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EINLEITUNG

Einleitung

1.1. Das West-Nil-Virus

Im September 2019 wurde zum ersten Mal eine in Deutschland durch Stechmiicken Ubertragene
West-Nil-Virus-Infektion eines Menschen nachgewiesen. Bereits 2018 und 2019 konnten
insbesondere im Osten Deutschlands infizierte Vogel und Pferde identifiziert werden
(Epidemiologisches Bulletin 40/2019, Robert-Koch-Institut). Die Verbreitung des West-Nil-Virus
(WNV), welches seinen Ursprung in Uganda hat, nahm in Folge von Globalisierung,
Klimaerwarmung und verstarktem Tourismus lber Jahrzehnte immer weiter zu (Kilpatrick 2011).
Die Ubertragung des West-Nil-Virus erfolgt zwischen Stechmiickenarten der Gattung Culex,
welche als Vektoren fungieren, und verschiedenen Vogelarten, welche die héchsten Virustiter
erreichen, und somit der Vermehrung des Virus dienen. Menschen und andere Saugetiere wie
Pferde oder Hunde sind nur Fehlwirte und kdnnen das Virus aufgrund der geringen Virustiter nicht
weiterverbreiten (Abb. 1, Brinton 2002, Kramer et al. 2008). Da die Verbreitung dieser Arboviren
stark von der Okologie des jeweiligen Vektors beeinflusst ist, ist das ubiquitdre Vorkommen von
Culex-Arten problematisch (Farajollahi et al. 2011). Verschiedene dieser Stechmickenarten sind
ebenso in Deutschland heimisch und potentiell Gibertragungsfahig. Insbesondere die Arten Culex
pipiens (Biotyp Culex pipiens pipiens) und Culex torrentium konnten in Versuchen von Leggewie et
al. (2016) effizient mit West-Nil-Virus infiziert werden, zeigten hohe Verbreitungsraten und stellen
somit potentielle West-Nil-Virus-Vektoren dar. In einem Review von Vogels et al. (2017) wird
ebenfalls die gemeine Stechmiicke (Culex pipiens) als Hauptvektor fiir WNV in Europa angesehen.
Eine weitere Stechmiickenart, welche eine starke und zunehmende weltweite Verbreitung
aufweist, ist die Asiatische Tigermicke (Aedes albopictus) (Kilpatrick 2011). A. albopictus ist die
erfolgreichste invasive Stechmiickenart in Europa und libertragt das Dengue-Virus (DENV), Zika-
Virus (ZIKV), und Chikungunya-Virus (CHIKV), kann aber auch mit WNV infiziert werden (Kraemer
et al. 2019, Akiner et al. 2019). Es wird zwar vermutet, dass aufgrund der bevorzugten Erndhrung
von menschlichen Blutmahlzeiten eine Verbreitung des WNV durch die Asiatische Tigermiicke
begrenzt ist (Vogels et al. 2017, Ponlawat und Harrington 2005, Munoz et al. 2011), jedoch wurde
ebenfalls beschrieben, dass die Vektorkompetenz von A. albopictus sehr dynamisch ist (Chen et
al. 2015). So war die Asiatische Tigermicke beispielsweise urspriinglich auch kein Hauptvektor des

CHIKV.
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Eine Mutation des CHIKV verbesserte die Transmissionseffizienz der Asiatischen Tigermiicke
deutlich und fihrte so zu CHIKV-Ausbrichen auf allen Inseln im indischen Ozean und den
umgebenden Landern (2005-2007), Zentral-Afrika (2006—2007) und Italien (2007) (Paupy et al.
2009).

Abbildung 1: Ubertragungszyklus des
West-Nil-Virus. Das Virus zirkuliert in

einem Hauptkreislauf zwischen
verschiedenen Stechmiicken- und
Vogelarten. Dabei fungieren die

Mosquitos als Vektoren in der
Verbreitung des Virus und Vogel
aufgrund der hohen Virustiter als Virus-
Reservoir. Menschen und Pferde sind
nur Fehlwirte und kénnen das Virus
nicht weiterverbreiten (Abb. aus Meyer
2016).

Reservoirwirt

Das West-Nil-Virus ist weitverbreitet in Afrika, Europa, Australien und Asien (Kramer et al. 2007).
Seit 1999 hat sich das Virus auch in der westlichen Hemisphare stark ausgebreitet, unter anderem
in den USA, Mexiko, Kanada, der Karibik und Teilen von Zentral- und Stidamerika (Abb. 2, Kramer
et al. 2007). In den USA wurde 1999 in New York eine Epidemie ausgel6st, welche durch schwere
neurologische Krankheitsverlaufe, insbesondere bei dlteren Menschen, gekennzeichnet war (Nash
et al. 2001). In Gebieten wo das Virus endemisch ist, treten aufgrund der héheren Immunitat der
Bevolkerung eher mildere Fiebererkrankungen auf. Symptome einer West-Nil-Virus-Infektion
reichen von einem asymptomatischen Verlauf Uber unspezifische Beschwerden wie
Kopfschmerzen, Fieber und Muskelschwéche bis hin zu schweren neuroinvasiven Krankheiten wie
Enzephalitis oder Meningoenzephalitis. Schwere neurologische Erkrankungen sind sehr selten,

haufiger treten keine Symptome oder Fieber auf (Brinton 2002).



EINLEITUNG

Abbildung 2: Globale Verbreitung
ausgewahlter Flaviviren. In den Weltkarten
sind Liander oder Gebiete dargestellt, in
denen Dengue-Virus (DENV, in Grin
markiert), Zika-Virus (ZIKV, in Orange
markiert) oder WNV (in Lila markiert)
Ubertragen wurden (markiert nach Wu et al.
2019, siehe Internetquelle im
Literaturverzeichnis).

1.2. Die Virus-Familie Flaviviridae

Das West-Nil-Virus ist der weltweit am starksten verbreitete Vertreter der Gattung Flavivirus
innerhalb der Familie der Flaviviridae (Abb. 2). Diese Familie umfasst behiillte (+)-Strang-RNA-
Viren und wird momentan in vier Gattungen unterteilt, welche mehr als 60 Spezies beinhalten. Zu
diesen Gattungen zahlen: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus und Pegivirus (Simmonds et al. 2017).
Die Flaviviren beinhalten einige humanpathologisch relevante Vertreter wie das Dengue-Virus
(DENV), Zika-Virus (ZIKV), Gelbfiebervirus (YFV) und das Japanische Enzephalitis-Virus (JEV). Die
Gattung wird des Weiteren nach Art des Vektors in durch Stechmiicken tbertragene Viren, durch
Zecken Ubertragene Viren, Ubertragung von Viren durch einen unbekannten Vektor und nicht-
klassifizierte Flaviviren unterteilt. Der GroRteil der Flaviviren wird durch Stechmiicken (ibertragen
(Lindenbach et al. 2007). Ein bekannter Vertreter einer durch Zecken hervorgerufenen Infektion

ist das Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus).

Auf Basis von Unterschieden in der Aminosdure-Sequenz der envelope-Proteine lasst sich das
West-Nil-Virus zusatzlich in Abstammungslinie | und Il unterteilen (Berthet et al. 1997). Dabei
konnen WNV-Isolate, welche schwere humane Krankheiten verursachen, der Abstammungslinie |
zugeordnet werden (Lanciotti et al. 2002). Pestiviren dagegen sind tierpathogen und infizieren
Schweine und Wiederkdauer wie Schafe, Rinder oder Ziegen und haben daher eine eher

okonomische Bedeutung.
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Wichtige Vertreter sind das Bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV) und das Virus der klassischen
Schweinepest (CSFV) (Tautz et al. 2015). Zur Gattung der Hepaciviren zahlt als bekanntester
Vertreter das humanpathogene Hepatitis-C-Virus (HCV), welches Hepatitis C, eine haufig
chronisch verlaufende Lebererkrankung, verursachen kann. Es kann zu schweren
Leberschadigungen wie Leberzirrhose oder Leberzellkarzinomen fiihren (Modi und Liang 2008).
Weitere Viren dieser Gattung sind weniger gut charakterisiert und infizieren Pferde, Nagetiere,
Fledermause, Kiihe und Primaten. Pegiviren sind mit einer Klassifizierung von 2011 die jlingste
Gattung der Flaviviridae (Stapleton et al. 2011) und verursachen persistente Infektionen in einer
grolRen Bandbreite von Sdugetieren, welche bisher allerdings nicht klar mit Krankheiten assoziiert

sind.

1.3. Aufbau des WNV-Genoms

Das West-Nil-Virus-Genom besteht aus einer ca. 11000 Nukleotide (Nt) langen einzelstréngigen
RNA mit positiver Polaritdt. Die RNA besitzt also die gleiche Polaritat wie eine mRNA und kann so
direkt translatiert werden. Der offene Leserahmen (ORF) wird von einer 5‘ nicht-translatierten
Region (UTR), welche eine Typ | cap-Struktur (m’GpppAmp) besitzt, und einer 3 nicht-
translatierten Region (UTR) ohne Poly(A)-Schwanz flankiert (Wengler und Wengler 1981). Die
5’UTR umfasst eine Ldnge von ca. 100 Nt und ist deutlich kirzer als die 3'UTR, welche ca. 650 Nt
lang ist. Der offene Leserahmen kodiert fiir ein Polyprotein, welches co- und posttranslational von
der viralen Serinprotease (NS2B-NS3) und verschiedenen zelluliren Proteasen in drei
Strukturproteine und sieben Nichtstrukturproteine prozessiert wird (Abb. 3). Die Strukturproteine
core (C), premembrane (prM) und envelope (E) sind an der Bildung von neuen Viruspartikeln
beteiligt. So ist die Hille des Virions aus den Transmembranproteinen premembrane und
envelope, eingebettet in einer Lipid-Doppelschicht, geformt. Das Nukleokapsid wird von mehreren
Kopien des core-Proteins und der genomischen RNA gebildet (Mukhopadhyay et al. 2003). Die
Nichtstrukturproteine NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5 sind wichtig fir die virale
Replikation, den Zusammenbau von Virionen und die Unterdriickung der Immunantwort des Wirts
(Lindenbach et al. 2007, Kramer et al. 2007). Insbesondere die Funktion von NS5, welche als RNA-
abhangige RNA-Polymerase die (-)-Strang-RNA-Synthese ausgehend von der genomischen RNA

initiiert, ist hier hervorzuheben (Lindenbach et al. 2007).
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1.4. Der Lebenszyklus des WNV

Die Virionen heften sich an eine Wirtszelle an und dringen (iber rezeptorvermittelte Endozytose
in die Zelle ein. Der niedrige pH-Wert der endosomalen Vesikel verursacht eine
Konformationsdanderung des Virions, welche eine Fusion der viralen Membran mit der
Wirtszellmembran und schlussendlich die Partikelfreisetzung induziert. Daraufhin wird das
einzelstrangige RNA-Genom im Zytoplasma von der zelluldaren Translationsmaschinerie zu einem
Polyprotein translatiert (Lindenbach et al. 2007). Die Replikation findet nachfolgend in
sogenannten Replikationskomplexen statt, welche aus viraler RNA, viralen Proteinen und
zellularen Wirtsfaktoren bestehen. Diese Replikationskomplexe werden in virus-induzierten,
zytoplasmatischen Membranstrukturen ausgebildet (Mackenzie et al. 1999, Mackenzie 2005). Im
Zusammenspiel mit weiteren viralen und zelluldren Proteinen initiiert die RNA-abhangige RNA-
Polymerase NS5 die (-)-Strang-RNA-Synthese. Im nachsten Schritt wiederum dient die (-)-Strang-
RNA als template fur die Generierung weiterer genomischer (+)-Strang-RNA (Brinton 2002). Das
Virus wird im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums assembliert. Die nicht-infektiosen,
unreifen Viruspartikel werden durch das Trans-Golgi-Netzwerk transportiert. Die Erzeugung reifer
Viruspartikel wird mit Spaltung des Vorlaufer-Proteins premembrane zu membrane durch die
Wirtsprotease Furin bewirkt (Stadler et al. 1997, Elshuber et al. 2003). Die infektidsen Viruspartikel

werden Uber Exozytose aus der Zelle freigesetzt (Mukhopadhyay et al. 2005).

1.5. Die Replikation des WNV

Das flavivirale Genom muss innerhalb eines Lebenszyklus verschiedene Konformationen
annehmen. Ein Gleichgewicht zwischen einer linearen und einer zirkuldren Form ist dabei
erforderlich, um verschiedene Prozesse wie die (-)- und (+)-Strang-RNA-Synthese, die
Enkapsidierung, sowie den Wechsel von Translation zu Replikation zu regulieren (Lindenbach et
al. 2007, Villordo et al. 2010, Fernandez-Sanles et al. 2017). Die terminalen Bereiche der 5‘- und
3‘UTR der flaviviralen RNA bilden hoch konservierte Sekundarstrukturelemente, welche eine
essentielle Funktion in der Translation und Replikation der viralen RNA haben (Lindenbach et al.
2007, Mazeaud et al. 2018). Diese Sekundarstrukturen wurden zumeist mit thermodynamischen
Modellen vorhergesagt (Rice et al. 1985, Brinton et al. 1986, Brinton und Dispoto 1988), konnten
aber unter anderem von Dong et al. (2008) mittels Experimenten mit RNase-Spaltung ebenso

experimentell nachgewiesen werden.
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Innerhalb dieser stem loop-Strukturen befinden sich Sequenzelemente, deren Interaktion fir die
Umstrukturierung des flaviviralen Genoms notwendig sind. Diese sogenannten
Zyklisierungselemente sind komplementar zueinander und kdénnen oftmals nur miteinander

hybridisieren, wenn die Sekundarstrukturen zuvor destabilisiert wurden.

1.5.1. Essentielle Zyklisierungselemente

In beiden UTRs befinden sich mehrere wichtige Zyklisierungselemente. Darunter die
einzelstrangigen 5- und 3‘CS (conserved sequence), deren Komplementaritat fur die flavivirale
Replikation essentiell ist (Hahn et al. 1987; Zhang et al. 2008). Ein weiteres wichtiges
komplementares Sequenzpaar ist die 5'- und 3‘UAR (upstream AUG region), welche sich innerhalb
des 5’ stem loop B (SLB) bzw. des hoch konservierten 3’ stem loops (SL) befinden (Abb. 3, Alvarez
et al. 2005b). Erst die Umstrukturierung dieser Sekundarstrukturen ermdoglicht die essentielle
Interaktion der komplementdren RNA-Sequenzen. Dabei wird nur der untere Teil des 3’SL
umstrukturiert, der obere Teil verbleibt in seiner Konformation (Dong et al. 2008, Filomatori et al.
2011, Davis et al. 2013). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bei der Basenpaarung beider
Zyklisierungselementpaare die Komplementaritat wichtiger ist als die RNA-Nukleotid-Sequenz per

se (Khromykh et al. 2001, Alvarez et al. 2008).

SL
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Genomorganisation und Zyklisierungsreaktion der
WNV-RNA. Im oberen Teil der Grafik ist die lineare Konformation des WNV-Genoms abgebildet.
Der offene Leserahmen (open reading frame, ORF) kodiert fir 3 Strukturproteine, welche hier
abgekiirzt sind als C= core, prM= premembrane, E= envelope und 7 Nichtstrukturproteine,
welche nummeriert sind als NS1-NS5. In den nicht-translatierten Regionen (UTR) sind die
konservierten Sekundarstrukturen schematisch dargestellt. In der 5’UTR befindet sich der SLA
(stem loop A) sowie die beiden kleineren Strukturen SLB (stem loop B) und cHP (coding region
hairpin element). In der 3’UTR ist der stark konservierte 3’SL (3 stem loop) zusammen mit dem
HP-3‘SL (hairpin-3‘SL) lokalisiert. Die fir die Replikation essentiellen Zyklisierungselemente
sind in verschiedenen Graustufen innerhalb des Genoms markiert. Dies beinhaltet UAR
(upstream AUG region), DAR1 und DAR2 (downstream AUG region) und CS (conserved sequence).
Das Startcodon AUG ist mit einem roten Stern innerhalb des 5’SLB markiert. Die Zyklisierung
des viralen Genoms wird durch die Interaktion der komplementaren Zyklisierungselemente
vermittelt. Diese konnen zum Teil erst miteinander hybridisieren, wenn zuvor die stem loop-
Strukturen umstrukturiert werden. Im unteren Teil der Grafik ist die zirkuldre Form des WNV-
Genoms dargestellt. Laut einem Modell von Filomatori et al. (2006) bindet die RNA-abhédngige
RNA-Polymerase NS5 den 5’SLA und wird infolge der Genomzyklisierung in rdumliche Ndhe des
3‘-Endes gebracht und kann dort die (-)-Strang-RNA-Synthese initiieren (modifiziert nach
Friedrich et al. 2014).

1.5.2. Der essentielle 3'SL und weitere stem loop-Strukturen der 3‘UTR

Die groRte strukturelle Gemeinsamkeit innerhalb des Genoms verschiedener Flaviviren bildet der
zuvor erwahnte 3’SL (Lindenbach et al. 2007). Insbesondere die GroRRe und die Form dieser stem
loop-Struktur ist zwischen verschiedenen Vertretern der Flaviviren wie WNV, YFV und JEV stark
konserviert und implizierte schon friih eine wichtige Rolle in der viralen Replikation (Brinton et al.
1986). Innerhalb des 3’SL konnten mit Hilfe von Mutationsanalysen wichtige virus- und
wirtsspezifische funktionelle Regionen identifiziert werden. So kann der 3’SL mit verschiedenen
Proteinen mit funktioneller Bedeutung interagieren, unter anderem mit den viralen Proteinen NS3
und NS5 (Chen et al. 1997, Cui et al. 1998). Mehrere Struktur-Funktionsanalysen des 3‘SL
verschiedener Flaviviren konnten die essentielle Bedeutung dieser Sekundarstruktur fiir die virale
Replikation nachweisen (Men et al. 1996, Zeng et al. 1998, Yu und Markoff 2005, Tilgner et al.
2005). Davis et al. (2013) vermuteten, dass ein metastabiles Element innerhalb des unteren Teils
des 3’SL am Strukturwechsel beteiligt ist. Dieses metastabile Element besteht aus zwei
konservierten Basenpaaren, flankiert von zwei Basenfehlpaarungen, welche zwei bulges formen
und ist vermutlich wichtig fiir die bendtigte Flexibilitdt des 3‘SL, um das 3’-Ende infolge der
Zyklisierungsreaktion umzugestalten (Davis et al. 2013). Der RNA-Zyklisierungsprozess ist eine
Voraussetzung fiir die Initiation der viralen Replikation (Alvarez et al. 2005a) und reguliert

vermutlich ebenso die virale Translation (Sanford et al. 2019).
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So konnten diese Autoren zeigen, dass die zirkuldare RNA-Form des ZIKV und DENV die de novo

Initiation der viralen Translation inhibiert.

1.5.3. Essentielle stem loop-Strukturen der 5‘'UTR

Auch in der 5’UTR befinden sich wichtige, konservierte stem loop-Strukturen, unter anderem der
sogenannte 5'SLA. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass Deletionen innerhalb
des 5’SLA letal fur die flavivirale Replikation sind (Cahour et al. 1995). Diese Sekundarstruktur wird
spezifisch von der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5 gebunden (Dong et al. 2008) und
fungiert laut einem Replikationsmodell von Filomatori et al. (2006) vermutlich als Promoter in der
Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese. In diesem Modell erkennt NS5 spezifisch den 5’SLA der
viralen RNA, woraufhin tber die bereits erlauterten komplementaren RNA-RNA-Interaktionen der
gebildete 5‘SLA-NS5-Komplex und das 3’-Ende in rdumliche Ndhe gebracht werden, um die RNA-
Synthese zu ermoglichen (Abb. 3, Filomatori et al. 2006).

Eine weitere wichtige kleinere Sekundarstruktur in der 5’UTR ist der stem loop SLB. Innerhalb des
SLB befindet sich das Startcodon (AUG) fiir die Initiation der Translation des Polyproteins, die
bereits erwdhnte essentielle Sequenz 5’'UAR und eine weitere Zyklisierungssequenz 5'DAR1. Die
komplementdren DAR-Sequenzen (downstream AUG region) sind ebenfalls wichtige
Zyklisierungssequenzpaare. Im WNV-Genom existieren jeweils zwei dieser Sequenzpaarungen in
der 5‘- und 3‘UTR. Das zu 5'DAR1 komplementéare Basenpaar 3‘DAR1 befindet sich innerhalb des
HP-3‘SL. 3‘DAR2 ist im unteren Teil des HP-3‘SL angeordnet, die einzelstrangige 5‘DAR2-Sequenz
ist zwischen dem 5’SLB und dem cHP stem loop (capsid-coding region hairpin element) lokalisiert

(Abb. 3, Friebe und Harris 2010, Friebe et al. 2011, Mazeaud et al. 2018).

1.6. Am Lebenszyklus von Flaviviren beteiligte Wirtsfaktoren

Angesichts der geringen GenomgroRe und der damit einhergehenden geringen Anzahl Gene, die
Viren tragen kdnnen, sind diese in verschiedenen Phasen ihres viralen Lebenszyklus abhangig von
einer Vielzahl von Wirtsfaktoren. Diese Prozesse umfassen unter anderen die Anheftung des
Virions an die Wirtszelle, den Eintritt des Virus in die Zelle, die virale Translation, die virale
Replikation und den Zusammenbau sowie die Freisetzung der Viruspartikel (Ahlquist et al. 2003).
Insbesondere Wirtsfaktoren, welche im Verlauf der flaviviralen Replikation beteiligt sind, sollen im
Folgenden naher betrachtet werden. Zu den bisher identifizierten Wirtsfaktoren des WNV gehort

unter anderem der Translationselongationsfaktor eEF1A (Blackwell und Brinton 1997).
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Dieser bindet an drei verschiedenen Bindestellen innerhalb des 3’SL, welche alle funktionell
relevant sind. Es wird vermutet, dass eEF1A an der Initiation der (-)-Strang-RNA-Synthese Uber
Interaktion mit der viralen RNA sowie Interaktion mit Proteinen des Replikationskomplexes,
darunter NS3 und NS5, beteiligt ist (Davis et al. 2007, Li et al. 2013). Weitere Wirtsfaktoren des
WNV sind die stress granules-assoziierten Proteine TIA-1 (T-cell restricted intracellular antigen-1)
und TIAR (TIA-1 related), welche spezifisch an den 3’SL der (-)-Strang-RNA binden (Li et al. 2002).
Es wird vermutet, dass durch Interaktion der Proteine mit viraler Doppelstrang-RNA und Proteinen
des Replikationskomplexes die genomische RNA-Synthese erleichtert wird. Zusatzlich soll TIAR die
Generierung von stress granules herunterregulieren, um so das Abschalten der zelluldren
Translation zu verhindern (Emara und Brinton 2007). Die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase
Cyclophilin A konnte von Qing et al. (2009) als Wirtsfaktor des WNV identifiziert werden. Das
Protein unterstiitzt die virale Replikation und kdnnte Teil des Replikationskomplexes sein. Dabei
ist die Isomerase-Aktivitdt des Proteins essentiell fir die Wirtsfaktorfunktion (Qing et al. 2009).
Weitere flavivirale Wirtsfaktoren sind das La Protein, welches innerhalb der 3‘- und 5’UTR des JEV
bindet und so die Zyklisierungsreaktion der viralen RNA unterstiitzen kénnte (Vashist et al. 2009,
Vashist et al. 2011), sowie das poly(A) binding protein (PABP), welches die 3‘UTR des DENV bindet
und trotz Fehlens eines Poly(A)-Schwanzes der RNA an der viralen Translation beteiligt ist (Polacek
et al. 2009). Das cold shock domain-containing protein E1 (CSDE1) ist vermutlich an der viralen
Replikation oder Translation von DENV beteiligt (Sessions et al. 2009, Phillips et al. 2016).
Interessanterweise wirken PABP C und CSDE1 zusammen an der Regulation der Translation oder
Stabilitat von zellularen mRNAs (Chang et al. 2004). So ist vorstellbar, dass diese beiden Proteine
auch gemeinsam an der viralen Replikation oder Translation von DENV beteiligt sind (Phillips et al.
2016). Fur das polypyrimidine tract-binding protein (PTB) konnte die Translokation vom Nukleus
zum Zytoplasma wahrend einer DENV-Infektion nachgewiesen werden. Des Weiteren bindet das
Protein in der 3’SL Region des DENV und die Deletion von ptb flhrte zu einer verminderten DENV-
Replikation (Agis-Juarez et al. 2009, Anwar et al. 2009). Bhullar et al. (2014) konnten fiir PTB aber
ebenso eine antivirale Funktion wahrend der JEV-Infektion identifizieren. Dabei bindet das Protein
das virale (-)-Strang-RNA-Intermediat am 3’-Ende, konkurriert mit der Bindung von NS5 und
hemmt so die RNA-Synthese (Bhullar et al. 2014). Das neurale RNA-Bindeprotein Musashi-1
konnte von Chavali et al. (2017) als Wirtsfaktor des ZIKV identifiziert werden. Das Protein
interagiert mit der 3’UTR des ZIKV-Genoms und ermoglicht dessen virale Replikation. Des
Weiteren wird vermutet, dass eine erhdhte Musashi-1-Synthese in neuralen Vorlauferzellen ZIKV-

induzierte Schaden in fétalen Gehirnen beglinstigt.
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Ein weiterer flaviviraler Wirtsfaktor ist das heterogeneous ribonucleoprotein C1/C2 (hnRNP
C1/C2), dessen Depletion die virale Replikation des DENV sowie die virale Protein-Synthese und
darauffolgend auch die Produktion von infektiosem DENV in humanen Zellen beeintrachtigt
(Dechtawewat et al. 2015, Phillips et al. 2016).

Bei den meisten der hier aufgezahlten Wirtsfaktoren ist der molekulare Mechanismus, Uber
welchen die virale Replikation oder Translation unterstiitzt wird, noch nicht bekannt. Im
Gegensatz dazu wurde die Wirtsfaktorfunktion des humanen RNA-Bindeproteins AU-rich element
RNA-binding protein 1 (AUF1), auch heterogeneous ribonucleoprotein D (hnRNPD) genannt, in den
letzten Jahren intensiv charakterisiert und analysiert. Die Isoform AUF1p45 konnte von Friedrich

et al. (2014) und (2018) als wichtiger Wirtsfaktor des WNV, DENV und ZIKV identifiziert werden.

1.7. AUF1 - eine multifunktionale Proteinfamilie

Die AUF1-Proteine binden AU-rich elements (AREs) in der 3’"UTR verschiedener mRNAs mit hoher
Affinitat. Dabei sind die Proteine generell mit dem Abbau von Ziel-mRNAs verbunden, kdnnen aber
auch einen stabilisierenden Effekt auf bestimmte RNAs haben sowie die Translation von anderen
MRNAs regulieren (Gratacos und Brewer 2010, Yoon et al. 2014). In PAR-CLIP-Analysen
(photoactivatable ribonucleoside-enhanced-cross-linking and immunoprecipitation) konnte
ebenso eine starke Praferenz der AUF1-Proteine fiir die Bindung von U-/GU-reichen Sequenzen in
MRNAs und nicht kodierenden RNAs identifiziert werden (Yoon et al. 2014). Die zelluldren
Funktionen der AUF1-Proteine sind sehr vielfaltig und beinhalten unter anderem eine Beteiligung
im Zellwachstum, in der Zellseneszenz, in der Immun- und Stressantwort und beim SpleilRen
(Gratacos und Brewer 2010, Pont et al. 2012, White et al. 2013, Gueroussov et al. 2017). Kirzlich
konnten weitere Funktionen fir die Proteine identifiziert werden. So soll AUF1 zusammen mit dem
Argonautenprotein 2 (AGO2) den Abbau von bestimmten mRNAs koregulieren (Wu et al. 2013).
AGO?2 ist eine katalytische Untereinheit des sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC)
und bindet unter anderem microRNAs (miRNA). Dieser Komplex aus miRNA und AGO?2 leitet den
RISC zu einer Ziel mRNA, welche daraufhin abgebaut wird (Bartel 2004). Yoon et al. (2015) konnten
spezifisch fiir die let-7b miRNA zeigen, dass AUF1 den Einbau dieser miRNA in den AGO2-Komplex

verstarkt und so den AGO2-let-7b-vermittelten mRNA-Abbau unterstiitzt.

Von AUF1 existieren insgesamt 4 Isoformen — p37, p40, p42 und p45 —, welche durch alternatives
SpleiBen der Exons 2 und 7 des pra-mRNA-Transkripts generiert werden (Wagner et al. 1998). So
besitzt die groRte Isoform AUF1p45 beide Exon-kodierte Regionen, AUF1p37 als kleinste Isoform

fehlen diese.
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AUF1p40 weist die Exon 2-kodierte Region und AUFp42 die Exon 7-kodierte Region auf. Alle
Isoformen besitzen zwei nicht identische RNA recognition motifs (RRM), welche nebeneinander
angeordnet sind und eine Arginin-Glycin-reiche Region (RGG/RG-Motiv) innerhalb der C-
terminalen Region (Abb. 4). Die Isoformen AUF1p42 und AUF1p45 haben zusatzlich eine Tyrosin-
Glycin-reiche Region (YGG-Motiv), kodiert von Exon 7. Die AUF1-Proteine konnen im Zellkern und
im Zytoplasma lokalisiert sein, wobei AUF1p45 und AUF1p42 eher im Zellkern angereichert sind
und AUF1p37 und AUF1p40 gleichmaRig innerhalb der Zelle verteilt sind (Arao et al. 2000, Wilson
et al. 2003b, White et al. 2017). Die Isoformen zeigen auflerdem Unterschiede in den RNA-
Bindungsaffinitaten, bei der Ziel-RNA-Praferenz, bei der Oligomerisierung, bei posttranslationalen

Modifikationen und im Einfluss auf lokale RNA-Strukturen (White et al. 2017).

So konnte nur fir die Isoform AUF1p45 ein stimulatorischer Effekt auf die WNV (-)-Strang-RNA-
Synthese in einem in vitro RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assay (RdRp) nachgewiesen werden

(Friedrich et al. 2014).

1.8. AUF1p45 als flaviviraler Wirtsfaktor

AUF1p45 besitzt zwei  RNA-Umstrukturierungsaktivititen, welche die flavivirale
Genomzyklisierung und somit die Replikation unterstiitzen. Im ersten Schritt wird mit einer RNA-
Chaperon-Aktivitat der 3’SL sowie der 5'SLB destabilisiert und so die Interaktion der nun
einzelstrangigen komplementaren UAR-Sequenzen ermoglicht (Friedrich et al. 2014, Friedrich et
al. 2018). Im Gegensatz dazu destabilisiert AUF1p45 nicht die Struktur des 5’SLA (Friedrich et al.
2018), welcher vermutlich als Promoter der RNA-abhdngigen RNA-Polymerase NS5 fungiert
(Filomatori et al. 2006). Dies fiihrt zu der Vermutung, dass AUF1p45 gezielt flavivirale Motive,
welche im Zyklisierungsprozess involviert sind, umstrukturiert. Im Allgemeinen sind RNA-
Chaperone Proteine, welche die Fehlfaltung von RNAs verhindern oder die Sekundarstrukturen
von RNAs, welche sich in einer nicht-funktionalen Konformation befinden, wieder auflosen. Der

Prozess findet dabei ohne ATP-Verbrauch statt und ist nur transient (Rajkowitsch et al. 2007).

Der zweite Schritt beinhaltet eine RNA-annealing-Aktivitat, welche die Hybridisierung der
komplementaren Zyklisierungssequenzen beschleunigt (Friedrich et al. 2016). Proteine mit einer
RNA-annealing-Aktivitat beschleunigen die Hybridisierung von komplementaren RNA-Sequenzen
unter anderem mittels eines Prozesses namens molecular crowding. Dabei wird die lokale RNA-
Konzentration erhdht und somit auch die Wahrscheinlichkeit des RNA-annealing (Rajkowitsch et
al. 2007). Basierend auf den zuvor genannten Ergebnissen stellten Friedrich et al. (2018) ein

Modell flr die Wirtsfaktorfunktion von AUF1p45 auf.
11



EINLEITUNG

So soll ein Zusammenspiel aus AUF1p45 und der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5
die Umstrukturierung des flaviviralen Genoms induzieren. Diese Umstrukturierung unterstiitzt
wiederum die Zyklisierung und ermdglicht anschlieBend die Initilerung der (-)-Strang-RNA-
Synthese. Dabei soll AUF1p45 den RNA-Strukturwechsel auslésen, welcher NS5 vom 5‘SLA an das
3’-Ende der RNA dirigiert (Friedrich et al. 2018).

Die Funktionen der AUF1-Proteine koénnen durch posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder Methylierung reguliert werden. So konnten Friedrich et
al. (2016) mittels massenspektrometrischer Analyse zeigen, dass 5 Arginine im RGG/RG-Motiv von
AUF1p45 in humanen Zellen dimethyliert vorliegen (Abb. 4). Die Methylierung fiihrte zu einer
starken Erhéhung der Affinitdt des Proteins zur WNV-RNA sowie zu einer Verstarkung der RNA-
Chaperon-Aktivitat. Die RNA-annealing-Aktivitat war von der Modifikation nicht beeinflusst. Die
Bedeutung des RGG/RG-Motivs und der RRM-Domanen wurde von Meyer et al. (2019) mit Hilfe
einer umfangreichen Mutagenese-Studie analysiert. Dabei wurden die Arginine innerhalb des
RGG/RG-Motivs und konservierte Phenylalanine innerhalb der RRM-Domanen, welche wichtig fir
die RNA-Bindung sein sollen (Katahira et al. 2001, Enokizono et al. 2005), zumeist gegen Alanine
substituiert (Abb. 4). Die Studie konnte die essentielle Bedeutung der exponierten Phenylalanine
der RRM-Domanen fir die RNA-Bindung des Proteins bestdtigen, da die Substitution der
Phenylalanine zu einem dramatischen Verlust der RNA-Bindung fiihrte. So tragen die RRM-
Domanen hauptsachlich Gber die RNA-Bindung zu den RNA-Umstrukturierungsaktivitaten des
Proteins bei. Das RGG/RG-Motiv wiederrum ist ausschlaggebend an der RNA-Chaperon-Aktivitat
und RNA-annealing-Aktivitat beteiligt (Meyer et al. 2019).

R,;,GGFAGR,;5AR,5,GR,5,GG

. RRM1 | RRM2 |
11

F 100 F 142 I:185

FL;, R345GG
l Exon 2-kodierte Sequenz

|:| Exon 7-kodierte Sequenz

B RGG/RG-Motiv

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domdnenstruktur von AUF1p45. Die RRM-
Domanen und die Isoform-spezifischen Sequenzen, welche von Exon 2 und Exon 7 kodiert
werden, sind hervorgehoben. Das RGG-Motiv in der C-terminalen Region ist markiert. Die
hervorgehobenen Arginine der Positionen 272, 278, 280, 282 und 345 wurden mittels
massenspektrometrischer Analyse als dimethyliert identifiziert (Friedrich et al. 2016). Die
konservierten und exponierten Phenylalanine der RRM-Doménen sind ebenfalls dargestellt
(modifiziert nach Friedrich et al. 2016).
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1.9. AUF1-homologe Mosquito-Proteine

Da Flaviviren zwischen Vertebraten und Insekten zirkulieren, ist es naheliegend, dass
Wirtsfaktoren zwischen den Spezies konserviert sind. Die bisher erwdhnten Wirtsfaktoren wurden
jedoch grofitenteils im Saugetiersystem identifiziert und bislang ist wenig Gber Wirtsfaktoren im
Vektor Stechmicke bekannt. Dabei konnte die Identifizierung von Wirtsfaktoren in dem viralen
Vektor neue Einblicke in viruseigene Vermehrungs- und Anpassungsstrategien liefern.

