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1 Einleitung
11 Viren

Als Viren (lat.: ,virus®, Gift, Saft, Schleim) werden parasitire Krankheitserreger
bezeichnet, welche aufgrund eines fehlenden eigenen Stoffwechsels biologisch nicht
zu den Lebewesen gerechnet werden. Es handelt sich um inerte Gebilde, die im
Wesentlichen aus der die Erbinformation enthaltenden Nukleinsiure, einigen
Proteinen und wenigen weiteren Bestandteilen bestehen. Da Viren keinen eigenen
Stoffwechsel besitzen, sind sie obligat intrazellulidr und bei ihrer Vermehrung auf die
Wirtszelle angewiesen. Auf3erhalb der Wirtszelle werden die in der Regel infektiGsen
Viruspartikel Virionen genannt. Aufgrund ihrer geringen Grée (die meisten Viren
sind kleiner als 0,1 Mikrometer) sind Viren ultrafiltrierbar (die Poren der
Bakterienfilter haben einen Durchmesser von etwa 0,2 Mikrometer) und konnten so
lange Zeit nicht nachgewiesen werden, weshalb sie als ein in lebenden Zellen
vermehrungsfihiges ,,Gift“ bezeichnet wurden. Auch die Anzichtung auf
kunstlichen Nihrboden, wie sie fir Bakterien verwendet wurden, war mit
Virusagenzien nicht méglich. Die Virusanzucht in Tierversuchen war zeitaufwindig
und schwierig. Erst 1928 fihrten H.B. und M.C. Maitland die Methode der
Gewebekultur ein. Zunichst wurde die erfolgreiche Virusreplikation im Tierversuch
oder durch das Vorhandensein von Einschlusskérperchen in den infizierten Zellen
nachgewiesen. Im Jahr 1949 entdeckten John E Enders, T. H. Weller und EC:
Robbins bei der Erforschung des Poliovirus den Zytopathischen Effekt (CPE). Es
handelt sich hierbei um leicht erkennbare Zellverinderungen in mit dem Virus

infizierten embryonalen humanen Nierenzellen (Modrow et al. 2003).

Die Einteilung der Viren in Familien erfolgt aufgrund des Aufbaus des Virusgenoms
aus RNA oder DNA, der Orientierung des Genoms (Positiv- oder
Negativstrangorientierung), der eventuellen Segmentierung des Genoms und der
Anordnung der Gene im Genom. Weiter werden die Capsidform sowie das
Vorhandensein oder nicht Vorhandensein einer Membranhiille beriicksichtigt. Die

weitere Unterteilung in Genera (Unterfamilien) und Typen erfolgt Gberwiegend nach
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serologischen Kriterien und der Ahnlichkeit der Viren in ihrer Genomsequenz

(Modrow et al. 2003).

Die Infektion der Zelle durch ein Virus beginnt mit der .Adsorption, der Anheftung
des infektiosen Partikels an die duBlere Zellmembran. Die Viren besitzen dafiir
spezielle Strukturen an ihrer Oberfliche, mit denen sie mehr oder weniger spezifisch
an ihre Wirtszelle binden konnen. Als Penetration bezeichnet man die Aufnahme des
Virus in die Zelle entweder durch rezeptorvermittelte Endozytose oder durch Fusion
der Virenhtlle mit der Zellmembran (nur bei behiillten Viren). Das Freisetzen des
Virusgenoms und dessen Transport an den Ort seiner Replikation nennt man
Uncoating, bei der Replikation wird das Genom durch Strukturen der Wirtszelle
abgelesen und vermehrt. Hierfiir mussen die Viren teilweise spezifische Proteine mit
in die Zelle einbringen, wie z.B. die RNA-abhingice RNA-Polymerase, welche
Negativstrang-RNA-Genomfragmente in translatierbare mRNA-Molekile um-
schreibt. Wahrend der irusmorphogenese werden die durch die Wirtszelle neu
synthetisierten Virusbestandteile zusammengesetzt. AnschlieBend erfolgt durch
Budding (Exozytose), Zelllyse oder Apoptose die Freisetzung der infektiosen neuen
Viruspartikel (Modrow et al. 2003).

1.1.1  Orbiviren

Die Orbiviren (lat. ,,orbis“, Ring, Kreis) gehoren zur Familie der Reoviridae
(,,respiratory enteric orphan virus®) und erscheinen im Elektronenmikroskop mit
ringférmigen Capsomeren um den inneren Kern. Der Genus Orbivirus umfasst 22
Spezies mit insgesamt 160 verschiedenen Serotypen (Dilcher et al. 2010; Dilcher et al.
2012).

Die Reoviren besitzen neben den Birnaviren als einzige Viren ein segmentiertes,
doppelstringiges RNA- (dsRNA-) Genom (Modrow et al. 2003). Das Genom der
Orbiviren besteht aus zehn unterschiedlich groflen dsRNA-Segmenten. Orbiviren
besitzen sieben Strukturproteine, jedoch keine Lipidhille (Roy 1996). Der am besten
untersuchte Vertreter der Orbiviren ist das Bluetonguevirus (BTV). Die sieben
Strukturproteine (VP1-VP7) dieses Virus sind in zwei Schichten organisiert. Die

duflere Hille besteht aus den zwei gro3en Proteinen VP2 und VP5, der innere Kern
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aus den funf anderen Proteinen sowie dem dsRNA-Genom (Roy 1996). In einigen
Publikationen wird auch von einem intermedidren Capsid aus VP7 und VP3

gesprochen (s. Abbildung 1).

OUTER CAPSID

VP7 VP3 T=13 T=2
INTERMEDIATE INNER INTERMEDIATE INNER
CAPSID CAPSID CAPSID CAPSID

Abbildung 1: BTV als Vertreter der Orbiviren (Swiss Institute of Bioinformatics 2011).

Die Viruspartikel kénnen aufgrund ihrer hohen Stabilitit lingere Zeit in Gewidssern
threr Umwelt aullerhalb des Wirtsorganismus iiberdauern (Modrow et al. 2003).

Die Genomsegmente werden ihrer Linge nach angeordnet und benannt. Neben den
sieben Strukturproteinen kodieren sie fiir vier Nicht-Strukturproteine (NS) 1-3 und
NS3a (s. Abbildung 2).

Segment 1 Segment 7
—
Segment 2 —& " Segments
~— R« T
Segment 5
— NS1 =
Segment 3 2008

Segment 6 "---Altemat initlation
ﬁh:' Segment 10

“.Alternative initiation

Abbildung 2: Genom der Orbiviren (hier BTV) (Swiss Institute of Bioinformatics 2011).
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Zu der Synthese von NS3 und NS3a kommt es durch einen alternativen Leserahmen
auf Segment 10. Beide Proteine sind glykosyliert und spielen eine Rolle bei der

Freisetzung der Viruspartikel aus der Wirtszelle (Dilcher et al. 2012).

1.1.2  Tribec-Virus (TRBV)

Das Tribec-Virus (TRBV) gehort zum Genus der Orbiviren und wird zur Gruppe
der Kemerovo-Viren (KEMYV) gerechnet (Libikova et al. 1964; Gresikova et al. 1965).
Es handelt sich um ein Arbovirus, welches erstmalig 1963 in der Region Tribec,
Slowakei, aus Zecken (Ixodes ricinus, gemeiner Holzbock) isoliert wurde (Gresikova et
al. 1965). Wie bei allen Orbiviren besteht das Genom der Tribec-Viren aus zehn
unterschiedlich groBen dsRNA-Segmenten, welche fiir sieben Strukturproteine und
vier NS-Proteine kodieren. Im Vergleich zu BTV sind einige virale Gene auf anderen

Segmenten codiert (s. Abbildung 3).

VP1 (Pol) 1284aa

Seot [ 3392 bp
VP3 (T2) 908aa

Sea2 [ 2793 b
VP4 (CaP) 628aa

Seg3

H

1935 bp

NS1(TuP) 529aa

VP2 554aa
VP5 537aa
Soot [ 1609 tp
NS2 (ViP) 368aa
VP7 (T13) 357aa
VP6 (Hel) 312aa
NS3 214aa
=0t | 05 bp

Abbildung 3: Genomsegmente des TRBV (Dilcher et al. 2010).

Auf dem Segment 9 des Tribec-Virus befinden sich drei ORFs (,,overlapping open
reading frame®, ORF-Xa, -Xb, -Xc) im Leserahmen der VP6(Hel) Sequenz (Dilcher
et al. 2012).

Bei Untersuchungen in der Slowakei wurden 1963 neun Viruslinien in Zecken und
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zwei Viruslinien in kleinen Sdugetieren nachgewiesen, die nicht zum Tick-Borne-
Enzephalitis (TBE)-Serokomplex gehorten und deren serologische Eigenschaften
eine Ahnlichkeit zum Kemerovo-Virus aufwiesen (Libikova et al. 1964; Gresikova et
al. 1965). In Ziegen, die in der Region Tribec geweidet hatten, konnten 1965
Antikérper gegen das TRBV nachgewiesen werden (Ernek et al. 1966). Auch bei der
Untersuchung menschlicher Serumproben in Kostolany, Slowakei, konnten in 3% der
Proben Antikorper gegen das Tribec-Virus nachgewiesen werden (Gresikova et al.
1965). Das Virus zeigt zwei Tage nach Infektion von embryonalen Hihner-
zellkulturen einen zytopathischen Effekt, in neugeborenen Maiusen verlauft die
Infektion nach vier bis sechs Tagen tédlich (Gresikova et al. 1965). Bei experimen-
tellen Infektionen von Labormausen und Rhesusaffen mit dem Tribec-Virus wurden
Meningitiden und Enzephalitiden erzeugt, eine Virusvermehrung im Organismus
konnte gezeigt werden (Gresikova et al. 1966). Bisher konnte das Tribec-Virus in
Tschechien, Weil3russland, der Ukraine, Moldawien, Russland (Wolga), Ruminien,
Italien und Deutschland nachgewiesen werden (Dobler 1996; Suss und Schrader
2004; Dobler et al. 2006). Das Virus wird durch Zecken (Ixodes ricinus, gemeiner
Holzbock und Haemaphysalis punctata, Rote Schafzecke) tbertragen. Als Reservoir
gelten die Rotelmaus (Myodesglareolns) und die Kleinwthlmaus (Pitymys subterranens)
(Gresikova et al. 1965), zudem wurde das TRBV in Feldhasen (Lepus enropacus)
nachgewiesen (Dobler et al. 2006). Moglicherweise verursacht das TRBV beim
Menschen eine unspezifische, fieberhafte Erkrankung mit neurologischen
Symptomen und spielt bei der Entstehung aseptischer Meningitiden, Meningo-
enzephalitiden und Enzephalitiden eine Rolle (Gresikova et al. 1966; Suss und
Schrader 2004). Daher hat das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittel-
sicherheit das TRBV als Spender- und Empfingerorganismus fiir gentechnische
Arbeiten in die Risikogruppe 2 eingeordnet (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit 2009).
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1.2 Das Interferonsystem

Das Interferonsystem wird als primare Immunantwort bei Virusinfektionen aktiviert
und zum angeborenen, unspezifischen Immunsystem gerechnet (Kayser et al. 2005).
Das Interferon wurde 1957 von Alick Isaacs und Jean Lindenmann als ein neues
Protein entdeckt, als sie mit Experimenten an bebriteten Hithnereiern ein als
Interferenz bezeichnetes Phinomen untersuchten. Nach Behandlung mit hitze-
inaktiviertem Virus zeigte der Organismus Immunitit gegen den Wildtyp-Virus.
Alick Isaacs und Jean Lindenmann erkannten den Zusammenhang mit dem neuen
Protein und benannten es nach dem untersuchten Phinomen ,Interferon® (Isaacs

und Lindenmann 1957).

Auch im nicht infizierten Zustand gibt es eine physiologische Basiskonzentration des
Interferons im Organismus (Taniguchi und Takaoka 2001). Diese ist unter anderem
Voraussetzung fiir die schnelle Induktion der Interferon-Gene nach Infektion sowie
auch fir die Aktivierung der dendritischen Zellen als Teil des spezifischen
Immunsystems (Zietara et al. 2009). In virusinfizierten Zellen wird eine
Signalkaskade in Gang gesetzt, welche in der Synthese von Typ-I-Interferon miindet
und benachbarte Zellen aktiviert. Darauthin werden diese durch Expression vieler
durch Interferon stimulierbarer Gene (ISGs) in einen sogenannten antiviralen Status
versetzt und die Ausbreitung der Viren auf diese Weise begrenzt. Um diese erste
Abwehr zu umgehen, haben Viren wirkungsvolle Gegenstrategien entwickelt, wie die
Unterdriickung der Interferonsynthese, die Ausschaltung des IFN-Signalweges oder
die Blockierung von antiviralen Effektorproteinen (Weber et al. 2004; Randall und
Goodbourn 2008).

1.2.1 Interferone

Als Interferone (IFNs, engl. ,to interfere®: eingreifen) wird eine Gruppe von
Proteinen bezeichnet, welche als Zytokine vor allem von Leukozyten, Monozyten
und Fibroblasten sezerniert werden und immunstimulierende, antivirale sowie anti-
tumorale Wirkungen entfalten. Die Einteilung erfolgt nach der Aminosiuresequenz,
der Induktionsart und der biologischen Aktivitit in drei Klassen (Weber et al. 2004).

Als Typ-I-Interferon (zuerst entdeckt von Isaacs und Lindenmann 1957) werden 13
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IFN-a-Subtypen und IFN-3, sowie weniger gut untersuchte Subtypen wie IFN-w, -¢,
-1, -6 und -» zusammengefasst. Die IFN-a-Subtypen und das IFN-§ sind direkt in die
Immunantwort bei Virusinfektionen involviert, wobei in der vorliegenden Arbeit das
IFN-B, auch als ,,Fibroblasten-Interferon® bezeichnet, niher untersucht wurde. Das
Typ-1I-Interferon wird auch als ,,Jmmun-Interferon® bezeichnet und ist identisch mit
IFN-y. Es wird von aktivierten T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
gebildet (Kayser et al. 2005). In die Gruppe der Typ-Ill-Interferone werden IFN-A1,
-A2, und —A3 gerechnet, auch bezeichnet als Interleukin (IL)-29, IL-28A und 1L-28B
(Uze und Monneron 2007).

1.2.2 Induktion des Interferonsystems

Obwohl von allen Zellen des Korpers Typ-I-Interferone gebildet werden,
unterscheiden sich die einzelnen Zelltypen in dem Ausmall ihrer Produktion
einzelner Interferonsubtypen (Weber et al. 2004). So wird in plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) vor allem Interferon-o gebildet, in Fibroblasten und
vielen anderen Zelltypen initial Interferon-3 und erst in der Folge Interferon-o
(Weber et al. 2004; Kayser et al. 2005). Eine Infektion der Zelle durch Viren oder
andere mikrobielle Erreger kann durch besondere intra- und extrazellulire
Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) erkannt werden. Zu den
verschiedenen detektierten Strukturen, sogenannten pathogen associated molecular
patterns (PAMPs) zihlen vor allem Zwischenprodukte des viralen Replikationszyklus
wie Doppelstrang-RNA (dsRNA), Einzelstrang (single-stranded)-RNA (ssRNA) und
5-Triphosphat-RNA. Auch synthetische Substanzen wie Polyinositolcytidinsdure
(poly(I:C)) haben sich als effiziente Interferon-Induktoren erwiesen (De Clercq
20006). Die unterschiedlichen induzierenden Substanzen fiihren je nach Zelllinie,
Infektionsstatus und anderen Faktoren tiber verschiedene Signalwege zur Interferon-

Produktion (Randall und Goodbourn 2008).
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1.2.2.1 Interferon-B-Gen-Induktion

Am besten erforscht ist die Induktion der Interferon-3-Gen-Expression (Schema s.

Abbildung 4):

TBK-1 @

IRF-7

CARDIF

(dsRNA, PPP-RNA)

Enhanceosom

NFk-B | AP-1

Abbildung 4: Induktion der Interferon-B3-Gen-Expression durch Viren.

Die zytoplasmatischen RNA-Helikasen RIG-I (engl. ,,retinoic acid inducible gene I*)
und MDA-5 (engl. ,,melanoma differentiation associated gene 5°) werden durch
bestimmte Virusstrukturen (PAMPs) wie 5’-Triphosphat-RNA und dsRNA aktiviert.
Mit ihrer N-terminalen sogenannten Caspase rekrutierenden Domine (CARD)
(Hiscott 2007) binden sie an den Mitochondrien-assoziierten Interferon-§3-
induzierenden Adaptor CARDIF (auch virusinduzierter signaling Adaptor VISA
oder Mitochondrien-assoziiertes antivirales Signal-Protein MAVS oder IFN-3-
Promotor stimulierendes Protein IPS-1) (Randall und Goodbourn 2008). Dieser
seinerseits agiert als Gertist fiir weitere Enzyme, so dass zur Familie der IxB-
Inhibitorproteine (IKK) gehorende Kinasen aktiviert werden kénnen. Diese spielen
eine wichtige Rolle in der Koordination der Aktivierung des Interferon regulierenden
Faktors 3 (IRF-3) und des Kernfaktors »B (engl. ,nuclear factor”, NFx-B)
(Fitzgerald et al. 2003). Die Kinasen IKKe und TANK-bindende Kinase (TBK-1)
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phosphorylieren den IRF-3, welcher hierdurch homo-dimerisiert und vom
zytoplasmatischen Raum in den Zellkern wandert. Gemeinsam mit den stress-
aktivierten Co-Aktivatoren p300 und dem CREB-bindenden Protein (CBP) steigert
IRF-3 hier die IFN-B-Gen-Expression (Lin et al. 1998; Suhara et al. 2002). Der
allgemeine Transkriptionsfaktor NFx-B liegt normalerweise an sein Inhibitor-Protein
IxB gebunden im zytoplasmatischen Raum vor und kann erst im aktivierten Zustand
in den Zellkern wandern. Die Aktivierung geschieht durch Abbau des Inhibitor-
Proteins IxB durch einen IKK-Komplex (Hoffmann et al. 2006; Randall und
Goodbourn 2008). Im Zellkern bildet NFx-B gemeinsam mit den Transkriptions-
faktoren IRF-3 und dem stressaktivierten Aktivierenden Protein (AP)-1 nach der
Bindung an den IFN-B-Promotor das sogenannte Enhanceosom, welches die IFN-3-
Expression stimuliert (Weber et al. 2004; Panne et al. 2007). Die Interferone werden
von der infizierten Zelle sezerniert und binden parakrin und autokrin an
Typ-I-Interferonrezeptoren (IFNAR), welche sich nahezu auf allen Zelltypen
befinden (Schema s. Abbildung 5).

o ®
IFNAR 1 IFNAR 2

S
/

M)

STAT-1 / STAT-2

(@)

STAT-1

Abbildung 5: Interferon-3-Signalkaskade.
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Dieser Rezeptor besteht aus den beiden Untereinheiten IFNAR-1 und IFNAR-2.
Durch die Bindung von Interferon bilden die beiden Monomere ein Dimer, wodurch
die mit dem Rezeptor assoziierten Tyrosinkinasen JAK-1 (JAK steht fir Janus-
Kinasen oder ,just-another-kinase®) und Tyk-2 (Tyrosinkinase-2) aktiviert werden.
Am aktivierten Rezeptor sind nun Bindungsstellen fir die zwei Transkriptions-
faktoren STAT-1 und STAT-2 (Signal-Transduktoren und Aktivatoren der
Transduktion) frei. Werden diese phosphoryliert, schlieBen sie sich zu einem
Heterodimer zusammen und kénnen in den Zellkern transportiert werden, wo sie
mit IRF-9 den Transkriptionskomplex IFN-stimulierender Genfaktor (ISGF)-3
bilden, der an bestimmte DNA-Sequenzen im Promotorbereich der ISGs (Interferon
stimulierbare Gene) bindet und gemeinsam mit Co-Aktivatoren die Expression dieser
Gene bewirkt. Der sogenannte JAK-STAT-Signalweg ist auch an der
Signalibermittlung von verschiedenen anderen Zytokinen und Wachstumsfaktoren

beteiligt. Es sind vier JAKs und 7 STATs bekannt (Stark et al. 1998).

1.2.3 Wirkungsweise der Intetferone

Heute sind tber 300 durch Interferon stimulierbare Gene (ISG) bekannt (de Veer et
al. 2001). Die Expression dieser durch Interferon stimulierbaren Gene bewirkt neben
der Produktion von weiterem Interferon-8 auch die Ausschiittung der Interferon-u-
Subtypen in groBlen Mengen, so dass es voriibergehend zu einer starken
Interferonantwort kommt, welche bei Infektion auch systemisch den gesamten
Organismus einbeziehen kann (Kayser et al. 2005). Zusitzlich werden Interferon-
induzierte Proteine mit antiviraler Wirkung synthetisiert, welche im Zusammenspiel
den antiviralen Status der Zelle bewirken. Sowohl die Genexpression als auch die
Aktivitit der ISGs unterliegen einer strengen intrazelluliren Kontrolle. Beispielsweise
wird die Protein-Kinase R (PKR) durch Interferon induziert, muss jedoch zusitzlich
durch dsRNA aktiviert werden, so dass sie nur in einer virusinfizierten Zellen aktiv
ist (Stark et al. 1998; Weber et al. 2004; Kayser et al. 2005). Vor allem die frithen
Schritte der Virusreplikation werden durch die antiviralen Proteine gestort, wie die
Transkription bzw. Replikation des viralen Genoms. Die Protein-Kinase R (PKR)
bewirkt im aktiven Zustand durch Phosphorylierung die Inaktivierung des

Initiationsfaktors elF-2a. Dadurch ist die zellulire Proteinsynthese gestoppt. Das

20



IFN-induzierte MxA-Protein kann die Nukleokapside einiger RNA-Viren
inaktivieren und so z.B. Orthomyxoviren (Mx steht fur Orthomyxovirus-Resistenz),
Influenzaviren und Bunyaviren hemmen. Die IFN-induzierte 2°-5°-Oligoadenylat-
synthetase (OAS) katalysiert die Veresterung von bis zu finf Adenosin-
Triphosphaten (ATPs) zu 2°-5“-Oligoadenylaten. Diese binden eine latent, d.h.
inaktiv im Zytoplasma vorkommende Ribonuklease (RNase L), welche virale und
zellulire RNA abbaut. Die IFN-induzierte OAS muss wie die PKR zusatzlich durch
dsRNA aktiviert werden, so dass thre Wirkung auf virusinfizierte Zellen begrenzt ist

(Kayser et al. 2005).

