivitéat des
OROV als Grund fir die bereits belegte NSs-vermittelte globale Suppression Polymerase-
I1-vermittelter Transkriptionsvorgange zu verifizieren.

Zum anderen soll in einem zweiten Teil der Arbeit ein sog. Minireplikon-System fir das
Oropouche-Virus etabliert werden. Basierend auf den Ergebnissen einer vorangegangenen
Arbeit sollen insbesondere die Sequenzen der viralen Polymerase und der
nichtkodierenden 3"- bzw. 5°-Enden der drei OROV-Genomsegmente erneut sequenziert
und unter Zuhilfenahme einer zusétzlichen Sequenzierungsmethode auf Korrektheit bzw.
potentielle Unstimmigkeiten im Bezug auf die publizierte Referenzsequenz Uberpriift

werden.



2 Material und Methoden 11

2 Material und Methoden

2.1  Standardmaterialien
In der nachfolgenden Tabelle werden die Materialien aufgelistet, die in der Mehrzahl der
Versuche zum Einsatz kamen (sog. Standardmaterialien). Die  weiteren,

methodenspezifischen Materialien sind ihrerseits nochmals einzeln vor der zugehdrigen

Methode tabellarisch aufgefuhrt.

Gerate

Bezugsquelle / Hersteller

Bakterienbrutschrank

Heraeus Instruments GmbH, Hannover, Deutschland

Eismaschine

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
Bonn, Deutschland

Heizblock (Thermomixer)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Kihlschrank (5°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Pipetten Gilson International, Limburg, Deutschland

Sterilbank Heraeus Instruments GmbH, Osterode, Deutschland
/ Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
Bonn, Deutschland

Vortexer Grant Instruments Ltd, Cambridge, GroRbritannien

Zentrifuge (5418; 5415 C)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle / Hersteller

Pipettenspitzen mit/ohne Filter
(0,1-10 pl, 1-20 pl, 1-100 pl, 1-200
pl, 101-1000 pl)

Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

Safe-Lock-Reaktionsgefalie (0,5 ml,
1,5ml, 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

Destilliertes Wasser (DNase/RNase-
frei)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivieren von Zellen

Materialien:

Gerate

Bezugsquelle / Hersteller

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgeradte GmbH & Co.KG, Eberstadt,
Deutschland

Wasserbad

Kottermann GmbH & Co KG, Uetze/Hanigsen,
Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle / Hersteller

Gewebekulturflaschen mit Filter
(25 cm?, 75 cm?)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Pipetten mit Spitzen
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Medien

Hersteller und Zusammensetzung

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), 500 ml

c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

DMEM (gebrauchsfertig), 500 ml

500 ml DMEM, 50 ml FKS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 526,6 mg/l L-Glutamin

Dulbecco’s Phosphatgepufferte
Salzl6sung (PBS (10x)), 500 ml

c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

2 g KCI, 2 g KH,POy, 80 g NaCl, 5,76 g N,HPO, in 1 |
H,0

Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

G 418 (50 mg/ml)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Enzyme

Bezugsquelle / Hersteller

Trypsin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

An dieser Stelle sind alle in

der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien

zusammenfassend mit jeweiliger Ursprungsquelle, entsprechendem Nahrmedium sowie

deren Bezugsquelle tabellarisch aufgelistet:

Zelllinie Ursprungsgewebe Nahrmedium Bezugsquelle
BHK Babyhamster- DMEM Institut fur Virologie,
Nierenzellen (gebrauchsfertig) | Gottingen, Deutschland




2 Material und Methoden 13

BSR-T7 Babyhamster- DMEM Prof. Dr. Karl-Klaus
Nierenzellen mit stabiler | (gebrauchsfertig) | Conzelmann, Ludwig-
Expression der T7 RNA- | plus G 418 Maximilians-Universitat
Polymerase Minchen, Deutschland
IFNAR-/- Murine Zellen, denen DMEM Freundlicherweise zur
beide IFNAR-Gene (gebrauchsfertig) | Verfiigung gestellt von
fehlen und die folglich Jovan Pavlovic, Institute of
keine IFN-o0/B- Medical Virology, Zlrich,
Rezeptoren exprimieren Schweiz
HEK 293 Humane embryonale DMEM Microbix Biosystems Inc.,
Nierenzellen (gebrauchsfertig) | Mississauga, Kanada
Vero E6 Nierenzellen von grinen | DMEM Freundlicherweise zur
Meerkatzen (African (gebrauchsfertig) | Verfligung gestellt von Dr.
Green Monkey) Gerhard Dobler, Institut
fur Mikrobiologie der
Bundeswehr, Miinchen,
Deutschland

Durchfihrung:

Die oben genannten Zelllinien werden jeweils in einer 75-cm?-Zellkulturflasche in 12 ml
gebrauchsfertigem DMEM im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Bei den
Zelllinien handelt es sich um adhérent-wachsende Zellen, d.h. sie haften am Boden des
Zellkulturgefales an. Aus diesem Grund missen jene Zelllinien bei konfluentem Zellrasen
zweimal pro Woche passagiert werden, um zum einen gleichbleibendes Wachstum zu
gewabhrleisten und zum anderen Zelluntergang zu vermeiden.

Vor Beginn des eigentlichen Passagiervorgangs, muss das Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) noch mit 50 ml FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
526,6 mg/l L-Glutamin versetzt werden (,,DMEM gebrauchsfertig®). Zudem missen alle
verwendeten Substanzen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden.

Bei konfluentem Zellrasen entnimmt man im ersten Schritt das gesamte, alte Nahrmedium
und die Zellen werden nachfolgend mit 5 ml PBS gewaschen. Der Waschvogang dient
dazu, die Zellen moglichst effizient von Rickstdnden des Mediums zu befreien, da jenes
FKS enthélt und dieses wiederum das im n&chsten Schritt verwendete Trypsin inaktivieren
wirde. Zum Ablésen der adharent-wachsenden Zellen vom Boden der Zellkulturflasche

werden sie fur 2 Minuten bei Raumtemperatur mit 1 ml Trypsin inkubiert und durch
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leichtes seitliches Anschlagen der Zellkulturflasche vom Flaschenboden abgeldst. Speziell
bei Vero-E6-Zellen ist zur Ablésung der Zellen eine zusatzliche Inkubation mit dem
Trypsin bei 37 °C erforderlich. Durch die anschlieRende Zugabe wvon 4 mi
gebrauchsfertigem DMEM wird das Trypsin inaktiviert. Von der insgesamt 5 ml
umfassenden Suspension, die nun als Trypsinat bezeichnet wird, werden 0,5 ml in die
Gewebekulturflasche zuriickpipettiert; der Rest wird verworfen. Somit wird die Zellzahl
im Verhéltnis 1:10 reduziert und durch Zugabe von 11,5 ml DMEM wieder auf das
Gesamtvolumen der Gewebekulturflasche von 12 ml gebracht. Lediglich bei den BSR-T7-
Zellen mussen dem Medium anschliellend noch 120 pl des Antibiotikums G 418 zugefugt

werden.

2.2.2 Zellzahlbestimmung

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Mikroskop Nikon Instruments Europe B.V, Amstelveen, Niederlande
Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Einmalzahlkammer Hycor Biomedical Ltd, Edinburgh, GroRRbritannien
Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Durchfuhrung:

Um die Vergleichbarkeit von Experimenten und Ergebnissen mit Zellen zu gewahrleisten,
muss die Zellzahl genau definiert werden. Die Zellzahlung erfolgt mit Hilfe von
Trypanblau.

Trypanblau ist ein anionischer Farbstoff, der nur von abgestorbenen Zellen aufgenommen
werden kann, da diese eine beschéadigte Zellmembran aufweisen. Die Aufnahme fihrt zur
Blaufarbung der gesamten Zelle. Fir die Zellzahlbestimmung interessiert jedoch
ausschliel3lich die Anzahl vitaler Zellen, welche sich aufgrund der intakten Zellmembran
nicht blau farben.

Hierzu werdenl10 pl des beim Passagiervorgang gewonnenen Trypsinats in einem 1,5-ml-
Reaktionsgefall mit 90 ul Trypanblau versetzt und gemischt. Anschlielend flllt man die

Suspension in eine Einmalzdhlkammer. Unter dem Mikroskop werden die Zellen in drei
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von neun Quadraten, die ihrerseits jeweils aus neun kleineren Quadraten bestehen, gezéhlt
und der Mittelwert aus allen drei Quadraten errechnet. Gemal der unten stehenden Formel
lasst sich somit die Zellzahl pro Milliliter Trypsinat bestimmen:

Formel: Mittelwert x 100.000 = Zellen / ml

2.2.3 Zellaussaat

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Mehrkanalpipette (20-200 pl) CAPP, Odense, Déanemark

Wasserbad Kottermann GmbH & Co KG, Uetze/Hanigsen,
Deutschland

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Gewebekulturflaschen mit Filter | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
(25 cm?, 75 cm?)

Pipetten mit Spitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
(2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Zellkulturplatten (6 Kavitaten, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
12 Kavitéten)

Zellkulturplatten (24 Kavitaten) | TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturplatten (96 Kavitaten) | NUNC, Roskilde, Ddnemark

Zelllinien

siehe Tab. Zellkultivierung S.12

Durchfiihrung:
Fur manche Experimente, wie z.B. Reporter Assays oder Immunfluoreszenztests ist es
notig Zellen in Kavitaten einer Zellkulturplatte jeweils mit der gleichen Anzahl und
gleichem Volumen auszusden, um anschlielend die Vergleichbarkeit der einzelnen
Kavitaten gewahrleisten zu kénnen.
Aus der wie unter 2.2.2 (S. 14) beschriebenen ermittelten Ist-Zellzahl des Trypsinats und
der Anzahl an Kavitaten pro Zellkulturplatte resultiert folgende Formel, mit deren Hilfe die
einzusetzende Menge an Trypsinat ermittelt werden kann.
Formel: (Zellzahl-Soll pro Kavitat x Anzahl der Kavitéten) / (Zellzahl-Ist Trypsinat)

= Menge Trypsinat in ml
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Abhéngig von der Anzahl an Kavitaten pro Zellkulturplatte und damit dem Volumen der
einzelnen Kavitaten wird das Trypsinat mit dem entsprechenden Medium auf das bendtigte
Gesamtvolumen fir die jeweilige Zellkulturplatte aufgefllt und fur 24 h bei 37°C
inkubiert (siehe Tabelle).

Anzahl der Kavitaten pro Platte Volumen pro Kavitét
6 2ml
12 1ml
96 150 ul

Analog kann die benotigte Zellzahl einer spezifischen Zelllinie auch in
Gewebekulturflaschen ausgesdt werden. Hierbei bestimmt die Grofle der eingesetzten

Gewebekulturflasche (25 cm?, 75 cm?) das bendtigte Gesamtvolumen.

2.2.4 Transformation von Bakterienzellen

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Bunsenbrenner Campingaz GmbH, Hungen-Inheiden, Deutschland
Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Gewebekulturschalen steril | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
(100 x 20 mm)

Medien, Losungen Hersteller und Zusammensetzung

LB-Agar mit Ampicillin 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extrakt, 10 g NaCl,
1 ml Ampicillin (100 pg/ml), 15 g Bacto Agar in 1 | H,O

Kompetente Bakterien Genotyp und Bezugsquelle

INVaF F" endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 gyrA96
relAl ¢80lacZAM15A(lacZY A-argF)U169 A-

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac (F
proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr))

Zymo Research, Freiburg, Deutschland

Durchfuhrung:
Ziel der Transformation ist die Aufnahme eines Plasmids in die Bakterienzelle. Im

Rahmen dieser Arbeit werden Plasmide in zwei unterschiedliche Bakterienzellarten
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transformiert: XL1-Blue-Zellen und INVaF -kompetente Zellen. Zur Transformation der
zweitgenannten Zellen siehe Kapitel TA-Klonierung (S. 18).

Transformation in XL1-Blue-Zellen:

Pro Ligationsansatz wird ein Aliquot (Volumen ca. 50 pl) der XL1-Blue-kompetenten
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 5 pl des Ligationsansatzes versetzt und durch vorsichtiges
Umruhren gemischt. Zur Inkubation wird die Suspension fir 30 Minuten auf Eis gestellt
und anschlieBend komplett auf bereits vorgewarmten LB-Amp.-Platten mit einem

Drigalski-Spatel ausgestrichen.

2.2.5 Anzucht von E.coli-Kulturen

Materialien:

Geréate Bezugsquelle / Hersteller

Bunsenbrenner Campingaz GmbH, Hungen-Inheiden, Deutschland
Drigalskispatel Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Inkubationsschittler Infors HT, Bottmingen, Schweiz
Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Schraubdeckelréhrchen (15 Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
ml, 50 ml)

Gewebekulturschalen steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
(100 x 20 mm)
Pipettenspitzen ohne Filter Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

(0,1-10 pl, 1-20 pl, 1-100 pl,
1-200 i, 101-1000 pl)

Medien Hersteller und Zusammensetzung

LB-Agar mit Ampicillin 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extrakt, 10 ¢
NaCl, 1 ml Ampicillin (100 pug/ml), 15 g Bacto Agar in
11H0

LB-Medium mit Ampicillin 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extrakt, 10 g
NaCl, 1 ml Ampicillin (100 pg/ml) in 1 1 H,O

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Ampicillin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
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Durchfiihrung:

Damit sich mit Plasmiden transformierte Bakterien vermehren kdnnen, mussen sie in ein
Medium Uberfiihrt werden, das ihnen a) die nétigen Wachstumsfaktoren zur Verfligung
stellt und b) ein Selektionsantibiotikum enthélt, das dafur sorgt, dass sich nur die
transformierten Bakterien vermehren kdnnen. Hierfir gibt es zwei Mdglichkeiten:

Anzucht einer E.coli-Kultur auf einer LB-Agarplatte:

Die Bakteriensuspension wird mit einem Drigalski-Spatel auf eine LB-Amp.-Agarplatte
(Ampicillin-Endkonzentration: 0,1 mg/ml) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C und 5 %
CO; im Brutschrank bebritet.

Anzucht einer E.coli-LB-Flussigkultur:

Mit einer sterilen Pipettenspitze wird eine Bakterienkolonie von einer LB-Amp.-Agarplatte
vorsichtig abgetragen und in einem 15-ml-Schraubdeckelréhrchen mit 4 ml LB-Amp.-
Flussigmedium (Ampicillin-Endkonzentration: 0,1 mg/ml) bei 37°C und 150 UpM (Uber
Nacht kultiviert.

2.2.6 TA-Klonierung

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Bunsenbrenner Campingaz GmbH, Hungen-Inheiden, Deutschland

Inkubationsschittler Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Gewebekulturschalen steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

(100 x 20 mm)

Medien, Lsungen Hersteller und Zusammensetzung

LB-Agar mit Ampicillin 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extrakt, 10 g NaCl,
1 ml Ampicillin (100 pg/ml), 15 g Bacto Agar in 1 | H,O

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

X-B-Gal Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Reagenziensatze Bezugsquelle / Hersteller

Dual Promotor TA Cloning Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kit with one Shot INVaF’

Chemically Competent E.coli
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Durchfiihrung:

Das Prinzip der TA-Klonierung basiert auf der besonderen Eigenschaft der Tag-
Polymerase, unabhédngig von dem zu amplifizierenden DNA-Stiick ein einzelnes
Desoxyadenosin an das 3"-Ende des PCR-Produkts (insert) anzuhéngen. Im Gegensatz
dazu weist der linearisierte pCRII-Vektor des Reagenziensatzes an seinem 3"-Ende einen
einzelnen Desoxythymidin-Rest auf. Die dadurch entstandene Komplementaritat der
beiden Enden ermdglicht eine effiziente Klonierung des amplifizierten Inserts in den
pCRII-Vektor.

Fur diesen Versuch wird der Dual-Promotor-TA-Cloning-Reagenziensatz der Firma
Invitrogen GmbH genutzt. Die Ligation, Transformation des Ligationsansatzes in die
kompetenten INVaF"-Zellen und das Ausstreichen auf LB-Amp.-Platten, die vorher mit X-
B-Gal beschichtet worden sind, erfolgt gemaR dem Protokoll des Herstellers. Die
zusétzliche Beschichtung mit X-B-Gal dient der spateren Blau-WeiRR-Differenzierung der
einzelnen Bakterienkolonien. Hintergrund dieser Differenzierung ist der Aufbau des
pCRII-Vektors. Neben seinen Resistenzgenen gegen Ampicillin und Kanamycin (die
ermoglichen, dass nur Bakterien auf der LB-Amp.-Platte wachsen, die Uberhaupt das
Plasmid aufgenommen haben) besitzt er u.a. auch ein Fragment des lacZ-Gens, welches fiir
eine B-Galaktosidase kodiert. Die zu transformierenden Bakterien enthalten ein weiteres
Fragment des lacZ-Gens. Nach Transformation kommt es durch Transkomplementation
zur Bildung einer enzymatisch aktiven B-Galaktosidase. Die B-Galaktosidase kann das
ausgestrichene X-B-Gal verstoffwechseln, mit der Folge, dass ein blauer Farbstoff entsteht.
Da sich nun die Klonierungsstelle fur ein Insert inmitten des lacZ-Genfragments befindet,
fuhrt dies zur Unterbrechung bzw. zum Funktionsverlust des Genfragments und es kann
keine enzymatisch aktive B-Galaktosidase mehr durch Transkomplementation entstehen.
Folglich besitzen nur Bakterienklone, die das Insert nicht enthalten, das intakte lacZ-Gen,
wodurch sie X-B-Gal verstoffwechseln konnen und sich somit blaulich anfarben. Im
Umkehrschluss besitzen Bakterien, bei denen das Insert im Vektor vorhanden ist, kein
intaktes lacZ-Gen und damit keine aktive B-Galaktosidase. Sie konnen kein X-B-Gal
verstoffwechseln und erscheinen als weilie Kolonien. Dies sind die gewinschten Klone
und koénnen im néchsten Schritt in Flissigkultur angeziichtet werden (siehe 2.2.5, S. 17).
Im Bezug auf den pCRII-Vektor ist an dieser Stellen kurz die Orientierung des Inserts zu

definieren: Eine sense-Orientierung des Inserts innerhalb des Vektors bedeutet die
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Transkription des Inserts durch den Sp6-Promotor, wahrend antisense orientierte Inserts
vom T7-Promotor ausgehend transkribiert werden.

2.2.7 Dephosphorylierung von linearisierten Plasmiden
Materialien:

Enzyme Bezugsquelle / Hersteller

rAPid Alkaline-Phosphatase (1U/ul) | Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Durchfuhrung:

Die Dephosphorylierung dient im Rahmen von Klonierungsarbeiten dazu, die Religation
von linearisierten Plasmiden mit kompatiblen Enden zu minimieren bzw. um damit die
Wahrscheinlichkeit fur die Ligation von Insert und Vektor zu erhéhen. Hierzu wird mittels
der rAPid Alkaline-Phosphatase der Phosphatrest an DNA-Fragmenten abgedaut, wodurch
im Idealfall keine bzw. wenig Religation stattfinden kann.

Das unbehandelte Insert besitzt allerdings noch beide Phosphatgruppen am 5°-Ende, Uber
welche es nun in den dephosphorylierten Vektor eingefuigt werden kann. Die entstehenden
Ligationsprodukte werden also nur an zwei der prinzipiell vier moglichen Bindungsstellen
verknupft. Die verbleibenden Licken werden nach der Transformation durch bakterielle
Enzyme geschlossen.

Zur Dephosphorylierung eines linearisierten VVektors werden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit fir 500 ng linearisierte Vektor-DNA 1 pl rAPid Alkaline-Phosphatase (1U/pl)
eingesetzt und das Reaktionsvolumen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht (2 pl
10 x rAPid Alkaline-Phosphatase-Puffer + x pl Bidest).

GemaR den Angaben des Herstellers wird die Dephosphorylierung bei 37°C fiir 10

Minuten durchgefiihrt und anschlieRend bei 75°C flr 2 Minuten hitzeinaktiviert.

2.2.8 Ligation von klebrigen und/oder glatten Enden

Materialien:

Reagenzienséatze Bezugsquelle / Hersteller

Rapid DNA Ligation Kit Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
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Durchfiihrung:

Neben der Klonierung mittels T/A-Uberhangen (vgl. 2.2.6, S. 18) kénnen auch Insert und
Vektor, die zuvor mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut worden sind, Uber eine
Phosphodieesterbindung miteinander verknilpft werden. Die beim Restriktionsverdau
entstandenen Enden sind entweder vom stumpfen (blunt) oder klebrigen (sticky) Typ und
mussen nicht zwangslaufig einen in toto komplementéaren Aufbau besitzen.

Um jedoch die Effizienz der Ligation des Inserts in den Vektor zu gewahrleisten, sollte
auch bei dieser Methode der Vektor mittels Dephosphorylierung vorbehandelt werden, da
bei einem Doppelverdau zum einen unter Umstédnden kompatible Schnittstellen entstehen
konnen und zum anderen ein gewisser Teil der Plasmide nur einfach verdaut wird und
daher ohne das Vorhandensein eines Inserts religieren kann. Zur weiteren Optimierung der
Ausbeute des Ligationsproduktes wird das Insert im Vergleich zum Vektor im Rahmen
dieser Arbeit stets im stochiometrisch dreifachen Uberschuss in die Ligationsreaktion
eingesetzt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Sonderfall: Bei nicht kompatiblen Enden bedient man sich vor dem Einsatz in die Ligation
einer Behandlung mit der T4-DNA-Polymerase von Fermentas GmbH (Durchfiihrung
gemal den Angaben des Herstellers). Diese Polymerase kann mit Hilfe ihrer 3"-5"-
Exonukleaseaktivitit durch Einfligen von Nukleotiden am 5°-Ende bzw. Entfernung von
Uberhdngen am 3"-Ende (iberhidngende Restriktionsschnittstellen in stumpfe umwandeln
und somit eine Ligation primar inkompatibler, Uberhdngender Restriktionsschnittstellen
ermdglichen.

Hierfir wird der Rapid-DNA-Ligation-Reagenziensatz der Firma Fermentas genutzt und
gemal den Angaben des Herstellers verfahren.

2.2.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

PCR-Kabinett G&P Kunststofftechnik, Kassel, Deutschland
Thermocycler TProfessional Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller
PCR-Reaktionsgefal Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
(0,2 ml, steril) Deutschland
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Medien, LOsungen

Hersteller und Zusammensetzung

Desoxyribonukleosidtriphos-
phate als ANTP Mix (100 mM)

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Enzyme

Bezugsquelle / Hersteller

PowerScript DNA-Polymerase

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Tag-DNA-Polymerase

5-Prime GmbH, Hamburg, Deutschland

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Primer sind hier als Ubersicht dargestellt. Sie

stammen Uberwiegend von dem Hersteller Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), mit

Ausnahme derer, die mit (*) bzw. (**) gekennzeichnet sind. (*) werden von der Firma

Biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland), (**) von Tib Molbiol GmbH (Berlin,
Deutschland) bezogen.
Primer Sequenz (5°- 37) Verwendungszweck

5"RACE Outer*

GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

Klonierung 5 -Ende in
pCRII-Vektor

5"RACE Inner*

CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCT
GGCTTTGATG

Klonierung 5 -Ende in
pCRII-Vektor

5-15-1** GAGGGATCCAGTTTAGAATCCTCAG | Klonierung 3"-Ende in
AGGTC pCRII-Vektor

BtgZl_OROV- CCAGTGTGCTGGAATTCGCCGCGAT | Klonierung L1 _Neu in

L_for_pTM1* GAGAGCTCTTCCATGTCACAACTGT | pCRII-Vektor

TGCTCAAC

Esp31_OROV_vMpr

CGTCTCCTATAGAGTAGTGTGCTAC

Klonierung OROV-

o_for_new CAACAACAATTTTTGAC Minigenom
Esp3l_OROV_vMpr | CGTCTCCACCCAGTAGTGTACTACC | Klonierung OROV-
0_VRL rev_new AGCAACAAACAGTGACAATGAC Minigenom

OROV-L_rev_3end

AGAACTTCAGCACAAATATCCTCAG
C

Klonierung 3"-Ende in
pCRII-Vektor

OROV-L_rev_5end

TTGCTCGAATGAAAATCTTA

Klonierung 5°-Ende in
pCRII-Vektor, cDNA-
Synthese 5°-Ende

OROV-L_rev_5end
inner*

TTCCTCAAAGACCCAATA

Klonierung 5°-Ende in
pCRII-Vektor

OROV-L1 rev

TCATTGATGCATTGCCAGTATTTAGT

Klonierung L1 _Neu in
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pCRII-Vektor
OROV-L3 rev ATCAATTTGTCATCTTCCCCAGTG Klonierung L3_Neu in
pCRII-Vektor
OROV- GACAGACGTCTCGGAATACTAGAAA | Klonierung L3 Neu in
L3 for_new Esp3l | GTGATTTATCAACAATTG pCRII-Vektor
OROV-M rev_3end | AACACATATTTCGCCAAGTCCTACA | Klonierung 3"-Ende in
C pCRII-Vektor
OROV-M rev _5end | TTAAGCCATACAATCAGAAGA Klonierung 5°-Ende in
pCRII-Vektor
ORQOV-M3_for TATTGAACACAACGAAAGATGC cDNA Synthese 5"-Ende
OROV-S rev 3end | CATCTTTGGCCTTCTTTTGG Klonierung 3"-Ende in
pCRII-Vektor
OROV-S rev 5end | GGCCTTTACCCAGATGC Klonierung 5 -Ende in
pCRII-Vektor, cDNA-
Synthese 5°-Ende
OROV-S rev 5end | ACTTTCTTCCCTTTGGTGATT Klonierung 5 -Ende in
inner* pCRII-Vektor /
Screenen der S-Klone
nach 5"-Ende
OROV-S rev_sapl | GACAGAGCTCTTCACTATATGTCAA | Screenen der S-Klone
TTCCGAAT nach 5"-Ende
Durchfihrung:

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) lassen sich spezifisch
durch einen Vorwarts- und einen Ruckwarts-Primer definierte DNA-Fragmente in vitro
exponentiell vermehren.