So wurde eine BLAST-Suche fiir Sequenz-Ubereinstimmungen von AUF1p45 zu A. albopictus-
Aminosaduresequenzen durchgefiihrt, um Proteine zu identifizieren, welche moglicherweise eine
dhnliche Funktion aufweisen. Hierbei konnten zwei Proteine mit homologen Sequenzen
identifiziert werden, welche nach ihrem errechneten Molekulargewicht Squid-p32 und Squid-p30
genannt wurden. Diese zeigen eine hohe Homologie zu den RRM-Doménen (Abb. 5). Des Weiteren
besitzen die Proteine ebenfalls ein RGG/RG-Motiv und ein YGG-Motiv. Abgesehen von einem Exon
5-kodierten-Bereich, welcher bei Squid-p30 aufgrund einer alternativen Selektion der 3‘-
Spleillstelle um 20 Aminosauren kirzer ist als bei Squid-p32, sind die Mosquito-Proteine nahezu

identisch. Diese zusatzlichen 20 Aminos&uren verlangern das YGG-Motiv (Abb. 5).
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AUF1p45 MSEEQFGGDGAAAAATAAVGGSAGEQEGAMVAATQGAAAAAGSGAGTGGGTASGGTEGGS 60
Squid-p32 mm oo M 1
Squid-p30 = mmm oo M 1
RNP-2
AUF1p45 AESEGAKIDASKNEEDEGHSNSSPRHSEAATAQREEWKMEFIGGLSWDTTKKDLKDYFSKE 120
Squid-p32 A-DQDQEMNGN-GQESQDQONGGDONGAEGSNVRDDDRKLEVGGLSWETSDKELKEHFGQY 59
Squid-p30 A- DQDQEMNGN GQESQDQONGGDQONGAEGSNVRDDDRKLEVGGLSWETSDKELKEHFGQY 59
o - S A o R o R S S
RNP-1
AUF1p45 GEVVDCTLKLDPITGRSRGFGEVLEKESESVDKVMDQKEHKLNGKVIDPKRAKAMKTKEP 180
Squid-p32 GEIESINVKTDPNTGRSRGEFAFIVYKSADSIDKVVAAGDHVINNKKVDPKKAKA-———— R 114
Squid-p30 GEIESINVKTDPNTGRSRGEFAFIVYKSADSIDKVVAAGDHVINNKKVDPKKAKA-———— R 114
**: . .:* * % *******.*:::*.::*:***: :* :*'* :***:***
RNP-2 RNP-1
AUF1p45 VKKIFVGGLSPDTPEEKIREYFGGFGEVESIELPMDNKTNKRRGECEITEKEEEPVKKIM 240
Squid-p32 HGKIFVGGLTTEISDEEIKTFFGQFGNIVEVEMPFDKQKNQRKGECEFITEDSEQVVNELL 174
Squid-p30 HGKIFVGGLTTEISDEEIKTFFGQFGNIVEVEMPFDKQKNQRKGEFCEFITEDSEQVVNELL 174
*‘k*‘k*‘k*: H :‘k:‘k: :‘k* *‘k:: .:*:*:*::'*:*:*******'.*: ‘k::::
AUF1p45 EKKYHNVGLSKCEIKVAMSKE-QYQQQQQOWGSRGGFAGRARG----RGGGPSQONWNQGYS 295
Squid-p32 KTPKQTISGKEVDVKKATPKPDNMHMGGPMGGRGGMRGPPRGGMRGGRGGPG--GPKGYG 232
Squid-p30 KTPKQTISGKEVDVKKATPKPDNMHMGGPMGGRGGMRGPPRGGMRGGRGGPG——GPKGYG 232
. * * * . . * * % * * * % * % * * *
AUF1p45 NYWNQGYGNYGYNSQGYGGYGGYDYTGYNN---Y——-——— YGYGDYSNQQSGYGKVSRRGG 347
Squid-p32 QGWGNQ---GGYGGGGYGNQGGYGYGDYYGDWAGWGYNGYDYSHYGAGGGGYQGGKQRGG 289
Squid-p30 QGWGNQ---GGYGGGGYGNQGGYGY———————————————————— GAGGGGYQGGKQRGG 269
. *.: *‘k'. ***- ***.* . '** ':***
AUF1p45 H----QNSYKPY 355
Squid-p32 GGGNRQPRHTPY 301
Squid-p30 GGGNRQPRHTPY 281

* . kK

Abbildung 5: AUF1-homologe Mosquito-Proteine Squid-p32 und Squid-p30 besitzen ebenso
ein RGG/RG- und YGG-Motiv und zeigen Sequenz-Ubereinstimmungen besonders in den RRM-
Domanen. Dargestellt ist ein Vergleich der Aminosduresequenzen von AUF1p45, Squid-p32
und Squid-p30. Die zwei ribonucleoprotein motifs RNP-1 und RNP-2 sind in Griin und in Orange
hervorgehoben und die RRM-Doménen sind unterstrichen. Das RGG/RG-Motiv ist in Blau und
das YGG-Motiv in Beige markiert. Die 20 Aminosauren, die bei Squid-p30 aufgrund der
alternativen Selektion der 3’SpleiRstelle in Exon 5 fehlen, sind in Rot hervorgehoben. Das
alignment wurde mit dem Programm Clustal Omega erstellt. Der Stern steht fir identische
Aminosduren, der Doppelpunkt bedeutet hohe Ahnlichkeit der chemischen Eigenschaften der
Aminosduren und ein einzelner Punkt steht fiir geringe Ahnlichkeit der chemischen
Eigenschaften der Aminoséauren.

Weitere Recherchen zeigten, dass es sich bei diesen Proteinen um Homologe der gut
charakterisierten Squid-Proteine aus Drosophila melanogaster handelt. Squid-S, Squid-A und
Squid-B werden durch alternatives SpleiRen generiert und besitzen unterschiedliche Funktionen.
Squid-S ist primar an der Lokalisierung von gurken (grk) mRNA beteiligt und Squid-A fungiert in
der Akkumulation von Gurken-Protein. Im Zusammenspiel sind Squid-S und Squid-A essentiell flir
die Ausbildung der dorsoventralen Achse wahrend der Oogenese, indem sie die Lokalisierung und
Translation von grk-mRNA regulieren. Squid-B hingegen hat eine somatische Bedeutung (Norvell

et al. 1999).
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1.10. Zielstellung

Als Grundlage fiir diese Arbeit diente das Protein AUF1p45, welches von Friedrich et al. (2014) und
(2018) als flaviviraler Wirtsfaktor im humanen System identifiziert werden konnte. Da aufgrund
des Transmissionszyklus des WNV naheliegend ist, dass Wirtsfaktoren zwischen den involvierten
Spezies konserviert sind, war es von Interesse auch mogliche Wirtsfaktoren in der Stechmiicke
nachzuweisen. So konnten mit Hilfe einer BLAST-Suche mit Sequenz-Ubereinstimmungen zu
AUF1p45in A. albopictus zwei homologe Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 identifiziert
werden. Ziel der Arbeit war es, den Einfluss dieser AUF1-homologen Mosquito-Proteine auf die
WNV-Replikation zu untersuchen. Dafiir sollte ein knockdown der Squid-RNA bzw. ein knockout
des Squid-Gens in Mosquitozellen etabliert werden, um den Einfluss der Proteine auf die WNV-
Replikation zu untersuchen. Des Weiteren sollten die Squid-Proteine in bereits etablierten in vitro
Analysen auf ihre RNA-Bindung, RNA-Chaperon-Aktivitdt und RNA-annealing-Aktivitdt getestet
werden und mit AUF1p45 verglichen werden. Ebenso sollten molekulare Determinanten fiir die
RNA-Umstrukturierungsaktivitaten der Proteine identifiziert werden. Dabei stand das YGG-Motiv
im Fokus. Dies sollte neue Erkenntnisse zu molekularen Mechanismen liefern wie RNA-

Bindeproteine RNA-Strukturen umgestalten.
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Il.  Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Puffer und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien, soweit nicht anders angegeben,
wurden von den Firmen Carl Roth, Becton Dickinson, AppliChem, Merck, Thermo Fisher Scientific,
Sigma-Aldrich, Serva, Th. Geyer und Diagonal genutzt. Die Herkunft kommerziell erhaltlicher
Enzyme ist an den jeweiligen Textstellen angegeben. Es wurden die vom Hersteller mitgelieferten
Puffer verwendet. Fir alle Zentrifugationsschritte, soweit nicht anders angegeben, wurde die

Tischzentrifuge von Hettich Mikro 200 (Winkelrotor fur 24 x 1.5 / 2 ml) verwendet.
2.2. Bakterienstimme und Plasmide

Bakterienstimme und Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.

Tabelle 1: Bakterienstdmme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft
Escherichia

coli

BL21- E. coli B F, ompT, hsdS(rsmg’), Thermo Fisher
CodonPlus® dcm*, Tet', gal A(DE3) endA, Hte Scientific

(DE3)-RP [argU prolL Cam']

DH5a F $80/acZAM15, A(lacZYA-argF),  Prof. Dr. Ralf Bernd

U169, recAl, endAl, hsdR17(ry, Klosgen
mi*), phoA, supE44, thi-1, gyrA96,

relA1 N
One F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), Thermo Fisher
Shot®TOP10 $80/acZAM15, AlacX74, recAl, Scientific

araD139, A(araleu)7697, galU,
galk, rpsL (StrR), endAl, nupG

PGEM®T Easy amp', Klonierung von PCR- Promega
Produkten
pPETSUMOadapt kan'’, Expressionsvektor, Derivat Dr. Eva Bosse-
Doenecke
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pETSUMO_p30

kan’, cDNA kodierend fiir Squid-
p30 in pETSUMOadapt,
Expressionsvektor

Dr. Susann Friedrich

pETSUMO_p32

kan", cDNA kodierend fiir Squid-
p32 in pETSUMOadapt,
Expressionsvektor

Dr. Susann Friedrich

PETSUMO_p32wa61a

kan", cDNA kodierend fiir Squid-
p32wae1a in pPETSUMOadapt,
Expressionsvektor, Derivat

diese Arbeit

PETSUMO_p32waeaa

kan", cDNA kodierend fiir Squid-
pP32w2e4a in pETSUMOadapt,
Expressionsvektor, Derivat

diese Arbeit

PETSUMO_p32w261,264

A

kan", cDNA kodierend fiir Squid-
P32w261,2644 iN pETSUMOadapt,
Expressionsvektor, Derivat

diese Arbeit

pAC-sgRNA-Cas9

amp', Expression von sgRNA und
Cas9 in Mosquitozellen,

Ji-Long Liu, Addgene
plasmid # 49330

CRISPR/Cas9

pAC-sgRNA2-Cas9 amp’, sgRNA2 in diese Arbeit
Expressionsvektor

pAC-sgRNA3-Cas9 amp', sgRNA3 in diese Arbeit
Expressionsvektor

pAC-sgRNA4-Cas9 amp', sgRNA4 in diese Arbeit
Expressionsvektor

pAC-sgRNA5-Cas9 amp’, sgRNAS in diese Arbeit
Expressionsvektor

pAC-sgRNA6-Cas9 amp', sgRNAG6 in diese Arbeit
Expressionsvektor

pAC-sgRNA7-Cas9 amp', sgRNA7 in diese Arbeit

Expressionsvektor

pSinRep5_p30

amp", cDNA kodierend fiir Squid-
p30 in pSinRep5; FLAG-tag
Sequenz upstream,
Expressionsvektor

Dr. Susann Friedrich

pSinRep5_p32

amp', cDNA kodierend fiir Squid-
p32 in pSinRep5; FLAG-tag
Sequenz upstream,
Expressionsvektor

Dr. Susann Friedrich
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PWNVRIucHDVr WNYV Replikon (Stamm NY 2000 Dr. Susann Friedrich
crow3356) Derivat, mit Hepatitis-
Delta-Ribozym und Renilla-
Luziferase-Sequenz

2.3. Kultivierungsbedingungen fiir prokaryotische Zellen

2.3.1. Nahrmedium und Zusatze

Das Komplexmedium nach Sambrook et al. (1989) diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.

Zusammensetzung wie folgt:

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton
5g Hefeextrakt
10g Natriumchlorid

ad 1| H,Opigest

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

Antibiotika:

Die Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen erfolgte nach Ausubel et al. (1993). Die
Stammldsungen wurden bei -20°C aufbewahrt und den sterilen Medien in einer 1:1000

Verdilinnung zugesetzt.

Tabelle 2: Antibiotika-Stammldsungen und Endkonzentration im Medium

Antibiotika Stammlosung Endkonzentration in Medium

Ampicillin 100 g/1 in H,Opidest 100 mg/I

Kanamycin 50 g/l in H2Opidest 50 mg/I
Chloramphenicol 20 g/l in 100 % Ethanol 20 mg/I

2.3.2. Anzucht und Zellernte

Die Anzucht der verwendeten E. coli-Stamme erfolgte in sterilem LB-Medium mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum (Tabelle 2). Fiir die Flissigkulturen wurden sterile Reagenzglaser und
Erlenmeyerkolben verwendet, welche bei 37°C (Brutschrank) auf einem Rotationsschiittler (GFL-
3005, Hilab) oder auf einem Universalschittler (SM30, Edmund Bihler GmbH) bei 150 rpm
angezogen wurden. Dabei wurde ein maximales Volumenverhaltnis von Medium zu Gefafd von 1:5

eingehalten.
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Das Wachstum der Zellen wurde (iber Messung der optischen Dichte bei 600 nm Wellenlange
(ODegoo) an einem Spektrophotometer (BioPhotometer, Eppendorf) bestimmt. Als Kontrolle diente
dabei unbeimpftes Medium. Die Zellen wurden in einer Hettich-Zentrifuge Mikro 200 (Winkelrotor
fir 24 x 1.5 / 2 ml, Hettich) oder in der Hettich-Zentrifuge Rotina 380R (Winkelrotor fiir 6 x 50 ml,

Hettich) geerntet. Beimpfte Agar-Platten wurden aerob bei 37°C Giber Nacht inkubiert.
2.4. Kultivierung und Transfektion von Mosquitozellen

2.4.1. Kultivierung von C6/36-Zellen

Die erste kontinuierliche Mosquitozelllinie ATC15 wurde 1967 von Singh aus ganzen Aedes
albopictus Larven generiert. Aus dieser Zelllinie isolierte Igarashi (1978) mehrere Einzelzellklone.
Ziel war es eine moglichst virusanfallige Zelllinie zu generieren, die der Virusvermehrung dienen
konnte. Klon 6 zeigte bei Infektion mit DENV und CHIKV den hdchsten Virustiter. Daraufhin wurde
Klon 6 der Zelllinie ATC15 subkloniert, der Klon C6/36 wurde naher charakterisiert und wird bis
heute als Mosquitozelllinie genutzt.

Die Mosquitozellen wurden zweimal wochentlich auf 10 cm Zellkulturschalen passagiert. Als
Anzuchtmedium diente MEM (1 x) (Minimum Essential Medium, Thermo Fisher Scientific) mit 100
U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin, 1 x NEAA (Non-Essential Amino Acid, Thermo Fisher
Scientific), 1 mM Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific), 10 mM HEPES pH 7.4 und 10 %
fotalem Kéalberserum (FCS, PAN-Biotech). Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und mit
frischem Medium durch kraftiges Auf- und Abpipettieren von der Oberflache der Zellkulturschale
gelost und in eine neue Zellkulturschale Gberfiihrt. Die Zelllinie wurde bei 28°C, 5 % CO; und 90 %

Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.4.2. Kultivierung von U4.4-Zellen

Diese Zelllinie wurde ebenfalls aus der Ursprungszelllinie ATC15 mittels Einzelzell-Isolierung
generiert und stammt somit vom gleichen Organismus wie die C6/36-Zellen. Die Zellen wurden
zweimal wochentlich auf 10 cm Zellkulturschalen passagiert. Als Anzuchtmedium diente
Leibovitz‘s L-15 (Thermo Fisher Scientific) mit 100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin, 1 x
NEAA (Non-Essential Amino Acid, Thermo Fisher Scientific), 2 % Tryptose-Phosphat und 10 %
fotalem Kalberserum (FCS, PAN-Biotech). Die Zelllinie wurde bei 28°C und 90 % Luftfeuchtigkeit

kultiviert; die weiteren Bedingungen entsprechen denen der C6/36-Zellen.
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2.4.3. Kryokonservierung von Zellen

Um die Zellen (iber langere Zeit aufzubewahren, wurden sie in einem Einfriermedium, welches ein
Gefrierschutzmittel beinhaltet, in flissigen Stickstoff eingefroren. Dieses Medium besteht aus
50 % des entsprechenden Anzuchtmediums mit allen verwendeten Zusatzen, 40 % FCS und 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO). Es wurden ca. 13 x 10 cm Zellkulturschalen mit 1 x PBS gewaschen und
die Zellen anschlieBend in 2 x 10 ml Medium gelost. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 366 g in einer
Zentrifuge (Hettich Rotina 380R, Ausschwingrotor 1754, 4-Fach) sedimentiert. Das alte Medium
wurde entfernt und die Zellen in 10 ml Einfrier-Medium gel6st. Jeweils 1 ml dieser Zelll6sung
wurde in Kryo-Rohrchen uberfiihrt. Die Zellen wurden Gber Nacht in einem mit Isopropanol
befllltem Einfrierbehélter (Nalgene, Mr. Frosty Cryo Freezing Container) bei -80°C langsam
eingefroren, am nachsten Tag in flissigen Stickstoff Gberfiihrt und zur Langzeitlagerung in einem

Schubladengefrierbehélter (MVE Cryosystem 2000) in der flissigen Stickstoff-Phase aufbewahrt.

2.4.4. Revitalisierung von Zellen

Zum Auftauen der Mosquitozellen wurden diese dem Schubladengefrierbehalter entnommen und
langsam in einem Wasserbad bei 28°C erwarmt. Die aufgetauten Zellen wurden anschliefend in
10 ml Medium geldst und bei 528 g fir 5 min in einer Zentrifuge (Hettich Rotina 380R,
Ausschwingrotor 1754, 4-Fach) sedimentiert. Das alte Medium wurde verworfen und die Zellen
mit 1 x PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen in frischem Medium aufgenommen und
auf eine Zellkulturschale tibertragen. Die U4.4-Zellen konnten direkt in 10 ml Medium auf eine 10
cm-Zellkulturschale Gbertragen werden, die C6/36-Zellen zunachst nur in 2 ml Medium auf eine 6-
well Zellkulturplatte. AnschlieBend wurden die Zellen wie unter 2.4.1. und 2.4.2. beschrieben

kultiviert.

2.4.5. Quantifizierung der Squid-p30 und Squid-p32 Molekiilzahl pro Zelle

Zunachst wurden die zu analysierenden Zellen von einer 10 cm-Zellkulturschale geldst und 10 pl
davon mit einer Neubauer Zdhlkammer (0.1 mm Tiefe, 1 mm? pro Eckquadrat, Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG) gezahlt. Es wurden je 4 Eckquadrate in einer Dreifachbestimmung ausgezahlt und
der Mittelwert gebildet. Der berechnete Mittelwert wird mit dem verwendeten
Verdiinnungsfaktor und mit 10* (da das Volumen eines Eckquadrates 0.0001 ml entspricht)
multipliziert. Daraus ergibt sich dann die Zellzahl pro ml. Dann wurde das Volumen berechnet in
welchem sich 1 x 10° Zellen befinden sollten, auf Eppendorf tubes verteilt und im fliissigen

Stickstoff weggefroren.
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Die Zellen wurden zur Auswertung in 20 pl Zelllyse-Puffer gelost. Dabei wurden die Zellen zur
Auswertung des Gesamtzellextraktes in RIPA-Puffer und zur Auswertung des zytoplasmatischen
Extraktes in Lyse-Puffer von Promega geldst. AnschlieBend wurden 5 pl des Zelllysates, welches
250000 Zellen entsprechen sollte, in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Fir die
Quantifizierung der Molekilanzahl pro Zelle wurde eine Verdiinnungsreihe der rekombinant
gereinigten Squid-Proteine mit bekannter Konzentration mitgefiihrt. Die Intensitdt der
visualisierten Banden wurde linear zur Proteinkonzentration aufgetragen und mit der
resultierenden Formel die Proteinkonzentrationen von Squid-p30 und Squid-p32 berechnet. Die
berechnete Masse wurde mit 250 000 (Anzahl der Zellen) dividiert und in Gramm umgerechnet.

Um die Anzahl der Molekiile pro Zelle zu erhalten wurde folgende Formel verwendet:
Molekilanzahl pro Zelle = m / (Mw - Na)

m = Masse (g)
Mw = Molekulargewicht (g/mol)
Na = Avogadro-Konstante (6.02214 x 10?3 mol?)

2.4.6. Transfektion von viraler RNA und siRNA mittels Elektroporation

Die siRNAs wurden von einem kommerziellen Anbieter (Eurofins Genomics) bezogen. Sie wurden

in 6 MM HEPES, 20 mM KCl, 0.2 mM MgCl,, pH 7.3 gel6st (Stammlésung: 100 pmol/ul) und bei

-20°C gelagert.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten siRNAs

Name 5‘>3‘-Sequenz Beschreibung

sip32/p30 GCAUAAACGUCAAGACAGA bindet im open reading frame der mRNA von
Squid-p30 und Squid-p32

siGFP GGCUACGUCCAGGAGCGCACC Kontroll-siRNA, bindet im open reading frame der
MRNA von green fluorescent protein (GFP)

Die Mosquitozellen wurden am Vortag der Transfektion in der Regel 1:2 gesplittet, so dass sie am
Tag der Transfektion eine 80% - 90%ige Konfluenz aufwiesen. Die Zellen wurden mit frischem
Medium von der Zellkulturschale gespiilt und zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Die Zellen von 1.5
x 10 cm-Zellkulturschalen wurden in 400 pl PBS gelost. Fiir die Transfektion von siRNA wurden die
Zellen mit 1200 pmol (C6/36-Zellen) oder 600 pmol (U4.4-Zellen) siRNA versetzt und in eine

Elektroporationskiivette (Gene Pulser, Cuvettes, 0.4 cm gap, Bio-Rad Laboratories) tibertragen.
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Fir die Transfektion von Replikon-RNA wurden die Zellen mit 1 pg Replikon-RNA versetzt und in
eine Elektroporationskiivette libertragen. Die Elektroporation erfolgte an einem Elektroporator

(Gene Pulser Xcell™, Bio-Rad Laboratories) unter folgenden Bedingungen:

Spannung U = 300V
Kapazitat C = 300 pF
Widerstand R= oo

1 Puls

Die transfizierten Zellen wurden mit zweimal 800 pl Medium aus der Kivette gespilt und in
frisches Medium einer entsprechenden Zellkulturschale (iberfiihrt. Die Analyse der viralen
Translation und Replikation erfolgte nach verschiedenen Zeitpunkten durch Messung der Renilla-
Luziferase-Aktivitdt an einem Luminometer (GloMax® 20/20, Promega). Die siRNA-vermittelte

Depletion der Squid-Proteine wurde mit Hilfe eines Western Blots analysiert.

2.4.7. Transfektion von Plasmid-DNA mit Lipofectamine 2000

Die Mosquitozellen wurden am Vortag der Transfektion so ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion zu 80% - 90% klonfluent waren. Zur Transfektion von Zellen in einem well einer 6-
well Zellkulturschale wurden 5 pl Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) mit 125 pl serum-
und antibiotikafreiem Medium verdiinnt. 2.5 pg der Plasmid-DNA (pAC-sgRNA1-7-Cas9) wurden
ebenfalls mit 125 pl Medium verdiinnt. Die jeweiligen Verdiinnungen wurden vermischt und fiir 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Der DNA-Lipidkomplex wurde anschlieBend auf die Zellen
getropft. Da das transfizierte Plasmid pAC-sgRNA2-7-Cas9 fir die Puromycin N-Acetyltransferase
kodiert, wurde 3 Tage spater die Selektion mit Puromycin begonnen. Das Puromycin
(Stamml6sung 10 g/l in 20 mM HEPES Puffer (pH 6.2-6.8)) wurde in einer Endkonzentration von
5-8 mg/l dem Medium hinzugegeben. Nach 5 weiteren Tagen wurde die Antibiotika-Selektion

beendet, um die Integration des Vektors in das Genom zu verhindern.

2.4.8. Isolierung von Einzelzellklonen
2.4.8.1. Isolierung von Einzelzellklonen mittels FACS

Zur Generierung einer monoklonalen Squid-p30 und Squid-p32 knockout-Zelllinie war es
notwendig den transfizierten und bereits selektierten polyklonalen Zellpool zu vereinzeln. Die
Vereinzelung der Zellen wurde mit einem BD FACSMelody™ (fluorescence-activated cell sorting,
BD Bioscience) von Dr. Nadine Bley in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stefan Hittelmaier (Institut

fir molekulare Medizin, Sektion Molekulare Zellbiologie, MLU Halle-Wittenberg) durchgefihrt.

22



MATERIAL UND METHODEN

Die Einzelzellen wurden in 100 pl Medium einer 96-well Zellkulturplatte iberfiihrt und fiir mehrere
Tage expandiert. Das Screening auf erfolgreich mutierte Squid-p30 und Squid-p32 Klone wurde
nach ca. 4 Wochen begonnen, wenn die Zellen auf einer 12-well Zellkulturplatte zu ca. 100 %

konfluent gewachsen waren.

2.4.8.2. Isolierung von Einzelzellklonen mittels limiting dilution

Eine weitere Moglichkeit Zellen zu vereinzeln ist die Methode der Grenzverdiinnung. Dabei
werden die Zellen in mehreren Schritten so verdiinnt, dass final nur noch eine oder keine Zelle in
einer Verdiinnungsstufe vorhanden ist. Das Vorgehen in dieser Arbeit basiert auf einem Protokoll
von Addgene. Die zu vereinzelnden Zellen wurden mit 1 x PBS gewaschen und mit 1 ml Medium
von der Platte gesplilt. Die Zellen wurden griindlich resuspendiert, um Zellklumpen zu vermeiden.
AnschlieBend wurde die Zelllésung mit 1 ml frischem Medium auf 2 ml aufgefillt und 10 pl dieser
Lésung mit einer Neubauer Zdhlkammer (0.1 mm Tiefe, 0.0025 mm? pro Quadrat, Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG) gezahlt. Es wurden 4 GroRquadrate in einer Doppelbestimmung ausgezahlt. Die
Zellsuspension wurde dann auf eine Konzentration von 5 Zellen/ml verdiinnt und 100 pl von dieser
Zellsuspension in eine 96-well Zellkulturplatte verteilt. So wurden im Durchschnitt 0.5 Zellen pro
96-well ausgesat, um zu verhindern, dass ein well mehr als eine Zelle erhilt. Die Zellen wurden fiir

ca. 4 Wochen expandiert und mittels Western Blot analysiert.

2.4.9. Screening der potentiellen Squid-p30 und Squid-p32 knockout-Klone

Die Analyse der potentiellen Squid-p30 und Squid-p32 knockout-Klone wurde mittels Western Blot
auf Proteinebene realisiert. Von Klonen, welche ein vermindertes Squid-p30-und Squid-p32-
Proteinlevel zeigten, wurde genomische DNA isoliert und der potentielle Mutationsbereich in
einer PCR amplifiziert. Dabei wurden Primer verwendet, welche up- bzw. downstream der
jeweiligen sgRNA-Zielsequenz (single guide RNA) binden. Das resultierende PCR-Produkt wurde
gereinigt und mittels Sequenzierung analysiert. Bei einer erfolgreichen Mutation zeigt die Sequenz
Veranderungen in Form von Deletionen oder Insertionen von Nukleotiden. Weist das
Chromatogramm der Sequenzierung an der Stelle der Mutation tberlagernde Peaks auf, handelt
es sich um einen heterozygoten knockout, d. h. einem knockout auf nur einem Allel, da die
Wildtyp-Sequenz immer noch vorhanden ist. Bei einem homozygoten knockout missen alle Allele
mutiert sein. Zur Verifizierung der Mutanten wurde das jeweilige PCR-Fragment in den pGEM®-T

Easy Vektor subkloniert und einzelne Klone erneut anhand der Sequenzierung analysiert.
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2.5. Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

2.5.1. in vitro Transkription von RNA

Die zur Transfektion der Mosquitozellen verwendete Replikon-RNA wurde von einem
linearisierten Plasmid als template synthetisiert. Fiir die Synthese von viraler sgRNA als template
flir den in vitro RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assay (RdRp) wurde ein PCR-Produkt als
template genutzt. Die verwendeten Ribonukleosidtriphosphate wurden von Jena Bioscience
bezogen. Der RNase Inhibitor RiboLock wurde von Thermo Fisher Scientific und die T7 RNA
Polymerase von Agilent Technologies erworben.

Zusammensetzung eines in vitro Transkriptionsansatzes:

1 pg Plasmidiinearisiert bzw. 200 ng PCR-Produkt X Wl

5 x Transkriptionspuffer 8 ul

10 mM rNTPs 4 ul
100 mM DTT 4l
RiboLock (40 U/ul) 0.5 ul
T7 RNA Polymerase (50 U/pl) 1ul
H20sigma ad 40 pl

Bei in vitro Transkriptionen von WNV-Replikon-RNA oder Sindbis-Replikon-RNA wurde zusatzlich
ein cap-Analog m’GpppG zum Ansatz in einer Endkonzentration von 0.8 mM hinzugegeben.

Dementsprechend wurde die Menge an rGTP auf 5 mM verringert.

Der Ansatz wurde fir 2 - 3 h bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 10 U DNasel (Roche) fir eine
weitere Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Volumen mit HzOsigma auf 200 pl
erhoht. Es wurde mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Der
dabei anfallende wissrige Uberstand wurde erneut mit 1 Volumen Chloroform extrahiert und
anschliefend mit 2.36 Volumen 100%igem Ethanol und 0.18 Volumen 6 M Ammoniumacetat fir
10 min auf Eis gefallt. Danach wurde der Ansatz 30 min bei 16000 g und 4°C zentrifugiert. Das RNA-
Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 30 pl H,Osigma gelost. Die
Qualitat der RNA wurde auf einem 1%igem Formaldehyd-Agarose-Gel analysiert und die
Konzentration wurde an einem Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer (Nanodrop™One,

Thermo Fisher Scientific) bei 260 nm bestimmt. Abschliefend wurde die RNA bei -80°C gelagert.
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2.5.2. Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur Bestimmung der Konzentration von RNA wurde die Extinktion bei 260 nm an einem
Nanodrop™ gemessen. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm gibt Aufschluss ber
eventuelle Verunreinigungen der RNA. Bei einem Wert von 2 wird die RNA-Praparation als

kontaminationsfrei von Proteinen gesehen.

2.5.3. Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

Um die Qualitdt und korrekte GréRe der RNA zu (iberpriifen, wurde die RNA in einer horizontalen
Flachbett-Elektrophoresekammer aufgetrennt. Die Agarosekonzentration der verwendeten Gele
betrug dabei 1 % (w/v). Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x MOPS [0.02 M MOPS, 0.005 M
Natriumacetat, 0.001 M EDTA in H;Opidest, pH 7.0] verwendet. In diesem Puffer wurde die Agarose
durch Erhitzen in einer Mikrowelle gelost. Zu der abgekiihlten, flissigen Agaroselésung wurde 1
% Formaldehyd hinzugegeben und in eine Gelkammer gegossen. Die RNA wurde mit 2 pl 5 x
Ladepuffer (4 mM EDTA, 0.88 M Formaldehyd, 20 % Glycerin, 32 % Formamid, 0.1 mg/ml
Ethidiumbromid, 4 x MOPS) versetzt und auf 10 pl mit H2Osigma aufgefiillt. Die Denaturierung der
Proben fand fir 10 min bei 70°C statt. AnschlieBend wurde die RNA kurz auf Eis gestellt und auf
das Agarosegel aufgetragen. Die RNA wurde bei 100V elektrophoretisch aufgetrennt und die RNA-
Banden wurden mittels UV-Licht an einer Geldokumentationsanlage UVP UVsolo touch (Analytik

Jena) detektiert.

2.5.4. Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der radioaktiv-markierten RNA-Produkte des RNA-
abhangigen-RNA-Polymerase-Assays wurden 5%ige, denaturierende Harnstoff-Polyacrylamidgele
verwendet. Als Laufpuffer diente 0.5 x TBE [44.5 mM Tris, 44.5 mM Borsdure, 1 mM EDTA, pH 8.0].
Das Harnstoffgel wurde zwischen Glasplatten mit den Abmessungen 20 x 10 x 0.1 cm und mit 24

ml Gellésung hergestellt Die verwendeten Gelldsungen sind wie folgt:

Losung 1: 8 M Harnstoff
1 x TBE-Puffer
Losung 2: 4 M Harnstoff

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

Beide Losungen wurden im Verhaltnis 3 Volumen Lésung 1 und 1 Volumen Lésung 2 zu einer

finalen Gell6sung gemischt.
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Mit 0.08 % (w/v) APS und 0.17 % (v/v) TEMED wurde die Polymerisations-Reaktion ausgelost und
die flissige Gellésung wurde zwischen stabilisierte und formgebende Glasplatten gegossen. Ein
Probenkamm zur Ausbildung der Probentaschen wurde ebenfalls fixiert. Dieser kann nach der
Polymerisation des Harnstoffgels entfernt werden und dient zur Aufnahme der Proben. Die RNA-
Produkte wurden in 20 pl Formamid-Ladepuffer [10 mM EDTA (pH 8.0), 0.1 % (w/v) Xylencyanol,
0.1 % (w/v) Bromphenolblau, 97.5 % (v/v) Formamid] gel6st und fiir 3 min bei 95°C erhitzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 15 W (Consort EV233 Electrophoresis Power Supply,
Sigma-Aldrich). AnschlieRend wurde das Harnstoffgel 20 min in 5%iger Essigsaure fixiert und auf

Whatman®Papier vakuumgetrocknet (Unigeldryer 3545 D, UniEquip).

2.5.5. RNA-Gr6Renstandard

Zur Bestimmung der GroRRe elektrophoretisch aufgetrennter RNA-Fragmente wurde der
RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 8 FragmentgrofRen: 6000, 4000,
3000, 2000, 1500, 1000, 500 und 200 bp) genutzt.

2.6. Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.6.1. DNA-Isolation
2.6.1.1. Genomische DNA-Isolation aus Mosquitozellen

Genomische DNA wurde aus Mosquitozellen mit Hilfe des Genomic Purification Kit von Thermo
Fisher Scientific isoliert. Es wurden die Zellen eines wells (100 % konfluent) einer 6-well
Zellkulturschale oder einer 10 cm-Zellkulturschale genutzt. Die Zellen wurden fiir 2 min bei
3420 g sedimentiert und anschlieBend in flissigem Stickstoff weggefroren oder frisch
aufgearbeitet. Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Die DNA wurde

anschliefend bei -20°C gelagert.

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

Diese Methode wurde zur Isolation von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli-Bakterien, deren
Reinheit ausreichend fiir PCR, Sequenzierung und Restriktionsanalysen war, genutzt. Dafiir
wurden 3 ml LB-Medium steril in Kulturréhrchen angeimpft und mit entsprechendem
Antibiotikum Uber Nacht schiittelnd bei 37°C angezogen. Die Zellen wurden bei 16000 g in einer
Tischzentrifuge sedimentiert und das resultierende Zellpellet in 150 ul Resuspensionspuffer

gelost.
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Die Zellen wurden durch Zugabe von 150 pl Lysepuffer, 4-6-maliges Invertieren und
anschlieRender 5-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Um den pH-Wert wieder zu
neutralisieren wurden 150 ul Neutralisierungspuffer hinzugegeben, wieder 4-6 mal invertiert und
fir 15 min auf Eis inkubiert. Der nachste Zentrifugationsschritt fand bei 16000 g und 4°C fiir 10
min statt. Der wassrige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR transferiert und mit 2.5
Volumen 100%igen Ethanol fir 5 min auf Eis gefallt. Es erfolgte ein weiterer 10-mintiger
Zentrifugationsschritt bei 16000 g und 4°C. Das resultierende DNA-Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und anschlieRend in 50 pl sterilem H2Opigest gelost und bei -20°C
gelagert.

Es wurden folgende Puffer verwendet:

Resuspensionspuffer: 50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
100 pg/ul RNase A
pH 8
Lysepuffer: 200 mM NaOH
1 % SDS
Neutralisierungspuffer: 3 M Kaliumacetat
pH 5.5

2.6.1.3. Plasmidisolation mit kommerziellen Kits

Da bei einer Plasmidisolation mit kommerziellen Kits DNA mit deutlich héherem Reinheitsgrad
generiert wird, wurde das GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) flir die Isolation

von finalen Plasmid-Konstrukten verwendet.

Fur Priparationen im gréReren MaRstab wurde das Praparationskit PureYield™ Plasmid Midiprep
System (Promega) verwendet. Die Arbeitsschritte zur Isolation der Plasmid-DNA richteten sich bei

beiden Kits nach den Angaben des Herstellers.

