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ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

Das Herpes-simplex-Virus 1 (HSV-1), ein humanpathogener Vertreter der a-Herpesvirinae,
ist ein umhilltes, grof3es DNA-Virus, welches eine latente Infektion der sensorischen
Neuronen verursacht. Die normalerweise mit milden Symptomen einhergehende periodische
Reaktivierung kann bei Neugeborenen oder immunsupprimierten Personen zum Teil auch zu
schwerwiegenden Erkrankungen flhren. Fir ein besseres Verstandnis der HSV-1
Pathogenese ist jedoch die Aufklarung von viralen sowie zellularen Prozessen, welche fir
den herpesviralen Lebenszyklus essentiell sind, unabdingbar. Die Auswanderung der reifen
Capside aus dem Zellkern ist ein solcher entscheidender Prozess der Virus-Morphogenese.
Dieser wird durch die konservierten Proteine UL34 und UL31 vermittelt, welche zusammen
den Kernauswanderungskomplex (NEC) bilden. Die Verankerung des NEC an der inneren
Kernmembran (INM) erfolgt dabei tUber UL34, einem potentiellen tail anchor (TA) Protein,
welches post-translational in seine Zielmembran inseriert wird. In dieser Arbeit sollte die
Zielsteuerung der HSV-1 NEC-Proteine zur INM im viralen Kontext mit Hilfe der BAC
Mutagenese sowie der Einfluss von interagierenden Wirtsfaktoren untersucht werden.

Die funktionale Charakterisierung des essentiellen TA von HSV-1 UL34 zeigte, dass eine
minimale TA-Lange von 15 Aminosauren fir die Zielsteuerung von UL34 zur INM sowie
Ausbildung eines funktionalen NEC wahrend der Virusreplikation ausreichend ist.
Desweiteren konnte der UL34 TA mit entsprechenden Regionen von anderen herpesviralen
oder zellularen TA-Proteinen mit unterschiedlichen Sequenzen und Hydrophobizitaten ohne
Funktionsverlust ausgetauscht werden, wahrend ein alternativer INM-Verankerungs-
mechanismus nicht toleriert wurde. Die positiv-geladenen flankierenden Sequenzbereiche
des UL34 TA wurden im Gegensatz zu zellularen TA-Proteinen fir die Zielsteuerung sowie
Funktion nicht bendtigt, so dass der UL34 TA diesbeziglich keine sequenz-spezifischen
Informationen enthélt. Mit dieser Studie konnten erste mechanistische Einblicke in die
genaue Rolle des UL34 TA bei der Zielsteuerung zur INM sowie der Capsidauswanderung
aus dem Zellkern gewonnen werden.

Fir die HSV-1 NEC-Proteine UL34 und UL31 konnte jeweils eine NLS Sequenz identifiziert
werden, welche in Abwesenheit von anderen viralen Faktoren wichtige Kriterien einer
funktionalen NLS erflllen. Im Viruskontext war die NLS von UL34 fur die nukleare
Lokalisation sowie Funktion beider NEC-Proteine redundant, die leicht reduzierte
Wachstumskinetik der UL34 NLS Virusmutante konnte durch eine beeintrachtigte Transport-
dynamik des UL34 Proteins verursacht werden. Die NLS Mutagenese des UL31 Proteins
fuhrte zu einem Replikationsdefekt, hatte aber keine Auswirkung auf die Kernlokalisation der
NEC-Proteine in einer spaten Phase der Infektion, so dass die UL31 NLS Sequenz

vermutlich zu einem frihen Zeitpunkt der Virusreplikation essentiell ist. Die simultane NLS

1
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Mutagenese beider NEC-Proteine fuhrte hingegen zu beeintrachtigtem Kernimport beider
Proteine, was mit nukledrem Coimport oder Coretention der NEC-Proteine im Cytoplasma
erklart werden kann.