Voraussetzung fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion ist das Vorhandensein aller
grundlegenden Komponenten: Ausgangs-DNA (hier stets Verwendung von 10 ng), die das
zu amplifizierende DNA-Stiick enthélt (Matrize, template), einen Vorwarts- und einen
Rickwarts-Primer (jeweils 10 uM), die das zu amplifizierende DNA-Stiick definieren,
Desoxyribonukleotid-Mix (10 mM), der die Bausteine fiir die Synthese des neugenerierten
Tochterstrangs liefert, Mg®* als wichtigen Kofaktor fir die DNA-Polymerase, hitzestabile

DNA-Polymerase sowie der spezifische Puffer.
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Der Reaktionsansatz wird gemaR dem mitgelieferten Protokoll der verwendeten DNA-
Polymerase bzw. in der in Klammern stehenden Konzentration in ein 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefal pipettiert und in den Thermocycler gestellt, in dem die PCR in mehreren
Reaktionszyklen (i.d.R. 30-35x) ablauft, wobei jeder Zyklus nach dem gleichen Schema
aufgebaut ist:

Denaturierung:

Bei einer Temperatur von 95°C werden die Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des
DNA-Doppelstranges aufgebrochen, wodurch zwei Einzelstrange entstehen.

Zu Beginn der eigentlichen PCR-Zyklen schaltet man einmalig eine zweimindtige
Denaturierungsphase von 95°C vor (sog. Initialisierung) um zu gewéhrleisten, dass initial
die komplette doppelstrangige Ausgangs-DNA, sowie die Primer voneinander getrennt als
Einzelstréange vorliegen.

Annealing:

Das Absenken der Temperatur ermoglicht die Anlagerung der beiden Primer an ihre
spezifische Nukleotidsequenz innerhalb der beiden Einzelstrange. Die sog. Annealing-
Temperatur basiert auf der Hohe des Schmelzpunktes des Primers und variiert folglich
abhéngig von den vorliegenden Primereigenschaften (L&nge, Sequenz). Aus diesem Grund
muss jene von Primer zu Primer spezifisch gewahlt werden.

Sonderfall: Bei manchen Experimenten bevorzugt man eine Modifikation der
standardméligen PCR, die sog. Touch-Down-PCR. Sie dient der Steigerung der
Amplifikationseffizienz ohne die Rate von Primer-Fehlpaarungen zu erhéhen. Bei dieser
PCR-Variante senkt man ausgehend von einer hohen Ausgangstemperatur durch
Temperatureduktion von 0,5°C pro Zyklus schrittweise die Annealing-Temperatur ab.
Vorteil dieser Vorgehensweise stellt die erhdhte Spezifitat der Bindung des Primer-Paares
an ihre Zielsequenz in den ersten Zyklen (auf Kosten der Effizienz) dar. Dagegen erfolgt
das Annealing in den spéteren Zyklen sehr effizient (dafur weniger spezifisch). Da in den
ersten Zyklen aber die Bindung der Primer sehr spezifisch war, sollten primér die richtigen
Amplifikationsprodukte entstanden sein, sodass die Gefahr einer Fehlpaarung in den
spateren Zyklen (unter weniger stringenten Bedingungen) minimiert ist.

Elongation:
Die Elongationsphase dient der eigentlichen Synthese des komplementaren DNA-Stranges.
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Abhangig von der verwendeten DNA-Polymerase besitzt jede ihr individuelles

Temperaturoptimum (Pan-Powerscript-Polymerase 68°C, Tag-DNA-Polymerase 72°C).

Standard-PCR-Programm:

Heizdeckeltemperatur: 95°C

Initialisierung: 95°C 2 min
Denaturierung: 95°C 30s
Annealing: 56°C 30's 35X
Elongation: 68/72°C 1 min
Terminierung: 68°C 5 min

2.2.10 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Materialien:

Gerate

Bezugsquelle / Hersteller

Chemidoc XRS System mit
Software Quantity One

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Elektrophoresekammer Horizon
58, 11-14

Life Technologies, Kalifornien, Vereinigte Staaten

Feinwaage

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Mikrowelle

AFK Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle / Hersteller

Zellkulturplatten (96 Kavitéten)

NUNC, Roskilde, Danemark

Medien, Lsungen

Hersteller und Zusammensetzung

Agarosegele (1%) grol3

100 ml 1x TAE, 1 g Agarose, 5 pl Ethidiumbromid-
Losung (Endkonzentration: 0,5 pg/ml)

Agarosegele (1%) klein

30 ml 1x TAE, 0,3 g Agarose, 1,5 pl Ethidiumbromid-
Losung (Endkonzentration: 0,5 pg/ml)

6x Orange Loading Dye

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

TAE (50x) 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml EDTA pH 8,0
(0,5 M)

TAE (1x) 40 ml TAE (50 x) in 1960 ml H,O

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

DNA-Langenstandards
(100 bp, 1 kb)

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
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Ethidiumbromid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
als Losung: 10 mg/ml in H,O

Durchfihrung:
Die Gelelektrophorese dient dazu, mit Hilfe eines elektrischen Feldes ein Gemisch aus
verschieden-groflen DNA-Fragmenten der GroRe nach aufzutrennen. Aufgrund der
negativen Ladung des Phosphatriickgrats der Nukleinsduren wandern diese im elektrischen
Feld Richtung Anode, wobei die Geschwindigkeit der Bewegung durch das Agarosegel
abhangig von der jeweiligen FragmentgroRRe ist; d.h. kleine, negativ-geladene Fragmente
wandern wesentlich schneller Richtung Anode als groRe.
Abhangig von den erwarteten GroRen der aufzutrennenden Fragmente wird ein x%-iges
(meist 0,8- oder 1 %ig) Agarose-Gel angefertigt, wobei sich zur besseren Auflésung bei
sehr kleinen Fragmenten ein hoherprozentiges Gel empfiehlt. Die aufzutragende Probe
wird mit 6x Orange Loading Dye versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Um spater eine
Aussage Uber die Grolle der DNA-Fragmente treffen zu kdnnen, werden zusétzlich 2 pl
eines spezifischen L&ngenstandards aufgetragen. Anschlieend wird das Gel mittels des
Chemidoc XRS Systems unter UV-Exposition fotografiert. Die Menge des Fragments lasst
sich Uber die Intensitdt des in die DNA-Doppelstrange eingelagerten Ethidiumbromids
grob abschétzen.
In der vorliegenden Arbeit werden zwei Verwendungszwecke der Gelelektrophorese
unterschieden:
» Rein analytisch: Auftragen von 5 ul Probe und 1 pl 6x Orange Loading Dye;
Spannung von 110 V
» Préparativ, d.h. mit Hilfe eines sterilen Skalpells kann aus dem DNA-Fragment-
Gemisch fur weitere Experimente ein DNA-Fragment spezifischer GroRe
ausgeschnitten werden. Zu diesem Zweck werden 50 pl Probe mit 10 ul 6x Orange

Loading Dye versetzt und aufgetragen; Spannung von 80 V

2.2.11 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Materialien:

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Ethanol (100 %) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Reagenziensatze Bezugsquelle / Hersteller

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit | Zymo Research, Freiburg, Deutschland

Durchfihrung:

Nach der praparativen Gelelektrophorese muss zur weiteren Verwendung die DNA aus
dem Agarose-Gelstiick isoliert werden. Zu diesem Zweck muss das Agarose-Gelstick,
welches die zu isolierende DNA enthdlt, zundchst mit Hilfe eines chaotropen Puffers
solubilisiert werden. AnschlieBend erfolgt nach dem Prinzip der selektiven Bindeféhigkeit
von DNA-Molekilen an eine Silika-Membran die Reinigung der DNA, wahrend
Reagenzienrlckstande die Silika-Membran problemlos passieren. Verwendet wird hierzu
der Zymoclean-Gel-DNA-Recovery-Reagenziensatz der Firma Zymo Research. Die

Gelextraktion der DNA wird gemaR dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.12 Restriktionsverdau

Materialien:

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA,
10 mg/ml)

New England Biolabs, Bad Schwalbach, Deutschland

Dithiothreitol (DTT) GE Healthcare Europe NV, Brissel, Belgien

Enzyme Bezugsquelle / Hersteller

FastDigest BamHI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

FastDigest BpulOl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

FastDigest BsmBI (Esp3l)

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest ECORV

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Ncol

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Notl

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Sall

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Scal

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Xbal

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

FastDigest Xhol

Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

BstAP1

SibEnzyme Ltd., Nowosibirsk, Russland
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BtgZI New England Biolabs, Bad Schwalbach, Deutschland
Cfrl (Eael) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Dpnl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Esp31 (BsmBl) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
HindllI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Lgul (Sapl) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Pstl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Sacl Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Stul New England Biolabs, Bad Schwalbach, Deutschland
Durchfuhrung:

Der Restriktionsverdau wird mittels Restriktionsendonukleasen des Typs Il durchgefihrt.
Dabei handelt es sich um bakterielle Enzyme ohne Methyltransferaseaktivitat, die ATP-
unabhéngig innerhalb oder in unmittelbarer Nahe ihrer spezifischen Erkennungssequenz
die  DNA hydrolytisch spalten. Die Erkennungssequenzen der verwendeten
Restriktionsenzyme sind meist palindromische Sequenzen. Abhéngig vom jeweiligen
Enzym kdnnen Fragmente mit glatten Schnittstellen (blunt ends) oder mit komplementéren
Uberhangen am 3"- bzw. 5"-Ende (sticky ends) entstehen.

Der Restriktionsverdau wird in dieser Arbeit in zwei unterschiedlichen Anwendungen
verwendet:

Kontrollverdau:

Zur Erfolgskontrolle einer durchgefuhrten Klonierung eines spezifischen DNA-Stiicks
(insert) in einen gewinschten Vektor bedient man sich eines einfachen Kontrollverdaus,
der anschliefend zur Visualisierung auf ein analytisches Gel aufgetragen wird (Siehe
2.2.10, S. 25).

Protokoll eines Standard-Kontrollverdaus: 300 ng Plasmid-DNA

1 pl 10x mitgelieferter Puffer
1 pl Restriktionsenzym
x pl Bidest

10 ul Gesamtvolumen



2 Material und Methoden 29

Praparativer Verdau:

Um ein bestimmtes DNA-Stiick in einen speziellen Vektor klonieren zu kénnen, werden
beide einem praparativen Verdau zugefiihrt, bei dem zum einen zur Optimierung der
Ausbeute grofle Mengen an jeweiliger Plasmid-DNA (jeweils 3 pg auf 30-40 pl
Gesamtvolumen) eingesetzt werden und zum anderen im Idealfall fur die nachfolgende
Klonierung komplementére Restriktionsschnittstellen entstehen sollten. Die gewdnschten,
durch den Verdau entstandenen Fragmente kodnnen nachfolgend direkt aus einem
praparativen Gel extrahiert und in die Klonierungsreaktion eingesetzt werden (siehe 2.2.10,
S. 25).

Bei einem analytischen bzw. préparativen Doppelverdau muss das Gesamtvolumen auf die
doppelte Menge erhéht und die Puffermenge bzw. die Pufferauswahl entsprechend
angepasst werden. Gemall der Anleitung des jeweiligen Herstellers werden die
Reaktionsbedingungen (Puffer, Temperatur, zusétzlich DTT, BSA etc.) gewéhlt und
gegebenenfalls eine Hitzeinaktivierung durchgefihrt.

2.2.13 Transfektion von Zellen

Materialien:

Medien, Losungen Hersteller und Zusammensetzung
OptiMEM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Reagenziensatze Hersteller / Bezugsquelle

Fugene 6 Transfection Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Fugene HD Transfection Reagent | Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Lipofectamine 2000 Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
RNA Hersteller / Bezugsquelle

OROV-RNA Abteilung Virologie, UMG

Vero-RNA Abteilung Virologie, UMG

VSV-RNA Abteilung Virologie, UMG

Zelllinien Verwendungszweck

BSR-T7 Minireplikon-System-Kinetik

HEK 293 Reporter Assay

Vero E6 Immunfluoreszenztests
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Je nach Versuchsaufbau,

Z.B.

im Rahmen eines Reporter Assays oder

einer

Kinetikbestimmung werden die ausgesdten Zellen mit verschiedenen Plasmiden

kotransfiziert, welche im Folgenden als Ubersicht mit jeweiligem molekularen Aufbau und

individueller Bezugsquelle aufgelistet sind.

Plasmide Beschreibung Bezugsquelle / Hersteller
pTM1-LACV-L Vektor enthalt die LACV-Polymerase- | Prof. Dr. Friedemann
cDNA, die unter Kontrolle des T7- Weber,
Promotors exprimiert wird Universitatsklinikum
Freiburg, Deutschland
pTM1-LACV-N Vektor enthalt die LACV-Nukleo- Prof. Dr. Friedemann

protein-cDNA, die unter Kontrolle des
T7-Promotors exprimiert wird

Weber,
Universitatsklinikum
Freiburg, Deutschland

pTM1-OROV-cS

Vektor enthalt die OROV-
Nukleoprotein- und die OROV-NSs-
Protein-cDNA, die unter Kontrolle des
T7-Promotors exprimiert werden

PrHIRESHOROV-cS/{pA|

Abteilung Virologie, UMG

pTM1-OROV-
cSmut

Vektor enthalt durch Einfligen einer
Mutation nur den ORF des OROV-
Nukleoproteins, der unter Kontrolle
des T7-Promotors exprimiert wird

PrHIRESHOROV-cSmutpAl

Abteilung Virologie, UMG

pTM1-OROV-L

Vektor enthalt die OROV-Polymerase-
cDNA, die unter Kontrolle des T7-
Promotors exprimiert wird

Abteilung Virologie, UMG

pTM1-OROV-
L Neu

Vektor enthalt die korrigierte OROV-
Polymerase cDNA, die unter Kontrolle
des T7-Promotors exprimiert wird

PrIRESHOROV-L repariert{pAl

Diese Arbeit

pT7-ribo-SM2

Ausgangsvektor zur Herstellung sog.
Rescueplasmide

Abteilung Virologie, UMG

puUC19

Leervektor

Promega Corporation,
Mannheim, Deutschland
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Durchfiihrung:

Unter Transfektion versteht man das Einschleusen von zellfremder Nukleinsdure (virale
RNA, Plasmide) in eine eukaryotische Zelle. Hierzu werden im Verlauf der
experimentellen Arbeit drei verschiedene Reagenzien genutzt: Lipofectamine 2000,
FUGENE-6- und FUGENE-HD-Transfektionsreagenz.

Bei allen drei Reagenzien handelt es sich um ein Gemisch aus neutralen und kationischen
Lipiden, die nach dem gleichen Funktionsprinzip die Transfektion von Plasmid-DNA
ermoglichen:

Aufgrund der zellularen Lipiddoppelschicht kann polare Plasmid-DNA die unpolare
Zellmembran nicht passieren. Nach Komplexierung der einzuschleusenden, anionischen
Plasmid-DNA mit den kationischen Lipiden entstehen zusammen mit den neutralen
Lipiden Liposomen, die mit der zellularen Doppellipidschicht fusionieren und folglich die
eingeschlossene DNA in das Zellinnere abgeben kénnen.

Transfektion mit Lipofectamine 2000:

Vor der Transfektion mit Lipofectamine 2000 muss ein sog. Lipomix erstellt werden, in
dem das Lipofectamine 2000 mit OptiMEM versetzt wird. Dieses Gemisch muss vor der
eigentlichen Transfektion fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. Die Menge an
bendtigtem Transfektionsreagenz bzw. das Gesamtvolumen ist abhangig vom Zelltyp, von
der Zellzahl und der Menge an zu transfizierender Nukleinsdure:

Anzahl der Kavitaten pro Platte: Ansatz Lipomix pro Kavitét:
6 4 ul Lipofectamine 2000 in 100 pl OptiMEM
12 2 pl Lipofectamine 2000 in 50 pl OptiMEM
24 1 pl Lipofectamine 2000 in 25 pl OptiMEM

AnschlieBend wird das zu transfizierende Material vorsichtig mit dem Lipomix versetzt
und weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Erst dann kann der gesamte Ansatz
auf die zu transfizierenden Zellen verteilt werden.

Transfektion mit FUGENE-HD / -6-Transfektionsreagenz:

Im Gegensatz zu Lipofectamine 2000, kann FUGENE HD/6 gleich zum Transfektionsmix
hinzugefugt werden. Dabei wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Reagenz meist
im Verhéltnis 3:2 zur Plasmid-DNA (in pg) eingesetzt und der komplette Ansatz fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Zugabe des Ansatzes

zu den zu transfizierenden Zellen.
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2.2.14 lIsolierung von Gesamt-RNA aus adharenten Zellen und
Zellkulturiberstanden

Materialien:

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Schraubdeckelréhrchen Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

(15 ml, 50 ml)

Medien, Lsungen Hersteller und Zusammensetzung

10x NTE (200 ml) 20 ml 1 M Tris (pH 6,5), 4 ml 500 mM EDTA, 40 ml
5 M NacCl, 134 ml H,0O

5 M NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (75 %) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat- Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Dinatriumsalz (EDTA) Deutschland

Glykogen (35mg/ml) PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen,
Deutschland

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

PEG 8000 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

peqGOLD TriFast FL PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen,
Deutschland

10 mM Tris, pH 6,5 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Zelllinien Bezugsquelle

BHK Abteilung Virologie, UMG

IFNAR -/- Freundlicherweise zur Verfuigung gestellt von Jovan
Pavlovic, Institute of Medical Viroloy, Zirich,
Schweiz

Vero E6 Freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr.
Gerhard Daobler, Institut fir Mikrobiologie der
Bundeswehr, Minchen, Deutschland

Viren Bezugsquelle / Hersteller

Oropouche-Virus Abteilung Virologie, UMG
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Durchfiihrung:

Der RNA-Isolierung liegt das Prinzip der Einschritt-Flissigphasen-Separation zugrunde,
das sich die unterschiedlichen chemischen Eigenschaften zellularer Bestandteile zu Nutzen
macht. PeqGOLD TriFast (FL) enthélt zwei wichtige Komponenten: Phenol und
Guanidinisothiocyanat. Durch das Guanidinisothiocyanat werden die Zellen lysiert, sowie
zellul&re Bestandteile (Enzyme wie z.B. RNasen, etc.) degradiert, wéhrend das enthaltene
Phenol seinerseits als Lodsungsmittel fungiert. Nach Zugabe von Chloroform und
anschlieBender Zentrifugation erfolgt gemaR den jeweiligen chemischen Eigenschaften die
Auftrennung der zelluldren Bestandteile in drei Phasen: eine untere rote Phenol-
Chloroformphase, eine dazwischen liegende Interphase und eine obere wassrige Phase.
Wahrend sich zellulére Proteine hauptsachlich in der Phenol-Chloroform-Phase und DNA
sich grof3teils in der Interphase anreichern, findet sich die zu isolierende RNA aufgrund
ihrer Polaritat ausschlief3lich in der oberen wéssrigen Phase wieder. Nach vorsichtiger
Abnahme der wassrigen Phase und anschlieBender Fallung mittels Isopropanol erhalt man
letztendlich die gewilinschte RNA.

Ausgangsmaterial flr die virale RNA-Isolation stellen im Rahmen dieser Arbeit sowohl
infizierte Zellen verschiedener Zellreihen als auch deren virushaltige Zellliberstédnde dar.
Die Durchfuhrung erfolgt gemaR dem Protokoll der Firma PEQLAB Biotechnologies
GmbH.

Aufgrund moglicher Verschleppungen von DNA wahrend der RNA-Isolation empfiehlt
sich anschlieend ein zusétzlicher DNase-Verdau zur Generierung moglichst ,reiner
RNA-Proben.

Die gewonnene RNA kann fir weitere Experimente bei -80°C aufbewahrt werden.

2.2.15 DNase-Behandlung
Materialien:

Reagenziensatze Bezugsquelle / Hersteller

Ambion Turbo DNA-free-Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Durchfuhrung:
Bei der Isolation von RNA mit Hilfe der Einschritt-Flussigphasen-Separation kann es

methodenbedingt zur Verschleppung von DNA kommen. Um jedoch mdglichst reine,
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DNA-freie RNA-Proben zu erhalten, schlielt sich der RNA-Isolation in aller Regel eine
zusétzliche DNase-Behandlung an.

DNasen (Desoxyribonukleasen) katalysieren als Endonukleasen die Hydrolyse von
Phosphodiesterbindungen innerhalb eines DNA-Molekils und spalten mit einer hohen
Affinitat die vorhandene DNA in kleinere Fragmente.

Hierzu wird der Ambion-Turbo-DNA-free-Reagenziensatz der Firma Applied Biosystems

verwendet und die Behandlung gemal? den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.16 Konzentrierung und Aufreinigung von RNA

Materialien:

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Ethanol (100%, 80%) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Reagenzienséatze Bezugsquelle / Hersteller

RNeasy MinElute Cleanup Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Durchfuhrung:

Um potenziellen Wechselwirkungen zwischen Reagenzienresten aufeinander folgender
Experimente entgegenzuwirken, kann es von erheblicher Relevanz sein, RNA-Proben von
Enzym- und Pufferriickstanden zu reinigen.

Das Verfahren basiert auf, unter spezifischen Bedingungen erzeugter, selektiver
Bindefahigkeit von RNA-Molekilen an die Silika-Membran der im Reagenziensatz
enthaltenen RNeasy-MinElute-Sdaulen. Somit koénnen die Reagenzienrlickstande oder
verdaute DNA-Polynukleotide problemlos entfernt werden, da diese nicht an die Silika-
Membran binden und jene passieren.

Hierzu wird der RNeasy-MinElute-Cleanup-Reagenziensatz der Firma Qiagen GmbH

verwendet. Die Aufreinigung wird gemalt den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.17 Spektrophotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von
RNA/DNA

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Nano Drop ND-1000 Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
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Spektralphotometer mit Software | Bonn, Deutschland

ND-1000 V3.3.0 one channel PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen, Deutschland

Durchfiihrung:

Die spektrophotometrische Bestimmung mit Hilfe des Nano-Drop-ND-1000-
Spektralphotometers basiert auf der Verwendung von emittiertem UV-Licht
unterschiedlicher Wellenlangen.

Unter UV-Licht-Exposition wird abh&ngig von der zu analysierenden Probe eine
spezifische Wellenldnge mit spezifischer Intensitat absorbiert und das Ergebnis graphisch
dargestellt. Anhand des so ermittelten Grades der Absorption kann auf die Konzentration
des lichtabsorbierenden Bestandteils innerhalb der Probe riickgeschlossen werden. Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei einer Wellenlange von 260 nm,
wahrend jenes mancher kontaminierender Stoffe beispielsweise bei 280 nm (z.B. Proteine,
Phenol) oder 230 nm (z.B. Phenolate, Thiocyanate) liegt.

Durch Ermittlung verschiedener Quotienten wie z.B. 260 nm/280 nm oder 260 nm/230 nm
lasst sich somit eine Aussage Uber die Reinheit der Probe treffen. Als ,,rein“ geltende
Proben besitzen einen Wert von ca. 1,8 flir den Quotienten aus 260 nm / 280 nm und fir
den Quotienten aus 260 nm / 230 nm einen Wert von ca. 2,0-2,2. Darunter liegende Werte
sprechen somit fir Kontamination der gemessenen Probe, welche folglich in erhéhter
Intensitét eine Wellenlange von 280 nm bzw. 230 nm absorbieren.

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung werden 1,5 pl Probe eingesetzt. Vor der
eigentlichen Messung muss das Spektrophotometer mit der jeweiligen Elutionslésung

(Elutionspuffer, Bidest etc.) geeicht werden.

2.2.18 Fluorometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Materialien:
Gerate Bezugsquelle / Hersteller
FLUOstar Optima Microplate BMG Labtech GmbH, Offenburg, Deutschland

Fluorometer mit FLUOstar Reader
Control and Data Analysis Software

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Fluotrac 600 96-Kavitdten-Platte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland




2 Material und Methoden 36

Reagenziensatz Bezugsquelle / Hersteller

Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit | Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Durchfihrung:

Dieses Verfahren ist eine weitere Moglichkeit die Konzentration von RNA-Proben zu
bestimmen. Hierzu wird der Fluoreszenzfarbstoff Quant-iT-RiboGreen genutzt, welcher
spezifisch an RNA-Molekiile bindet. Erst jene Bindung erzeugt nach Anregung ein starkes
Fluoreszenzsignal, das mit Hilfe eines Fluorometers detektiert werden kann.

Die somit erzeugte Spezifitdt im Bindungsverhalten ermdglicht, dass der Einfluss von
Kontaminanten (z.B. Einzel-Nukleotide, die ein dhnliches Absorptionsverhalten bei der
spektrometrischen  Konzentrationsbestimmung  besitzen) minimiert bzw. beinahe
ausgeschlossen werden kann.

Durch den FLUOstar-Optima-Microplate-Fluorometer wird das an die RNA-Molekile
gebundene Quant-iT-RiboGreen-Reagenz bei einer Wellenldnge von 500 nm angeregt und
die Fluoreszenz der Molekiile gemessen. Das zu erwartende Fluoreszenzmaximum fir den
Komplex aus RNA und Quant-iT-RiboGreen-Reagenz liegt bei ca. 525 nm.

Anhand einer Standardkurve, bei der einer definierten RNA-Konzentration (1 pg/ml,
500 ng/ml, 100 ng/ml, 20 ng/ml) bei einer Wellenldnge von 525 nm ein bestimmter
Fluoreszenzwert zugeordnet wird, kann auf die tatsdchliche RNA-Konzentration in der
Probe riickgeschlossen werden.

Hierzu wird der Quant-iT-RiboGreen-RNA-Assay-Reagenziensatz der Firma Invitrogen
GmbH verwendet und die Konzentrationsbestimmung geméalR dem Protokoll des

Herstellers durchgefihrt.

2.2.19 Plasmidpraparation (Minipraparation)

Materialien:

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Ethanol (100%) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Reagenziensatze Bezugsquelle / Hersteller

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I | PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen,
Deutschland
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Durchfiihrung:

Um aus zuvor transformierten und anschlieBend vermehrten Bakterien die eingeschleuste
Plasmid-DNA zu isolieren, bedient man sich der Minipraparation. Dieser Methode liegt
das Prinzip der alkalischen Lyse zugrunde. In Kombination mit einer anschlieRBenden
Reinigung unter Ausnutzung der selektiven Bindefahigkeit der Reagenzien an einer Silika-
Membran kann so reine Plasmid-DNA gewonnen werden.