2.6.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA wurde elektrophoretisch in einer horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammer (Peglab
Biotechnologie) aufgetrennt. Die dabei verwendeten Gele betrugen eine Agarose-Konzentration
von 1 % (w/v) bis 2 % (w/v), abhangig von der aufzutrennenden FragmentgroRe. Die Agarose
wurde durch Erhitzen in einer Mikrowelle in 0.5 x TAE-Puffer [20 mM Tris-Acetat, 0.5 mM EDTA,
10 mM Eisessig (pH 8.5)] gel6st und nach Abkihlung mit 0.25 mg/I Ethidiumbromid versetzt. Das
noch flissige Agarose-Gel wurde in den Trager der Elektrophoresekammer gegossen. Als

Laufpuffer diente ebenfalls der 0.5 x TAE-Puffer.
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Die Proben wurden im Verhaltnis 3:1 mit DNA-Ladepuffer [10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 60 % (v/v)
Glycerin, 0.03 % (w/v) Xylen Cyanol FF, 60 mM EDTA, 0.03 % (w/v) Bromphenolblau] versetzt und
aufgetragen. Abhangig von der DNA-GréRe und Konzentration wurden bei analytischen Gelen 1-
10 pl und bei praparativen Gelen 20 ul—100 ul aufgetragen. Die Proben wurden bei einer Spannung
von 100 V elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-Banden wurden mittels UV-Licht an einer

Geldokumentationsanlage UVP UVsolo touch (Analytik Jena) detektiert.

2.6.3. DNA-GroRenstandard

Um die GroRRe elektrophoretisch aufgetrennter linearer DNA-Fragmente zu bestimmen wurde der
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (14 FragmentgréRen: 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 bp) genutzt.

2.6.4. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die DNA wurde in Reaktionsansatzen in einem Volumen von 20 pl (meist analytisch) bis zu 100 pl
(praparativ) mit Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die dabei verwendeten Enzyme und
zugehorigen Puffer wurden von NEB oder Thermo Fisher Scientific bezogen. Es wurden 1-10 pg
Plasmid mit 10 U Restriktionsendonuklease bei der fiir das Enzym spezifischen Temperatur tber
Nacht inkubiert. 1 U eines Enzyms ist als die Menge definiert, die benétigt wird um 1 ug DNA in 1

h bei der fir das Enzym spezifischen Temperatur in einem Gesamtvolumen von 50 pl zu schneiden.

2.6.5. DNA-Reinigung

DNA in Form von PCR-Produkten oder aus praparativen Restriktionsansdtzen wurde Uber das
kommerzielle PCR Purification Kit von Thermo Fisher Scientific nach Angaben des Herstellers
gereinigt. Um DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen zu reinigen, wurden nach der
elektrophoretischen Auftrennung die Fragmente unter langwelligem UV-Licht detektiert und mit
einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Die weitere Reinigung erfolgte mit dem Gel Extraction

Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.6.6. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA-Praparation wurde mit Messung der optischen Dichte bei 260 nm an
einem Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer (Nanodrop™One, Thermo Fisher Scientific)
bestimmt. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm gibt Aufschluss ber die Reinheit
der DNA. Bei einem Wert von 1.8-2 wird die DNA-Prdparation als kontaminationsfrei von
Proteinen gesehen.
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2.6.7. Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in einem Reaktionsvolumen von 20 ul in den entsprechenden Vektor
ligiert. Das Verhaltnis der molaren Menge von Vektor- zu Fragment-DNA betrug ca. 1:5. Die

Ligation fand fir die pAC-sgRNA-Cas9-Konstrukte mit 1 U T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific)
bei 18°C fiir 2 h statt. Flir PCR-Produkte, welche in den pGEM®—T Easy ligiert wurden, wurde 50

ng Vektor und Ligationspuffer, sowie T4-DNA-Ligase des pGEM®—T Easy Vector System Kits

(Promega) verwendet.

2.6.8. Phosphorylierung/Dephosphorylierung von DNA

PCR-Produkte oder annealing-Produkte wurden vor der Ligationsreaktion mit 10 U T4
Polynukleotidkinase (Thermo Fisher Scientific) phosphoryliert. Vektoren wurden mit 1 U
Alkalischer Phosphatase (Fast AP, Thermo Fisher Scientific) desphosphoryliert. Die Arbeitsschritte

richteten sich nach Angaben des Herstellers.

2.6.9. Annealing von DNA-Oligonukleotiden

Die zu hybridisierenden DNA-Oligonukleotide wurden in 1 x STE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) auf 98°C erhitzt und in 10°C-Schritten innerhalb von 2 h langsam auf
30°C abgekiihlt.

2.6.10. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
2.6.10.1. Auswahl der Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer sind unter Tabelle 4 aufgefiihrt und
wurden vom kommerziellen Anbieter Eurofins Genomics bezogen. Die Oligos wurden in sterilem

H20bidest gel6st (Stamml6sung: 100 pmol/ul) und bei -20°C gelagert.
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Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer

Name 5‘->3'-Sequenz Beschreibung

Primer fiir Mutagenese von Squid-p32

p32_W261A-for CTATTATGGCGATGCGGCGGGATGGGGC forward Primer zur Mutagenese
von W an Position 261 zu A in
Squid-p32

p32_W261A-revn GCCCCATCCCGCCGCATCGCCATAATAG  reverse Primer zur Mutagenese
von W an Position 261 zu A in
Squid-p32

p32_W264A-for GATTGGGCGGGAGCGGGCTACAACGG  forward Primer zur Mutagenese
von W an Position 264 zu A in

Squid-p32
p32_W261A-revn CCGTTGTAGCCCGCTCCCGCCCAATC reverse Primer zur Mutagenese
von W an Position 261 zu A in
Squid-p32
Primer fiir Screening der potentiellen
Squid-p30 und Squid-p32 knockout-
Klone
sgRNA4-for TTCGCCCAACACGGGCCGCTCGCG forward Primer zur Amplifikation
der Zielsequenz der sgRNAS in
Squid-p32/p30
sgRNAG6-rev AACGAGATGGTCTGCTTTGGCGTC reverse Primer zur Amplifikation
der Zielsequenz der sgRNAS in
Squid-p32/p30
sgRNA5-for TTCGAAGAAGGCCAAGGCCCGCCA forward Primer zur Amplifikation
der Zielsequenz der sgRNA7 in
Squid-p32/p30
sgRNA7-PCR-rev ACTCACCTTTGGGTCCTCCAGG reverse Primer zur Amplifikation

der Zielsequenz der sgRNA7 in
Squid-p32/p30

Primer fiir Sequenzierung

Ac5 Promoter- ACTTGAGAGCGGAGAGCATTGC forward Primer zur

for Sequenzierung des Ac5 Promoter
von Cas9 im pAC-sgRNA-Cas9
Plasmid
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sgRNA5-Seq-for CAAGAGCGCCGATTCGATCG

forward Primer zur
Sequenzierung der Zielsequenz
der sgRNAS

sgRNAG6-for TTCGACGCCAAAGCAGACCATCTC forward Primer zur
Sequenzierung der Zielsequenz
der sgRNA7

SgRNA7-rev AACCGTGGCGGGCCTCGCATGCC reverse Primer zur
Sequenzierung der Zielsequenz
der sgRNA6

m13-for TGTAAAACGACGGCCAG forward Primer zur

Sequenzierung einer Zielsequenz
subkloniert in pGEM®T Easy,
Standard Primer Microsynth
Seqlab

pETSUMO-for TCAGGATCCAAGCTTGCGG

forward Primer zur Uberpriifung
der korrekten Sequenz der Squid-
p32-Varianten

pETSUMO-rev ACCACCAATCTGTTCTCTGTGAG

reverse Primer zur Uberpriifung
der korrekten Sequenz der Squid-
p32-Varianten

Primer fiir Identifikation der Anzahl der

Squid-Gene

C6/36 Exond-for AAGGAGGTGGACGTCAAGAAGG

forward Primer bindet in Exon 4
des Squid-p32/p30 Genes (138
bp)

C6/36 Intrond- GCTTCAGTTTTCAAGCACTGAAGG

rev

reverse Primer bindet in Intron 4
des Squid-p32/p30 Genes (743
bp bzw. 837 bp)

Die auszutauschenden Nukleotide sind in der Sequenz unterstrichen.

2.6.10.2. Standard-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion diente der praparativen oder analytischen Vervielfaltigung von

DNA. Dabei wurde fir analytische Zwecke oder fiir Klonierung in den pGEM®—T Easy Vektor die

DreamTag-Polymerase (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Da die Phusion-Polymerase (Thermo

Fisher Scientific) eine 5°-3"-proof-reading-Aktivitat aufweist, wurde diese fiir praparative Zwecke

eingesetzt. Als template diente gereinigte DNA oder Koloniematerial.
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Die Zellen der Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher von der Agar-Oberflache in den
Reaktionsansatz (iberfihrt. Die Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) wurden von Jena

Bioscience erworben. Ein Standard-PCR Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

template X ul

5x Phusion HF-Puffer 10 pl
Primer 1 (10 pmol/pul) 1l
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l
dNTPs (10 mM) 1ul
Phusion-Polymerase (2 U/pul) 0.5 ul
H20sigma ad 50 pl

Bei Reaktionsansatzen mit DreamTag-Polymerase wurde 10 x PCR-Puffer sowie 0.2 pl Enzym (5
U/ul) verwendet.

Die Reaktion wurde mit folgendem Thermocycler-Programm durchgefiihrt:

1) 98°C 2 min Initiale Denaturierung
2) 98°C 20s Denaturierung
3) x°C 20s Hybridisierung der Primer
4) 72°C XS DNA-Synthese
Schritt 2-4: 31 Zyklen
5) 72°C 2 min Nachsynthese
6) 8°C Pause

Das Programm wurde der Schmelztemperatur der individuellen Oligonukleotid-Primer (annealing
Temperatur) und der Linge des zu amplifizierenden Fragments (DNA-Synthese-Schritt: 1 min/kb
fir DreamTag-Polymerase bzw. 15-30 s/kb fir Phusion-Polymerase) entsprechend angepasst.
Ebenso entschied die verwendete Polymerase (iber die Denaturierungstemperatur (95°C fir die

DreamTag-Polymerase / 98°C fir die Phusion-Polymerase).

2.6.10.3. site directed mutagenesis-PCR

Diese PCR-Technik wurde verwendet um gezielte Nukleotidaustausche in einer Sequenz zu
bewirken. Die dabei zu mutierende Sequenz befindet sich in einem kleinen doppelstrangigen,
supercoiled Vektor, der aus einem dam* - E. coli-Stamm isoliert wurde. Die Primer zur
Amplifizierung der mutierten Sequenz sind komplementar und enthalten beide die gewliinschte
Mutation. In der PCR-Reaktion wird unter Verwendung von moglichst wenigen PCR-Zyklen (18
Zyklen) der komplette Vektor mit Insert amplifiziert. AnschlieBend wird die parentale, dam-

methylierte template-DNA durch Zugabe von 10 U Dpnl fiir 1 h bei 37°C, gespalten.
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Da das Restriktionsenzym spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA schneidet, blieb das
unmethylierte PCR-Produkt intakt. Das modifizierte Plasmid konnte dann direkt in E. coli

transformiert werden.

2.6.11. Transformation nach der Rubidiumchlorid-Methode

Bei dieser Transformationsmethode wurden 50 pl bis 100 ul kompetente E. coli-Zellen auf Eis
aufgetaut und anschlieBend mit 1 pl Plasmid oder 1-5 pl Ligationsansatz (maximal 10 % des
Gesamtvolumens) versetzt. Darauf folgte ein Inkubationsschritt fir 20 min auf Eis und ein
Hitzeschock flr 20-45 s (abhdngig vom verwendeten Bakterienstamm) bei 42°C. AnschlieBend
wurde das Gemisch flir 2 min auf Eis gestellt, mit 400 ul LB-Medium versetzt und bei 37°C fiir 45
min schittelnd inkubiert. Die angezogenen Zellen wurden komplett oder nur zum Teil steril auf
Selektions-Agar (abhangig von dem verwendeten Bakterienstamm und/oder Plasmid) ausplattiert

und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.12. CRISPR/Cas9

Fur die Generierung einer homozygoten Squid-p30 und Squid-p32 knockout-Zelllinie in C6/36-
Zellen wurde das Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 9-System
(CRISPR/Cas9) genutzt. Als Vektor diente pAC-sgRNA-Cas9 (von Ji-Long Liu, Addgene plasmid
# 49330). Da der Vektor als Bakterienstock geliefert wurde, wurde das Plasmid mit Hilfe des
Praparationskit PureYieldTM Plasmid Midiprep System (Promega) isoliert. Die Klonierung der
spezifischen single guide-Oligonukleotide (sgRNA-Oligonukleotide) in den Vektor wurde mit dem
aullerhalb seiner Erkennungssequenz schneidenden Restriktionsenzym BspQl durchgefiihrt. Bei
dem Schneiden mit BspQl wird am Ende des U6 Promoters und an dem sgRNA backbone ein drei
Nukleotid langer 5-Uberhang erzeugt. So wurde bei dem Design der sgRNA-Oligonukleotide zu
diesen Uberhdngen komplementire Sequenzen, welche die 20 Nukleotid langen Ziel-Sequenzen
flankieren, eingefligt. Des Weiteren war es wichtig, dass die erste Nukleinbase der Sequenz ein
Guanin ist, damit die RNA-Polymerase Ill die Transkription an dem dU6 Promoter initiieren kann.
Die sgRNA-Sequenzen wurden mit dem Programm CRISPRdirekt entworfen. Es wurden nur
hochspezifische, 20 Nukleotid lange sgRNAs mit der geringsten Anzahl an off-target hits
ausgewahlt. Die Zielsequenz dieser sgRNAs ist upstream eines protospacer adjacent motif (PAM,
im Fall von Cas9: NGG) lokalisiert (Tabelle 5). Die einzufiigenden Oligonukleotide, welche im
Vektor als sgRNAs fungieren, wurden durch annealing von DNA-Oligonukleotiden generiert.
AnschlieBend wurden die hybridisierten Oligonukleotide phosphoryliert und in den

dephosphorylierten pAC-sgRNA-Cas9 Vektor ligiert.
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Das ligierte Konstrukt wurde in den E. coli-Stamm DH5a transformiert, als Selektionsantibiotikum

diente Ampicillin. Die transformierten Zellen wurden auf positive Klone mittels Kolonie-PCR

getestet. Finale Konstrukte wurden mit Kit gereinigt und anschlieRend mittels Lipofectamine 2000

in C6/36-Zellen transfiziert.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten sgRNA-Oligonukleotide

Name 5> 3‘Sequenz Beschreibung

sgRNA2-for CTTCgCGAGGTGGACGCGGGGGACC sense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNA2

sgRNA2-rev  AACGGTCCCCCGCGTCCACCTCGc antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNA2

sgRNA3-for TTCgCAAGAAGGTCGACCCCAAGA sense DNA-Oligonukleotid fur annealing
von Doppelstrang-sgRNA3

sgRNA3-rev AACTCTTGGGGTCGACCTTCTTGc antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNA3

sgRNA4-for TTCgCCCAACACGGGCCGCTCGCG sense DNA-Oligonukleotid fur annealing
von Doppelstrang-sgRNA4

sgRNA4-rev AACCGCGAGCGGCCCGTGTTGGGc antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNA4

sgRNA5-for TTCgAAGAAGGCCAAGGCCCGCCA sense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNAS

sgRNA5-rev  AACTGGCGGGCCTTGGCCTTCTTe antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNAS

sgRNA6-for TTCgACGCCAAAGCAGACCATCTC sense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNAG6

sgRNA6-rev AACGAGATGGTCTGCTTTGGCGTc antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNAG6

sgRNA7-for TTCGGCATGCGAGGCCCGCCACG sense DNA-Oligonukleotid fiir annealing
von Doppelstrang-sgRNA7

sgRNA7-rev  AACCGTGGCGGGCCTCGCATGCC antisense DNA-Oligonukleotid fiir annealing

von Doppelstrang-sgRNA7

Die unterstrichenen Anfangssequenzen sind komplementér zu der 5’-Uberhang-Sequenz des mit
BspQl geschnittenen pAC-sgRNA-Cas9 Vektors. Klein geschrieben und hervorgehoben sind die
eingefligten Start-Guanine.
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2.6.13. DNA-Sequenzierung

Zur Analyse von neu generierten Plasmid-Konstrukten oder zur Uberpriifung von CRISPR/Cas9
Mutanten wurde die DNA-Sequenzierung von kommerziellen Anbietern (Microsynth Seqlab)

genutzt.

2.7. Proteinbiochemische Methoden

2.7.1. Rekombinante Expression und Reinigung von SUMO-Fusionsproteinen

Alle Saulenchromatographien wurden an der FPLC (fast protein liquid chromatography)-Anlage
AKTA Purifier (GE Healthcare) sowie mit Hilfe einer Peristaltik-Pumpe P1 (Pharmacia)
durchgefiihrt. Bei dem verwendeten pETSUMO Expressionssystem wird das Protein, welches von
Interesse ist, N-terminal mit dem SUMO (small ubiquitin-related modifier)-Protein fusioniert.
Zusatzlich besitzt das Protein am N-Terminus einen Hexahistidin-tag, welcher an die Matrix von
Nickel-NTA-Saulen bindet. Die Vorteile dieses Expressionssystems sind, dass die Loslichkeit der
Fusionsproteine erhdht wird und um das native Proteinende zu erzeugen, das SUMO-Protein

spezifisch durch die SUMO-Protease abgespalten werden kann.

2.7.1.1. Rekombinante Herstellung von Squid-p30/p32 und Squid-p32-Alanin Varianten

Um zu untersuchen, ob das YGG-Motiv wichtig flir die RNA-Umstrukturierungsaktivitat von Squid-
p32 ist, wurden zwei Tryptophane innerhalb dieses Motives durch Alanine substituiert. Es wurden
zwei  Einzelvarianten Squid-p32w2s1a  und  Squid-p32w2esa  und eine Doppelvariante
Squid-p32w2e1,264a gENETiErt.

Die Synthese, sowie Reinigung der Proteine erfolgte nach einem etablierten Protokoll, welches
schon fiir die Herstellung von AUF1p45, Squid-p30 und Squid-p32 verwendet wurde (Friedrich et
al. 2014, Masterarbeit Alexandra Meyer).

Die jeweiligen Plasmid-Konstrukte wurden in den Expressionsstamm E. coli BL21-CodonPlus®
(DE3)-RP transformiert und als Vorkultur unter Zugabe von Kanamycin und Chloramphenicol Gber
Nacht schittelnd bei 37°C angezogen. Die Hauptkultur wurden mit 1 % Vorkultur angeimpft und
ohne Antibiotikazugabe bis zu einer optischen Dichte von ca. ODeoo = 1 angezogen. Die Induktion
der Expression erfolgte mit 1 mM IPTG. Die Flissigkultur wurde auf einem Rotationsschiittler (GFL-
3005, Hilab) bei 150 rpm fiir 4 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 30 min bei
6000 rpm (SORVALL RC 6 Plus, Rotor: SLC 3000) und 6°C sedimentiert und das resultierende

Zellpellet in flissigem Stickstoff weggefroren. Die Lagerung der Zellen erfolgte bei -80°C.
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Bei der Reinigung der Squid-p32-Varianten wurden die Zellen auf Eis in NiNTA-Puffer A gelost und
far 2 h mit 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich) und 0.5 mg/ml Lysozym (Sigma-Aldrich) inkubiert und
gelegentlich gemischt. Die Zellen wurden mechanisch mit einer French Press (Gaulin
Homogenisator, APV Homogenisator GmbH) aufgeschlossen und bei 17500 rpm fiir 1.5 h bei 4°C
zentrifugiert (SORVALL RC 6 Plus, Rotor: Fiberlite F21-8x50y Thermo Scientific). Die I6sliche
Fraktion wurde zunachst mit Hilfe einer Peristaltik-Pumpe auf die 2 x 5 ml NiNTA-Affinitatssaulen
(HisTrap™ HP, GE Healthcare) geladen. Fiir alle weiteren Reinigungsschritte wurden die Saulen an
die FPLC-Anlage (GE Healthcare) angeschlossen. Zunachst wurden die Sdulen mit NiNTA Puffer A
gewaschen und spater das Fusionsprotein mit NIiNTA Puffer B mittels steigendem
Imidazolgradienten eluiert. Dabei wurde ein Gradient von 0 - 100 % Puffer B in 50 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min genutzt. Die Puffer setzten sich wie folgt zusammen:

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

Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und mit Heparin Puffer A 1:2 verdiinnt. AnschlieBend
wurde der SUMO-tag mit 0.1 % (v/v) SUMO-Protease (AG Behrens) fir 30 min im Kihlschrank
abgespalten. Die Elutionsfraktionen wurden weiter mit Heparin Puffer A verdiinnt bis eine
Salzkonzentration von ca. 150 mM NaCl eingestellt wurde, damit das Protein effizient an die
Heparin-Saulen binden kann. AnschlieRend wurde das Protein lber eine Heparin-Sepharose-
Affinitdtschromatographie (HiTrap Heparin HP, 5 ml, GE Healthcare) weiter aufgereinigt. Zunachst
wurden die 2 x 5 ml Saulen mit Heparin Puffer A und 15 % Heparin Puffer B gewaschen und
anschliefend mit Heparin Puffer B mit steigender NaCl-Konzentration eluiert. Dabei wurde ein
Gradient verwendet von 15 - 70 % Puffer B in 45 min bei einer Flussrate von 1 ml/min. Die Puffer

setzten sich aus folgenden Substanzen zusammen:

Heparin-Saule: Puffer A: 20 mM Tris-HClI Puffer B: 20 mM Tris-HClI
1 mM TCEP 1 M Nacl
1 mM TCEP
pH 7.6 pH 7.6

AbschlieBend wurde eine GrofRenausschlusschromatographie (iber eine Gelfiltrationssaule
(HiLoad™ 16/60 Superdex 75™, GE Healthcare) durchgefiihrt, um monomere Proteinfraktionen

von Oligomeren zu trennen.
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Der dabei verwendete Puffer setzte sich wie folgt zusammen:

Gelfiltrationspuffer: 20 mM Tris-HCl
150 mM KClI
1 mM TCEP
pH 7.6

Das resultierende Protein wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

2.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde durch photometrische Messung der Probe nach
Bradford (1976) in einem Bradfordreagenz (Roti®-Quant 5x Konzentrat, Carl Roth) bei einer
Wellenldnge von 595 nm an einem Photospektrometer (BioPhotometer, Eppendorf) bestimmt. Ein
Ansatz beinhaltete 250 pl 1 x Bradfordreagenz, in welches 1-5 ul Probe eingesetzt wurde. Das
Gemisch wurde fiir 5 min inkubiert und anschlieRend gemessen. Die Eichgerade zur Berechnung

der Proteinkonzentration wurde mit Verdiinnung einer 10 mg/ml BSA-Stamml&sung (NEB) erstellt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von rekombinant gereinigten Proteinen wurde ein
Absorptionsspektrum am UV/VIS Spektrometer V-550 (JASCO) gemessen. Mit Hilfe des Lambert-

Beerschen Gesetzes konnte die Proteinkonzentration nach folgender Gleichung ermittelt werden:
E=¢g-c-d

E = Absorption bei 280 nm

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

d = optische Weglange (cm)

Der Koeffizient OD2g0/OD2s0 gibt Aufschluss (iber Verunreinigungen des Proteins mit

Nukleinsduren.

2.7.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die analytische Auftrennung von Proteinen wurde ein diskontinuierliches Gelsystem nach
Laemmli 1970 verwendet. Die Elektrophorese erfolgte unter denaturierenden Bedingungen. Die
Gellésungen setzten sich wie folgt zusammen:
Trenngel: 0.375 M Tris-HClI, pH 8.8

10 % Acrylamid (Rotiphorese 30, Carl Roth)

0.1 % (w/v) SDS

0.125 % (w/v) APS
0.25 % (v/v) TEMED
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Sammelgel:  62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8
4 % Acrylamid (Rotiphorese 30, Carl Roth)
0.05 % (w/v) SDS
0.07 % (w/v) APS
0.3 % (v/v) TEMED

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

Vor dem Auftragen der Proteinproben wurden diese mit 2 x SDS-Ladepuffer (10 mM Tris-HCI, pH
6.8, 20 % (v/v) Glycerin, 0.01 % (w/v) Bromphenolblau, 6 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) B-
Mercaptoethanol) versetzt und fiir 3 min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte pro Gel bei
maximaler Spannung und bei einer Stromstarke von 25 - 35 mA (Consort EV233 Electrophoresis

Power Supply, Sigma-Aldrich).

2.7.4. Coomassie-Farbung

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteinbanden wurden die Gele nach der Elektrophorese in
Coomassie-Farbelosung [0.2 % (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250, 50 % (v/v) Methanol, 10 %
(v/v) Essigsaure] fur 20 min bei Raumtemperatur schittelnd angefarbt. Der Hintergrund wurde

mit 7%iger Essigsaure entfarbt.

2.7.5. FLAG-Immunprazipitation

Das fiir diesen Versuch verwendete Sindbis-Expressionssystem (Thermo Fisher Scientific) ist ein
transientes Expressionssystem fir eukaryotische Zelllinien. Die RNA enthalt 5'terminal eine fir
den FLAG-tag kodierende Sequenz. Die Mosquitozellen wurden wie unter 2.4.6. beschrieben mit
3 ug rekombinanter Sindbis-Replikon-RNA kodierend jeweils fiir FLAG-Squid-p30 oder FLAG-Squid-
p32 transfiziert. Nach maximal 24 h Inkubation wurden die Zellen geernet, in 550 pl [20 mM
HEPES-NaOH, 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 1 % (v/v) NP-40, 1 mM PMSF, pH 7.9] gel6st und fur
30 min auf einem Drehrad bei 4°C lysiert. Das resultierende Zelllysat wurde mit 12000 g fiir 10 min
bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand davon anschlieRend mit ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel
(Sigma-Aldrich), welches vorher mit IP-Waschpuffer dquilibriert wurde, und 0.1 mg/ml RNase A
versetzt. Damit das FLAG-Fusionsprotein an das ANTI-FLAG Affinity Gel binden kann, wurde die
Mischung Uber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Am nachsten Tag wurde die ANTI-FLAG® M2-
Agarose bei 4°C und 5000 g fir 1 min sedimentiert und anschlieBend 5 mal mit 500 ul IP-

Waschpuffer gewaschen.
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Das FLAG-Fusionsprotein wurde durch einstiindige Inkubation auf Eis mit 500 ng/ul 3X FLAG®-
Peptid (Sigma-Aldrich) in IP-Elutionspuffer eluiert. Wahrend der Elution musste die sich schnell
absetzende ANTI-FLAG® M2-Agarose aller 10 min vorsichtig angestofRen werden. AbschlieBend
wurde die Probe bei 5000 g und 4°C zentrifugiert, um das eluierte Protein von der ANTI-FLAG®
M2-Agarose zu trennen. Die Uberpriifung der Immunprézipitation sowie Quantifizierung der

FLAG-getaggten Proteine wurde mit Western Blot Analyse durchgefiihrt.

IP-Waschpuffer: 20 mM HEPES-NaOH IP-Elutionspuffer: 20 mM HEPES-NaOH
150 mM NacCl 100 mM KCl
1 mM PMSF 3 mM MgCl,
1 mM EDTA 0.01 % Tween 20
1% (v/v) NP-40 pH 7.6
pH 7.6

2.7.6. Western Blot

Um die aufgetrennten Proteine spezifisch mittels Antikbrperdetektion nachzuweisen findet ein
elektrophoretischer Proteintransfer  von dem SDS-Polyacrylamidgel auf  eine
Nitrozellulosemembran statt. Die Membran (Protran, Whatman GmbH) und vier Lagen Whatman-
Papier (GBO0O5, Whatman GmbH) wurden der Grofle des SDS-Polyacrylamidgels angepasst und
zuvor in Transferpuffer &dquilibriert. AnschlieBend wurden 2 Lagen Whatman-Papier, die
Nitrozellulosemembran, das Proteingel und erneut 2 Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei in
einer Blotapparatur (V10SDB und V20SDB, biostep GmbH) Ubereinander angeordnet. Der
Proteintransfer erfolgte bei konstanter Stromstirke (0.8 mA/cm? Gelflache) fur 1.5 - 2 h. Zur
Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Membran wurde diese in blocking-Losung,
bestehend aus 7.5 % Milchpulver (Sucofin) in TN-Tween-Puffer, Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran fiir 2 h mit dem primaren Antikorper (verdiinnt in TN-Tween-
Puffer; 7.5 % Milchpulver) schiittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Als ndchster Schritt wurde
die Membran dreimal fiir 5 min in TN-Tween-Puffer gewaschen. Darauf folgte die lichtgeschiitzte
Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff-markierten sekundaren Antikoérper (verdinnt in TN-
Tween-Puffer; 7.5 % Milchpulver) fir 1 h schittelnd bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde

die Membran wieder dreimal flir 15 min mit TN-Tween-Puffer gewaschen.
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Die Detektion der Proteine erfolgte an einem LI-COR Odyssey®CLx Infrared Imaging System (LI-
COR Biosciences GmbH), welches mittels Infrarotdetektor die Infrarotfluoreszenz des sekundaren

Antikorpers misst. Die Puffer setzten sich aus folgenden Substanzen zusammen:

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

TN-Tween: 20 mM Tris-HCl
150 mM Nacl
0.05 % (v/v) Tween 20
pH 7.5
Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Antikérper

Name Verdiinnung Reaktivitdt Anbieter

Primare Antikorper

Anti-p32 1:5000 Micke Eurogentec

Anti-B-Tubulin 1:1000 Maus, Mensch, Fliege, Abcam
Micke, u. v. m.

Sekundare Antikorper

IRDye® 800 CW 1:10000 Kaninchen LI-COR Biosciences
donkey Anti-rabbit GmbH
IgG-HRP

2.7.7. Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Squid-p30 und Squid-p32 wurde eine analytische
Ultrazentrifugation von PD Dr. Hauke Lilie (Institut fir Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle-
Wittenberg) mit einer BECKMAN Optima XL-A, einem Rotor An50Ti und Doppelsektorzellen
(Beckman Coulter) durchgefiihrt. Der Sedimentationsgleichgewichtslauf erfolgte bei 14000 rpm
und 20 °C, sowie einer Proteinkonzentration fir Squid-p30 von 12.3 uM und Squid-p32 von
6.8 UM in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 1 mM TCEP, pH 7.6. Das apparente Molekulargewicht der
Proteinlésung wurde mit der Svedberg-Gleichung berechnet. Die resultierenden Daten wurden

ebenfalls von PD Dr. Hauke Lilie mit Hilfe der Software von Beckman Coulter ausgewertet.

40



MATERIAL UND METHODEN

2.7.8. Praparation von Zellextrakt
2.7.8.1. Prdparation von Gesamtzellextrakt

Zur Herstellung eines Gesamtzellextraktes wurden die Mosquitozellen bei 3420 g fiir 2 min
zentrifugiert, mit PBS gewaschen und das resultierende Zellpellet in RIPA-Puffer gelost. Die Zellen
wurden fiir 5 min auf Eis lysiert und anschlieBend fir 15 min bei 14000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Zelllysat konnte fiir weitere Analysen verwendet werden.
Die Proteinkonzentration des Gesamtzellextraktes wurde photometrisch nach Bradford (1976),

wie unter 2.7.2. beschrieben, ermittelt.

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

2.7.8.2. Prdparation von zytoplasmatischem Zellextrakt

Die Mosquitozellen wurden bei 3420 g fir 2 min zentrifugiert, mit PBS gewaschen und das
resultierende Zellpellet in 1 x Lyse-Puffer aus dem kommerziellen Kit Renilla Luziferase Assay
System von Promega gel6st. Das Zelllysat wurde 2 min auf Eis inkubiert und anschliefend bei
12000 g und 4°C fiir 2 min zentrifugiert. Die Proteinkonzentration des zytoplasmatischen Extraktes

wurde photometrisch nach Bradford (1976), wie unter 2.7.2. beschrieben, ermittelt.
2.8. Enzymologische Methoden

2.8.1. radioaktiver in vitro Methylierungs-Assay

Posttranslationale Modifikationen wie Methylierung konnen die Funktionen von Proteinen
regulieren. So auch bei AUF1p45, bei welchem 5 Arginine im RGG/RG-Motiv in humanen Zellen als
dimethyliert vorliegen. Die Methylierung fiihrte zu einer Verstarkung der RNA-Chaperon-Aktivitat,
wahrend die RNA-annealing-Aktivitat nicht beeinflusst war (Friedrich et al. 2016). Um nun zu
untersuchen ob die homologen Mosquito-Proteine ebenfalls methyliert in Mosquitozellen
vorliegen, wurde ein in vitro Methylierungs-Assay durchgefiihrt. Dabei wurden die C6/36-Zellen

sowie die U4.4-Zellen untersucht.
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Als Argininmethyltransferase wurde die humane protein arginine N-methyltransferase 1 (PRMT1)
verwendet, welche als Substrat bevorzugt Arginine in einem RGG/RG-Motiv monomethyliert oder
asymmetrisch dimethyliert (McBride und Silver 2001). Zur Detektion der Methylierung wurde [S-
14Cladenosylmethionin (60 mCi/mmol, GE Healthcare) als Methyldonor genutzt. Ein

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

X pmol Protein X ul

10 x Reaktions-Puffer 1l

5 pmol PRMT1 1l

10 mM DTT 0.5 ul
10 mg/ml BSA 0.2 ul
360 mM 4C-S-adenosylmethionin 1 pl
H20sigma ad 10 pl

10 x Reaktions-Puffer: 500 mM HEPES-NaOH

100 mM KClI

50 mM MgCl,

pH 8
Durch Zugabe von dem zu testenden Protein wurde die Reaktion gestartet und fiir 2 h bei 30°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 1 Volumen 2 x SDS-Ladepuffer gestoppt. Die
Proben wurden fiir 3 min bei 95°C erhitzt und danach auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel
wie unter 2.7.3. beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt. Darauf folgte die 3-malige,
schittelnde Inkubation des Polyacrylamidgels in Fixierlosung (10 % (v/v) Essigsaure; 10 % (v/v)
Methanol) fiir je 10 min. AbschlieBend wurde das Gel auf Whatman®Papier vakuumgetrocknet
(Unigeldryer 3545 D, UniEquip). Das getrocknete Polyacrylamidgel wurde unter einem Storage-
Phosphor-Screen (GE Healthcare) liber mindestens 2 Tage exponiert. Die Signale wurden an einem
Phosphor Imager (Molecular Dynamics, STORM 860) visualisiert und mit Hilfe des

Softwareprogramms Image Quant 5.0 (GE Healthcare) die Bandenintensitat quantifiziert.

2.8.2. in vitro RNA-abhangiger RNA-Polymerase-Assay

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der radioaktiven Detektion von de novo synthetisierter
(-)-Strang-RNA, ausgehend von einer subgenomischen template-RNA. Mit diesem Assay ist es
moglich den stimulatorischen Effekt der Squid-Proteine auf die (-)-RNA-Strang-Synthese des West-
Nil-Virus zu testen. Die neu synthetisierte RNA wurde mit [a-32P] CTP-Markierung detektiert. Als
RNA-Polymerase diente das Nichtstrukturprotein 5 (NS5) des West-Nil-Virus (AG Behrens).
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Die Reaktion erfolgte in 50 mM HEPES-NaOH, 10 mM KCl, 5 mM MgCl, 1 mM DTT, 0.5 mM MnCl;
bei pH 8. Zusitzlich wurde 500 uM rATP, rGTP, rUTP, 0.1 uM rCTP, 10 uCi [a-32P] CTP, 10 nM
template-RNA, 15 nM NS5 und 200 nM Protein pro Ansatz hinzugegeben. Die Reaktionsansatze
wurden fiir 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieRend mit H;Osigma auf 200 pl aufgefiillt und mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion (1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1)) aufgereinigt.
Es folgte eine Fallung des wéssrigen Uberstandes mit 2.36 Vol 100%igem Ethanol und 0.18 Vol 6
M Ammoniumacetat bei -20°C fiir mindestens 30 min und ein halbstlindiger Zentrifugationsschritt
bei 16060 x g. Die RNA-Proben wurden mit 70 % Ethanol gewaschen, in 20 pl Formamid-Ladepuffer
gelost und fir 3 min bei 95°C erhitzt. Die RNA wurde elektrophoretisch auf einem 5%igen
Harnstoff-Polyacrylamidgel, wie unter 2.5.4. beschrieben, aufgetrennt. Das getrocknete
Polyacrylamidgel wurde unter einem Storage-Phosphor-Screen (GE Healthcare) lber Nacht
exponiert und am nachsten Tag wurden die Signale an einem Phosphor Imager (Typhoon Trio
Variable Mode Imager, GE Healthcare) visualisiert und mit Hilfe des Softwareprogramms Image
Quant 5.0 (GE Healthcare) die Bandenintensitdt quantifiziert. Bei Bestimmung des
Stimulationsfaktors des jeweiligen Proteins wurde das Signal der Pufferkontrolle (Reaktion ohne

Zugabe von Protein, nur Lagerpuffer) auf 1 gesetzt.