Da uber die Rolle von beteiligten Wirtsfaktoren am Kernauswanderungsprozess der Capside
erst wenig bekannt ist, lag ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit in der funktionalen
Analyse der zwei mit dem NEC-interagierenden Wirtsproteine Asnal, einem wichtigen Faktor
bei der Biogenese von TA-Proteinen, sowie der multifunktionalen Phospholipid Scramblase 1
(PLSCR1). Die Depletion dieser zellularen Proteine mittels RNA Interferenz fuihrte in beiden
Fallen zu einer deutlichen Reduktion in der Freisetzung von reifen Viruspartikeln. Obwohl
Asnal spezifisch mit den drei HSV-1 kodierten TA-Proteine UL34, UL56 und US9
interagierte, wird es fir ihre korrekte Zielsteuerung nicht bendétigt. Desweiteren hatte Asnhal
keinen Einfluss auf den Virus-Eintritt, die herpesvirale Genexpression sowie die Bildung und
Infektiositat von Viruspartikeln, jedoch auf deren Freisetzung ins extrazellulare Milieu.
PLSCRL1 ist hingegen gleich an mehreren viralen Prozessen beteiligt. Wahrend der Virus-
Eintritt ungestort ablief, wurde in Abwesenheit von PLSCR1 eine starke Beeintrachtigung der
herpesviralen Genexpression, eine veranderte Kernhullenstruktur sowie ein Defekt in der
spaten Morphogenese beobachtet, welche kumulativ zu reduzierter Partikelbildung und

Infektiositat der freigesetzten HSV-1 Virionen fiihrten.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit neue mechanistische Einsichten in den
essentiellen NEC von HSV-1 gewonnen sowie zwei fur die Virusreplikation wichtige
Wirtsfaktoren identifiziert werden, welche in Zukunft alternative Angriffspunkte fur antivirale

Therapien darstellen kénnten.



SUMMARY

SUMMARY

Herpes simplex virus 1 (HSV-1), a large enveloped DNA virus, is a human pathogen
belonging to the a-herpesvirinae that causes latent infections in sensory neurons. While
reactivation leads to recurrent infections usually associated with mild symptoms it can cause
serious diseases in newborn or immunocompromised individuals. Detailed investigation of
both viral and cellular processes which are essential for the herpesviral life cycle is
indispensable for a better understanding of the HSV-1 pathogenicity. Nuclear egress of
mature capsids from the host nucleus is such a crucial process during virus morphogenesis
which relies on the nuclear egress complex (NEC) consisting of the two conserved and
essential viral proteins UL34 and UL31. Anchoring of the NEC at the inner nuclear
membrane (INM) is thereby carried out by UL34, a potential tail anchor (TA) protein, which is
post-translationally inserted into its target membrane. The aim of this study was to analyse
the targeting of the HSV-1 NEC proteins to the INM in the viral context using BAC

mutagenesis as well as the influence of interacting host factors.

Functional characterization of the essential TA of HSV-1 UL34 showed that a minimal tail
length of 15 residues is sufficient for targeting to the INM and functional NEC formation in the
viral context. Permutation of the UL34 TA with corresponding regions of other herpesviral or
cellular TA proteins revealed that nuclear egress tolerates TA varying in sequence and
hydrophobicity while an unrelated INM anchoring mechanism failed to complement the UL34
function. Unlike cellular TA proteins, positively charged regions flanking the UL34 TA were
not required for targeting and function suggesting that they do not carry sequence specific
targeting information. In conclusion, this study provided first mechanistic insights into the

particular role of the TA of UL34 in targeting to the INM and capsid egress from the nucleus.

Both HSV-1 NEC proteins UL34 and UL31 contain a nuclear localization signal (NLS) which
meets all important criteria of a functional NLS in absence of any other viral factor. In the viral
context the UL34 NLS was redundant for nuclear localization and function of the NEC
proteins, the slighty reduced growth kinetic of the UL34 NLS virus mutant might suggest an
impaired transport dynamic of the UL34 protein. While site directed mutagenesis of the UL31
NLS in the viral context caused replication defects it did not interfere with nuclear localization
of either of the NEC proteins in the late phase of infection suggesting its function is essential
during an earlier step of viral replication. Simultaneous NLS mutagenesis of UL34 and UL31
resulted in compromised nuclear import of both proteins indicating their coimport or
coretention in the cytoplasm.