Durch die Behandlung der abzentrifugierten Bakterien mit Resuspensionspuffer wird die
Stabilitdt der Bakterienzellwand aufgehoben. Zusatzlich beinhaltet der verwendete
Resuspensionpuffer eine RNase A, wodurch die bakterielle RNA bereits grofteils zersetzt
wird. Daran schlief3t sich die vollstdndige Lyse der Bakterienzellen an, bei der sowohl die
chromosomale bakterielle DNA, bakterielle Proteine, als auch die Plasmid-DNA degradiert
werden. Durch das Versetzen dieser Suspension mit Neutralisationspuffer renaturiert zum
einen die Plasmid-DNA, zum anderen bilden die denaturierten Bakterienbestandteile
(Proteine, chromosomale DNA und RNA) unldsliche Komplexe und fallen in der Ldsung
aus. Durch Zentrifugation werden die renaturierte Plasmid-DNA, die im Uberstand gel6st
bleibt, und die ausgefallenen bakteriellen Bestandteile voneinander getrennt. Der
Uberstand mit der gelosten Plasmid-DNA wird zur effizienten Reinigung auf eine Silika-
Membran Uberfuhrt. Hierbei wird die DNA durch hydrophobe Wechselwirkungen an das
Silikagel gebunden, gewaschen und anschliefend unter Niedrigsalzbedingungen (Wasser)
eluiert.

Zur Minipréaparation wird der peqGOLD-Plasmid-Miniprep-Reagenziensatz der Firma
PEQLAB Biotechnologies GmbH genutzt und jene geméaR den Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

2.2.20 Plasmidpraparation (Midipraparation)

Materialien:
Gerate Bezugsquelle / Hersteller
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.KG, Eberstadt,

Deutschland

Sorvall RC 26 Plus Zentrifuge Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
Bonn, Deutschland

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller
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Schraubdeckelréhrchen (15 ml, | Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland
50 ml)

Pipetten mit Spitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
(2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Chemikalien Bezugsquelle / Hersteller

Ethanol (70%) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Reagenziensatze Bezugsquelle / Hersteller

NucleoBond PC 100 Macherey-Nagel GmbH+Co. KG, Diren, Deutschland
Durchfihrung:

Ziel der Midipraparation ist es, groBere Mengen an Plasmid-DNA aus zuvor
transformierten Bakterien zu isolieren. Sie folgt einem &hnlichen Funktionsprinzip
(alkalische Lyse und anschliefende Reinigung der Plasmid-DNA) wie bereits fur die
Minipraparation beschrieben, mit dem Unterschied, dass die DNA nicht an Silikagel
(hydrophobe Wechselwirkung), sondern an eine Anionenaustauschersaule bindet.
AnschlieBend muss die selektiv-gebundene, negativ-geladene Plasmid-DNA unter
Hochsalzbedingungen von der Anionenaustauschersdule eluiert und zur Eliminierung des
Salzes zusétzlich geféallt werden. Als Ausgangsmenge wird im Vergleich zur
Minipraparation eine erheblich groRere Menge transformierter Bakterienkultur eingesetzt
(Kultivierung von 50 ml Bakterienkultur in LB-Amp. Uber Nacht bei 37°C und 150 UpM).
Hierzu wird der Reagenziensatz NucleoBond PC 100 der Firma Macherey-Nagel
GmbH+Co. KG genutzt und gemaR den Angaben des Herstellers verfahren.

2.2.21 RLM-RACE-PCR zur Analyse der nichtkodierenden Enden der OROV-
Genomsegmente

Die RLM-RACE-PCR (RNA ligase mediated rapid amplification of cDNA-ends with PCR)

stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe es mdglich ist, auch die Enden von RNA zu

amplifizieren und deren Nukleotidsequenz zu entschlisseln. Im ersten Schritt wird hierbei

ein Nukleotidstiick (Adapter) bekannter Sequenz an das jeweilige, nichtkodierende Ende

ligiert, wovon in einem zweiten Schritt im Falle des 3"-Endes direkt und im Rahmen des

5-Endes durch Verwendug eines im bereits bekannten, kodierenden Bereichs anlagernden
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Primers jeweils cDNA des gewinschten nichtkodierenden Endes synthetisiert werden
kann. In der sich anschlielenden PCR kdnnen nun unter Verwendung eines der jeweiligen
der Ankersequenz-entsprechenden Primers und eines Primers basierend auf einer
bekannten Nukleotidsequenz innerhalb des kodierenden Bereichs (im Falle des 5 Endes
muss der verwendete Primer stromabwérts des im Rahmen der cDNA-Synthese
verwendeten Primers liegen) die vollstdndigen nichtkodierenden Enden amplifiziert

werden.

2.2.21.1 Adapter-Ligation an das 3"-Ende von OROV-RNA
Materialien:

Enzyme Bezugsquelle / Hersteller

T4-RNA-Ligase 1 (20 U/pl) | New England Biolabs, Bad Schwalbach, Deutschland

RNaseOUT Recombinant Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
RNase Inhibitor

RNA Bezugsquelle / Hersteller

OROV-RNA Abteilung Virologie, UMG

Adapter Sequenz (5°- 3") und Hersteller

iISP9-Anchor-Adapter PH-GACCTCTGAGGATTCTAAACXTCCAGTTTA
GAATCC

Tib Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin, Deutschland

Durchfuhrung:

Um die 3 -untranslatierten Regionen (UTR) des Oropouche-Viruses entschliisseln zu
kénnen, wird an das 3"-Ende eine Adapter-cDNA ligiert, damit die Reverse Transkriptase
bei der folgenden cDNA-Synthese das komplette Ende ablesen kann. Zu diesem Zweck
wird der iSP9-Anchor-Adapter mittes der T4-RNA-Ligase 1 an das 3"-Ende der RNA
ligiert.

Aufbau und Funktionsprinzip des Adapters: (Maan et al. 2007)

Der iSP9-Anchor-Adapter ist so konstruiert, dass er selbstkomplementér ist und somit
gleichzeitig als Adapter fur die Ligation, sowie als Primer fir die folgende cDNA-
Synthese fungiert, wodurch die Vollstdndigkeit der generierten cDNA im Bezug auf die
UTR gewahrleistet werden kann (siehe Abbildung 5, S.40).
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QR OV-RIMA

5 3 -P-GACCTCTGAGGATTCTAAACXTCCA —

| - B NRINNRENRD
3 5 CCTAAGATTTG

Abbildung 5: iSP9-Anchor-Adapter: Aus 35 Nukleotiden bestehender DNA-Adapter, der an seinem 5-
Ende eine freie Monophosphatgruppe zur Ligation an das freie 3"-OH-Ende der viralen RNA aufweist.
Innerhalb der Primer-Sequenz zeigen 11 Nukleotide einen absolut komplementaren Aufbau. Jener bedingt
die intramolekulare Eigenanlagerung und die Bildung eines kurzen DNA-Doppelstrangs als
Initiationssequenz fiir die folgende cDNA-Synthese. X steht hierbei fiir einen sog. Phosphoramidit-Spacer,
der als eine Art Platzhalter zwischen den zwei komplementéaren Primer-Halften fungiert.

Ligationsansatz: 500 ng OROV-RNA
1 ul iISP9-Anchor-Adapter (Konz. 500 ng/ul)
2 ul 10x T4-RNA-Ligase-Puffer
1 ul T4-RNA-Ligase 1 (20 U/ul)
1 ul RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor
X ul Bidest

20 ul Gesamtvolumen
Der Ligationsansatz wird bei 4°C Uber Nacht inkubiert und am Folgetag mit Hilfe des

RNeasy-MinEluteCleanup-Reagenziensatzes der Firma Qiagen GmbH von Enzym- und
Pufferriickstanden gereinigt mit dem Ziel der Isolierung mdoglichst reiner mit Adapter-
versehener OROV-RNA.

2.2.21.2 Adapter-Ligation an das 5"-Ende von OROV-RNA

Materialien:

Enzyme Bezugsquelle / Hersteller

T4-RNA-Ligase 1 (20 U/pul) New England Biolabs, Bad Schwalbach, Deutschland
RNaseOUT Recombinant Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

RNase Inhibitor

RNA 5"Polyphosphatase (20 Epicentre Biotechnologies, Madison, Vereinigte

U/ul) Staaten

Tobacco Acid Pyrophosphatase | Epicentre Biotechnologies, Madison, Vereinigte
(10 U/ud) Staaten

RNA Bezugsquelle / Hersteller

OROV-RNA Abteilung Virologie, UMG
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Adapter Sequenz (5”- 3") und Hersteller
5 RACE GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUU
GCUGGCUUUGAUGAAA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Durchfihrung:

Analog dem 3"-Ende muss zur vollstandigen Transkription der 5-UTR ebenfalls eine
Adapterligation erfolgen, um den sonst durch Primer-Annealing erzeugten Teilverlust der
Anfangssequenz zu vermeiden.

Zur Adapterligation an das 5°-Ende viraler RNA-Segmente wird hier aufgrund der in der
Literatur beschriebenen Effizienzsteigerung bei Verwendung eines RNA-Adapters (5
RACE-Adapter) ein solcher verwendet (Maruyama und Sugano 1994).

Die T4-RNA-Ligase 1 katalysiert hierbei die Ligation des RNA-Adapters uber dessen freie
OH-Gruppe am 3"-Ende an den Monophosphatrest des 5 -Endes der Oropouche-RNA. Da
jedoch die 5"-Enden des segmentierten RNA-Genoms maoglicherweise polyphosphoryliert
vorliegen, bedarf es zusétzlich einer Vorbehandlung viraler RNA, um aus Triphosphat-
Enden Monophosphate zu generieren. Hierzu kommen zwei Enzyme (TAP und RNA
5"Polyphosphatase) in Betracht. Beide Enzyme sind imstande, das B- und y-Phosphat als
Pyrophosphat abzuspalten, wodurch letztendlich solitér das a-Phosphat als Monophosphat
ubrig bleibt.

Unter Verwendung des mitgelieferten Standardprotokolls zur VVorbehandlung viraler RNA
mit TAP werden 25 pmol Oropouche-Virus-RNA in die Reaktion eingesetzt und geman
den Angaben des Herstellers bei 37°C fir 90 Minuten inkubiert.

Im Rahmen der Vorbehandlung viraler RNA mit der RNA 5"Polyphosphatase wird
ebenfalls gem&lR dem mitgelieferten Standardprotokolls unter zusétzlicher Verwendung
von 0,5 pl RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor und den angegebenen
Reaktionsbedingungen von  37°C fir 30 Minuten verfahren (eingesetzte Menge
Oropouche- Virus-RNA: 2 Q).

Nach der Inkubation werden beide Ansédtze unter Verwendung des RNeasy-MinElute-
Cleanup-Reagenziensatzes der Firma Qiagen GmbH von Enzym- und Pufferriickstdnden
gereinigt, um moglichen Storfaktoren bei der anschlielenden Adapterligation

vorzubeugen. Bei der Adapterligation an das vorbehandelte 5°-Ende wird im Folgenden
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unter Verwendung von 500 ng des 5°-Race-Adapters analog der des 3"-Endes verfahren
mit der Ausnahme, dass in diesem Fall ein Gesamtvolumen der Reaktion von 25 pl
angesetzt wird. Der Ligationsansatz wird bei 37°C fur eine Stunde inkubiert und abermals
einer Reinigung mittels des RNeasy-MinElute-Cleanup-Reagenziensatzes der Firma

Qiagen GmbH unterzogen um mdglichst eine reine Probe des Ligationsprodukts fur

Folgeexperimente zu gewinnen.

2.2.22 cDNA-Synthese
Materialien:

Geréte

Bezugsquelle / Hersteller

Thermocycler TPersonal

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle / Hersteller

PCR-Reaktionsgefale
(0,2 ml, steril)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Medien, Lsungen

Hersteller und Zusammensetzung

Desoxyribonukleosidtriphosphate
als ANTP Mix 100 mM

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

Dithiothreitol (DTT)

GE Healthcare Europe NV, Brissel, Belgien

Enzyme

Hersteller / Bezugsquelle

SuperScript 111 Reverse
Transkriptase (200 U/ul)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

RNaseOUT Recombinant RNase
Inhibitor

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Primer Sequenz (5°- 3") und Hersteller
OROV-M3_for TATTGAACACAACGAAAGATGC
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
OROV-L_rev_5end TTGCTCGAATGAAAATCTTA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
OROV-S_rev_5end GGCCTTTACCCAGATGC

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Random Hexamer Primer

Amersham Bioscience Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland
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RNA Bezugsquelle / Hersteller
OROV-RNA Abteilung Virologie, UMG
Durchfihrung:

Grundlage dieser Methode stellt die Reverse Transkription dar, bei der ausgehend von
einem RNA-Strang ein komplementarer DNA-Strang synthetisiert wird. Das hierfur
bendtigte Enzym ist die reverse Transkriptase, bei der es sich molekularbiologisch um eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase handelt. Die meisten reversen Transkriptasen besitzen
zusatzlich eine RNase-H-Aktivitat zur posttranskriptionellen Degradierung der RNA-
Matrize. Im Falle der verwendeten reversen Transkriptase SuperScript 111 ist jene Aktivitat
nicht vorhanden. Dies ist insbesondere bei der Synthese langer cDNA von Vorteil, da
hierbei langere Reaktionszeiten notwendig sind, in denen eine friihzeitige Degradation des
RNA-Templates durch eine aktive RNase H hinderlich ware. Zudem zeichnet sie sich
durch eine ausgeprégte Hitzestabilitat aus. Im Verlauf der Synthese wird somit abhangig
von einem RNA-Strang zundchst ein RNA-DNA-Hybridstrang generiert, wobei der RNA-
Strang durch die fehlende RNase-H-Aktivitat primar nicht degradiert wird und aus ihm am
Ende ein einzelstrangiger, komplementarer cDNA-Strang (copy) entsteht. Native reverse
Transkriptasen dagegen generieren pro RNA-Molekil nur ein  DNA-Doppelstrang-
Molekadil.

Unter Verwendung von 125 ng RNA und 2 pmol sequenzspezifischem Primer wird nach

dem mitgelieferten Protokoll des Herstellers verfahren.

2.2.23 Immunfluoreszenzanalysen in Vero-Zellen

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller
Konfokales-Laser-Skanning- Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Mikroskop (Leica TCS SP2) Deutschland

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller

Deckgléser rund (12 mm) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturplatten (6 Kavitaten, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
12 Kavitéten)

Zellkulturplatten (24 Kavitaten) | TPP AG, Trasadingen, Schweiz
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Objekttrager

Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG,
Bonn, Deutschland

Medien, LOsungen

Hersteller und Zusammensetzung

0,5% Triton X-100

250 ul Triton x-100 in 50 ml 1x PBS
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

1% FKS/PBS

1 ml FKS in 99 ml 1x PBS
c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Dulbecco’s PBS (1x)

100 ml PBS (10x) in 900 ml H,O
c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

FluorSafe-Reagent

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

3,7 % Formaldehyd

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Reagenzienséatze

Bezugsquelle / Hersteller

Fugene HD Transfection
Reagent

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Zelllinien Bezugsquelle

Vero E6 Freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr.
Gerhard Daobler, Institut fir Mikrobiologie der
Bundeswehr, Minchen, Deutschland

Plasmide Bezugsquelle / Hersteller

pl.18-FAMx Prof. Dr. Friedemann Weber, Universitatsklinikum

P HFAMXHpAc] Freiburg, Deutschland

pl.18-OROV-NSs-Flag
PcuyHOROV-NSs-FlagHpAcwy]

Abteilung Virologie, UMG

pl.18-RVFV-NSs-ZF5

Abteilung Virologie, UMG

PemHRVFV-NSs-ZF5{pAci

Im Folgenden werden zusammenfassend die wéhrend dieser Arbeit verwendeten
Herkunft,
Verwendungszweck (Primér- oder Sekundarantikérper) und der Bezugsquelle dargestellt.

Antikorper  tabellarisch  gem&B  ihrer  Klonalitdt,  biologischen

Antikorper Beschreibung Bezugsquelle / Hersteller

anti — Flag M2 Primarantikdrper Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland
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Monoklonal
Herkunft: Maus

anti — Cdk 8 Primarantikorper Abcam, Cambridge,
Polyklonal gegen Cdk 8 GroBbritannien
Herkunft: Kaninchen

anti — MED 30/ TRAP 25 Priméarantikorper Abcam, Cambridge,

Polyklonal gegen MED30/ | Grofbritannien

TRAP 25

Herkunft: Kaninchen
Cy3-konjugierter anti-Maus | Sekundarantikdrper Dianova, Hamburg,
Antikorper Herkunft: Affe Deutschland
FITC-konjugierter anti- Sekundéarantikorper Sigma-Aldrich, Steinheim,
Kaninchen Antikdrper Herkunft: Ziege Deutschland
Durchfiihrung:

Bei Immunfluoreszenztests wird die Mdglichkeit genutzt, mit spezifischen Antikorpern
bestimmte subzelluldre Zielstrukturen sichtbar machen zu koénnen. Die Methodik der
Immunfluoreszenz lasst sich allgemein in direkte und indirekte Immunfluoreszenz
untergliedern. Da in der vorliegenden Arbeit aussschliellich die indirekte
Immunfluoreszenz zum Einsatz kommt, wird nur diese im Folgenden beschrieben.

Der primére AntikGrper muss so gewdhlt werden, dass er an die zu detektierende
Zielstruktur in der Zelle binden kann. Um den primaren Antikorper sichtbar zu machen
und damit das Vorhandensein der fraglichen Struktur nachzuweisen, wird ein sekundérer
Antikorper hinzugegeben, welcher gegen den priméren Antikorper gerichtet ist. An den
sekundéren Antikorper ist wiederum ein Fluorochrom gekoppelt, das unter Anregung
durch Licht in einer bestimmten Wellenldnge fluoresziert. Unter Verwendung eines
Fluoreszenz- oder Konfokalmikroskops kann diese Fluoreszenz sichtbar gemacht werden.
Besonders bei Mehrfachfarbungen ist es von grofRer Bedeutung sicherzustellen, dass der
jeweilige Sekundéarantikorper ausschlielich an seinen entsprechenden Primarantikdorper
bindet und nicht mit anderen Antikdrpern Kkreuzreagiert. Hierzu nutzt man den
unterschiedlichen Herkunftsort der Primarantikérper (Maus, Kaninchen), denn von diesem
héngt die Konformation des Fc-Teils des Primarantikdrpers ab, gegen den sich dann

spezifische Sekundarantikorper erzeugen lassen.
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Fur den Immunfluorszenztest werden Vero-E6-Zellen verwendet, die mit der gewdinschten
Zelldichte von 1x10° Zellen pro Kavitat auf Deckglaschen in einer 6-Kavititen-Platte
angezichtet werden (siehe 2.2.3, S. 15). Nach 24-stindiger Inkubation bei 37°C und 5%
CO, werden die Zellen mit 2 pg des zu transfizierenden Konstrukts pro Kavitat mit Hilfe
von FUuGENE-HD-Transfektionsreagenz transfiziert (siehe 2.2.13, S. 29). An die
Transfektion schlieRt sich wiederum eine Inkubation Gber 24 Stunden bei 37°C und 5%
CO; an. Zur Fixierung werden die Deckgléschen in eine 24-Kavitéaten-Platte umgesetzt und
mit 500 pl 3%igem Paraformaldehyd pro Kavitdt durch Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Es folgen 3 Waschschritte mit 1x PBS. Damit der
Primérantikorper in die Zellen gelangen kann, muss die Zellmembran permeabilisiert
werden. Dazu werden die Deckglaschen in eine 12-Kavitdten-Platte umgesetzt mit 500 pl
0,5% Triton X-100 in 1x PBS fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend dreimal mit 1% FKS/PBS gewaschen. Nun folgt die eigentliche Inkubation
mit dem Primé&rantikorper, der zuvor in einem definierten Verhéltnis in 1% FKS/PBS
vorverdlnnt und in einem Volumen von 40 pl auf die jeweiligen Deckglaschen pipettiert
wird (Ansatz: Anti-Flag M2 1:200, Anti-Cdk 8 1:100, Anti-Med 30 1:100 in 40 pl pro
Kavitét). In einer feuchten Kammer werden die Deckglédschen mit dem Primérantikorper
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundener Primarantikérper wird durch
dreimaliges Waschen mit 1% FKS/PBS entfernt, woran sich schlieBlich zum
Sichtbarmachen die Inkubation mit dem Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper
(Ansatz: Antirabbit FITC 1:100, Antimouse Cy3 1:100 in 40 pl pro Kavitat) fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur anschlief3t. Nach erneutem Waschvorgang werden die Deckglaschen
aus der 12-Kavitaten-Platte entnommen, in Bidest -eingetaucht, vorsichtig alle
Flussigkeitsreste entfernt und mit Fluorsafe auf einen Objekttrager eingebettet. Zum
Trocknen und bis zur weiteren Verwendung werden die Préparate unter Lichtabschluss bei

4°C gelagert.

2.2.24 Bestimmung des Virustiters (TCIDsp) in mit IFN-a vorbehandelten, OROV-
infizierten Zellen

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

Mehrkanalpipette (20-200 pl) CAPP, Odense, Danemark
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Mikroskop

Nikon Instruments Europe B.V, Amstelveen,
Niederlande

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle / Hersteller

Gewebekulturflaschen mit Filter
(25 cmz?, 75 cm?)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatten (96 Kavitéten)

NUNC, Roskilde, Danemark

Medien, Lsungen

Hersteller und Zusammensetzung

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), 500 ml

c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Chemikalien

Bezugsquelle / Hersteller

Humanes IFN Alpha

Pestka Biomedical Laboratories, New Jersey,
Vereinigte Staaten

5 % Trichloressigsaure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kristallviolett-Ldsung:

1 % Kiristallviolett
3,6 % Formaldehyd
1 % Methanol

20 % Ethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Zelllinien Bezugsquelle

Vero E6 Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr.
Gerhard Daobler, Institut fir Mikrobiologie der
Bundeswehr, Miunchen, Deutschland

HEK 293 Microbix Biosystems Inc., Mississauga, Kanada

Viren Bezugsquelle / Hersteller

Oropouche-Virus

Abteilung Virologie, UMG

Durchfuhrung:

Der Kultur-infektiose-Dosis-50%-Test (tissue-culture infectious dose 50 %) stellt eine

Maoglichkeit dar, Virustiter zu bestimmen.

Zu diesem Zweck werden in eine 96-Kavitaten-Platte 1x10* Vero-E6-Zellen in 150 pl
DMEM pro Kavitat ausgesét und fir 24 Std. bei 37°C und 5% CO, kultiviert (siehe 2.2.3,

S. 15). Mit den gewonnenen Virusiiberstinden werden serielle Verdinnungreihen
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beginnend mit einer Verdiinnungsstufe von 10" bis 10" in 1:10 Verdiinnungsschritten mit
dem Medium DMEM angefertigt und diese in einem 4-fachen Parallelansatz auf die in
einer 96-Kavitédten-Platte kultivierten Zellen gegeben. Zusétzlich wird als Negativkontrolle
eine Spalte der Vero E6-Zellen nicht infiziert (Mock). Nach flinftagiger Inkubation werden
die infizierten Zellen im Vergleich zu den Mock-infizierten Zellen hinsichtlich des CPEs
(zytopathischer Effekt) unter dem Mikroskop beurteilt. Zur Erleichterung der
Unterscheidung zwischen CPE und unbeschéadigtem Zellrasen werden die Zellen zusatzlich
fixiert und gefarbt. Hierzu wird das Medium abgenommen und die Zellen mit 200 pl 5 %
Trichloressigsdure je Kavitét fir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Anschlieend werden
die Zellen einmal mit 200 pl Wasser je Kavitat gewaschen. Zur Farbung werden 200 pl
Kristallviolettldsung je Kavitdt zugegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wird der Farbstoff entfernt und die gefarbten Zellen dreimal mit Wasser
gewaschen. AbschlieRend lasst man die fixierten und gefarbten Zellen volltandig trocknen.
Liegt nun bei 50 % der Kavitaten einer Verdinnungsstufe ein zytopathischer Effekt vor,
kann man vom Erreichen der Kultur-infektiésen-Dosis-50% fir diese Virusverdiinnung
sprechen. In der Praxis treten oft Abweichungen von dieser 50%-Regel auf, die bei der
Berechnung des Virustiters berticksichtigt wird (siehe unten stehende Formel).
Sonderfall: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit interessiert insbesondere der
maoglicherweise protektive Effekt einer IFN-a-Vorbehandlung der zu infizierenden Zellen.
Zu diesem Zwecke werden HEK-293-Zellen in einem Dreifachansatz in jeweils einer
25-cm?-Gewebekulturflasche mit einer Dichte von 5 x 10° ausgest (siehe 2.2.3, S. 15), 24
Stunden nach Aussaat, mit Erreichen der zelluldaren Konfluenz mit 0 U (Negativkontrolle),
1000 U bzw. 5000 U IFN-a pro 25-cm?-Zellkulturflasche vorbehandelt und anschlieRend
mit der MOI 1 (multiplicity of infection), d.h. gleicher Menge an Viruspartikeln wie Zellen
infiziert.
Zur Ermittlung der TCIDsy wird die hochste Verdunnungsstufe aus allen vier
Parallelansétzen, bei welcher noch mikroskopisch ein zytopathischer Effekt nachweisbar
ist, ermittelt, deren Mittelwert berechnet und mit Hilfe der Formel von Spearman und
Kérber der Virustiter errechnet:
Formel: logrcip-s0=10gD - ((logDy)/2) + logDg x (3.(n/p))
= logD + logDo x (X(1/p)) — (logDo/2)
TCIDso= D x (Do x 10%™P)) / (Dgx10"?)
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= D x 10" / 102
=D x 102(n/p)-1/2
TCIDso/ml= (D x 10Z®@P12) /v

D = Verdunnungsfaktor
D, = Verdinnungsintervall
n = Anzahl der Kavitaten mit sichtbarem CPE in der Zellkulturplatte
p = Anzahl der Parallelbestimmungen auf der Zellkulturplatte
> '(n/p) = Summe der n/p-Quotienten beginnend mit der letzten Verdinnungsstufe mit n/p =
1 und endend mit der letzten Verdinnungsstufe mit n/p >0

V = eingesetztes Volumen in ml

2.2.25 Sequenzierung

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

PCR-Kabinett G&P Kunststofftechnik, Kassel, Deutschland
Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller
PCR-Reaktionsgefale Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
(0,2 ml, steril) Deutschland

Nachfolgend werden alle zur Sequenzierung verwendeten Primer (Bezugsquelle: Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) tabellarisch aufgefiihrt, wobei die erste der beiden
Tabellen diejenigen Sequenzierungs-Primer enthélt, deren Sequenz auf Abschnitten der
entsprechend verwendeten Vektoren in der Nahe der Insertionsstelle basieren und somit

unabhéngig von der eigentlichen Insert-Sequenz sind.