2.8.3. Messung der Renilla-Luziferase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Translation und Replikation der West-Nil-Virus-RNA wurde ein WNVRIuc-
Replikon genutzt, welches eine integrierte Renilla-Luziferase-Sequenz beinhaltet (Friedrich et al.
2014). Nach der Transfektion wird die Renilla-Luziferase als Teil des Polyproteins translatiert,
deren Aktivitdt gemessen werden kann. Die Renilla-Luziferase-Aktivitdt 4 h nach Transfektion
entspricht dabei der Translation, 24-120 h nach Transfektion wiederum der Replikation der viralen
Replikon-RNA. Dieser Assay wurde genutzt, um den Effekt der Squid-Proteine auf die virale
Replikation in Mosquitozellen zu untersuchen. Dafiir wurden die Proteine siRNA-vermittelt
depletiert und den Einfluss auf die Replikation untersucht. Dies wurde wie unter 2.4.3.
beschrieben durchgefihrt. Der zytoplasmatische Zellextrakt wurde mit dem kommerziellen Kit
Renilla Luziferase Assay System von Promega nach Angaben des Herstellers analysiert. Die relative

light units (RLU) wurden an einem Luminometer (GloMax® 20/20, Promega) quantifiziert.
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2.8.4. Bestimmung der RNA-Bindeaffinitat

Zur Bestimmung der RNA-Bindeaffinitdten der Mosquito-Proteine und der Squid-p32-Varianten
wurden die Proteine in ansteigender Konzentration zu 5-FAM-EX-gelabelter RNA (5 - 25 nM) in
Assay-Puffer [50 mM HEPES/NaOH, pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,] hinzugegeben. Das
Fluoreszenz-Signal wurde an einem FluoroMax-4 Spektrofluorometer (Jobin Yvon) bei 22°C
verfolgt. Die Anregung erfolgte bei 491 nm und einer Spaltbreite von 0.5 nm, die Emission bei
515 nm und einer Spaltbreite von 10 nm. Das Signal der 5’-FAM-EX-gelabelten RNA wurde auf die
Volumenveranderung korrigiert und die normalisierten Fluoreszenzsignale gegen die eingesetzte
Proteinkonzentration aufgetragen. Die Daten wurden mit einem single-site binding model nach
Gleichung 1 (Meyer et al. 2019) mit dem Programm KaleidaGraph™ (Synergy software) analysiert

und so die resultierenden Dissoziationskonstanten (Kp) ermittelt.

(b+c+Kp)—J(b+c+Ky)2>—4-b-c

AF =1+vy- > b

(Gleichung 1)

AF - Anderung der relativen Fluoreszenzamplitude
y - Signal-Amplitude

b - Gesamtkonzentration der RNA

¢ - Gesamtkonzentration des Proteins

Kp — Dissoziationskonstante

2.8.5. Fluorimetrische RNA-RNA-Interaktions-Assays
2.8.5.1. Fluorimetrischer RNA-Destabilisierungs-Assay

Dieser Assay ist der Umstrukturierung der UTRs wahrend der Zyklisierungsreaktion des flaviviralen
Genoms nachempfunden. Dabei kommt es aufgrund von komplementaren RNA-RNA-
Basenpaarungen zu einer Umgestaltung der 3‘- und 5’UTR, welche in eine fir die flavivirale
Replikation essentielle Zyklisierung des Genoms resultiert. Basierend darauf kann mit Hilfe des
fluorimetrischen RNA-Destabilisierungs-Assays die Fahigkeit von Proteinen zur Destabilisierung
der 3’SL-RNA und somit zur Beschleunigung der Zyklisierungsreaktion analysiert werden. AUF1p45
besitzt eine RNA-Chaperon-Aktivitdt, welche es ermoglicht die Destabilisierung des 3’SL stark zu
beschleunigen (Friedrich et al. 2014).

Um zu testen, ob die Mosquito-Proteine ebenso wie AUF1p45 in der Lage sind den 3’SL der WNV-

RNA zu destabilisieren wurde dieser Assay durchgefiihrt.
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Um die Reaktion verfolgen zu kdnnen wurde eine 5-Cy5 markierte 3’SL'™"-RNA (entspricht dem
unteren Teil des WNV 3’SL) genutzt, welche am 3’-Ende zusétzlich einen sogenannten black-hole-
Quencher (BHQ) besitzt. Befinden sich der black-hole-Quencher und das Fluorophor Cy5 in
raumlicher Nahe, wie es bei der nativen Form des stem loops der Fall ist, wird das
Fluoreszenzsignal durch den BHQ geloscht und ist nur schwach detektierbar. Die zweite RNA ist
unmarkiert und enthalt die 5’UAR-Sequenz. Findet eine Interaktion der beiden RNAs statt, wird
durch die Umstrukturierung des 3‘ stem loops ein raumlicher Abstand zwischen dem BHQ und

dem Cy5 induziert und das Fluoreszenzsignal steigt an.

Die in diesem Assay verwendeten RNA-Oligonukleotide 3'SL'™" und 5'UAR wurden von IBA
bezogen (Sequenz in Tabelle 7). Die fluorimetrische RNA-RNA-Interaktion wurde in Assay-Puffer
[50 mM HEPES-NaOH, pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl;] an einem FluoroMax-4
Spektrofluorometer (Jobin Yvon) bei 22°C gemessen. Die Anregung erfolgte bei 643 nm, die
Emission bei 667 nm, jeweils mit 10 nm Spaltbreite und einer Messung der Fluoreszenzintensitat
jede Sekunde. Zunéchst wurden 10 nM 5'-Cy5-markierte 3'SL'"-RNA mit dem zu untersuchenden
Protein prainkubiert und das resultierende Fluoreszenzsignal fiir 100 s gemessen. Dabei wurde die
Konzentration des Proteins pro Messung erhéht. Die Reaktion wurde mit Zugabe von 100 nM
5’UAR-RNA gestartet und fir mindestens 400 s verfolgt. Es wurde pro Messreihe eine
Kontrollreaktion ohne Protein (nur unter Zugabe von Assay-Puffer) durchgefiihrt. Die
normalisierten Fluoreszenz-Signale wurden gegen die Zeit aufgetragen und nach einer Reaktion
erster Ordnung (fiir Reaktionen ohne Protein) und nach einer Reaktion zweiter Ordnung (flr
Reaktionen mit Protein) mit dem Programm KaleidaGraph™ (Synergy software) analysiert und so

die Geschwindigkeitskonstante kobs ermittelt.
1. Ordnung AF = Foffset + Fmax - (1 - exp (-kobs - t)) (Gleichung 2)

2. Ordnung AF = Foffset + Fmax - (1 - 1/( Kobs - t + 1)) (Gleichung 3)

AF - Anderung der relativen Fluoreszenzamplitude

Foffset - Fluoreszenzintensitat am Startpunkt der Reaktion
Fmax - maximale Signalamplitude

kobs - beobachtete Geschwindigkeitskonstante

t - Zeit
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2.8.5.2. Fluorimetrischer RNA-annealing-Assay

Dieser Assay ist der Hybridisierung der komplementaren Zyklisierungselemente 5’CS- und 3’CS-
Sequenz in den UTRs wahrend der flaviviralen Zyklisierungsreaktion nachempfunden. Mit Hilfe
dieser Methode kann untersucht werden, welche Proteine eine RNA-annealing-Aktivitat
aufweisen und somit die Hybridisierung der komplementaren RNA-Sequenzen unterstiitzen. Da
das humane Protein AUF1p45 eine RNA-annealing-Aktivitat besitzt, mit welcher es die
Hybridisierung der komplementéaren Zyklisierungselemente fordert (Friedrich et al. 2014), war es
nun von Interesse die homologen Mosquito-Proteine und die Squid-p32-Alanin-Varianten auf eine
RNA-annealing-Aktivitdt zu testen. Um die Reaktion verfolgen zu kénnen wurde eine Cy3
markierte 3'CS-RNA und eine Cy5 markierte 5‘CS-RNA genutzt, deren Interaktion zu einem
messbaren Forster-Resonanzenergietransfer-Signal (FRET) fuhrt. Die in diesem Assay
verwendeten RNA-Oligonukleotide wurden von IBA bezogen (Sequenzen in Tabelle 7). Die
fluorimetrische RNA-RNA-Interaktion wurde in Assay-Puffer [50 mM HEPES-NaOH, pH 8.0, 100
mM KCl, 5 mM MgCly] an einem FluoroMax-4 Spektrofluorometer (Jobin Yvon) bei 22°C gemessen.
Die Anregung erfolgte bei 535 nm und einer Spaltbreite von 5 nm, die Emission bei 680 nm und
einer Spaltbreite von 10 nm. Abweichend zum RNA-Destabilisierungs-Assay wurde in diesem
Assay die fluoreszenzmarkierten RNAs in gleicher Konzentration von 10 nM in die Reaktion
eingesetzt. Des Weiteren wurden alle Reaktionen, auch Reaktionen ohne Protein, mit einer
Reaktion zweiter Ordnung analysiert (Gleichung 3). Es wurden 400 s der Reaktion bzw. so lange
wie der Fit den Reaktionsverlauf optimal beschrieb, ausgewertet. Alle weiteren Mess- und

Auswertungsbedingungen entsprechen den Ausfiihrungen unter 2.8.5.1.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Fluoreszenz-markierten RNAs

Name 5‘->3‘-Sequenz Beschreibung

AU/GU- UAUUUAGUGGUGUUAG FAM-EX-5 gelabelte AU/GU-

reiche RNA reiche RNA

ssRNA CUAAGAUGCUCGCUGC FAM-EX-5° gelabelte random

RNA

3’S|trunc Cy5- Cy5 gelabelt, RNA entspricht
AGAUCUUCUGCUCUGCACAAUGGUGCGAG dem unteren Teil des WNV 3’SL,
AACACAGGAUCU-3'BHQ zusatzlich BHQ am 3‘-Ende

5‘UAR UCUUAGCACGAAGAUCU unmarkierte UAR-Sequenz-RNA

3’CS Cy3 Cy3-AGCAUAUUGACACC Cy3 gelabelte CS-RNA

5’CS Cy5 Cy5-UGUCAAUAUGCUAA Cy5 gelabelte CS-RNA
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2.8.6. Circulardichroismus

Mit Hilfe des Circulardichroismus (CD) von Molekiilen mit einem oder mehreren chiralen (optisch
aktiven) Chromophoren konnen Aussagen Uber Sekundarstrukturelemente von Proteinen
getroffen werden. Dies ist moglich da verschiedene Strukturelemente wie a-Helices, B-Faltblatter,
als auch random-coil-Strukturen spezifische CD-Spektren aufweisen. Des Weiteren kann analysiert
werden, ob ein rekombinant gereinigtes Protein korrekt gefaltet ist oder ob eine Mutation eines
Proteins dessen Konformation oder Stabilitdt verandert (Greenfield 2006). So konnte untersucht
werden, ob die Substitution der Tryptophane in Squid-p32 zu einer veranderten Sekundarstruktur
flihrt. Gemessen wird hierfir der ferne UV-Bereich (190 nm - 250 nm), welcher Aufschluss tber
den Anteil an Sekundérstrukturelementen gibt. Der nahe UV-Bereich (250 nm - 300 nm) wird fir
Tertidrstrukturanalysen von aromatischen Seitenketten genutzt. Die Analyse des
Circulardichroismus der Proteine wurde an einem JASCO J-810 Spektropolarimeter bei 20°C in
einer HELLMA-Klvette (1 mm optische Weglinge) durchgefiihrt. Die Proteine lagen in einer
Konzentration von 2 pM in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 1 mM TCEP, pH 7.6 vor. Die Spektra
Manager | Software (JASCO) wurde genutzt um die gemessenen Proteinspektren mit einem

Pufferspektrum zu korrigieren und zu glatten. Die Elliptizitat wurde wie folgt berechnet:
[B(IMRW =06 - & - [MRW] - 3300/ (c-d)

0 = gemessene Elliptizitat (mdeg)

[B]MRW = mean residue weight ellipticity

¢ = Proteinkonzentration (mg/ml)

d = optische Weglange (cm)

® = Eichfaktor des Gerats (142.5/5610051)

[MRW] = mittleres Molekulargewicht einer Aminosaure des Proteins
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Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32

Das Protein AUF1p45 ist ein flaviviraler Wirtsfaktor in humanen Zellen (Friedrich et al. 2014,
Friedrich et al. 2018). In vorangegangenen Arbeiten (Masterarbeit Alexandra Meyer) konnten zwei
homologe Proteine in A. albopictus identifiziert und erste Daten generiert werden. Ziel war es nun

die beiden Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 naher zu charakterisieren.

3.1.1. Squid-p30 und Squid-p32 liegen als Monomer vor

Fiir das humane Protein AUF1 ist bekannt, dass es als Monomer vorliegt (Friedrich et al. 2014,
unveroffentlichte Daten (Julian Bender, AG Bacia, Halle)). Um herauszufinden, in welcher Form die
Squid-Proteine vorliegen, wurde das Molekulargewicht der Proteine mittels analytischer
Ultrazentrifugation analysiert (durchgefiihrt von PD Dr. Hauke Lilie, Institut fiir Biochemie und
Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, Abb. 6A, B). Dabei kam das experimentell ermittelte
Molekulargewicht von Squid-p30 mit 30.6 kDa, dem theoretischen Molekulargewicht von 29.9 kDa
sehr nah. Fir Squid-p32 stimmt das experimentell ermittelte Molekulargewicht von 33.3 kDa
ebenfalls gut mit dem theoretischen Molekulargewicht von 32.3 kDa tberein. Somit liegen beide

Mosquito-Proteine, ebenso wie das humane AUF1, als Monomer vor.
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C
Protein  theoretisches experimentelles
M, (kDa) M, (kDa)
Squid-p32 32.3 333
Squid-p30 29.9 30.6

Abbildung 6: Die Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 liegen als Monomer vor.

(A) Darstellung der analytischen Ultrazentrifugation von Squid-p30. Der
Sedimentationsgleichgewichtslauf erfolgte bei 14000 rpm und 20°C, sowie einer
Proteinkonzentration von 12.3 uM in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCIl, 1 mM TCEP, pH 7.6. Im oberen
Teil der Grafik sind die experimentell ermittelten Datenpunkte bei 280 nm in Abhdngigkeit von
dem Radius (r) dargestellt. Diese wurden mit der Svedberg-Gleichung gefittet. Der untere Teil
zeigt die Abweichung der Daten von der Regressionsanalyse. (B) Darstellung der analytischen
Ultrazentrifugation von Squid-p32. Der Sedimentationsgleichgewichtslauf erfolgte bei einer
Proteinkonzentration von 6.8 uM. Die restliche Analyse fand unter den gleichen Bedingungen
wie unter (A) beschrieben statt. (C) Tabelle mit den theoretischen und experimentell ermittelten
Molekulargewichten (M:) von Squid-p32 und Squid-p30. Das apparente Molekulargewicht der
Proteinldsung wurde mit der Svedberg-Gleichung berechnet.

3.1.2. Immunprazipitiertes FLAG-Squid-p30 und FLAG-Squid-p32 aus Mosquitozellen ist nicht
methyliert

Bei AUF1p45 liegen funf Arginine im RGG/RG-Motiv in humanen Zellen als dimethyliert vor. Diese
Methylierung flhrte zu einer Verstarkung der RNA-Chaperon-Aktivitat, wahrend die RNA-
annealing-Aktivitat nicht beeinflusst war (Friedrich et al. 2016). Da Squid-p30 und Squid-p32
analog zu AUF1p45 in der C-terminalen Region ein RGG/RG-Motiv besitzen, war es von Interesse
zu untersuchen, ob sie in Mosquitozellen ebenfalls methyliert vorliegen. Eine Analyse in C6/36-
Zellen wurde bereits in der Masterarbeit von Alexandra Meyer durchgefiihrt und hier nochmal
validiert. Zusatzlich wurden U4.4-Zellen analysiert. Um aus dem authentischen System
stammende Proteine zu untersuchen, wurden die Squid-Proteine als FLAG-getaggte Varianten mit
Hilfe des Sindbis-Expressionssystems in C6/36- und U4.4-Zellen transient hergestellt. Daflr
wurden die Mosquitozellen mit Hilfe von Elektroporation mit rekombinanter Sindbis-RNA
transfiziert und die synthetisierten Proteine unter Anwendung einer FLAG-Immunprazipitation
gereinigt. Die isolierten FLAG-Fusionsproteine wurden mittels Western Blot Analyse
nachgewiesen (Abb. 7A, 7C). Zur Quantifizierung der immunprazipitierten Proteine wurde eine
Verdilinnungsreihe von rekombinantem Squid-p32 mit bekannter Konzentration mitgefiihrt. Die
Intensitat der visualisierten Banden wurde in einem Diagramm gegen die Proteinkonzentration
aufgetragen und mit der resultierenden linearen Formel die anndhernden Proteinkonzentrationen
von FLAG-Squid-p30 und FLAG-Squid-p30 berechnet. Dabei ergab sich fiir beide Squid-Proteine

aus C6/36-Zellen eine Konzentration von 0.5 pmol/pl.
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Fir FLAG-Squid-p32 aus U4.4-Zellen konnten 0.08 pmol/ul und fir FLAG-Squid-p30 0.075 pmol/pul
berechnet werden. Zur Bestimmung des Methylierungsstatus wurde in folgenden ein in vitro
Methylierungsassay durchgefiihrt, fiir den je Reaktion 1 pmol FLAG-Fusionsprotein eingesetzt
wurden. Zusatzlich wurde als Kontrolle die gleiche Menge rekombinant gereinigter Squid-Proteine
eingesetzt, welche nicht-methyliert vorliegen sollten, da in E. coli-Zellen keine
Argininmethylierung von Proteinen stattfindet. Zu sehen ist, dass sowohl die FLAG-
Fusionsproteine aus C6/36-Zellen, als auch aus U4.4-Zellen in vitro von der eingesetzten humanen
Methyltransferase PRTM1 methyliert werden. Dabei werden beide rekombinante Squid-Proteine
ebenso effizient methyliert (Abb. 7B, 7D). Somit kann geschlussfolgert werden, dass Squid-p30
und Squid-p32 in C6/36-Zellen und U4.4-Zellen als nicht-methylierte Proteine vorliegen. Des
Weiteren konnte bei den FLAG-Fusionsproteinen, insbesondere bei FLAG-Squid-p30, zusatzliche

Proteinbanden detektiert werden, welche vermutlich Abbauprodukte darstellen (Abb. 7A-D).
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Abbildung 7: FLAG-p30 und FLAG-p32 aus Mosquitozellen sind nicht methyliert. (A) 10 pl des
immunprazipitierten FLAG-p32 und FLAG-p30 aus C6/36-Zellen wurden in einer 10%igen SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit a-p32 Antikorper
detektiert. Zusatzlich wurde zur Quantifizierung der Proteinmenge eine Verdiinnungsreihe von
rekombinantem Squid-p32 mit bekannter Konzentration aufgetrennt. Auftragung mit
absteigender Konzentration: 4 pmol, 2 pmol, 1 pmol und 0.5 pmol Squid-p32. (B) Je 1 pmol
FLAG-p32 und FLAG-p30 gereinigt aus C6/36-Zellen und Squid-p32 und Squid-p30 gereinigt aus
E. coli wurden von 5 pmol PRMT1 methyliert. Nach 2 h wurde die Reaktion abgestoppt und in
einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die radioaktiven Signale wurden mittels Autoradiographie
detektiert. (C) 10 pl des immunprazipitierten FLAG-p32 und FLAG-p30 aus U4.4-Zellen wurden
in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis fand unter den gleichen Bedingungen
wie unter (A) beschrieben statt. (D) Je 1 pmol FLAG-p32 und FLAG-p30 gereinigt aus U4.4-Zellen
und Squid-p32 und Squid-p30 gereinigt aus E. coli wurden von 5 pmol PRMT1 methyliert. Der
Reaktionsablauf und die Analyse fanden unter den gleichen Bedingungen wie unter (B)
beschrieben statt.

3.1.3. Squid-p30 zeigt eine zehnfach hohere RNA-Bindeaffinitat zu AU/GU-reicher RNA als
Squid-p32

Fir die humanen AUF1-Proteine wurden bereits starke Bindeaffinitdten zu AU/GU-reicher RNA
beschrieben (DeMaria und Brewer 1996, Friedrich et al. 2014, unveroéffentlichte Daten Susann
Friedrich). Um nun zu untersuchen, ob die Mosquito-Proteine ebenso eine starke Affinitat zu
AU/GU-reicher RNA aufweisen, wurde eine RNA-Bindungsstudie mit einer AU/GU-reichen RNA
durchgefiihrt. Daflir wurde eine natiirliche Ziel-RNA von AUF1p45 eingesetzt, welche folgende
Kriterien erfillt: Sie besteht groRtenteils aus Uracil und Guanin, da AUF1p45 vorrangig U-/GU-
reiche Sequenzen der 3’'UTR von mRNAs und nicht-kodierenden RNAs erkennt (Yoon et al. 2014).
Ebenso entspricht die verwendete RNA einem Teil der AU-reichen Region des WNV, welche eine
hoch-affine Bindestelle von AUF1p45 ist (Friedrich et al. 2014). Zuséatzlich enthalt sie zwei UUAG-
Motive, welche von AUF1p45 spezifisch erkannt werden (Kajita et al. 1995).

Um nun zu untersuchen, ob die Mosquito-Proteine ebenfalls eine hohe Affinitat zu AU/GU-reichen
Sequenzen besitzen, wurde ein RNA-Bindungs-Assay mit der spezifischen AU/GU-reichen RNA
(Abb. 8A, B) im Vergleich zu einer unspezifischen RNA (ssRNA) durchgefihrt (Abb. 8C, D). Die
Sequenz der unspezifischen RNA ist zufallig zusammengestellt. Des Weiteren sind beide RNAs 16
Nukleotide lang und einzelstrangig.

Die zu untersuchenden Proteine wurden in ansteigender Konzentration zu den 5'-FAM-EX-
gelabelten RNAs hinzugegeben und die Abnahme des Fluoreszenzsignals gemessen. Die
resultierenden Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 8 dargestellt. Dabei zeigte das humane
Protein AUF1p45 eine achtfach héhere (Kpo= 1.6 nM) Affinitat zu der spezifischen AU/GU-reichen
RNA als Squid-p30 (Kpb= 13 nM). Verglichen mit Squid-p32 (Kpo= 130 nM) zeigte AUF1p45 eine sogar

fast hundertfach hohere Affinitat.
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Die RNA-Bindung von AUF1p45 zu der ssRNA (Kp=157) ist ebenfalls héher, aber nur um Faktor 1.5
verglichen mit Squid-p30 (Kpb= 250 nM) und Faktor 4 verglichen mit Squid-p32 (Kp=680 nM).
Werden die Squid-Proteine untereinander verglichen, besitzt Squid-p30 eine zehnfach hohere
Affinitat zu der spezifischen AU/GU-reichen RNA, als Squid-p32. Die RNA-Bindung zu der ssRNA ist
im Gegensatz dazu bei Squid-p30 nur leicht erhoht (um Faktor zwei). Vergleicht man die
Affinitaten der Squid-Proteine zwischen den verwendeten RNAs, ist auffallig, dass die spezifische
AU/GU-reiche RNA von beiden Proteinen mit deutlich héherer Affinitat gebunden wird, als die
ssRNA. So zeigt Squid-p30 einen 19-fach hoheren Kp-Wert fiir die AU/GU-reiche RNA als fur die
ssRNA. Bei Squid-p32 ist die Affinitat zur AU/GU-reichen RNA um Faktor 5 hoher als zur ssRNA. So
zeigen beide Squid-Proteine eine Substratspezifitdt fir AU/GU-reiche RNA. Generell ist diese
Substratspezifitdit sowie die Bindungsaffinitdit bei den Mosquito-Proteinen aber geringer

ausgepragt als bei AUF1p45.
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Abbildung 8: RNA-Bindung der Squid-Proteine zu den RNA-Substraten.

(A) Repréasentative RNA-Bindungskurve von Squid-p30 mit 5 nM AU/GU-reicher RNA. Das
Signal der 5'-FAM-EX-gelabelten RNA wurde gemessen, um die Volumenveranderung
korrigiert und die normalisierten Fluoreszenzsignale gegen die eingesetzte
Proteinkonzentration aufgetragen. Die Daten wurden mit Gleichung 1 gefittet (siehe 2.8.4.).
(B, C, D) Exemplarische Darstellung einer RNA-Bindungskurve von (B) Squid-p30 mit 25 nM
ssRNA, (C) Squid-p32 mit 25 nM AU/GU-reicher RNA, (D) Squid-p32 mit 25 nM ssRNA. Die
Analysen fanden unter den gleichen Bedingungen wie unter (A) beschrieben statt.
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Tabelle 8: RNA-Bindeaffinitaten der verschiedenen Proteine zu RNA-Substraten

Protein AU/GU-reiche RNA Kp (nM) ssRNA Kp (nM)
AUF1p45? 1.6 £0.5 157 +24
Squid-p30 13+0.8 250192
Squid-p32 130+ 11 680+ 79

aMessungen der RNA-Bindung von AUF1p45 von Susann Friedrich
durchgefihrt (Meyer et al. 2019). Die Kp-Werte und die Standard-
Abweichungen sind von mindestens drei unabhangigen Messungen
generiert.

3.1.4. Die Squid-Proteine besitzen eine RNA-Chaperon-Aktivitat

Eine wichtige Eigenschaft von AUF1p45, in der Funktion als Wirtsfaktor, ist die Umstrukturierung
flaviviraler RNA-Strukturen: Das Protein besitzt eine RNA-Chaperon-Aktivitdt, welche es
ermoglicht die Destabilisierung des 3’SL zu beschleunigen und eine RNA-annealing-Aktivitat, mit
welcher es die Hybridisierung der komplementaren Zyklisierungssequenzen unterstiitzen kann

(Friedrich et al. 2014, Friedrich et al. 2016).

Um nun zu untersuchen, ob die Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 ebenso eine RNA-
Chaperon-Aktivitat aufweisen, wurden die Proteine auf ihre Fahigkeit, die Destabilisierung des
3’SL zu beschleunigen, untersucht. Dazu wurden bereits in der Masterarbeit von Alexandra Meyer
Daten generiert, welche hier detaillierter validiert wurden. Fir diese Analyse wurde der
fluorimetrische RNA-Destabilisierungs-Assay genutzt, mit welchem es moglich ist, die
Umstrukturierung des 3’SL wahrend der flaviviralen Zyklisierungsreaktion nachzubilden (Friedrich
et al. 2014, Abb. 9A). Dabei wird eine verklrzte Version des nativen 3’SL des WNV verwendet,
welche dem unteren Teil des stem loops entspricht und die 3’UAR-Sequenz beinhaltet. Diese
3’SL"N-RNA ist am 5-Ende mit einem Cy5-Fluorophor markiert und besitzt am 3‘-Ende einen
black-hole-Quencher (BHQ), welcher zunachst bei intakter stem-loop-Struktur das Fluoreszenz-
Signal des Cy5 loscht. Eine zweite RNA in diesem Assay ist unmarkiert und enthalt die 5’UAR-
Sequenz. Die Interaktion dieser beiden RNAs flhrt zu einer Umstrukturierung des 3’SL'™"° und
einem groReren raumlichen Abstand zwischen dem Cy5-Fluorophor und dem BHQ. Dies resultiert
in einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals, welches nun gemessen werden kann (Abb. 9B). Die
Reaktion findet ebenso ohne die Zugabe von RNA-Chaperonen statt, wird aber durch die

Anwesenheit dieser stark beschleunigt. Zundchst wurde die Fluoreszenz der 3’SL'™"-RNA allein
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und anschlieBend unter Zugabe von Protein in ansteigender Konzentration gemessen. Mit Zugabe

der 5’UAR-RNA wurde die Reaktion gestartet und weiter fluorimetrisch verfolgt.

3 B!
5'UAR
\ .
J'UAR
+ 5'UAR
—_—
L ]
5 3 3 3'UAR
5'UAR
3'UAR
5'UAR —f
+ —
‘_—
3'UAR o
BHQ

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Zyklisierungsreaktion des WNV und des davon
abgeleiteten fluorimetrischen RNA-Destabilisierungs-Assays. (A) Hier dargestellt sind die
stem loop Strukturen der 3 und 5‘UTR mit den markierten 3 und 5’UAR-Elementen, welche in
Folge der Zyklisierungsreaktion umstrukturiert werden, damit die komplementdren RNA-
Bereiche miteinander interagieren kdonnen (Friedrich et al. 2014). (B) Hier sind die im RNA-
Destabilisierungs-Assay verwendete Cy5 (Fluorophor) markierte 3’SL'U"-RNA und die
unmarkierte 5’UAR-RNA dargestellt, deren Interaktion den raumlichen Abstand zwischen dem
Cy5-Fluorophor und BHQ (Fluoreszenz-quencher) vergroBert und so den Anstieg des
Fluoreszenzsignals bewirkt. Die 3’SL'"“"-RNA entspricht dem unteren Teil des nativen WNV
3’SL (Friedrich et al. 2014).

Dabei zeigte sich mit zunehmender Squid-p32 Konzentration ein im Vergleich zur Probe ohne
Protein schnellerer Anstieg der Fluoreszenz (Abb. 10A), welcher sich ebenso in einem Anstieg der
Geschwindigkeitskonstanten (kons) widerspiegelte (Abb. 10B). Ein ahnliches Bild ergab sich fir
Squid-p30, wobei der Anstieg der Fluoreszenz (Abb. 10C), sowie der Anstieg der kops-Werte (Abb.
10D) weniger stark ausgepragt waren als bei Squid-p32.

Zum Vergleich wurde ebenso die Aktivitdit von AUF1p45 gemessen (Daten aus Masterarbeit
Alexandra Meyer). Bei einer Konzentration von 150 nM AUF1p45 konnte anhand der
beobachteten Geschwindigkeitskonstante eine Beschleunigung der Reaktion um Faktor 5.6
bestimmt werden. 125 nM Squid-p32 beschleunigten die Reaktion um Faktor 2.9 (Abb. 10B).

Dagegen wurde die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion von Squid-p30 bei einer eingesetzten
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Proteinkonzentration von 150 nM um Faktor 2.1 erhéht (Abb. 10D). Die berechneten

Beschleunigungs-Faktoren wurden hierbei immer mit einer Reaktion ohne Protein verglichen.

Zusammenfassend ist bei dem Vergleich aller Daten erkennbar, dass beide Mosquito-Proteine

eine RNA-Chaperon-Aktivitat haben, welche aber geringer als die Aktivitat von AUF1p45 ist (Abb.

10E, F).

A

normalisierte Fluoreszenz

(@]

normalisierte Fluoreszenz

m

normalisierte Fluoreszenz

1.2

0.2

12

0.8

0.6

04 &

0.2 §

——ohne Protein

——50 "M Squid-p32
——100 nM Squid-p32
——125 nM Squid-p32

100

200 300 400

Zeitins

500

——ohne Protein

——20 nM Squid-p30
——50 nM Squid-p30
—— 100 nM Squid-p30 |
— 150 nM Squid-p30
——200 nM Squid-p30

200 300 400 500

——ohne Protein
—50 nM AUF1p45 |
——50 nM Squid-p32

50 nM Squid-p30

200 300 400

Zeitins

500

B

Squid-p32 (nM) kg (s?) Faktor

0 0.0064 1

25 0.0070 1.1

50 0.0103 1.6

100 0.0159 2.5

125 0.0184 2.9

D

Squid-p30 (nM) _ kgp(s?) Faktor

0 0.0072 1

20 0.0085 1.2

50 0.0102 1.4

100 0.0137 1.9

150 0.0148 2.1

200 0.0178 2.5

. .

g —e—AUF1p45 ]

0.005 |~ —o—Squid-p32

®— Squid-p30
0 1 1 1 1

0 50 100 150 200 250

Protein (nM)

55



ERGEBNISSE

Abbildung 10: Die Mosquito-Proteine haben eine RNA-Chaperon-Aktivitdt, welche geringer
ist als die Aktivitdt von AUF1p45. (A) Zunichst wurde die Fluoreszenz der 3’SL'“"-RNA
allein und anschlieBend unter Zugabe von Squid-p32 in ansteigender Konzentration
gemessen. Mit Zugabe von 5'UAR-RNA wurde die Reaktion gestartet und fluorimetrisch
weiterverfolgt. Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden auf das Startsignal normalisiert,
gegen die Zeit aufgetragen und mit einer Reaktion erster Ordnung (Gleichung 2) oder einer
Reaktion zweiter Ordnung (Gleichung 3) gefittet. (B) Ubersicht der beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten aus (A) und der daraus berechneten Beschleunigungsfaktoren.
(C) Unter den gleichen Bedingungen wie unter (A) beschrieben wurde Squid-p30 in
ansteigender Konzentration untersucht. (D) Ubersicht der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten aus (C) und der berechneten Beschleunigungs-Faktoren. (E)
Vergleich der normalisierten Fluoreszenzsignale von 50 nM AUF1p45 (Daten aus
Masterarbeit Alexandra Meyer), Squid-p32 und Squid-p30, aufgetragen gegen die
gemessene Zeit. (F) Ubersicht der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Mosquito-
Proteine und AUF1p45 (Daten aus Masterarbeit Alexandra Meyer), welche gegen die
eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen und linear gefittet wurden. Dabei wurden die
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 10A und 10C verwendet.

3.1.5. Die Squid-Proteine besitzen nur eine schwache RNA-annealing-Aktivitat

Da AUF1p45 unter anderem eine RNA-annealing-Aktivitat aufweist, welche die annealing-
Reaktion der komplementdren Sequenzen innerhalb der flaviviralen Zyklisierungsreaktion
unterstitzt (Friedrich et al. 2016), war es von Interesse zu identifizieren, ob die Mosquito-Proteine
ebenfalls eine solche Aktivitdt besitzen. Dazu wurde ein fluorimetrischer RNA-annealing-Assay
genutzt. Mit diesem Assay kann untersucht werden, ob ein Protein die Hybridisierung der
komplementaren Zyklisierungselemente stimuliert. Dabei wird eine mit einem Cy5-Fluorophor
markierte RNA, welche die 5'CS-Sequenz beinhaltet und eine Cy3-fluoreszenzmarkierte RNA mit
der 3’CS-Sequenz, genutzt. Die Hybridisierung dieser beiden RNAs resultiert in einem messbaren
Forster-Resonanzenergietransfer-Signal (FRET, Abb. 11). Das Prinzip dieses Prozesses ist die
abstandsabhédngige Energielibertragung des angeregten Cy3-Fluorophors auf das Cy5-Fluorophor
liber den Forstermechanismus. Voraussetzung fiir diesen Prozess ist die Uberlappung des
Emissionsspektrums von Cy3 mit dem Anregungsspektrum von Cy5. Die Emission des Cy5-

Fluorophors kann anschlielend detektiert werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Hybridisierung der komplementdren CS-
Sequenzen des WNV und der darauf basierende fluorimetrische RNA-annealing-Assay.
Dargestellt ist die annealing-Reaktion der komplementaren 5°CS- und 3’CS-RNA-Bereiche
innerhalb der Zyklisierungsreaktion des WNV. Davon abgeleitet sind die Cy5 markierte 5’'CS-
RNA und die Cy3 markierte 3’CS-RNA, deren Interaktion zu einem messbaren FRET-Signal
fahrt (Friedrich et al. 2016).

Bei der Durchflihrung des RNA-annealing-Assays wird zunachst die Fluoreszenz der 3’CS-RNA
allein gemessen und anschliefend unter Zugabe von Protein in ansteigender Konzentration. Die

Reaktion wird mit Zugabe der 5'CS-RNA gestartet und weiter fluorimetrisch verfolgt.

Die normalisierten Fluoreszenz-Signale wurden gegen die gemessene Zeit aufgetragen und mit
einer Reaktion zweiter Ordnung gefittet. Dabei war mit zunehmender Squid-p32 Konzentration
ein im Vergleich zur Probe ohne Protein schnellerer Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten (Abb.
12A), welcher sich ebenso in einem Anstieg der Geschwindigkeitskonstanten widerspiegelte (Abb.

12B). Ein dhnliches Bild ergab sich fir Squid-p30 (Abb. 12C, D).