Since little is known about the role of cellular factors involved in nuclear egress of newly

assembled capsids, another focus of this study was to functionally characterize the NEC-
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interacting host proteins Asnal, a critical factor during TA protein biogenesis, as well as the
multifunctional phospholipid scramblase 1 (PLSCR1). One-step growth curves showed that
in both cases depletion of the cellular protein by small interfering RNA (siRNA) considerably
reduced virus propagation and release of mature HSV-1 virions. While Asnal specifically
interacted with all three HSV-1 encoded TA proteins UL34, UL56 and US9 it was neither
required for membrane targeting nor insertion. Furthermore depletion of Asnal did not affect
early steps of the HSV-1 replication like virus entry into the host cell, herpesviral gene
expression or formation and infectivity but efficient release of viral particles into the
extracellular milieu. In contrast PLSCR1 is involved in several viral processes. While virus
entry was normal in absence of PLSCR1 further experiments showed a significant
impairment of herpesviral gene expression, a conspicuous deformation of the nuclear
envelope structure and a defect in the late phase of virus morphogenesis which

cummulatively resulted in released HSV-1 particles reduced in numbers and infectivity.

In summary, this study provided new mechanistic insights into the essential NEC of HSV-1
and identified two host factors which play important roles during viral replication and
therefore might represent alternative targets for antiviral drug discovery in the future.
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2. EINLEITUNG

2.1. Die Familie der Herpesviren

Die Familie der Herpesviren (Herpesviridae) gehdrt zu der im Jahre 2009 vom International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) eingefiuihrten neuen Ordnung Herpesvirales.
Diese besteht aus drei Familien, den Alloherpesviridae, welche die Herpesviren in Fischen
und Amphibien einschliel3t, den Malacoherpesviridae mit dem einzig bekannten Herpesvirus
aus Invertebraten und den Herpesviridae, welche bis dato Gber 130 Spezien in Saugetieren,
Vogeln und Reptilien umfasst (Davison et al., 2009). Der Name herpes stammt vom
altgriechischen Wort herpein (kriechen), womit der typische von Herpes-simplex-Viren
verursachte ,kriechende” blaschenartige Hautausschlag beschrieben wird.

Charakteristisch flr alle Herpesviren ist die nahezu identische Morphologie der reifen
Viruspartikel, die aus vier strukurellen Komponenten bestehen. Im Kern befindet sich das
groRe doppelstrangige lineare DNA-Genom, welches von einem ikosaedrischen Capsid
umschlossen wird. Dieses wiederum ist von einer Proteinmatrix, dem Tegument, umgeben
sowie der Virushille bestehend aus einer Lipidmembran (envelope), die den auf3eren
Abschluss des Partikels bildet. Mit einer Genomgrof3e zwischen 120 und 250 kb, das je nach
Spezies fur bis zu 200 Proteine kodiert, und mit einem Viruspartikel von 120 bis 260 nm
Durchmesser zahlen die Herpesviren zu den grof3eren Vertretern der Viren. Ebenso teilen
alle Mitglieder der Herpesviridae biologische Eigenschaften. Die Synthese der viralen DNA
sowie der Zusammenbau der Capside erfolgt im Zellkern, alle weiteren Schritte der
Morphogenese finden im Cytoplasma statt. Dabei kodieren alle Herpesviren selbst fur
mehrere Enzyme, die beim Nukleinsdurestoffwechsel, bei der Replikation des Virus-Genoms
und der Prozessierung von Proteinen eine Rolle spielen. Eine weitere gemeinsame
Eigenschaft aller Herpesviren ist die Fahigkeit, nach der lytischen Primérinfektion, bei
welcher die Wirtszellen durch die Produktion und Freisetzung der Viruspartikel absterben,
eine lebenslange latente Infektion im Wirt zu etablieren. Wahrend der Latenz liegt das Virus
in Form von extra-chromosomalen Episomen mit stabiler Kopienzahl im Kern der Zelle vor,
die Expression viraler Proteine ist jedoch meist unterdriickt. Eine Reaktivierung des Virus
zum Iytischen Infektionszyklus und folglich das Wiederauftreten des typischen
Erkrankungsbildes ist jedoch wiederholt mdglich (Pellett und Roizman, 2007).