Primer Sequenz (5°- 3") Zugehoriger Vektor
M 13-20_for 1 GTAAAACGACGGCCAG pCRII

M 13 rev CAGGAAACAGCTATGAC pCRII

pl.18 for TCCATGGGTCTTTTCTGCAG | pl.18

pl.18 rev CAGGCGTGACACGTTTATTG | pl.18

T7_forward_ short TAATACGACTCACTATAG pT7-ribo-SM2 / pTM1
T7 rev TATGCTAGTTATTGCTCAG pT7-ribo-SM2 / pTM1
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Im Falle der Sequenzierung eines DNA-Fragments, das grofer als 1 kb ist, muss jenes in
Etappen sequenziert werden, da man mit Hilfe der verwendeten Sequenzierungsmethode
nach Sanger nur maximal 1 kb groBe DNA-Strange fehlerfrei sequenzieren kann. Zur
Sequenzierung des > 6 kb groRen L-Proteins des Oropouche-Virus werden daher zuséatzlich

folgende Primer mit Insert-spezifischen Sequenzen eingesetzt.

Primer Sequenz (5°- 3")

OROV-L_PW forl AGCAGTTTCCAGCCATGTAAGAGA
OROV-L_PW for2 CATGCATTAAGATTGGTGATTTTG
OROV-L_PW revl TTCGTTTGTCTTGTCCTCATCTGC
OROV-L_PW rev2 TCCAGTGATTTAGAGCGATAGATA
OROV-L1 rev TCATTGATGCATTGCCAGTATTTAGT
OROQOV-L2_for AGATAAGATTGGAAACTACCTA
OROV-L2_rev TATTCCGCACATCTCTACTGG
OROV-L3_for TTGCATGGGTATCTATCGCTCTAA
OROV-L3 rev ATCAATTTGTCATCTTCCCCAGTG
OROV-L4_for TGCCATACAAAGTTTTCACATCAA
OROV-L4 _rev mut TGAAAATGTGCTCGTCTCGTGATGG
OROV-L5_for mut GCCATCACGAGACGAGCACATTTT
OROV-Smut-F1_for GGGGGAAACGCCTGGTAT
Durchfihrung:

Die Sequenzierung basiert auf der Kettenabbruch-Synthese nach Sanger, bei der mittels
radioaktiv- oder fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleosidtriphosphate die
Nukleotidsequenz von DNA ermittelt wird. Ausgehend von einem Oligonukleotid
bekannter Sequenz, welches als Primer fungiert, katalysiert eine spezifische DNA-
Polymerase die Neusynthese eines komplementédren Tochterstranges.

Dem Cycle Sequencing liegt ein ahnlicher Mechanismus zugrunde wie der PCR, da auch
hier mit einer thermostabilen DNA-Polymerase gearbeitet wird. Weitere
Reaktionskomponenten sind der Reaktionspuffer, Primer, Nukleotide und die zu
sequenzierende DNA. AuBRer den in einer PCR verwendeten dNTPs sind zuséatzlich
Didesoxy-Nukleotide (ddNTPs) enthalten. Diese bewirken nach ihrem Einbau den
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Abbruch der Strangsynthese. Da der Zufall entscheidet, wann ein ddNTP statt eines dNTPs
eingebaut wird, entstehen unterschiedliche Fragmente, die jeweils mit der Primer-Sequenz
beginnen und mit dem ddNTP enden. An die ddNTPs sind zusatzlich je nach Base
verschiedene  Fluoreszenzfarbstoffe  gebunden, die bei der automatischen
Sequenzgelelektrophorese durch Anregung mit Laserlicht detektiert werden kénnen.
Gemal} dem unten aufgefiihrten Protokoll werden von jeder Probe jeweils zwei Ansatze
zum Sequenzieren vorbereitet. Jeder Ansatz enthélt einen Primer, der an das 5°-Ende eines
der beiden DNA-Strange der zu sequenzierenden DNA bindet. Die Sequenzierung beider
DNA-Strange erlaubt die Unterscheidung von Sequenzierfehlern (Abweichung an einer
Position nur in der Sequenz einer der beiden Strange) und Mutationen (Abweichung an
derselben Position in beiden Strangen). Durchgefuhrt wird die Sequenzierung von der
Firma Seglab-Sequence Laboratories GmbH in Gattingen.

Standardprotokoll zur VVorbereitung einer Probe:

600 ng DNA

2 ul Primer (10 pmol/ul)

X pl Bidest

7 ul Gesamtvolumen

2.2.26 Das Minireplikon-System

Das Minireplikon-System stellt ein wichtiges Instrument sowohl fur die Aufschlisselung
viraler ~ Transkriptionsvorgdnge als auch fir die Charakterisierung viraler
Pathogenitatsmechanismen in virusfreien Bedingungen dar. Fir einige Vertreter der
Bunyaviren, wie beispielsweise fir das Bunyamwera-Virus (Weber et al. 2001) oder das
Rift-Valley-Fever-Virus (Habjan et al. 2008), wurden bereits erfolgreich Minireplikon-
Systeme bzw. Reverse-Genetik-Systeme etabliert.

Beim Minireplikon-System handelt es sich um ein Plasmid-basiertes System, das sich aus
mindestens drei Expressionsplasmiden zusammensetzt, die unter Kontrolle verschiedener
Promotoren (abhangig vom gewéhlten System) flr essentielle Bestandteile der viralen
Replikation/Transkription kodieren (virale RNA-Polymerase, Nukleoprotein und ,,virales
Genom® mit den flankierenden UTR). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde

ausschlieBlich mit einem T7-Polymerase-abhangigen System gearbeitet.
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Das Minigenom-Expressionsplasmid, das unter Kontrolle des T7-Polymerase-Promotors
transkribiert wird, simuliert das virale Genom, wobei ein virales Gen durch ein in
genomischer Orientierung in das Plasmid kloniertes Reportergen (hier: Renilla-Luciferase)
ersetzt wird. Flankiert wird das Reportergen durch die regulatorischen, viralen 3"- und 5°-
nichtkodierenden Enden des M-Segments, die im natirlichen viralen Replikationszyklus
als Promotorregion bzw. Replikationsstartpunkt fiir die virale RNA-Polymerase fungieren
(siehe 1.1.4, S. 3). Die Menge des translatierten Reportergens korreliert direkt mit der
Transkriptionsaktivitat der viralen Polymerase. Die beiden anderen Expressionsplasmide
beinhalten, ebenfalls T7-Promotor-abhéngig, jedoch in antigenomischer Orientierung in
die Expressionsplasmide kloniert, die Nukleotidsequenz der Virus-Polymerase (OROV-L)
und des viralen Nukleoproteins (OROV-N).

Alle drei Plasmide werden simultan in eine T7-Polymerase-exprimierende Zelllinie (in
dieser Arbeit: BSR-T7) transfiziert, durch welche die T7-Promotor-abhéngigen
Expressionsplasmide trankribiert werden. Wahrend aus denen in antigenomischer
Orientierung vorliegenden Sequenzen fur das OROV-L-Protein und das OROV-N-Protein
nach Transkription jeweils eine positivstrangige mMRNA entsteht und diese durch die Zelle
problemlos und konstitutiv T7-Promotor-abhangig in die OROV-Polymerase bzw. in das
OROV-Nukleoprotein translatiert werden kann, liegt das Minigenom nach zellul&rer
Transkription durch die T7-Polymerase als einzelstrdngige RNA mit negativer Polaritét
vor, die durch Enzyme des zelluldren Translationsapparats nicht translatiert werden kann.
Erst die Transkription dieser negativstrangigen Minigenom-RNA durch die bereits
translatierte  Oropouche-Polymerase zusammen mit dem OROV-Nukleoprotein unter
Bildung eines RNP-Komplexes in positivstrangige mRNA ermdglicht die Translation des
Minigenom-Reporter-Gens (hier: Renilla Luciferase).

Das Reporterprotein kann nun im Zelllysat (nach Zugabe von Substrat) anhand des
Substratumsatzes quantifiziert werden und ermdglicht so eine Aussage Uber die virale
Transkriptions- bzw. Replikationsaktivitat durch die direkte Korrelation zwischen
produzierter Renilla-Luciferase und Transkriptionsaktivitdt der rekombinanten

Virusbhestandteile.
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OROV-L
Expressionsplasmide: OROV-L: ;T'T —
OROV-N
OROV-M: ;T7 —_

Minigenom: ;T’I [5]e Ren-Tuc (31—
|

Transfektion

mRNA (OROV-L/N) (-) RNA (Minigenom)

______________ I

i Translation durch zelluldren

i Translationsapparat
Expression OROV-L/N RNP
v
mRNA (Minigenom)

_____________ |

i Translation durch zelluliren
i Translationsapparat

Expression Ren-Luc
|
v

Reporter Assay

Abbildung 6: Aufbau und Prinzip des plasmidbasierten, T7-Polymerase-abhéngigen OROV-
Minireplikon-Systems: Alle drei Expressionsplasmide werden intrazellulér durch die innerhalb der BSR-
T7-Zellen kontinuierlich exprimierten T7-Polymerase transkribiert. Aufgrund der antigenomischen
Orientierung der viralen Proteine OROV-L und -M innerhalb ihrer Expressionsplasmide, entsprechen deren
Transkripte positivstrdngiger mRNA, die problemlos durch den zelluldren Translationsapparat translatiert
und exprimiert werden kann. Im Gegensatz dazu liegt das Minigenom innerhalb seines Expressionsplasmids
in genomischer Orientierung vor, woraus nach zelluldrer Transkription eine negativstrangige RNA entsteht,
die durch den zelluldren Translationsapparat nicht translatiert werden kann. In einem Zwischenschritt muss
daher das negativstrangige Minigenom-RNA durch die bereits translatierten viralen Proteine OROV-L und
-M unter Bildung eines RNP-Komplexes in positivstrangige, translatierbare mRNA umgeschrieben werden.

2.2.27 Dual-Luciferase-Reporter-Assay und Minireplikon-System-Kinetikmessungen

Materialien:

Gerate Bezugsquelle / Hersteller

FLUOstar Optima Microplate BMG Labtech GmbH, Offenburg, Deutschland
Fluorometer mit FLUOstar
Reader Control and Data
Analysis Software

Multipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle / Hersteller
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Lumitrac 200 96-Kavitaten-
Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatten (6 Kavitaten,
12 Kavitaten)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Medien, Lsungen

Hersteller und Zusammensetzung

10x PBS

c.c. pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

1x PLB

10 ml PLB (5x) in 40 ml H,O
Promega Corporation, Mannheim, Deutschland

Reagenziensatze

Bezugsquelle / Hersteller

Dual Luciferase Reporter Assay
System

Promega Corporation, Mannheim, Deutschland

Reporterplasmide

Beschreibung

p125-Luc

(Takashi Fujita, Tokyo
Metropolitan Institute of
Medical Science, Tokyo, Japan)

Vektor enthalt das Firefly-Luciferase-Reporter-Gen,
das unter Kontrolle des induktiv aktiven IFN-
Promotors exprimiert wird

pl.18-RL
(Abteilung Virologie, UMG)

Vektor enthalt das Renilla-Luciferase-Reporer-Gen,
das unter Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-
Promotors exprimiert wird.

|PCMv|-|Ren-LUC|'|pACMv|

pTM1-FF-Luc

(Prof. Dr. Friedemann Weber,
Universitatsklinikum Freiburg,
Freiburg, Deutschland)

Vektor enthalt das Firefly-Luciferase-Reporter-Gen,
das unter Kontrolle des T7-Promotors exprimiert wird

PrHIRES-FF-Lud A

pT7-ribo-SM2-LACV-vM
(Prof. Dr. Friedemann Weber,

Universitatsklinikum Freiburg,
Freiburg, Deutschland)

Vektor enthalt das LACV-Minigenom = Renilla-
Luciferase-Gen, flankiert durch die 3"-5"UTRs des
LACV-M-Segments, das unter Kontrolle des T7-
Promotors exprimiert wird

PrHLACV-cMpraHvRenLucHT}{Hsrib]

pT7-ribo-SM2-OROV-vMpro-
VRL
(Abteilung Virologie, UMG)

Vektor enthalt das OROV-Minigenom = Renilla-
Luciferase-Gen, flankiert durch die 3’und 5"UTRs des
OROV-M-Segments, das unter Kontrolle des T7-
Promotors exprimiert wird

PrHOROV-cMpraHvRenLucHT+}HHsrib)

pT7-ribo-SM2-OROV-
vMproNEW-vRL*

Vektor enthalt das OROV-Minigenom = Renilla-
Luciferase-Gen, flankiert durch die korrigierten 3"und
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(Diese Arbeit) 5"UTRs des OROV-M-Segments, das unter Kontrolle
des T7-Promotors exprimiert wird

Pr}HOROV-cMproNEWHvRenLucHTrHHarib)

Durchfihrung:

Anhand der Expression von Reportergenen lasst sich die Aktivitat eines spezifischen
Promotors messen bzw. eine Kinetik des Minireplikonsystems erstellen. Als Reportergene
werden Gene bezeichnet, die fir Enzyme kodieren, deren enzymatische Aktivitat leicht
quantifiziert werden kann. In diesem Fall werden die beiden Enzyme Firefly-Luciferase
(aus Photinus pyralis) und Renilla-Luciferase (aus Renilla reniformis) verwendet. Bei
einem Dual Luciferase Reporter Assay kénnen beide Reportergene in einem Testansatz
kombiniert werden. Die Bedingung fur die Kombination stellt die unterschiedliche
Abstammung der Luciferasen aus verschiedenen Organismen, sowie die
Verstoffwechslung unterschiedlicher Substrate dar.

Im Rahmen des Dual-Luciferase-Reporter-Assay-Systems wird die cDNA der Firefly-
Luciferase (FF-Luc) in einem Plasmid dem zu messenden Promotor nachgeschaltet und so
nach transienter Transfektion von eukaryontischen Zellen in Abhéngigkeit von der
Aktivitat des Promotors exprimiert. In einem weiteren, kotransfizierten Plasmid befindet
sich die cDNA der Renilla-Luciferase (Ren-Luc), die unter der Kontrolle eines konstitutiv-
aktiven Promotors steht. Nach Lyse der transfizierten Zellen und Zugabe des Firefly-
Luciferase-Substrats kann die Luciferaseaktivitdt mittels eines Luminometers gemessen
werden, da bei Substratumsatz Licht entsteht. Aufgrund der promotorabhangigen
Expression der Firefly-Luciferase entspricht die Luciferaseaktivitat der Lichtemission und
aufgrund der Proportionalitat beider Aktivitaten, kann auf die spezifische Aktivitat des
Promoters riickgeschlossen werden. Nach demselben Prinzip wird die Aktivitat der
Renilla-Luciferase gemessen. Jene gilt allerdings als Produkt kontinuierlicher Expression
als ein Mal? fiir die Transfektionseffizienz bzw. die Viabilitat der transfizierten Zellen.

Im Falle des Minireplikonsystems (vgl. 2.2.26, S. 51) wird die FF-Luc unter Kontrolle
eines T7-Polymerase-abhangigen Promoters exprimiert und dient so innerhalb T7-
Polymerase produzierenden Zellen als interne Transfektionskontrolle. Die Ren-Luc-cDNA
fungiert in diesem speziellen Falle als kodierende Sequenz eines viralen Minigenoms (=
Reporter-cDNA in genomischer Orientierung mit flankierenden viralen untranslatierten

Regionen). Die Renilla-Luciferase-Aktivitat gibt im Minireplikon-System Aufschluss uber
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die Effizienz der viralen Transkription/Replikation. Fir diese Methodik werden in einer
12-Kavitatenplatte gemal? Kapitel 2.2.3 Zellen der gew(inschten Zelllinie ausgesat, mit den
notwendigen Plasmiden transfiziert und inkubiert (siehe 2.2.13). Fur die eigentliche
Lumineszenzmessung mussen die ausgesaten Zellen zuerst mit 100 pl 1x PLB pro Kavitat
lysiert werden. AnschlieBend wird der Reagenziensatz Dual Luciferase Reporter Assay
System gemald den Angaben des Herstellers Promega GmbH verwendet.

2.2.28 Statistik

Materialien:

Computerprogramme Bezugsquelle / Hersteller

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten
Durchfuhrung:

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden mehrere, unabhdngige Versuchsreihen gemaf
dem beschriebenen Versuchsaufbau durchgefihrt. Innerhalb jeder Versuchsreihe wurden
die erhaltenen Rohdaten auf den jeweiligen Mock-Wert normiert. Die Firefly-Luciferase-
Aktivitdt wurde ihrerseits wieder zur Renilla-Luciferase-Aktivitat, die als Mal} fur die
jeweilige, untereinander variierende Tranfektionseffizienz pro Kavitét gilt, ins Verhaltnis
gesetzt. Damit wurden der Einfluss von Schwankungen innerhalb der Kavitaten durch
unterschiedliche Transfektioneffizienz, schwankende Ausgangszellzahl oder Zytotoxizitét
der Stimulanzien aufgehoben und die Vergleichbarkeit der gemessenen Firefly-Aktivitaten
hergestellt. Aus allen so ermitelten Endwerten der Versuchsreihen wurde der Mittelwert
errechnet und anhand eines Zweistichproben-t-Tests unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen analysiert. Als statistisch signifikant werden Unterschiede zwischen
Messwerten mit p-Werten < 0,05 gewertet.

Sonderfall Minireplikonsystem: Hier wurde analog verfahren, mit dem Unterschied, dass
die Rohdaten in diesem System auf einen ausgewahlten Wert normiert wurden und die FF-
Luciferase-Aktivitat hierbei als MaR fir die Kavitaten-individuelle Transfektionseffizienz
steht.
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3 Ergebnisse

3.1 Interferon-Antagonismus des Oropouche-Virus

3.1.1 Struktureller Aufbau des 5"-Endes der Genomsegmente des Oropouche-Virus
Fur alle Orthobunyaviren mit bekannten Genom-Sequenzen ist fir das S-Segment die
Existenz eines zweiten ORFs, der innerhalb des Nukleoprotein-ORFs liegt, beschrieben.
Dieser ORF kodiert flr ein Nichtstrukturprotein, das die Induktion von IFN-p inhibiert und
somit die Etablierung eines antiviralen Zustandes verhindert. Das bedeutet im
Umkehrschluss, dass Orthobunyaviren strukturelle Eigenschaften besitzen, die von der
infizierten Zelle als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkannt werden und
zu einer Aktivierung der angeborenen Immunitéat flhren kénnen. Bei vielen RNA-Viren
stellt das virale Genom selbst ein PAMP dar, da viralen genomischen RNAs oftmals
Modifikationen fehlen, die fur zellulare RNAs charakteristisch sind. So besitzt
beispielsweise das RNA-Genom von VSV am 5’-Ende einen unmodifizierten
Triphosphatrest, wéahrend bei zellularen mRNAs dieser Triphosphatrest mit einem m7G-
Cap versehen ist (Elliott und Weber 2009).

Um zu kléren, ob die OROV-RNA-Genomsegmente IFN-induzierende Triphosphatreste
am 5°-Ende tragen, wurde im Folgenden die molekulare Struktur der 5 -Enden der RNA-
Segmente und deren potenzielle, induktive Eigenschaften analysiert.

Hierzu wurden HEK-293-Zellen mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen pro Kavitat in 12-
Kavitaten-Platten ausgesat (siehe 2.2.3, S. 15) und mit den beiden Reporterkonstrukten
pl.18-RenLuc (0,0125 pg/Kavitat) und pl25-Luc (0,25 pg/Kavitat) transfiziert (siehe
2.2.13, S. 29, Lipofectamine 2000). Hierbei fungiert die Expression der Firefly-Luciferase
unter der Kontrolle des induzierbaren Interferon-p-Promotors als indirektes Mal fur die
IFN-B-Promotoraktivitat, wéhrend die Expression der Renilla-Luciferase einem konstitutiv
aktiven CMV-Promotor unterliegt und somit ein indirektes MaR fir die
Transfektionseffizienz darstellt.

Nach 24-stundiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, erfolgte die Stimulation der Zellen
mit jeweils 2 pg/Kavitdt verschiedener viraler RNA-Typen (VSV-RNA, OROV-RNA
gewonnen aus IFNAR-/-, BHK- und Vero-E6-Zelllysaten). Zur Kontrolle wurde eine
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Kavitdt mit 2 pg Gesamt-RNA aus nicht infizierten Vero-E6-Zellen transfiziert und eine
unstimuliert belassen (Negativkontrolle). Nach weiteren 24 Stunden wurden die Ansétze
lysiert und wie unter Punkt 2.2.27 (S. 53) beschrieben, vermessen und ausgewertet (siehe
2.2.28, S. 56).
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Abbildung 7: Dual Luciferase Reporter Assay zur Charakterisierung des aktivierenden Potentials der
OROV-RNA auf den Interferon-p-Promotor: Als Negativkontrolle dienen sowohl die zelleigene Vero-
RNA als auch unstimulierte Zellen. Als Positivkontrolle wird VSV-RNA mit gesichertem aktivierenden
Potential auf den Interferon-p-Promotor eingesetzt. Im Vergleich zu Vero-RNA zeigt die Transfektion von
OROV-RNA unabhéngig ihres Zellursprungs einen signifikanten Aktivitatsanstieg des IFN-B-Promotors
(Aktivitatsanstieg OROV-RNA im Vgl. zu Vero-RNA/unbehandelten Zellen in IFNAR p=0,024, in BHK
p=0,020, in Vero E6 p=0,006). Dargestellt sind die Mittelwerte vier unabhéngiger Experimente.

Die so generierten Mittelwerte fir die Firefly-Luciferase-Aktivitat zeigen sowohl im Falle
der Positivkontrolle (VSV-RNA) verglichen mit der Vero-RNA-Stimulation bzw. mit
unstimulierten Zellen (jeweils p=0,029) als auch bei der Verwendung von OROV-RNA
unterschiedlichen Zellursprungs als Stimulanz im Vergleich zur Stimulation mit Vero-
RNA (: zellulare RNA, pIFNAR—/—:010241 pBHK=O,020, Pvero E6:01006) bzw. mit
unstimulierten Zellen (pienar--=0,024, pguk=0,020, pvero £6=0,006) eine signifikante
Aktivitdtszunahme des Interferon-f-Promotors (siehe Abbildung 7).

In einem zweiten, sehr &hnlichen Experiment sollte nun eine mogliche Rolle von
unmodifizierten 5 -Triphosphatresten bei der IFN-B-Promotor-Aktivierung durch OROV-
RNA untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde bei analogem Versuchsaufbau im 24-
Kavitaten-Format (Konzentration der Reporter-Plasmide: pl.18-RenLuc 0,0063 pg/Kavitét,
p125-Luc 0,13 pg/Kavitat) neben der nativen OROV-RNA als Positivkontrolle, OROV-

RNA (1 pg/Kavitat) transfiziert, die mit verschiedenen Enzymen vorbehandelt wurde,
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welche die Abspaltung eines Triphosphats (rAPID Alkaline-Phosphatase) bzw. eines
Pyrophosphatrests (TAP, RNA-5"Polyphosphatase) katalysieren (siehe 2.2.7, S. 20,
2.2.21.2, S. 40).
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Abbildung 8: Dual Luciferase Reporter Assay zur Charakterisierung des induktiven Potentials zuvor
dephosphorylierter OROV-5-Enden auf den Interferon-g-Promotor: Im Vergleich zur Induktion des
Interferon-p-Promotors mit unbehandelter OROV-RNA auf 281483 RLUs zeigt sich eine deutliche, 5-7-fach
reduzierte Aktivitdt des IFN-Promotors bei Verwendung von mit AP bzw. 5’Polyphosphatase
dephosphorylierter OROV-RNA (mit AP: 43248 RLUs, mit 5 Polyphosphatase: 55565 RLUSs). Die
Dephosphorylierung mit der TAP erzielt allerdings keine Reduktion der Aktivitat des Interferonpromotors.

Durch die vorherige Dephosphorylierung bzw. Abspaltung eines Pyrophosphats zeigte sich
im Vergleich zur Positivkontrolle eine 5-7-fach niedrigere Aktivierung des Interferon-f-
Promotors nach Stimulation mit enzymatisch-vorbehandelter RNA (siehe Abbildung 8).
Zudem ergab sich flr Folgeexperimente eine interessante methodische Beobachtung:
Obwohl beiden Enzymen (TAP und RNA-5" Polyphosphatase) die gleiche Pyrophosphat-
abspaltende, katalytische Aktivitat zugesprochen wird, konnte in diesem Versuch gezeigt
werden, dass lediglich durch Behandlung mit der RNA-5"Polyphosphatase eine

signifikante Reduktion der IFN-B-Promotor-Induktion verzeichnet werden konnte.

3.1.2 IFN-Sensitivitat des OROV

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das virale NSs-Protein des OROV die Polymerase-
I1-vermittelte Transkription (ber einen bis jetzt unbekannten intrazelluldren Signalweg
hemmt. Folge der Suppression ist u.a die fehlende Induktion der Typ-I-Interferone.
Allerdings konnte derzeit noch nicht gezeigt werden, dass die beschriebene

interferonantagonistische Wirkung tatsachlich das spezifische Ziel der generalisierten
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Minderung der RNA-Polymerase-11-vermittelten Transkription darstellt. Ein Indiz fir diese
Annahme wadre der Nachweis, dass Typ-I-Interferone in der Lage sind, die OROV-
Replikation zu hemmen.