Zum Vergleich wurde ebenso die Aktivitat von AUF1p45 ermittelt (Daten von Dr. Susann Friedrich).
Die berechneten Beschleunigungs-Faktoren wurden dabei immer mit einer Reaktion ohne Protein
verglichen. Eine Reaktion mit Zugabe von 20 nM AUF1p45 resultierte in einer Beschleunigung um

Faktor 8. Im Gegensatz dazu wiesen die Mosquito-Proteine deutlich schwachere Aktivitaten auf.

Bei der Zugabe von 20 nM Squid-p32 zu der Reaktion konnte die Geschwindigkeitskonstante um
Faktor 1.5 erhoht werden (Abb. 12A, B). Bei einer Konzentration von 25 nM zeigte Squid-p30 eine
Erhohung der Geschwindigkeitskonstante um Faktor 1.7 (Abb. 12C, D). Die Daten zeigen, dass die
Mosquito-Proteine eine vergleichbare RNA-annealing-Aktivitat haben (Abb. 12E, F), jedoch ist
diese deutlich schwacher als die des humanen Wirtsfaktors AUF1p45 (Abb. 12E, F).
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Abbildung 12: Die RNA-annealing-Aktivitdt der Mosquito-Proteine ist deutlich schwacher
als die des humanen AUF1p45. (A) Zunichst wurde die Fluoreszenz der 3‘CS-RNA allein
und. anschlieBend unter Zugabe von Squid-p32 in ansteigender Konzentration gemessen.
Mit Zugabe der 5'CS-RNA wurde die Reaktion gestartet und weiter fluorimetrisch verfolgt.
Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden auf das Startsignal normalisiert, gegen die Zeit
aufgetragen und mit einer Reaktion zweiter Ordnung gefittet. (B) Ubersicht der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten aus (A). (C) Unter den gleichen Bedingungen wie unter (A)
beschrieben wurde Squid-p30 in ansteigender Konzentration untersucht. (D) Ubersicht der
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten und Beschleunigungs-Faktoren aus (C). (E)
Vergleich der normalisierten Fluoreszenzsignale von 20 nM AUF1p45, Squid-p32 und Squid-
p30, aufgetragen gegen die gemessene Zeit. (F) Ubersicht der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten der Mosquito-Proteine und AUF1p45 (Daten von Dr. Susann
Friedrich), welche gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen und linear
gefittet wurden. Dabei wurden die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 12A
und 12C verwendet.

3.1.6. Die Umstrukturierungsaktivitaten der Squid-Proteine sind nicht temperaturabhangig

Das Replikationsverhalten von WNV-Replikons ist in Abhadngigkeit von der verwendeten Zelllinie
unterschiedlich. So konnte beobachtet werden, dass sich beim Replikon WNVRIuc in den
Mosquitozellen eine 48 h lange Lag-Phase zeigt, wohingegen die Replikation in humanen Zellen
schon nach 24 h ihr Maximum erreicht. Dieses Replikationsverhalten ist abhangig von der fiir die
Zelllinien genutzten Kultivierungstemperatur (Meyer et al. 2020). Daher war es von Interesse zu
untersuchen, ob die Squid-Proteine mdéglicherweise ebenso eine temperaturabhangige Aktivitat
aufweisen. Um dies zu untersuchen wurden die bereits unter 3.1.4. und 3.1.5. aufgefiihrten RNA-
Destabilisierungs- und RNA-annealing-Assays, welche sonst bei 22°C durchgefihrt wurden, hier
bei 28°C ausgefiihrt. Dabei zeigte Squid-p32 eine minimale Erhéhung der RNA-Chaperon-Aktivitat
(Abb. 13A). Die RNA-annealing-Aktivitdt dagegen war bei 28°C schwach vermindert (Abb. 13B).
Bei Squid-p30 bleiben beide Aktivitdten vergleichbar (Abb. 13C, D). Als Referenz wurden ebenfalls
die RNA-Umstrukturierungsaktivitaiten von AUF1p45 bei 28°C untersucht (Daten von Dr. Susann
Friedrich). Die RNA-annealing-Aktivitat von AUF1p45 war von der Erhéhung der Temperatur kaum
beeinflusst und nur minimal verschlechtert (Abb. 13F). Dagegen war die RNA-Chaperon-Aktivitat
von AUF1p45 bei 28°C, verglichen mit 22°C, deutlich besser (Abb. 13E). Zusammenfassend zeigt
die Erhohung der Temperatur bei beiden Mosquito-Proteinen, im Gegensatz zu AUF1p45, keinen
bzw. einen sehr geringen Effekt auf die RNA-Chaperon- und RNA-annealing-Aktivitat. Diese Daten
verdeutlichen wichtige Unterschiede in den Eigenschaften der Proteine bei unterschiedlichen

Temperaturen.
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Abbildung 13: Einfluss der Temperatur auf die RNA-Umstrukturierungsaktivititen der
Mosquito-Proteine und AUF1p45. Untersuchung der RNA-Chaperon-Aktivitat (links) und RNA-
annealing-Aktivitat (rechts) von (A, B) Squid-p32, (C, D) Squid-p30 und (E, F) AUF1p45 bei 22°C
und 28°C. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten wurden normalisiert, indem die
Reaktion ohne Protein von der Gesamtreaktion abgezogen wurde. Die normalisierten
Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen
und linear gefittet.
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3.1.7. Die Squid-Proteine stimulieren die (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV stdrker als
AUF1p45

Mit dem RNA-abhingigen RNA-Polymerase-Assay (RdRp) kann der erste Replikationsschritt des
WNYV, die Synthese des viralen (-)-Strang-Intermediates, in vitro rekonstituiert werden. Dieser
Assay wurde von Friedrich et al. (2014) etabliert, um zelluldre Proteine mit Wirtsfaktorfunktion zu
identifizieren. Dabei diente die Stimulation der (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV als Maf fiir die
Wirtsfaktoraktivitdt. So konnte mit diesem Assay bereits der virale Wirtsfaktor AUF1p45

identifiziert werden (Friedrich et al. 2014).

Da aus den vorangegangenen Aktivitatstests ersichtlich ist, dass die Mosquito-Proteine
grundsatzlich Aktivitaten wie AUF1p45, nur in verringerter Ausprdagung besitzen, war es von
Interesse zu untersuchen, ob die Mosquito-Proteine ebenso die (-)-Strang-RNA-Synthese
stimulieren kénnen. Der RdRp beruht auf der Detektion der radioaktiv markierten de novo
synthetisierten (-)-Strang-RNA, flr die eine subgenomische RNA (sgRNA) als template fungiert.
Diese subgenomische RNA besteht groRtenteils aus der 3'UTR und der 5'UTR des WNV und
beinhaltet somit alle Zyklisierungselemente. Zusatzlich besitzt die RNA einen kleinen Teil der
kodierenden Sequenz fiir das core-Protein (Abb. 14A). Als RNA-Polymerase fungierte das
gereinigte Nichtstrukturprotein 5 (NS5) des WNV (AG Behrens). Die Proben mit de novo
synthetisierter RNA wurden mit Hilfe einer 5%igen Harnstoff-PAGE aufgetrennt und die
radioaktiven Signale mittels Autoradiographie detektiert (Abb. 14B). Zusatzlich zu dem de novo
synthetisierten (-)-Strang-RNA-Produkt, welches eine GréRe von ca. 800 Nt aufweist, migriert ein
sogenanntes hairpin-Produkt. Dieses entsteht durch ein Umklappen des 3'-Endes der RNA (copy-
back-Mechanismus). Das hairpin-Produkt ist doppelt so lang wie das de novo synthetisierte (-)-
Strang-RNA-Produkt, bildet aber aufgrund der semi-denaturierenden Bedingungen der Harnstoff-
PAGE stabile Sekundarstrukturen aus und migriert dadurch deutlich schneller (Abb. 14B). Dies
wurde bereits von Behrens et al. (1996) und Friedrich et al. (2014) ndher beschrieben. Als Kontrolle
diente pro Bestimmungsreihe eine Reaktion ohne Protein, nur mit Zugabe des Lagerpuffers der zu
testenden Proteine. Nach der Quantifizierung wurden die ermittelten Signalintensitaten durch die
der Kontrollreaktion geteilt (Abb. 14C). AUF1p45 zeigte eine signifikante Stimulation der (-)-
Strang-RNA-Synthese um Faktor 5.3. Dagegen konnten fiir die Mosquito-Proteine deutlich héhere
Stimulations-Faktoren von 12.7 bei Squid-p32 und 18.7 bei Squid-p30 ermittelt werden. Diese
Ergebnisse stehen im Kontrast zu den bisher ermittelten Aktivitaten der Mosquito-Proteine,

welche deutlich schwacher waren verglichen mit AUF1p45.

61



ERGEBNISSE

A
—5'UTR—— Core'— FUTR ——
SLA 5UARS5DAR1 5CS AU-rich 3'CS 3'DAR1 3UAR
5'DAR2 3'DAR2
B G
\Q/ ’);1’ '50 <’) 30 T T T
© R L 9
N & SN K o Lt
t © P ¢ £ 250 ]
c
a
800— H. ... |«— denovo <Z;: 20 i ‘ .
: I
oo 15 | { 4
{ ot
©
o 2
<«— hairpin il 10 | P
2 5| L]
S I
1
X o Lom— i ;

Kontrolle Squid-p32 Squid-p30 AUF1p45

Abbildung 14: Die Squid-Proteine stimulieren die (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV
in einem RdRp-Assay. (A) Schematische Darstellung der sgRNA, welche aus der 3'UTR
und 5'UTR des WNV und einem kleinen Teil der kodierenden Sequenz des core-
Proteins besteht. (B) Exemplarische Darstellung eines RdRp-Assays, in welchem
AUF1p45 und die Mosquito-Proteine untersucht wurden. Die Auftrennung der de
novo synthetisierten RNA erfolgte mit Hilfe einer 5%igen Harnstoff-PAGE und die
Detektion der radioaktiven Signale mittels Autoradiographie. Die de novo
synthetisierten RNA-Produkte und die hairpin-RNA-Produkte sind auf der rechten
Seite markiert. (C) Zusammenfassende Darstellung der Daten aus zwei unabhangigen
Experimenten, welche in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden. Die
Signale wurden mit Image Quant 5.0 analysiert und die Mittelwerte in einem
Balkendiagramm dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. T-
Test: **, 0.01>p>0.001
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3.2. Charakterisierung der Proteinvarianten des Mosquito-Proteins Squid-p32

Die bisherige in vitro Analyse der Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 zeigte
insbesondere in der RNA-Chaperon-Aktivitdat und in der RNA-Bindungsaffinitdt deutliche
Unterschiede zwischen den Proteinen. Um nun zu ergriinden, worauf diese Unterschiede
zurlickzufiihren sind, wurde versucht die Proteine anhand ihrer Aminosduren-Zusammensetzung

zu analysieren.

Die Squid-Proteine sind identisch, abgesehen von dem Exon 5-kodierten Bereich, welcher bei
Squid-p30 aufgrund einer alternativen Selektion der 3 Spleilistelle, um 20 Aminosauren kiirzer ist,
als bei Squid-p32. Diese zusatzlichen 20 Aminosduren verlangern ein sogenanntes YGG-Motiv
(Abb. 15). Uber YGG-Motive ist bisher nicht viel bekannt. Sie treten hiufig zusammen mit RNA
recognition motifs oder RGG/RG-Motiven auf und wurden mit Protein-Oligomerisierung in

Verbindung gebracht (Zucconi et al. 2010).

Innerhalb dieses Motivs befinden sich zwei Tryptophane. Um die Bedeutung dieser innerhalb des
Motivs genauer zu untersuchen, wurden sie durch Alanine substituiert. Die resultierenden
Varianten Squid-p32was1a, Squid-p32wasaa und Squid-p32w2e1,262a Wurden in den fluorimetrischen

RNA-RNA-Interaktionsassays und auf ihre RNA-Bindungsaffinitat getestet.

AUF1p45 RRM1 | RRM2 I ﬂ

Squid-p30 RRM1 | RRM2 l]|

Squid-p32 RRM1 | RRM2
GDYYGDWAGWGYNGYDYSHY

Abbildung 15: Darstellung der Domadnenorganisation des humanen
AUF1p45 und der Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32. Die
Mosquito-Proteine besitzen ebenso wie AUF1p45 zwei nicht
identische, nebeneinander angeordnete RNA recognition motifs
(RRM-Doménen). In grin markiert ist die Arginin-Glycin-reiche
Region (RGG/RG-Motiv) und in rot markiert der durch Exon 5-
kodierte Bereich. Der Exon 5-kodierte Bereich ist aufgrund einer
alternativen Selektion der 3 Spleistelle innerhalb des Exon 5 bei
Squid-p30 um 20 Aminosduren kiirzer, als bei Squid-p32. Dieser
Bereich verlangert eine Tyrosin-Glycin-reiche Region (YGG-Motiv).
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3.2.1. Rekombinante Reinigung der Squid-p32-Varianten

Um gezielt die Nukleotide, welche fiir Tryptophan kodieren, gegen Nukleotide kodierend fir
Alanin auszutauschen, wurde eine site-directed mutagenesis-PCR durchgefiihrt. Der korrekte
Einbau der Mutationen wurde anschliefend mittels Sequenzierung der fiir Squid-p32wae14, Squid-
P32waeaa UNd Squid-p32wae1,264a kodierenden Plasmide verifiziert. Die Proteinvarianten wurden
rekombinant in E. coli synthetisiert und analog zu einem etablierten Reinigungsprotokoll (Friedrich
et al. 2014), welches auch schon fiir die Wildtyp (WT) Squid-Proteine genutzt wurde (Masterarbeit
Alexandra Meyer), gereinigt. Die Squid-p32-Varianten wurden {ber eine Nickel-NTA- und eine
Heparin-Affinitdtschromatographie gereinigt. Charakteristisch bei der Reinigung der Wildtyp
Squid-Proteine war, dass Squid-p32 innerhalb des Reinigungsprozesses zur Oligomerisierung
tendierte und Squid-p30 nicht. Bei der Heparin-Affinitdtschromatographie konnte ein
unterschiedliches Elutionsverhalten von monomerem und oligomerem Squid-p32 beobachtet
werden. Die Einzel-Alanin-Varianten Squid-p32w2e1a und Squid-p32w2eaa zeigten dabei ein
intermediares Oligomerisierungsverhalten. Die Doppel-Alanin-Variante Squid-p32w2s1,264a verhielt
sich bei der Reinigung dagegen wie Squid-p30. Es wurden nur die Proben mit mutmaRBlich
monomerem Protein weiterverarbeitet. Bei der abschlieenden
GrolRenausschlusschromatographie wurden alle Squid-p32-Varianten mit einem identischen
Retentionsvolumen zum WT-Squid-p32 von der Gelfiltrations-Sdule eluiert (Abb. 16C). Daraus
wird geschlussfolgert, dass die Proteine hochstwahrscheinlich in einem monomeren Zustand
gewonnen wurden, da fiir die WT-Squid-Proteine bereits gezeigt wurde, dass sie als Partikel mit
einer dem Monomer entsprechenden Masse vorliegen (siehe 3.1.1.).

Die gereinigten Squid-p32-Varianten wurden mittels 12%iger SDS-PAGE analysiert und waren frei
von Verunreinigungen (Abb. 16A, B). Des Weiteren wurde fiir jedes Protein der Quotient von
0OD380/OD260 bestimmt, welcher mit Werten im Bereich 1.8-1.9 indizierte, dass die Proteine frei

von Verunreinigungen durch Nukleinsduren waren (Abb. 16B).
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Abbildung 16: Rekombinante Reinigung der Squid-p32-Varianten: (A) Die Proteine wurden
rekombinant als SUMO-Fusionsproteine in E. coli synthetisiert und Uber mehrere
Affinitatschromatographie-Schritte gereinigt. 4 ug der gereinigten Mosquito-Proteine und
der Squid-p32-Varianten wurden in einer 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
angefdrbt. Die Molekulargewichte der Markerproteine sind angegeben. (B) Von den
gereinigten Proteinen wurde ein UV-Absorptionsspektrum aufgenommen. (C) Darstellung des
Elutionsverhalten der Mosquito-Proteine und der Squid-p32-Varianten. Die gemessene
Absorption bei 280 nm wurde gegen das Retentionsvolumen aufgetragen.

3.2.2. Der Sekundarstrukturgehalt der Squid-p32-Varianten ist fast identisch mit dem des
Wildtyps

Mit Hilfe der Messung eines Fern-UV-Spektrums an einem Spektropolarimeter lassen sich
Aussagen Uber den Sekundarstrukturgehalt eines Proteins treffen. Die Messungen der Proteine
wurden in einem Bereich von 200 nm bis 260 nm durchgefiihrt. Als MessgrofSe wurde die mittlere
molare Elliptizitdt pro Aminosaurerest ([6]mrw) bestimmt, welche den durchschnittlichen Betrag

einer einzelnen Aminosdure am Gesamtsignal ausdriickt. Das CD-Spektrum von Squid-p30 und
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Squid-p32 wurde bereits aufgenommen und mit dem CD-Spektrum von AUF1p45 verglichen
(Masterarbeit Alexandra Meyer). Dabei konnte festgestellt werden, dass nicht nur die CD-
Spektren der Squid-Proteine, abgesehen von minimalen Abweichungen, identisch waren, ebenso
stimmten sie nahezu mit dem CD-Spektrum von AUF1p45 Uberein (Abb. 17A). Alle drei CD-
Spektren zeigen bei ca. 208 nm ein schwaches Minimum, was einen Anteil an a-Helix-Strukturen
vermuten lasst. Abweichend zu AUF1p45 war bei den Mosquito-Proteinen ein weiteres Minimum
bei ca. 220 nm zu detektieren. Dies deutet ebenfalls auf a-helikale Strukturen hin. Bei AUF1p45
zeigt das CD-Spektrum ein weiteres Minimum bei 215 nm, was vermutlich auf geringe Anteile an
o-Helix-Strukturen und B-Faltblattern zurlick zu fiihren ist (Abb. 17A). Die Proteine zeigen
strukturelle Integritdt, jedoch ldsst das schwache CD-Signal auf einen hohen Anteil an
ungeordneten Proteinstrukturen schlieBen.

Um nun zu untersuchen, ob der Aminosdureaustausch der Squid-p32-Varianten einen Einfluss auf
die Sekundarstruktur der Proteine hat, wurden die CD-Spektren von Squid-p32w2e1a, Squid-
P32w264a UNd Squid-p32wae1,262a ermittelt (Abb. 17B). Die Signalamplitude der Squid-p32-Varianten
ist etwas geringer als bei den Wildtyp-Proteinen, besonders Squid-p32weia zeigt einen
schwacheren Circulardichroismus. Des Weiteren weisen Squid-p32wa2sia Und Squid-p32wae1,264a
eine leichte Verschiebung des CD-Spektrum-Minimums um ca. 2 nm auf. So besitzen Squid-p30
und Squid-p32 ein Minimum bei 208 nm, wohingegen Squid-p32w2s1a Und Squid-p32w261,2624 €iNES
bei 206 nm aufweisen. Ein weiteres Minimum bei ca. 220 nm ist bei den Squid-p32-Varianten
schwacher ausgepragt, als bei den WT-Proteinen. Squid-p32wze1,264a zeigt ein zusatzliches,
schwaches Minimum bei ca. 212 nm (Abb. 17B).

Zusammenfassend zeigen die CD-Spektren der Squid-p32-Varianten ein sehr dhnliches CD-Signal
zum WT. Die Proteine besitzen eine strukturelle Integritdt und es kann davon ausgegangen
werden, dass sich die Sekundarstruktur aufgrund des Aminosadureaustauschs nicht

schwerwiegend verandert hat.
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Abbildung 17: Vergleich der Fern-UV-CD-Spektren von AUF1p45, der Mosquito-Proteine und
Squid-p32-Varianten. (A) Das CD-Spektrum von 2 uM Protein in 20 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,
1 mM TCEP, pH 7.6 wurde in einem Bereich von 202 nm — 260 nm an einem Spektropolarimeter
aufgenommen. 40 Spektren wurden akkumuliert, mit einem Pufferspektrum korrigiert und das
resultierende CD-Spektrum wurde gegldattet (Masterarbeit Alexandra Meyer). Die mittlere
molare Elliptizitdt pro Aminosdure-Rest wurde mit der Formel unter 2.8.6. berechnet und
bezieht sich auf den durchschnittlichen Betrag einer einzelnen Aminosdure am Gesamtsignal
des Proteins. (B) Die CD-Spektren der Squid-p32-Varianten wurden unter den gleichen
Bedingungen wie unter (A) aufgefiihrt erzeugt.

3.2.3. Die Substitution der Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von Squid-p32 fihrt zu einer
zehnfach héheren RNA-Bindeaffinitdt zu AU/GU-reicher RNA

Um den moglichen Einfluss der substituierten Tryptophane von Squid-p32 auf die RNA-
Bindefahigkeit zu untersuchen wurden nun ebenfalls die Squid-p32-Varianten in einem RNA-
Bindungs-Assay mit den bereits eingeflihrten RNA-Substraten untersucht. Dabei zeigten alle
Squid-p32-Varianten eine 10-fach héhere Bindungsaffinitat zu AU/GU-reichen RNA als Squid-p32
(Ko= 12.5-14.6). Die Bindung zu der unspezifischen RNA ist bei Squid-p32w2e1a Vergleichbar zum
WT-Protein (Kp= 557). Dagegen zeigen Squid-p32w2ssa eine zweifach (Kp= 348) und Squid-
P32wa261,2644 €ine dreifach (Kp= 245) hohere Affinitat zu der unspezifischen RNA, verglichen mit dem
WT-Protein (Kpo= 680).

Die Kp-Werte der Squid-p32-Varianten sind vergleichbar mit den Kp-Werten von Squid-p30. Dies
gilt flr die spezifische (Kp= 12.5-14.6) und die unspezifische RNA (Kp=245-348 nM), mit Ausnahme
von Squid-p32was1a, dessen Affinitat nur fur die AU/GU-reiche RNA erhoht ist. Der Austausch der
Tryptophane fihrt somit zu einer starkeren Bindung an spezifische und unspezifische RNA. Dabei
genlgt bei der Bindung von spezifischer RNA bereits die Substitution von einem Tryptophan gegen

Alanin.
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Die Bindung zu unspezifischer RNA scheint von der Anzahl der ausgetauschten Aminosauren
abhangig. So ist nur der Kp-Wert von Squid-p32w2e1,26aa geringer, als bei den Einzelaustausch-

Varianten.

Tabelle 9: RNA-Bindeaffinitaten der verschiedenen Proteine zu RNA-Substraten
(Erweiterung Tabelle 8)

Protein AU/GU-reiche RNA Kp (nM) ssRNA Kp (nM)
AUF1p45? 1.6 £0.5 157 +24
Squid-p32 130+ 11 680+ 79
Squid-p30 13+0.8 250+ 92

Squid-p32w261a 146126 557 + 118
Squid-p32w2ean 12.5+2.5 348 +54.5
Squid-p32wa261,264a 14 +3.7 245 £ 36

aMessungen der RNA-Bindung von AUF1p45 von Susann Friedrich
durchgefiihrt (Meyer et al. 2019). Die Kp-Werte und die Standard-
Abweichungen wurden in mindestens drei unabhdngigen Messungen
generiert.

3.2.4. Die Substitution der Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von Squid-p32
beeintrachtigt dessen RNA-Chaperon-Aktivitat

Um nun zu untersuchen, ob die Substitution der Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von
Squid-p32 einen Einfluss auf dessen RNA-Chaperon-Aktivitat hat, wurden die Squid-p32-Varianten
P32wa261a, P32wa26aa UNd P32wa2e1264a €benfalls im fluorimetrischen RNA-Destabilisierungs-Assay
getestet (Abb. 18A-C). Die Messungen erfolgten wie bereits unter 3.1.4. beschrieben.

Dabei war mit zunehmender Konzentration der Squid-p32-Varianten im Vergleich zu Proben ohne
Protein ein etwas schnellerer Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 18A-C), welcher sich
in einem ebenso leichten Anstieg der Geschwindigkeitskonstanten widerspiegelte (Tabelle 10).
Die Squid-p32-Varianten unterscheiden sich untereinander kaum und zeigen eine verminderte
RNA-Chaperon-Aktivitat verglichen mit dem WT-Protein (Abb. 18D, E). Aus diesen Daten l3sst sich
schlussfolgern, dass die Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs einen wichtigen Beitrag zur

RNA-Chaperon-Aktivitdt des Squid-Proteins leisten.
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Abbildung 18: Die Squid-p32-Varianten zeigen eine verminderte RNA-Chaperon-Aktivitat
verglichen mit dem WT-Protein. (A) Zunichst wurde die Fluoreszenz der 3’SL'""“-RNA allein
und anschlieBend unter Zugabe von Squid-p32w2e61a in ansteigender Konzentration gemessen.
Mit Zugabe von 5’UAR-RNA wurde die Reaktion gestartet und fluorimetrisch weiterverfolgt. Die
gemessenen Fluoreszenzsignale wurden auf das Startsignal normalisiert, gegen die Zeit
aufgetragen und mit einer Reaktion erster Ordnung (Gleichung 2) oder einer Reaktion zweiter
Ordnung (Gleichung 3) gefittet. (B) Unter den gleichen Bedingungen wie unter (A) beschrieben
wurde Squid-p32w2esa in ansteigender Konzentration gemessen. (C) Unter den gleichen
Bedingungen wie unter (A) beschrieben wurde Squid-p32w261,264a in ansteigender Konzentration
gemessen. (D) Vergleich der normalisierten Fluoreszenzsignale von 100 nM Squid-Protein und
der Squid-p32-Varianten, aufgetragen gegen die gemessene Zeit. (E) Ubersicht der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten der Squid-Proteine und Squid-p32-Varianten, welche gegen die
eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen und linear gefittet wurden. Dabei wurden die
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 10A, 10C, 18A, 18B, und 18C verwendet.

Tabelle 10: Ubersicht der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 18

Kobs (5'1)
Proteinkonz. (nM) Squid-p32wze1a Squid-p32waeaa  Squid-p32wa2e1,264a
0 0.0062 0.0055 0.0071
25 0.0063 - 0.0078
50 0.0077 0.0072 0.0088
100 0.0084 0.0093 0.0098
150 0.0088 0.0095 0.0127
200 0.0117 0.0116 0.0144

3.2.5. Die Substitution der Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von Squid-p32
beeintrachtigt dessen RNA-annealing-Aktivitat

Da die Squid-p32-Varianten bereits einen partiellen Verlust der RNA-Chaperon-Aktivitat
aufwiesen, war es von Interesse zu untersuchen, ob die RNA-annealing-Aktivitat ebenso betroffen
ist. Um dies zu untersuchen wurden die Squid-p32-Varianten im RNA-annealing-Assay getestet

(Abb. 19A-C). Die Messungen erfolgten wie bereits unter 3.1.5. beschrieben.

Dabei war zu beobachten, dass alle Squid-p32-Varianten weiterhin eine RNA-annealing-Aktivitat
zeigen, welche sich innerhalb der Varianten kaum unterscheidet (Abb. 19D). Verglichen mit dem
WT-Squid-p32 ist die RNA-annealing-Aktivitat aber leicht vermindert. So kann geschlussfolgert
werden, dass die Tryptophane scheinbar ebenfalls einen begrenzten Einfluss auf die RNA-

annealing-Aktivitat haben.
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Abbildung 19: Die Squid-p32-Varianten zeigen eine leicht verminderte RNA-annealing-
Aktivitdt im Vergleich zum WT-Protein. (A) Zunachst wurde die Fluoreszenz der 3‘CS-RNA
allein und. anschliefend unter Zugabe von Squid-p32w2e1a in ansteigender Konzentration
gemessen. Mit Zugabe der 5°CS-RNA wurde die Reaktion gestartet und weiter
fluorimetrisch verfolgt. Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden auf das Startsignal
normalisiert, gegen die Zeit aufgetragen und mit einer Reaktion zweiter Ordnung gefittet.
(B) Squid-p32w26sa wurde in ansteigender Konzentration unter den gleichen Bedingungen
wie unter (A) beschrieben gemessen. (C) Unter den gleichen Bedingungen wie unter (A)
beschrieben wurde Squid-p32wa2e61,26aa in ansteigender Konzentration gemessen. (D)
Ubersicht der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Squid-Proteine und Squid-p32-
Varianten, welche gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen und linear
gefittet wurden. Dabei wurden die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 12A,
12C, 19A, 19B und 19C verwendet.
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Tabelle 11: Ubersicht der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 19

kobs (s)
Proteinkonz. (nM) Squid-p32w2e1a Squid-p32waeaa  Squid-p32w261,26aa

0 0.0146 0.0131 0.0128

25 0.0183 0.0168 0.0178

50 0.0248 0.0256 0.0233
100 0.0354 0.0415 0.0426
150 0.0448 0.0544 0.0488
200 0.0611 0.0703 0.0629

3.3. Analyse der Squid-Proteine in Mosquitozellen

3.3.1. Detektion der Squid-Proteine in verschiedenen Mosquitozellen

Die bisher unbekannten Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 wurden in den
vorangegangenen Kapiteln in vitro charakterisiert, jedoch gibt es bisher noch keine in cellulo-
Daten. Die verwendeten Mosquitozelllinien C6/36 und U4.4. stammen aus A. albopictus Larven.
So wurde zunachst, um die Proteine in einem Western Blot detektieren zu kénnen, ein Antikérper
gegen das aus E. coli gereinigte Volllangen-Squid-p32-Protein von der Firma Eurogentec generiert
(a-p32). Fir die Herstellung wurde ein Kaninchen mit dem gereinigten Squid-p32 Protein
immunisiert. Da Squid-p30 zu groRen Teilen mit Squid-p32 identisch ist erkennt dieser Antikorper
ebenso Squid-p30. In Zellextrakten aus C6/36- und U4.4-Zellen konnten so zwei Proteine
detektiert werden, welche in der SDS-PAGE auf derselben Hohe wie die aus E. coli rekombinant
gereinigten Isoformen Squid-p30 und Squid-p32 migrieren (Abb. 20). In C6/36-Zellextrakten
konnten aullerdem zusatzliche Proteinbanden detektiert werden, welche vermutlich
Abbauprodukte von Squid-p30 darstellen (Abb. 20). Dies wird vermutet, da die transiente
Expression von FLAG-Squid-p30, jedoch nicht die von FLAG-Squid-p32 zu solchen Abbauprodukten

fihrte (3.1.2.).

Abbildung 20: Detektion der Squid-Proteine
rekomb. Squid- in C6/36- und U4.4-Zellen. Zu sehen ist ein
kDa C6/36 ua.4 p32 p30 Western Blot in welchem Squid-p32 und
Squid-p30 in C6/36- und U4.4-Zellen
35 _——_ e CEES e nachgewiesen werden konnten. Es wurde
Zelllysat entsprechend 10 ug Gesamtprotein
oder 50 ng gereinigtes rekombinantes Protein
R — in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
25— anschliefend auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und mit einem a-p32 Antikorper
(erkennt auch p30) detektiert. Der Stern
markiert ein Abbauprodukt was vermutlich
von Squid-p30 stammt.
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Des Weiteren war es von Interesse, zu untersuchen, ob in beiden Zelllinien die gleiche Anzahl
Squid-p30- und Squid-p32 Molekiile pro Zelle vorhanden sind. Dabei wurde zwischen
Gesamtzellextrakt und zytoplasmatischen Zellextrakt unterschieden. Die Menge an Mosquito-
Protein in einer definierten Anzahl von Zellen wurde mittels Western Blot und Verdiinnungsreihe
der rekombinant gereinigten Squid-Proteine mit bekannter Konzentration analysiert (Abb. 21A,
B). Die Anzahl der Squid-p32 Molekille in U4.4-Zellen im Gesamtzellextrakt, sowie im
zytoplasmatischen Zellextrakt ist dhnlich. Ebenso ist die Molekilanzahl fiir Squid-p30 im
Zytoplasma verglichen mit der Anzahl in der gesamten Zelle dhnlich. Squid-p32 zeigt in beiden
Zellextrakten eine leicht hohere Abundanz als Squid-p30 (Abb. 21C).

In C6/36-Zellen ist die Anzahl der Squid-p32 Molekile in der Gesamtzelle um beinahe den Faktor
3 hoher, als im Zytoplasma. Bei Squid-p30 betragt der Unterschied von Gesamtzelle zu Zytoplasma
Faktor 2. Die Molekiilanzahl von Squid-p32 verglichen mit Squid-p30 ist in der Gesamtzelle sehr
dhnlich und im Zytoplasma identisch. Die grofRten Unterschiede sind zu beobachten, wenn man
die Zelllinien untereinander vergleicht. So war fiir beide Squid-Proteine im Gesamtzellextrakt eine
3.5-fach hohere Molekilanzahl und im Zytoplasma eine 10-fach héhere Molekilanzahl in U4.4-
Zellen zu beobachten (Abb. 21C). Dies ist vermutlich auf die unterschiedliche GroRe der
Mosquitozellen zuriickzufihren, da die U4.4-Zellen deutlich groRer sind als die C6/36-Zellen. In
U4.4-Zellen kommen die Squid-Proteine vermutlich groRtenteils im Zytoplasma vor, da kaum
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellextrakten detektiert werden konnten. In C6/36-
Zellen kommen die Squid-Proteine vermutlich nur zum Teil im Zytoplasma, aber auch im Zellkern
vor.

Zusatzlich war es von Interesse die Abundanz der Squid-Proteine in Mosquitozellen mit der des
humanen AUF1p45 in Huh7-Zellen zu vergleichen. In einem zytoplasmatischen Zellextrakt konnten
von AUF1p45 ca. 2.2 - 10° Molekiile pro Zelle quantifiziert werden (Daten von Dr. Susann Friedrich,
Daten nicht gezeigt). Die Molekilanzahl von AUF1p45 ist verglichen mit der Molekiilanzahl der
Squid-Proteine in U4.4-Zellen fast um Faktor 3 geringer und um Faktor 4 hoher als in C6/36-Zellen.
Somit liegt die Molekiilanzahl der Mosquito-Proteine und AUF1p45 in etwa in der gleichen

GroRenordnung.
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Abbildung 21: Die Squid-Proteine sind in U4.4-Zellen deutlich abundanter als in C6/36-Zellen.
(A) Dieser Western Blot wurde fiir die Analyse der Squid-p30 und Squid-p32 Molekilanzahl im
Gesamtzellextrakt genutzt. Je 1 - 10° Zellen wurden in 20 pl RIPA-Puffer geldst, inkubiert und
abzentrifugiert. Von dem resultierenden Zelllysat wurden 5 pl in einer 12%igen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt, anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
die Squid-Proteine mit einem a-p32 Antikérper detektiert. Die Analyse der Mosquito-Proteine
wurde in einer Dreifachbestimmung durchgefihrt und als Ladekontrolle fir die Zellproben
diente ein B-Tubulin spezifischer Antikdrper. (B) Dieser Western Blot wurde fir die Analyse der
Squid-p30 und Squid-p32 Molekiilanzahl im zytoplasmatischen Zellextrakt genutzt. Je 1 - 10°
Zellen wurden in 20 pl 1x Lysis-Puffer (Promega) geldst, inkubiert und abzentrifugiert. Alle
weiteren Bedingungen sind wie unter (A) aufgefiihrt. (C) Darstellung der Anzahl an Squid-p32
und Squid-p30 Molekiilen in verschiedenen Zellextrakten. Hierfiir wurden die detektierten
Signale unter (A) und (B) quantifiziert und mit Hilfe der Verdinnungsreihe der rekombinant
gereinigten Squid-Proteine mit bekannter Konzentration analysiert. Zur Berechnung der
Molekilanzahl pro Zelle diente das Molekulargewicht der Proteine und die Avogadro-Konstante.
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3.3.2. RNAi-vermittelte Depletion von Squid-p30 und Squid-p32 in C6/36-Zellen

Der humane Wirtsfaktor AUF1p45 unterstitzt die Replikation des WNV in Huh7-Zellen. So fiihrt
dessen Depletion zu einer Verzégerung des WNV-Infektionsverlaufes. Dies konnte mit Hilfe von
Transfektions-Experimenten mit WNVRIuc-Replikon, sowie mit infektiosem WNV (WNV-Stamm
3356) nachgewiesen werden. Insbesondere in der Anfangsphase der Replikation (24 h nach

Transfektion) zeigt AUF1p45 den gréRten Einfluss auf die Replikation (Friedrich et al. 2014).