Die Vertreter der Herpesviridae werden aufgrund biologischer Eigenschaften wie ihrer
Pathogenitéat, Replikationskinetik und den bevorzugt infizierten Zelltypen sowie durch
Analyse der Aminosauresequenzen in drei Unterfamilien, den a-, B- und y-Herpesviren,
eingeteilt. Die Unterfamilie der a-Herpesviren weist ein breites Wirtsspektrum auf und
repliziert effizient mit kurzen Replikationszyklen, wobei es in Zellkultur zu fulminanten

zytopathischen Effekten (cytopathic effect, CPE) kommen kann. In der latenten Phase
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persistieren sie hauptsachlich in sensorischen Ganglienzellen. Die Vertreter der (-
Herpesviren haben dagegen ein vergleichsweise enges Wirtsspektrum, einen langeren
Vermehrungszyklus und breiten sich in vitro langsam mit nur milden CPE aus. Die Latenz
kann in verschiedenen Zelltypen etabliert werden, wie z.B. in sekretorischem Driisen- oder
Nierengewebe sowie lymphoretikuldarem Gewebe. Die y-Herpesviren besitzen ebenfalls ein
sehr enges Wirtsspektrum, sind jedoch in der Dauer des Replikationszyklus unterschiedlich.
Vertreter der y-Herpesviren infizieren hauptsachlich B- und T-Lymphozyten und liegen in
diesen auch wahrend der latenten Phase vor (Pellett und Roizman, 2007).

Bis heute sind insgesamt acht humanpathogene Herpesviren bekannt, die als humane
Herpesviren (HHV) bezeichnet und in der Reihenfolge ihrer Entdeckung chronologisch von 1
bis 8 durchnummeriert werden. Zu den a-Herpesviren zéhlen die Herpes-simplex-Viren Typ
1 und 2 (HSV-1 und -2 bzw. HHV-1 und -2), welche blaschenartigen Ausschlag im Mund-
oder Genitalbereich hervorrufen, sowie das Varizella Zoster-Virus (VZV bzw. HHV-3), dem
Erreger von Windpocken und Girtelrose. Das humane Cytomegalovirus (HCMV bzw.
HHV-5) und die humanen Herpesviren 6 und 7 (HHV-6, und -7) sind dagegen Vertreter aus
der Unterfamilie der B-Herpesviren. HCMV, der Erreger der Cytomegalie, kann bei immun-
supprimierten Personen oder wahrend einer Schwangerschaft beim Ungeborenen einen
schweren Krankheitsverlauf verursachen. Die symptomatische Infektion mit HHV-6 und
vermutlich auch HHV-7 &uRRert sich meist im Sauglingsalter als sogenanntes Drei-Tage-
Fieber. Das Epstein Barr-Virus (EBV bzw. HHV-4) sowie das Karposi-Sarkom assoziierte
Herpesvirus (KSHV bzw. HHV-8) gehdren zu den y-Herpesviren und sind an der Entstehung
von mehreren humanen Tumoren beteiligt. Eine Priméarinfektion mit EBV fuhrt zur infektiosen
Mononucleose und ist unter der Bezeichnung Pfeiffersches Driusenfieber bekannt (Modrow
et al., 2010).