Zu diesem Zweck wurde, wie unter Punkt 2.2.24 (S. 46) beschrieben, der OROV-Titer von
Zellkulturtberstdanden von mit unterschiedlichen IFN-o-Konzentrationen (0 U, 1000 U,
5000 U) vorbehandelten sowie OROV-infizierten HEK-293-Zellen bestimmt (siehe 2.2.24,
S. 46 Sonderfall). Zur Verifizierung des Ergebnisses wurden drei unabhéngige
Experimente durchgefiihrt und die Virustiter jeweils in einem vierfachen Ansatz mittels
TCIDs (siehe 2.2.24, S. 46) ermittelt. Zudem wurde der Zustand der OROV-infizierten
Zellen 72 h nach Infektion mikroskopisch untersucht.

Es konnte ein deutlicher Unterschied im Bezug auf Vitalitdt und Integritdt des
Zellverbandes zwischen IFN-a-vorbehandelten und unbehandelten Zellen nach
Oropouche-Virus-Infektion beobachtet werden. Wéahrend bei den unbehandelten Zellen
aufgrund der Virusinfektion die Konfluenz und Integritat des Zellrasens beeintrachtigt und
damit ein deutlicher zytopathischer Effekt (CPE) sichtbar war, war bei den mit 1000 U
IFN-a vorbehandelten HEK-293-Zellen der CPE vermindert. Nach Vorbehandlung mit
5000 U IFN-a blieb der Zellrasen trotz Oropouche-Virus-Infektion vollstandig intakt
(siehe Abbildung 9).

Abbildung 9: Mikroskopisches Bild OROV-infizierter HEK-293-Zellen mit und ohne IFN-a-
Vorbehandlung: Unbehandelte, infizierte HEK-293-Zellen zeigten eindeutig einen Verlust der Integritit und
Vitalitat, wahrend mit zunehmender IFN-a-a/b-Konzentration die Integritat und Vitalitdt der infizierten
Zellen erhalten werden konnte.
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Der mikroskopische Eindruck im Bezug auf die Vitalitat der infizierten Zellen fand auch in
der Hohe der Virustiter der drei Versuchsansétze sein Korrelat.

Wiéhrend bei den Zelliiberstdnden nicht IFN-a-vorbehandelter HEK-293-Zellen Virustiter
im Bereich von ca. 2 x 10 TCIDso/ml erreicht wurden, zeigten die Uberstande der mit
1000 U IFN-o vorbehandelten Zellen mit einem Titer von ca. 2 x 10™ TCIDse/ml eine
leichte Reduktion von ca. 1 log-Stufe. Dagegen war bei den Uberstinden der
unbehandelten (ca. 2 x 10** TCIDso/ml) und mit 5000 U IFN-a-vorbehandelten Zellen (ca.

3 x 10° TCIDs¢/ml) ein Titerunterschied von ungefahr 5 log-Stufen zu beobachten.

3.1.3 Potenzielle Interaktion von Komponenten des RNA-Polymerase-lI-
Transkriptionskomplexes mit dem OROV-NSs

Waéhrend fir einige enge Verwandte des Oropouche-Virus die intrazellul&ren
Interaktionspartner  fir das virale NSs-Protein und damit ihr  zellulérer
Pathogenitatsmechanismus aufgedeckt wurden, ist fir das OROV-NSs noch kein zellulérer
Interaktionspartner bekannt, der fir die Hemmung der Polymerase-l1l-abhangigen
Transkription nach OROV-Infektion verantwortlich ist.
Unter Beriicksichtigung der Verwandtschaft des OROV zum Bunyamwera-Virus und vor
dem Hintergrund, dass fur dieses Virus bereits Bestandteile des Mediatorkomplexes, die
MED-8-Untereinheit als Zielmolekile fur das virale NSs-Protein identifiziert wurden
(Leonard et al. 2006), sollten im Rahmen des folgenden Immunfluoreszenztests mit
OROV-NSs transfizierten Vero-E6-Zellen analog Bestandteile des Mediatorkomplexes
(Cdk8 und MED 30) als mogliche Interaktionpartner des OROV-NSs-Proteins getestet
werden.
Die Immunfluoreszenzanalyse wurde wie unter Punkt 2.2.23 (S. 43) detailliert beschrieben,
durchgefuhrt. Insgesamt wurden sechs Ansédtze mit unterschiedlichen Konstrukten und
Primarantikorpern erstellt:

Verwendetes Konstrukt Primarantikdrper
l. pl.18-OROV-NSs-Flag Anti-Flag M2, Anti-Cdk 8
. pl.18-OROV-NSs-Flag Anti-Flag M2, Anti-MED 30
. pl.18-FAMx Anti-Flag M2, Anti-Cdk 8
IV.  pl.18-FAMx Anti-Flag M2, Anti-MED 30
V. pl.18-RVFV-NSs-ZF 5 Anti-Flag M2, Anti-Cdk 8
VI. pl.18-RVFV-NSs-ZF 5 Anti-Flag M2, Anti-MED 30
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Als Sekundarantikdrper wurden in allen sechs Ansétzen Anti-Kaninchen-FITC und Anti-
Maus-Cy3 verwendet.

Durch die Farbe rot werden im Folgenden stets die markierten viralen
Nichtstrukturproteine bzw. die Negativkontrolle FAMx reprasentiert, wohingegen sich die
unterschiedlichen Komponenten des Mediatorkomplexes (Cdk 8, MED 30) als grilines
Fluoreszenzsignal darstellten.

Aufgrund der starken Selbstinhibition der RNA-Polymerase-Il-abhdngigen Expression des
viralen NSs-Proteins war nur in relativ wenigen Zellen das NSs-Protein nachweisbar. In
diesen war jenes weitgehend im Kern lokalisiert, wobei teilweise eine Konzentration in
subnukledren Strukturen zu beobachten war (siehe Abbildung 10 IB, IIB, S. 63). Auch die
beiden untersuchten  Untereinheiten des Mediatorkomplexes als Teil des
Initiationskomplexes der zellularen Transkription waren im Zellkern lokalisiert (siehe
Abbildung 10 IA, A, S. 63). Zur Beurteilung moglicher Interaktionen der Proteine
wurden die beiden Bilder 1A und 1B bzw. 11A und I1B tberlagert (siehe Abbildung 10 IC,
I1IC, S. 63). Im Falle einer absoluten Kolokalisation des OROV-NSs mit einem Teil des
Mediatorkomplexes sollte in dieser Ansicht ein gelbes Fluoreszenzsignal, als Uberlagerung
des roten und griinen Ursprungssignals, entstehen. Sowohl fur die Untereinheit Cdk 8 als
auch fur die Untereinheit MED 30 des Mediatorkomplexes mit dem OROV-NSs-Protein
konnte keine Kolokalisation, wie es bei Interaktionspartnern zu erwarten wére, gezeigt
werden (siehe Abbildung 10 IIC, IIC, S. 63).
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Abbildung 10: Immunfluoreszenzanalyse potentieller Interaktionspartner des OROV-NSs: In allen 6
Abbildungen wird das OROV-NSs-Protein rot dargestellt, wohingegen die Mediatorkomponenten Cdk 8 in
Serie | bzw. MED 30 in Serie Il griin dargestellt sind. Sowohl in Bildausschnitt I C als auch in Il C waren
beide Strukturen im Zellkern lokalisiert, jedoch schienen jene aufgrund des Fehlens eines deutlichen gelben
Kolokalisationssignals auf unterschiedliche subzellulare Kompartimente verteilt zu sein.

Sowohl die Ansatze mit dem Konstrukt pl.18-FAMX (siehe Abbildung 11 I1I, IV, S. 64) als
auch pl.18-RVFV-ZF 5 (siehe Abbildung 11 V, VI, S. 64) dienten als Negativkontrolle fur
die Kolokalisationsstudie. Wahrend sich FAMXx diffus im Zytoplasma anreicherte, bildete
das RVFV-NSs die charakteristischen filamentosen Strukturen innerhalb des Zellkerns
(Struthers und Swanepoel 1982, Yadani et al. 1999). Im Falle des RVFV-NSs war
erwartungsgemal keine Kolokalisation mit Cdk 8 und MED 30 zu beoabachten, da das
RVFV-NSs bekanntermaRen mit der TFIIH-Untereinheit p 44 bzw. SAP 30 interagiert (Le
May et al. 2004). Interessanterweise scheint FAMx trotz seiner beschriebenen
intrazytoplasmatischen Lokalisation im Rahmen dieser Immunfluoreszenzanalyse
gemeinsam mit dem Mediatorkomplex MED 30 intranukleér lokalisiert zu sein (siehe
Abbildung 11 IVB, S. 64) und eine zumindest partielle Kolokalistaion in der Uberlagerung
mit MED 30 aufzuweisen (siehe Abbildung 11, IVC, S. 64), wohingegen der
Immunfluoreszenztest mit dem Mediatorkomplex Cdk 8 und FAMx eine deutliche
Trennung der beiden gefarbten Proteine durch Anreicherung in unterschiedlichen
Zellkompartimenten aufweist (siehe Abbildung 11 111C, S. 64).



3 Ergebnisse 64

Cdk 8 +FAMx

RVFV-NSs Cdk 8 + RVFV-NSs

RVFV-NSs MED 30 + RVFV-NSs

Abbildung 11: Immunfluoreszenzanalyse der Negativkontrollen FAMx (Serie III, IV) und RVFV
(Serie V, VI): In Serie Il zeigte sich eine zytoplasmatische Lokalisation des trunkierten MxA-Proteins,
wahrend sich die markierten Mediatorbestandteile intranukledr anreicherten und somit jegliche
Kolokalisation aufgrund rdumlicher Distanz ausgeschlossen werden konnte. Erstaunlicherweise zeigte Serie
IV jedoch eine vorwiegend intranukleédre Lokalisation von FAMx mit scheinbarer Kolokalisation. Im Falle
des RVFV-NSs, das die charakteristischen intranukledren Filamente bildete, konnte erwartungsgeman
jegliche Kolokalisation mit den markierten Mediatoruntereinheiten ausgeschlossen werden (V, VI).
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3.2 Oropouche-Virus-Minireplikon-System

Als Ausgangssituation fur die vorliegende Arbeit lag bereits ein komplett kloniertes, T7-
Polymerase-abhangiges Minireplikon-System fir das Oropouche-Virus vor. Allerdings
zeigte sich in mehreren vorherigen Versuchen keine Aktivitat dieses OROV-Minireplikon-
Systems, wohingegen bei der Positivkontrolle, dem bereits etablierten T7-Polymerase-
basierten La-Crosse-Virus-Minireplikon-System deutliche Aktivitdt nachgewiesen werden
konnte. Interessanterweise konnte im Rahmen weiterer Versuche auch Aktivitét in einem
gemischten LACV-Minireplikon-System, bestehend aus LACV-Polymerase, LACV-
Nukleoprotein und OROV-Minigenom verzeichnet werden.

Daraus lie3 sich schlussfolgern, dass als Ursache fur die fehlende Aktivitdat im OROV-
Minireplikon-System ein systematischer methodisch-technischer Fehler wahrend der Tests
ausgeschlossen werden konnte. Dartiber hinaus kamen zwei grundlegende Fehlerquellen,
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Arbeitshypothese angenommen wurden, in
Betracht. Zum einen konnte die fehlende Aktivitdt des OROV-Minireplikon-Systems auf
mdogliche Punktmutationen innerhalb der OROV-Polymerase-Sequenz und daraus
resultierendem Funktionsverlust basieren, zum anderen konnten auch Fehler innerhalb des
Reporter-Minigenom-Expressionsplasmids, besonders innerhalb der regulatorischen,
nichtkodierenden Enden, die die Promotorregion fir die virale RNA-Polymerase
darstellen, die fehlende Aktivitat des OROV-Minireplikon-Systems erkl&ren.

Die folgenden Experimente zielten somit in einem ersten Schritt auf die Identifikation
mdoglicher Fehler innerhalb der klonierten DNA-Sequenzen ab, die zum Aktivitatsverlust
des Oropouche-Virus-Minireplikon-Systems beitragen konnten. In einem zweiten Schritt
wurden die Fehlersequenzen gegebenenfalls korrigiert und mit den korrigierten Sequenzen

erneut Minireplikon-Testlaufe durchgefihrt.

3.2.1 Oropouche-Virus-Polymerase

3.2.1.1 Uberpriifung der OROV-Polymerase

In einer vorangegangenen Arbeit waren im Rahmen der Sequenzierung des klonierten
ORFs der Oropouche-Polymerase bereits einige Mutationen beim Abgleich mit der
publizierten Referenzsequenz (siehe NCBI Reference Sequence: NC_005776.1)
aufgefallen und naher beschrieben bzw. analysiert worden, die zu einer Veranderung der

Aminosauresequenz fuhren. Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig eruiert
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werden, ob es sich bei den Punktmutationen um tatséchliche Fehler in der klonierten
Sequenz oder um Variationen im Vergleich zur Referenzsequenz handelte (Keisers 2013).

Mittlerweile wurde jedoch das gesamte Oropouche-Virus-Genom mit Hilfe einer weiteren
Sequenzierungsmethode, der Pyrosequenzierung, sequenziert (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Meik Dilcher) und konnte somit im Rahmen dieser Arbeit
neben der publizierten Referenzsequenz als zusétzliche Vergleichsequenz zur
Verifizierung tatsachlicher Punktmutationen im eigenen Expressionsplasmid herangezogen

werden.

Vergleich der drei Sequenzierungsergebnisse des L-ORFs:

(vollstandige Sequenzen siehe Anhang, S. 102)

Zusammenfassung:

Beim zusatzlichen Abgleich der eigenen Sequenz und der Referenzsequenz mit der
Pyrosequenzierung lielen sich die meisten beschriebenen Punktmutationen als stumme
Mutationen einordnen, die nicht zu einem Austausch auf Aminosaureebene und damit zu
keinerlei strukturellen Veranderung innerhalb der OROV-Polymerase flhren. Einige
Abweichungen der Ausgangssequenz gegeniber der Referenzsequenz konnten durch die
zusatzliche Pyrosequenzierung verifiziert und als richtig deklariert werden. Allerdings
zeigte sich an insgesamt vier Stellen eine Abweichung der eigenen Sequenz im Vergleich
zur Pyrosequenzierung und der publizierten Referenzsequenz, die Veranderung auf AS-
Ebene nach sich ziehen und somit durch potenzielle Strukturanderung innerhalb des

OROQOV-L-Proteins dessen Funktionsverlust im Minireplikon-System erklaren kdnnten:

l. Position 761:
Guanin (Referenzsequenz, Pyrosequenzierung), A (eigene Sequenz)
— Aminosaureaustausch von Glycin nach Serin
Il. Position 1389:
Adenin (Referenzsequenz, Pyrosequenzierung), Guanin (eigene Sequenz)
— Aminosdureaustausch von Lysin nach Arginin
M1 Position 4434:
Adenin (Referenzsequenz, Pyrosequenzierung), Guanin (eigene Sequenz)

— Aminosdureaustausch von Glutaminsaure nach Glycin
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IV.  Position 4962:
Thymin (Referenzsequenz, Pyrosequenzierung), Cytosin (eigene Sequenz)

— Aminosdureaustausch von Phenylalanin nach Serin

3.2.1.2 Korrektur des OROV-Polymerase-Expressionsplasmids

Da der kodierende Bereich des OROV-L-Segments (L-ORF) 6759 bp umfasst, war es aus
methodischen Grinden nicht moglich die komplette Sequenz fehlerfrei in einem Stiick
mittels PCR-Amplifikation zu generieren.

Aufgrund dessen wurde in einer vorangegangenen Arbeit die OROV-Polymerase nicht als
Ganzes, sondern mit Hilfe von spezifischen Primern in funf Gberlappende Teilfragmente
untergliedert und diese jeweils zur Minimierung PCR-bedingter Punktmutationen einzeln
amplifiziert. Im Zuge dessen wurden die Primer so konstruiert, dass zwischen den
einzelnen Fragmenten durch Uberlappung der jeweiligen Enden Restriktionsschnittstellen
entstanden bzw. einzelne Restriktionsschnittstellen angefligt wurden, mit deren Hilfe die
finf Fragmente (L1 bis L5) im Anschluss an die Amplifikation zum kompletten viralen L-
OREF ligiert werden konnten (siehe Abbildung 12).

Pstl Esp31 BstAP1 _Sapl — Esp31
»for ﬂ'for ‘for .Lfor ° .Lfor
® Ll L2 L3 L4 L5 &
m
rev+d revd revd revd o reve
: i i i i '
1531 bp 2575 bp 1655 bp 966 bp 924 bp

e L-ORF _

Abbildung 12: Untergliederung des viralen L-ORFs in 5 Fragmente: Zur fehlerfreien Herstellung des
gesamten OROV-Polymerase-ORFs wurde jener im Rahmen einer vorangegangenen Arbeit in 5 Teilstlicke
untergliedert. Wahrend es sich bei den Schnittstellen Pstl und BstAPlI um natirlich-vorkommende
Schnittstellen innerhalb der Uberlappenden Bereiche der Fragmente handelt, gibt es zwischen L2 und L3
keine Uberlappung, sondern jeweils eine kiinstlich angehéngte Esp3l-Schnittstelle. Diese werden beim
Verdau wieder entfernt und somit L2 und L3 in der folgenden Ligation ,basengenau* zusammengefiigt. Im
Uberlappenden Bereich zwischen L4 und L5 ist naturlicherweise eine Sapl-Schnittstelle vorhanden, die
allerdings im Rahmen der spateren Umklonierung unglnstig ware. Daher wurde diese Schnittstelle mit Hilfe
einer pimer-induzierten Punktmutation, die keinen Einfluss auf die AS-Sequenz der OROV-Polymerase hat
(sog. stille Mutation), in eine Esp3I-Schnittstelle umgewandelt. An das 5" -Ende des L1- und das 3"-Ende des
L5-Fragments wurde zur nachfolgenden Umklonierung zusétzlich die Sequenz einer BtgZl- bzw. Sapl-
Schnittselle angefgt. Modifiziert nach Keisers 2013

Bei Orientierung an dieser Untergliederung des L-ORFs treten die vier gefundenen

Punktmutationen (siehe 3.2.1.1, S. 65) in den beiden Fragmenten L1 und L3 auf,
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wohingegen die Fragmente L2, L4 und L5 fehlerfrei sind und somit zur Generierung einer
neuen, korrigierten OROV-Polymerase-ORFs auf jene zuruckgegriffen werden konnte.

Korrektur OROV-L3-Fragment:

Fur die Korrektur der beiden Punktmutationen innerhalb des L3-Fragments musste in

einem ersten Schritt mit Hilfe von Random Hexamer Primern (0,1 pg/ul) ausgehend von
RNA, die aus OROV-Partikeln isoliert wurde, eine neue cDNA synthetisiert werden (siehe
2.2.22, S. 42). Die generierte cDNA diente als Matrize fir eine Touchdown-PCR mit dem
Primerpaar OROV-L3_for_new_Esp3l und OROV-L3 rev (siehe 2.2.9, S. 21). Das
erhaltene Amplifikationsprodukt wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung extrahiert
(erwartete BandengrofRRe: 1,7 kb, siehe Abbildung 13) und fir eine TA-Klonierung in den
pCRII-Vektor eingesetzt (siehe 2.2.6, S. 18).
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Abbildung 13: Gelbild nach préparativer Agarosegelelektrophorese des L3_Neu-Fragments: Spur
1+3: 1-kb-DNA-L&ngenstandard (2 ul), Spur 2: Negativkontrolle (PCR-Ansatz ohne cDNA), Spur 4: PCR
mit cDNA des OROV-L3_Neu-Fragments mit erwarteter GrofRe von 1,7 kb (eingesetzte Menge: 50 pl)

Zur Bestatigung des Ligationserfolges im TA-Klonierungsverfahren (siehe 2.2.6, S. 18)
schloss sich ein Kontrollverdau (siehe 2.2.12, S. 27) des durch Minipréparation (siehe
2.2.19, S. 36) isolierten Konstrukts pCRII-L3_Neu mit den beiden Restriktionsenzymen
Esp3l und Xhol an. Im Falle einer sense-Orientierung des DNA-Fragments wurden zwei
Banden der Grolze 3,9 kb und 1,7 kb erwartet, wohingegen bei antisense-Orientierung des
Inserts nur eine Bande (5,6 kb) sichtbar sein sollte (siehe Abbildung 14, S. 69).
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Abbildung 14: Gelbild nach analytischer Agarosegelelektrophorese des Testverdaus der Plasmid-DNA
pCRII-OROV-L3_Neu mit Hilfe der beiden Restriktionsenzyme Esp3l und Xhol zur Kontrolle des
Ligationserfolges (unvollstandiger Verdau): M: Marker: 1-kb-DNA-Léngenstandard (2 ul), Spur 1-9:
jeweils 5 pl des jeweiligen, verdauten Klons 1-9 (erwartete Bandengrofien: 3,9 kb, 1,7 kb)

Vier der positiven Klone (sense und antisense) wurden wie unter Punkt 2.2.25 (S. 49)
beschrieben, unter Verwendung des Primer-Paares M13 for und M13 rev sequenziert.
Hierbei enthielten alle Klone die korrekte Nukleotidsequenz. Im Folgenden wurde nun mit

Klon 7 weitergearbeitet.

Korrektur OROV-L1-Fragment:

Im Gegensatz zum L3-Fragment konnte zur Korrektur des L1-Fragments auf ein bereits

existierendes, fehlerfreies Plasmid, pCRII-L1, zurlckgegriffen werden. Unter Verwendung
des Primer-Paares BtgZl OROV-L_for pTM1 und OROV-L1 rev, von denen der
erstgenannte die zusatzliche Sequenz flir eine BtgZl-Schnittstelle zur spateren
Umklonierung des L-ORFs enthalt, wurde das L1-Fragment mit Hilfe einer Touchdown-
PCR amplifiziert (siehe 2.2.9, S. 21), anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und
extrahiert (siehe 2.2.10, S. 25, 2.2.11, S. 26, erwartete BandengroRe ca. 1,5 kb).

Zum Abbau des Templateplasmids wurde ein Dpnl-Verdau durchgefihrt (siehe 2.2.12, S.
27). AnschlieBend wurde analog zum L3-Fragment das Insert im Rahmen des TA-
Klonierungsverfahrens in den pCRII-Vektor ligiert, transformiert und die generierte
Plasmid-DNA durch Minipréparation isoliert (siehe 2.2.6, S.18, 2.2.19, S. 36). In diesem
Fall war es fur die anschliefende Extraktion des korrigierten L1-Fragments jedoch
elementar, einen Klon in sense-Orientierung zu erhalten, da sonst im Falle einer antisense-

Orientierung das L1-Fragment aufgrund einer zusétzlich vorkommenden Pstl-Schnittstelle
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im pCRII-Vektor nicht ausgeschnitten werden kénnte (erwartete BandengrdRen bei sense-
Orientierung im Testverdau mit Pstl: 4,3 kb, 1,2 kb, 0,1 kb, siehe 2.2.12, S. 27).

Insgesamt konnte nur ein einziger sense-Klone (Klon 4) erzeugt werden, der zur
Uberprifung auf Korrektheit der Nukleotidsequenz mit dem Primer-Paar M13 for und
M13 rev sequenziert wurde (siehe 2.2.25, S. 49). Die Sequenzanalyse ergab keinerlei

Punktmutationen, sodass mit jenem Klon fortgefahren werden konnte.

Subklonierung des kompletten OROV-L-ORFs Neu in den Expressionsvektor pTM1:

Da nun alle finf Fragmente fehlerfrei in ihren jeweiligen Ausgangsvektoren vorlagen,
konnten diese mit Hilfe der zusétzlich eingefligten oder nattrlich vorhandenen, singuléren
Restriktionsschnittstellen in mehreren Ligationsschritten zum kompletten, korrigierten L-
ORF_Neu zusammengefilgt werden.

Im ersten Schritt wurden das bereits existierende Konstrukt pUC19AA-OROV-L3 und das
neu synthetisierte Konstrukt pCRII-OROV-L3_Neu mit den beiden Restriktionsenzymen
Hindlll und Smal bzw. Pstl und HindlIl wie in Punkt 2.2.12 (S. 27) beschrieben, verdaut
(siehe Abbildung 15, S. 71). Allerdings musste das Konstrukt pCRII-OROV-L3_Neu in
diesem speziellen Fall aufgrund der Inkompatibilitat der Pstl-Schnittstelle (3"-Uberhang
(sticky)) des Inserts zur entstehenden Smal-Restriktionsschnittstelle (blunt) des Vektors
zusatzlich mit der T4-DNA-Polymerase vorbehandelt werden um durch Glattung des 3°-
Uberhangs eine anschlieRende Ligationsreaktion der entstehenden
Restriktionsschnittstellen zu ermoglichen (siehe 2.2.8, S. 20). In der nachfolgenden
praparativen Gelelektrophorese wurden sowohl die Insert-Bande L3_Neu (1,7 kb) als auch
die Vektorbande pUC19AA (2,6 kb) erwarteter GroRe extrahiert, aufgereinigt (siehe 2.2.11,
S. 26) und die Vektorfragmente zur Minimierung von Religation in der nachfolgenden

Ligationsreaktion zusatzlich wie unter Punkt 2.2.7 (S. 20) beschrieben, dephosphoryliert.
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Abbildung 15: Gelbild nach praparativer Agarosegelelektrophorese des Verdaus der beiden Plasmide
PUC19AA-OROV-L3 und pCRII-OROV-L3 Neu mit den Restriktionsenzymen Smal/Hindlll bzw.
Pstl/Hindll1: Mit 1 ist die Spur des Verdaus von pUC19AA-OROV-L3 gekennzeichnet (zu extrahierende
Bande=Vektorbande pUC19AA: 2599 bp). Unter 3 ist der entsprechende Verdau von pCRII-OROV-L3_Neu

zu sehen (zu extrahierende Bande=Insert-Bande OROV-L3_Neu: 1,7 kb). Spur 2 zeigt den 1-kb-Plus-DNA-
Langenstandard (2 pl).

Die Ligationsansétze wurden in XL1-Blue-kompetente E. coli transformiert (siehe 2.2.4, S.
16), kultiviert und anschlieBend von mehreren Klonen Flissigkulturen angelegt (siehe
2.2.5, S. 17). Nach Isolation der Plasmid-DNA (siehe 2.2.19, S. 36) wurden jene zur

Kontrolle des Ligationserfolges mit Esp31 verdaut (erwartete Banden: 2,1 kb und 2,3 kb,
siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Gelbild nach analytischer Agarosegelelektrophorese des Testverdaus der Plasmid-DNA
pUC19AA-OROV-L3 Neu mit Hilfe des Restriktionsenzyms Esp3l zur Kontrolle des
Ligationserfolges: M: Marker: 1-kb-DNA-L&ngenstandard (2 pl), Spur 1-10: jeweils 5 pl des jeweiligen,
verdauten Klons 1-10 (erwatete BandengréBRen: 2,3 kb, 2,1 kb). Klon 1-3,6-8 und 10 zeigen einen
unvollstdndigen Verdau, jedoch erwiesen sich alle Klone in der Sequenzierung als positiv.