1.2.4 Virale Interferonantagonisten

Viren haben effektive Strategien entwickelt, um diese erste Abwehr durch das
Interferonsystem zu umgehen. Neben der Unterdriickung der Interferonsynthese
spielen auch die Hemmung der Signaltransduktion und die Blockierung von
antiviralen Effektorproteinen eine Rolle (Weber et al. 2003; Weber et al. 2004,
Randall und Goodbourn 2008).

Influenza-A-Virus

Virus
Ebola-Virus

BRSV ds-DNA
m ¢ Aktivierung
Bunyamwera-Virus
RVFV

Bovines Viral. Diarrhoe-Virus
Thogoto-Virus

-1 IRF 3 NF-KB

nukledrer Transport

Abbildung 6: Inhibition des Interferonsystems durch verschiedene Viren, Abbildung modifiziert nach
Weber et al. (2003, S. 210).

So kann das Nichtstruktur-Protein ~ (NS)-1  vom Influenza-A-Virus die
Phosphorylierung von IRF-3 und damit seinen Transport in den Nukleus blockieren.
Das Virale Protein VP35 einiger Ebola-Virusstimme (Ebola-Zaire- und Ebola-
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Reston) greifen an der gleichen Stelle der Interferonsynthese an. Die Transkription
wird vom Nichtstruktur-Protein NSs des Rift-Valley-Fieber-Virus (RVFV) und des
Bunyamwera-Virus gehemmt. Der Transkriptionsfaktor IRF-3 wandert hier zwar in
den Nukleus, kann jedoch nicht den IFN-B-Promotor aktivieren (s. Abbildung 6), da
die RNA-Polymerase-II-vermittelte Transkription durch die NSs-Proteine gehemmt

wird (Weber et al. 2003).

1.3 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Pathogenititsfaktoren des
TRBY, speziell die Wirkung auf das Interferonsystem in infizierten eukaryontischen
Zellen. Fur Reoviren ist bisher nur eine Interferenz mit der IFN-vermittelten IFN-
Signaltransduktion, nicht aber mit der IFN-Induktion beschrieben. Daher soll die
Induktion des Interferonsystems beziehungsweise dessen Hemmung durch TRBV in
verschiedenen Zelllinien untersucht werden. Weiterhin sollen die viralen
Genprodukte identifiziert werden, welche als Antagonisten des Interferonsystems

wirken.
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2 Material und Methoden

2.1 Standardmaterialien

RegelmilBig in den meisten Versuchen verwendete Materialien, im Folgenden als

Standardmaterialien bezeichnet:

Gerite
COz-Inkubator
Gefrierschrank (-20°C)
Geftierschrank (-80°C)
Geftiertruhe (-140°C)
Inkubator

Inverses Mikroskop

Kihlschrank (5°C)
Mehrkanalpipette 50-200ul

Mikroskop

Multipette
Sterilbank
Varifuge RI
Vortex
Waage
Wirmebad

Zentrifuge

Zentrifuge (Megafuge 1.0R)
Verbrauchsartikel
Gewebekulturflaschen mit Filter

(25cm?)

Gewebekulturflaschen mit Filter
(75cm?)

Handschuhe — Latex

Mehrkanalpipette
50-200ul

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland
Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland

Nikon Instruments Europe BV, Amstelveen,
Niederlande

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Nikon Instruments Europe BV, Amstelveen,
Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heracus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hannover, Deutschland
Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Koéttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hinigsen,
Deutschland

Eppendort AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Mikroflex Corporation, Wien, Osterreich

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Mikroschraubgefiie (2,0ml)
Parafilm
Pipette

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

Pipettenspitzen mit Filter
(0,1-10ul, 1,0-100ul, 101-1000pl)

Pipettus

Réhrchen (15ml, 50ml)

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

Vernichtungsbeutel
(300mmXx200mm)

Zellkulturplatten96 well

Zellkulturplatten, 6 well, 12 well

Medien und Puffer
DMEM

DMEM (gebrauchsfertig)

MEM

MEM (gebrauchsfertig)

PBS

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
American National Can, Chicago, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Lab  Logistic  Group GmbH, Meckenheim,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

500ml DMEM, 50ml FKS, 100U/ml Penicillin,
100pg/ml Streptomycin, 526,6 mg/1 Glutamin

c.c.pro GmbH, Oberdotla, Deutschland

500ml MEM, 50ml FKS, 100U/ml Penicillin,
100pg/ml Streptomycin, 526,6 mg/1 Glutamin

c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von Zellen

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 23, zusitzlich:

Enzyme

Trypsin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Zelllinien

HEK 293 Humane embryonale Nierenzellen mit funktionellem
IFN-System, Zellen mit besonders niedriger
Passagenanzahl. Microbix Biosystems Inc., Toronto,
Kanada

IFNAR-/- Murine  Zellen  ohne  Intetferon-I-Rezeptor.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jovan
Pavlovic, Institute of Medical Virology, University of
Zarich, Zirich, Schweiz

PKR+/+ Murine wt-Zellen. Freundlicherweise zur Verfliigung
gestellt von Jovan Pavlovic, Institute of Medical
Virology, University of Zirich, Zirich, Schweiz

Vero B4 DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

Vero E6 Zellen ohne funktionelles IFN-System. ATCC,
Manassas, USA

Methode:

Den Medien DMEM und MEM wird vor Gebrauch 10% FKS sowie 100U/ml
Penicillin, 100ug/ml Streptomycin und 526,6mg/1 Glutamin zugesetzt. Alle Zellen
werden unter 5% CO, bei 37°C in 75cm*Gewebekulturflaschen kultiviert. Mit
Ausnahme der Trypsinlosung werden die Medien und Lésungen vor Gebrauch im
Wasserbad auf 37°C erwirmt. Die Zelllinien Vero E6, HEK-293, IFNAR-/- und
PKR+/+ werden in DMEM kultiviert, die Zelllinie Vero B4 in MEM. Bei Erreichen
der Konfluenz des Zellrasens (ca. zweimal pro Woche) werden die Zellen passagiert.
Hierzu wird das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5ml PBS gewaschen, um
Medienreste zu entfernen. Danach werden die Zellen mit 1ml Trypsin vom Flaschen-

boden gel6st, die Vero-Zelllinien Vero B4 und Vero E6 werden hierzu fir 5min. bei
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37°C inkubiert, da Trypsin sein Wirkungsoptimum bei Wirme hat. Zum Lésen der
Zellen werden die Kulturflaschen seitlich mit der Hand angeschlagen. Danach wird
die Trypsinreaktion durch Zugabe von 4ml serumhaltigem Medium gestoppt und die
Zellen durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette vereinzelt. Je nach Wachstums-
geschwindigkeit der Zelllinie werden 0,5-0,25ml des Trypsinats in die Kulturflasche
zuriickpipettiert (entspricht 1/10-1/20), der Rest wird verworfen oder zur Zell-
aussaat fur Versuche verwendet. Nach Zugabe von frischem Medium (Gesamt-
volumen je 75cm” Flasche 12ml) werden die Zellen fiir die nichste Wachstumsphase

unter 5% CO, bei 37°C inkubiert.
2.2.2 Zellzahlbestimmung
Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Verbrauchsartikel

Einmalzihlkammer Hycor Biomedical Inc:, Kalifornien, USA
Chemikalien

Trypanblau Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA
Methode:

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mittels einer Einmalzihlkammer von Hycor
Biomedical Inc. (IKOVA® GLASSTIC® SLIDE 10). Dazu werden 10ul Trypsinat
(s. 2.2.1) mit 90ul Trypanblau vermischt und hiervon 10ul in die Zdhlkammer
gegeben. Unter dem Lichtmikroskop werden 4 bis 9 Grofquadrate mit jeweils 9
Kleinstquadraten ausgezdhlt und der Mittelwert berechnet. Zellaggregate werden
nicht mitgezahlt, da verklumpte Zellen nicht so gut anwachsen. Zellen, die auf den
die Quadrate begrenzenden Linien liegen, werden nicht doppelt gezdhlt. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach folgender Formel:

Mittelwert x 10>=Zellzahl/ml.

*Faktor leitet sich ab aus dem Volumen eines GroBquadrats (0,1ul = 10™*ml) sowie

der Verdiinnung der Zellsuspension in Trypanblau (1:10 = 10
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2.3 Virologische Methoden

2.3.1 Anzucht von Tribec-Viren (TRBYV)

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Viren

Tribec-Virus (TRBV) Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr

Zelllinien

Vero B4 DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

Methode:

Tribec-Virus (TRBV) wird in Vero-B4-Zellen in gebrauchsfertigem MEM (s.0.) in
75cm’-Gewebekulturflaschen vermehrt. Dazu werden Vero-B4-Zellen bei Erreichen
einer ca. 75%igen Konfluenz mit einer MOI von 0,1 (infektiose ,,Einheiten® pro
Zelle, engl. “multiplicity of infection”) TCID,,-Einheiten infiziert. Bei Eintritt des
zytopathischen Effekts wird der Uberstand geerntet und durch Zentrifugation bei
3000Xg von Zelltrimmern gereinigt. Nach Aliquotierung in je 1ml wird der
Virentiberstand bei -80°C - -140°C in Mikroschraubgefi3en gelagert. Die TCID,, der
gewonnenen Virussuspension wird durch Titration auf Vero-B4-Zellen bestimmt

(s. Abschnitt 2.3.3).
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2.3.2 Anzucht von RVFV-Clone-13

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Viren

RVFV-Clone-13 Rift Valley Fever Virus, apathogenes RVFV-Isolat
mit Deletion im NSs-Gen (Muller R et al. 1995)

Zelllinien

Vero E6 Zellen ohne funktionelles IFN-System. ATCC,
Manassas, USA

Methode:

RVFV-Clone-13 wird auf Vero-E6-Zellen in gebrauchsfertigem DMEM (s.0.) in
75cm’- Gewebekulturflaschen geziichtet. Dazu werden Vero-E6-Zellen bei Erreichen
einer ca. 75%igen Konfluenz mit einer MOI von 0,1 TCID,,-Einheiten RVEFV-
Clone-13 infiziert. Drei Tage nach Infektion wird der Uberstand geerntet und durch

Zentrifugation bei 3000Xg von Zelltrimmern gereinigt. Nach Aliquotierung in je
Iml wird der Vireniiberstand bei -80°C - -140°C gelagert. Der TCID,, wird durch
Titration auf Vero-E6-Zellen bestimmt (s. Abschnitt 2.3.3).

2.3.3 Bestimmung von Virustitern mittels Kulturinfektionsdosis-Tests

(TCID,,)
Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Zelllinien
Vero B4 DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland
Vero E6 Zellen ohne funktionelles IFN-System, ATCC,

Manassas, USA
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Viren

RVFV-Clone-13 Rift Valley Fever Virus, apathogenes RVFV-Isolat
mit Deletion im NSs-Gen (Muller R et al. 1995)

Tribec-Virus Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr

Methode:

Die Zelllinie, in der der zu testende Virus vermehrt wird (Vero B4 fir TRBV und
Vero E6 fiir RVFV-Clone-13) wird mit 10’ Zellen je Kavitit in einem Volumen von
200ul in eine 96-Well-Platte ausgesit und fir 24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C
inkubiert. Da jede Kavitit nur ein Volumen von 200ul fasst, werden zu Beginn der
Infektion 50ul Medium je Kavitit abgesaugt. Der den Virus enthaltende Uberstand
wird in seriellen 1:10 Schritten bis zu einer Verdiinnungsstufe von 1:10” mit Medium
verdinnt. In aufsteigender Konzentration werden je 4 Kavititen mit jeweils 50ul
einer Verdinnungsstufe infiziert. Nach 6 Tagen wird unter dem Lichtmikroskop der
zytopathische Effekt (CPE) bestimmt. Weisen 50% der Kavititen einer
Verdunnungsstufe noch einen CPE auf, entspricht diese Verdinnungsstufe dem
TCIDs,. Erreicht der Virus z.B. in 50% der Kavititen mit einer Verdinnung von
1:10" noch einen CPE, so bedeutet dies einen TCID,, von 1X10" in 50pul, was einem
TCID,, von 2X10° in 1ml entspricht. Dieser Virustiter wird als Grundlage zur

Bestimmung der MOI bei einer Virusinfektion benutzt.
2.3.4 Virusinfektion der Zellen in Gewebekulturflaschen
Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Zelllinien

HEK 293 Humane embryonale Nierenzellen mit funktionellem
IFN-System, Zellen mit besonders niedriger
Passagenanzahl. Microbix Biosystems Inc., Toronto,
Kanada
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IFNAR-/- Murine Zellen ohne Interferon-I-Rezeptor.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jovan
Pavlovic, Institute of Medical Virology, University of
Zurich, Zirich, Schweiz

PKR+/+ Murine wt-Zellen. Freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Jovan Pavlovic, Institute of Medical
Virology, University of Zirich, Ziirich, Schweiz

Vero B4 DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

Vero E6 Zellen ohne funktionelles IFN-System. ATCC,
Manassas, USA

Viren

RVFV-Clone-13 Apathogenes RVFV-Isolat mit Deletion im NSs-Gen
(Muller R et al. 1995)

Tribec-Virus Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr

Methode:

Die zu infizierenden Zellen werden mit einer zuvor festgelegten Zellzahl in 25cm*
Gewebekulturflaschen in 5ml Medium ausgesit und bis zum FErreichen einer
ca. 50%igen Konfluenz unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Fir die Infektion wird das
Medium aus den Gewebekulturflaschen entfernt und die Zellen mit 1ml Virus-
suspension (die den Zellrasen vollstindig bedeckt) fiir 1 Stunde unter 5% CO, bei
37°C inkubiert. Die fiir die Infektion zu verwendende MOI wird auf Grundlage der
ausgesiten Zellzahl berechnet. Nach der Inkubationszeit wird das Volumen mit 4ml
Medium wieder auf das Gesamtvolumen der Gewebekulturflasche von 5ml
aufgefillt und die Zellen bis zum Erreichen eines zytopathischen Effekts (CPE)
unter 5% CO, bei 37°C inkubiert.
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2.3.5 Virusinfektion der Zellen in 96-Well-Platten

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Zelllinien
HEK 293

IFNAR-/-

PKR+/+

Vero B4
Vero E6

Viren

RVFV-Clone-13

Tribec-Virus

Methode:

Humane embryonale Nierenzellen mit funktionellem
IFN-System, Zellen mit besonders niedriger
Passagenanzahl. Microbix Biosystems Inc., Toronto,
Kanada

Murine  Zellen  ohne  Interferon-I-Rezeptor.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jovan
Pavlovic, Institute of Medical Virology, University of
Zarich, Zirich, Schweiz

Murine wt-Zellen. Freundlicherweise zur Verfliigung
gestellt von Jovan Pavlovic, Institute of Medical
Virology, University of Zirich, Zirich, Schweiz

DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

Zellen ohne funktionelles IFN-System. ATCC,
Manassas, USA

Apathogenes RVFV-Isolat mit Deletion im NSs-Gen

(Muller R et al. 1995)

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr

Die zu infizierenden Zellen werden in zuvor festgelegter Zellzahl in die Kavititen der

96-Well-Platte ausgesit. Dazu wird eine Stammlosung der Zellsuspension mit

entsprechender Zellkonzentration angesetzt und hiervon jeweils 200ul je Kavitit mit

einer Mehrkanalpipette auf die 96-Well-Platte gegeben. Die Zellen werden fiir

24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Da jede Kavitit nur ein Volumen von

200ul fasst werden zu Beginn der Infektion 50ul Medium je Kavitdt abgesaugt. Die

MOI wird auf Grundlage der je Kavitit ausgesiten Zellzahl berechnet und eine

entsprechende Virussuspension als Stammlésung angesetzt. Von dieser Virus-
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suspension werden 50ul je Kavitit dazugegeben. Danach werden die Zellen bis zum

Erreichen eines sichtbaren CPE unter 5% CO, bei 37°C inkubiert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Isolierung aus Zellen

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Gerite

Spektralphotometer (NanoDrop) PEQLAB  Biotechnologie =~ GmbH, Erlangen,
Deutschland

Chemikalien

2-Propanol (Isopropanol) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DEPC-Wasser Carl Roth GmbH & CoKG, Katlsruhe, Deutschland

Ethanol abs. Carl Roth GmbH & CoKG, Katlsruhe, Deutschland

peqGOLD RNA-TriFast™ PEQLAB  Biotechnologie =~ GmbH, Erlangen,
Deutschland

Methode:

Es wird die peqGOLD RNA-TriFast -Arbeitsanleitung von Peglab befolgt. Die
Methode basiert auf einer Einschritt-Flissigphasen-Separation. Das gebrauchsfertige
Reagenz enthilt Phenol und Guanidinisothiocyanat. Nach Zugabe von Chloroform
und anschlieBender Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen auf.
Die kleinen DNA-Fragmente sind unpolar und 16sen sich im sauren Phenol, die
grofleren DNA-Fragmente und Proteine finden sich in der Interphase. Die RNA ist
in der oberen wissrigen Phase enthalten, da sie polarer ist und sich besser in Wasser
16st.

Der Uberstand wird durch Zentrifugation bei 3000Xg von Zelltriimmern gereinigt
und bei -80°C fiir spitere Untersuchungen aufbewahrt. Die Zellen werden durch
Zugabe von 2ml peqGOLD RNA-TriFast™ je 25cm>Gewebekulturflasche und
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette lysiert. Um die Dissoziation der Nukleotid-

komplexe zu gewihrleisten, werden die Proben fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
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inkubiert. AnschlieBend werden die Proben auf je zwei Safe-Lock-Reaktionsgefal3e a
1ml aufgeteilt. Je eingesetztem Milliliter peqGOLD RNA-TriFast” werden der Probe
200ul Chloroform zugeben und die Proben fiir 15 Sekunden mittels Vortex
geschiittelt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur werden die Proben 5
Minuten bei 12000Xg zentrifugiert (4°C), um eine Phasenauftrennung zu erhalten.
500ul der die RNA enthaltenden wissrigen Phase werden in ein frisches
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit gleichem Volumen Isopropanol versetzt. Nach 15
Minuten Inkubation bei 4°C und 15minttiger Zentrifugation bei 12000Xg (4°C) wird
das Isopropanol invertiert und das am Boden verbleibende Pellet mit 1ml 75%igem
Ethanol gewaschen und anschlieBend 10 Minuten bei 12000Xg (4°C) zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wird einmal wiederholt und das Pellet anschlieBend 10 Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet. Die Resuspension des RNA-Pellets erfolgt mit 25ul
DEPC-Wasser. Zum Schluss werden die Proben vereint und die RNA-
Konzentration spektrometrisch bestimmt (s. Abschnitt 2.4.2). Die fertigen RNA-

Proben werden bei -20°C aufbewahrt.
2.4.2 Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von RNA
Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Gerite

Spektralphotometer (NanoDrop) PEQLAB  Biotechnologie =~ GmbH, Erlangen,
Deutschland

Chemikalien

dd H-O Ultrafiltriertes, deionisiertes Wasser
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Methode:

Mit dem verwendeten Spektralphotometer kénnen mittels Lichtabsorption DNA-
und RNA-Konzentrationen in sehr kleinen Volumina (1ul-2pl) direkt gemessen
werden. Die Basen der Nukleinsduren haben ihr Absorptionsmaximum bei 260nm
Messwellenlinge und werden in diesem Bereich von dem Photometer erfasst. Zur
Reinheitskontrolle der DNA errechnet das Photometer wihrend der Messung einen
260:280nm Quotienten, welcher vorzugsweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte, um
Verunreinigungen durch Proteine auszuschlieBen. Jedoch kann das Gerdt nicht
zwischen DNA und RNA unterscheiden, so dass bei Verunreinigung der RNA mit
DNA die Werte verfilscht wiirden. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wird
der NanoDrop von Peglab benutzt. Die Durchfithrung erfolgt nach den Angaben
des Herstellers. Nach Initialisierung des Gerites und Messung des Leerwertes werden
1,5ul Probe in das Gerit pipettiert und gemessen. Die Daten dieser Messung dienen
als Ausgangswert fir die Finstellung aller Proben auf die gleiche RNA-
Konzentration (zwischen 300ng/ul und 500ng/ul). Dabei erfolgt die Verdinnung der
Proben mit dd H,O.