2.2. Das Herpes-simplex-Virus 1 (HSV-1)

Das Herpes-simplex-Virus 1 (HSV-1) gehort zu den weltweit haufigsten humanen
Krankheitserregern mit einer Seropravalenz in Deutschland von etwa 85% (Hellenbrand et
al., 2005). Die Primarinfektion erfolgt meist in der Kindheit durch Schmierinfektion oder
Speichelkontakt und &uRRert sich hauptsachlich als entziindlicher, blaschenférmiger Haut-
ausschlag an Lippen und Mundschleimhaut. Die Viren werden Uber die Hautblaschen,
welche hohe Konzentrationen an infektiosen viralen Partikeln enthalten, ausgeschieden.
Eine Ubertragung ist auch durch asymptomatische Trager mdglich. Desweiteren kann durch
eine HSV-1 Infektion u.a. auch eine Hornhautentziindung (Keratitis) oder in seltenen Fallen
eine Gehirnentziindung (Encephalitis) hervorgerufen werden. Wéahrend der akuten Infektion
gelangen die Viren Uber Zell-Zell-Kontakt von den Epithelzellen in freie Nervenendigungen,

die das infizierte Gewebe versorgen, und von dort durch retrograden axonalen Transport in
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die dazugehdrigen Trigeminus- und Ciliarganglien (Vrabec und Alford, 2004). Dort verbleiben
sie lebenslang im latenten Zustand. Bei der Reaktivierung durch endogene oder exogene
Faktoren wie z.B. Stress, Immunsuppression, UV-Strahlung oder hormonelle Ver&nderungen
wandern die Viren auf anterogradem Weg entlang der Neuronen zur Hautoberflache zurlick
und verursachen dort erneut die gleichen, jedoch meist abgeschwéchten Symptome. Eine
HSV-1 Infektion kann lokal oder systemisch durch Nukleosid-Analoga wie Aciclovir behandelt
werden. Diese werden von der viralen Thymidinkinase UL23 durch Phosphorylierung
aktiviert und inhibieren die virale DNA Replikation durch UL30, indem es zum Kettenabbruch
kommt. Eine Schutzimpfung gegen HSV-1 Infektionen ist jedoch noch nicht vorhanden
(Modrow et al., 2010).

2.2.1. Aufbau des Viruspartikels

Das reife HSV-1 Viruspartikel (Virion) besitzt die fir alle Herpesviren typische Morphologie
mit einem Durchmesser von 150 bis 200 nm. Vier unterschiedliche Strukturelemente werden
aus mehr als 30 verschiedenen viral kodierten Proteinen aufgebaut. Dabei wird der Kern und
das Capsid, welche gemeinsam das Nukleocapsid bilden, vom sogenannten Tegument
umgeben und schlief3lich von einer Membranhdille (envelope) umschlossen (Abb. 2.1).

A B

Capsid

DNA-Genom

Tegument

Abbildung 2.1: Aufbau eines Viruspartikels von Herpes-simplex-Virus 1

A) Schematische Ubersicht eines HSV-1 Viruspartikels mit seinen charakteristischen Komponenten.
B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines reifen HSV-1 Virions (schwarzer Balken = 100 nm)
(Mettenleiter et al., 2009).

Im Inneren befindet sich der elektronendichte Kern, welcher das virale Genom enthélt.
Dieses liegt als lineare doppelstrangige, meist spulenartig aufgewickelte DNA vor. Der Kern
wird von einem ca. 100 nm groRRen ikosaedrischen Capsid umgeben, das aus 162
Capsomeren besteht, die in einer T = 16 Symmetrie aus dem Hauptcapsidprotein UL19
(VP5) zusammengesetzt sind. Dabei werden 12 Pentone und 150 Hexone gebildet. Die
einzelnen Capsomere werden Uber Triplexstrukturen aus je einem Molekul UL38 (VP19C)
und zwei Molekilen UL18 (VP23) verbunden und stabilisiert. Das kleine Capsidprotein UL35

(VP26) ist mit den Hexonen assoziiert (Roizman et al., 2007). Die Pentone bilden die Ecken
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des lkosaeders, wovon eines einen Kanal, bestehend aus 12 Proteinen des sogenannten
Portalproteins UL6, enthalt. Durch diesen kann die virale DNA in das neugebildete Capsid
eingeschleust werden (Newcomb et al., 2001; Chang et al., 2007). Durch Kryo-Elektronen-
mikroskopie konnte eine exzentrische Position des Capsids innerhalb des Viruspartikels
gezeigt werden (Grunewald et al., 2003).