Das erhaltene Konstukt pUCI9AA-OROV-L3_Neu wurde erneut mit Esp3l und Scal
verdaut, wodurch das Insert L3_Neu (2,3 kb) aus dem Vektor herausgeschnitten wurde und

in das bereits bestehende, durch Esp3l linearisierte Konstrukt pUC19A-L2 (4,8 kb)
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eingefugt werden konnte. Zur Kontrolle des Ligationserfolges wurde ein Kontrollverdau
mit Scal angefertigt, bei dem bei Vorhandensein des Inserts gelelektrophoretisch die zwel
erwarteten Banden der Grof3en 4,2 kb und 2,7 kb erhalten wurden.

Das Ligationsprodukt pUCI19A-OROV-L2-L3 Neu und das Konstrukt pCRII-OROV-
L1 Neu wurden beide mit den Restriktionsenzymen Pstl und Hindlll geschnitten. Das so
gewonnene L1 Neu-Fragment (1,5 kb) wurde nach Gelextraktion in den linearisierten
Vektor pUCI19A-OROV-L2-L3 Neu (7,5 kb) ligiert. Im Testverdau mit dem
Restriktionsenzym BamHI wurde bei erfolgreicher Ligation lediglich ein Fragment auf der
Hohe von 8,3 kb erwartet.

Sowohl das oben erhaltene Konstrukt pUC19A-L1_Neu-L2-L3_Neu als auch das bereits
vorhandene Konstrukt pl.18mod-L4-L5 wurden mit den beiden Restriktionsenzymen
BamHI und BstAPI verdaut. Das so erhaltene Fragment L1 _Neu-L2-L3 (5,3 kb) wurde in
den linearisierten Vektor pl.18mod-L4-L5 (5,8 kb) eingefiigt und so der komplette OROV-
L-ORF erhalten. Im Testverdau zur Kontrolle des Ligationserfolges mit Sapl (Lgul)
zeigten die verdauten Klone die vier erwarteten Fragmente: 6,8 kb, 3,3 kb, 0,6 kb, 0,5 kb.
Im letzten Schritt wurde der komplette virale L-ORF (6,8 kb) mit der zu Beginn
eingefligten Restriktionsschnittstelle BtgZl am Anfang des L1_Neu-Fragments und der im
Vektor pl.18mod enthaltenen Restriktionsschnittstelle ECORV ausgeschnitten und in den
mit Ncol und Stul verdauten Vektor pTM1 (5,2 kb) umkloniert. Im Testverdau mit den
beiden Restriktionsenzymen Xhol und Sall wurden bei Vorhandensein des kompletten L-
ORFs zwei Banden der GroRe 7 kb und 5 kb erwartet (siehe Abbildung 17, S. 73).

Das so generierte Plasmid pTM1-OROV-L_Neu wurde abschlieBend zur Uberpriifung der
kompletten, klonierten Sequenz sequenziert. Aufgrund der Lange des korrigierten L-ORFs
von insgesamt 6759 bp erfolgte die Sequenzierung mit 14 Primern (Primer-Sequenzen
siehe 2.2.25, S. 49). Die neu generierte Sequenz des ORFs der Oropouche-Polymerase

wies nun keinerlei die AS-Sequenz-veranderende Punktmutationen mehr auf.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Subklonierung des kompletten OROV-L-ORFs_Neu in
den Expressionsvektor pTM1: Mit Hilfe kinstlich eingefiigter und naturlich vorkommender
Restriktionsschnittstellen innerhalb des L-ORFs bzw. innerhalb verschiedener Plasmide wurden die
einzelnen L-ORF-Fragmente (L1-L5) zum kompletten ORF der viralen Polymerase im pTMZ1-Vektor
zusammengefiigt.

3.2.1.3 OROV-Minireplikon-System unter Verwendung des korrigierten OROV-
Polymerase-Expressionsplasmids pTM1-OROV-L_Neu

Mit der korrigierten OROV-Polymerase (pTM1-OROV-L_Neu) wurde nun eine neue

OROV-Minireplikon-Kinetik durchgefihrt. Hierzu wurden BSR-T7-Zellen in einer

Zelldichte von 5 x 10* Zellen pro Kavitét in eine 12-Kavitaten-Platte ausgest (siehe 2.2.3,

S. 15) und jene mit Hilfe des Fugene-6-Transfektionsreagenz mit den Bestandteilen der

unterschiedlichen Minireplikon-Systeme transfiziert (siehe 2.2.13, S. 29). Insgesamt
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wurden vier unterschiedliche Versuchsreihen (I bis IV) mit jeweils 0,3 pg pro Konstrukt
und Kavitat angesetzt:
l. OROV-Minireplikon-System:
pTM1-OROV-L_Neu, pTM1-OROV-N, pT7-ribo-SM2-OROV-Minigenom
Il. OROV-Minireplikon-System ohne OROV-L = Negativkontrolle:
pUC19, pTM1-OROV-N, pT7-ribo-SM2-OROV Minigenom
I LACV-Minireplikon-System:
pTM1-LACV-L, pTM1-LACV-N, pT7-ribo-SM2-LACV-Minigenom
IV.  LACV-Minireplikon-System ohne LACV-L = Negativkontrolle:
pUC19, pTM1-LACV-N, pT7-ribo-SM2-LACV-Minigenom

Um Messungen an drei unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 24 und 48 Stunden) durchfiihren
zu konnen, wurde die oben genannte Versuchsreihe jeweils als Dreifachansatz angelegt
und jede der 12 Kavitaten zusatzlich als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz mit
0,05 pg pTMI1-FF-Luc kotransfiziert (siehe 2.2.13, S.29). Nach der jeweiligen
Inkubationszeit (0, 24, 48 h) wurden die transfizierten Zellen mit 100 ul 1xPLB pro
Kavitéat lysiert und wie in Punkt 2.2.27 (S. 53) beschrieben, die enzymatische Aktivitat der
Reporterenzyme FF-Luc und Ren-Luc luminometrisch gemessen. Aufgrund der
genomischen Orientierung der durch die nichtkodierenden Enden flankierten cDNA des
Minigenoms (Ren-Luc) entsteht nach T7-Polymerase-abhdngiger Transkription eine
negativstrangige RNA. Diese stellt keine mMRNA dar (kann also nicht translatiert werden)
und ist durch die zelluldre RNA-Polymerase Il nicht transkribierbar (da diese nur DNA als
Matrize akzeptiert). Sie kann nur durch die kotransfizierte virale OROV-Polymerase
transkribiert werden. Somit kann die Aktivitat der Renilla-Luciferase als MaR fur die virale
Transkriptionseffizienz angesehen werden (vgl. zusatzlich Kapitel 2.2.26, S. 51).

Gemal} diesem Schema wurden die Minireplikon-Kinetiken viermal durchgefuhrt und die
erhaltenen Rohdaten wie unter 2.2.28 (S. 56) beschrieben, statistisch ausgewertet.
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Abbildung 18: Oropouche-Minireplikon-System unter Verwendung der Korrigierten Oropouche-
Polymerase und den auf der Referenzsequenz basierenden nichtkodierenden Enden innerhalb des
OROV-Minigenoms: Als Positivkontrolle fungierte in allen Minireplikontestldufen das LACV-
Minireplikon-System mit einem deutlichen Aktivitatsanstieg nach 48 Stunden. Im Vergleich hierzu zeigte
sich fir das reine OROV-Minireplikon-System kein signifikanter Aktivitatsanstieg Uber die Zeit im
Vergleich zur Negativkontrolle (nach 48 Std. p=0,064). Dargestellt sind die Mittelwerte vier unabhangiger
Experimente fur das OROV-Minireplikon-System bzw. 2 unabhéngiger Experimente fir das LACV-
Minireplikon-System.

Auch mit der korrigierten Version der viralen Polymerase pTM1-OROV-L_Neu konnte im
OROV-Minireplikon-System im Vergleich zur Negativkontrolle (I1) keine signifikant
erhdhte Renilla-Luciferase-Aktivitat nach 12 Std. (p=0,325) oder nach 48 Std. (p=0,064)
gemessen werden, wohingegen im LACV-Minireplikon-System als Positivkontrolle ein
eindeutiger Aktivitatsanstieg tUber die Zeit nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung

18).
3.2.2 Nichtkodierende Enden

3.2.2.1 Uberpriifung der nichtkodierenden Enden der OROV-Genomsegmente

Da in einer vorangegangenen Arbeit (Keisers 2013) bereits fur die Sequenz der viralen
Polymerase gezeigt werden konnte, dass die publizierte Referenzsequenz (siehe NCBI
Reference Sequences: NC_005776.1) fehlerhaft ist (in der Referenzsequenz fehlen 6
Nukleotide) und die im OROV-Minigenom-Plasmid verwendeten nichtkodierenden Enden
denen der Referenzsequenz entsprechen, sollten im Folgenden auch die nichtkodierenden
Enden im Detail analysiert werden. Aufgrund ihrer elementar wichtigen Funktion im

Rahmen der viralen Transkription und Replikation, ndmlich die der Promotorfunktion fir
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die virale Polymerase, konnten fehlerhafte Sequenzen der nichtkodierenden Enden
demzufolge urséchlich fur fehlende OROV-Minireplikon-Aktivitat sein.

3.2.2.1.1 3’-Ende der OROV-Genomsegmente

Um die Nukleotidsequenz des jeweiligen nichtkodierenden 3°-Endes der drei viralen

Oropouche-Virus-Segmente analysieren zu konnen, wurde genomische Virus-RNA aus

dem Uberstand Virus-infizierter Zellen wie unter Punkt 2.2.14 (S. 32) beschrieben, isoliert

und eine fluorometrische Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes

Quant-iT-RiboGeen durchgefihrt (siehe 2.2.18, S. 35). Zur Eliminierung jeglicher

zellularer DNA-Kontamination und damit Minimierung eines Storfaktors fur die

anschlieBende Adapterligation schloss sich an die virale RNA-Isolation zusétzlich eine

DNase-Behandlung gemaR Kapitel 2.2.15 (S. 33) an.

Nach dieser Vorgehensweise wurde virale RNA des Oropouche-Virus aus dem Uberstand

drei unterschiedlicher, infizierter Zelllinien (IFNAR-/-, BHK und Vero E6) gewonnen.

Die 3"-Enden der drei viralen Oropouche-Virus-Segmente wurden mit dem iSP9-Anchor-

Adapter-DNA-Primer ligiert (siehe 2.2.21.1, S.39). Die Ligationsprodukte konnten,

bedingt durch den partiell selbstkomplementaren Aufbau des ligierten Adapters direkt fur

die cDNA-Synthese (siehe 2.2.22, S. 42) verwendet werden. Mit Hilfe einer PCR mit

sequenzspezifischen Primern und der generierten cDNA als Template wurden die

nichtkodierenden 3"-Enden der drei Virussegmente in drei unterschiedlichen PCR-

Ansatzen amplifiziert (Methodik und Primer-Sequenzen siehe 2.2.9, S. 21).

l. 3’-Ende OROV-L: 5-15-1 (— bindet an die Adaptersequenz),
OROV-L_rev_3end

II.  3-Ende OROV-M: 5-15-1, OROV-M_rev_3end

I[1l.  3-Ende OROV-S: 5-15-1, OROV-S rev_3end

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte (siehe Abbildung 19, S. 77)

wurden jeweils die Anteile des PCR-Amplifikats mit erwarteter BandengrofRe (3"-Ende

OROV-L: 261 bp, OROV-M: 208 bp und OROV-S: 228 bp) aus dem Agarosegel

extrahiert (siehe 2.2.10, S. 25) und gemaR Abschnitt 2.2.11 (S. 26) aufgereinigt.
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Abbildung 19: Gelbild nach préaparativer Agarosegelelektrophorese der amplifizierten cDNA der
nichtkodierenden 3-Enden der drei viralen Genomsegmente: Spur 1: 100-bp-DNA-L&ngenstandard
(2 ul) Spur 2 zeigt die amplifizierte cDNA des 3"-Endes des OROV-L-Segments (erwartete BandengroRe:
261 bp). Unter 3 ist das entsprechende Amplifikat fir das OROV-M-Segment aufgetragen (erwartete
Bandengroie: 208 bp) und 4 enthalt das Amplifikat der cDNA des nichtkodierenden 3"-Endes des OROV-S-
Segments (erwartete BandengroRe: 228 bp).

Die so gewonnenen DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der TA-Klonierung in den pCRII-
Vektor kloniert (siehe 2.2.6, S. 18). Mit Hilfe der Blau-WeiRR-Differenzierung wurden 6
Klone ausgewadhlt, in Flussigmedium kultiviert (siehe 2.2.5, S. 17) und geméal Punkt 2.2.19
(S. 36) Plasmid-Minipraparationen angefertigt. Drei der positiven Klone pro OROV-
Segment wurden wie in Kapitel 2.2.25 (S. 49) beschrieben, unter Verwendung des Primer-
Paares M13 for und M13 rev sequenziert (Primer-Sequenzen siehe 2.2.25, S. 49).

Insgesamt wurde die beschriebene Versuchsreihe ausgehend von viraler genomischer RNA
aus Uberstanden drei unterschiedlicher, infizierter Zelllinien durchgefiihrt (IFNAR-/-,
BHK, Vero EG6). In allen drei Versuchsreihen konnte ein absolut identisches
Sequenzierungsergebnis erzielt werden, wodurch ein zelllinienspezifisches Phanomen als

Ursache des Ergebnisses ausgeschlossen werden konnte.

Seguenzierungsergebnisse der OROV-3 -Enden:

Im Vergleich zu den publizierten Referenzsequenzen (NCBI Reference Sequences:
NC_005776.1/005775.1/005777.1) zeigten die Sequenzierungsergebnisse in allen
Segmenten des Oropouche-Virus (OROV-L, -M und -S) einen Basenaustausch an Position
9 des viralen 3"-Endes. Hierbei handelte es sich, in genomischer Orientierung gelesen, um
einen Basenaustausch von der Pyrimidinbase Cytosin zur Pyrimidinbase Uracil. Im
weiteren Verlauf konnte im Vergleich zur Referenzsequenz NC_005776.1 fur das 3"-Ende
des L-Segments noch ein weiterer Austausch an Position 18 von Guanin zu Uracil (in
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genomischer Orientierung) nachgewiesen werden. Auch das 3-Ende des OROV-M-
Segments wies, verglichen mit der Referenzsequenz NC_005775.1, eine zusétzliche
Punktmutation an Position 15 auf, die zu einem Basenaustausch von Cytosin zu Uracil
flihrte (siehe Abbildung 20).

3’-Ende des 1.-Segments des Oropouche-Virus:

Referenzsequenz: 3°- UCAUCACA AGGAUAAGGC... - 5

Eigene Sequenz: 3'- UCAUCACAUGAGGAUAAUGC. .. - 5
9 18

3’-Ende des M-Segments des Oropouche-Virus:

Referenzsequenz; 3’- UCAUCACAICGAUGGCLCGUUG... -5

Eigene Sequenz: 3’- UCAUCACA AUGGULCGUUG... - 5
9 15

3’-Ende des S-Segments des Oropouche-Virus:

Referenzsequenz:  3'- UCAUCACAGGUGUUAA. L5

Eigene Sequenz: 3’- UCAUCACA AGGUGUUAA... -5
9

Abbildung 20: Sequenzierungsergebnisse der 3"-Enden der viralen RNA-Segmente des Oropouche-
Virus in genomischer Orientierung: In allen 3 OROV-Segmenten zeigt sich an Position 9 im Vergleich zur
Referenzsequenz ein Basenaustausch von Cytosin zu Uracil. Desweiteren ist im L-Segment eine zusétzliche
Punktmutation an Position 18 zu beobachten, wéhrend im M-Segment ein weiterer Basenaustausch von
Cytosin zu Uracil an Position 15 zu vermerken ist.

3.2.2.1.2 5°-Ende der OROV-Genomsegmente

Analog dem 3"-Ende (siehe 3.2.2.1.1, S. 76) sollte in einer zweiten Versuchsreihe auch das
5”-Ende der Oropouche-Virus-RNA-Segmente sequenziert und auf seine Ubereinstimmung
mit der publizierten Referenzsequenz tberpriift werden.

Nach Isolation viraler Ausgangs-RNA (siehe 2.2.14, S. 32) wurde die Adapterligation wie
unter Punkt 2.2.21.2 (S. 40) detailliert beschrieben unter Berlicksichtigung zweier
Besonderheiten durchgefiihrt: Zum einen wurde ein RNA-Adapter (5 RACE-Adapter)
anstelle eines DNA-Adapters aufgrund der in der Literatur beschriebenen
Effizienzsteigerung der Ligationsreaktion (Maruyama und Sugano 1994) verwendet und
zum anderen musste die virale Ausgangs-RNA zur Generierung eines freien
Monophosphats aus dem vorliegenden Triphosphat (siehe 3.1.1, S. 57) am 5"-Ende mit der
RNA-5"-Polyphosphatase vorbehandelt werden. Die anschlieRende cDNA-Synthese

erfolgte im Gegensatz zum 3"-Ende bereits auf dieser Ebene anhand segmentspezifischer
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Primer, wodurch segmentspezifische, unterschiedliche cDNAs synthetisiert wurden

(Methodik und Primer-Sequenzen siehe 2.2.22, S. 42).

l. 5°-Ende OROV-L: OROV-L_rev_5end

. 5-Ende OROV-M: OROV-M3_for

Mit Hilfe einer PCR wurden die jeweiligen 5°-Enden der viralen Segmente ausgehend von

der segmentspezifischen cDNA und mit Hilfe segmentspezifischer Primer amplifiziert

(Methodik und Primer-Sequenzen siehe 2.2.9, S. 21).

l. 5°-Ende OROV-L: 5" RACE Outer (— bindet an die Adaptersequenz),
OROV-L_rev_5end inner

Il. 5-Ende OROV-M: 5" RACE Outer, OROV-M rev_5end

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Amplifikate wurden die Fragmente

gewiinschter BandengroBe (5°-Ende OROV-L: 323 bp, OROV-M: 437 bp) extrahiert

(siehe 2.2.10, S. 25, 2.2.11, S. 26, siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Gelbild nach préaparativer Agarosegelelektrophorese der amplifizierten cDNA der
nichtkodierenden 5 -Enden der viralen Genomsegmente M (links) und L (rechts): Spur 1+5: 100-bp-
DNA-Léangenstandard (2 pl) Unter 2 ist das Amplifikat der cDNA des 5"-Endes des OROV-M-Segments
aufgetragen (erwartete BandengroRe: 437 bp), unter 3 das entsprechende Amplifikat der cDNA des 5"-Endes
fir das OROV-L Segment (erwartete Bandengrofe: 323bp). Spur 4: Negativkontrolle (PCR-Ansatz ohne
cDNA)

Im weiteren Verlauf schlossen sich analog zum 3"-Ende ein TA-Klonierungsverfahren, die
Plasmidminipraparation einzelner Klone und deren Sequenzierung mit dem Primer-Paar
M13 for und M13 rev an (siehe 3.2.2.1.1, S. 49).

Sonderfall 5" -Ende des OROV-S-Segments: Mit dem 5°-Ende des S-Segments wurde im
ersten  Versuch, wie oben beschrieben, verfahren, jedoch konnte kein
Amplifikationsprodukt einheitlicher GroRe generiert werden. In der Konsequenz

beinhaltete das PCR-Amplifikat ein Gemisch aus unterschiedlich langen DNA-
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Fragmenten, die auch nach Gelextraktion auf erwarteter Bandenhohe nicht die komplette
Sequenz des nichtkodierenden 5°-Endes beinhalteten.

Daher wurde der oben beschriebene Versuchsaufbau zum einen zur Optimierung der
cDNA-Synthese und zum anderen zur Verbesserung der PCR-Amplifikation modifiziert.
Im ersten Ansatz wurden unterschiedliche Primer entweder zur cDNA-Synthese oder zur
PCR-Amplifikation bei gleichbleibenden cDNA/PCR-Ansatz und Reaktionshedingungen
verwendet, um mdglicherweise ein Primer-Sequenz-spezifisches Problem auszuschlielen.
Die Verwendung der Transcriptor High Fidelity Reverse Transkriptase anstelle der
SuperScript 111 Reverse Transkriptase in Kombination mit dem Primer OROV-S_rev_5end
zur cDNA-Synthese und der anschlieBenden PCR-Amplifikation mit dem Primer-Paar 5
RACE Outer und OROV-S_rev_5end inner erbrachte das beste Ergebnis.

Auch in diesem optimierten Versuchsaufbau konnte nach gelelektrophoretischer
Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente keine klare Bande erzeugt werden, sodass
aus dem Gemisch unterschiedlich grol’er DNA-Fragmente eine DNA-Bande von der Grofie
des theoretisch ermittelten Wertes von 296 bp extrahiert wurde, um potenzielle,

vollstandige Fragmente zu erhalten (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Gelbild nach préaparativer Agarosegelelektrophorese der amplifizierten cDNA des
nichtkodierenden 5 -Endes des OROV-S-Genomsegments: Spur 1: 100-bp-DNA-L&ngenstandard (2 pl)
Spur 2: Negativkontrolle (PCR-Ansatz ohne cDNA) Spur 3: PCR mit cDNA fiir das 5"-Ende des OROV-S-
Segemts (erwartete Bandengrofie: 296 bp)

Im weiteren Verlauf wurde gemal3 der beiden anderen 5°-Enden des L- und M-Segments
verfahren. Allerdings schloss sich vor der Sequenzierung noch ein zusétzliches
Screeningverfahren mittels PCR der Plasmidminipréparationen an. Hierdurch sollte unter
Verwendung des Primer-Paares OROV-S rev _sapi und OROV-S rev_5end inner

(Primer-Sequenzen siehe 2.2.9, S. 21), welche ihre spezifische Anlagerungssequenz kurz
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vor der interessierenden Sequenz, dem nichtkodierenden 5°-Ende, besitzen, die
Wahrscheinlichkeit der Sequenzierung potentiell vollstandiger bzw. nicht wesentlich
verkurzter Klone erhéht werden (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Gelbild nach analytischer Agarosegelelektrophorese der Screening-PCR zur
Uberprufung der Klone auf Vollstandigkeit der Plasmide fiir die Nukleotidsequenz des
nichtkodierenden 5-Endes des OROV-S-Segments: M: Marker: 100-bp-DNA-Léangenstandard (2 pl)
Spur 1-9: Klon 1-9: Insbesondere Klon 1, 8 und 9 zeigen ein deutliches Signal auf gewiinschter Hohe von
238 bp und wurden im Rahmen des Screenings als positiv gewertet.

Sequenzierungsergebnisse der OROV-5"-Enden:

Die Sequenzierung des 5" -Endes des L-Segments ergab im Vergleich zur Referenzsequenz
(NC_005776.1) keinerlei Abweichung. Leider enthielt keiner der analysierten Klone die
komplette Sequenz des 5 -Endes des S-Segments. Jedoch fehlten einzelnen Klonen nur die
ersten neun Basen und da es sich bei diesen um den innerhalb aller drei Segmente
identischen, hochkonservierten Bereich handelte (Kohl et al. 2004), konnte durch
Beurteilung der ersten neun Basen der beiden anderen Segmente auf die komplette
Sequenz des 5°-Endes des S-Segments riickgeschlossen werden. Somit ergab sich
verglichen mit der publizierten Referenzsequenz (NC_005777.1) auch flr die
Nukleotidsequenz des nichtkodierenden 5°-Endes des S-Segments kein Basenaustausch.
Unter Beriicksichtigung des Basenaustausches an Position 9 des viralen 3"-Endes
resultierte nun in allen drei viralen Genomsegmenten im Vergleich zur Referenzsequenz
ein Verlust der Basenpaarung an Position 9 innerhalb der hochkonservierten Bereiche der
beiden nichtkodierenden Enden. Lediglich im Oropouche-Virus-M-Segement zeigte sich in
genomischer Orientierung im Vergleich zur Referenzsequenz (NC_005775.1) ein
zusétzlicher Basenaustausch an Position 15 von Guanin zu Adenin (siehe Abbildung 24, S.
82). Hieraus resultiert an Position 15 des 3"- bzw. des 5°-Endes eine Basenpaarung
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zwischen der Pyrimidinbase Uracil (3"-Ende) und der Purinbase Adenin (5°-Ende),
wéhrend die Referenzsequenz an dieser Position eine C-G-Basenpaarung aufweist.

5'-Ende des M-Segments des Oropouche-Virus:
Referenzsequenz; 5'- AGUAGUGUGCUAC X

Figene Sequenz: 5- AGUAGUGUGCUACOA] .. - 37
15

Abbildung 24: Sequenzierungsergebnis des 5°-Endes des Oropouche-Virus-M-Segments in
genomischer Orientierung: Verglichen mit der Referenzsequenz zeigt sich nur im viralen M-Segment an
Position 15 ein Basenaustausch von der Purinbase Guanin zur Purinbase Adenin. Durch den ebenfalls
sequenzierten Basenaustausch im 3°-Ende von Cytosin zu Uracil resultiert hieraus, wie in der
Referenzsequenz publiziert, wieder eine Basenpaarung.

3.2.2.2 Korrektur der nichtkodierenden Enden im OROV-Minigenom-Plasmid

Das bereits existierende Minigenom-Plasmid pT7-ribo-SM2-OROV-vMpro-vRL enthalt
die nichtkodierenden Enden des viralen M-Segments. Diese sind jedoch fehlerhaft, wie die
Im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse ergeben hatten. Im Rahmen der
folgenden Versuche mussten also die unter 3.2.2.1.1 (S. 76) und 3.2.2.1.2 (S. 78)
beschriebenen Punktmutationen des nichtkodierenden 3"-Endes des M-Segments an
Position 9 und 15 sowie jene an Position 15 des 5 -Endes korrigiert werden.