2.4.3 Reverse Transkription
Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Gerite

Thermocycler Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Verbrauchsartikel

PCR- Reaktionsgefil3e (0,2ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Chemikalien

DEPC-Wasser Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT) Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

Enzyme, Nukleotide

Desoxyribonukleotidtriphosphat Fermentas GmbH, St. L.eon-Rot, Deutschland

(dNTP) 100mM
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Random Hexamer Primer Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,

Deutschland
Superscript® 111 Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA
Puffer
5XFirst-Strand Buffer Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA
Methode:

Die Transkription der RNA in cDNA erfolgt durch eine RNA-abhingige DNA-
Polymerase, der Reversen Transkiptase. Die Bezeichnung ,,revers® beschreibt hierbei
die spezielle Eigenschaft dieses Enzyms, den eigentlichen Transkriptionsprozess von
der DNA zur RNA umzukehren. Durch die RNA-abhingigce DNA-Polymerase-
Aktivitit wird zunichst ein RNA-DNA-Hybridstrang synthetisiert. Danach wird der
RNA-Anteil durch einen speziellen RNase-Anteil des Enzyms abgebaut. Da im
mikrobiologischen Verfahren die RNA als Matrize dient und somit immer wieder
erneut abgelesen werden muss, ist diese RNase Aktivitit in den eingesetzten,
rekombinant verinderten Enzymen nicht mehr vorhanden. Als Primer fur die
Reaktion werden randomisierte Primer verwendet, die aus sechs zufillig
ausgewihlten Nukleotiden bestehen. Da sich daraus eine Vielzahl an Kombinations-
moglichkeiten ergibt, kann gewihrleistet werden, dass die im Reaktionsansatz
enthaltene RNA komplett in cDNA umgeschrieben wird. Das verwendete Enzym
Superscript III synthetisiert ss-cDNA und hat keine RNase-Aktivitit. Die Durch-
fithrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

Vor Beginn wird je nach Probenzahl eine Standardlésung hergestellt, die Reagenzien
werden auf Fis gelagert. Pro Ansatz werden zunichst 1pg RNA-Probe, 0,1ug
Random Hexamer Primer (RHP) und 1ul 10mM dNTPs mit H,O auf ein Gesamt-
volumen von 14ul gebracht und 5 Minuten bei 65°C denaturiert, danach bei 4°C fiir
1 Minute inkubiert. AnschlieBend werden die Proben kurz zentrifugiert und je
Ansatz 4ul 5xReaktionspuffer, 1ul Superskript III (200U/ul) und 1ul 0,1M
Dithiothreitol (DTT) hinzugefiigt. Die Synthese der cDNA erfolgte bei 50°C fiir
60min nach 5minitiger Hybridisierung der Primer an die RNA bei 25°C. Das Enzym
wird bei 70°C fiir 15min inaktiviert. Die fertige cDNA wird bei -20°C gelagert.
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2.44 RT-PCR

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Geriite

PCR-Bank

Thermocycler
Verbrauchsartikel

PCR- Reaktionsgefil3e (0,2ml)
Chemikalien

Destilliertes Wasser fiir PCR
Enzyme, Nukleotide
Desoxyribonukleotidtriphosphat
(dNTP) 100mM
Taq-DNA-Polymerase
,,hu-ifn_beta_for”
,,hu-ifn-beta_rev
,»-hu_gamma-actin_for”
,»hu_gamma-actin_rev*
»TRBV VP7 RTS FP*
»TRBV VP7 RTS RP“
»RVF FP«

,»RVF RP“

Puffer

10XPCR-Puffer

Methode:

G&P Kunststofftechnik, Kassel, Deutschland

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

5 PRIME GmbH, Hamburg, Deutschland
GACGCCGCATTGACCATCTA
CCTTAGGATTTCCACTCTGACT
GCCGGTCGCAATGGAAGAAGA
CATGGCCGGGGTGTTGAAGGTC
CACCGACCATGGACGCGTACACTGCACGAGC
GCTAACCCCGGGCTGACCCAGCCTGAAGGCAC
TGCCACGAGTYAGAGCCA
GTGGGTCCGAGAGTYTGC

5 PRIME GmbH, Hamburg, Deutschland

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) ermdglicht die

selektive in-vitro-Amplifikation einer zuvor bestimmten Region der DNA, welche als

Template (doppelstringige DNA-Matrize) dient. Zunichst wird durch Erhitzen des

PCR-Ansatzes

eine Denaturierung (Trennung des

in zwel

Doppelstranges

Einzelstringe) erreicht. Nach raschem Abkihlen auf ca. 50°C binden im

Hybridisierungsschritt die im Reaktionsgemisch vorhandenen Oligonukleotide
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(Primer) an der Stelle der DNA, welche in ihrer Sequenz komplementir ist. Die
Primer werden so gewihlt, dass sie ein DNA-Fragment begrenzen, welches
amplifiziert werden soll. Ein hoher Uberschuss an Primern im Vergleich zur
Template-DNA  garantiert eine dauerhafte Bindung (Massenwirkungsgesetz).
Wihrend der Amplifikation bei ca. 70°C werden die an die DNA angelagerten
Oligonukleotide von einer thermostabilen DNA-Polymerase (z.B. Tag-Polymerase,
aus dem Bakterium Thermus aguaticus) durch den Anbau von einzelnen
Desoxyribonukleotidtriphosphaten  (ANTPs)  verlingert. Die drei  Schritte
Denaturierung — Hybridisierung — Amplifikation werden vielfach wiederholt, was zu
einer exponentiellen Zunahme der amplifizierten DNA fithrt. Bei der RT-PCR wird
als Template cDNA benutzt, welche zuvor mittels reverser Transkription aus RNA

hergestellt wurde.

Vor Beginn der Durchfihrung wird je nach Probenzahl eine Standardlésung
hergestellt, die Reagenzien werden gekuhlt gelagert. 1ul Template wird zu einem
Reagenziengemisch aus 40,6ul H,O, 5ul T0XPCR-Puffer, 1ul dNTPs, 1ul Taqg DNA-
Polymerase und je 1ul Primer forward und Primer reverse gegeben. Die Primer
werden als 10uM Losungen in Wasser verwendet: Fir die Interferon-3-spezifische
PCR bei Vero-Zelllinien und HEK-293 werden die Primer ,,hu-ifn_beta_for* bzw.
»_tev' verwendet. Fur die Virus-spezifischen PCRs werden die Primer ,,TRBV VP7
RTS fp* bzw. ,,-rp“ und ,,RVF fp*“ und ,,-rp* verwendet. Fir die interne Kontrolle
werden y-actin-spezifische PCRs durchgefihrt mit ,,hu-gamma_actin_for bzw.

_rev™. Die PCR wird im Thermocycler bei folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

).

Deckelheizung 95°C

2 Minuten 95°C

30 Sekunden 95°C — Wiederholung: 34X,
30 Sekunden 56°C [ entspricht 35 Zyklen
1 Minute 72°C —

5 Minuten 72°C

PAUSE 8°C

Die Amplifikate werden bei -20°C gelagert.
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2.4.5 Agarosegelelektrophorese

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Gerite

ChemiDoc XRS System

Gel-Elektrophoresekammer (grof3)
Gel-Elektrophoresekammer (klein)
Mikrowellengerit
Verbrauchsartikel

Handschuhe — Nitril
Chemikalien

Agarose

Ethidiumbromid-Lésung
(10mg/ml)

Nukleotide, Standards

6XOrange Loading Dye

DNA-Lingenstandard
(100bp, Ultra Low Range)

Puffer, L6sungen, Medien

Agarosegel (1%ig)

Agarosegel (3%ig)

TAE [1X]

TAE [50X]

Methode:

Bio Rad
Deutschland

Laboratories ~ GmbH,  Minchen,

Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA
Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

AFK® Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

GE Healthcare Europe NV, Briissel, Belgien

Biozym, Scientific GmbH, Oldendotf, Deutschland
Carl Roth GmbH & CoKG, Katlsruhe, Deutschland

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

100ml TAE[1X], 1g Agarose, 5ul Ethidiumbromid-
Losung

100ml TAE[1X], 3g Agarose, 5ul Ethidiumbromid-
Losung

40ml TAE [50x] add. 1969ml H,O

242¢g Tris: 57,1ml Essigsdure, 100ml 0,5M EDTA
(pH=8,0)

Die Agarosegelelektrophorese wird als analytisches Verfahren benutzt, um DNA-

Fragmente (z.B. PCR-Produkte) ihrer Gro3e nach aufzutrennen. Durch Gleichstrom

wird bei der Gelelektrophorese ein elektrisches Feld erzeugt, in dem DNA-Molekiile

und Proteine als elektrisch geladene Teilchen wandern und wegen ihrer unter-
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schiedlichen Ionenladung und molekularen GroB3e unterschiedlich schnell durch die
Gelmatrix gelangen. Agarose als Polysaccharid bildet ein Maschenwerk aus parallelen
Biindeln und wird zur Auftrennung von DNA-Fragmenten benutzt. Zum Anfirben
der DNA wird Ethidiumbromid verwendet. Es handelt sich hierbei um einen
zwischen die Basen der DNA interkalierenden Farbstoff. Durch die DNA-
Interkalation wird die Fluoreszenz der Substanz bei Anregung durch UV-Licht stark
erhoht. Auf diese Weise leuchten die DNA-Banden im Agarosegel unter UV-Licht
hell auf, wihrend Stellen ohne DNA dunkel erscheinen. Die Lichtintensitit ist dabei

proportional zur vorhandenen DNA-Menge.

Fir ein 1%iges Gel wird 1g Agarose in 100ml TAE[1X] durch Erhitzen in der
Mikrowelle gel6st. Fur sehr kleine Fragmente, wie sie bei der RVFV-Clone-13-
spezifischen PCR entstehen, werden 3%ige Gele mit 3g Agarose in 100ml TAE[1X]
verwendet. Um die Banden im UV-Licht sichtbar zu machen, werden dem Gel nach
Abkthlung auf ca. 60°C 0,5ul Ethidiumbromidlésung (10mg/ml Ethidiumbromid in
H,0O) beigemischt. Das fliissige Gel wird in eine Gelschale (125 x 80 x 7,5mm fiir ein
grofles Gel) gegossen und ein Taschenkamm fiir 14 Geltaschen gesetzt. Nach dem
Erstarren des Gels wird der Taschenkamm entfernt und das Gel in eine mit TAE-
Puffer (TAE[1X]) gefillte Elektrophoresekammer gegeben. Es wird Puffer
hinzugefugt, bis das Gel komplett bedeckt ist. Alternativ werden Mini-Gelkammern
(100 x 70 x 0,5mm fiir kleine Gele, 1/3 des Ansatzes fiir ein groBles Gel) verwendet.
Je 5ul DNA-Probe werden mit 1ul ,,6XOrange Loading Dye® (Fermentas) versetzt
und in eine Geltasche geftllt. Zur Bestimmung der FragmentgroBe wurden 2,5ul
DNA-Fragmentlangenstandard (100bp Leiter bzw. ,,Ultra Low Range®) verwendet.
Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Spannung von 100 bis 120V fiir
ca. 60min. durchgefiihrt. Die Gele werden unter UV-Licht im ChemiDoc XRS
System fotografiert und zur besseren Darstellung zum Teil nachtriglich am PC

bearbeitet (invertiert).
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2.4.6 Dual-Luciferase-Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Gerite
Fluorometer
Verbrauchsmaterialien

Lumitrac-Platten 96 well, weil3

Chemikalien

DEPC-Wasser
Dual-Luciferase-Reporter-Assay
Enzyme, Nukleotide, Standards
und Vektoren

pL.18

pl.18-FLAG-deltaMx

pUC19

pcRII-TRBV-S7

pcRII-TRBV-S9

BMG LABTECH GmbH, Offenburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & CoKG, Katlsruhe, Deutschland
Promega Corporation, Madison, USA

Leerer eukaryontischer Expressionsvektor. Enthilt
cine Expressionskassette bestchend aus dem
humanen CMV-IE-Promotor, dem CMV-Intron A,
einer MCS zur Insertion von c¢cDNA und einem
hCMV  polyA-Signal.  Freundlicherweise  zur
Verfiigung gestellt von Jim Robertson, National
Institute for Biological Standards and Control,
Herfordshire, GroBbritannien.

Plasmid zur Expression eines trunkierten humanen
Mx-Proteins, welches zusitzlich am N-Terminus mit
einem FLAG-Tag versehen ist. Freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Friedemann
Weber, Abt. Virologie, Universitit Marburg,

pUC19 ist ein bakterielles high-copy-Plasmid fiir die

Blau-Weil3-Selektion. Abt. Virologie,
Universititsmedizin Gottingen (UMG),
Deutschland.

Plasmid  zur  Expression von  TRBV-NS-2.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Meik
Dilcher, Abt.  Virologie, Universititsmedizin
Gottingen (UMG), Deutschland.

Das Plasmid enthilt neben der Sequenz zur
Expression von TRBV-VP6(Hel) den alternativen
Leserahmen  ORF-Xa.  Freundlicherweise  zur
Verfiigung gestellt von Meik Dilcher, Abt. Virologie,
Universititsmedizin Gottingen (UMG),
Deutschland.
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IRF-3(5D)

pFC-MEKK

lw_poly(I:C)
p125-Luc

p55A2-Luc

p55C1B-Luc

pAP1-Luc

Plasmid zur Expression eines kiinstlichen IRF-3-
Proteins, das durch Ersatz aller bei der Aktivierung
phosphorylierten ~ Serinreste  durch ~ Aspartat
konstitutiv  aktiv.  ist (Lin et al.  1998).
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von John
Hiscott, McGill University, Montreal, Kanada

Plasmid zur Expression von MEK-Kinase unter der
Kontrolle des humanen CMV-Promotors. Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland.

Invivogen Corporation, Kalifornien, USA

Der Vektor beinhaltet die Firefly-Luciferase-
Reporter-cDNA unter der Kontrolle eines IFN-8-
Promotor-Fragments ~ (Nucleotide ~ -125  bis
+19 bezogen auf die TATA-Box) (Yoneyama et al.
1996). Der Vektor kodiert aullerdem fiir eine
Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von
transformierten E. coli. Freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Takashi Fujita, Tokyo
Metropolitan Institute of Medical Science, Tokyo,
Japan

Ein NF-»B responsiver Promotor, der drei Kopien
der PRD II (NF-xB Bindungsstelle) des IFN-{3-
Promotors enthalt (Fujita et al. 1989). Der Vektor
kodiert aulerdem fir eine Ampicillinresistenz zur
selektiven Vermehrung von transformierten E. coli.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Takashi Fujita, Tokyo Metropolitan Institute of
Medical Science, Tokyo, Japan

Ein IRF-3-responsiver Promotor mit acht Kopien
der IRF-3 Bindungssequenz AAGTGA (Yoneyama
et al. 1998)). Der Vektor kodiert aulerdem fiir eine
Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von
transformierten E. coli. Freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Takashi Fujita, Tokyo
Metropolitan Institute of Medical Science, Tokyo,

Japan

Ein AP-1 responsiver Promotor, der mehrere
Kopien des AP-1 Enhancer Elements enthilt,
welches der PRD 1V des IFN-B-Promotors
entspricht. Der Vektor kodiert aullerdem fir eine
Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung von
transformierten  E. coli. Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland
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pRLSV40

TNF-o
RNA aus nicht infizierten Vero-
Zellen

RNA VSV-infizierter Verozellen

Puffer, Lésungen, Medien
FuGeneHD

Lipofectamine

OptiMEM

Zelllinien

HEK 293

Viren

RVFV-Clone-13

Tribec-Virus

Methode:

Der Vektor beinhaltet die Renilla-Luciferase-cDNA
unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven SV40
carly-Promotors. Der Vektor kodiert aullerdem fiir
eine Ampicillinresistenz zur selektiven Vermehrung

von transformierten E. coli. Promega, Mannheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Laboreigene Herstellung. Es handelt sich um
Gesamt-RNA aus Vero-E6-Zellen.

Laboreigene Herstellung. Es handelt sich um
Gesamt-RNA  aus Vero-E6-Zellen, welche 12
Stunden zuvor mit VSV infiziert wurden. Diese
RNA  wurde als 5-Triphosphat-RNA  benutzt
(Pichlmair et al. 20006).

Roche, Mannheim, Deutschland
Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

Humane embryonale Nierenzellen mit funktionellem
IFN-System, Zellen mit besonders niedriger
Passagenanzahl. Microbix Biosystems Inc., Toronto,
Kanada

Apathogenes RVEFV-Isolat mit Deletion im NSs-Gen
(Muller R et al. 1995)

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr

Der Luciferase-Reporter-Assay basiert auf der Biolumineszenz einiger Naturstoffe

(Luciferine) wie sie zB. in dem amerikanischen Leuchtkifer Photinus pyralis

(engl. firefly) vorkommen. In Gegenwart des entsprechenden Enzyms (Luciferase)

reagieren sie mit Sauerstoff zu Oxyluciferin und geben die freiwerdende Energie in

Form von Licht ab (Lumineszenz). Bei der in-vitro-Messung wird zunichst der

Promoter eines Gens, dessen Expression untersucht wird, mit dem Luciferase-Gen

gekoppelt und in die Zelle transfiziert. Da die Expression der Luciferasen nun der
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Kontrolle der vorangeschalteten Promotoren unterliegt, ist die Aktivitit der
Luciferasen proportional zum Aktivititsgrad der Promotoren. Diese Aktivitit kann
nun durch Zugabe von Luciferin zum Testsystem anhand der bei der Reaktion
entstehenden Lumineszenz gemessen werden (de Wet et al. 1987; Sherf et al. 1996).
Im vorliegenden Fall wird die Promotoraktivitit vom Interferon-B-Gen einerseits
nach Virusinfektion und andererseits nach Transfektion von Expressionsplasmiden
tir virale Gene vergleichend mit bzw. ohne anschlieBende Stimulation gemessen. In
weiteren Versuchen wird die Aktivitit artifizieller Promotoren, die selektiv durch die
Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und IRF-3 aktiviert werden, nach Transfektion
von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene untersucht. Um den Einfluss von
Schwankungen in Transfektionseffizienz und Zellzahl, sowie von Pipettierfehlern auf
das Ergebnis zu vermindern, erfolgt stets eine Co-Transfektion mit einem
Kontrollplasmid, hier pRLSV40, welches das Luciferase-Gen von Renilla reniformis
(einer Weichkoralle) enthilt und mit Hilfe des konstitutiv aktiven SV40 Promotors in

eukaryontischen Zellen exprimiert wird.

Fir die Durchfihrung wird der Dual-Luciferase-Reporter-Assay von Promega

benutzt.

2.4.6.1 Messung der IFN-B-Promotoraktivitit nach Infektion mit TRBV
bzw. RVFV-Clone-13

Zunichst werden 5%10° Zellen in 2ml gebrauchsfertigem DMEM je Kavitit in
6-Well-Platten ausgesit und fur 24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Fir
die Infektion wird das Medium entfernt und die Zellen fur 1 Stunde mit 250ul Virus-
suspension entsprechend einer MOI von 1 unter 5% CO, bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wird das Medium mit je 1,75ml gebrauchsfertigem DMEM auf 2ml je
Kavitit aufgefillt und die Zellen fiir 8 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Als
Transfektionsmethode dient die Lipofektion. Hierzu werden je Ansatz 4ul
Lipofectamine und 100ul OptiMEM nach 5Minuten Inkubationszeit bei RT mit
einem Gemisch aus 0,025ug des Reporterkonstrukts pRLSV40 (Expression der
Renilla Luciferase mittels SV40 Promotor) und 1ug des Reporterkonstrukts p125-

Luc (Expression der Firefly Luciferase mittels humanem IFN-8-Promotor)
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zusammengefthrt und fir 20 Minuten bei RT inkubiert. Je nach Probengréle wird
eine Stammlosung hergestellt. Von dieser werden 200ul je Kavitit zu den Zellen
gegeben und 18 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Die Stimulation erfolgt je
Ansatz mit 4ug RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen bzw. 4ug poly(I:C) im Vergleich
zur Stimulation mit RNA aus nicht infizierten Vero-E6-Zellen als Kontrolle, und
wird wie schon die Transfektion der Reporterkonstrukte mit Lipofectamine
durchgefiihrt. Die Lyse der Zellen erfolgt nach weiteren 20 Stunden Inkubation unter
5% CO, bei 37°C. Hierzu wird das Medium verworfen und die Zellen zunichst mit
PBS gewaschen, um Medienreste zu entfernen. AnschlieSend werden die Zellen mit
200ul PLB[1X] je Kavitit 20 Minuten bei RT inkubiert, zum Losen der Zellen wird
die Platte gelegentlich seitlich angeschlagen. Am FluostarOptima erfolgt zunichst die
Messung der Firefly-Luciferase-Aktivitit. Hierzu werden je 20ul Probe in eine weil3e
96-Well-Platte vorgelegt und mit 100ul gebrauchsfertigem LAR II (Firefly-
Luciferase-Substrat) vermischt. Nach erfolgter Messung wird je Probe ein Gemisch
aus 2ul Renilla-Luciferase-Substrat und 100ul Stop&Glo-Puffer dazugegeben und die
Renilla-Luciferase-Aktivitit gemessen. Die Messwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit
werden in Microsoft Office Excel rechnerisch mit den Messwerten der Renilla-
Luciferase-Aktivitit normalisiert und die Aktivitit des Interferon-B-Promotors

grafisch dargestellt.

2.4.6.2 Messung der IFN-B-Promotoraktivitit nach Transfektion von

Expressionsplasmiden fiir virale Gene

Auch hier dient als Transfektionsmethode die Lipofektion. Es werden vergleichend
die Expressionsplasmide fiir das Virusprotein NS-2 (TRBV-S7), die virale Helikase
(TRBV-S89, mit ORF-Xa Region), TRBV-S7+-S9 bzw. pI18-FDMx (als Kontrolle)
zusammen mit den Reporterkonstrukten co-transfiziert. Bei pI18-FDMx handelt es
sich um ein trunkiertes (funktionsloses) Mx-Protein im eukaryontischen Expressions-
Vektor pI18, welches keinen Einfluss auf das Interferonsystem hat.

Zunichst werden 1X10° Zellen in 1ml gebrauchsfertigem DMEM je Kavitit in 12-
Well-Platten ausgesit und fir 24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Fir die
Transfektion werden 0,0125ug des Reporterkonstrukts pRLSV40 (Expression der

Renilla Luciferase mittels SV40 Promotor) und 0,5ug des zu testenden Reporter-
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konstrukts p125-Luc (Expression der Firefly Luciferase mittels humanem IFN-{-
Promotor) sowie je 0,5ug der Expressionsplasmide fiir die jeweiligen viralen Gene in
100ul OptiMEM verdinnt und anschlieBend mit 3ul FuGENE HD je Ansatz
versetzt. Je nach Probengrofle wird eine Standardlésung hergestellt. Von dieser
werden nach 15 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur 100ul je Kavitit zu
den Zellen gegeben und 24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C inkubiert. Die
Stimulation erfolgt je Ansatz mit 2ug RNA VSV-infizierter Zellen bzw. 4ug poly(I:C)
im Vergleich zur Stimulation mit RNA aus nicht infizierten Vero-E6-Zellen als
Kontrolle, und wird wie schon die Transfektion mit FuGENE HD durchgefiihrt. Die
Lyse der Zellen erfolgt nach weiteren 16 Stunden Inkubation unter 5% CO, bei
37°C. Hierzu wird das Medium verworfen und die Zellen zunichst mit PBS
gewaschen, um Medienreste zu entfernen. AnschlieBend werden die Zellen mit 100ul
PLB[1X] je Kavitit 20 Minuten bei RT inkubiert, zum L&sen der Zellen wird die
Platte gelegentlich seitlich angeschlagen. Am FluostarOptima erfolgt zunichst die
Messung der Firefly-Luciferase-Aktivitit. Hierzu werden je 20ul Probe in eine weil3e
96-Well-Platte vorgelegt und mit 100ul gebrauchsfertigem LAR II (Firefly-
Luciferase-Substrat) vermischt. Nach erfolgter Messung werden je Probe ein
Gemisch aus 2ul Renilla-Luciferase-Substrat  und  100ul  Stop&Glo-Puffer
dazugegeben und die Renilla-Luciferase-Aktivitit gemessen. Die Messwerte der
Firefly-Luciferase-Aktivitit werden in Microsoft Office Excel rechnerisch mit den
Messwerten der Renilla-Luciferase-Aktivitit normalisiert und die Aktivitdt des IFN-

B-Promotors grafisch dargestellt.

2.4.6.3 Messung der Aktivitit eines AP-1-responsiven Promotors nach

Transfektion von Expressionsplasmiden fiir virale Gene

Auch hier werden zunichst 1X10° Zellen in 1ml gebrauchsfertigem DMEM je
Kavitit in 12-Well-Platten ausgesit und fir 24 Stunden unter 5% CO, bei 37°C
inkubiert. Je Ansatz werden 2ul Lipofectamine mit 100ul OptiMEM fir finf
Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend mit 0,0125ug pRLSV 40 (Renilla) und
0,25ug pAP1-Luc (AP-1 responsiver Promotor) sowie 0,5pg des Expressions-
plasmids fir das jeweilige virale Gen und 0,lpg pFC-MEKK bzw. pUC19 als
Negativkontrolle vermischt. Nach 20 Minuten Inkubation bei RT werden 100ul
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Gemisch auf die Zellen gegeben. Durch die Transfektion von pFC-MEKK kommt
es zur Expression der MEK-Kinase, welche eine Signalkaskade aktiviert, welche

wiederum zur Aktivierung von AP-1 fiihrt.