Zwischen dem Nukleocapsid und der Membranhille befindet sich das Tegument, eine
weitgehend unstrukturierte Proteinmatrix aus etwa 20 verschiedenen Virusproteinen, deren
Funktionen zum groRen Teil noch ungeklart sind. Zwei gut charakterisierte Tegument-
proteine mit wichtigen regulatorischen Funktionen in der Frihphase der Infektion sind zum
einen UL48 (VP16), ein Transaktivator fir die immediate early Genexpression, und das virus
host shutoff Protein UL41 (VHS), ein Destabilisator der wirtsspezifischen mRNA (Batterson
und Roizman, 1983; Kwong und Frenkel, 1989). Mittels kryo-elektronenmikroskopischer
Analysen konnte gezeigt werden, dass sich das Tegument aus zwei Schichten aufbaut.
Dabei weist zumindest die innerste, direkt an das Capsid angrenzende Schicht, aufgrund der
Interaktion des grofen Tegumentproteins UL36 mit dem Hauptcapsidprotein UL19, eine
icosaedrische Struktur auf (McNabb und Courtney, 1992; Zhou et al., 1999).

Die aulere Hille besteht aus einer Lipidmembran, in welcher virale Glykoproteine und
mehrere nichtglykosylierte Polypeptide eingelagert sind. Diese erfillen wichtige Funktionen
wahrend der Adsorption des Virions an Rezeptoren auf der Wirts-Zellmembran und der
darauffolgenden Aufnahme in die Zelle. Aul3erdem besitzen sie immun-modulierende
Funktionen. Mit Hilfe von Ultrastrukturuntersuchungen und Analysen der biochemischen
Zusammensetzung konnte gezeigt werden, dass die Virushuille von zellularen Membranen
des Golgi-Netzwerkes abstammt (Granzow et al., 2001; Turcotte et al.,, 2005). Durch
massenspektrometrische Analyse reifer HSV-1 Virionen konnte die Anwesenheit von neun
Glykoproteinen (gL, gM, gH, gB, gC, gG, gD, gl und gE) bestatigt werden, ebenso von vier
weiteren nichtglykosylierten Virusproteinen (UL20, UL45, UL56 und US9). Das mdgliche
Vorkommen der Glykoproteine gK, gJ und gN sowie UL43 in reifen Virionen konnte bis jetzt

noch nicht eindeutig gezeigt bzw. bestatigt werden (Loret et al., 2008).

2.2.2. Das Genom

Das erste vollstandig sequenzierte und publizierte HSV-1 Genom war das des HSV-1 Stamm
17" (McGeoch et al., 1985; McGeoch et al.,, 1986; McGeoch et al., 1988; Perry und
McGeoch, 1988) (GenBank-Nr. NC_001806). Das doppelstrangige lineare Genom besteht
aus 152.261 Basenpaaren (bp) und kodiert fir mehr als 80 Proteine (Rajcani et al., 2004,
Roizman et al., 2007). Es ist aufgeteilt in ein langes (long, L) und ein kurzes Segment (short,
S), wobei man jeweils singuldr vorkommende Sequenzbereiche, welche als unique (U)
bezeichnet werden, und invertierte Abschnitte wiederholter Sequenzen, sogenannte repeats

(R), unterscheidet (Abb. 2.2). Diese werden je nach ihrer Lage innerhalb des Genoms oder

8
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an den Genomenden als internal repeat (IR) oder terminal repeat (TR) bezeichnet
(Wadsworth et al., 1975). Das L-Segment enthalt ca. 126.000 bp, wohingegen das S-
Segment nur aus ca. 26.000 bp besteht. Wahrend der Replikation kdnnen aufgrund
intramolekularer Rekombination der identischen invertierten Sequenzwiederholungen die UL-
und US-Segmente unterschiedlich zueinander orientiert sein. Da jedoch das HSV-1 Genom
in der Wirtszelle als zirkulares Episom vorliegt, unterscheiden sich die vier mdoglichen
isomeren Genomformen nicht im Informationsgehalt oder in der Infektiositat der gebildeten
Virionen (Jacob et al., 1979). Wahrend des lytischen Infektionszyklus wird die virale DNA
nach dem rolling circle Mechanismus beginnend von einem der drei Replikationsurspriinge
(origin of replication, ori) repliziert. Diese sind etwa 800 bis 1000 bp lang und palindromisch
aufgebaut (Taylor et al.,, 2002). Dabei lokalisiert oriL in der Mitte der UL-Region, oriS
dagegen in den invertierten Sequenzwiederholungen, welche die US-Region flankieren,
weshalb es zweimal im Genom vorhanden ist (Stow, 1982; Gray und Kaerner, 1984). Fir
eine erfolgreiche Replikation der viralen DNA muss mindestens ein oriS-Element vorhanden
sein, wahrend der Replikationsursprung oriL nicht essentiell zu sein scheint (Roizman et al.,
2007).