Als Ausgangsplasmid dienten 10 ng des bereits existierenden OROV-Minigenom-
Expressionsplasmids, dessen Punktmutationen innerhalb der Sequenz der nichtkodierenden
Enden mittels PCR behoben werden sollten. Zu diesem Zwecke wurden zwei Primer,
Esp3l_OROV_vMpro_for_new und Esp3l_OROV_vMpro_VvRL_rev_new konzipiert, bei
denen das auszutauschende Nukleotid von Sequenzen flankiert wird, die daftr sorgen, dass
die Primer trotz der Fehlpaarungen noch effektiv an ihre Zielsequenzen binden. In dem mit
dieser Hilfe erzeugten Amplifikationsprodukt sind daher die fraglichen Punktmutationen
korrigiert. Desweiteren enthielten die konstruierten Primer-Sequenzen zur nachfolgenden
Umklonierung des korrigierten Minigenoms in den Expressionsvektor pT7-ribo-SM2
jeweils zusatzlich die Sequenz fur eine Esp3l-Restriktionsschnittstelle (Methodik und

Primer-Sequenzen siehe 2.2.9, S. 21).
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Abbildung 25: Gelbild nach praparativer Agarosegelelektrophorese des amplifizierten OROV-
Minigenoms_Neu: Spur 1: 1-kb-DNA-Léangenstandard (2 pl) Spur 2: PCR mit cDNA des OROV-
Minigenoms der erwarteten GrofRe von 1,1 kb (eingesetzte Menge: 50 pl) Spur 3: Negativkontrolle (PCR-
Ansatz ohne Amplifikat)

Das 1,1 kb groRe DNA-Fragment (siehe Abbildung 25) wurde nach gelelektrophoretischer
Auftrennung extrahiert (siehe 2.2.10, S. 25) und gemal’ Kapitel 2.2.11 (S. 26) aufgereinigt.
Zur Degradation des Templateplasmids wurde das extrahierte DNA-Fragment vor dem
Einsatz in die TA-Klonierung (siehe 2.2.6, S. 18) mit dem Enzym Dpnl (siehe 2.2.12, S.
27) behandelt. Acht der in der Blau-Weil3-Differenzierung positiv erscheinenden Klone
wurden in Flussigkultur fir 24 h angeziichtet (siehe 2.2.5, S. 17) und anschlieRend eine
Plasmidpraparation gemaR Kapitel 2.2.19 (S. 36) durchgefiithrt. Zur Uberpriifung der
Anwesenheit des Inserts OROV-vMpro-vRL_Neu (im Folgenden OROV-Minigenom_Neu
genannt) im  pCRII-Vektor wurde mit Hilfe der eingefligten  Esp3l-
Restriktionsschnittstellen, wie in Punkt 2.2.12 (S. 27) beschrieben, ein Kontrollverdau
durchgefuhrt, bei dem bei Anwesenheit des korrigierten Inserts zwei Fragmente entstehen
sollten: Zum einen das Insert mit einer GroRe von 1,1 kb und zum anderen die pCRII-
Vektorbande mit einer Grol3e von 4 kb (siehe Abbildung 26, S. 84).
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Abbildung 26: Gelbild nach analytischer Agarosegelelektrophorese des Testverdaus der Plasmid-DNA
pCRII-OROV-Minigenom_Neu mit Hilfe des Restriktionsenzyms Esp3l zur Kontrolle des
Ligationserfolges: M: Marker: 1-kb-DNA-Langenstandard (2 ul) Spur 1-8: jeweils 5 ul des jeweiligen,
verdauten Klons 1-8. Lediglich Klon 3 zeigt die erwarteten Fragmente der GrofRe 4 kb und 1,1 kb.

Da nur ein Klon das Insert zu enthalten schien (siehe Abbildung 26 Klon 3), wurde von
diesem und dem Zielvektor pT7-ribo-SM2 jeweils ein praparativer Verdau mit dem
Restriktionsenzym Esp3l angefertigt (siehe Abbildung 27, S. 84). Die Ansdtze wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend die DNA aus dem Gel extrahiert und
aufgereinigt.
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Abbildung 27: Gelbild nach praparativer Agarosegelelektrophorese des préparativen Verdaus der
beiden Plasmide pCRII-OROV-Minigenom_Neu und pT7-ribo-SM2 mit dem Restriktionsenzym
Esp3l: Spur 1: 1-kb-DNA-Lé&ngenstandard (2 pl) Mit 2 ist die Spur des Verdaus von pCRII-OROV-
Minigenom_Neu gekennzeichnet (zu extrahierende Bande=Insert-Bande OROV-Minigenom_Neu: 1058 bp).
Unter 3 ist der entsprechende Verdau von pT7-ribo-SM2 zu sehen (zu extrahierende Bande=Vektorbande
pT7-ribo-SM2: 3,2 kb).

Nach Extraktion des Inserts und des linearisierten Vektors schloss sich wie bereits fiir die
cDNA der viralen Polymerase ausfuhrlich beschrieben (siehe 3.2.1.2, S. 67) ein analoges
Ligationsverfahren an. Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges wurde mit Hilfe des

Restriktionsenzyms Cfrl (Eael) ein Testverdau angefertigt, in dem bei Anwesenheit des
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Inserts im Vektor drei Banden der GrofRen 2,1 kb, 1,5 kb und 0,7 kb entstehen sollten
(siehe 2.2.12, S. 27, siehe Abbildung 28).

Abbildung 28: Gelbild nach analytischer Agarosegelelektrophorese des Testverdaus der Plasmid-DNA
pT7-ribo-SM2-OROV-Minigenom_Neu mit Hilfe des Restriktionsenzyms Cfrl zur Kontrolle des
Ligationserfolges: M: Marker: 1-kb-DNA-Langenstandard (2 pul) Spur 1-8: jeweils 5 pl des jeweiligen,
verdauten Klons 1-8 (erwartete Bandengrdf3en: 0,7 kb, 1,5 kb und 2,1 kb)

Obwonhl alle erhaltenen Klone positiv zu sein schienen, wurden zur Sicherheit und exakten
Uberpriifung der korrekten Basenabfolge drei dieser Klone unter Verwendung des Primer-
Paares T7_rev und OROV-Smut-F1_for geméR Kapitel 2.2.25 (S. 49) sequenziert. Alle

Klone wiesen keine Abweichungen in ihrer jeweiligen Nukleotidsequenz auf.

3.2.2.3 Funktionelle Uberpriifung des korrigierten Minigenom-Plasmids im
OROV-Minireplikon-System

Analog wie bereits unter 3.2.1.3 (S. 73) beschrieben, wurde abermals eine Minireplikon-
Kinetik mit dem korrigierten Minigenom-Expressionsplasmid pT7-ribo-SM2-OROV-
Minigenom_Neu durchgefihrt.
l. OROV-Minireplikon-System:

pTM1-OROV-L_Neu, pTM1-OROV-N, pT7-ribo-SM2-OROV-Minigenom_Neu
. OROV-Minireplikon-System ohne OROV-L = Negativkontrolle:

pUC19, pTM1-OROV-N, pT7-ribo-SM2-OROV-Minigenom_Neu
1. LACV-Minireplikon-System:

pTM1-LACV-L, pTM1-LACV-N, pT7-ribo-SM2-LACV-Minigenom
IV.  LACV-Minireplikon-System ohne LACV-L = Negativkontrolle:

pUC19, pTM1-LACV-N, pT7-ribo-SM2-LACV-Minigenom
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Abbildung 29: Oropouche-Virus-Minireplikon-System unter Verwendung der korrigierten OROV-
Polymerase und den korrigierten nichtkodierenden Enden innerhalb des Minigenom-
Expressionsplasmids: Als Positivkontrolle fungierte abermals das LACV-Minireplikon-System mit einem
deutlichen Aktivitatsanstieg Uber die Zeit. Erstmals zeigte auch das OROV-Minireplikon-System eine
signifikante Zunahme der Aktivitat im Vergleich zu seiner Negativkontrolle nach 48 Stunden (p=0,012).
Verglichen mit den Werten fur das LACV-Minireplikon-System kann fir das OROV-Minireplikon-System
kein signifikanter Unterschied der Aktivitdt zum Zeitpunkt 0 Std. (p=0,336) sowie zum Zeitpunkt 48 Std.
(p=0,290) festgestellt werden. Dargestellt sind die Mittelwerte vier unabhéngiger Experimente.

In diesem Versuchsaufbau zeigte sich erstmalig ein signifikanter Aktivitatsanstieg der
Renilla-Luciferase im  Korrigierten OROV-Minireplikon-System  gegenuber der
Negativkontrolle nach 48 Stunden (Il, p=0,012). Allerdings ist in allen Testlaufen zu
beobachten, dass die Renilla-Luciferase-Werte fur das LACV-Minireplikon nicht erreicht
werden, sondern das OROV-Minireplikon durchschnittlich 71 % der Aktivitat des LACV-
Minireplikon-Systems aufweist, wobei diese Differenz als nicht signifikant anzusehen ist

(p=0,290, siehe Abbildung 29).

3.2.2.4 Mutationsanalyse

Im Rahmen der unter Punkt 3.2.2.2 (S. 82) beschriebenen Klonierungsarbeit zur Korrektur
des OROV-Minigenom-Plasmids entstand als Nebenprodukt auch ein Klon, der zusétzlich
im Vergleich zum OROV-Minigenom_Neu-Plasmid an Position 8 innerhalb der
nichtkodierenden Enden des M-Segments eine Punktmutation aufwies. Zusammen mit dem
Ausgangs-Minigenom, dessen nichtkodierende Enden auf der Referenzsequenz des
OROV-M-Segments basierten und der im Zuge dieser Arbeit eigens generierten Sequenz
fur die nichtkodierenden Enden des M-Segements sollte die Frage, ob tatsdachlich eine

einzelne Punktmutation die fehlende Aktivitdt des OROV-Minireplikon-Systems erklért,
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oder ob maoglicherweise eher die Position und damit die Anzahl der stabilisierenden
Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der nichtkodierenden Enden ausschlaggebend fur
die fehlende Aktivitat des Minireplikonsystems sind, analysiert werden.

Wie bereits in den Kapiteln 3.2.2.1.1 (S. 76) und 3.2.2.1.2 (S.78) beschrieben, weist die
publizierte Referenzsequenz der nichtkodierenden Enden des OROV-M-Segments an zwei
Stellen innerhalb des 3"-Endes (Position 9, 15) und an Position 15 des 5-Endes eine
Punktmutation auf. Hieraus resultiert als direkte Konsequenz eine weitere
Wasserstoffbriickenbindung an Position 9 innerhalb des hochkonservierten Bereichs der
nichtkodierenden Enden, wohingegen der Austausch komplementérer Basen an Position 15
beider Enden keinen Einfluss auf die Sekundarstruktur nach sich zieht (siehe Abbildung 30
A). Im Falle der eigenen, Kkorrigierten Sequenz resultiert aus der bereits beschriebenen
Punktmutation an Position 9 innerhalb des nichtkodierenden 3"-Endes der Verlust einer
Wasserstoffbriickenbindung (U-G-Mismatch). Durch den komplementéren Basenaustausch
an Position 15 (A-T) bleibt hier ebenfalls die Wasserstoffbriickenbindung erhalten (siehe
Abbildung 30 B). Die Punktmutation innerhalb der eigenen Sequenz an Position 8 des
nichtkodierenden 5°-Endes fuhrt zu einem weiteren Verlust einer vorher bestandenen
Wasserstoffbriickenbindung (siehe Abbildung 30 C).

Nukleotidsequenz der nichtkodierenden Enden innerhalb des OROV-Minigenoms:
A: basierend auf der publizierten Referenzsequenz des OROV-M-Segments

3’- UCAUCACACGAUGGCCGUUGUUUGUCACUGU

5’- AGUAGUGUGCUACCGACAACAAUUUUUGACU

B: basierend auf der eigenen, korrigierten Sequenz des OROV-M-Segments

3’- UCAUCACAUGAUGGUCGUUGUUUGUCACUGU

5’- AGUAGUGUGCUACCAACAACAAUUUUUGACU

C: basierend auf der eigenen, korrigierten Sequenz mit zusétzlicher Punktmutation an
Position 8 des OROV-M-Segments

3"- UCAUCACAUGAUGGUCGUUGUUUGUCACUGU

5'- AGUAGUGCGCUACCAACAACAAUUUUUGACU

Abbildung 30: Sequenzierungsergebnisse der nichtkodierenden Enden des OROV-M-Segments
innerhalb des OROV-Minigenoms: A zeigt die Sequenz der verwendeten nichtkodierenden Enden, die auf
der publizierten Referenzsequenz basieren, wohingegen B und C aus eigener Sequenzanalyse hervorgehen
mit dem Unterschied, dass bei C eine zusatzliche Punktmutation an Position 8 der nichtkodierenden Enden
aufgetreten ist. Direkte Konsequenz der bereits beschriebenen Punktmutationen sind die unterschiedlich



3 Ergebnisse 88

Anzahl und Position stabilisierender Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des hochkonservierten
Bereichs.

Nachfolgend wurden mit den drei OROV-Minigenom-Plasmiden (A, B, C) analog wie
bereits unter 3.2.1.3 (S. 73) beschrieben, eine OROV-Minireplikon-Kinetik durchgefiihrt
und deren Aktivitat in Abhéngigkeit von der Mutationskonstellation analysiert.
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Abbildung 31: Oropouche Virus-Minireplikonsysteme unter Verwendung von Minigenom-
Expressionsplasmiden mit unterschiedlicher Anzahl komplementérer Basenpaare innerhalb der
nichtkodierenden Enden: Wahrend unter der Verwendung des Minigenom-Expressionsplasmids mit den
korrigierten nichtkodierenden Enden (B) ein signifikanter Aktivitatsanstieg zum Zeitpunkt 48 Std. im
Vergleich zu A+C zu verzeichnen war (p=0,009 bzw. p=0,011), zeigte die Verwendung -eines
Minigenomkonstruktes mit zusétzlicher Punktmutation eine deutlich reduzierte Aktivitit (C). Die
Verwendung des Konstruktes basierend auf den nichtkodierenden Enden der Referenzsequenz (A) zeigte
erneut keine Zunahme der Aktivitat Gber die Zeit. Zum Zeitpunkt 0 Std. bestand unter den drei Konstrukten
A-C kein signifikanter Aktivititsunterschied (p>0,05). Dargestellt sind die Mittelwerte vier unabhangiger
Experimente.

Abhéngig von den unterschiedlichen Lokalisationen eingefiigter Punktmutationen und den
daraus resultierenden Konsequenzen auf Ebene der Sekundarstruktur, zeigte sich im
Vergleich zur Verwendung eines Minigenom-Expressionsplasmids mit den eigens
korrigierten nichtkodierenden Enden ein signifikanter Aktivitatsverlust sowohl beim
zusétzlichen Verlust einer Wasserstoffbriickenbindung (C, p=0,011) als auch beim
zusatzlichen Vorhandensein einer weiteren Wasserstoffbriickenbindung (A, p=0,009) nach
48 Stunden. Allerdings ist anzumerken, dass der Verlust einer weiteren
Wasserstoffbrickenbindung durch eine zusatzliche Punktmutation, wenn auch deutlich
reduziert, aber im Vergleich zu A allerdings noch einen signifikanten Aktivitatsanstieg

aufweist (p=0,04, siehe Abbildung 31).
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4 Diskussion

4.1 Die drei viralen OROV-Genom-Segmente selbst stellen starke
IFN-Induktoren dar

Grundlage fir die Untersuchung des strukturellen Aufbaus der 5°-Enden der drei
Genomsegmente des Oropouche-Virus stellte die Frage nach der Notwendigkeit der
Kodierung eines interferonantagonistischen NSs-Proteins fiir das einzelne Virus dar,
dessen Existenz und Funktion fir verschiedene Vertreter der Bunyaviren bereits
beschrieben wurde (Bouloy et al. 2001, Weber et al. 2002). Hierzu wurden verschiedene
Reporter Assays mit nativer, genomischer Virus-RNA und mit dephosphorylierter
genomischer Virus-RNA im Hinblick auf die Induktion des IFN-B-Promotors untersucht
(siehe 3.1.1, S. 57).

Bei Transfektion genomischer Virus-RNA zeigte sich eine klare Zunahme der Aktivitat
des Reporters dessen Expression unter der Kontrolle des IFN-B-Promotors stattfindet
(siehe Abbildung 7, S. 58), woraus man direkt ableiten konnte, dass die viralen OROV-
Genomsegmente wohl selbst starke Induktoren des IFN-B-Promotors sind. Allerdings
konnte zu diesem Zeitpunkt keinerlei Aussage (ber das strukturelle Korrelat fir die
beobachtete Aktivierung des Interferonsystems getroffen werden.

Daher wurde vor dem Hintergrund, dass insbesondere freie Triphosphate am 5°-Ende
einzelstangiger viraler RNA als Haupterkennungsmerkmal sog. pattern recognition
receptors (PRR), den RIG-I, gelten (Pichlmair et al. 2006, Hornung et al. 2006), das
analoge Experiment mit zuvor dephoshorylierter OROV-RNA durchgefiihrt. Es zeigte sich
eine deutliche Reduktion der IFN-B-Promotor-Induktion (siehe Abbildung 8, S. 59). Aus
diesem Aktivitatsabfall bei gleicher Transfektionseffizienz lief} sich nun schlussfolgern,
dass die Interferon-induktive Eigenschaft des Oropouche-Virus im Wesentlichen
tatsdchlich von den unmodifizierten Triphosphatresten an den 5°-Enden der OROV-
Genomsegmente abhangt. Somit stellt der strukturelle Aufbau des Oropouche-Genoms
selbst ein starkes Stimulanz fir das antivirale Interferonsystem dar und erklart im
Umkehrschluss die Notwendigkeit der Kodierung eines Interferonantagonisten durch das
Virus. Ein Grund fur die dennoch bestehende partielle Aktivierung des Interferon-p-

Promotors stellt zum einen sicherlich die nicht absolute, d.h. nicht 100 %ige Effizienz der
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Dephosphorylierungsreaktion dar und muss daher als Restinduktion der tbergebliebenen,
phosphorylierten RNA-Segmente gewertet werden. Zum anderen handelt sich bei viraler
RNA um zellfremde RNA, die nicht nur ein Triphosphat am 5 -Ende besitzt, sondern der
auch typische Modifikationen verglichen zu zelluldrer, zytoplasmatischer RNA fehlen wie
z.B. eine fehlende OH-Methylierung an den ersten Ribose-Resten viraler RNA, die
ihrerseits dann Uber andere intrazytoplasmatische Signalwege, in diesem Fall via den
MDA-5-Signalweg als fremd erkannt werden koénnen und auf diese Weise ebenfalls

Interferon-p-Produktion induzieren (Zust et al. 2011).

4.2 Das OROV-NSs-Protein hat als spezifisches Ziel die Hemmung
der Interferon-Expression

Fur das Nichtstrukturprotein NSs einiger Vertreter der Bunyaviren, wie dem BUNV oder
dem RVFV, ist schon lange die Funktion eines Interferonantagonisten beschrieben (Weber
et al. 2002). Allerdings handelt es sich bei den Nichtstrukturproteinen (NSs) primar um
Transkriptionsinhibitoren, die nicht nur spezifisch das Typ-I-Interferonsystem hemmen,
sondern auf Basis einer globalen Suppression RNA-Polymerase-ll-vermittelter
Transkriptionsvorgange (Thomas et al. 2004) auch das RNA-Polymerase-11-abhingig
transkribierte Typ-I-Interferonsystem inhibieren (vgl. 1.2.4, S. 9). Aus dieser Beobachtung
heraus sollte fur das Oropouche-Virus mit Hilfe einer Virustiterbestimmung in OROV-
infizierten HEK-293-Zellen mit und ohne Interferonvorbehandlung gezeigt werden, dass
Typ-I-Interferone die OROV-Replikation inhibieren kdnnen, was im Umkehrschluss auf
die Hemmung der Interferon-a/p-Induktion als priméres und spezifisches Ziel der NSs-
vermittelten, globalen RNAP-I1-vermittelten Transkription hindeuten kénnte (siehe 3.1.2,
S. 59).

Sowohl im mikroskopischen Bild des Zellverbandes, als auch in der Virustiterbestimmung
zeigte sich in Abhdngigkeit von der Interferonvorbehandlung sowie der verwendeten
Interferonkonzentration ein identisches Bild. Im Vergleich zur Infektion nicht
vorbehandelter HEK-293-Zellen konnte in mit Interferon-a-vorbehandelten Zellen die
Konfluenz und Integritat des Zellrasens bei vermindertem CPE gewahrt werden. In den
Zellkulturtberstdanden zeigte sich analog eine deutliche Virustiterreduktion. Am
deutlichsten fiel dieser Effekt des Interferon-o im Bezug auf eine Oropouche-Virus-
Infektion bei der Verwendung von 5000 U IFN-a auf (siehe 3.1.2, S. 59).
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Durch die Verwendung von HEK-293-Zellen, die selbst (ber ein intaktes Interferonsystem
verfugen (Graham et al. 1977), scheint die zytoplasmatische OROV-Replikation
ausschlieBlich  durch die zytoprotektive, antivirale Wirkung Typ-I-Interferone
konzentrationsabhangig gehemmt zu werden. In Zusammenschau mit dem unter 4.1 (S. 89)
beschriebenen induktiven Potential der OROV-Genomsegmente selbst und der daraus
resultierenden Notwendigkeit der Unterdriickung der Interferon-Induktion kann vermutet
werden, dass das tatsachliche Ziel der globalen RNAP-II-Inhibition die Hemmung der
Interferon-Induktion darstellt, da sonst in Abwesenheit eines Interferonantagonisten, wie
dem OROV-NSs, keine oder nur schwer Virusreplikation gegen das antivirale Typ-I-
Interferonsystem maglich ware.

In einem &hnlichen Experiment zur Charakterisierung des NSs-Proteins des Bunyamwera-
Virus (der Prototyp-Spezies des Genus Orthobunyavirus), konnte bereits gezeigt werden,
dass das Bunyamwera-Virus-NSs-Protein die Interferon-o/p-Induktion blockiert und damit
virale Replikation fordert (Weber et al. 2001, Weber et al. 2002).

Jedoch blieben zu diesem Zeitpunkt immer noch der genaue Angriffspunkt des OROV-
NSs und damit der exakte intrazellular Wirkmechanismus ungeklart. Aufgrund dessen
wurde im Zuge dieser Arbeit versucht, mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz das
intrazellulare Zielmolekul des NSs-Proteins des Oropouche-Virus zu identifizieren (siehe
3.1.3, S. 61). Basierend auf der Identifikation des Mediatorproteins MED 8 als zelluldren
Interaktionspartner des Bunyamwera-Virus-NSs und als Ursache fir die Suppression
sowohl der allgemeinen RNAP-II-vermittelten Transkription als auch der antiviralen
Interferonantwort (Leonard et al. 2006), wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit fir die
indirekten Immunfluoreszenztests ebenfalls Teile des sog. Mediatorkomplexes als
potentielle zellulare Zielmolekile des OROV-NSs getestet. Beim Mediatorkomplex selbst
handelt es sich um eine Struktur aus > 20 verschiedenen Untereinheiten, die gemeinsam
eine Schlusselrolle in der Aktivierung RNAP-11-vermittelter mRNA-Synthese einnehmen
(Conaway et al. 2005) und somit dessen Inhibition die drastische Hemmung der durch das
OROV-NSs ausgeltsten RNAP-II-vermittelten Transkriptionsvorgange erklaren konnte.

In den durchgefihrten Studien konnte sowohl fiir die Untereinheit Cdk 8 als auch fir MED
30 des Mediatorkomplexes keine Kolokalisation mit dem OROV-NSs-Protein im Zellkern
nachgewiesen werden (siene 3.1.3, S. 61). Somit reiht sich auch das Oropouche-Virus

nahtlos in die Beobachtung ein, dass wohl jedes Bunyavirus seinen eigenen zelluldren
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Interaktionspartner und damit einen individuellen Pathogenitdtsmechanismus zu besitzen
scheint, der schlussendlich aber in der Hemmung der RNA-Polymerase-I1-vermittelten
Transkription mundet.

Im Gegensatz zu bereits beschriebenen, viralen Interferonantagonisten  mit
zytoplasmatischen Angriffspunkten (Mclnerney und Karlsson Hedestam 2009), lasst die
hauptséchliche Lokalisation des OROV-NSs im Zellkern jedoch den Ruckschluss zu, dass
sich der Ziel- und Wirkort des viralen NSs-Proteins wohl im Nukleus selbst befindet und
damit auch der zelluldre Interaktionspartner des viralen NSs-Proteins in diesem
Kompartiment zu vermuten ist. Die intranukledre Lokalisation des zellularen
Interaktionspartners viraler Nichtstrukturproteine konnte bereits fiir andere Vetreter dieser
Virusfamilie gezeigt werden (Le May et al. 2004).

Folglich kann man davon ausgehen, dass die virale Interaktion innerhalb der
Interferoninduktionskaskade jenseits der Aktivierung von IRF-3 stattfinden muss, da bis zu
diesem Schritt die Signaltransduktionskaskade im Zytoplasma lokalisiert ist und erst mit
Bildung des Enhanceasoms in den Zellkern verlagert wird (vgl. 1.2.2, S.6). Diese
Hypothese konnte bereits in einer weiteren, dieser vorangegangenen Arbeit mit Hilfe von
Reporter Assays und IFTs auf verschiedenen Ebenen der intrazelluldren Signaltransduktion
fur das OROV-NSs verifiziert werden (Essien 2013).