Insgesamt 24 Stunden nach Transfektion erfolgen die Lyse der Zellen und die

Messung der Luciferaseaktivitit.

2.4.6.4 Messung der Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach

Transfektion von Expressionsplasmiden fiir virale Gene

Wie unter 2.4.6.2 beschrieben werden Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion der Reporterkonstrukte und Expressionsplasmide fiir die viralen Gene
mit FuGENE HD durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgt auch hier mit RNA VSV-
infizierter Verozellen bzw. poly(I:C) im Vergleich zur Stimulation mit RNA aus nicht
infizierten Vero-E6-Zellen als Kontrolle. Als Reporterkonstrukt wird p55A2-Luc
verwendet, welches einen NF-xB-responsiven Promotor enthilt. Es handelt sich
hierbei um einen synthetischen Minimalpromotor, dem drei NF-xB-Bindungsstellen

des humanen IFN-B-Promotors vorgeschaltet sind (Fujita et al. 1989).

2.4.6.5 Messung der Aktivitit eines NF-»B-responsiven Promotors nach

Transfektion und Stimulation mit TNF-«

Wie unter 2.4.6.3 beschrieben werden Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion der Reporterkonstrukte und Expressionsplasmide fur die viralen Gene
mit Lipofectamine durchgefiihrt. Als Reporterkonstrukt wird p55A2-Luc, das einen
NF-»B-responsiven Promotor enthilt, verwendet. Die Stimulation mit 0,01ug TNF-o
je Kavitit erfolgt 12 Stunden nach Transfektion. Der Tumornekrosefaktor (TNF)-o
aktiviert NF-»B sehr effizient (Hoffmann et al. 20006), daher wird dieser als Stimulus
benutzt. Nach weiteren 12 Stunden und damit 24 Stunden nach Transfektion

erfolgen die Lyse der Zellen und die Messung der Luciferaseaktivitit.
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2.4.6.6 Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach

Transfektion von Expressionsplasmiden fiir virale Gene

Wie unter 2.4.6.2 beschrieben werden Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion der Reporterkonstrukte und  Expressionsplasmide fiir  die
Virussegmente mit FuGENE HD durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgt auch hier
mit RNA VSV-infizierter Zellen bzw. poly(I:C) im Vergleich zur Stimulation mit
RNA aus nicht infizierten Vero-E6-Zellen als Kontrolle. Als Reporterkonstrukt fiir
das untersuchte IRF-3 wird p55C1B-Luc als IRF-3-responsiver Promotor verwendet.
Es handelt sich hierbei um einen synthetischen Minimalpromotor, dem acht IRF-3-
Bindungsstellen des humanen IFN-3-Promotors vorgeschaltet sind (Yoneyama et al.

1998).

2.4.6.7 Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach

Transfektion und Stimulation mit IRF-3(5D)

Wie unter 2.4.6.3 beschrieben werden Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion der Reporterkonstrukte und Expressionsplasmide fiir die viralen Gene
mit Lipofectamine durchgefiihrt. Als Reporterkonstrukt fiir das untersuchte IRF-3
wird p55C1B-Luc als IRF-3-responsiver Promotor verwendet (s.0.). Die Stimulation
erfolgt in diesem Versuch durch die Co-Transtektion von IRF-3(5D), als
Negativkontrolle wird pUC19 co-transfiziert. Bei IRF-3(5D) handelt es sich um ein
kiinstliches IRF-3-Protein, bei dem alle Serinreste, die bei der Aktivierung
phosphoryliert werden, durch Aspartat ersetzt wurden. Dadurch ist diese IRF-3

Variante ohne Phosphorylierung konstitutiv aktiv (Lin et al. 1998).

2.4.7 Statistik

Fir die Auswertung der Ergebnisse aus den Dual-Luciferase-Reporter-Assays werden
innerhalb der jeweiligen Versuchsreihen die Einzelwerte fiir die Firefly-Luciferase-
Aktivitit mit den Einzelwerten der normalisierten Renilla-Luciferase-Aktivitit
korrigiert und daraus der Mittelwert berechnet. Fur die statistische Auswertung wird
der Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen

angewandt. Als signifikant werden Unterschiede mit einem Signifikanzniveau von
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p<0,5 gewertet. Damit gilt bei Signifikanz der Ergebnisse eine mindestens 95%ige

Wahrscheinlichkeit, dass gemessene Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle kein

Zufall sind. Als sehr signifikant werden Unterschiede mit einem Signifikanzniveau

von p<0,01, als hoch signifikant Unterschiede mit einem Signifikanzniveau von

p<0,001 bezeichnet.

2.4.8 Impedanzmessung virusinfizierter Zellen mittels xCELLigence-

System

Material:

Materialien aus der Liste der Standardmaterialien s. Abschnitt 2.1 S. 23, zusitzlich:

Geriite
xCELLigence Gerit
Verbrauchsartikel
96-Well-E-Plates
Zelllinien

HEK 293

IFNAR-/-

PKR+/+

Viren

RVFV-Clone-13

Tribec-Virus (TRBV)

ACEA Bioscience/Roche, San Diego, USA

ACEA Bioscience/Roche, San Diego, USA

Humane embryonale Nierenzellen mit funktionellem
IFN-System, Zellen mit besonders niedriger
Passagenanzahl, Microbix Biosystems Inc., Toronto,
Kanada

Murine Zellen ohne IFN-I-Rezeptor.
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jovan

Pavlovic, Institute of Medical Virology, University of
Z.rich, Zirich, Schweiz

Murine wt-Zellen. Freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Jovan Pavlovic, Institute of Medical
Virology, University of Zirich, Zirich, Schweiz

Apathogenes RVFV-Isolat mit Deletion im NSs-Gen
(Muller R et al. 1995)

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G.
Dobler, Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr
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Methode:

Durch das Auslesen der Impedanz kénnen zellulire Zustinde nicht-invasiv und in
Echtzeit quantitativ bestimmt werden. Der Zellanalysator xCELLigence von Roche
Applied Science arbeitet mit sogenannten E-Plates im 96-Well-Format, welche am
Boden jeder Kavitit mit einem mikroelektronischen (Gold-)Sensorarray ausgestattet
sind. Durch das Anlegen einer schwachen Wechselspannung (20mV) wird in der
Kavitit eine ionische Umgebung erzeugt. Wachsen am Boden der E-Plate adhirente
Zellen, so fuhrt ihre Interaktion mit den Mikroelektroden zu einer Zell-Substrat-
Impedanz-Antwort, welche proportional zur Anzahl der Zellen, ihrer
Zellmorphologie und der Stirke ihrer Zelladhision ist (s. Abbildung 7) (Abassi
2008).

(No cell)
L @) z-2,
Electrode Electrode
without cell Baseline impedance
e Cell
\ M
_— @@ @) Z = Zt:ell 1
Electrode Electrode attached
with 1 cell Impedance increased
e o Cells
@@
* *-—-*— @ @ @) Z = Zt:ell 2
5=
Electrode Electrode attached
with 2 cells Impedance doubly
increased

Abbildung 7: Schema der miteinander verbundenen Mikroelektroden, die in den Boden jeder Kavitit
der E-Plates eingearbeitet sind. Die Interaktion adhirenter Siugerzellen mit den Mikroelektroden
fihrt zu einer Zell-Substrat-Impedanz-Antwort, die proportional zur Zahl der ausgesiten Zellen in

den Wells, der Zellmorphologie und der Art der Zelladhision ist (Abassi 2008, S. 8).

Hier wird die Impedanzmessung dazu benutzt, das Wachstum der Zellen bzw. den

zytopathischen Effekt (CPE) einer Virusinfektion im zeitlichen Verlauf zu verfolgen.
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Hierzu werden mehrere Zelllinien in unterschiedlichen Zelldichten in 96-Well-E-
Plates ausgesit und in verschiedenen Wachstumsphasen mit unterschiedlicher MOI
infiziert. Das Gerdit wird mit 100ul Medium je Kavitit initialisiert
(Hintergrundmessung). Dann werden 100ul je Kavitit der zuvor vorbereiteten
Zellsuspension mit einer Mehrkanalpipette dazugegeben und im Messgerit unter 5%
CO, bei 37°C inkubiert. Die Wachstumsphase dauert zwischen 1 und 5 Tagen,
abhingig von Zelllinie und Zelldichte. Die Infektion erfolgt mit TRBV als zu
untersuchendem Virus und RVFV-Clone-13 als Positivkontrolle (IFN-B-Induktor).
Da die Kavititen nur ein begrenztes Gesamtvolumen fassen, werden zu Beginn der
Infektion 50pl Medium je Kavitit abgesaugt. Die MOI wird auf Grundlage der je
Kavitit ausgesiten Zellzahl berechnet und eine entsprechende Virussuspension
angesetzt. Von dieser Virussuspension werden 50ul je Kavitit dazugegeben. Als
Kontrolle werden zu den als Mock bezeichneten Proben 50ul Medium ohne
Viruspartikel gegeben. Danach werden die Zellen im Messgerit unter 5% CO, bei
37°C inkubiert, die Messung der Impedanz erfolgt tiber den gesamten Zeitraum des
Experiments im Abstand von 15 bzw. 30 Minuten. Bei der Co-Infektion der Zellen
mit beiden Virusstimmen werden die Proben zunichst mit TRBV infiziert, nach

einer Inkubationszeit von 6 Stunden erfolgt dann die Infektion mit RVFV-Clone-13.

3 Ergebnisse

3.1 Viabilititsbestimmung TRBV-infizierter Zellen mittels

Impedanzmessung

3.1.1 Die murinen Zelllinien IFNAR-/- und PKR+/+

Die Fibroblasten-Zelllinie IFNAR-/- kommt aus genverinderten Miusen und ist
defizient fur das Gen des Interferon-I-Rezeptors (Muller U et al. 1994). Daher findet
bei diesen Zellen keine Aktivierung der Interferon-Signalkaskade statt. Somit kommt
es zu keiner positiven Rickkopplung bzw. Weiterleitung des Interferonsignals. Die
Aktivierung der Interferon induzierbaren Gene und somit die Herstellung des
antiviralen Zustandes der Zellen bleibt aus. Im Vergleich wurde die Wildtyp-Zelllinie
PKR+/+ mit beiden Viren infiziert. Da die Wachstumsgeschwindigkeit det beiden

Zelllinien unterschiedlich, die Wachstumsphase jedoch fir den Infektionszeitpunkt
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mafgeblich ist, wurden die IFNAR-/- Zellen einen Tag nach Aussaat, die PKR+/+

Zellen jedoch erst nach zwei Tagen infiziert.

Mittels Impedanzmessung (s. 2.4.8, S. 48) wurde die Wachstumskurve der Zelllinien
nach Infektion mit dem zu untersuchenden Tribec-Virus (TRBV) im Vergleich zum
Interferon stimulierenden RVEFV-Clone-13 untersucht. Dazu wurden die Zellen in
unterschiedlichen Zelldichten ausgesat und zu verschiedenen Zeitpunkten der
Wachstumsphase mit unterschiedlichen MOIs infiziert. Die gemessene Impedanz ist
proportional zur Anzahl der Zellen, ihrer Zellmorphologie und der Stirke ihrer

Z.elladhision und damit ein direktes Maf3 fur die Vitalitat der Zellen.

In der graphischen Darstellung der Messung ist die Zeit (in Stunden) auf der
x-Achse, der Zellindex (berechnet aus der gemessenen Impedanz) auf der y-Achse
aufgetragen. Die Wachstumskurve der nicht infizierten Zellen (Mock) ist jeweils blau
dargestellt. Der Zellindex der mit RVFV-Clone-13 infizierten Zellen ist in Griin- und
der mit TRBV infizierten Zellen in Rottdnen (rot in der jeweils héheren MOI,
magenta in der niedrigeren MOI) im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Zu einem
Artefakt in den Kurven zum Zeitpunkt der Infektion kommt es durch die kurzzeitige
Unterbrechung der Messung und Entnahme der Kulturplatte aus dem Gerit. Im
Platten-Schema ist die Auswahl der Kavititen in den der jeweiligen Kurven
entsprechenden Farben gezeigt. Die Kurve entspricht der Darstellung des

Mittelwertes der Messung am Boden der jeweils gleich behandelten Kavititen.
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Abbildung 8: PKR+/+ (10 000 Zellen/Kavitit), Infektion mit TRBV und RVFV-Clone-13, MOI=1
TCIDso-Einheiten.

Die Wildtyp-Zellen PKR+/+ wutden in einer Dichte von 10.000 Zellen je Kavitit
ausgesit und nach zwei Tagen mit TRBV und im Vergleich dazu mit RVFV-Clone-13
mit einer MOI von 1 TCID,;-Einheiten infiziert (s. Abbildung 8). Nach zwei
weiteren Tagen ist bei den TRBV-infizierten Zellen ein deutliches Absinken des
Zellindex zu sehen, wihrend die Wachstumskurve der mit RVFV-Clone-13
infizierten Zellen der Kurve der Mock-behandelten Zellen folgt. Es ist also in den
interferonkompetenten Wildtypzellen nach TRBV-Infektion mit einer MOI von
1 TCID;,-Einheiten ein zytopathischer Effekt (CPE) nachzuweisen, wihrend die
RVFV-Clone-13-infizierten Zellen sich weitgehend wie nicht infizierte Zellen
verhalten. Allerdings bleibt anzumerken, dass bei hoherer MOI (von 10 TCID-
Einheiten) im gleichen Experiment auch in den RVFV-Clone-13-infizierten Zellen

ein CPE nachgewiesen werden konnte (hier nicht gezeigt).
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Abbildung 9: IFNAR-/- (10 000/Kavitit) mit Tribec-Virus MOI 10 und 1 TCIDso-Einheiten.

Mit identischen Versuchsbedingungen wurden IFNAR-/- Zellen infiziert. Da diese
jedoch wesentlich schneller wachsen, erfolgte hier die Infektion bereits einen Tag
nach der Zellaussaat. Im ersten Experiment wurden die Zellen mit TRBV infiziert.
Sowohl bei den mit hoher MOI (rote Kurve in Abbildung 9) als auch bei den mit
niedriger MOI (magenta in Abbildung 9 dargestellt) infizierten Zellen wird der CPE
nach 42 bzw. 44 Stunden sichtbar, nach weiteren 8 Stunden fillt der Zellindex der

infizierten Zellen deutlich unter den Zellindex der Mock-behandelten Zellen ab.
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Abbildung 10: IFNAR-/- (10 000/Kavitit) mit RVFV-Clone-13, MOI 10 und 1 TCIDso-Einheiten.

In einem zweiten Experiment wurden die Zellen mit RVEFV-Clone-13 infiziert. Da
das Gerit nicht neu initialisiert wurde, entspricht die Zeiteinteilung der x-Achse einer
Zeitforttihrung des vorherigen Experiments, so dass 146 Stunden hier dem
Zeitpunkt Null entsprechen (s. Abbildung 10). Die Infektion erfolgte 1 Tag nach
Zellaussaat, ein CPE in den mit einer hohen MOI infizierten Zellen (dunkelgriine
Kurve in Abbildung 10) ist bereits nach 32 Stunden sichtbar. Der Zellindex der mit
einer niedrigeren MOI infizierten Zellen (hellgriine Kurve in Abbildung 10) fallt erst

42 Stunden nach Infektion ab.

In Zellen mit inkomplettem Interferonsystem kann demnach selbst bei niedriger
Virenlast eine Infektion mit RVFV-Clone-13 nachgewiesen werden, wihrend fiir eine
Infektion der Wildtypzellen eine zehnfach hoéhere MOI des Interferon

stimulierenden Virus notwendig ist.
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3.1.2 Humane Nierenzellen HEK-293

Die HEK-293-Zellen entstammen der embryonalen Niere des Menschen und

besitzen ein intaktes Interferonsystem.

Wie unter Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurde mittels Impedanzmessung die
Wachstumskurve der Zelllinie nach Infektion mit dem zu untersuchenden TRBV im
Vergleich zum Interferon stimulierenden RVFV-Clone-13 untersucht. In einem
weiteren Experiment wurden die Zellen im Vergleich zur Einzelinfektion mit RVEFV-
Clone-13 und TRBV co-infiziert. Hierzu wurden die Zellen in unterschiedlichen
Zelldichten auf 96-Well-E-Plates ausgesit und zu verschiedenen Zeitpunkten der

Wachstumsphase mit unterschiedlichen MOIs infiziert.

Wie oben ist in der graphischen Darstellung der Messung die Zeit auf der x-Achse,
der Zellindex (berechnet aus der gemessenen Impedanz) auf der y-Achse
aufgetragen. Die Wachstumskurve der nicht infizierten Zellen (Mock) ist jeweils blau
dargestellt. Der Zellindex der mit RVEFV-Clone-13 infizierten Zellen ist in Griin- und
der der mit TRBV infizierten Zellen in Rottonen (rot in der jeweils hoheren MOI,
magenta in der niedrigeren MOI) gegen die Zeit aufgetragen. Zu einem Artefakt in
den Kurven zum Zeitpunkt der Infektion kommt es durch die kurzzeitige
Unterbrechung der Messung und Entnahme der Kulturplatte aus dem Gerit. Im
Platten-Schema ist die Auswahl der Kavititen in den der jeweiligen Kurven
entsprechenden Farben gezeigt. Die Kurve entspricht der Darstellung des

Mittelwertes der Messung am Boden der jeweils gleich behandelten Kavititen.
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Abbildung 11: HEK-293-Zellen, 10000/ Kavitit, Infektion mit TRBV und RVFV-Clone-13, MOI=10
und MOI=1 TCIDsp-Einheiten.

Die HEK-293-Zellen wurden in einer Zelldichte von 10.000 Zellen je Kavitat
ausgesit und nach 3 Tagen mit einer MOI von 10 bzw. 1 TCID,-Einheiten infiziert
(s. Abbildung 11). Der Zellindex der RVFV-Clone-13-infizierten Zellen gleicht
sowohl in den Kavititen mit hoher Virenlast (dunkelgriin) als auch in den Kavititen
mit niedriger Virenlast (hellgriin) dem der Mock-behandelten Zellen (blau). In allen
Kavititen kommt es in den ersten 10 Stunden nach Infektion zum Abfall des
Zellindex. Anders als die mit RVFV-Clone-13 bzw. Mock-behandelten Zellen erholen
sich die mit TRBV infizierten Zellen jedoch nicht, sondern es kommt zu einem
weiteren Abfallen des Zellindex, in den Kavititen mit hoher MOI (rote Kurve)

deutlicher zu sehen als in den Kavititen mit niedriger MOI (Kurve in magenta).
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Abbildung 12: HEK-293-Zellen, 2.500/Kavitit, Co-Infektion mit TRBV und RVFV-Clone-13,
MOI=20 TCIDsp-Einheiten.

In einem weiterem Experiment wurden HEK-293-Zellen mit unterschiedlichen
Zelldichten ausgesit und im Vergleich zur Einzelinfektion mit RVEFV-Clone-13 und
TRBV co-infiziert (s. Abbildung 12). Hierbei erfolgte in einem ersten Schritt die
Infektion mit TRBV, 6 Stunden spiter dann die Infektion mit RVFV-Clone-13. Die
jeweils nicht infizierten Zellen wurden wie Mock behandelt, so dass bei beiden
Infektionen jeweils alle Kavititen manipuliert wurden. Die Kavititen mit einer
Zelldichte von 2.500 Zellen je Kavitit wurden 3 Tage nach Zellaussaat mit einer
MOI von 20 TCID,,-Einheiten wihrend einer recht frithen Phase des Zellwachstums
infiziert. Sowohl die RVFV-Clone-13-infizierten Zellen (dunkelgriine Kurve) als auch
die co-infizierten Zellen (lila Kurve) zeigen 32 Stunden nach der zweiten Infektion
(mit RVFV-Clone-13) ein Absinken des Zellindex. Wihrend der Zellindex der RVFV-
Clone-13-infizierten Zellen jedoch einen Tag spiter wieder leicht ansteigt und die
Kurve den Wachstumsverlauf der Mock-behandelten Zellen (blaue Kurve) auf
niedrigerem Niveau widerspiegelt, fillt der Zellindex der co-infizierten Zellen weiter
ab. Damit spiegelt die Kurve der co-infizierten Zellen ab diesem Zeitpunkt den

Kurvenverlauf der mit TRBV behandelten Kavititen auf niedrigerem Niveau wider.
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Der Viabilititsindex der TRBV-infizierten Zellen (rot dargestellt) erreicht 63 Stunden
nach Infektion das Maximum und fillt daraufthin rapide ab. Zusammenfassend ldsst
sich sagen, dass die Infektion mit dem Typ-I induzierenden RVFV-Clone-13 die
Viabilitit der infizierten IFN-kompetenten HEK-293-Zellen weniger beeintrichtigt
als eine Infektion mit TRBV. Eine Co-Infektion mit TRBV und RVFV-Clone-13
weist die stirkste Zytopathogenitit auf. Die erhaltenen Ergebnisse erlauben die
Hypothese, dass TRBV in der Lage ist, das antiviral wirksame Typ-I-IFN-System zu

hemmen.
3.2 IFN-g-Induktion nach TRBV-Infektion

Um Aufschluss dariiber zu erhalten, ob eine Infektion mit TRBV zur Induktion von
Typ-1-IFNs fihrt, wurde mittels RT-PCR die IFN-3-Induktion als antivirale Reaktion
in HEK-293-Zellen untersucht. Hierzu wurden die Zellen in 25cm’
Gewebekulturflaschen in einer Dichte von 5X10° Zellen pro Flasche ausgesit. Nach
einem Tag Wachstum wurden sie mit einer MOI von 0,5 TCID,,-Einheiten mit dem
das Interferonsystem induzierenden RVFV-Clone-13 und mit einer MOI von 1
TCID,-Einheiten mit TRBV infiziert. Wie unter Abschnitt 2.4.4, S. 36 und 2.4.5, S.
38 beschrieben, wurden die Zellen mittels RT-PCR auf die Induktion des IFN-{3-
Gens untersucht. Die Abbildungen der Gele nach Elektrophorese sind so
angeordnet, dass die Laufrichtung der Proben von oben nach unten verliuft und
jeweils links der Proben ein DNA-GroBenstandard aufgetragen ist. Die als Mock
bezeichneten Zellen wurden mit Medium ohne Virus behandelt. In der PCR wurde

eine Probe ohne DNA als Kontaminationskontrolle (H,O) eingesetzt.
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Abbildung 13: IFN-B-Induktion von RVFV-Clone-13 und TRBV in HEK-293-Zellen.