Um nun zu untersuchen, ob die zu AUF1p45-homologen Mosquito-Proteine einen dhnlichen
Einfluss auf die WNV-Replikation haben, wurde zunachst versucht, diese mit Hilfe der RNA-
Interferenz (RNAI) in Mosquitozellen zu depletieren. Daflir wurde small interfering RNA (siRNA)
genutzt, welche spezifisch die messenger RNA (mRNA) von Squid-p30 und Squid-p32 als
Zielsequenz hat (sip30/p32). Von dieser siRNA wurden 1200 pmol in C6/36-Zellen und parallel
dazu 1200 pmol einer Kontroll-siRNA (siGFP, fir das green fluorescent protein kodierend) mittels
Elektroporation transfiziert. Dieser sogenannte knockdown von Squid-p30 und Squid-p32 wurde
anschlieffend mittels Western Blot analysiert (Daten nicht gezeigt). Da die Depletion der Squid-
Proteine nicht effektiv war und noch viel endogenes Protein mittels Western Blot detektiert
werden konnte, wurde die siRNA anschlieRend zweimal hintereinander in die Zellen transfiziert.
So wurden die Zellen nach der ersten Transfektion der siRNA mit einem Abstand von 48 h das
zweite Mal transfiziert. Diese Doppel-Transfektion konnte zwar den knockdown von Squid-p30

und Squid-p32 verstarken, jedoch war dieser nicht langanhaltend (Abb. 22).

28 h 72 h 96 h 120 h nach Transfektion
kDa sip32/p30 siGFP sip32/p30 siGFP sip32/p30 siGFP sip32/p30 siGFP
55— — — | a— w— 3-TUbUIIN
—— e— - <«—Squid-p32
35 —  — i —— Squid-p30

Abbildung 22: Western Blot zur Detektion der siRNA-vermittelten Depletion von Squid-p30
und Squid-p32 in C6/36-Zellen. Die Zellen wurden zwei Mal mit siRNA in 48 h Abstand
transfiziert. Die Depletion der Squid-Proteine wurde anschlieRend mittels Western Blot
analysiert. Daflir wurde Zelllysat entsprechend 10 pug Gesamtprotein der knockdown-Zeitreihe
von Squid-p30 und Squid-p32 in einer 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt, anschliefend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem a-p32 Antikorper detektiert. Als
Ladekontrolle diente ein B-Tubulin spezifischer Antikérper.

Der knockdown der Squid-Proteine ist bei 28 h bis 96 h nach Transfektion gut sichtbar, wird aber
ab 96 h nach Transfektion wieder schlechter, bis bei 120 h nach Transfektion kein Unterschied

mehr zur Kontrolle sichtbar ist (Abb. 22).
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Ein Grund fiur die ineffiziente Depletion von Squid-p30 und Squid-p32 ist vermutlich, dass die
C6/36-Zellen ein funktionsgestortes RNAi-System besitzen (Brackney et al. 2010). Morazzani et al.
(2012) konnten fiir C6/36-Zellen zeigen, dass das flur die RNAi-Komponente Dicer-2 kodierende
Gen eine homozygote Deletion von einem Basenpaar aufweist, was zu einem frameshift mit einem
friihzeitigen Stopp-Codon fiihrt. Dies resultiert in einer verkiirzten, nicht funktionsfahigen Protein-
Variante, welcher die wichtige sogenannte PAZ-Domane und die zwei RNAse-llI-Domanen fehlen.
Zur Optimierung des Transfektions-Prozesses wurden alternativ zur Elektroporation verschiedene
Transfektions-Reagenzien wie Cellfectinll (Thermo Fisher Scientific) oder X-tremeGENE™HP DNA
(Merck), sowie verschiedene siRNAs getestet. Jedoch liel sich die knockdown-Effizienz nicht

verbessern (Daten nicht gezeigt).

3.3.3. RNAi-vermittelte Depletion von Squid-p30 und Squid-p32 in U4.4-Zellen

Eine weitere Mosquitozelllinie, welche aus A. albopictus Larven generiert wurde, sind die U4.4-
Zellen. Da diese Zelllinie, im Gegensatz zu C6/36-Zellen, ein intaktes RNAi-System aufweist, wurde
nun versucht in dieser Zelllinie eine effizientere siRNA-vermittelte Depletion der Squid-Proteine
zu generieren. Daflir wurden 600 pmol, der bereits unter 3.3.2. beschriebenen siRNAs mittels
Elektroporation transfiziert. Der knockdown von Squid-p30 und Squid-p32 wurde anschlieBend
mittels Western Blot analysiert (Abb. 23). Die Depletion der Squid-Proteine in U4.4-Zellen war
trotz der reduzierten siRNA-Menge deutlich effizienter als in C6/36-Zellen. 52 h nach Transfektion
der siRNA ist ein deutlicher knockdown von Squid-p30 und Squid-p32 erkennbar. Diese Depletion
wird bis 96 h nach der Transfektion noch effizienter und halt dann bis mindestens 144 h nach

Transfektion an (Abb. 23).

52 h 96 h 120 h 144 h nach Transfektion
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Abbildung 23: Western Blot zur Detektion der siRNA-vermittelten Depletion von Squid-p30
und Squid-p32 in U4.4-Zellen. Die Zellen wurden mit siRNA transfiziert und die Depletion
der Squid-Proteine anschlieBend mittels Western Blot analysiert. Es wurden 10 pg
Gesamtprotein der knockdown-Zeitreihe von Squid-p30 und Squid-p32 in einer 12%igen SDS-
PAGE aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem
a-p32 Antikorper detektiert. Als Ladekontrolle diente ein B-Tubulin spezifischer Antikorper.
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3.3.4. Das WNV-Replikon repliziert in U4.4-Zellen ineffizient

Die Etablierung von sogenannten Replikon-Systemen ermoglichte die gezielte Forschung am
Prozess der viralen Replikation, unabhangig von Zusammenbau und Reifung der Viruspartikel. So
konnten Proteine, Motive und RNA-Sequenzen, welche direkt an der RNA-Replikation beteiligt
sind, genauer bestimmt werden (Khromykh und Westaway 1997). Bei subgenomischen Replikons
ist ein groRer Teil der Regionen deletiert, welche fiir die virale Replikation nicht essentiell sind.
Das erste WNV-Replikon der Abstammungslinie | wurde von Shi et al. (2002) generiert. Bei diesem
WNV-Replikon sind Gber 92 % der Strukturgene deletiert, so dass keine infektidsen Viruspartikel
mehr gebildet werden kdnnen. Da das Replikon aber die intakten Nichtstrukturgene, sowie die 3‘
und 5‘UTR enthalt, kann es autonom replizieren (Shi et al. 2002). Das in dieser Arbeit verwendete
Reporter-Replikon basierend auf Shi et al. (2002) wurde von Friedrich et al. (2014) generiert und
enthalt zuséatzlich eine Sequenz, welche fiir die Renilla-Luziferase kodiert (nach Lo et al. 2003, Abb.
24A). Diese Sequenz ist in-frame zum offenen Leserahmen in den Bereich der deletierten
Strukturgene eingefiigt worden. Mit Hilfe dieses Reporter-Replikons kann zwischen den Prozessen
der Translation und Replikation unterschieden werden (Lo et al. 2003). Zusatzlich wurde von
Friedrich et al. (2014) an das 3‘-Ende ein Hepatitis-Delta-Ribozym (HDVr) fusioniert, welches nach
Abspaltung das native WNV 3'-Ende generiert (nach Tilgner und Shi 2004).

Da der knockdown von Squid-p30 und Squid-p32 erfolgreich in U4.4-Zellen etabliert werden
konnte, war der nachste Schritt zur Untersuchung der Funktion der Squid-Proteine die

Transfektion eines solchen WNVRIuc-Replikons in die Mosquitozellen (Abb. 24A).

Das Plasmid pWNVRIucHDVr kodiert fiir das WNV-Replikon und wurde mit dem Restriktionsenzym
Xbal linearisiert. Die Replikon-RNA wurde mit Hilfe einer in vitro Transkription generiert und eine
ausreichende Qualitdt und korrekte GroBe von ca. 9800 Nt mit einer 1%igen Formaldehyd-

Agarose-Gelelektrophorese bestatigt (Abb. 24B).

Die Transfektion des Replikons erfolgte mit Hilfe von Elektroporation unter den gleichen
Bedingungen, wie die siRNA Transfektion. Zunachst wurden naive U4.4-Zellen mit WNVRIuc-
Replikon getestet, um einen unbeeintrachtigten Replikationsverlauf des Replikons in dieser
Zelllinie zu verfolgen. Daflir wurden naive U4.4-Zellen mit unterschiedlichen Mengen WNVRIuc-
Replikon transfiziert. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert und die Renilla-
Luziferase-Aktivitat gemessen. Nach Auswertung der Daten ist ein klassischer Translations- und
Replikationsverlauf zu sehen (Lo et al. 2003). Bei friihen Zeitpunkten nach der Transfektion (4 h
nach Transfektion) ist eine hohe Aktivitdit zu verzeichnen, welche der Translation der

eingebrachten RNA entspricht. Darauf folgt eine Lag-Phase, in welcher die Aktivitat sinkt.
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Nach 48 h/72 h nach Transfektion steigt die Aktivitdt wieder an, was die Replikation der WNV-RNA
reprasentiert. Jedoch sind die Werte der Replikation kaum hoher als die der Translation, was nach
Erfahrungswerten auf eine sehr ineffiziente Replikation hindeutet (Abb. 24C). Dies steht im
Gegensatz zum Replikationsverhalten der WNV-RNA in C6/36- oder Huh7-Zellen. Ein Grund hierflr
ist vermutlich das intakte RNAi-System der U4.4-Zellen, welches die Replikon-RNA abbauen
kénnte.

Zur Optimierung des Transfektions-Prozesses in dieser Zelllinie wurden unterschiedliche
Transfektions-Reagenzien wie verschiedene Polyethylenimine (PEI) oder Elektroporations-
Bedingungen variierend in den Elektroporations-Kiivetten und der Kombination aus Spannung,
Kapazitdt und Widerstand getestet (Daten nicht gezeigt). Dies flhrte jedoch nicht zu einer

deutlichen Verbesserung der Transfektion.
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Abbildung 24: Das WNVRIuc-Replikon repliziert ineffizient in U4.4-Zellen. (A) Schematische

Darstellung der Genomorganisation des Renilla-Luziferase-Reporter-WNV-Replikons

Friedrich et al. (2014). Ca. 90 % der Strukturgene dieses Replikons sind deletiert, stattdessen
enthédlt es eine fur die Renilla-Luziferase kodierende Sequenz (Lo et al. 2003). Da es die intakten
Nichtstrukturgene, sowie die 3 und 5‘UTR enthalt, kann dieses Replikon autonom replizieren
(Shi et al. 2002). Am 3‘-Ende enthalt es zusatzlich ein Hepatitis-Delta-Ribozym (HDVr), welches
nach Abspaltung das native WNV 3'-Ende generiert. (B) Das Plasmid pWNVRIucHDVr wurde mit
Xbal linearisiert und anschlieBend als template fir eine in vitro Transkription eingesetzt. In
Spur 2 wurden ca. 400 ng WNVRIuc-RNA in einem Formaldehyd-Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Der Marker ist in Spur 1 zu sehen und die GréRen sind angegeben. (C) Naive U4.4-
Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen WNVRIuc-Replikon transfiziert, um die generelle
Replikationsfdahigkeit des Replikons zu untersuchen. Daflir wurde zu verschiedenen Zeitwerten
die Renilla-Luziferase-Aktivitdt jeder Probe in einer Doppelbestimmung gemessen und die

resultierenden relative light units (RLU) auf 1 pug Zellextrakt normalisiert.
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3.3.5. Die Depletion der Squid-Proteine hat keinen negativen Effekt auf die WNV-Replikation in
Mosquitozellen

Um die Renilla-Luziferase-Aktivitat zuverlassig messen zu kénnen, wurde entschieden die groRte
getestete Menge Replikon-RNA (1 pg) in U4.4-Zellen zu transfizieren. Die Squid-Proteine wurden
zwei Tage vorher, wie unter 3.3.3. beschrieben, depletiert. Der erfolgreiche knockdown von Squid-
p30 und Squid-p32 wurde mittels Western Blot bestatigt (Abb. 25A). Zeitwerte wurden ab 4 h nach
Transfektion der Replikon-RNA bis 120 h nach Transfektion analysiert. Die Depletion der Squid-
Proteine zeigte keinen negativen Einfluss auf die Replikation des WNVRIluc-Replikons. Bei 72 h
nach Transfektion ist eher noch ein gegenteiliger Effekt, ein leichter Anstieg der Replikationsrate
zu beobachten (Abb. 25B). Dieses Experiment wurde ebenfalls in C6/36-Zellen durchgefiihrt. Dabei
war zu beobachten, dass die Effizienz der Replikation des WNVRIuc-Replikons erwartungsgemal
deutlich héher war als in U4.4-Zellen (Abb. 25D). Die knockdown-Effizienz von Squid-p30 und
Squid-p32 war, wie ebenfalls erwartet, deutlich schlechter (Abb. 25C). Auch in dieser Zelllinie ist
kein negativer Effekt der Depletion der Squid-Proteine auf die WNV-Replikation festzustellen
(Abb. 25D). Die Squid-Proteine zeigen somit in zwei verschiedenen Mosquitozelllinien keine
Unterstiitzung der WNV-Replikation, im Gegensatz zu AUF1p45, dessen Depletion in Huh7-Zellen
die WNV-Replikation verzogerte. Zusatzlich zu den Replikon-Experimenten wurden ebenso
Infektionsexperimente mit WNV von Grit Szczepankiewicz in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uwe
Liebert (Institut fur Virologie, Universitatsklinikum Leipzig) durchgefiihrt. Aber auch hier konnte
kein negativer Einfluss der Depletion der Squid-Proteine auf die WNV-Vermehrung festgestellt

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Die Depletion der Squid-Proteine hat keinen negativen Einfluss auf die
Replikation des WNVRIuc-Replikons. (A) Darstellung des Western Blots zur
Uberpriifung der Depletion von Squid-p30 und Squid-p32. Es wurden 10 pug
Gesamtprotein der transfizierten U4.4-Zellen in einer 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem a-p32
Antikorper detektiert. Als Ladekontrolle diente ein B-Tubulin spezifischer Antikérper.
(B) Die Squid-Proteine wurden in U4.4-Zellen mittels siRNA-Transfektion depletiert und
48 h spater mit 1 pg WNVRIluc-Replikon transfiziert. Die Renilla-Luziferase-Aktivitat
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und die resultierenden RLUs auf 1 pg
Zellextrakt normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung
eines in Dreifachbestimmung durchgefiihrten, reprasentativen Experiments. (C) Der
Nachweis der Depletion der Squid-Proteine in den C6/36-Zellen wurde wie unter (A)
beschrieben durchgefiihrt und ausgewertet. (D) Die Squid-Proteine wurden in C6/36-
Zellen mittels doppelter siRNA-Transfektion depletiert. 48 h nach der ersten siRNA-
Transfektion folgte die zweite siRNA-Transfektion und 24 h spater wurden die Zellen
mit 1 pg WNVRIuc-Replikon transfiziert. Alle weiteren Versuchsbedingungen und
Auswertungen wurden wie unter (B) beschrieben durchgefiihrt.

3.3.6. Die Depletion der Squid-Proteine hat auch bei hheren Temperaturen keinen negativen
Einfluss auf die WNV-Replikation

Wie bereits unter 3.1.6. beschrieben, ist ein unterschiedlicher WNV-Replikationsverlauf in
verschiedenen Zelllinien abhdngig von der Kultivierungstemperatur. So ist eine erhdhte
Temperatur ebenso mit einer erhdhten Flexibilitdt des WNV 3’SL verbunden, welche wiederum
einen positiven Einfluss auf den Replikationsverlauf hat (Meyer et al. 2020).

Da bei der Depletion der Squid-Proteine wahrend einer Kultivierung bei 28°C kein Effekt auf die
WNV-Replikation ersichtlich war, war es von Interesse zu untersuchen, ob die Squid-Proteine in
cellulo moglicherweise eine temperaturabhéngige Aktivitat aufweisen oder ob deren Aktivitat von
der erhohten Flexibilitat des 3’SL profitiert.

So wurden die Experimente, welche unter 3.3.5 erldutert wurden, bei einer
Kultivierungstemperatur von 37°C wiederholt. Das heil3t, die Zellen wurden direkt nach der
Transfektion der Replikon-RNA bei einer hoheren Temperatur kultiviert. Fir U4.4-Zellen musste
die Temperatur etwas niedriger, auf 34°C angepasst werden, da eine Inkubation bei 37°C
morphologische Veranderungen der Zellen induzierte. Die erfolgreiche Depletion von Squid-p30
und Squid-p32 wurde anschlieRend mittels Western Blot analysiert (Abb. 26A). Bei erhohter
Kultivierungstemperatur ist die Replikationsrate des WNVRIuc-Replikons niedriger, aber der
Replikationsverlauf ist schneller. So ist in U4.4-Zellen die Lag-Phase verkirzt und das Renilla-
Luziferase-Maximum wird schon 48 h nach Transfektion der WNVRIuc-RNA erreicht (Abb. 26B).
Bei C6/36-Zellen wurden 250 ng WNVRIluc-Replikon-RNA mit Hilfe des Transfektionsreagenz
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) transfiziert. Die Translation konnte aufgrund der

geringen RLU-Werte 4 h nach Transfektion nicht zuverlassig ausgewertet werden.
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Deshalb wurden die Werte erst ab 24 h nach Transfektion analysiert (Abb. 26D). Dies liegt
vermutlich wieder an der hohen Kultivierungstemperatur, welche generell zu niedrigeren RLU-
Werten fiihrte. Die erfolgreiche Depletion von Squid-p30 und Squid-p32 wurde anschliefend
mittels Western Blot festgestellt (Abb. 26C). Auch bei C6/36-Zellen ist mit erhohter
Kultivierungstemperatur die Lag-Phase verkiirzt und das Renilla-Luziferase-Maximum wird schon
48 h nach Transfektion der WNVRIuc-RNA erreicht (Abb. 26D).

Die Daten zeigen, dass auch mit Erhéhung der Kultivierungstemperatur weder in U4.4-Zellen, noch
in C6/36-Zellen ein negativer Effekt der Depletion der Squid-Proteine auf die Replikation sichtbar

ist.
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Abbildung 26: Die Depletion der Squid-Proteine hat auch bei hoheren
Kultivierungstemperaturen keinen negativen Einfluss auf die Replikation des WNVRIluc-
Replikon. (A) Darstellung des Western Blots zur Uberpriifung der Depletion von Squid-p30
und Squid-p32. Es wurden 20 pg Gesamtprotein der transfizierten U4.4-Zellen in einer
12%igen SDS-PAGE aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und mit einem a-p32 Antikdorper detektiert. Als Ladekontrolle diente ein B-Tubulin
spezifischer Antikérper. (B) Die Squid-Proteine wurden in U4.4-Zellen mittels siRNA-
Transfektion depletiert, 48 h spater mit 1 pg WNVRIuc-Replikon transfiziert und direkt im
Anschluss bei 34°C inkubiert. Die Renilla-Luziferase-Aktivitdt wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen und die resultierenden RLUs auf 1 ug Zellextrakt normalisiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung eines in Dreifachbestimmung
durchgeflihrten reprdsentativen Experiments. (C) Der Nachweis der Depletion der Squid-
Proteine in C6/36-Zellen erfolgte mit Western Blot Analyse von 10 pg Gesamtprotein. Alle
weiteren Bedingungen sind wie unter (A) beschrieben durchgefihrt worden. (D) Die Squid-
Proteine wurden in C6/36-Zellen mit siRNA-Transfektion depletiert. 24 h spater wurden die
Zellen mit 250 ng WNVRIluc-Replikon mittels Lipofectamine 2000 transfiziert und direkt im
Anschluss bei 37°C inkubiert. Alle weiteren Versuchsbedingungen und Auswertungen wurden
wie unter (B) beschrieben durchgefiihrt.

83



ERGEBNISSE

3.4. CRISPR/Cas9-vermittelter Gen-knockout von Squid-p30 und Squid-p32

Als weitere Moglichkeit einen Einfluss der Squid-Proteine auf die WNV-Replikation zu
untersuchen, wurde versucht mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems einen stabilen knockout des
Gens, welches fur Squid-p30 und Squid-p32 kodiert, in C6/36-Zellen zu generieren. Hierfir wurden
C6/36-Zellen verwendet, da die Replikationseffizienz des WNVRIuc-Replikons in dieser Zelllinie
hoher als bei U4.4-Zellen ist.

3.4.1. Erzeugung und Screening der mittels CRISPR/Cas9 generierten Gen-knockout-Klone

Mit Hilfe des Plasmids pAC-sgRNA-Cas9 (Abb. 27A) konnte bereits von Varjak et al. (2017) in Aag2-
Zellen ein stabiler Dicer-2 (Drc2) knockout (KO) generiert werden. Aag2-Zellen sind ebenfalls
Mosquitozellen isoliert aus A. aegypti.

Die spezifischen single guide-Oligonukleotide (sgRNA), welche das Cas9-Enzym an die zu
schneidende Genomsequenz dirigieren, wurden in den pAC-sgRNA-Cas9 Vektor Uber das
Restriktionsenzym BspQl eingefiigt. Es wurden insgesamt sechs pAC-sgRNA-Cas9 Konstrukte mit
jeweils unterschiedlichen sgRNAs erstellt. Das Screening auf erfolgreich mutierte Squid-p30 und
Squid-p32 Klone erfolgte zundchst mittels Western Blot Detektion (Abb.27B). Dabei diente die
Quantifizierung des detektierten Squid-p30- und Squid-p32-Signals in nicht transfizierten, naiven
C6/36-Zellen als Kontrolle (Abb. 27B). Es wurden ca. 170 Klone mit dieser Methode gescreent,
davon konnte im Western Blot bei insgesamt 13 Klonen ein im Vergleich zum WT-Protein deutlich
vermindertes Signal festgestellt werden. Bei allen dieser Klone war das Signal sowohl von Squid-
p30, als auch von Squid-p32 vermindert (Abb. 27B, Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde bei der
Analyse nicht zwischen Squid-p30 und Squid-p32 unterschieden.

Im Western Blot positiv getestete Klone wurden mit Analyse der genomischen DNA weiter
untersucht. Der Bereich, in welchem die jeweilige sgRNA binden und dementsprechend die
Mutation auftreten sollte, wurde mit flankierenden Primern amplifiziert. Zunachst wurde das
resultierende PCR-Fragment direkt per Sequenzierung analysiert und mit der WT-Sequenz
verglichen. Bei erfolgreich mutierten Klonen weist die Sequenz Verdanderungen in Form von
Nukleotid-Deletionen oder -Insertionen auf. In den Chromatogrammen der analysierten Klone
waren mit Beginn der Deletionen Uberlagerte Profile zu sehen (Abb. 27C). Da die Zellen diploid
sind, handelt es sich ausschliellich um heterozygote Mutationen bei denen die WT-Sequenz auf
einem Allel immer noch vorhanden ist.

Von den 13 Klonen, welche mittels Sequenzierung analysiert wurden, konnten bei 5 Klonen

heterozygote Mutationen festgestellt werden.
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Davon fiihrte aber nur die Deletionen von 3 Klonen zu einem frameshift. So wurden bei Klon 3 vier
Nukleotide deletiert. Dies resultierte in einem frameshift und der Synthese von zwei Proteinen mit
einem groRen Anteil von nonsense-Sequenz, welche mit einem Molekulargewicht von 35 kDa und
33 kDa, groler als die Squid-Proteine waren. So wird statt Squid-p32 das 35 kDa Protein generiert
und statt Squid-p30 das 33kDa Protein. Bei Klon 5 wurden nur 3 Nukleotide deletiert, was in der
in-frame Deletion von einem Prolin resultierte. Die restliche Sequenz entspricht der des WT-
Proteins. Klon 11 besitzt eine Deletion von 22 Nukleotiden, was zu einem frameshift der Squid-
Proteine fiihrt. Bei Klon 12 wurden nur 9 Nukleotide deletiert und somit zwei Proline und ein
Arginin entfernt, die restliche Sequenz entspricht der des WT-Proteins. Klon 14 zeigte eine
Deletion von 14 Nukleotiden (Abb. 27D). Dies fuhrt zu einem frameshift von Squid-p32 und zu
einer Verkirzung des Proteins auf 28 kDa. Bei Squid-p30 fiihrt der frameshift zu einem gréReren
Protein von 34 kDa (Tabelle 12). Zur Verifizierung der Mutationen wurden die jeweiligen PCR-
Fragmente in den pGEM®-T Easy Vektor subkloniert und einzelne Klone erneut anhand der
Sequenzierung analysiert. Die einzelnen Deletionen konnten bestatigt werden. Fir Klon 14 konnte
eine weitere Deletion auf einem anderen Allel identifiziert werden (siehe 3.4.2.). Es wurden dabei
3 Nukleotide deletiert, was zur Deletion eines Prolins fiihrt, der Rest der Aminosdure-Sequenz ist
identisch mit dem WT-Protein. Fir weitere Experimente wurden nur die C6/36 Gen-knockout-
Klone 3, 11 und 14 verwendet, da nur in diesen Zellen ein frameshift der kodierenden Sequenz

von Squid-p30/p32 detektiert werden konnte.
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Abbildung 27: Screening der mittels CRISPR/Cas9 generierten Gen-knockout-Klone.

(A) Schematische Darstellung des verwendeten pAC-sgRNA-Cas9 Plasmids nach Bassett et al.
2014. Die Expression der sgRNAs ist unter Kontrolle eines dU6 Promoters. Cas9 wird als Teil
eines bicistronischen Transkriptes Uber einen Actin5C-Promoter kontrolliert und ist N- und C-
terminal von einem Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS) flankiert. Die
beiden offenen Leserahmen werden (ber die virale 2B ribosome skipping site getrennt. Das
andere Transkript beinhaltet das Puromycin N-Acetyltransferase Resistenzmarker-Gen und
wird Uber das Polyadenylierungssignal des SV40 Virus (Simian-Virus 40) terminiert. (B)
Darstellung des Screenings nach Squid-p30/p32 knockout Mutanten tGber Western Blot Analyse.
Es wurden 10 pg Gesamtprotein der potentiellen knockout-Zellen in einer 12%igen SDS-PAGE
aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem a-p32
Antikorper detektiert. Als Ladekontrolle diente ein B-Tubulin spezifischer Antikérper. (C) Im
oberen Teil der Grafik sind die Uberlagerten Peaks der Sequenzierung einer knockout-Mutante
(Klon 14) dargestellt. Im unteren Grafikteil ist das Chromatogramm der WT-Sequenz von Squid-
p30/p32 dargestellt. Die deletierte Sequenz in Klon 14 ist in der WT-Sequenz mit einem roten
Rahmen markiert. (D) Ausschnitt eines alignments der Squid-p30/p32 Wildtyp-Sequenz,
verglichen mit der Sequenz von Klon 1 der Subklonierung von Klon 14. Das Alignment wurde
mit dem Programm Clone Manager erstellt und die deletierte Sequenz ist griin markiert.
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Tabelle 12: Ubersicht der verschiedenen Mutationen der Squid-Gene und Auswirkungen auf die
Proteinsequenz der Squid-Proteine

Name sgRNA Deletion (Nukleotidsequenz) Auswirkung auf Proteinebene

Klon 3 sgRNA7 CGCC Deletion von 2 Prolinen, fiihrt zu
frameshift, 35 kDa und 33 kDa
Proteine

Klon 5 sgRNA7+5 GCC 1 Prolin deletiert, keine Anderung der

restlichen Aminosauresequenz

Klon 11 sgRNA7 TGGCATGCGAGGCCCGCCACGG Deletion von GMRGPPR, fuhrt zu
frameshift, 34 kDa Protein

Klon 12 sgRNA7 CCCGCCACG Deletion von PPR, keine Anderung der
restlichen Aminosauresequenz
Klon 14 sgRNA7 CATGCGAGGCCCGC Deletion von MRGPP, fiihrt zu

frameshift, einer verkirzten
Proteinvariante von 28 kDa und einer
groReren Proteinvariante von 34 kDa

GCC 1 Prolin deletiert, keine Anderung der
restlichen Aminosauresequenz

Die unterstrichenen Squid-Deletions-Mutanten wurden fir weitere Experimente verwendet.

3.4.2. Der CRISPR/Cas9-vermittelte Gen-knockout der Squid-Proteine induziert in C6/36-Zellen
eine Gegenregulation

Die bereits unter 3.4.1. analysierten Squid-Deletions-Mutanten der C6/36-Zellen wurden nun, wie
zuvor unter 3.3.4. erldutert, mit einem Reporter-Replikon getestet. So wurde 1 pg des WNVRIuc-
Replikons mittels Elektroporation in die Gen-knockout Klone 3 und Klon 14 transfiziert.

Die Daten zeigen, dass auch die CRISPR/Cas9-vermittelte Deletion der Squid-Gene keinen
negativen Einfluss auf die virale Replikation in C6/36-Zellen hat (Abb. 28A). Bei der Verifizierung
des stabilen knockouts mittels Western Blot Analyse musste jedoch festgestellt werden, dass
vermutlich eine zellulire Gegenregulation nach Gen-KO der Squid-Proteine in C6/36-Zellen
stattgefunden hat. Zu sehen ist, dass verglichen mit Abb. 27B keine Verringerung der Squid-
Proteinmenge mehr zu detektieren ist. Die Squid-p30/p32-Level der Klone 3 und 14 entsprachen
dem der WT-Zellen (Abb. 28B). Dies konnte ebenfalls fiir Klon 11 bestatigt werden (Daten nicht
gezeigt). Um zu testen, ob diese scheinbare Gegenregulation der Depletion moglicherweise durch
die Elektroporation bei der Transfektion der Replikon-RNA induziert wird, wurde zusatzlich zu den
Zeitwerten nach der Transfektion ein 0 h-Zeitwert untersucht, bei dem es noch nicht zu einem
Wiederansteigen der Proteinmengen hatte kommen kénnen. Es konnte festgestellt werden, dass

die Elektroporation selbst keinen Einfluss auf das Squid-p30/p32-Level hat (Abb. 28B).
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Da wahrend des CRISPR/Cas9 Screenings von 170 Klonen nicht ein einziger homozygoter knockout
Squid-p30/p32 Klon identifiziert werden konnte, kénnte vermutet werden, dass die Proteine
essentiell fir die Mosquitozellen sind und ein homozygoter KO letal ist. Scheinbar haben sich die
Zellen in der Kultivierungszeit zwischen dem Western-Screening und der Untersuchung der
Replikon-Replikation so angepasst, dass die Squid-Level wieder anstiegen. Durch die beobachtete

Gegenregulation wurde die Analyse der heterozygoten KO-Zellen nicht weiter fortgesetzt.
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Abbildung 28: Der CRISPR/Cas9-vermittelte heterozygote Gen-KO der Squid-Proteine
induziert eine zellulire Gegenregulation. (A) Die heterozygoten Squid-p30/p32 knockout
Zellen C6/36 Klon 3 und C6/36 Klon 14 wurden parallel zu naiven C6/36 Kontrollzellen mit 1 ug
WNVRIuc-Replikon transfiziert. Die Renilla-Luziferase-Aktivitdat wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen und die resultierenden RLUs auf 1 pg Zellextrakt normalisiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung eines in Dreifachbestimmung
durchgefiihrten reprdsentativen Experiments. (B) Western Blot zur Verifizierung des Gen-KO
der Squid-Proteine. Es wurde 10 pg Gesamtprotein der KO-Zellen in einer 12%igen SDS-PAGE
aufgetrennt, anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem a-p32
Antikorper (erkennt auch p30) detektiert. Als Ladekontrolle diente ein B-Tubulin spezifischer
Antikorper. Zusatzlich zu den Zeitwerten nach der Transfektion wurde ein 0 h-Zeitwert
untersucht. Die zelluldre Gegenregulation der Squid-Proteine ist im Vergleich mit Abb. 27B
ersichtlich.
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3.4.3. In C6/36-Zellen kodieren zwei Gene fir sowohl Squid-p30, als auch Squid-p32

Squid-p30 und Squid-p32 konnten Uber eine BLAST-Suche (NCBI) nach Sequenz-
Ubereinstimmungen zu AUF1p45 in A. albopictus (Genomsequenzierung PRINA357111)
identifiziert werden. Die Proteine wurden bisher nicht ndaher charakterisiert. Die in dieser Arbeit
verwendete Genomsequenzierung PRINA357111 beruht auf genomischer DNA aus C6/36-Zellen.
In der vom National Center for Biotechnology Information (NCBI) bereitgestellten Datenbank
konnten mit einer BLAST-Suche gegen das A. albopictus C6/36 Genom zwei Genloci, welche
potentiell fir Squid-p30 und-p32 kodieren, identifiziert werden. Dabei handelt es sich um
LOC109424967 und LOC109431093. Diese Loci variieren durch GroRen- und Sequenzunterschiede
der Intron-Bereiche sowie durch vier Nukleotide in der kodierenden Sequenz (Abb. 29A). Um zu
Uberprifen, ob es sich wirklich um zwei Gene handelt und ob beide Gene aktiv sind, wurde RNA
aus C6/36- und U4.4-Zellen isoliert und fiir cONA-Synthese verwendet. Mittels PCR wurde das
Genprodukt vervielfaltigt, in den pETSUMO-Vektor kloniert und sequenziert. Die Sequenzierung
ergab, dass in C6/36-Zellen vier verschiedene Transkriptvarianten generiert werden, von denen je
zwei fur Squid-p30 und zwei flr Squid-p32 kodieren (Daten nicht gezeigt). In U4.4-Zellen sind zwei
Transkriptvarianten identifiziert worden (Daten nicht gezeigt). So existieren in C6/36-Zellen zwei
Gene und in U4.4-Zellen vermutlich nur ein Gen, welches fir Squid-p30 und Squid-p32 kodiert
(Abb. 29A, B). Durch PCR-Amplifikation mit Primern, die in Exon 4 und Intron 4 beider Genloci
binden, konnte dieses Ergebnis bestatigt werden, da fur C6/36-Zellen zwei PCR-Produkte
unterschiedlicher GroRe, fiir U4.4-Zellen jedoch nur ein PCR-Produkt auftraten (Abb. 29C).
Anzumerken ist jedoch, dass am 15.07.19 eine weitere Genomsequenzierung PRINA552090
beruhend auf genomischer DNA aus A. albopictus Miicken, auf NCBI veroffentlicht wurde. Diese
unterscheidet sich von der in dieser Arbeit verwendeten Genomsequenzierung aus C6/36-Zellen.
Bei einem alignment der verschiedenen genomischen Abschnitte der Loci zeigten sich fiir beide
Loci aus C6/36-Zellen im Vergleich mit den Loci aus der Genomsequenzierung PRINA552090 groRe
Sequenzunterschiede in den Intron-Regionen. So ist die Primer-komplementéare Stelle in Intron 4,
welche fiir die Amplifikation der beiden Gene in den Mosquitozellen verwendet wurde, im Locus
LOC109424967 der neueren Genomsequenz PRJINA552090 nicht mehr vorhanden. Somit kdnnten
auch in U4.4-Zellen zwei fir Squid-p30 und Squid-p32 kodierende Gene existieren. Die kodierende
Sequenz der Loci unterscheidet sich in der Genomsequenz aus Mosquitos nicht mehr in vier

Nukleotiden, sondern nur noch in zwei.
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So sind die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Genomsequenzierung PRINA357111
spezifisch fur die C6/36-Zellen und die Genomsequenzierung PRINA552090 entspricht eher der
natirlich auftretenden Sequenz Asiatischer Tigermicken. Das Vorhandensein von zwei Genen
anstatt einem erschwerte vermutlich zusatzlich die Generierung einer homozygoten knockout-
Mutante in C6/36-Zellen, da so statt zwei Allel-Sequenzen kodierend fiir Squid-p30/p32 vier Allel-

Sequenzen hatten mutiert werden miussen.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Genloci der Squid-
p30/p32 Gene in den Zelllinien €C6/36 und U4.4. (A) Dargestellt
sind zwei Genloci der Sequenz-Annotierung PRINA357111, welche
beide fir die Squid-Proteine in C6/36-Zellen kodieren. Die Genloci
unterscheiden sich anhand der Sequenz und GréRe der
Intronbereiche und in 4 Nukleotiden der kodierenden Sequenz,
welche in der Darstellung markiert sind. Welches Protein generiert
wird, ist abhangig von der Selektion der 3’ SpleiBRstelle innerhalb
des Exon 5-kodierten Bereiches. Exon 6 (grau) wird bei beiden
Genen kodierend fir Squid-p30/p32 wihrend des alternativen
SpleiBens Ubersprungen. (B) Dargestellt ist ein Genlocus der
Sequenz-Annotierung PRJNA357111, welcher fiir beide Mosquito-
Proteine in U4.4-Zellen kodiert. Der Rest der Abbildung entspricht
den Ausfiihrungen unter (A). (C). Elektrophoretische Auftrennung
der PCR-Produkte aus C6/36- und U4.4-Zellen. In C6/36-Zellen
konnten zwei PCR-Produkte und in U4.4-Zellen nur ein PCR-Produkt
detektiert werden. Es wurde ein 1.5%iges Agarose-Gel verwendet
und die Molekulargewichte des Markers sind indiziert.
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V. Diskussion

4.1. Evolutiondre Entwicklung der Wirtsfaktorfunktion von AUF1p45

Viren sind aufgrund ihrer geringen GenomgrofRe und der damit einhergehenden begrenzten
Anzahl an verfiigbaren Genen abhangig von ihrem Wirt sowie von wirtseigenen zellularen
Mechanismen. Zusatzlich sind von Vektoren Ubertragene Viren auf die Verbreitung durch den
Vektorwirt angewiesen. Somit ist es fir Viren erforderlich, eine persistente und nicht letale
Infektion im Vektorwirt hervorzurufen, welche die Transmissionseffizienz nicht wesentlich
beeintrachtigt. Trotzdem gibt es groRe Schwankungen in der Pathogenitat verschiedener Viren.
So ist die Virulenz eines Virus abhangig von der Vektorspezies, der Virusspezies und der Art der
Ubertragung (vertikal oder horizontal) (Lambrechts und Scott 2009). Der Viren-
Hauptabwehrmechanismus in Mosquitos, welcher vermutlich starkere Schadigungen in
Mosquitos verhindert, ist das RNA-Interferenz-System (RNAI). Es wird friihzeitig innerhalb einer
Infektion initiiert und begrenzt die virale Replikation, unterbindet sie aber nicht komplett (Blair
2011). Weitere beteiligte Abwehrsignalwege sind die Jak-STAT- (Januskinase-signal transducers
and activators of transcription), Imd- (immune deficiency) und Toll-Signalwege (Samuel et al.
2018). So konnten beispielsweise Jupatanakul et al. (2017) zeigen, dass durch die friihzeitige
Aktivierung des Jak-STAT-Signalweges in A. aegypti eine hohere Widerstandsfahigkeit des Vektors
gegeniiber DENV-Infektionen induziert wird. Um dem entgegenzusteuern haben Viren Methoden
entwickelt, die der Uberwindung der Abwehrmechanismen des Vektorwirts dienen. So wird
ausgehend vom flaviviralen Genom eine hoch strukturierte und nicht-kodierende sfRNA (small
flaviviral RNA) mit einer Lange von 300 - 500 Nt generiert. Diese RNAs werden infolge eines
unvollstandigen Abbaus der genomischen RNA durch die zelluldre Exoribonuklease XRN1 gebildet
und unterdricken teilweise den RNAi-Mechanismus (Pijlman et al. 2008, Schnettler et al. 2012,

Moon et al. 2015).