Ein weiteres Indiz fir die Annahme einer intranukledren Interaktion des OROV-NSs stellt
das direkte Nebeneinander der beiden markierten Mediatoreinheiten und dem viralen
Interferonantagonisten dar. So scheint das virale NSs-Protein mdglicherweise an einem
anderen, benachbarten Bestandteil der basalen Transkriptionsmaschinerie, wie bereits fir
andere einzelstrangige RNA-Viren negativer Polaritat wie z.B. dem VSV beschrieben,
(Yuan et al. 1998), anzugreifen, was die Lokalisation im Kern, aber die nicht vorliegende
Kolokalisation mit dem ebenfalls nukleér lokalisierten Mediator-Komplex erklaren wirde.
Zu diesem Zeitpunkt bleibt also der zelluldre Interaktionspartner des NSs-Proteins des
Oropouche-Virus unbekannt. Daher sollte in folgenden Experimenten unter
Einbeziehungen  dieser  Ergebnisse  insbesondere  weitere  Bestandteile  des
Initiationskomplexes der RNA-Polymerase-Il-vermittelten Transkription als potentielle
Interaktionspartner in Erwégung gezogen und mit Hilfe weiterer Immunflureszenztests

untersucht werden.
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4.3 Das OROV-Minireplikon-System

4.3.1 Sequenzanalyse der viralen Polymerase

Als Vorstufe des Reversen-Genetik-Systems handelt es sich beim Minireplikon-System um
ein etabliertes Verfahren, mit dessen Hilfe rekombinante virale Nukleokapside mit einem
sog. Reporter-Genom erzeugt werden konnen und somit die Untersuchung viraler
Replikations- und Pathogenitatsmechanismen auf molekularer Ebene im Virus-freien
Kontext ermdglichen (vgl. 2.2.26, S. 51).

Auf der Suche nach dem Grund fur die Inaktivitat des bereits komplett klonierten, T7-
Polymerase-abhangigen OROV-Minireplikonsystems wurde der Kklonierte L-ORF der
OROV-Polymerase erneut naher untersucht, da in der vorherigen Sequenzierungsarbeit
sowohl in der Nukleotidsequenz, als auch auf Aminosdureebene erhebliche Abweichungen
zur publizierten Referenzsequenz (siehe NCBI Reference Sequence: NC_005776.1)
aufgefallen waren. Es konnte gezeigt werden, dass der publizierten Sequenz fir die
Oropouche-Virus-Polymerase insgesamt 6 Nukleotide bzw. 2 AS fehlten, was seinerseits
zu einem Austausch von insgesamt 6 AS flhrte. Die Insertionen wurden bereits z.T. durch
einen Abgleich mit anderen Orthobunyavirus-Polymerasen verifiziert (Keisers 2013).
Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt keine definitive Aussage uber die Bedeutung der
Abweichungen getroffen werden. Aufgrund dessen musste im Rahmen der vorliegenden
Arbeit primar davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Abweichungen in der
eigenen Sequenz um potentielle Fehler/Mutationen handeln kénnte.

Zur erneuten Uberpriifung der Nukleotidsequenz des ORFs der viralen Polymerase konnte
eine zusatzliche Sequenzierung des gesamten OROV-Genoms, die mit Hilfe einer weiteren
Sequenzierungsmethode, der Pyrosequenzierung, generiert wurde, herangezogen werden,
die im Falle von Diskrepanzen der Referenzsequenz von der eigenen Nukleotidsequenz
gafs. Aufschluss Uber die Korrektheit liefern sollte (siehe 3.2.1.1, S. 65).

Am hdufigsten handelte es sich bei den Abweichungen zur Referenzsequenz um sog.
stumme Mutationen, d.h. Mutationen, die zwar zu einem Nukleotidaustausch fihren,
allerdings aufgrund der Degeneration des genetischen Codes keine Auswirkung auf AS-
Ebene und damit keine Verdnderungen fiir die Struktur der viralen Polymerase nach sich
ziehen. Diese Mutationen konnten also im Folgenden zur Erklarung der Inaktivitét als
OROV-Polymerase-abhdngiges Problem vernachlassigt werden. Insgesamt blieben jedoch

noch 31 Punktmutationen in der Nukleotidsequenz des OROV-L-ORFs im Vergleich zur
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Referenzsequenz tbrig, die einen Austausch auf AS-Ebene verursachten und somit eine
unklare Auswirkung auf die Funktionsweise der viralen Polymerase haben (vgl.
vollstdndige Sequenzanalyse im Anhang, S. 102). Durch den zusétzlichen Abgleich der
Sequenzen mit der L-ORF-Sequenz aus der Pyrosequenzierung blieben schlielRlich nur vier
relevante Punktmutationen in der eigenen Sequenz Ubrig, wahrend die tbrigen durch die
Pyrosequenzierung gegenuber der Referenzsequenz verifiziert werden konnten.
Interessanterweise sind diese scheinbar relevanten Basenaustausche (ber den gesamten
6759-bp-umfassenden L-ORF verteilt und kénnen daher nicht einer bestimmten Struktur
des Molekiils zugeordnet werden (siehe 3.2.1.1, S. 65). Wahrend es sich bei den beiden
Nukleotid-Austauschen an Position 761 und 1389 um konservative Mutationen handelt, bei
denen es auf Proteinebene jeweils zum Austausch von Aminoséuren ahnlicher chemischer
Eigenschaften kommt (Glycin zu Serin bzw. Lysin zu Arginin), kommt es durch den
Nukleotidaustausch an Position 4434 zum Einbau der neutralen AS Glycin anstelle der
sauren AS Glutaminséure und durch die Mutation an Position 4962 zum Einbau von Serin
(polar) anstelle von Phenylalanin (unpolar, hydrophob). Diese Austausche konnen die
Sekundar- und Tertidrstruktur eines Molekuls erheblich beeinflussen und bei Veranderung
katalytischer Zentren den Funktionsverlust der viralen Polymerase im Minireplikon-
System erklaren.

Durch den zusétzlichen Abgleich mit der Sequenz aus der Pyrosequenzierung scheint nun
erstmals nach dem Konsensprinzip aller drei Sequenzen eine korrekte oder zumindest
funktionsfahige Nukleotidsequenz flr die Oropouche-Virus-Polymerase gefunden zu sein.
Allerdings stellt sich an dieser Stelle die Frage nach der potentiellen Ursache fir die
Diskrepanzen zur publizierten Referenzsequenz. Die eigene Ausgangssequenz beruhte auf
dem OROV-Stamm TRVL9760/Trinidad (AF 164531), fir den bisher keine vollstdndige
Sequenzinformation vorlag, wahrend die publizierte Referenzsequenz auf dem Stamm
BeAn19991 basiert und unterschiedliche Std&mme durchaus Modifikationen in ihrer
Nukleotidsequenz aufweisen konnen. Jedoch spricht die Dysfunktion der viralen
Polymerase im OROV-Minireplikonsystem eher dafiir, dass es sich bei den Diskrepanzen
um methodenbedingte Mutationen innerhalb der Referenzsequenz handeln muss, da
stammbedingte Abweichungen dennoch fir eine funktionsfahige OROV-Polymerase
kodieren mussten (siehe 3.2.1.3, S. 73).
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Folglich scheint es sich bei den gefundenen Punktmutationen die ausschlief3lich in der
eigenen Sequenz vorkamen, um sog. Klonierungsartefakte zu handeln, deren Existenz zu
erheblichen funktionellen Einbuf3en, sogar zur kompletten Funktionslosgkeit der viralen
Polymerase des Oropouche-Virus fuhren kénnen, da mit der korrigierten Nukleotidsequenz
des L-ORFs eindeutig Minireplikonaktivitat als Mal3 fur die Funktionsfahigkeit der
OROV-Polymerase nachgewiesen werden konnte.

4.3.2 Neben der Nukleotidsequenz ist auch die abgeleitete Sekundarstruktur der

nichtkodierenden Enden elementar flir die Initiation der viralen Polymerase

Wie bereits in Kapitel 1.1.4 (S. 3) detailliert beschrieben, handelt es sich bei den
nichtkodierenden 3°- bzw. 5°-Enden der Bunyaviridae um partiell hochkonservierte,
teilkomplementare, untranslatierte Nukleotidsequenzen, die die Funktion eines Promotors
flur die virale Polymerase im Rahmen viraler Replikations- und Transkriptionsvorgange
innehaben. Fehler innerhalb dieser Sequenzen kodnnen daher in einer Inaktivitat viraler
Transkriptions- bzw. Replikationsvorgange resultieren und folglich die Inaktivitat des
OROV-Minireplikon-Systems erklaren. Mit Hilfe einer Adapterligation sowohl an das 3"-
als auch an das 5°-Ende aller drei OROV-Genomsegmente konnte unter Erhalt der
vollstdndigen, nichtkodierenden Enden eine cDNA jener synthetisiert und diese
insbesondere mit Fokus auf die Nukleotidsequenz der nichtkodierenden 3”- bzw. 5"-Enden
mittels RACE-PCR analysiert werden (siehe 3.2.2.1.1, S. 76, 3.2.2.1.2, S. 78). Bei den
Sequenzen der nichtkodierenden 3"-Enden zeigte sich fir alle drei OROV-Genomsegmente
im Vergleich zur publizierten Referenzsequenz an Position 9 des hochkonservierten
Bereichs eine Punktmutation von Cytosin zu Uracil. Im Gegensatz dazu konnten die
publizierten Sequenzen flr die 5-Enden der drei viralen Genomsegmente groRtenteils
bestatigt werden. Insbesondere an Position 9 wurde im 5"-Ende keine Abweichungen von

der Referenzsequenz beobachtet.

Interessanterweise war es fir das nichtkodierende 5°-Ende des viralen S-Segments nicht
maoglich die vollstandige Sequenz zu generieren. Auch durch Modifikationen in der
Methodik konnten die ersten 9 Basen nicht in cDNA umgeschrieben werden. Daher liegt
die Vermutung nahe, dass es sich bei dem S-Segment im Vergleich zu den beiden anderen
viralen Genomsegmente maoglichweise um eine sehr stabile und starke Sekundarstruktur

handelt, die nicht einfach zu durchbrechen ist. Da jedoch die ersten 9 Basenpaare der
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nichtkodierenden Enden fir alle bisher untersuchten Orthobunyaviren absolut identisch
sind (s. u.), konnte im Analogieschluss von den anderen nichtkodierenden Enden auch auf
die vollstdndige Sequenz des nichtkodierenden 5°-Endes des S-Segments geschlossen
werden (Knipe et al. 2006).

Bei Betrachtung beider nichtkodierenden Enden resultiert aus der Punktmutation an
Position 9 der UTR ein sog. U-G-Basenmismatch und damit der Verlust einer
stabilisierenden Wasserstoffbricke innerhalb des sonst absolut komplementéren,
hochkonservierten Bereichs der nichtkodierenden Enden. Die weiter stromabwaérts
gelegenen Abweichungen der Basenabfolge fur die 3"-Enden zogen in allen Féllen keine
weiteren Veranderungen der Komplementaritat im Vergleich zur Referenzsequenz nach
sich (siehe 3.2.2.1.1, S. 76).

Bereits 1986 publizierten Lees et al. das gleiche Phanomen flr den Prototyp des Genus
Orthobunyavirus, dem BUNV, der ebenfalls an Position 9 des hochkonservierten, 11-bp-
umfassenden Bereichs der UTR eine Unterbrechung der Komplementaritat aufwies (Lees
et al. 1986). Auch fiir weitere Vertreter dieses Genus, wie dem La-Crosse-Virus oder dem
Snowshoe hare-Virus ist dieser U-G-Mismatch bereits beschrieben worden (Akashi und
Bishop 1983, Bishop et al. 1983, Eshita und Bishop 1984). Daraus lasst sich der Schluss
ziehen, dass die Unterbrechung der Komplementaritat in den nichtkodierenden Enden der
viralen Segmente fur die virale Transkription und Replikation von wesentlicher Bedeutung
ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Hypothese: Dass Fehler
innerhalb der regulierenden Sequenzen an Position 9 sich auf die virale Transkription bzw.
Replikation auswirken, konnte bereits eindricklich durch die absolute Inaktivitat des
Oropouche-Virus-Minireplikon-Systems bei Verwendung der fehlerhaften, nichtkodieren-
den Enden des OROV-M-Segments gezeigt werden (siehe 3.2.1.3, S. 73). Wahrscheinlich
ist nicht die Nukleotidsequenz der nichtkodierenden Enden an sich die entscheidende
Determinante fir die Aktivitdt der viralen Polymerase, sondern die durch die
Komplementaritat der nichtkodierenden Enden erzeugte Sekundérstruktur. Ein Indiz fir
diese Annahme bietet die durchgefiihrte Mutationsanalyse (siehe 3.2.2.4, S. 86), in deren
Rahmen gezeigt werden konnte, dass Punktmutationen an unterschiedlichen Stellen
unterschiedliche Auswirkungen auf die OROV-Polymeraseaktivitat aufweisen. Sind alle 9

Basen der nichtkodierenden Enden komplementér (damit besteht eine vollstandige Paarung
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der ersten 11 Basenpaare) kommt es moglicherweise zu einer zu starken intermolekularen
Bindung der beiden RNA-Enden, sodass es flr die virale Polymerase unmdglich ist, die
beiden Enden aufzuschmelzen und die Transkription bzw. Replikation zu initiieren. Ist die
Komplementaritdt an Position 9 unterbrochen, so scheint die virale Polymerase nicht nur
an die Promotorregion zu binden, sondern auch aktiviert zu werden und virale
Transkriptionsvorgange zu erméglichen. Ein zusatzlicher Verlust der Komplementaritét an
Position 7 flhrt dagegen wieder zu einer deutlich reduzierten Polymeraseaktivitat, die
durch eine ineffizientere Bindung der Polymerase an die virale Promotorregion erklart
werden konnte. Zusammenfassend resultieren sowohl eine zusatzliche Wasserstoff-
briickenbindung an Position 9 als auch das zusétzliche Fehlen einer Wasserstoffbriicken-
bindung an Position 8 im WVerlust bzw. in einer drastischen Verminderung der
Transkriptions- bzw. Replikationsaktivitat im Minireplikon-System. Allerdings zeigte
dieses Experiment auch, dass die Tatsache einer Punktmutation nicht alleine die
Verénderungen in den gemessenen Aktivitaten erklart, sondern vielmehr die Position der
Veranderung und deren potentielle Auswirkung auf die Bindungsféahigkeit der Polymerase
ausschlaggebend sind. Allerdings gilt an dieser Stelle auch festzuhalten, dass es sich bei
der Mutationsanalyse nur um zwei zuféllig ausgewdhlte Mutationen in den
nichtkodierenden Enden handelt. Zur Verifizierung dieser Hypothese sollte in einem
moglichen Folgeexperiment mit Hilfe gezielter Mutagenese an anderen Positionen des
hochkonservierten Bereichs der nichtkodierenden Enden Punktmutationen eingefiigt
werden; insbesondere auch solche, die keine Auswirkung auf die Komplementaritat haben
um zu beweisen, dass nicht nur die Nukleotidsequenz an sich, sondern auch die daraus
abgeleitete Sekundérstruktur ausschlaggebend fur die Initiation der viralen Polymerase ist.
Auf der Suche nach der Ursache der Diskrepanz zwischen den publizierten
Referenzsequenzen fir die nichtkodierenden Enden der OROV-Genomsegmente (die die
Basis fur das Minigenom des inaktiven OROV-Minireplikon-Systems darstellen) und den
eigens generierten Nukleotidsequenzen wurden vor allem die Sequenzierungsarbeiten von
Aquino et al. 2003 und 2004 herangezogen, da auf deren Ergebnissen die publizierten
Referenzsequenzen fir das OROV-Genom basieren. Bei genauerer Betrachtung
insbesondere der Methodik der durchgefiihrten Sequenzierungsarbeiten fiel auf, dass jene
Arbeitsgruppe fur alle OROV-Genomsegmente zur Synthese der jeweiligen,

segmentspezifischen cDNA einen Primer fir die Anlagerung an das 3"-Ende verwendete,
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dessen Nukleotidsequenz nicht wie angegeben auf der publizierten Nukleotidsequenz fur
das hochkonservierte 3"-Ende des genomischen L-Segments des BUNV (Elliott 1989),
sondern auf der antigenomischen Sequenz des 3‘-Endes basierte. Beide Sequenzen sind in
den ersten 15 Positionen mit Ausnahme der Position 9 identisch. Demzufolge entstand
durch Verwendung dieses Primers fir die reverse Transkription der genomischen OROV-
RNA eine zusétzliche Komplementaritat an Position 9 des hochkonservierten Bereichs der
nichtkodierenden Enden in der synthetisierten cDNA. Damit lasst sich die Diskrepanz in
den nichtkodierenden Enden der Oropouche-Referenzsequenzen im Vergleich zu anderen
Orthobunyavirus-Sequenzen und den eigenen Ergebnissen als Folge eines methodisch-
bedingten Fehlers erklaren (Aquino et al. 2003, Aquino und Figueiredo 2004).

4.3.3 Etablierung eines OROV-Minireplikon-Systems

Die Etablierung eines Minireplikon-Systems fiir das Oropouche-Virus ermdglicht zum
einen die molekulare Untersuchung von Transkriptions- und Replikationsmechanismen des
Virus und schafft damit die Basis zur Charakterisierung viraler Pathogenitétsprinzipien,
zum anderen stellt es eine wichtige Vorstufe des zu etablierenden Reversen-Genetik-
Systems fur das OROV dar.

Als Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit diente, wie schon unter 3.2 (S. 65)
beschrieben, ein bereits komplett kloniertes, T7-Polymerase-abhéngiges OROV-
Minireplikon-System. Allerdings wies jenes im Vergleich zum bereits etablierten LACV-
Minireplikon-System vollstdndige Inaktivitat auf. Folglich war davon auszugehen, dass es
sich bei der Ursache fur die Inaktivitit um eine Komponente der OROV-
Expressionsplamide handeln musste. Aufgrund ihrer elementaren Funktion in viralen
Transkriptions- und Replikationsvorgangen traten insbesondere zwei Strukturen in den
naheren Fokus. Zum einen die OROV-Polymerase selbst und zum anderen die
nichtkodierenden Enden der Genomsegmente aufgrund ihrer Promotorfunktion (Knipe et
al. 2006). Allerdings wurde bisher davon ausgegangen, dass die nichtkodierenden Enden
des OROV-Minigenoms funktionell sein miissten, da in einem ,,gemischten Minireplikon-
System die LACV-Polymerase in der Lage war, das OROV-Minigenom zu transkribieren
und zu replizieren (Keisers 2013). Aufféllig war jedoch, dass die nichtkodierenden Enden
der OROV-L-Referenzsequenz (sieche NCBI Reference Sequences: NC_005776) im

Vergleich zu allen anderen publizierten Orthobunyavirus-Sequenzen an Position 9 eine
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Komplementaritat aufwiesen. Daher wurden die Sequenzen beider Komponenten abermals
analysiert und die korrigierte Sequenz in die jeweiligen Expressionsplasmide kloniert.
AnschlieBend wurde, wie unter 2.2.27 (S. 53) beschrieben, mit den neuen Konstrukten

jeweils Minireplikon-Kinetikmessungen durchgefihrt.

Auch nach Korrektur des L-ORFs innerhalb des OROV-L-Expressionsplasmids bei
gleichzeitiger Verwendung eines OROV-Minigenoms, das die publizierten nicht-
kodierenden Enden enthalt, zeigte sich Kkeinerlei Aktivitatsanstieg innerhalb der
Kinetikmessung im Vergleich zur Positivkontrolle, dem LACV-Minireplikon-System.
Diese Beobachtung lieR die Vermutung zu, dass moglicherweise zusatzliche, fehlerhafte
regulatorische Sequenzen die fehlende Transkription bzw. Replikation der jetzt korrekten
OROV-Polymerase bedingen. Allerdings war zu diesem Zeitpunkt eine Inaktivitat der
OROV-Polymerase nicht eindeutig auszuschlieBen, da ein unabhdniger Test fir die

Funktionsiberprufung nicht zur Verfligung stand.

Nach Korrektur der NCEs (non-coding ends) im Minigenom-Expressionsplasmid wurde
analog eine Minireplikonkinetikmessung durchgefuhrt (siehe 3.2.2.3, S. 85). Erstmals
zeigte sich nun ein signifikanter Aktivitatsanstieg innerhalb von 48 h im reinen OROV-
Minireplikon-System. Aus dieser Beobachtung heraus konnte geschlossen werden, dass
beide Komponenten nun funktionell waren, die virale OROV-Polymerase und die
regulatorischen, nichtkodierenden Enden, aber ein sensibles System sind und genau
aufeinander abgestimmt sein mussen um virale Transkription bzw. Replikation zu
ermdoglichen. Unter Zuhilfenahme der Ergebnisse der durchgefiihrten Mutationsanalyse
konnte der Grund fiir die bisherige Inaktivitat des Systems geklart werden (vgl. 3.2.2.4, S.
86). Die korrigierten Punktmutationen in den regulatorische Enden scheinen das
Bindungsverhalten der viralen Polymerase so zu verdandern (vgl. 4.3.2, S. 95), dass die
beiden elementaren Komponenten der Transkriptionsinitiation nicht mehr nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip zusammen passten und dies wiederum in vollstandiger
Inaktivitat des gesamten Systems resultierte (siehe 4.3.2, S. 95). Darlber hinaus kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Punktmutationen in der Polymerase-Sequenz zu einer
Verminderung bzw. zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitat fihren. Sowohl das
LACV- als auch das OROV-Minireplikon-System zeigte in den Testldufen einen analogen
Kinetikverlauf mit endstdndiger Plateaubildung als Ausdruck der Stagnation der

Reportergenexpression (Blakqgori et al. 2003). Auffallend ist jedoch, dass in allen
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Testlaufen das Aktivitatsniveau des OROV-Minireplikon-Systems unter dem des als
Kontrolle verwendeten LACV-Minireplikon-System lag. Dies konnte folgende Griinde

haben:

Die LACV-Polymerase scheint ein wesentlich robusteres und aktiveres Enzym
darzustellen, da es wie unter 3.2 (S. 65) beschrieben, sogar im ,,gemischten Minireplikon-
System* bei der Verwendung eines OROV-Minigenoms mit fehlerhaften regulatorischen
Sequenzen zu einem erheblichen Aktivitatsanstieg kam. Zudem zeigt das LACV-
Minireplikon-Systems auch im Vergleich zu anderen Bunyavirus-Minireplikon-Systemen,
wie z.B. dem BUNV-Minireplikon-System deutlich stdrkere Aktivitat (persoénliche
Mitteilung von Prof. Friedemann Weber, Institut fur Virologie, Philipps-Universitat
Marburg).

Daruiber hinaus sind die eingesetzten Mengenverhaltnisse der einzelnen Komponenten des
OROV-Minireplikon-Systems mdglicherweise noch nicht optimal, sodass unter
Umstédnden die Effizienz und damit die Aktivitdt des gesamten OROV-Minireplikon-

Systems durch Variation der Mengenverhaltnisse noch verbessert werden kann.

Unter Verwendung der korrigierten Sequenzen fur den L-ORF der viralen Polymerase des
Oropouche-Virus und fur die nichtkodierenden Enden der drei Genomsegmente konnte
nun erstmals ein funktionsfahiges T7-Polymerase-basiertes OROV-Minireplikon-System
etabliert werden, auf dessen Basis nun in folgenden Experimenten ein Reverses-Genetik-
System fiir das OROV generiert werden kann. Dieses wird ben6tigt, um sog. virus-like
particles (VLPs) oder auch replikationskompetente rekombinante Viruspartikel, denen die
genetische Information fiir einen Interferonantagonisten (NSs) fehlt, zu generieren, die
mdogliche Kandidaten fur einen bisher noch nicht verfigbaren OROV-Impfstoff darstellen.
Fur das RVFV konnte bereits gezeigt werden, dass die Immunisierung mit RVFV-VLPs
zuverlassig vor Infektionen mit dem Wildtypvirus schitzt (Pichlmair et al. 2010). Auch fur
die Strategie, rekombinante Viruspartikel mit einem funktionslosen bzw. deletierten Gen,
das fur den viralen Interferonantagonisten kodiert, fir die Impfung einzusetzen, konnte
bereits Wirksamkeit nachgewiesen werden: Rekombinante replikationskompetente
Influenza-A- und -B-Viruspartikel ohne funktionellem NS1-Gen konnen effizient

schiitzende Immunitét induzieren (Talon et al. 2000).
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5 Zusammenfassung

Beim Oropouche-Virus (OROV) handelt es sich um ein RNA-Virus mit einem
segmentierten, einzelstrangigen Genom negativer Polaritét, das zur Familie der Bunyaviren
gehort. Das durch dieses Virus verursachte Oropouche-Fieber tritt in weiten Teilen
Zentral- und Sldamerikas auf und ist nach dem Dengue-Fieber die haufigste
Arboviruserkrankung Brasiliens. Hauptcharakteristikum dieser Erkrankung ist hohes
Fieber, begleitet von grippedhnlichen Symptomen. Darlber hinaus weist das Virus ein
erhebliches endemisches Potential ohne derzeitige Therapieoptionen auf.

Als spezifischer Pathogenitatsmechanismus flr diese Virusfamilie gilt die Kodierung eines
interferonantagonistischen Nichtstrukturproteins (NSs), mit dessen Hilfe durch Hemmung
der RNAP-1I-vermittelten Transkription die Induktion des antiviralen Interferonsystems
inhibiert und somit eine effiziente Virusreplikation ermoglicht wird. So kommt es auch
nach einer OROV-Infektion nicht zur Typ-I-Interferon-Induktion. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die OROV-RNA-Genomsegmente aufgrund ihrer Triphosphat-Reste
am 5°-Ende selbst starke Induktoren des antiviralen Interferonsystems darstellen. Des
Weiteren war zu beobachten, dass Typ-I-Interferon die OROV-Replikation suffizient
hemmen kann. Folglich bendtigt das Virus fur die effiziente Replikation einen
Interferonantagonisten. Fur das OROV-NSs ist bereits nachgewiesen worden, dass es die
Aktivierung des IFN-B-Promotors verhindern kann. Allerdings sind die zellulé&ren
Interaktionspartner bisher weiter unbekannt, konnen aber aufgrund der nukledren
Lokalisation des NSs wohl auf intranukledre Bestandteile beschrénkt werden.

Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines funktionsfahigen
OROV-Minireplikon-Systems. Erstmals konnte ein funktionelles OROV-Minireplikon-
System etabliert werden. Die durchgefiihrten Sequenzanalysen zeigten, dass die
publizierten OROV-Referenzsequenzen sowohl fir die virale Polymerase als auch fir die
nichtkodierenden Enden fehlerhaft sind. Insbesondere bei den nichtkodierenden Enden
scheint nicht nur die Nukleotidsequenz, sondern auch die dadurch definierte
Sekundarstruktur aufgrund der verénderten Interaktion mit der viralen Polymerase

ausschlaggebend fir Transkription bzw. Replikation zu sein.
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