In der Gelelektrophorese (s. Abbildung 13) zeigt sich nach der IFN-B-spezifischen
RT-PCR nur in dem mit RVFV-Clone-13 infizierten Ansatz ein deutliches Signal. Das
Interferonsignal nach TRBV-Infektion ist wesentlich schwicher, obwohl die Viruslast
hier doppelt so hoch war wie bei der RVFV-Clone-13-Infektion. Damit konnte
gezeigt werden, dass eine TRBV-Infektion in der untersuchten Zelllinie offensichtlich

eine nur sehr geringe IFN-B3-Expression aktiviert.
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Abbildung 14: IFN-B-Induktion von RVFV-Clone-13 und TRBV in HEK-293-Zellen, Kontrolle der
Virusinfektion mit TRBV und RVFV-Clone-13, interne Standardkontrolle mit y-Aktin.
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Um auszuschlieBen, dass die beobachteten Unterschiede beziiglich der IFN-{-
Expression auf eine fehlende Virusreplikation bzw. unterschiedliche Mengen an
eingesetzter RNA zurtckzufthren sind, wurden RT-PCRs zum Nachweis von
TRBV- bzw. RVFV-Clone-13-spezifischen Transkripten sowie der Nachweis
zelluldrer y-Aktin- Transkripte als Kontrollen durchgefihrt. Die Kontrolle der
Virusinfektion fiel sowohl bei der TRBV-spezifischen PCR (s. Abbildung 14 links) als
auch bei der RVFV-Clone-13-spezifischen PCR (s. Abbildung 14 Mitte) positiv aus.
Die y-Aktin-spezifische PCR als interne Kontrolle (s. Abbildung 14 rechts) ergab in
der Gelelektrophorese in allen Proben vergleichbar starke Banden. Die nur sehr
geringe IFN-B-Transkription in dem mit TRBV infizierten Ansatz ist somit eine

Folge der Virusinfektion und damit als eventueller Pathogenititsfaktor von TRBV zu

sehen.
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Abbildung 15: IFN-Induktion durch Co-Infektion mit RVFV-Clone-13 und TRBV in HEK-293-
Zellen.

Um zu untersuchen, ob die fehlende Aktivierung der IFN-B-Expression nach TRBV-
Infektion eine aktive Inhibition der IFN-B-Induktion darstellt, wurden Co-
Infektionsexperimente mit dem IFN-@ induzierenden RVFV-Clone-13 durchgefthrt.
Zu diesem Zweck wurden HEK-293-Zellen mit einer Zelldichte von 5X10° Zellen in

25cm’*-Gewebekulturflaschen ausgesit und nach einem Tag Zellwachstum mit
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RVFV-Clone-13 und TRBV co-infiziert. Hierbei erfolgte in einem ersten Schritt die
Infektion mit TRBV, 6 Stunden spiter die Infektion mit RVFV-Clone-13. In der
Gelelektrophorese nach RT-PCR zeigt sich wie erwartet eine deutliche Interferon-§3-
Bande nach RVFV-Clone-13-Infektion, jedoch eine wesentlich schwichere Bande
nach Co-Infektion und kein Signal fir Interferon-3 nach TRBV-Infektion

(s. Abbildung 15).
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Abbildung 16: Co-Infektion mit RVEFV-Clone-13 und TRBV in HEK-293-Zellen, Kontrolle der
Virusinfektion mit RVFV-Clone-13 und TRBY, interne Standardkontrolle mit y-Aktin.

Zusitzlich wurde virusspezifische RT-PCRs durchgefithrt, um auszuschlieBen, dass
die beobachteten Unterschiede beztiglich der Aktivierung der IFN-B3-Expression auf
Unterschiede in der Virusreplikation zuriickzufiihren sind. Die TRBV-spezifischen
Banden sind als Nachweis der TRBV-Infektion in den co-infizierten wie auch in den
mit TRBV infizierten Zellen deutlich zu sehen (s. Abbildung 16 links). Die RVEFV-
spezifische Bande fillt nach Co-Infektion sogar stirker aus als in der Einzelinfektion
mit RVFV-Clone-13 (s. Abbildung 16 Mitte), da das Virus nach Co-Infektion
offensichtlich besser replizieren konnte. Die y-Aktin-spezifische PCR (s. Abbildung
16 rechts) ergibt in der Gelelektrophorese in allen Proben vergleichbar starke
Banden, damit ist auszuschlieBen, dass die beobachteten Unterschiede auf
unterschiedliche Probenmengen zuriickzufithren sind. Diese Ergebnisse lassen den
Rickschluss auf eine aktive Inhibition der IFN-B-Expression in mit TRBV
infizierten Zellen zu, da TRBV die durch RVFV-Clone-13 induzierte IFN-B-

Expression weitgehend unterdriickt.
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3.3 Dual-Luciferase-Reporter-Assays

3.3.1 IFN-B-Promotoraktivitit nach Infektion und Stimulation mit RNA

VSV-infizierter Vero-E6-Zellen

Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Experimente ergaben, dass es
nach Infektion mit TRBV nicht zu einer effizienten Aktivierung der IFN-B-
Expression kommt. Um Aufschluss dartiber zu erhalten, ob TRBV tatsichlich die
Aktivierung des IFN-B-Promotors hemmen kann, wurde ein Dual-Luciferase-
Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde die
IFN-B-Promotoraktivitit nach Infektion mit dem Interferon stimulierenden RVEFV-
Clone-13 gemessen. Zusitzlich wurde das Interferonsystem der Zellen 26 Stunden
nach der Infektion durch Transfektion mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen
stimuliert, bzw. zum Vergleich mit RNA nicht infizierter Vero-E6-Zellen transfiziert.
Das Experiment wurde finffach durchgefithrt und die Einzelwerte fir die Firefly-
Luciferase-Aktivitdit mit den FEinzelwerten der normalisierten Renilla-Luciferase-
Aktivitit korrigiert. Im Balkendiagramm (s. Abbildung 17) ist der Mittelwert dieser
korrigierten Firefly-Luciferase-Aktivititen in relativen Einheiten dargestellt. Durch
die Kopplung der Firefly-Luciferase an den IFN-B-Promotor ist deren Aktivitdt

proportional zum Aktivititsgrad des Promotors.

Um zu tGberpriifen, ob die Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen zu
einer signifikanten Aktivierung des IFN-B-Promotors fithrt, wurde fir die nicht
infizierten Zellen der Unterschied zwischen der mit zellulirer RNA transfizierten
und der mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen stimulierten Probe mit dem
Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen berechnet.
Mit p=0,02 ist dieser Unterschied signifikant, die Stimulation daher effektiv

(s. Abbildung 17, rechts auf3en).
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Abbildung 17: Korrigierte Interferon-B-Promotoraktivitit nach Infektion und Stimulation mit RNA

VSV-infizierter Vero-E6-Zellen, MW aus funf Versuchen.

Die mit RVFV-Clone-13 infizierten Zellen zeigen bereits ohne Stimulation eine sehr
deutliche Aktivierung des IFN-B-Promotors (s. Abbildung 17 links blauer Balken),
trotzdem steigt die Aktivitit nach Stimulation noch einmal um das 1,8fache
(s. Abbildung 17 links roter Balken; Abbildung 18 links). Die Aktivierung des IFN-§-
Promotors in den mit TRBV infizierten Zellen (s. Abbildung 17, Mitte, blauer
Balken) ist gering. Im Vergleich zur Promotoraktivierung der Mock-infizierten Zellen
(s. Abbildung 17 rechts blauer Balken) ist kein signifikanter Unterschied festzustellen
(p=0,1), wihrend der Vergleich zu den mit RVEFV-Clone-13 infizierten und mit RNA
nicht infizierter Verozellen transfizierten Zellen (blauer Balken links in Abbildung 17)
einen signifikanten Unterschied zeigt (p=0,04). Nach Stimulation mit RNA VSV-
infizierter Vero-E6-Zellen ist die Aktivitit in den mit TRBV behandelten Proben
(s. Abbildung 17 roter Balken, Mitte) niedriger als in den nicht infizierten Zellen
(s. Abbildung 17 roter Balken, rechts), ein signifikanter Unterschied ist jedoch

aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht festzustellen (p=0,27).
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Verhaltnis der Aktivitat des IFN-B-Promotors
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Abbildung 18: Verhiltnis der Aktivitit des IFN-8-Promotors stimulierter und unstimulierter Zellen

nach Infektion und Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-EG6-Zellen, MW aus funf Versuchen.

Der Anstieg der Aktivitit wurde fir jedes Einzelexperiment errechnet, dargestellt ist
der Mittelwert aller Anstiegsberechnungen (s. Abbildung 18). Wihrend die Aktivitit
des IFN-B-Promotors der nicht infizierten Zellen um mehr als das Hundertfache
ansteigt, fillt der Anstieg in den TRBV-infizierten Zellen mit 27,2 wesentlich geringer
aus. Dieser Unterschied ist nach Berechnung des Zweistichproben-t-Tests unter der

Annahme unterschiedlicher Varianzen mit p=0,005 sehr signifikant (p<0,01).

3.3.2 IFN-B-Promotoraktivitit nach Infektion und Stimulation mit poly(I:C)

Wie im vorherigen Experiment wurden Dual-Luciferase-Reporter-Assays mit HEK-
293-Zellen durchgefithrt und die Promotoraktivitit des IFN-B-Gens nach Infektion
mit TRBV gemessen. Hier erfolgte die Stimulation mit der synthetischen Substanz
Polyinositolcytidinsdure (poly(I:C), entspricht dsRNA). Zum Vergleich wurden Zellen
mit RNA nicht infizierter Vero-E6-Zellen transfiziert. Das Experiment wurde 12 Mal

durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Renilla-Luciferase-Aktivitit nach Infektion mit TRBV bzw. RVFV-Clone-13 und
Stimulation mit poly(I:C), MW aus 12 Versuchen.

Da die Werte der Renilla-Luciferase-Aktivitit fur die RVFV-Clone-13 behandelten
Zellen im Vergleich zu den Werten der anderen Proben extrem gering waren,
konnten die Ergebnisse dieser Messung zur Korrektur der Firefly-Luciferase-
Aktivititen nicht verwertet werden (s. Abbildung 19). Die Einzelwerte fur die Firefly-
Luciferase-Aktivitit wurden daher nicht mit der normalisierten Renilla-Luciferase-
Aktivitit korrigiert. Im Balkendiagramm (Abbildung 20) ist der Mittelwert der
Firefly-Luciferase-Aktivititen in relativen Einheiten dargestellt. Durch die Kopplung
der Firefly-Luciferase-cDNA an den IFN-B-Promotor ist die Aktivitit der Firefly-

Luciferase proportional zum Aktivititsgrad des Promotors.

Als Kontrolle der Stimulation mit poly(I:C) wurde fir die Mock-infizierten Zellen der
Unterschied zwischen der mit zellulirer Vero-RNA transfizierten und der mit
poly(I:C) stimulierten Probe mit dem Zweistichproben-t-Test unter der Annahme
unterschiedlicher Varianzen berechnet. Mit p=0,00008 ist dieser Unterschied hoch
signifikant (p<0,001), die Stimulation daher als effektiv zu bewerten (s. Abbildung

20, rechts aul3en).
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Abbildung 20: IFN-8-Promotoraktivitit nach Infektion und Stimulation mit poly(I:C), MW aus 12

Versuchen.

Wie schon im vorherigen Versuch zeigen die mit RVFV-Clone-13 infizierten Zellen
bereits ohne Stimulation eine sehr deutliche Aktivierung des IFN-B-Promotors
(s. Abbildung 20 links, blauer Balken), die Aktivitat ist durch die Stimulation nicht
weiter zu steigern (s. Abbildung 20 links, roter Balken; Abbildung 21 links). Die
Aktivierung des IFN-B-Promotors in den mit TRBV infizierten Zellen (s. Abbildung
20, Mitte, blauer Balken) ist eher gering, im Vergleich zur Promotoraktivierung der
Mock-infizierten Zellen (s. Abbildung 20 rechts blauer Balken) ist kein signifikanter
Unterschied festzustellen (p=0,2), wihrend der Unterschied zur Promotoraktivierung
durch den IFN-induzierenden RVFV-Clone-13 mit p=4x10" hoch signifikant ist
(p<0,001). Nach Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen ist die
Aktivitit in den mit TRBV behandelten Proben (s. Abbildung 20 roter Balken, Mitte)
mit p=0,009 sehr signifikant niedriger (p<0,01) als in den nicht infizierten Zellen
(s. Abbildung 20 roter Balken, rechts).
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Abbildung 21: Verhiltnis der Aktivitit des IFN-8-Promotors stimulierter und unstimulierter Zellen

nach Infektion und Stimulation mit poly(1:C), MW aus 12 Versuchen.

Auch hier wurde der Anstieg der Aktivitit fiir jedes Einzelexperiment errechnet,
dargestellt ist der Mittelwert aller Anstiegsberechnungen (s. Abbildung 21). Wihrend
die Aktivitat des Interferon-B-Promotors der nicht infizierten Zellen um mehr als das
Siebenfache ansteigt, fillt der Anstieg in den TRBV-infizierten Zellen mit 3,7
wesentlich  geringer aus. Dieser Unterschied ist nach Berechnung des
Zweistichproben-t-Tests unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen mit

p=0,005 sehr signifikant (p<0,01).

3.3.3 Einfluss von TRBV-Genprodukten auf die Aktivitit des humanen
IFN-g-Promotors

In einer Reihe weiterer Experimente wurde ein Dual-Luciferase-Reporter-Assay mit
HEK-293-Zellen nach Transfektion von Expressionsplasmiden fiir einzelne TRBV-
Gene durchgefihrt. Hierzu wurden die Zellen mit Expressionsplasmiden fir das
virale Nichtstrukturprotein NS-2 (Segment 7, TRBV-S7) oder die virale Helikase
(Segment 9, TRBV-S9, mit ORF-Xa- Region) transfiziert, oder mit beiden
Expressionsplasmiden  co-transfiziert. Als Kontrolle wurde gleichzeitig die
Promotoraktivitit nach Transfektion mit pl.18-FDMx gemessen. Es handelt sich

hierbei um ein trunkiertes (funktionsloses) Mx-Protein im eukaryontischen
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Expressions-Vektor pl.18, welches keinen Einfluss auf die Aktivierung des IFN--
Promotors hat.

Zur Aktivierung des IFN-B-Promotors wurden die Zellen mit RNA VSV-infizierter
Vero-E6-Zellen transfiziert. Zum Vergleich erfolgte eine Transfektion mit RNA nicht
infizierter Zellen, hier sollte keine Aktivierung des IFN-3-Promotors erfolgen. Die
Daten der Firefly-Luciferase-Aktivitit wurden nicht mit der Renilla-Luciferase-
Aktivitat korrigiert, da die Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitit nicht zu
verwerten war. Offensichtlich haben die exprimierten Gene des Tribec-Virus in ihrer
transfizierten Form einen Einfluss auf die SV40-Promotor-vermittelte Expression
der Renilla-Luciferase, wodurch die Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitit nicht
mehr proportional zur Zahl der transfizierten Zellen ist. Daher wurde in allen
weiteren Transfektionsexperimenten auf eine Korrektur mit der Renilla-Luciferase-

Aktivitdt verzichtet und nur die Messung der Firefly-Luciferase verwendet.

3.3.3.1 Messung der IFN-B-Promotoraktivitit nach Transfektion von
Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und Stimulation mit RNA
VSV-infizierter Vero-E6-Zellen

Um die Promotoraktivitit des IFN-B-Gens zu messen wurden die Zellen 24 Stunden
nach Transfektion der Expressionsplasmide fir TRBV-Gene und der Reporter-
konstrukte mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen stimuliert, bzw. mit RNA nicht
infizierter Vero-E6-Zellen transfiziert. Nach weiteren 16 Stunden wurden die Zellen

lysiert und der Reporter-Assay durchgefiihrt.

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus sieben durchgefithrten
Experimenten sind in Abbildung 22 in relativen Finheiten dargestellt. Der Anstieg
der Aktivitit durch die Stimulation wurde fiir jedes Einzelexperiment errechnet, die

Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 23 dargestellt.

Als Kontrolle der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen wurde fir die
plL.18-FDMx-transfizierten Zellen der Unterschied zwischen der nicht stimulierten
und der stimulierten Probe mit dem Zweistichproben-t-Test unter der Annahme
unterschiedlicher Varianzen berechnet. Mit p=0,002 ist dieser Unterschied schr

signifikant (p=0,01), die Stimulation daher effektiv (s. Abbildung 22, rechts auf3en).
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Abbildung 22: Messung der Interferon-8-Promotoraktivitit mittels FF-Luc nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+59) und Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen, MW aus sicben

Versuchen.

Ahnlich wie in der Kontrolle mit pl.18-FDMx (s. Abbildung 22, rechts auflen) fillt
das FErgebnis fir die Promotoraktivitit nach Transfektion mit TRBV-S7
(Expressionsplasmid fir TRBV-NS-2) aus. Die allein mit TRBV-S7 transfizierten
Zellen zeigen ohne Stimulation eine geringe Aktivierung des IFN-B-Promotors (s.
Abbildung 22, links auflen, blauer Balken), nach Stimulation steigt die Aktivitit
deutlich an (s. Abbildung 22, links aulen, roter Balken; Abbildung 23 links). Die
Aktivitit  des  IFN-B-Promotors  nach  Transfektion von  TRBV-S9
(Expressionsplasmid fir TRBV-Helikase/ ORF-Xa, s. Abbildung 22, Mitte links,
blauer Balken) ist etwas hoher als die Promotoraktivitit der Kontrolle (s. Abbildung
22 rechts aullen, blauer Balken), ebenso in den mit TRBV-S7 co-transfizierten Zellen
(s. Abbildung 22, Mitte rechts, blauer Balken). Nach der Stimulation mit RNA VSV-
infizierter Verozellen ist die Aktivitit in den mit TRBV-S9 transfizierten Proben (s.
Abbildung 22, Mitte links, roter Balken) mit p=0,006 jedoch sehr signifikant niedriger
als im Kontrollansatz (p<0,01) (s. Abbildung 22 rechts auen, roter Balken).
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Verhaltnis der Aktivitat des IFN-B-Promotors
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Abbildung 23: Verhiltnis der Aktivitit des IFN-B-Promotors stimulierter und unstimulierter Zellen
nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S§7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-
Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+89). Die Stimulation etrfolgte durch Transfektion
von RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen, unstimulierte Zellen wurden mit zellulirer RNA aus Vero

Eo6 transfiziert, MW aus sieben Versuchen.

Die Promotoraktivitit steigt in den mit TRBV-89 transfizierten Zellen nach der
Stimulation auf das 2 9fache der nicht stimulierten Probe. In der stimulierten
Kontrolle steigt die Aktivitit auf das 16fache der nicht stimulierten Kontrollprobe.
Nach Berechnung des Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen fillt der Anstieg der Aktivitit in den mit TRBV-89 transfizierten Zellen
mit p=0,03 signifikant geringer aus (p=0,05) als in der Kontrolle (s. Abbildung 23).
Offensichtlich ist die TRBV-Helikase/ ORF-Xa im Gegensatz zu TRBV-NS-2
zumindest teilweise in der Lage, die durch RNA VSV-infizierter Verozellen

vermittelte Aktivierung des IFN-B-Promotors zu unterdriicken.

3.3.3.2 Messung der IFN-B-Promotoraktivitit nach Transfektion von

Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und Stimulation mit poly(I:C)

In einem zweiten Versuch wurde die Promotoraktivitit des IFN-B-Gens nach
Stimulation mit der synthetischen Substanz poly(I:C) gemessen. Hierzu wurden die
Zellen 24 Stunden nach Transfektion der Expressionsplasmide fir TRBV-Gene und

der Reporter-Konstrukte mit poly(I:C) stimuliert, bzw. zum Vergleich mit RNA nicht
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infizierter Vero-E6-Zellen transfiziert. Nach weiteren 16 Stunden wurden die Zellen

lysiert und der Reporter-Assay durchgefiihrt.

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus den sechs durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 24 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitit durch die Stimulation wurde fir jedes Einzelexperiment errechnet, die

Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 25 dargestellt.

Als Kontrolle der Stimulation wurde fir die pl.18-FDMx-transfizierten Zellen der
Unterschied zwischen der mit zellulirer RNA transfizierten und der mit poly(I1:C)
transfizierten Proben mit dem Zweistichproben-t-Test unter der Annahme
unterschiedlicher Varianzen berechnet. Mit p=0,009 ist dieser Unterschied sehr

signifikant (p=0,01), die Stimulation daher effektiv (s. Abbildung 24, rechts auf3en).

IFN-B-Promotoraktivitat

350000
300000
250000
200000
150000

p=0,016

p=0,009 m Vero-RNA
® poly(l:C)

100000 T

50000 i
O .

TRBV-S7 TRBV-S9 TRBV-S7+S9 K

Abbildung 24: Messung der IFN-B-Promotoraktivitit mittels FF-Luc nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit poly(I:C), MW aus sechs Versuchen.

Wie nach der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen steigt auch hier
die ohne Stimulation geringe IFN-B-Promotoraktivitit der allein mit TRBV-S7
transfizierten Zellen (s. Abbildung 24, links auflen, blauer Balken) nach der
Stimulation mit poly(I:C) deutlich an (s. Abbildung 24, links auflen, roter Balken;
Abbildung 25 links). Die Aktivitit des IFN-B-Promotors nach Transfektion von

TRBV-S9 ist sowohl in den einzeln transfizierten als auch in den mit TRBV-S7+S9
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co-transfizierten Zellen hoher als die Promotoraktivierung der Kontrolle
(s. Abbildung 24, blaue Balken), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Nach
der Stimulation mit poly(I:C) ist die IFN-B-Promotoraktivitit in den mit TRBV-89
transfizierten Proben (s. Abbildung 24, Mitte links, roter Balken) mit p=0,016
signifikant niedriger (p=0,05) als in pl.18-FDMx transfizierten Zellen des

Kontrollansatzes (s. Abbildung 24 rechts auflen, roter Balken).
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Abbildung 25: Verhiltnis der Aktivitit des IFN-B-Promotors stimulierter und unstimulierter Zellen
nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S§7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-
Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+89). Die Stimulation erfolgte durch Transfektion
mit poly(I:C), unstimulierte Zellen wurden mit zelluldrer RNA aus Vero EG6 transfiziert, MW aus sechs

Versuchen.