Weitere Komponenten, die den Verlauf einer Virusinfektion positiv beeinflussen, sind virale
Wirtsfaktoren. Uber flavivirale Wirtsfaktoren im Mosquitowirt ist bisher nicht viel bekannt. In
einem Review von Simoes et al. 2018 sind einige der bisher identifizierten flaviviralen
Wirtsfaktoren von DENV, ZIKV und WNV in Stechmiicken aufgefiihrt. So konnten Fu et al. (2015)
und Jupatanakul et al. (2017) zeigen, dass die Depletion des sterol carrier protein-2 das DENV-

Level in A. aegypti Mosquitos und in Aag2-Zellen reduziert.
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Ein weiterer Wirtsfaktor, die DEAD box ATP-dependent RNA helicase (DDX), unterstiitzt die
Translation von viralen Proteinen in A. aegypti wahrend einer DENV-Infektion (Jupatanakul et al.
2017). Die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) wird fir die de novo RNA-Synthese
wahrend der viralen Replikation von DENV und ZIKV in A. aegypti benétigt (Kang et al. 2014,
Anglero-Rodriguez et al. 2017). Jedoch ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus der hier

aufgezahlten Wirtsfaktoren noch nicht bekannt.

4.1.1. Unterschiedliche Aktivitaten von Squid-p30/-p32 und AUF1p45

Da Flaviviren zwischen Insekten und Vertebraten zirkulieren, ist es naheliegend, dass mogliche
Wirtsfaktoren zwischen den Spezies konserviert sind. So konnte bereits fiir die Exoribonuklease 3
(ERI 3) beschrieben werden, dass sowohl das humane Protein als auch das homologe Mosquito-
Protein mit der DENV-2-UTR assoziieren und erforderlich fiir die RNA-Synthese, sowie eine
effiziente virale Replikation sind (Ward et al. 2016). Ein weiteres Beispiel ist die vacuolar ATPase
(vATPase) in A. aegypti, welche fir die Absenkung des endosomalen pH-Wertes und fiur die
Freisetzung der viralen RNA in das Zytosol bei DENV und ZIKV erforderlich ist (Kang et al. 2014,
Savidis et al. 2016, Anglero-Rodriguez et al. 2017).

Eine dhnlich konservierte Wirtsfaktorfunktion wurde in dieser Arbeit fiir die AUF1p45-homologen
Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 vermutet, da die Squid-Proteine einen sehr
ahnlichen strukturellen Aufbau mit zwei zentralen RRM-Doménen besitzen. Des Weiteren
enthalten die Proteine, ebenso wie das humane AUF1p45, RGG/RG- und YGG-Sequenzmotive in
der C-terminalen Region (Abb. 15). In den in vitro Aktivitdts-Assays zeigten Squid-p30 und Squid-
p32, dhnlich wie AUF1p45, RNA-Umstrukturierungsaktivitaten. So besitzen beide Proteine eine
RNA-Chaperon-Aktivitdat, welche bei Squid-p32 etwas starker ausgepragt ist, und eine RNA-
annealing-Aktivitat, welche bei beiden Proteinen nahezu identisch ist. Dabei war zu beobachten,
dass die Aktivitdat der Mosquito-Proteine im fluorimetrischen RNA-Destabilisierungs-Assay und
besonders in dem RNA-annealing-Assay generell schwacher ausgepragt war als beim humanen
AUF1p45 Protein (Abb. 10F, 12F). Verglichen mit einer unspezifischen RNA zeigten beide
Mosquito-Proteine in einem RNA-Bindungsassay eine Bindungsspezifitat fiir AU/GU-reiche RNA.
Dabei konnte fiir Squid-p30 eine zehnfach héhere Affinitat zur AU/GU-reichen RNA als bei Squid-
p32 festgestellt werden. Jedoch war auch im RNA-Bindungsassay die Affinitdt der Mosquito-
Proteine, insbesondere zur spezifischen RNA, deutlich geringer als bei AUF1p45 (Tabelle 8).
Weiterhin zeigten die Mosquito-Proteine im RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assay (RdRp) eine
starke Stimulation der (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV.
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Dabei war im Gegensatz zu den bisherigen Aktivitats-Assays zu beobachten, dass die Mosquito-
Proteine eine deutlich stdrkere Stimulation der (-)-Strang-RNA-Synthese des WNV aufwiesen als
AUF1p45 (Abb. 14C). Eine genaue Erklarung fiir diese Diskrepanz gibt es nicht. Es kénnte vermutet
werden, dass moglicherweise die verwendete RNA-Polymerase NS5 und AUF1p45 anders
miteinander interagieren und sich beeinflussen, als NS5 und Squid-p30 und Squid-p32. Man
konnte aufgrund der héheren Affinitat von AUF1p45 zu AU/GU-reicher RNA vermuten, dass die
Affinitat zur subgenomischen RNA (sgRNA) gleichfalls hoher ist, was die RNA-Synthese hemmen
konnte. Dies ist aber rein spekulativ, da die Bindungsaffinitaten der Squid-Proteine zur sgRNA nicht

getestet wurden.

4.1.2. Mégliche Ursachen fir die nicht-konservierte virale Wirtsfaktorfunktion von AUF1p45

Eine Wirtsfaktorfunktion von Squid-p30 und -p32 bei der WNV-Replikation in Mosquitozellen
konnte in der vorliegenden Arbeit entgegen den Erwartungen nicht identifiziert werden, da die
Depletion der beiden Proteine keinen Einfluss auf die Replikation eines WNV-Replikons zeigte
(Abb. 25). Ebenso war kein Effekt auf die Vermehrung eines infektiosen WNV ersichtlich (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu unterstiitzt AUF1p45 die Replikation des WNV in Huh7-Zellen
(Friedrich et al. 2014).

Ein Grund fir diesen Unterschied in der Funktion der homologen Proteine kdnnten die schwacher
ausgepragten RNA-Umstrukturierungsaktivitdten der Mosquito-Proteine sein. Insbesondere die
RNA-annealing-Aktivitat der Squid-Proteine ist deutlich schwéacher als bei AUF1p45 (Abb. 12F).
Eine weitere Determinante kénnte die in dieser Arbeit festgestellte fehlende Methylierung der
Mosquito-Proteine in den Mosquitozellen sein (Abb. 7B, D). Die Methylierung von AUF1p45 in
humanen Zellen konnte als bestimmender Faktor fiir die RNA-Chaperon-Aktivitdt des Proteins
identifiziert werden. So fiihrte die Methylierung zu einer deutlichen Verstarkung der RNA-
Chaperon-Aktivitat (Friedrich et al. 2016). Da in verschiedenen Stechmiickenarten bereits Arginin-
Methyltransferasen nachgewiesen werden konnten, ist es wahrscheinlich, dass diese auch in den
beiden verwendeten A. albopictus-Zelllinien existieren. So liegt in A. aegypti sowie den
dazugehorigen Aag2-Zellen eine Arginin-Methyltransferase-Familie mit acht Vertretern vor,
welche als AaArgM1-8 bezeichnet werden (Zhang et al. 2014). Ebenso konnte in Anopheles
gambiae die Methyltransferase AgCARM1 (Anopheles gambiae coactivator associated arginine
methyltransferase 1), welche homolog zu der humanen Arginin-Methyltransferase PRMT4 (auch
CARM1 genannt) ist, identifiziert werden. So kann vermutet werden, dass die Moglichkeit einer
Methylierung der Squid-Proteine in den Mosquitozellen prinzipiell gegeben ist, die Proteine aber

unter Standardbedingungen als nicht-methyliert vorliegen.
94



DISKUSSION

Unter bestimmten Bedingungen konnte eine Methylierung von Squid-p30 und -p32
moglicherweise induziert werden, was in dieser Arbeit allerdings nicht ndaher untersucht wurde.
In Bezug auf die Vektorfunktion der Stechmiicke im viralen Ubertragungszyklus ist die Verstarkung
der RNA-Chaperon-Aktivitat der Mosquito-Proteine vermutlich nicht vorteilhaft flir den Virus.

Eine weitere Erklarung fir die unterschiedliche Funktion des humanen AUF1p45 und den
Mosquito-Proteinen in cellulo kdnnte die Temperaturabhangigkeit von AUF1p45 sein. Wahrend
AUF1p45 bei Erhéhung der Temperatur im fluorimetrischen RNA-Destabilisierungs-Assay eine
deutliche Verbesserung der RNA-Chaperon-Aktivitat zeigte, wurden die Squid-Proteine von der
Temperaturerhohung kaum beeinflusst. Da humane Zelllinien wie die Huh7-Zellen bei 37°C
kultiviert werden und Mosquitozellen nur bei 28°C, konnte dies einen Einfluss auf die
Wirtsfaktorfunktion der Proteine haben. Zusatzlich existieren von den AUF1-Proteinen vier
Isoformen in humanen Zellen, von den Mosquito-Proteinen nur zwei in Mosquitozellen (siehe
4.3.). Da die Isoform AUF1p42 &hnlich starke RNA-Umstrukturierungsaktivitaten wie AUF1p45
aufweist, konnte dies insbesondere fiir die Wirtsfaktorfunktion insgesamt vorteilhaft sein. Auch
die Isoformen AUF1p37 und AUF1p40 besitzen eine RNA-annealing-Aktivitat, welche hdher ist als
die der Mosquito-Proteine (unveréffentlichte Daten Dr. Susann Friedrich und Lennart Sanger, Abb.
30). Basierend auf diesen Ergebnissen ist es vorstellbar, dass sich die Wirtsfaktorfunktion der
Proteine erst spater in Wirbeltieren entwickelt hat, in welchen die Proteine hohere RNA-
Umstrukturierungsaktivitaten zeigen, methyliert vorliegen, eine hdohere Aktivitdt bei hoheren
Temperaturen aufweisen und mit mehreren Isoformen eine insgesamt hohere

Wirtsfaktorfunktion erreichen.
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In diesem Zusammenhang konnte zudem von Meyer et al. (2020) ein Modell entwickelt werden,
in  welchem der 3'SL des WNV als sogenanntes RNA-Thermometer durch eine
temperaturabhingige Flexibilitdit die Replikationseffizienz wahrend des Wirtwechsels von
Stechmiicke zu Vogel oder Mensch moduliert (Abb. 31). RNA-Thermometer sind besonders in
pathogenen Bakterien gut beschrieben. Dabei handelt es sich um RNA-Strukturen, welche auf
Temperaturveranderungen unmittelbar mit einer Konformationsanderung reagieren und so die
Expression von einigen Hitzeschockgenen und Virulenzfaktoren regulieren. Bei ansteigenden
Temperaturen kann die Konformation der RNA von einer geschlossenen Struktur zu einer offenen
Struktur wechseln und so die Effizienz der Translationsinitiation erhéhen (Kortmann und
Narberhaus 2012). Stechmiicken haben eine deutlich niedrigere Korpertemperatur als
Wirbeltiere, da sie ektotherm sind und ihre Korpertemperatur somit abhangig ist von der
Umgebungstemperatur. Da durch die niedrige Temperatur und die zuvor beschriebene schwache
RNA-Chaperon-Aktivitat der Mosquito-Proteine der 3’SL deutlich stabiler ist, flihrt dies zu einer
ineffizienten Zyklisierung des WNV-Genoms und zu einer langsamen Replikationskinetik. Flr den
Virus hat das zum einen den Vorteil, dass durch die niedrigen Virustiter in Stechmicken
zytopathische Effekte vermieden werden und es so zu persistenten, aber nicht letalen
Virusinfektionen kommt. So kann der Virus effizient verbreitet werden. Zum anderen kdnnten es
die niedrigen Virustiter dem Virus ermdglichen, vom RNAi-System der Stechmuicke unentdeckt zu
bleiben. In Wirbeltieren ist aufgrund der héheren Korpertemperatur und der hohen RNA-
Chaperon-Aktivitat der AUF1-Proteine der 3’SL deutlich flexibler. Dies fihrt zu einer effizienten
Zyklisierung des WNV-Genoms und zu einer schnelleren Replikationskinetik. Dadurch sind die
WNV-Infektionen insbesondere bei Vogeln durch hohe Virustiter und eine hohe Letalitat

charakterisiert (Meyer et al. 2020).
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3sL 3sL
geringe Aktivitat
3‘UAR 3‘UAR hohe Aktivitat
niedrige Temperatur hohe Temperatur

o ineffiziente Zyklisierung o effiziente Zyklisierung

¢ langsame Replikationskinetik ¢ schnelle Replikationskinetik
persistente, nicht letale > pathogene oder letale
Infektionen Infektionen

Abbildung 31: Modell des 3’SL als RNA-Thermometer unter dem Einfluss der untersuchten
Wirtsfaktoren wdhrend des Wirtwechsels von Stechmiicke zu Vogel oder Mensch. Da die
Korpertemperatur bei Stechmiicken deutlich niedriger als bei Wirbeltieren und die Aktivitdt der
Mosquito-Proteine gering ist, ist der 3’SL stabil. Dies fihrt zu einer ineffizienten Zyklisierung des
WNV-Genoms und einer langsamen Replikationskinetik und dufert sich in persistenten und nicht
letalen Infektionen von Stechmiicken. In Wirbeltieren besitzt der 3’SL durch die deutlich héhere
Kérpertemperatur und die hohe Aktivitdt von Wirtsfaktoren wie AUF1 eine groRere Flexibilitat.
Dies resultiert in einer effizienten Zyklisierung des WNV-Genoms und einer schnelleren
Replikationskinetik. Infektionen sind insbesondere bei Végeln durch hohe Virustiter mit hoher
Letalitat gekennzeichnet (modifiziert nach Meyer et al. 2020, Grafikelemente aus Meyer 2016).

4.2. Der Einfluss von Proteinmotiven auf die Funktion der Squid-Proteine

Die Funktion eines Proteins wird zum groBen Teil liber dessen Motive und Domanen reguliert.
Proteinmotive sind kurze, unstrukturierte Sequenzen, die eine charakteristische
Aminosaureabfolge in Zusammenhang mit einer bestimmten Funktion aufweisen. So ist in
RGG/RG-Motiven Arginin die charakteristische Aminosdure, welche positiv geladen ist und
Wasserstoffbriickenbindungen sowie Interaktionen mit aromatischen Aminosauren vermittelt
(Thandapani et al. 2013). In einer Computeranalyse von RNA-Proteinkomplexen konnte gezeigt
werden, dass verstarkt positiv geladene Aminosaurereste wie Arginin und aromatische
Aminosauren wie Phenylalanin und Tyrosin in RNA-Bindestellen vorkommen und dass Van-der-
Waals-Wechselwirkungen eine groRere Rolle in der RNA-Proteininteraktion spielten als

Wasserstoffbriickenbindungen (Jones et al. 2001).
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Glycin spielt in der RNA-Bindung tiber das RGG/RG-Motiv ebenfalls eine groRe Rolle, da durch
diese Aminosdure Flexibilitat vermittelt wird, welche den Arginin-Resten ermdglicht, sich
konformationell an die Form der Ziel-RNA anzupassen. Daher kdnnte die Anzahl und Anordnung
der Glycin- und Arginin-Reste Uber die Affinitat und Selektivitdt des RGG/RG-Motivs zur Ziel-RNA
bestimmen (Hentze et al. 2018). Proteine mit RGG/RG-Motiv sind an einer Vielzahl von zellularen
Prozessen wie Transkription, Translation, pra-mRNA Spleifen, mRNA-Export, DNA-Schaden-
Signalisierung und der Regulation von Apoptose beteiligt (Rajyaguru und Parker 2012, Thandapani
et al. 2013). Dabei kommen RGG/RG-Motive hdufig als repeats innerhalb von intrinsically
disordered protein regions (IDRs) von RNA-Bindeproteinen vor und sind an der RNA-Bindung des
Proteins beteiligt (Hentze et al. 2018). So konnte das RGG/RG-Motiv des RNA-Bindeproteins
AUF1p45 von Meyer et al. (2019) als zentrale Determinante in der RNA-Chaperon- und RNA-
annealing-Aktivitat bestimmt werden. Mit Hilfe einer umfangreichen Mutagenese-Studie wurden
dabei die Arginine innerhalb des RGG/RG-Motivs gegen Alanine substituiert (Abb. 4). So konnte
festgestellt werden, dass das RGG/RG-Motiv ausschlaggebend zur RNA-Chaperon-Aktivitat
beitragt. Dabei destabilisieren die Arginine die RNA-Helix vermutlich durch stacking interactions
mit Nukleinbasen und sind so essentiell fiir die RNA-Chaperon-Aktivitdt des Proteins. Durch
Methylierung wird die Hydrophobizitat der Arginine erh6ht, was zu einer erleichterten stacking
interaction fiihren kéonnte (Bedford und Richard 2005) und so die von Friedrich et al. (2016)
beobachtete Verstarkung der RNA-Chaperon-Aktivitat erklaren konnte (Meyer et al. 2019). Auch
fur die RNA-annealing-Aktivitat ist das RGG/RG-Motiv wichtig. So konnte gezeigt werden, dass die
positive Ladung der Arginine die RNA-annealing-Aktivitat wahrscheinlich unterstiitzt, indem die
elektrostatische AbstoRung zwischen zwei hybridisierenden RNAs reduziert wird. Die Energie fir
die RNA-Umstrukturierungsprozesse von AUF1p45 kdnnte durch lokale Faltung der ungeordneten

C-terminalen Region bereitgestellt werden (Meyer et al. 2019).

Ein weiteres Proteinmotiv, welches haufig in Form von repeats innerhalb der IDRs von RNA-
Bindeproteinen vorkommt, ist das YGG oder [G/S]Y[G/S]-Motiv. Eingebettet in einer Glycin-
reichen Sequenz sind Aromatische Aminosauren wie Tyrosin besonders exponiert. Dies konnte die
Wahrscheinlichkeit zur Aggregation bei der Interaktion mit dhnlichen Proteinmotiven oder
Bindung von RNA erhohen (Hentze et al. 2018). Die deutlich unbekannteren YGG-Motive kdnnten
bei der Bindung von RNA einen dhnlichen Mechanismus wie RGG/RG-Motive aufweisen, da die
aromatische Tyrosin-Seitenkette ebenfalls mit RNA-Basen (iber stacking interactions oder

Wasserstoffbriickenbindungen interagieren konnte (Lunde et al. 2007, Castello et al. 2012).

98



DISKUSSION

Auch das YGG-Motiv konnte fir die RNA-Chaperon-Aktivitdt der AUF1-Isoformen bereits als
wichtige Determinante identifiziert werden. So fehlt bei den Isoformen AUF1p37 und AUF1p40
die durch Exon 7-kodierte Region, welche ein YGG-Motiv beinhaltet. Beide Proteine zeigen fast
keine RNA-Chaperon-Aktivitdt, obwohl die Proteine ein RGG/RG-Motiv besitzen und &hnliche
RNA-Bindeaffinitaten wie AUF1p42 und AUF1p45 aufweisen. Diese Diskrepanz lasst vermuten,
dass das RGG/RG-Motiv allein nicht ausreichend ist fir das Vermitteln einer RNA-Chaperon-
Aktivitat und zusatzliche Sequenzen der durch Exon 7-kodierten Region, wie das YGG-Motiv,
bendtigt werden (Sdanger et al. 2020 eingereicht, Dr. Susann Friedrich und Lennart Sanger
unveroffentlichte Daten). Das YGG-Motiv von heterogeneous ribonucleoproteins (hnnRNPs) wurde
zudem von Gueroussov et al. 2017 als Interaktionsstelle mit verschiedenen hnRNPs sowie anderen
RNA-Bindeproteinen mit GY-repetitiven Sequenzen nachgewiesen. Diese Proteininteraktionen
konnen zusatzlich zu der Bildung von Proteinkomplexen héherer Ordnung fiihren, welche am
alternativen SpleiRen der eigenen pra-mRNA beteiligt sind und so eine groRe regulatorische

Funktion einnehmen (Gueroussov et al. 2017).

4.2.1. Unterschiede der Aktivitdten von Squid-p30 und -p32

Beide in dieser Arbeit charakterisierten Mosquito-Proteine sind nahezu identisch und besitzen
zusatzlich zu den RRM1- und RRM2-Doméanen ein RGG/RG-Motiv und ein YGG-Motiv. Trotz ihrer
starken Ahnlichkeit in der Aminosidurezusammensetzung (Abb. 5) und der Gesamtheit der
Sekundarstrukturen (Abb. 17A) unterscheiden sich die Proteine in ihrer Aktivitdt. So weist Squid-
p30 eine deutlich héhere RNA-Bindungsaffinitat zu spezifischer und unspezifischer RNA auf als
Squid-p32 (Tabelle 8). Squid-p32 zeigt dagegen eine etwas hohere RNA-Chaperon-Aktivitat (Abb.
10F). Um zu ergriinden, worauf diese Unterschiede zuriickzufiihren sind, wurde der durch Exon 5
kodierte-Bereich, welcher bei Squid-p30 aufgrund einer alternativen Selektion der 3‘ Spleistelle
um 20 Aminosduren kirzer ist als bei Squid-p32, ndher untersucht. Diese zuséatzlichen 20
Aminosaduren verlangern bei Squid-p32 das zuvor erwahnte YGG-Motiv. Besonders interessant
sind dabei zwei Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von Squid-p32. Tryptophan unterscheidet
sich aufgrund seines heteroaromatischen Ringsystems stark von allen anderen aromatischen
Aminosauren. Tryptophan wird unter anderem innerhalb der Bindestellen von einigen Proteinen
wie Lysozym gefunden, wo es Kohlenhydratmolekille durch stacking interaction und
Wasserstoffbriickenbindungen erkennt (Maenaka et al. 1995). Auch Ellis et al. (2007) vermuteten,
dass die aromatische Aminosaure Tryptophan in RNA-Bindeproteinen Uber stacking interactions

mit Nukleinsduren interagiert.
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Des Weiteren ist Tryptophan ein bevorzugter Bestandteil von RNA-Bindestellen und hat eine
Praferenz fir die Bindung von Purin-Basen wie Guanin und in einem geringeren Umfang Adenin

(Ellis et al. 2007).

Schon bei den besser charakterisierten RGG/RG-Motiven konnte festgestellt werden, dass haufig
aromatische Aminosauren innerhalb dieser Motive auftreten, welche zur stacking interaction mit
Nukleinbasen beitragen kénnten (Kiledjian und Dreyfuss 1992). Eine dhnliche Rolle kdnnten die

Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs einnehmen.

4.2.2. Der Einfluss der aromatischen Aminosduren des YGG-Motivs auf die RNA-Bindung und
RNA-RNA-Interaktion

Um den Einfluss der zwei Tryptophane auf die Aktivitdt von Squid-p32 genauer zu untersuchen,
wurden diese in der vorliegenden Arbeit durch Alanine substituiert und die resultierenden Squid-
p32-Varianten auf ihre RNA-Bindungsaffinitat getestet. Dabei war zu beobachten, dass die Squid-
p32-Varianten eine deutlich erh6hte RNA-Bindungsaffinitat verglichen zum Wildtyp-Protein (WT)
aufwiesen (Tabelle 9). Dieser Effekt war insbesondere bei der Bindung von AU/GU-reicher RNA zu
beobachten und unabhangig von der Anzahl oder Position der ausgetauschten Tryptophane. Die
dabei resultierenden Dissoziationskonstanten glichen stark denen von Squid-p30 (Tabelle 9). Bei
der Bindung der unspezifischen ssRNA war fiir die Squid-p32-Varianten ebenfalls eine
Verbesserung zu beobachten, welche allerdings schwacher ausgeprdagt war. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs die RNA-
Bindung von Squid-p32 verschlechtern. Dies ist iberraschend, da aromatische Aminosauren mit
Nukleotiden der RNA durch stacking interactions interagieren kénnen (Kiledjian und Dreyfuss
1992, Baker und Grant 2007) und aus den zuvor beschriebenen Griinden eher eine Verbesserung
der Interaktionen erwartet wurde. Somit konnte gezeigt werden, dass die Tryptophane die RNA-

Bindung von Squid-p32 sequenzspezifisch regulieren.

In den fluorimetrischen RNA-RNA-Interaktionsassays konnte hingegen ein partieller Verlust der
RNA-Chaperon- und RNA-annealing-Aktivitat der Squid-p32-Varianten detektiert werden. Dabei
war die Anzahl und Position der ausgetauschten Tryptophane nicht ausschlaggebend und es war
kein additiver Effekt zu beobachten. Ahnliche Ergebnisse konnten von Singer et al. (2020,
eingereicht) fiir AUF1p45-Varianten gezeigt werden. In der Studie wurden drei Tryptophane
innerhalb des YGG-Motivs von AUF1p45 gegen Alanin substituiert. Im Gegensatz zu der
Aminosaduresubstitution in Squid-p32 zeigte in dieser Publikation der Einzelaustausch von
Tryptophan kaum einen Einfluss auf die RNA-Chaperon-Aktivitdt. Erst der Austausch aller

Tryptophane flihrte zu einem deutlichen Aktivitatsverlust des Proteins.
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Dieser war jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei einer AUF1p45-Variante, bei welcher alle
Tyrosine innerhalb des YGG-Motivs ausgetauscht wurden. Diese Tyrosin-Substitutionen
resultierten in einer kaum mehr detektierbaren RNA-Chaperon-Aktivitat (Sanger et al. 2020,
eingereicht). So kann vermutet werden, dass die RNA-Umstrukturierungsaktivitat der Squid-p32-
Varianten zum Teil noch gegeben ist, da von den aromatischen Aminosauren nur die Tryptophane
innerhalb des YGG-Motivs ausgetauscht wurden und die Tyrosine immer noch vorhanden sind.
Der Aktivitatsverlust der Squid-p32-Varianten lasst sich dabei so erklaren, dass die Tryptophane
und Tyrosine als aromatische Aminosauren lber stacking interactions, ahnlich wie fiir die Arginine
des RGG/RG-Motiv postuliert, die Destabilisierung der RNA fordern kénnen und so ebenfalls zur
RNA-Chaperon-Aktivitat beitragen (Meyer et al. 2019). Eine weitere Moglichkeit wie Squid-p32 die
RNA-RNA-Interaktion stimulieren kdnnte, ist eine mogliche RNA-induzierte Oligomerisierung des
Proteins. So konnte bereits von Zucconi et al. (2010) die durch Exon 7-kodierte Region von
AUF1p42 und AUF1p45, welche ein YGG-Motiv beinhaltet, in Verbindung mit RNA-induzierter
Protein-Oligomerisierung gebracht werden. In diesem Zusammenhang konnten ebenso Mannen
et al. (2016) eine AUF1-Homodimerisierung in nuclear bodies zeigen. Dabei waren wieder nur die
Isoformen AUF1p42 und AUF1p45 mit der Exon 7-kodierten Region betroffen. Eine durch das YGG-
Motiv induzierte Protein-Oligomerisierung von Squid-p32 wiirde zu einer erhohten lokalen
Proteinkonzentration fliihren und kénnte so die RNA-Chaperon-Aktivitat verstiarken. Ebenso
kdénnte eine konzentrationsabhdngige Oligomerisierung vorliegen, welche ein in der Literatur gut
beschriebener, regulatorischer Faktor bei der Protein-Oligomerisierung ist (Kumari und Yadav
2019). Ein reprasentatives Beispiel fiir eine konzentrationsabhédngige Oligomerisierung eines
Proteins ist Serumalbumin. Das Oligomer wird durch reversible Homo-Oligomerisierung bei
héheren Konzentrationen von Serumalbumin gebildet und kann durch Verdinnung wieder in
einen monomeren Proteinzustand Uberfihrt werden. Dabei wird aber vermutet, dass der
Oligomerzustand des Serumalbumins physiologisch inaktiv ist (Bhattacharya et al. 2014). Ein
weiteres Beispiel ist das Typ | Anti-Frost-Protein (AFP), welches gebildet wird um Organismen in
eisbelasteten Umgebungen vor Gefrierschaden zu schiitzen. Durch die konzentrationsabhangige
Oligomerisierung steigt mit Erhohung der AFP-Konzentration ebenfalls die Proteinaktivitat sowie
die Fahigkeit die Oberflache von Eiskristallen zu binden und ein Zerspringen dieser zu verursachen
(Mahatabuddin et al. 2017). Eine Tendenz zur Oligomerisierung konnte fiir Squid-p32 schon

wahrend der Proteinreinigung beobachtet werden.
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So konnte bei der Heparin-Affinitdtschromatographie die Elution zweier unterschiedlicher
Proteinspezies beobachtet werden, bei der die stabiler an die Matrix gebundene Spezies
vermutlich ein Squid-p32-Oligomer darstellt. Dagegen zeigten Squid-p30 und die Squid-p32-
Variante Squid-p32was1,26aa, Welche beide keine Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs besitzen,

kein Oligomerisierungsverhalten wahrend des Proteinreinigungsprozesses (siehe 3.2.1.).

Um eine RNA-induzierte Oligomerisierung der Squid-Proteine zu untersuchen, kénnten Methoden

wie native Massenspektrometrie oder nativer elektrophoretischer Shiftassay genutzt werden.

Die zuvor festgestellte verbesserte RNA-Bindung der Squid-p32-Varianten korrelierte nicht mit
einer hoheren Aktivitat in den RNA-RNA-Interaktionsassays. Dies ist auch der Fall bei Squid-p30,
welches trotz einer hoheren RNA-Bindeaffinitat eine geringere RNA-Chaperon-Aktivitat als Squid-
p32 aufweist. Mayer et al. (2007) konnten mit einer Mutationsanalyse des Proteins StpA zeigen,
dass eine verminderte RNA-Bindung einer Protein-Variante die RNA-Chaperon-Aktivitat des
Proteins verstarkte. Demzufolge ist es vorstellbar, dass eine zu starke Bindung eines RNA-
Chaperons an die Ziel-RNA nicht unbedingt von Vorteil ist, da nach erfolgter Umstrukturierung der
RNA die RNA-Proteinbindung wieder gelést werden muss, um die nun korrekt gefaltete RNA
wieder freizusetzen (Mayer et al. 2007). Woodson (2010) beschrieb mit Hilfe eines
thermodynamischen Modells, dass die Starke der Bindung eines RNA-Chaperons an eine
ungefaltete oder teilweise gefaltete RNA mit der zur Verfiigung stehenden Entfaltungsenergie
korreliert. Ist die RNA-Bindung des Proteins dabei allerdings zu stark, kann die RNA nicht neu
gefaltet werden. Die korrekt gefaltete RNA muss thermodynamisch stabiler bleiben, als der RNA-
Chaperon-Komplex. Dadurch miissen RNA-Chaperone schnell wieder von der RNA dissoziieren,
um die Denaturierung von funktionellen Molekiilen zu verhindern und eine schnelle

Rickfaltungskinetik zu gewéahrleisten (Woodson 2010).

Ein weiteres Proteinmotiv innerhalb der 20 Aminosauren, welches nur bei Squid-p32 zu finden ist,
konnte mit Hilfe der Datenbank The Eukaryotic Linear Motif resource for Functional Sites in
Proteins (http://elm.eu.org) identifiziert werden. Die Aminosduresequenz YDYSHYG ist ein
potentielles Ziel der zwischen verschiedenen Spezies konservierten Proteinkinase PLK1 (polo-like
kinase 1), welche Serin- und Threoninreste phosphoryliert (Lee et al. 2014). Schon fir AUF1p40
deuteten Daten darauf hin, dass die Phosphorylierung des Proteins den ARE-vermittelten (AU-rich
elements) mRNA-Abbau durch die Umstrukturierung von lokalen RNA-Strukturen reguliert (Wilson
et al. 2003a). So beeinflusst die Phosphorylierung die ARE-Bindungsaffinitdt, inhibiert den
Strukturwechsel der ARE-Substrate in eine kondensierte RNA-Struktur und beeinflusst die Struktur

von AUF1p40-ARE-Ribonucleoprotein-Komplexen (Wilson et al. 2003a).
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Fiir ein weiteres RNA-Bindeprotein nuclear factor 90 (NF90) ist beschrieben, dass eine
Phosphorylierung dessen RNA-Bindungsaffinitat stark vermindert und einen groRRen Einfluss auf

die Konformation des Proteins hat (Schmidt et al. 2016).

So ist gut vorstellbar, dass eine Phosphorylierung von zelluldarem Squid-p32 ebenfalls funktionelle
Unterschiede zwischen den Proteinen in Mosquitozellen induzieren kénnte. Um eine
Phosphorylierung zu untersuchen, kénnte immunprazipitiertes Squid-Protein aus Mosquitozellen

mittels Massenspektrometrie analysiert werden.