Der Anstieg der Promotoraktivitit betrdgt in den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen
nach der Stimulation das 0,9fache der nicht stimulierten Probe. In der stimulierten
Kontrolle steigt die Aktivitat auf das 7,7fache der nicht stimulierten Kontrollprobe.
Nach Berechnung des Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen fillt der Anstieg der Promotoraktivitit in den mit TRBV-89 transfizierten
Zellen geringer aus als in der Kontrolle (s. Abbildung 25). Der Unterschied ist mit
p=0,0002 hoch signifikant (p=0,001). Offensichtlich ist ein durch TRBV-89 kodiertes
Protein im Gegensatz zu TRBV-NS-2 in der Lage, die durch poly(I:C) vermittelte

Aktivierung des IFN-B-Promotors zu unterdriicken.
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3.3.3.3 Messung der Aktivitit eines AP-1-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit MEKK

Das Aktivierende Protein (AP)-1 ist einer der Transkriptionsfaktoren, welche nach
Stimulation im sogenannten Enhanceosom an den IFN-B-Promotor im Zellkern
binden und so die Synthese des IFN-8 initiieren (s.0.). Um die Aktivitit eines AP-1-
responsiven Promotors zu messen, wurden die Zellen zum Zeitpunkt der Trans-
fektion der Expressionsplasmide fir TRBV-Gene und der Reporter-Konstrukte (s.
2.4.6, S. 40) mit pFC-MEKK co-transfiziert, bzw. die nicht stimulierten Proben mit
pUC-19 (ein rein bakterielles Plasmid ohne eukaryontischen Promotor, als Kontroll-
DNA verwendet) transfiziert. Nach 12 Stunden wurden die Zellen lysiert und der

Reporter-Assay durchgefiihrt.

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus vier durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 26 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitdit durch die Stimulation wurde fiir jedes Einzelexperiment errechnet, die

Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 27 dargestellt.

Als Kontrolle der Stimulation mit MEKK wurde fiir die pl.18-FDMx-transfizierten
Zellen der Unterschied zwischen der nicht stimulierten und der stimulierten Probe
mit dem Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen
berechnet. Mit p=0,05 ist dieser Unterschied noch signifikant (p<0,05), die

Stimulation daher als effektiv zu bewerten (s. Abbildung 26, rechts auf3en).
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Aktivitat eines AP-1-responsiven Promotors
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Abbildung 26: Messung der Aktivitit eines AP-1-responsiven Promotors mittels FF-Luc nach
Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-
Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S9) und Stimulation mit MEKK, MW aus vier

Versuchen.

Die AP-1-Promotoraktivitit ist in den unstimulierten Zellen aller Proben dhnlich
gering, in den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen bzw. in den mit TRBV-87 und -S9
co-transfizierten Zellen ist sie geringflgig niedriger als in der Kontrolle. Die
Promotoraktivitit nach der Stimulation mit MEKK fillt in den mit dem TRBV-S7
transfizierten bzw. TRBV-S7 und -S9 co-transfizierten Zellen niedriger aus als in der
Kontrolle, ein signifikanter Unterschied zwischen der Aktivierung in der TRBV-S7-
Probe und der Kontrolle ist mit p=0,1 jedoch nicht festzustellen (s. Abbildung 20).
Auch ein Unterschied in der Promotoraktivierung der stimulierten Zellen zwischen
der mit TRBV-89 transfizierten Proben und der Kontrolle ist mit p=0,69 nicht

auszumachen (s. Abbildung 26).
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Abbildung 27: Verhiltnis der Aktivitit des AP-1-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase
(TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S§9) und Stimulation mit
MEKK, MW aus vier Versuchen.

Der Anstieg der AP-1-Promotoraktivitit nach Stimulation (d.h. MEKK-Expression)
ist bei den TRBV-S7 transfizierten Zellen wesentlich geringer als in der Kontrolle,
mit p=0,01 ist dieser Unterschied sehr signifikant. Der Anstieg der Aktivitit in den
mit TRBV-89 transfizierten Zellen fillt héher aus als in der Kontrolle, mit p=0,35 ist
der Unterschied aber nicht signifikant. Hierbei ist jedoch die hohe
Standardabweichung in der Berechnung der TRBV-S9-Proben zu beachten
(s. Abbildung 27). Offensichtlich hat das TRBV-NS-2 im Gegensatz zur TRBV-
Helikase/ ORF-Xa einen hemmenden Einfluss auf die AP-1-Aktivierung,

3.3.3.4 Messung der Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit poly(I:C)

Der Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells*) wird durch zahlreiche Zytokine (z.B. TNF-«) und Antigene (z.B.
virale dsRNA) aktiviert und bewirkt im Zellkern unter anderem zusammen mit

anderen Faktoren die Expression von Interferon (Hoffmann et al. 2000).
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Um die Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach Transfektion von
Expressionsplasmiden fur virale Gene zu untersuchen wurde wie in den oben
beschriebenen Experimenten ein Dual-Luciferase-Reporter-Assay mit HEK-293-
Zellen durchgefiihrt. Die Transfektion der Reporterkonstrukte (s. 2.4.6, S. 40) sowie
der Expressionsplasmide fiir TRBV-NS-2 und TRBV-Helikase/ ORF-Xa wurde nach
24 Stunden Zellwachstum vorgenommen. Fir die Stimulation wurden die Zellen
weitere 24 Stunden spater mit der synthetischen Substanz Polyinositolcytidinsaure
(poly (I:C)) bzw. die nicht stimulierten Proben mit Vero-E6-Zell-RNA behandelt. Die
Aktivitiat der Firefly-Luciferase wurde nach nochmals 16 Stunden Inkubationszeit
gemessen. Die Mittelwerte dieser Aktivitdt aus funf durchgefithrten Experimenten
sind in Abbildung 28 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der Aktivitit
durch die Stimulation wurde auch hier fiir jedes Finzelexperiment errechnet, die

Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 29 dargestellt.

Aktivitat eines NF-kB-responsiven Promotors
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Abbildung 28: Aktivitit eines NF-yB-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit poly(I:C), MW aus fiinf Versuchen.

Der Unterschied zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen der
Kontrollprobe ist mit p=0,02 signifikant, die Stimulation mit poly(I:C) daher als
effektiv anzusehen (s. Abbildung 28, rechts auf3en).
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Wihrend die Messung der NF-xB-Promotoraktivitit sowohl in den stimulierten als
auch in den nicht stimulierten Proben der mit TRBV-S7 transfizierten Zellen
(s. Abbildung 28, links) den Ergebnissen der Kontrollprobe (s. Abbildung 28, rechts)
gleicht, ist bei der Aktivitit des Promotors in den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen
ein deutlicher Unterschied zu den mit pl.18-FDMx-transfizierten Zellen zu sehen.
Dies gilt sowohl fiir die nur mit TRBV-89 transfizierten Zellen (s. Abbildung 28,
Mitte links), als auch fir die mit TRBV-S7 und -S89 co-transfizierten Zellen
(s. Abbildung 28, Mitte rechts). Bereits ohne Stimulation ist die Promotoraktivitit in
diesen Proben sehr hoch (s. Abbildung 28, Mitte, blaue Balken), eine weitere
Aktivierung durch poly(I:C) ist nicht moglich, stattdessen kam es sogar zu einem
Abfall der Reporteraktivitit (s. Abbildung 28, Mitte, rote Balken). Der Unterschied
zwischen der Promotoraktivitit der mit TRBV-89 transfizierten Zellen und der
Kontrollprobe ist sowohl ohne Stimulation durch poly(I:C) mit p=0,00009, als auch
nach Stimulation mit p=0,00003 hoch signifikant.

Verhiltnis der Luciferase-Aktivitat
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Abbildung 29: Verhiltnis der Aktivitit des NF-uB-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase
(TRBV-§9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S89) und Stimulation mit
poly(I:C), MW aus fanf Versuchen.

Der Anstieg der Promotoraktivitit von der unstimulierten zur stimulierten Probe ist
in den mit TRBV-87 transfizierten Zellen mit 3,5 (s. Abbildung 29 links auflen)
vergleichbar hoch wie in den zur Kontrolle mit pl.18-FDMx transfizierten Zellen

(3,7fach, s. Abbildung 29 rechts auBlen). Der Anstieg in den mit TRBV-S9
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transfizierten Zellen (s. Abbildung 29 Mitte) fillt sowohl in den Proben der
Einzeltransfektion als auch in den Proben der Co-Transfektion signifikant geringer
aus (Ergebnis des Zweistichproben-t-Tests unter der Annahme unterschiedlicher
Varianzen fiir den Unterschied zwischen TRBV-S9 und Kontrolle: p= 1,4X107).
Jedoch ist hier zu beachten, dass die Promotoraktivitit bereits ohne die Stimulation

durch poly(I:C) sehr hoch ist.

3.3.3.5 Messung der Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene mit RNA
VSV-infizierter Vero-E6-Zellen

Wie im oben beschriebenen Experiment wurde in einem weiteren Versuch die
Aktivitait  eines  NF-yB-responsiven  Promotors nach  Transfektion  der
Expressionsplasmide fir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-
Region) mittels Firefly-Luciferase-Reporter-Assay auf HEK-293-Zellen untersucht.
Die Transfektion der Reporterkonstrukte sowie der Expressionsplasmide wurde nach
24 Stunden Zellwachstum vorgenommen. Fir die Stimulation wurden die Zellen
jedoch hier 24 Stunden spiter mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen bzw. die
nicht stimulierten Proben mit RNA nicht infizierter Vero-E6-Zellen behandelt. Die
Aktivitdt der Firefly-Luciferase wurde nach weiteren 16 Stunden gemessen. Die
Mittelwerte dieser Aktivitdit aus fiinf durchgefihrten Experimenten sind in
Abbildung 30 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der Aktivitdt durch die
Stimulation wurde auch hier fur jedes Einzelexperiment errechnet, die Mittelwerte

aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Aktivitat eines NF-kB-responsiven Promotors
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Abbildung 30: Messung der Aktivitit eines NF-yB-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen, MW aus

funf Versuchen.

Auch hier ist der Unterschied zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen der
Kontrollprobe mit p=0,03 signifikant, auch die Stimulation mit RNA VSV-infizierter

Verozellen ist daher als effektiv anzusehen (s. Abbildung 30, rechts auf3en).

Die mit TRBV-S7 transfizierten Proben gleichen in ihrer NF-xB-responsiven
Promotoraktivitit der Kontrolle, wihrend die Aktivitit in den mit TRBV-S9
transfizierten bzw. mit TRBV-S7 und -S9 co-transfizierten Zellen bereits ohne
zusitzliche Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen deutlich héher ist. Der
Unterschied zwischen der TRBV-S9-transfizierten Probe und der Kontrolle nach der
Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen ist mit p=0,001 hoch signifikant.
Der Unterschied zwischen der TRBV-S89-transfizierten Probe und der Kontrolle ist

ohne Stimulation sogar noch hdher (p=0,0001, s. Abbildung 30).
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Abbildung 31: Verhiltnis der Aktivitit des NF-xB-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase
(TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S§9).und Stimulation mit
RNA VSV-infizierter Verozellen, MW aus funf Versuchen.

Der Anstieg der Promotoraktivitit durch die Stimulation ist in den mit TRBV-S7
transfizierten Zellen (4,0fach s. Abbildung 31 links auf3en) vergleichbar hoch wie in
den zur Kontrolle mit pl.18-FDMx transfizierten Zellen (4,7fach, s. Abbildung 31
rechts auBlen). Der Anstieg in den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen
(s. Abbildung 31 Mitte) fillt geringer aus als in der Kontrolle, wobei jedoch die hohe

Ausgangsaktivitit dieser Proben zu beachten ist.

3.3.3.6 Messung der Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit TNF-«

In einem weiteren Versuch wurde wie in den oben beschriebenen Experimenten ein
Dual-Luciferase-Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen nach Transfektion der Ex-
pressionsplasmide fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-
Region) durchgefuhrt, um die Aktivitit eines NF-»«B-responsiven Promotors zu
messen. In diesem Versuch wurde jedoch mit TNF-a stimuliert. Der
Tumornekrosefaktor (TNF)-a aktiviert NF-»B sehr effizient (Hoffmann et al. 20006),
daher wurde er hier als PAMP-unabhingiger Stimulus benutzt. Die Zellen wurden

nach 24stiindigem Zellwachstum transfiziert und nach nochmals 12 Stunden
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stimuliert. Die Lyse der Zellen und die Messung der Firefly-Luciferase fanden nach

weiteren 12 Stunden statt.

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus drei durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 32 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitit durch die Stimulation wurde auch hier fiir jedes FEinzelexperiment
errechnet, die Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 33

dargestellt.

Der Unterschied zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen der
Kontrollprobe ist mit p=0,02 signifikant, die Stimulation mit TNF-« ist daher als
effektiv anzusehen (s. Abbildung 32).

Aktivitat eines NF-kB-responsiven Promotors
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Abbildung 32: Messung der Aktivitit eines NF-xB-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit TNF-a, MW aus drei Versuchen.

Auch hier ist die Aktivitit des NF-«B-responsiven Promotors in den mit TRBV-§9
transfizierten Zellen ohne die Stimulation mit TNF-a signifikant hoéher als in der
Kontrolle. Die Promotoraktivitit nach Stimulation mit TNF-o ist in diesen Zellen
jedoch mit p=0,03 signifikant geringer als im mit TNF-a stimulierten Kontrollansatz

(s. Abbildung 32).
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Abbildung 33: Verhiltnis der Aktivitit des NF-uB-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-87) und Helikase
(TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S9) und Stimulation mit
TNF-o, MW aus drei Versuchen.

Auch der Anstieg zu der Aktivitit nach Stimulation mit TNF-« ist in den TRBV-§9
transfizierten Zellen (4fach, s. Abbildung 33 Mitte links) mit p=0,01 signifikant
niedriger als in der Kontrolle (95fach, s. Abbildung 33 rechts).

3.3.3.7 Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen

Der Interferon regulierende Faktor 3 (IRF-3) ist zusammen mit Co-Faktoren fir die
Steigerung der IFN-B-Synthese im Zellkern verantwortlich (s.0.), stellt fur die
Aktivierung des IFN-B-Promotors jedoch den wichtigsten Transkriptionsfaktor dar
(Sato et al. 2000). Um die Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors (s. 2.4.6, S.
40) zu messen wurde eine Reihe weiterer Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-87) und Helikase (TRBV-
S9 mit ORF-Xa-Region) durchgefiihrt. Zur Aktivierung des IFN-B-Promotors
wurden die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit RNA VSV-infizierter Vero-

EG6-Zellen stimuliert, bzw. die nicht stimulierten Proben mit RNA nicht infizierter
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Vero-E6-Zellen transfiziert. Die Lyse erfolgte nach weiteren 16 Stunden. Fir die

Auswertung wurden die Daten der Firefly-Luciferase-Aktivitit verwendet (s.0.).

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus sieben durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 34 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitit durch die Stimulation wurde fir jedes Einzelexperiment errechnet, die

Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 35 dargestellt.

Als Kontrolle der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen wurde fiir
die pl.18-FDMx-transfizierten Zellen der Unterschied zwischen der nicht
stimulierten und der stimulierten Probe mit dem Zweistichproben-t-Test unter der
Annahme unterschiedlicher Varianzen berechnet. Mit p=0,003 ist dieser Unterschied

sehr signifikant (p=0,01), die Stimulation daher effektiv (s. Abbildung 34, rechts

aullen).
Aktivitat eines IRF-3-responsiven Promotors
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Abbildung 34: Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen, MW aus sieben

Versuchen.

Die IRF-3-Aktivierung in der Kontrolle mit pl.18-FDMx (s. Abbildung 34, rechts
auflen) ahnelt dem Ergebnis fiir die Promotoraktivitit nach Transfektion mit TRBV-

S7. Die allein mit TRBV-S7 transfizierten Zellen zeigen ohne Stimulation eine
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geringe Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors (s. Abbildung 34, links auflen,
blauer Balken), welche mit der Aktivitit in der Kontrolle vergleichbar ist
(s. Abbildung 34, rechts aullen, blauer Balken). Nach der Stimulation steigt die
Promotoraktivitit beider Proben deutlich an (s. Abbildung 34, links und rechts
auflen, roter Balken; Abbildung 35 links und rechts au3en). Die Aktivitit des IRF-3-
responsiven Promotors nach Transfektion von TRBV-89 ist in den mit TRBV-87 co-
transfizierten Zellen (s. Abbildung 34, Mitte rechts, blauer Balken) ebenso wie in den
nur mit TRBV-89 transfizierten Zellen (s. Abbildung 34, Mitte links, blauer Balken)
hoher als die Promotoraktivitit der Kontrolle (s. Abbildung 34 rechts auf3en, blauer
Balken). Doch der Unterschied der Promotoraktivitit zwischen TRBV-89-
transfizierten Zellen und der Kontrolle ist mit p=0,1 nicht signifikant. Nach der
Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen ist die Aktivitit in den mit
TRBV-89 transfizierten Proben (s. Abbildung 34, Mitte links, roter Balken) mit
p=0,03 jedoch signifikant niedriger als in den Zellen der Kontrollprobe
(s. Abbildung 34 rechts aul3en, roter Balken).

Verhaltnis der Luciferase-Aktivitat
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Abbildung 35: Verhiltnis der Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase
(TRBV-§9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit
RNA VSV-infizierter Verozellen, MW aus sieben Versuchen.

Der Anstieg der Aktivitit des IRF3-responsiven Promotors nach Stimulation ist in
den mit TRBV-89 infizierten Zellen (2,5fach) wesentlich geringer als in der Kontrolle
(13,7fach). Dieser Unterschied ist mit p=0,002 sehr signifikant (p<0,01,
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s. Abbildung 35). Wihrend der Anstieg der Promotoraktivitit in den mit TRBV-§7
transfizierten Zellen (s. Abbildung 35 links) mit der Kontrolle vergleichbar ist, dhnelt
der Aktivititsanstieg der co-transfizierten Probe (s. Abbildung 35 Mitte rechts) dem
Ergebnis der nur mit TRBV-89 transfizierten Zellen. Offensichtlich ist die TRBV-
Helikase/ ORF-Xa im Gegensatz zu TRBV-NS-2 zumindest teilweise in der Lage die
durch RNA VSV-infizierter Verozellen vermittelte Aktivierung des IRF3-responsiven

Promotors zu unterdricken.

3.3.3.8 Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit poly(I:C)

Aquivalent zum oben beschriebenen Experiment wurde ein Dual-Luciferase-
Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden
fiir NS-2 (TRBV-S§7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) durchgefiihrt. In
diesem Versuch wurde jedoch mit der synthetischen Substanz poly(I:C) stimuliert.

Zum Vergleich erfolgte die Transfektion mit Vero-E6-Zell-RNA.

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus sieben durchgeftihrten
Experimenten ist in Abbildung 36 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitdit durch die Stimulation wurde auch hier fir jedes Einzelexperiment
errechnet, die Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 37

dargestellt.
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Abbildung 36: Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit poly(I:C), MW aus sieben Versuchen.

Mit p=0,001 ist der Unterschied zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen
der Kontrollprobe hoch signifikant, die Stimulation mit poly(I:C) daher als effektiv
anzusehen (s. Abbildung 36, rechts auf3en).

Wie schon nach der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen fillt die IRF-3-
responsive Promotoraktivierung in der Kontrolle mit pI.18-FDMx (s. Abbildung 36,
rechts auf3en) dhnlich dem Ergebnis fiir die Promotoraktivitit nach Transfektion mit
TRBV-S7 aus. Auch hier zeigen die mit TRBV-S7 transfizierten Zellen ohne
Stimulation  eine  geringe  Aktivitit des IRF-3-responsiven  Promotors
(s. Abbildung 30, links auflen, blauer Balken), nach Stimulation ist die Aktivitit
deutlich hoher (s. Abbildung 30, links aullen, roter Balken). Die Aktivitdt des IRF-3-
responsiven Promotors nach Transfektion von TRBV-S9 (s. Abbildung 36, Mitte
links, blauer Balken) ist hoher als die Promotoraktivitit in der Kontrolle
(s. Abbildung 36 rechts auflen, blauer Balken), mit p=0,1 ist dieser Unterschied
jedoch nicht signifikant. Die Promotoraktivititen in den mit TRBV-S7 und TRBV-89
co-transfizierten Zellen dhneln dem FErgebnis fiir die Proben der TRBV-S9-
Transfektion (s. Abbildung 36, Mitte rechts, blauer Balken). Nach der Stimulation mit
poly(l:C) ist die Aktivitit in der mit TRBV-S9 transfizierten Proben (s. Abbildung 36,
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Mitte links, roter Balken) mit p=0,02 jedoch signifikant niedriger als in den Zellen
der Kontrollprobe (s. Abbildung 36 rechts auflen, roter Balken).
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Abbildung 37: Verhiltnis der Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-87) und Helikase
(TRBV-§9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit
poly(1:C), MW aus sieben Versuchen.

Der Anstieg der IRF-3-responsiven Promotoraktivitit durch die Stimulation ist in
den mit TRBV-S9 infizierten Zellen (nach Stimulation 160% der Aktivitit ohne
Stimulation) wesentlich geringer als in der Kontrolle (nach Stimulation 590% der
Aktivitit ohne Stimulation). Dieser Unterschied ist mit p=0,01 sehr signifikant
(p<0,01) (s. Abbildung 37). Damit ist die TRBV-Helikase/ ORF-Xa im Gegensatz zu
TRBV-NS-2 zumindest teilweise in der Lage, die dsSRNA vermittelte Aktivierung des

IRF3-responsiven Promotors zu unterdriicken.

3.3.3.9 Messung der Aktivitit eines IRF-3-responsiven Promotors nach
Transfektion von Expressionsplasmiden fiir TRBV-Gene und

Stimulation mit IRF-3(5D)

Wie im oben beschriebenen Experiment wurde eine Reihe weiterer Dual-Luciferase-
Reporter-Assays mit HEK-293-Zellen nach Transfektion der Expressionsplasmide
fir virale Gene durchgefiihrt. In diesem Versuch wurde jedoch mittels Transfektion

eines Expressionsplasmides fir IRF-3(5D) im Vergleich zur Mock-Behandlung mit
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pUC-19 stimuliert. Bei IRF-3(5D) handelt es sich um ein kiinstliches IRF-3-Protein,
bei dem alle Serin-Phosphorylierungsstellen durch Aspartat ersetzt wurden. Dadurch
ist dieses IRF3-Protein konstitutiv aktiv, d.h. eine Phosphorylierung zur Aktivierung

ist nicht mehr notwendig (Lin et al. 1998).

Die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit aus vier durchgefiihrten
Experimenten ist in Abbildung 38 in relativen Einheiten dargestellt. Der Anstieg der
Aktivitit durch die Stimulation wurde auch hier fiir jedes FEinzelexperiment
errechnet, die Mittelwerte aller Anstiegsberechnungen sind in Abbildung 39

dargestellt.

Mit p=0,002 ist der Unterschied zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen
der Kontrollprobe sehr signifikant, die Stimulation durch IRF-3(5D)-Expression
daher als effektiv anzusehen (s. Abbildung 38, rechts au3en).

Aktivitat eines IRF-3-responsiven Promotors
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Abbildung 38: Messung der Aktivitdt eines IRF-3-responsiven Promotors nach Transfektion mit
Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-S7) und Helikase (TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren
Co-Transfektion (TRBV-S7+89) und Stimulation mit IRF-3(5D), MW aus vier Versuchen.

Die Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors der mit pUC-19 transfizierten Zellen
ist in allen Proben vergleichbar niedrig. In den mit IRF-3(5D) stimulierten Proben

fallt die Promotoraktivitat fur die mit TRBV-S9 transfizierten Zellen wesentlich
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geringer aus als fiir die Kontrolle. Dieser Unterschied ist mit p=0,002 sehr signifikant

(s. Abbildung 38, rote Balken).
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Abbildung 39: Verhiltnis der Aktvitit des IRF-3-responsiven Promotors stimulierter und
unstimulierter Zellen nach Transfektion mit Expressionsplasmiden fiir NS-2 (TRBV-87) und Helikase
(TRBV-S9 mit ORF-Xa-Region) bzw. deren Co-Transfektion (TRBV-S7+S§9) und Stimulation mit
IRF-3(5D), MW aus vier Versuchen.

Dieser gezeigte Unterschied spiegelt sich auch in dem Anstieg der Promotoraktivitit
von den nicht stimulierten Zellen zu den stimulierten Proben wieder. Auch hier ist
der Unterschied zwischen den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen zu der
Kontrollprobe mit p=0,01 sehr signifikant (p<0,01) (s. Abbildung 39). Somit konnte
auch hier gezeigt werden, dass die TRBV-Helikase/ ORF-Xa im Gegensatz zu
TRBV-NS-2 zumindest teilweise in der Lage ist, die durch IRF-3(5D) vermittelte

Aktivierung des IRF-3-responsiven IFN-B-Promotors zu unterdricken.
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4 Diskussion

Das Tribec-Virus ist ein in Europa weit verbreitetes Virus (Dobler 1996; Suss und
Schrader 2004; Dobler et al. 20006), welches moglicherweise beim Menschen eine
unspezifische, fieberhafte Erkrankung mit neurologischen Symptomen verursacht
und bei der Entstehung aseptischer Meningitiden, Meningoenzephalitiden und
Enzephalitiden eine Rolle spielt (Gresikova et al. 1966; Suss und Schrader 2004). Bei
viralen Infektionen reagiert der infizierte Organismus mit der Aktivierung seines
Immunsystems, um die Erreger abzuwehren. Als primire Immunantwort bei
Virusinfektionen wird das Interferonsystem aktiviert. Dieses wird zum angeborenen,
unspezifischen Immunsystem gerechnet (Kayser et al. 2005). Um diese erste Abwehr
zu umgehen haben viele Viren wirkungsvolle Gegenstrategien entwickelt, wie die
Unterdrickung der Interferonsynthese, die Ausschaltung des IFN-Signalweges oder
die Blockierung von antiviralen Effektorproteinen (Weber et al. 2004; Randall und
Goodbourn 2008). Mégliche Angriffspunkte zur Blockierung der Interferonsynthese
sind die Transkriptionsfaktoren AP-1, IRF-3 und NF-»B (Weber et al. 2003).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Pathogenititstaktoren
des TRBV und deren Wirkung auf das Interferonsystem von infizierten Zellen.
Hierzu sollte die Aktivierung des Interferonsystems beziehungsweise dessen
Hemmung durch das Virus in verschiedenen Zelllinien untersucht werden. Weiterhin
sollten die viralen Genprodukte identifiziert werden, welche einen Einfluss auf das

Interferonsystem ausiiben.

Ein Einfluss auf die Aktivierung des Interferonsystems der infizierten Zellen wurde
fir die Nicht-Strukturproteine wie das NS-2 auf TRBV-S7 oder ein durch die
alternativ gelesene Sequenz ORF-Xa auf TRBV-S9 kodiertes Protein vermutet, da
Proteine, die nicht Bestandteil der viralen Partikel sind, in aller Regel akzessorische

Funktionen besitzen.
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4.1 Interferonkompetente Zellen sind nicht vor einer Infektion durch das

TRBYV geschiitzt

Mittels Impedanzmessung wurde die Wachstumskurve verschiedener Zelllinien nach
Infektion mit dem zu untersuchenden TRBV im Vergleich zum IFN stimulierenden

RVFV-Clone-13 gemessen.

In den interferonkompetenten murinen Wildtypzellen PKR+/+ konnte nach TRBV-
Infektion mit einer MOI von 1 ein CPE nachgewiesen werden, wihrend sich die
RVFV-Clone-13-Infektion bei gleicher MOI praktisch nicht auf die Viabilitit der
Zellen auswirkte (s. Abbildung 8, S. 52). Das TRBV scheint also tber einen
Pathogenitatsfaktor zu verfiigen, welcher es ihm ermoglicht, IFN-kompetente Zellen

im Vergleich zum RVFV-Clone-13 effizienter zu infizieren.

Auf den nicht interferonkompetenten Zellen IFNAR-/- konnte wie erwartet nach
Infektion mit beiden Viren ein CPE nachgewiesen werden. Es zeigt sich im Absinken
des Zellindex kein Unterschied zwischen den mit hoher und mit niedriger MOI
TRBV-infizierten Zellen (s Abbildung 9, S. 53), wihrend es bei der RVFV-Clone-13-
Infektion einen Einfluss der MOI auf die Geschwindigkeit des Zellsterbens zu geben
scheint (s. Abbildung 10, S. 54). Dieser Unterschied in der RVFV-Clone-13-Infektion
kann auf die noch vorhandene Induktion der tbrigen antiviralen Mechanismen in
den IFNAR-/- Zellen zuruckgefuhrt werden. Da diesen Zellen der
Interferonrezeptor IFNAR fehlt, kommt es nicht zur Aktivierung der Interferon-
Signalkaskade, wohl aber zu einer Virus-vermittelten Aktivierung antiviral wirksamer
Gene wie z.B. ISG-56 tber IRF-3 (Collins et al. 2004), welche fur die leichte
Verzogerung der Infektion bei geringer MOI des IFN-induzierenden RVFV-Clone-

13 verantwortlich sein konnte.

In den interferonkompetenten HEK-293-Zellen ist ein deutlicher Unterschied
zwischen den mit TRBV und den mit RVFV-Clone-13 infizierten Proben zu schen
(s. Abbildung 11, S. 56). Wihrend sich die mit RVEFV-Clone-13 infizierten Zellen
ebenso wie die Mock-infizierten Zellen einige Stunden nach der Manipulation wieder
erholen, kommt es in den mit TRBV behandelten Kavititen zu einem klaren Abfall

des Zellindex, welcher in den mit einer hohen MOI infizierten Proben noch
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deutlicher zu sehen ist. Das TRBV ist also in der Lage, in Zellen, welche nach
Infektion mit dem das Interferon-induzierenden RVFV-Clone-13 eine praktisch
unverinderte Viabilitit im Vergleich zu Mock-infizierten Zellen aufweisen, einen
CPE auszul6sen. Dies spricht fiir eine Umgehung der Interferonabwehr durch das

TRBV.

In einem weiterem Experiment wurden HEK-293-Zellen im Vergleich zur
Einzelinfektion mit RVFV-Clone-13 und TRBV co-infiziert (s. Abbildung 12, S. 57).
Hierbei wurde sowohl fur die Einzelinfektionen als auch fiir die Co-Infektion eine
sehr hohe MOI gewihlt, um sicherzustellen, dass alle Zellen infiziert werden. Im
Gegensatz zu den vorangegangenen Experimenten kam es hierbei auch nach RVFV-
Clone-13-Infektion zu einem Absinken des Zellindex. Hierfiir konnten folgende
Faktoren verantwortlich sein: Zum einen ist anzunehmen, dass es zu einer initialen
Virusreplikation kommt, die einen gewissen CPE auslost. Zum anderen kommt es
sicherlich zu einer starken Aktivierung des IFN-Systems und damit zur Synthese
antiviral-aktiver Proteine wie 2z.B. PKR. Viele dieser Proteine besitzen
wachstumshemmende Eigenschaften (Stark et al. 1998; de Veer et al. 2001).
Offensichtlich fiihrt dies aber auch zu einer effizienten Hemmung der RVFV-Clone-
13- Replikation, da es nicht zu einem weiteren Absinken des Zellindex kommt. Im
Gegensatz zu den mit RVFV-Clone-13-behandelten Proben sinkt der Index in den
mit TRBV behandelten Kavititen zunichst nicht ab, was auf ein Ausbleiben des
durch IFN induzierten Wachstumsarrests zurlickzufithren sein konnte. Die
Effektivitit der Infektion mit TRBV wird in dem rapiden Abfall des Zellindex
sowohl in der Einzelinfektion mit TRBV als auch in der Co-Infektion zu einem
spateren Zeitpunkt deutlich. Vor diesem Hintergrund spricht der Kurvenverlauf des
Zellindex der co-infizierten Proben fur die ausbleibende Aktivierung des IFN-
Systems durch das interferoninduzierende RVEFV-Clone-13 in Anwesenheit von

TRBV und somit fir eine aktive Hemmung dieser Immunabwehr durch TRBV.

4.2 Das TRBV hemmt die Induktion des Typ-I-Interferons IFN-

AnschlieBend wurde die Induktion des Typ-I-Interferons IFN- durch TRBV
untersucht. Hierzu wurde mittels RT-PCR die IFN-B-Transkription in HEK-293-
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Zellen nach Infektion mit dem TRBV sowie nach Infektion mit dem das
Interferonsystem induzierenden RVFV-Clone-13 analysiert. Die Gelelektrophorese
(s. Abbildung 13, S. 59) zeigt, dass die Induktion des B-Interferons nach Infektion
mit TRBV wesentlich schwicher ausfillt als in den mit RVFV-Clone-13 infizierten
Zellen, obwohl eine Virusreplikation in beiden Proben nachgewiesen werden konnte
(s. Abbildung 14, S. 59). Eine TRBV-Infektion fithrt zu keiner effektiven Aktivierung
des IFN-Systems, wihrend RVFV-Clone-13 ein effizienter IFN-8-Induktor ist.

Um Aufschluss dartiber zu erhalten, ob es sich hietbei um eine fehlende Detektion
der TRBV-spezifischen PAMPs (z.B. durch unterschiedliche intrazellulire
Lokalisation von viraler RNA und Sensor) oder um eine aktive Inhibition des IFN-
Systems durch TRBV handelt, wurden Co-Infektionsexperimente durchgefihrt.
Hierbei ergab sich, dass bei der Co-Infektion von TRBV und dem IFN-
induzierenden RVFV-Clone-13 keine effiziente Aktivierung der IFN-§ Transkription
erfolgt (s. Abbildung 15, S. 60). Da ausgeschlossen werden konnte, dass eine
verminderte RVEFV-Clone-13 spezifische Transkription fur die fehlende IFN-B-
Induktion verantwortlich ist (s. Abbildung 16, S. 61), spricht dieses Ergebnis fiir eine
aktive Inhibition des IFN-Systems durch TRBV.

4.2.1 Der Einfluss von TRBV-Infektionen auf die Aktivierung des IFN-3-

Promotors

Um die Aktivitit des IFN-B-Promotors nach Infektion mit TRBV zu messen wurden
Dual-Luciferase-Reporter-Assays mit HEK-293-Zellen durchgefithrt. Als positive
Kontrolle wurde gleichzeitig die IFN-B-Promotoraktivitit nach Infektion mit dem
Interferon stimulierenden RVFV-Clone-13 gemessen. Zusitzlich wurden die
infizierten Zellen mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen bzw. mit poly(1:C)
stimuliert, um Aufschluss dariiber zu erhalten, ob eine TRBV-Infektion die
Aktivierung des IFN-8-Promotors durch bekannte PAMPs (5°-Ttriphosphat-RNA
tber RIG-I bzw. poly(I:C) tiber MDAS5) (Brennan und Bowie 2010) inhibieren kann.

Nach Infektion mit TRBV ohne Stimulation ist die IFN-B-Promotoraktivitit nur

geringfiigio erhoht, ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle ist nicht festzustellen.

Der Unterschied zu der durch RVFV-Clone-13 induzierten IFN-3-Promotoraktivitat
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ist jedoch signifikant (vgl. Abbildung 17, S. 63 und Abbildung 20, S. 66). Im
Gegensatz zu einer Infektion mit RVFV-Clone-13 wird der IFN-8-Promotor durch
TRBYV also nur sehr geringfiigig aktiviert.

Nach der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen ist die Promotor-
aktivitit in den mit TRBV behandelten Proben niedriger als in der Kontrolle, ein
signifikanter Unterschied ist jedoch durch die hohen Standardabweichungen nicht
festzustellen (s. Abbildung 17, S. 63). Die Stimulation mit poly(Il:C) zeigt eine
signifikant geringere Aktivierung des IFN-B-Promotors in der mit TRBV infizierten
Probe im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 20, S. 66). Durch eine hohere Anzahl
der Versuche zur Stimulation mit RNA VSV-infizierter Vero-E6-Zellen hitte man
sicherlich ein #hnliches Signifikanzniveau wie in den haufiger durchgefihrten
Versuchen zur Stimulation durch poly(I:C) erreichen kénnen. Fur die Stimulation mit
beiden untersuchten PAMPs bleibt festzuhalten, dass die Aktivierung des IFN-3-

Promotors durch TRBV nicht komplett, sondern nur teilweise gehemmt wird.

Der Anstieg der Promotoraktivitit nach Stimulation féllt in beiden Versuchen in den
TRBV-infizierten Zellen signifikant geringer aus als in der Kontrolle (s. Abbildung
18, S. 64 und Abbildung 21, S. 67). Dies liegt jedoch auch daran, dass die Aktivitat
des IFN-B-Promotors nach Infektion mit TRBV leicht, wenn auch nicht signifikant
erhéht ist. Daher kommt es auch zusammen mit der ebenfalls nicht signifikant
geringeren Promotoraktivierung durch Stimulation mit RNA VSV-infizierter
Verozellen in mit TRBV infizierten Zellen zu einem sehr signifikant geringeren

Anstieg der Promotoraktivierung,

Da RVFV-Clone-13 ein sehr effizienter IFN-B-Induktor ist, ist der IFN-B-Promotor
durch die Infektion bereits maximal aktiviert, so dass eine weitere Aktivierung durch
Stimulation mit PAMPs nicht mehr moglich ist. Dies ist jedoch nicht mit einer
Hemmung der Promotoraktivierung durch RVFV-Clone-13 zu verwechseln, wie sie
tir TRBV gezeigt werden konnte (s. Abbildung 17, S. 63, und Abbildung 20, S. 60).
Wihrend bei den RVFV-Clone-13 infizierten Zellen eine weitere Aktivierung des
IFN-B-Promotors durch Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen bzw.

poly(I:C) nicht moglich ist, ist der Unterschied im Anstieg der Promotoraktivitit
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zwischen TRBV-infizierten Zellen und der Kontrolle als real zu bewerten, da es hier
ohne Stimulation keinen signifikanten Unterschied in der Promotoraktivitit zu den

nicht infizierten Zellen gibt.

Diese Ergebnisse zeigen eine geringfiigige, latente Aktivierung des IFN-3-Promotors
nach TRBV-Infektion. Die zusitzliche Aktivierung des IFN-8-Promotors durch
RNA-PAMPs wird durch TRBV nicht komplett, sondern nur teilweise gehemmt.
Dies ist durch die vorherige latente Aktivierung zu erkliren, welche zu einer
effizienteren Stimulation des Typ-I-IFN-Systems fihrt und eine vollstindige
Unterdriickung der Aktivierung durch virale Erreger verhindern kann (Kuri et al.

2009).

4.2.2 Einfluss verschiedener TRBV-Proteine auf die Aktivierung des IFN-83-

Promotors

In einer Reihe weiterer Experimente wurden Dual-Luciferase Assays mit HEK-293-
Zellen nach Transfektion von Expressionsplasmiden fiir verschiedene TRBV-Gene
durchgefiithrt. Hierzu wurden die Zellen mit den Expressionskonstrukten TRBV-S7
(zur Expression des NS-2) oder TRBV-S9 (zur Expression der Helikase bzw. des
ORF-Xa) transfiziert, oder beide Konstrukte co-transfiziert. Innerhalb des
Leserahmens der Helikase befindet sich der alternative LLeserahmen ORF-Xa, dessen
Protein bislang noch keine Funktion zugeordnet werden konnte. Als Kontrolle
wurde gleichzeitig die Promotoraktivitit nach Transfektion mit pl.18-FDMx

gemessen.

Die Daten der Firefly-Luciferase-Aktivitit wurden nicht mit der Renilla-Luciferase-
Aktivitdt korrigiert, da die Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitit nicht zu
verwerten war. Offensichtlich haben die Gensegmente des TRBV in ihrer
transfizierten Form einen Einfluss auf die SV40-Promotor getriebene Expression
der Renilla-Luciferase (nach Co-Transfektion des Kontrollplasmids pRLSV40),
wodurch die Renilla-Luciferase-Aktivitit nicht mehr als Mall fir die
Transfektionseffizienz verwendet werden kann. Daher wurde in allen weiteren
Transfektionsexperimenten auf eine Korrektur mit der Renilla-Luciferase-Aktivitit

verzichtet und nur die Messung der Firefly-Luciferase verwendet.
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4.2.21 TRBV-Segment 9 codiert fiir ein oder mehrere Proteine, die die IFN-

B-Synthese hemmen

Zunichst  wurde die IFN-B-Promotoraktivitit nach  Transfektion von
Expressionsplasmiden fir TRBV-Gene und Stimulation mit RNA VSV-infizierter
Verozellen gemessen.

Die Expression des auf Segment 7 codierten NS-2-Proteins zeigt im Vergleich zur
Kontrolle (Expression des FLAG-deltaMx Proteins) keinen Einfluss des auf die
IFN-B-Promotoraktivitit (s. Abbildung 22, S. 69). Zwar wurde die Expression des
NS-2 nicht auf Proteinebene uberpriift; da mittels Sequenzierung der korrekte
Einbau der NS-2-cDNA in die Expressionskassette gezeigt wurde und bisher alle
hergestellten pl.18-Expressionskonstrukte funktionell sind, ist jedoch davon

auszugehen, dass eine Proteinsynthese stattgefunden hat.

Nach Transfektion des Expressionsplasmides fiir die auf Segment 9 in uber-
lappenden Leserahmen codierten Proteine Helikase und ORF-Xa ist die Aktivitit des
IFN-B-Promotors etwas hoher als in der Kontrolle (Expression des FLLAG-deltaMx
Proteins), ebenso in den mit TRBV-S7 (Expressionsplasmid fir TRBV-NS-2) und
TRBV-S9 co-transfizierten Zellen. Hier scheint ein nach TRBV-S9 Transfektion
exprimiertes Protein zu der bereits in den Infektionsexperimenten beobachteten

latenten Aktivierung des IFN-Systems zu ftihren.

Nach der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen ist die Aktivitit in den mit
TRBV-89 transfizierten Proben jedoch hoch signifikant niedriger als in den Zellen
der Kontrollprobe (s. Abbildung 22, S. 69). Auch der Anstieg der Aktivitit durch die
Stimulation féllt in den mit TRBV-89 transfizierten Zellen signifikant geringer aus als
in der Kontrolle (s. Abbildung 23, S. 70). Dies ldsst auf eine aktive Inhibition der
Aktivitit des IFN-B-Promotors durch ein auf TRBV-S9 codiertes Protein schlief3en.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die IFN-B-Promotoraktivitit nach Stimulation
mit der synthetischen Substanz poly(I:C) gemessen.

Die Ergebnisse der Promotoraktivierung der TRBV-§7-transfizierten Zellen dhneln
wie auch im vorherigen Versuch (Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen)

denen der Kontrolle. Auch nach der Stimulation mit poly(I:C) kann kein Einfluss des
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auf TRBV-S7 kodierten NS-2 auf die Interferon--Promotoraktivitit nachgewiesen
werden.

Wie bereits im vorherigen Versuch ist die Grundaktivitit des IFN-B-Promotors nach
Transfektion von TRBV-89 sowohl in den einzeln transfizierten als auch in den mit
TRBV-S7 co-transfizierten Zellen etwas hoher als die Promotoraktivierung der
Kontrolle (s. Abbildung 24, S. 71), was auf eine latente Aktivierung des IFN-Systems
durch Helikase/ ORF-Xa schlieBen lasst.

Nach der Stimulation mit poly(I:C) ist die Aktivitit in den mit TRBV-S§9
transfizierten Proben jedoch auch hier signifikant niedriger als in den mit pl.18-
FDMx transfizierten Zellen der Kontrolle (s. Abbildung 24, S. 71). Der Unterschied
beziiglich der IFN-B-Promotor-Aktivierung zwischen den TRBV-89-transfizierten
Proben und der Kontrolle fillt hier sogar noch deutlicher aus als nach der
Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen (s. Abbildung 25, S. 72). Diese hoch
signifikante Hemmung der Aktivierung des Interferon-Promotors in den mit TRBV-
S9 transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle zeigt eine effektive und aktive

Hemmung der poly(I:C)-induzierten Aktivierung des Interferon-8-Promotors durch

ein auf TRBV-S9 kodiertes Protein.

4.2.2.2 'TRBV-Helikase/ORF-Xa haben keinen Einfluss auf die AP-1-

abhingige Promotoraktivitit

Das Aktivierende Protein (AP)-1 ist einer der Transkriptionsfaktoren, welche nach
Stimulation im sogenannten Enhanceosom an den IFN-B-Promotor im Zellkern
binden und so die Synthese des IFN-§ initiieren (s.0.). Um die Aktivitit eines AP-1
responsiven Promotors (s. 2.4.6, S. 40) zu messen wurden die Zellen mit den
Expressionsplasmiden fiir Helikase und ORF-Xa (TRBV-S9) bzw. TRBV-NS-2
(TRBV-§7), dem Reporter-Konstrukt pAP1-Luc sowie pFC MEKK co-transfiziert,
bzw. die nicht stimulierten Proben mit pUC-19 (ein rein bakterielles Plasmid ohne
eukaryontischen Promotor, als Kontroll-DNA verwendet) transfiziert.