4.2.3. Moglicher Einfluss der Sekundarstruktur auf Aktivitatsunterschiede zwischen den Squid-
Proteinen

RNA-Chaperone besitzen haufig einen hohen Anteil an IDRs, welche vermutlich essentiell fiir die
Funktion der Proteine sind (Rajkowitsch et al. 2007). IDRs beinhalten, mit Ausnahme von Tyrosin,
wenige groRRe, hydrophobe Aminosduren und besitzen viele kleine, polare und/oder geladene
Aminosduren wie Glycin, Serin, Arginin, Lysin, Glutamin, Glutaminsdure und Asparaginsaure
(Rajkowitsch et al. 2007, Hentze et al. 2018). IDRs kdnnten auBerdem einen evolutionar flexiblen
Bestandteil von RNA-Bindeproteinen darstellen, die sich mit steigender Komplexizitdt der
eukaryotischen Transkriptome mit entwickelt haben. Ein Hinweis daflr ist eine Zunahme in der
Anzahl von Arginin und Lysin repeats in IDRs von ausgewahlten RNA-Bindeproteinen im
Menschen, verglichen mit den homologen RNA-Bindeproteinen in Hefe. Dagegen blieb die Anzahl
und Identitdt der globuldren Domanen in diesen Proteinen gleich (Beckmann et al. 2015, Hentze
et al. 2018). Basierend auf dem Entropie-Transfer-Modell konnen diese unstrukturierten Bereiche
der RNA-Chaperone bei der Bindung einer Ziel-RNA zu einer geordneten Struktur ibergehen und
dabei die bendétigte Energie fir den RNA-Umstrukturierungsprozess bereitstellen (Tompa und
Csermely 2004, Rajkowitsch et al. 2007). Auch die Mosquito-Proteine zeigen in ihrer
Sekundarstruktur ~ random-coil-Strukturen  und  sind in der  Gesamtheit ihrer
Sekundarstrukturelemente sehr &hnlich. Jedoch konnte mit Hilfe von verschiedenen
Vorhersageprogrammen wie Predictor of Natural Disordered Regions (PONDR) und Prediction of
Intrinsically Unstructured Proteins (IUPred2) festgestellt werden, dass sich die Proteine vermutlich
innerhalb der C-terminalen Region im Anteil an ungeordneten Strukturen unterscheiden (Abb.
32A, B). So weist Squid-p32 im Bereich des YGG-Motivs durch die zusatzlichen 20 Aminosauren
einen Bereich von insgesamt von 43 Aminosaduren auf, welcher strukturierter vorliegt als bei Squid-
p30 (Abb. 32B, PONDR). Bei Squid-p30 ist dieser Bereich nur 9 Aminosauren lang und vermutlich
unstrukturiert (Abb. 32, PONDR).
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So liegt der score, welcher die Wahrscheinlichkeit angibt, dass der jeweilige Aminosaurerest Teil
einer unstrukturierten Region ist, bei Squid-p30 in diesem Bereich bei ca. 0.5 und bei Squid-p32
bei 0.2. Dabei entsprechen hohere Werte einer hoheren Wahrscheinlichkeit auf unstrukturierte
Bereiche (1 entspricht dem hoéchsten Wert). Durch diesen groRReren Bereich an unstrukturierten
Regionen konnte die starkere RNA-Bindeaffinitat von Squid-p30 im Vergleich zu Squid-p32
verursacht werden, da unstrukturierte Regionen zur RNA-Bindung beitragen kénnen (Jarvelin et
al. 2016, Hentze et al. 2018). Die etwas verminderte RNA-Chaperon-Aktivitdt von Squid-p30
verglichen mit Squid-p32 kdnnte in dem Zusammenhang, wie bereits unter 4.2.2. beschrieben, mit
einer zu starken Bindung von Squid-p30 an die Ziel-RNA erklart werden. Grundsatzlich erlaubt das
bloRe Vorhandensein von IDRs aber keine Vorhersage von RNA-Chaperon-Aktivitat, da diese ein

komplexes Zusammenspiel aus RNA-Bindung und RNA-Umstrukturierungsaktivitdten umfasst.
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Abbildung 32: Vergleich der unstrukturierten Regionen von Squid-p30 und Squid-p32.

(A) Dargestellt sind die vorhergesagten unstrukturierten Bereiche in Squid-p30. Erstellt wurden
diese mit dem Programm IUPred2 basierend auf einem biophysikalischen Modell (Dosztanyi et al.
2005). Der score gibt fir jeden Aminosdurerest eine Zahl zwischen 0 und 1 an, welche der
Wahrscheinlichkeit entspricht, dass der jeweilige Rest Teil einer unstrukturierten Region ist. Dabei
entsprechen hohere Werte einer héheren Wahrscheinlichkeit auf unstrukturierte Bereiche. Die
Analyse wurde mit dem Vorhersage-Typ long disorder, welcher fir die Vorhersage von
unstrukturierten Bereichen von mindestens 30 aufeinander folgenden Aminosaureresten optimiert
ist, durchgefiihrt (IUPred2 (long)). Mit blau gestrichelten Linien ist der Bereich dargestellt,
welcher sich stark von Squid-p32 unterscheidet. Im unteren Teil der Grafik sind schematisch die
bekannten Proteindomanen RRM1 und RRM2 (RNA recognition motifs) und die Proteinmotive
RGG/RG und YGG dargestellt. (B) Dargestellt sind die vorhergesagten unstrukturierten Bereiche in
Squid-p32. Alle weiteren Grafikbestandteile und Analysen entsprechen den Ausfihrungen unter
(A).

4.3. Mogliche Genduplikation des Squid-Gens in A. albopictus

Die Asiatische Tigermicke (A. albopictus) gehort zu den erfolgreichsten invasiven
Stechmiickenarten weltweit (Lounibos 2002, Benedict et al. 2007). Dieser Erfolg spiegelt sich auch
im Genom der Asiatischen Tigermicke wider, welches 1343 Mb umfasst und damit das bisher
groBte entschliisselte Genom einer Stechmiickenart ist. Es ist damit um ein Vielfaches gréRer als
die Genome verwandter Stechmiickenarten wie der sidlichen Hausmicke (Culex
quinquefasciatus) mit 324 Mb und der Stechmickenart A. gambiae mit 62 Mb. Auch verglichen
mit dem Genom einer Stechmickenart der gleichen Gattung wie der Gelbfiebermicke (A.
aegypti), deren Genom 988 Mb umfasst, ist das Genom der Asiatischen Tigermiicke deutlich
groRer. Ein Teil dieser GenomgroRe ist auf repetitive DNA-Sequenzen zurlickzufiihren (Chen et al.
2015). Es wird vermutet, dass das groRere Gen-Repertoire, welches beteiligt ist an
Insektizidresistenz, Diapause, Geschlechtsfestlegung, Immunitdt und Olfaktion, zu der groRen
Plastizitdat und Anpassungsfahigkeit der invasiven Spezies beitragt (Chen et al. 2015).

In dem Zusammenhang ist auch bei der Anzahl der Genloci der Mosquito-Proteine Squid-p32 und
Squid-p30 ein Unterschied zwischen den Aedes-Spezies zu beobachten. So existieren in der
Genomsequenzierung der A. albopictus Miicken (PRJNA552090, NCBI) und der
Genomsequenzierung der C6/36-Zellen (A. albopictus, PRINA357111, NCBI) zwei Genloci, die
jeweils fir Squid-p30 und Squid-p32 kodieren (Abb. 29), wahrend in der Genomsequenzierung von
A. aegypti (PRINA392114, NCBI) nur ein Genlocus (LOC5579810) kodierend fiir beide Squid-
Proteine existiert. So ist es wahrscheinlich, dass in der Asiatischen Tigermicke eine
Genduplikation des Squid-Gens stattgefunden hat. Genduplikation ist ein wesentlicher

Mechanismus in der Evolution von verschiedenen Spezies.
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Dabei kann eine Duplikation eines Genes vorteilhaft flir den Organismus sein, da so zusatzliche
Mengen an RNA und Protein bereitgestellt werden kdnnen. Abgesehen von diesem Vorteil ist es
unwahrscheinlich, dass zwei Gene mit der gleichen Funktion im Genom stabil vorhanden sind. So
wird in der theoretischen Populationsgenetik angenommen, dass zwei dhnliche Gene im Genom
stabil vorhanden sein kdnnen, wenn sie sich in einigen funktionellen Aspekten unterscheiden.
Genduplikation stellt neues Genmaterial fiir Mutation und Selektion zur Verfligung, welches dann
zu spezialisierten oder neuen Funktionen von Genen fiihren kann und dient somit der Plastizitat
eines Genoms oder einer Spezies, sich an zu verdandernde Umgebungen anzupassen (Zhang und
Cheng 2003). Auch die Vielfalt der hnRNP-Genfamilie im Menschen ist vermutlich durch zahlreiche
Genduplikationsereignisse entstanden (Busch und Hertel 2012). Da die zelluldre Funktion der
Squid-Gene und -Proteine unbekannt ist, kann keine Aussage zu einer veranderten Funktion der
duplizierten Gene getroffen werden. Da die Aminosaureanzahl und -sequenz der Squid-Proteine
durch die Genduplikation nicht verandert wurde, spricht dies fiir einen Vorteil im Vorhandensein
einer groReren RNA- und Proteinmenge.

Fir die homologen Squid-Proteine aus D. melanogaster (Squid-S, Squid-A und Squid-B) dagegen
konnten schon vor teilweise Uber 20 Jahren detaillierte zellulare Funktionen aufgeklart werden
(siehe 1.9). So sind Squid-S und Squid-A im Zusammenspiel essentiell fir die Ausbildung der
dorsoventralen Achse wahrend der Oogenese, indem sie die Lokalisierung und Translation von
grk-mRNA regulieren (Norvell et al. 1999). Das als Ligand fungierende Gurken-Protein (Grk, TGFa-
Homolog) aktiviert den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (Egfr) (Neuman-Silberberg und
Schupbach 1993) und induziert damit eine dorsale Differenzierung der Follikelzellen. Da Grk die
Polaritat des Eis und so auch die des Embryos definiert, muss das Grk-Signal raumlich zu der
zukinftigen dorsalen Seite begrenzt werden. Dies wird durch die strenge Lokalisierung der grk-
mRNA im dorsoanterioren Pol der Oozyte erreicht (Nilson und Schupbach 1999). Squid-
Mutationen filhren zu einer Fehllokalisierung von grk-RNA, was eine Entstehung von stark
dorsalisierten Eiern und Embryonen bewirkt (Kelley 1993, Neuman-Silberberg und Schupbach
1993).

Eine dhnlich wichtige Funktion der Squid-Proteine in der Ontogenese ist vorstellbar, da innerhalb
des Screenings des CRISPR/Cas9-vermittelten Gen-knockouts von Squid-p30 und Squid-p32 in
Mosquitozellen kein einziger homozygoter KO detektiert werden konnte. Somit wurde vermutet,
dass ein homozygoter KO der Squid-Proteine letal flir die Mosquitozellen ist und die Proteine eine
essentielle Funktion besitzen. Zusatzlich konnte bei heterozygoten Squid-p30- und Squid-p32-KO-

Zellen eine zelluldre Gegenregulation beobachtet werden, welche diese Vermutung unterstiitzt.
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4.3.1. Moglicherweise existiert ein gréReres Inventar von Squid-Isoformen

Bei der BLAST-Suche (NCBI) nach Sequenziibereinstimmungen zu AUF1p45 in A. albopictus
(Genomsequenzierung PRJNA357111) konnten neben Squid-p30 und Squid-p32 noch weitere
potentielle Squid-Isoformen identifiziert werden. Dabei sind bei LOC109424967 potentiell drei
Isoformen annotiert und bei LOC109431093 sogar vier Isoformen (Abb. 33). Beide Squid-Gene
besitzen insgesamt sieben Exons, wobei Exon 6 beim alternativen SpleiRen der pra-mRNA beider
Squid-Proteine Gbersprungen wird (Abb. 29). So unterscheiden sich die potentiellen Isoformen
Squid X1 (326 AA) und Squid X2 (306 AA) von Squid-p30 und Squid-p32 in der Anwesenheit von
Exon 6, welches fiir weitere 25 Aminosauren kodiert (Abb. 33).

Diese zusatzlichen 25 Aminoséduren (DDYYGGYNDGYGNGGGRPGGPRGGK) wirden das RGG/RG-
und YGG-Motiv von Squid-p30 und Squid-p32 verlangern. Dadurch kdnnten die potentiellen
Isoformen Squid X1 und Squid X2 héhere RNA-Umstrukturierungsaktivitaten als Squid-p30 und
Squid-p32 aufweisen. In den Mosquitozellen C6/36 und U4.4 konnten jeweils nur zwei Squid-
Isoformen mittels Western Blot detektiert werden (Abb. 20). Weiterhin konnte mit Analyse der
Transkriptvarianten in den Mosquitozellen ebenfalls keine RNA, welche zusatzlich fiir Squid X1 und
Squid X2 kodieren, identifiziert werden. Daher ist es vorstellbar, dass die Synthese der weiteren
theoretischen Isoformen moglicherweise nur unter bestimmten Bedingungen, wie zum Beispiel
bei einer Virusinfektion, induziert wird oder dass die Isoformen in den Zellen nicht existieren. Auch
in der aktuelleren Genomsequenzierung PRINA552090 (NCBI), welche auf genomischer DNA aus
A. albopictus Micken beruht, konnten ebenfalls zusatzliche potentielle Squid-Isoformen
identifiziert werden. Dabei handelt es sich bei beiden Genloci ebenso um die in Abbildung 33B

dargestellten Squid-Isoformen X1 und X2 sowie eine weitere Squid-Isoform X4 (289 AA). Somit ist

dies nicht nur ein C6/36 spezifisches Phanomen.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der potentiellen Squid-lsoformen. (A) Dargestellt ist
der Genlocus LOC109424967 der Genomsequenzierung PRINA357111, welcher fiir die Squid-
Isoformen p30 und p32 und zusdtzlich fiir die potentielle Isoform X1 kodiert. Squid X1
unterscheidet sich von Squid-p32 (bei NCBI Squid Isoform X2 genannt) durch die von Exon 6-
kodierten 25 Aminosauren. Exon 6 wird bei Squid-p30 und Squid-p32 beim alternativen Spleillen
der pra-mRNA (bersprungen. (B) Dargestellt ist der Genlocus LOC109431093 der
Genomsequenzierung PRJNA357111, welcher fir die Squid-lsoformen p30 und p32 und
zusatzlich fur die potentiellen Isoformen X1 und X2 kodiert. Die Squid-Isoformen X1 und X2
unterscheiden sich von Squid-p30 (bei NCBI Squid Isoform X4 genannt) und Squid-p32 (bei NCBI
Squid Isoform X3 genannt) durch die von Exon 6-kodierten 25 Aminosaduren. Exon 6 wird bei
Squid-p30 und Squid-p32 beim alternativen SpleiRen der pra-mRNA Ubersprungen.

4.4. AUF1-homologe Proteine in Végeln

Vor dem Hintergrund der Untersuchung AUFl-homologer Mosquito-Proteine auf eine
Wirtsfaktorfunktion und dem RNA-Thermometer Modell fiir den 3’SL des WNV von Meyer et al.
(2020) stellt sich die Frage, ob in Vogeln ebenso Wirtsfaktoren wie im Menschen existieren. Da
Vogel die hochsten Virustiter erreichen und so den Bestand des Virus in der Umwelt
gewahrleisten, ist dies gut vorstellbar.

Ubertragungsrelevante Vogelarten sind beispielsweise der Blauhaher (Cyanocitta cristata), der
Hausgimpel (Carpodacus mexicanus), die Amerikanerkrdhe (Corvus brachyrhynchos), die Purpur-
Grackel (Quiscalus quiscula), die Wanderdrossel (Turdus migratorius) und der Haussperling (Passer

domesticus).

108



DISKUSSION

Diese Vogelarten tragen vermutlich am meisten zur viralen Vermehrung und Ubertragung des
WNV auf Mosquitos bei (Komar et al. 2003, Hamer et al. 2009). Vogelarten der Ordnungen
Sperlingsvogel (Passeriformes) und Regenpfeiferartige (Charadriiformes) sind besonders Virus-
Reservoir-kompetent. Auferdem erndhren sich Micken des Artenkomplex Culex pipiens
bevorzugt von Sperlingsvogeln (Gomes et al. 2013, Hamer et al. 2009). Eine BLAST-Suche (NCBI)
nach Sequenzibereinstimmungen zu AUF1p45 innerhalb der Klasse Vogel zeigte das homologe
Protein heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO (hnRNPDO) in einer Vielzahl von
verschiedenen Vogelarten. Darunter einige Vogelarten der Ordnung Sperlingsvogel wie die
Amerikanerkrahe und die Geradschnabelkrdhe (Corvus moneduloides). Ebenso wurde das Protein
in Vogelarten der Ordnung Regenpfeiferartige wie dem Keilschwanz-Regenpfeifer (Charadrius
vociferus) gefunden (NCBI). Vermutlich kénnte man homologe Proteine in mehr
Ubertragungsrelevanten Vogelarten identifizieren. Von den oben genannten Vogelarten sind
jedoch bisher nur die Genome der Amerikanerkrdahe und des Haussperlings sequenziert wurden
(NCBI). Die AUF1-homologen Vogel-Proteine besitzen, wie die Squid-Proteine und das humane
AUF1p45 zwei RRM-Domiénen, ein RGG/RG- und ein YGG-Motiv. Des Weiteren weisen die
homologen Vogel-Proteine ab den RRM-Domdnen eine nahezu perfekte Identitdt in der
Aminosduresequenz zu AUF1p45 auf (Abb. 34).

Bei Betrachtung des homologen hnRNPDO in verschiedenen Vogelarten ist auffallig, dass im
Gegensatz zu den humanen AUF1-Isoformen in allen homologen Vogel-Isoformen das YGG-Motiv
vorhanden ist. So konnte bereits von Gueroussov et al. (2017) gezeigt werden, dass anders als bei
den humanen AUF1-Isoformen, bei Vogeln das alternative Spleien des pra-mRNA-Transkripts
nicht die kleineren Isoformen AUF1p37 und AUF1p40, welchen die durch Exon 7-kodierte Region
fehlt, generiert. Dies konnte eine Erklarung fir die sehr hohen Virustitern bei Vogeln sein, da
ausschlieBlich  AUF1-lIsoformen mit  YGG-Motiv, welche die hochsten RNA-
Umstrukturierungsaktivititen aufweisen (Sdnger et al. 2020, eingereicht), vorhanden sind.
Weiterhin gibt es zwischen verschiedenen Vogelarten groRe Unterschiede in der
Infektionsanfalligkeit fiir das WNV. So zeigen, wie bereits erwahnt, Sperlingsvogel eine hohe
Virdmie und Mortalitatsrate, wogegen Arten der Ordnung Hiihnervogel (Galliformes) nur eine sehr
geringe Viramie und keine Morbiditat oder Mortalitat aufweisen (Duggal et al. 2019). Es wird
vermutet, dass der Verlauf einer Infektion von der angeborenen Immunantwort beeinflusst ist,
welche bei Vogeln im Zusammenhang mit WNV-Infektionen kaum erforscht ist (Duggal et al.

2019).
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Auch hier konnte die Infektionsanfalligkeit eines Vogels flir das WNV mit einem unterschiedlichen
Vorkommen oder dem Expressionsmuster der AUF1-homologen Proteine korrelieren. Um dies zu
untersuchen, koénnte man die hnRNPDO-Expression in verschiedenen Vogelarten mit
unterschiedlicher WNV-Anfalligkeit bei infizierten und nicht-infizierten Végeln untersuchen.
Generell ist iber Wirtsfaktoren im Vogelwirt bisher noch weniger bekannt als im Mosquito-Vektor.
Die Untersuchung dieser kdnnte weitere Einblicke in Ubertragungs- und Vermehrungsstrategien

von Flaviviren liefern.

AUF1p45 MSEEQFGGDGAAAAATAAVGGSAGEQEGAMVAATQGAAAAAGSGAGTGGGTASGGTEGGS 60
hnRNPDO 1 MSDQQFALDSAAVAAGAGDG-——---—- AAEPAEQ---PEGQAGAGSTDGGGGGGGGGGG 49
RNRNPDO 2 —m = mm oo o oo o o o o - 0
RNRNPDO 3 —mmm oo o oo o - 0
AUF1p45 AESEGAKIDASKNEEDEGHSNS---SPRHSEAATAQREEWKMFIGGLSWDTTKKDLKDYF 117
hnRNPDO 1 TESEGAKIDASKNEEDE---———--——=——————————— GKMFIGGLSWDTTKKDLKDYF 87
hNRNPDO 2 —=——————————————— ESLYLSWPESFKQAVKNCRPV---KMFIGGLSWDTTKKDLKDYF 41
hNnRNPDO 3~ —=—--————-———m——mm oo LIWPGSFKHVLKKCRPVRVGKMFIGGLSWDTTKKDLKDYF 40
khkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhhkhrhkhkkhkkkkxk*k
AUF1p45 SKFGEVVDCTLKLDPITGRSRGFGFVLFKESESVDKVMDQKEHKLNGKVIDPKRAKAMKT 177
hnRNPDO 1 SKFGEVVDCTLKLDPITGRSRGFGFVLFKESESVDKVMDQKEHKLNGKVIDPKRAKAMKT 147
hnRNPDO 2 SKFGEVVDCTLKLDPITGRSRGFGFVLFKESESVDKVMDQKEHKLNGKVIDPKRAKAMKT 101
hnRNPDO 3 SKFGEVVDCTLKLDPITGRSRGFGFVLFKESESVDKVMDQKEHKLNGKVIDPKRAKAMKT 100
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhhhkkhkhkhkhhkhkhkhhhkkhhkhkhhkkhhkhhhkkhhhkrhkkhkhkrhkhkkhkhkhrrhkkhkhhhkhkh*k
AUF1p45 KEPVKKIFVGGLSPDTPEEKIREYFGGFGEVESIELPMDNKTNKRRGFCFITFKEEEPVK 237
hnRNPDO 1 KEPVKKIFVGGLSPDTPEEKIREYFGGFGEVESIELPMDNKTNKRRGFCFITFKEEEPVK 207
hnRNPDO 2 KEPVKKIFVGGLSPDTPEEKIREYFGGFGEVESIELPMDNKTNKRRGFCFITFKEEEPVK 161
hnRNPDO 3 KEPVKKIFVGGLSPDTPEEKIREYFGGFGEVESIELPMDNKTNKRRGFCFITFKEEEPVK 160
kkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhhhkhhkkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkxkx*k
AUF1p45 KIMEKKYHNVGLSKCEIKVAMSKEQYQQQQQWGSRGGFAGRARGRGGGPSONWNQGYSNY 297
hnRNPDO 1 KIMEKKYHNVGLSKCEIKVAMSKEQYQQQQQWGSRGGFVGRARGRGGGPSQONWNQGYSNY 267
hnRNPDO 2 KIMEKKYHNVGLSKCEIKVAMSKEQYQQQQQWGSRGGFVGRARGRGGGPSONWNQGYSNY 221
hnRNPDO 3 KIMEKKYHNVGLSKCEIKVAMSKEQYQQQQQWGSRGGFVGRARGRGGGPSONWNQGYSNY 220

khkhkhkrkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhkdrhkkhkrhkhkhkhhkrhkhkx hrxhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*x

AUF1p45 WNQGYGNYGYNSQGYGGYGGYDYTGYNNYYGYGDYSNQQSGYGKVSRRGGHONSYKPY 355
hnRNPDO 1 WNQGYGNYGYNSQGYGGYGGYDYTGYNNYYGYGDYSNQQSGYGKVSRRGGHONSYKPY 325
hnRNPDO 2 WNQGYGNYGYNSQGYGGYGGYDYTGYNNYYGYGDYSNQQSGYGKVSRRGGHONSYKPY 279
hnRNPDO 3 WNQGYGNYGYNSQGYGGYGGYDYTGYNNYYGYGDYSNQQSGYGKVSRRGGHONSYKPY 278

khkhkhkrkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkdkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhhkhkhkxhkxkx%k

Abbildung 34: AUF1l-homologe Vogel-Proteine verschiedener Vogelarten besitzen ab den
RRM-Domidnen eine nahezu identische Aminosduresequenz zu AUF1p45. Dargestellt ist ein
Vergleich der Aminosdure-Sequenzen von AUF1p45, hnRNPDO der Geradschnabelkrdhe
(hnRNPDO 1), hnRNPDO der Amerikanerkrahe (hnRNPDO 2) und hnRNPDO des Keilschwanz-
Regenpfeifers (hnRNPDO 3). Die RRM-Doméanen sind in Grin, das RGG/RG-Motiv ist in Blau und
das YGG-Motiv ist in Beige markiert. Das alignment wurde mit dem Programm Clustal Omega
erstellt. Der Stern steht fir identische Aminosduren und ein einzelner Punkt steht fir geringe
Ahnlichkeit der chemischen Eigenschaften der verglichenen Aminoséduren.
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4.5. Ausblick

Die Aktivitatsunterschiede der Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 konnten in dieser
Arbeit in Bezug auf die RNA-Bindungsaffinitat und die RNA-Chaperon-Aktivitat analysiert werden.
Bisher wurden aber keine Interaktionsanalysen der Proteine in vitro oder in cellulo durchgefiihrt.
So kdnnte mit Hilfe eines protein-fragment complementation assays (PCA) oder pulldown assays
untersucht werden, ob die Squid-Proteine in Mosquitozellen miteinander interagieren und
moglicherweise Proteinkomplexe bilden. Ein erster Hinweis auf eine gegenseitige Regulierung
konnte durch den Versuch, spezifisch Squid-p30 oder Squid-p32 siRNA-vermittelt zu depletieren,
gewonnen werden. So fihrte der Versuch, ausschlieRlich Squid-p32 zu depletieren, ebenfalls zu
einer Herunterregulierung von Squid-p30, obwohl die verwendete siRNA-Sequenz in Squid-p30
nicht vorhanden war (Daten nicht gezeigt). In diesem Zusammenhang ware es auch interessant,
eine mogliche Homo-Oligomerisierung von Squid-p32, welche zum Teil bei der Proteinreinigung
beobachtet werden konnte, ndher zu untersuchen. Die RNA-induzierte Protein-Oligomerisierung
stellt eine Moglichkeit dar, warum Squid-p32 eine hohere RNA-Chaperon-Aktivitdat aufweist als
Squid-p30 und konnte beispielsweise mit Hilfe von nativer Massenspektrometrie untersucht

werden.

Es konnte mit Hilfe der Mutationsanalyse der Tryptophane innerhalb des YGG-Motivs von Squid-
p32 identifiziert werden, dass der Austausch der Tryptophane zu Alanin die RNA-Bindung des
Proteins verbesserte, aber die RNA-Chaperon- und RNA-annealing-Aktivitat verschlechterte. Nun
ware es naheliegend, ebenso die Tyrosine innerhalb des YGG-Motivs von Squid-p32
auszutauschen, um zu sehen, ob dadurch die RNA-Umstrukturierungsaktivitat der Squid-p32-
Varianten komplett verloren geht.

Ebenso wiare es interessant, die unter 4.4. dargestellten AUF1l-homologen Vogel-Proteine
hnRNPDO rekombinant zu synthetisieren, zu reinigen und in den bereits etablierten in vitro
Analysen auf ihre RNA-Bindung, RNA-Chaperon-Aktivitat und RNA-annealing-Aktivitat zu testen.
Die virale Wirtsfaktorfunktion dieser Proteine konnte in einer Vogel-Zelllinie Gber knockdown
Experimente mit anschlieRender Transfektion eines WNV-Replikons untersucht werden. Dies
konnte die bisherigen Kenntnisse lber die molekularen Mechanismen, welche es dem WNV
ermoglichen den Wirtswechsel von Stechmiicke zu Vogel oder Mensch zu regulieren erweitern,
sowie Erklarungen fir die unterschiedliche Anfilligkeit verschiedener Vogelarten fiir das WNV

liefern.
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V. Zusammenfassung

Viren besitzen keinen eigenen Stoffwechsel und sind aufgrund ihrer geringen Genomgrof3e
abhangig von den zelluldren Mechanismen einer Wirtszelle. So nutzen Viren in verschiedenen
Phasen ihres viralen Lebenszyklus zahlreiche zelluldre Proteine als Wirtsfaktoren. Einer dieser
Wirtsfaktoren ist das humane RNA-Bindeprotein AUF1p45, welches mit Hilfe von zwei RNA-
Umstrukturierungsaktivitaten die Genomzyklisierung und Replikation des West-Nil-Virus (WNV)
und weiterer Flaviviren unterstitzt. Das WNV ist ein von Stechmiicken Ubertragenes und weit
verbreitetes (+)-Strang-RNA-Virus der Familie Flaviviridae. Da es naheliegend ist, dass Spezies,
welche im Ubertragungszyklus involviert sind, konservierte Wirtsfaktoren besitzen, war es von
Interesse, zwei AUF1p45-homologe Mosquito-Proteine Squid-p30 und Squid-p32 zu untersuchen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Squid-Proteine in vitro charakterisiert und Unterschiede in
der Aktivitat der Proteine sowie deren Ursache identifiziert werden. Des Weiteren wurden
Zellkulturexperimente durchgefiihrt, um den Einfluss der Squid-Proteine auf die WNV-Replikation

zu analysieren.

1. Die Squid-Proteine konnten erfolgreich rekombinant in E. coli synthetisiert und analog zu
dem Reinigungsprotokoll von AUF1p45 gereinigt werden. Ebenso konnte das
Molekulargewicht der Squid-Proteine mittels analytischer Ultrazentrifugation analysiert
werden. Beide Squid-Proteine liegen ebenso wie das humane AUF1 als Monomer vor.

2. In einem in vitro Methylierungsassay konnte mit Hilfe der humanen Methyltransferase
PRMT1 gezeigt werden, dass immunprazipitiertes FLAG-Squid-p30 und FLAG-Squid-p32,
isoliert aus zwei verschiedenen A. albopictus-Zelllinien (C6/36-Zellen und U4.4-Zellen),
nicht-methyliert ist.

3. In einem RNA-Bindungs-Assay konnte bestimmt werden, dass beide Squid-Proteine eine
RNA-Bindespezifitat fur AU/GU-reiche RNA, verglichen mit einer unspezifischen RNA,
aufweisen. Dabei konnte fiir Squid-p30 eine zehnfach hohere RNA-Bindeaffinitdt zur
AU/GU-reichen RNA als bei Squid-p32 festgestellt werden. Generell sind die
Substratspezifitdit sowie die Bindungsaffinitdt bei den Squid-Proteinen aber geringer
ausgepragt als bei AUF1p45.

4, Die Squid-Proteine zeigten in den fluorimetrischen RNA-RNA-Interaktionsassays eine RNA-
Chaperon-Aktivitat, welche bei Squid-p32 etwas starker ausgepragt ist, und eine schwache

RNA-annealing-Aktivitat, welche bei beiden Proteinen nahezu identisch ist. Die zwei RNA-
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Umstrukturierungsaktivitaten sind deutlich schwacher ausgepragt als die des humanen
Wirtsfaktors AUF1p45. Ebenso konnte festgestellt werden, dass diese RNA-
Umstrukturierungsaktivititen der Squid-Proteine nicht temperaturabhangig sind. So
zeigte die Erhdhung der Temperatur keinen bzw. kaum einen Effekt auf die RNA-Chaperon-
und RNA-annealing-Aktivitat der Squid-Proteine, im Gegensatz zu AUF1p45.

Die Squid-Proteine stimulieren in einem RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Assay, welcher
den ersten Replikationsschritt des WNV rekonstituiert, die (-)-Strang-RNA-Synthese des
WNV sehr stark. Verglichen mit AUF1p45 konnte im Kontrast zu den bisher ermittelten
Aktivitaten der Squid-Proteine eine deutlich starkere Stimulation der (-)-Strang-RNA-
Synthese festgestellt werden. Squid-p30 zeigte zudem eine groRere Verstarkung der (-)-
Strang-RNA-Synthese als Squid-p32.

Squid-p32 unterscheidet sich von Squid-p30 durch 20 zusatzliche Aminosduren, welche ein
YGG-Motiv verlangern. Innerhalb des YGG-Motivs befinden sich zwei Tryptophane. Um die
Bedeutung dieser Tryptophane auf die Aktivitat von Squid-p32 zu untersuchen, wurde eine
Mutationsanalyse durchgefiihrt.

a. Die Squid-p32-Varianten Squid-p32was1a, Squid-p32wazeaa und Squid-p32wae1,264a
konnten erfolgreich rekombinant in E. coli synthetisiert und analog zu dem
Reinigungsprotokoll von AUF1p45 gereinigt werden.

b. Die Fern-UV-CD-Spektren der Squid-p32-Varianten konnten bestimmt werden.
Dabei zeigte sich, dass die Proteine eine strukturelle Integritat besitzen und sich
der Sekundarstrukturgehalt aufgrund des Aminosdureaustauschs nicht
schwerwiegend verdndert hat.

c. In einem RNA-Bindungs-Assay konnte gezeigt werden, dass die Squid-p32-
Varianten eine zehnfach hoéhere RNA-Bindeaffinitit zu AU/GU-reicher RNA
aufwiesen, als das WT-Protein. Die RNA-Bindeaffinitat zur unspezifischen RNA ist
bei den Squid-p32-Varianten ebenfalls leicht erhoht. Der Austausch der
Tryptophane filihrte somit zu einer starkeren Bindung an spezifische und
unspezifische RNA. Im Gegensatz dazu konnte in den fluorimetrischen RNA-RNA-
Interaktionsassays eine beeintrachtigte RNA-Chaperon- und RNA-annealing-
Aktivitat der Squid-p32-Varianten festgestellt werden. So leisten die Tryptophane
innerhalb des  YGG-Motivs einen  wichtigen  Beitrag zur  RNA-

Umstrukturierungsaktivitat von Squid-p32.
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10.

Es konnte eine RNAi-vermittelte Depletion der Squid-Proteine in zwei A. albopictus-
Zelllinien (C6/36 und U4.4) etabliert werden. Diese Depletion hatte aber in keiner der
beiden Zelllinien, bei erhdhter oder normaler Kultivierungstemperatur, einen negativen
Effekt auf die Replikation eines WNVRIuc-Replikons.

Es konnte ein CRISPR/Cas9-vermittelter heterozygoter Gen-knockout der Squid-Proteine
in C6/36-Zellen generiert werden. Dieser induzierte vermutlich eine zellulare
Hochregulierung der Squid-Proteine in C6/36-Zellen, weswegen die Analyse der
heterozygoten KO-Zellen nicht weiter fortgesetzt wurde.

Mit einer BLAST-Suche gegen das A. albopictus Genom konnten zwei Genloci identifiziert
werden, welche potentiell fiir Squid-p30 und Squid-p32 kodieren. Die Existenz von zwei
Squid-Genen in C6/36-Zellen konnte experimentell auf RNA- und DNA-Ebene bestétigt
werden. So kodieren in C6/36-Zellen zwei Gene jeweils fur Squid-p30 und Squid-p32, im
Gegensatz zu den humanen AUF1-Proteinen, welche alle durch ein Gen kodiert werden.
Es konnte auf Basis der in dieser Arbeit generierten Daten ein RNA-Thermometer-Modell
entwickelt werden, in welchem der 3’SL des WNV durch eine temperaturabhingige
Flexibilitat die Replikationseffizienz wahrend des Wirtwechsels von Stechmiicke zu Vogel
oder Mensch moduliert. Innerhalb dieses Modells hat sich die Wirtsfaktorfunktion von
AUF1p45 vermutlich erst in Vertebraten entwickelt, in welchen die Proteine hohere RNA-
Umstrukturierungsaktivitaiten zeigen, methyliert vorliegen, eine hdhere Aktivitat bei
hoheren Temperaturen aufweisen und mit mehreren Isoformen eine insgesamt hohere

Wirtsfaktorfunktion erreichen.
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ANHANG

VIl. Anhang

Proteinsequenzen:

Squid-p32:

MADQDQEMNGNGQESQDQNGGDQNGAEGSNVRDDDRKLFVGGLSWETS
DKELKEHFGQYGEIESINVKTDPNTGRSRGFAFIVYKSADSIDKVVAAGDHVINNKKVDP
KKAKARHGKIFVGGLTTEISDEEIKTFFGQFGNIVEVEMPFDKQKNQRKGFCFITFDSEQ
VVNELLKTPKQTISGKEVDVKKATPKPDNMHMGGPMGGRGGMRGPPRGGMRGGRGGPGGP
KGYGQGWGNQGGYGGGGYGNOGGYGYGDYYGDWAGWGYNGYDYSHYGAGGGGYQGGK
QRGGGGGNRQPRHTPY

Squid-p30:

MADQDQEMNGNGQESODQNGGDQONGAEGSNVRDDDRKLFVGGLSWETS
DKELKEHFGQYGEIESINVKTDPNTGRSRGFAFIVYKSADSIDKVVAAGDHVINNKKVDP
KKAKARHGKIFVGGLTTEISDEEIKTFFGQFGNIVEVEMPFDKQKNQRKGFCFITFDSEQ
VVNELLKTPKQTISGKEVDVKKATPKPDNMHMGGPMGGRGGMRGPPRGGMRGGRGGPGGP
KGYGOQGWGNQGGYGGGGYGNOGGYGYGAGGGGYQGGKQRGGGGGNRQPRHTPY

RRM-Doménen, RGG/RG-Motiv, YGG-Motiv, Verlangerung des YGG-Motivs (nur in Squid-p32)
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