Als Kontrolle der Stimulation mit MEKK wurde fir die pI18-FDMx-transfizierten
Zellen der Unterschied zwischen der nicht stimulierten und der stimulierten Probe
mit dem zweiseitigen Zweistichproben-t-Test unter der Annahme unterschiedlicher

Varianzen berechnet. Aufgrund der hohen Standardabweichung in den
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Messergebnissen der stimulierten Proben ist dieser Unterschied mit p=0,05 gerade
noch signifikant (p<0,05), die Stimulation wurde daher als effektiv bewertet

(s. Abbildung 26, S. 74).

Der Unterschied in der Promotoraktivierung zwischen den TRBV-89-transfizierten
Zellen und der Kontrolle ist mit p=0,69 so weit von einer Signifikanz entfernt, dass
von einem Einfluss des TRBV-S9 auf die AP-1-Promotoraktivitit nicht auszugehen
ist (s. Abbildung 26, S. 74). Hierfir spricht auch der berechnete Anstieg der
Promotoraktivitit nach Stimulation mit MEKK. Der Anstieg der Aktivitit in den mit
TRBV-89 transfizierten Zellen faillt sogar hoher aus als in der Kontrolle, mit p=0,35
ist der Unterschied aber nicht signifikant (s. Abbildung 27, S. 75).

In den mit dem TRBV-S7 transfizierten Zellen fillt die Promotoraktivitit nach der
Stimulation mit MEKK niedriger aus als in der Kontrolle, ein signifikanter
Unterschied zwischen der Aktivierung in der TRBV-S7-Probe und der Kontrolle ist
bei dem vorgegebenen Signifikanzniveau mit p=0,1 jedoch nicht festzustellen
(s. Abbildung 26, S. 74). Der Anstieg der AP-1-responsiven Promotoraktivitit von
der unstimulierten zur stimulierten Probe ist bei den TRBV-S87 transfizierten Zellen
wesentlich geringer als in der Kontrolle, mit p=0,01 ist dieser Unterschied signifikant

(s. Abbildung 27, S. 75).

Das TRBV-NS-2 scheint eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung des AP-1-
Promotors zu besitzen, die TRBV-Helikase bzw. das ORF-Xa jedoch nicht. Damit
kann ausgeschlossen werden, dass die Helikase/ ORF-Xa-vermittelte Hemmung der
Aktivierung des IFN-B-Promotors auf eine Hemmung der AP-1-Aktivierung
zuriickzufiihren ist. Die Hemmung der AP-1-Aktivierung durch TRBV-NS-2 scheint
keinen Einfluss auf die Aktivierung des IFN-B-Promotors zu haben, da diese durch
NS-2 nicht gehemmt wird (s. Abbildung 22, S. 69 und Abbildung 24, S. 71). Dies ist
wahrscheinlich auf die Tatsache zurtckzufthren, dass AP-1 im Vergleich zu NF-»xB
und IRF-3 den geringsten Beitrag zur Aktivierung des IFN-B-Promotors leistet

(Panne 2008).
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4.2.2.3 TRBV-Helikase/ORF-Xa induzieren eine NF-¥B-abhingige

Promotoraktivitit nach Transfektion verschiedener RINA-Spezies

Der Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells) wird durch zahlreiche Zytokine (z.B. TNF-o) und PAMPs (z.B.
virale dsRNA) aktiviert und bewirkt im Zellkern unter anderem zusammen mit

anderen Faktoren die Expression von Interferon.

Um die NF-«B responsive Promotoraktivitit in Anwesenheit des Nicht-
strukturproteins NS-2 (TRBV-S7) bzw. Helikase/ORF-Xa (TRBV-S9) zu unter-
suchen, wurden — wie oben beschriebenen — Dual-Luciferase-Reporter-Assays mit
HEK-293-Zellen durchgeftihrt. Die Stimulation erfolgte mit poly(I:C), die nicht
stimulierten Proben wurden mit Vero-E6-Zell-lRNA behandelt. Insgesamt dauerte
die Inkubation von der Transfektion bis zur Zelllyse hier 40 Stunden, von der
Stimulation bis zur Lyse 16 Stunden.

Die Ergebnisse der TRBV-S§7-transfizierten Proben dhneln der Kontrolle und zeigen
keinen Einfluss des TRBV-NS-2 auf die Aktivitit des NF-»«B-responsiven Promotors
(s. Abbildung 28, S. 76). Auch der Anstieg der Promotoraktivitit nach Stimulation
mit poly(I:C) ist in den mit TRBV-S87 transfizierten Zellen vergleichbar zur Kontrolle
(mit pI18-FDMx transfizierte Zellen, s. Abbildung 29, S. 77) und lasst damit keinen
Einfluss von TRBV-NS-2 auf die Aktivierung des Promotors erkennen.

Bei der Aktivitit des Promotors in den mit TRBV-S9 transfizierten Zellen ist ein
deutlicher Unterschied zu der Kontrolle zu sehen. Dies gilt sowohl fur die nur mit
TRBV-S9 transfizierten, als auch fur die mit TRBV-S7 und -S9 co-transfizierten
Zellen (s. Abbildung 28, S. 76). Bereits ohne poly(l:C)-Stimulation ist die
Promotoraktivitit in diesen Proben sehr hoch, eine weitere Aktivierung durch
poly(I:C) ist nicht moglich (vgl. Abbildung 29, S. 77). Der beobachtete Abfall der
Reporteraktivitit nach Stimulation mit poly(I:C) ist unter Umstinden darauf
zurtickzufiihren, dass poly(I:C) auch eine PKR-vermittelte Hemmung der Translation
induziert (Meurs et al. 1992; de Veer et al. 2001). Der Unterschied zwischen der
Promotoraktivitit der mit TRBV-S9 transfizierten Zellen und der Kontrolle nach

Stimulation ist hoch signifikant, die Expression der TRBV-Helikase bzw. des ORF-
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Xa fihrt unter diesen Versuchsbedingungen also zur Aktivierung des NF-»B-

responsiven Promotors.

Wie im oben beschriebenen Experiment wurde in einem weiteren Versuch die NF-
»B-Promotoraktivitit untersucht, die Stimulation erfolgte hier mit RNA VSV-
infizierter Verozellen bzw. wurden die nicht stimulierten Proben mit RNA nicht
infizierter Verozellen behandelt.

Auch die Ergebnisse aus diesem Experiment zeigen keinen Unterschied der TRBV-
S7-transfizierten Zellen zur Kontrolle und damit keinen Einfluss von NS-2 auf die

NF-»B responsive Promotoraktivitit (s. Abbildung 30, S. 79).
Die NF-«B-Promotoraktivitat in den mit TRBV-S9 transfizierten bzw. mit TRBV-S7

und-S9 co-transfizierten Zellen ist auch hier bereits ohne zusitzliche Stimulation mit
RNA VSV-infizierter Verozellen deutlich héher als in der Kontrolle und sogar hher
als in den mit RNA VSV-infizierter Verozellen stimulierten Zellen der gleichen
Proben, weshalb auch die Berechnung des Anstiegs der Promotoraktivitit fiir diese

Proben keine realen Ergebnisse liefert.

Der Unterschied beztglich der Aktivitit des NF-xB-responsiven Promotors
zwischen den TRBV-89-transfizierten Zellen und der Kontrolle ist hoch signifikant
(s. Abbildung 30, S. 79). Aus den Ergebnissen ergibt sich eine NF-»«B-induzierende
Eigenschaft der TRBV-Helikase/TRBV-ORF-Xa. Damit kann die beobachtete
Hemmung der Aktivierung des IFN-B-Promotors durch die TRBV-Helikase/ TRBV-
ORF-Xa nicht auf eine Hemmung der Aktivierung von NF-xB zuriickgefihrt

werden.

4.2.2.4 'TRBV-Helikase/ORF-Xa hemmen die TNF-a-induzierte

Aktivierung eines NF-xB-responsiven Promotors

In einem weiteren Versuch wurde wie in den oben beschriebenen Experimenten ein
Dual-Luciferase-Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen nach Transfektion der
Expressionsplasmide TRBV-S7 und TRBV-S9 durchgefiithrt, um die Aktivitit des
NF-»B-responsiven Promotors (s. 2.4.6, S. 40) zu messen. In diesem Versuch wurde
jedoch mit dem NF-xB-aktivierendem TNF-a im Vergleich zur Mock-Behandlung

stimuliert. Die Transfektion dauerte hier insgesamt 24 Stunden, die Stimulation nur
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12 Stunden, da die IxB-Inhibitorprotein-Kinase (IKK)-vermittelte Stimulation durch
TNF-o ihren HOhepunkt zu einem sehr frithen Zeitpunkt erreicht (Werner et al.

2005). In der Kontrolle ist die Stimulation mit TNF-a sehr effektiv.

Auch in diesem Versuch ist die Aktivitit des NF-»«B-responsiven Promotors in den
mit TRBV-89 transfizierten Zellen ohne die Stimulation mit TNF-u signifikant héher
als in der Kontrolle (s. Abbildung 32, S. 81), so dass auch nach der kirzeren
Inkubationszeit bereits die Induktion des NF-»«B-responsiven Promotors durch
TRBV-89 gezeigt werden konnte. Hier féllt die NF-»«B-Induktion jedoch wesentlich
geringer aus, als in den mit RNA aus nicht infizierten Vero-Zellen behandelten
Proben (vgl. mit Abbildung 28, S. 76 und Abbildung 30, S. 79), so dass hier nach der

Stimulation mit TNF-a die hemmenden Figenschaften zu Giberwiegen scheinen.

Nach Stimulation mit TNF-a ist in den mit TRBV-89 transfizierten Zellen die
Promotoraktivitit signifikant geringer als in stimulierten Kontrollzellen (s. Abbildung
32, S. 81). Auch die Berechnung des Anstiegs der Promotoraktivitit durch die
Stimulation zeigt die signifikant geringere Promotoraktivierung in den TRBV-§89-
transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (s. Abbildung 33, S. 82). Nach
Stimulation mit TNF-a kommt es im Gegensatz zur Stimulation mit RNA VSV-
infizierter Verozellen und poly(I:C) zu einer Hemmung der Aktivierung des NF-»B-

responsiven Promotors durch ein TRBV-S9 kodiertes Protein.

Diese Ergebnisse zur Aktivierung des NF-»«B-responsiven Promotors lassen sich
dahingehend interpretieren, dass bei Transfektion von RNA (Vero-RNA, RNA VSV-
infizierter Verozellen, poly(I:C)) die Helikase-Aktivitit des auf Segment 9 kodierten
VP6 die transfizierte RNA bindet und eventuell auch modifiziert, so dass diese eine
starke Aktivierung von NF-xB induziert. Fir mehrere zellulire RNA-Helikasen
konnte gezeigt werden, dass sie NF-»B aktivieren kénnen (Ishaq et al. 2009; Zhang et
al. 2011). Unter Umstidnden stellt TRBV-VP6 ein virales Homolog einer zelluldren
Helikase dar, das fir die Aktivierung von NF-xB im Rahmen des viralen
Replikationszyklus gebraucht wird. Fir das mit TRBV verwandte BTV ist die
Aktivierung von NF-xB beschrieben, allerdings sind bei BTV hierfiir VP2 und VP5
verantwortlich (Mortola et al. 2004). Erfolgt dagegen die Aktivierung von NF-»xB mit
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TNF-a kommt es zu einer Hemmung der Promotoraktivierung entweder durch eine
zweite Funktion des VP6 oder durch das auf dem alternativen Leserahmen kodierten

ORF-Xa Protein.

4.2.2.5 TRBV-Helikase/ORF-Xa hemmen die Aktivierung eines IRF-3-

responsiven Promotors

Der Interferon regulierende Faktor 3 (IRF-3) ist zusammen mit Co-Faktoren fir die
Steigerung der Interferon-B-Synthese im Zellkern verantwortlich (s. 1.2.2.1, S. 18).
Um die Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors (s. Abschnitt 2.4.6, S. 40) zu
messen, wurde eine Reihe weiterer Dual-Luciferase-Reporter-Assays nach
Transfektion der Expressionsplasmide TRBV-S7 und TRBV-89 durchgefiihrt. Als
Kontrolle wurde gleichzeitig die Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors nach
Transfektion von pl.18-FDMx gemessen. Die Stimulation erfolgte mit RNA VSV-
infizierter Verozellen, als Negativkontrolle wurde mit RNA nicht infizierter

Verozellen transfiziert.

Ein Unterschied in der IRF-3-responsiven Promotoraktivitit durch die Transfektion
von TRBV-§7 war im Vergleich zur Kontrolle mit pl.18-FDMx nicht festzustellen
(s. Abbildung 34, S. 83). Das Nichtstrukturprotein NS-2 hat also keinen Einfluss auf

den untersuchten Promotor.

Die Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors nach Transfektion von TRBV-89 ist
in den mit TRBV-S7 co-transfizierten Zellen ebenso wie in den nur mit TRBV-S9
transfizierten Zellen hoher als die Aktivitit des Promotors in der Kontrolle. Dieser
Unterschied ist aber nicht signifikant, die TRBV-Helikase/ORF-Xa sind daher nicht

als IRF-3-Aktivatoren zu bewerten.

Nach der Stimulation mit RNA VSV-infizierter Verozellen ist die Aktivitit in den mit
TRBV-89 transfizierten Proben jedoch signifikant niedriger als in den Zellen der
Kontrolle (s. Abbildung 34, S. 83). Dieser Unterschied bestitigt sich auch bei der
Berechnung des durch RNA VSV-infizierter Verozellen stimulierten Anstieges der
Promotoraktivitit. Dieser Anstieg fallt in Gegenwart von TRBV-89 hoch signifikant

geringer aus als in der Kontrolle. Ein vergleichbares Ergebnis liefert die
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Aktivitatssteigerung in den co-transfizierten Zellen. Dieses Ergebnis zeigt die
Inhibition der Aktivierung des IRF-3-responsiven Promotors durch TRBV-
Helikase/ORF-Xa. Damit ergibt sich, das TRBV-Helikase/ORF-Xa mit der

Aktivierung von IRF-3 interferiert.

Aquivalent zum oben beschriebenen Experiment wurde ein Dual-Luciferase-
Reporter-Assay mit HEK-293-Zellen nach Transfektion der Expressionsplasmide
TRBV-S7 und TRBV-§9 durchgefithrt. In diesem Versuch wurde jedoch mit
poly(I:C) im Vergleich zur Mock-Behandlung mit RNA aus nicht infizierten Vero-

Zellen stimuliert.

Auch hier war kein Unterschied in der Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors
durch die Transfektion von TRBV-S§7 im Vergleich zur Kontrolle mit pl.18-FDMx
und damit kein Einfluss des TRBV-NS-2 auf die IRF-3 vermittelte IFN-B-
Expression festzustellen (s. Abbildung 30, S. 80).

Nach Transfektion von TRBV-89 ist auch hier die IRF-3-responsive
Promotoraktivitit hoher als in der Kontrolle, mit p=0,1 ist dieser Unterschied jedoch
nicht signifikant. Die Promotoraktivititen in den mit TRBV-S7 und TRBV-89 co-
transfizierten Zellen dhneln dem Ergebnis fir die Probe der TRBV-89-Transfektion
(s. Abbildung 30, S. 86). Nach der Stimulation mit poly(I:C) ist die Aktivitit in der
mit TRBV-89 transfizierten Zellen wiederum signifikant niedriger als in den Zellen
der Kontrollprobe (s. Abbildung 36, S. 86). Auch der Aktivititsanstieg durch die
Stimulation féllt in der TRBV-S9-transfizierten Probe signifikant geringer aus als in
der Kontrolle (s. Abbildung 37, S. 87). Dieses Ergebnis deutet auf eine Funktion der
mit Hilfe von TRBV-S9 exprimierten Proteine als IRF-3-Inhibitor hin.

Da mit der Stimulation durch RNA VSV-infizierter Verozellen (5’-Triphosphat-RNA)
und poly(I:C) die Signalwege tber die zwei verschiedenen intrazelluliren PAMP-
Rezeptoren der IFN-B-Induktion RIG-I und MDA5 (Brennan und Bowie 2010)
untersucht wurden, deutet die gezeigte Inhibition der Aktivierung des IRF-3-
responsiven IFN-Promotors durch TRBV-S9 exprimierte Proteine auf eine
Hemmung der bereits konvergierten Signalkaskade dieser intrazelluliren PAMP-

Rezeptoren hin.
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In einem weiteren Versuch zur Messung der IRF-3-responsiven Promotoraktivitit
wurde mit IRF-3(5D) im Vergleich zur Mock-Behandlung mit pUC-19 stimuliert. Bei
IRF-3(5D) handelt es sich um ein kiinstliches, konstitutiv aktives IRF-3-Protein
(Lin et al. 1998).

Die Aktivitit des IRF-3-responsiven Promotors der mit pUC19 transfizierten Zellen
ist in allen Proben vergleichbar niedrig. In den mit IRF-3(5D) transfizierten Proben
fillt die Aktivierung des Promotors fir die mit TRBV-S9 transfizierten Zellen
wesentlich geringer aus als fiir die Kontrolle. Dieser Unterschied ist hoch signifikant
(s. Abbildung 38, S. 88) und spiegelt sich auch in dem Anstieg der Promotoraktivitit
durch die Stimulation wieder. Auch hier ist der Unterschied zwischen den mit TRBV-
S9 transfizierten Zellen und der Kontrolle signifikant (s. Abbildung 39, S. 89),
wihrend fur TRBV-S7 kein Unterschied gezeigt werden konnte.

Obwohl das IRF-3(5D) konstitutiv aktiv ist, wird die Aktivierung des IRF-3-
responsiven IFN-Promotors also durch TRBV-Helikase/ORF-Xa unterdriickt. Dies
deutet auf eine Hemmung der Translokation oder der Interaktion mit CBP, bzw. der
Bindung an den Promotor von IRF-3 dutch die TRBV-Helikase/ORF-Xa hin
(vgl. Abschnitt 1.2.2.1 und Abbildung 4, S. 18).
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4.3 Fazit

Die Ergebnisse zeigen die inhibitorischen Eigenschaften des TRBV auf die

Interferon-Induktion, speziell die aktive Hemmung der IRF-3-Aktivierung.

Damit wurde mit TRBV zum ersten Mal fiir ein Orbivirus gezeigt, dass es wie viele
andere Viren das Interferonsystem blockiert, indem es aktiv die Synthese von
Interferon-3 durch den wichtigen Transkriptionsfaktor IRF-3 hemmt. Diese
Inhibition findet wahrscheinlich wihrend der Translokation oder der Interaktion mit
CBP, bzw. der Bindung an den Promotor von IRF-3 statt. Interessanterweise ist das
Gen fiir den viralen IFN-Antagonisten auf Segment 9 des TRBV-Genoms lokalisiert,
welches neben VPG fir das ORF-Xa-Protein mit bisher unbekannter Funktion
kodiert. Da es sich bei VP6 um eine Helikase handelt, die vermutlich fir die
Virusreplikation notwendig ist, liegt ein Zusammenhang mit dem alternativen
Leserahmen ORF-X nahe. Diese ORF-X-Sequenz ist bislang bei sechs weiteren
Orbiviren nachgewiesen worden (Dilcher et al. 2012) und ldsst ahnliche

Eigenschaften auch bei diesen Viren vermuten.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung deutsch

Das Tribec-Virus (TRBV) ist ein in Europa weit verbreitetes, durch Zecken
Ubertragenes Orbivirus (Familie Reoviridae), welches moglicherweise beim Menschen
eine unspezifische, fieberhafte Erkrankung mit neurologischen Symptomen
verursacht (aseptische Meningoenzephalitis). Bei viralen Infektionen reagiert der
infizierte Organismus primir mit der Aktivierung seines Interferonsystems als
Bestandteil des angeborenen, unspezifischen Immunsystems, um die Erreger
abzuwehren. Eine mégliche Hemmung dieses antiviralen Interferonsystems ist ein
wichtiger Faktor fur die Effektivitit einer Infektion und damit wichtig fir das

Verstindnis der Pathogenitit des Virus.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Inhibition der Interferon-8-Induktion durch
TRBV gezeigt werden, welche durch Hemmung der IRF-3-Aktivierung durch ein auf

Segment 9 des viralen Genoms kodiertes Protein verursacht wird.

Damit wurde zum ersten Mal fir ein Orbivirus gezeigt, dass das TRBV, wie viele
andere Viren, das Interferonsystem blockiert, indem es aktiv die Synthese von
Interferon-B durch den wichtigen Transkriptionsfaktor IRF-3 hemmt. Da auf
Segment 9 des viralen Genoms neben VP6 (eine virale RNA-Helikase) mit ORF-Xa
ein weiteres Protein mit bisher unbekannter Funktion in einem alternativen
Leserahmen codiert wird, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um ein
akzessorisches Protein handelt, welches fur die Inhibition der Interferon-Induktion
verantwortlich ist. ORF-X-Sequenzen konnten bislang bei noch sechs weiteren

Orbiviren nachgewiesen werden.
Schlagworter:

Tribec-Virus (TRBV), Interferon (IFN), IRF-3, Orbivirus, ORF-X
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5.2 Zusammenfassung englisch

The Tribec virus (TRBV) is a tick-transmitted Orbivirus (family Reovzridae) which is
suspected to cause neurologic aseptic encephalitis in humans. The activation of the
interferon system is the first immune response in case of any viral infection. The
inhibition of this extremely powerful antiviral interferon (IFN) system is an
important factor for the efficiency of any viral infection. To know the means by
which viruses possibly inhibit the antiviral response is crucial in understanding viral

pathogenicity.

This work shows the existence of such an inhibition of the interferon-3-induction by
TRBYV, mediated by a viral protein encoded on segment 9 of the TRBV genome

which causes inhibition of IRF-3 activation.

Concerning orbiviruses it could be demonstrated for the first time that TRBV
circumvent the antiviral IFN system by active inhibition of IFN-B synthesis via
inhibition of IRF-3 activation. Segment 9 of the TRBV genome encodes two
proteins in overlapping open reading frames: VP6 (a viral RNA-Helicase) and ORF-
Xa, a protein of yet unknown function. It is tempting to speculate that ORF-Xa is an
accessory protein which acts as a viral inhibitor of interferon induction. ORF-X

sequences are present in the genomes of at least six other orbiviruses.

Keywords:

Tribec virus (TRBV), interferon (IFN), IRF-3, Orbivirus, ORF-X
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