kbp: 20 40 60 80 100 120 140
| 1 1 1 1 1 1 | | | | | I | | |
| L >l S >
oriL oris; oris,
Kl> —{]
TR, uL IR, IRg us TRg

Abbildung 2.2: Genomaufbau des Herpes-simplex-Virus 1

Das ca. 152 kb groRe HSV-1 Genom ist in ein langes (unique long, UL) und ein kurzes Segment
unigue short, US) von singular vorkommenden Sequenzen unterteilt, die jeweils von Einheiten mit
wiederholt vorkommenden Sequenzen (terminal repeats, TR; internal repeats, IR) flankiert werden.
Die drei Replikationsurspringe der lytischen Genomreplikation (origin of replication, ori) werden
anhand ihrer Lage im Genom als oriL bzw. oriS bezeichnet.

2.2.3. Die Virusreplikation

Ein Uberblick des lytischen Replikationszyklus von HSV-1 basierend auf dem sogenannten
envelopment/de-envelopment/re-envelopment Modell ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Neben
diesem werden noch zwei weitere Moglichkeiten postuliert, die jeweils unterschiedliche
Auswanderungswege der reifen Virionen aus dem Zellkern vorschlagen (Johnson und Speatr,
1982; Leuzinger et al., 2005; Wild et al., 2005). Jedoch wird das hier vorgestellte Modell von

zahlreichen molekularbiologischen sowie ultrastrukturellen Analysen gestitzt (van Genderen
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et al., 1994; Granzow et al., 2001; Skepper et al., 2001; Mettenleiter, 2002; Remillard-
Labrosse et al., 2006).

® ®

N1/
|7

«/
immediate early early late
k\l’roteine Proteine Proteine ////

Abbildung 2.3: Schematischer Uberblick des Replikationszyklus von HSV-1

Der Eintritt beginnt mit der Adsorption der HSV-1 Virionen an die Zelloberflache (1) und einer Glyko-
protein-vermittelten Fusion mit der Plasmamembran (2). GroRRe Teile des Teguments dissoziieren im
Cytoplasma ab. Die Nukleocapside werden entlang von Mikrotubuli zu den Kernporen transportiert (3),
wo die virale DNA in den Kern freigesetzt wird (4). Dort beginnt die Transkription (5) und Replikation
der viralen DNA (6). Nach autokatalytischem Zusammenbau der Pro-Capside (7), dem Einbau der
viralen DNA (8) und Anfiigen von ersten Tegumentproteinen gelangen diese durch einen
Knospungsprozess an der inneren Kernmembran in den perinukledren Raum (9). Die primér
umhillten Nukleocapside werden nach Fusion mit der aufReren Kernmembran in das Cytoplasma
freigegeben (10). Dort kommt es zur Tegumentation (11) und sekundaren Umhiillung durch Knospung
an modifizierten Golgi-Membranen (12). Die reifen Virionen gelangen in den Transportvesikeln (13) an
die Plasmamembran, wo sie durch Membranfusion freigesetzt werden (14) (modifiziert nach
Mettenleiter, 2004).

2.2.3.1. Eintritt der Viruspartikel ins Innere der Wirtszelle (entry)

Die HSV-1 Infektion beginnt mit der Adsorption der Virionen an die Zelloberflache (Abb. 2.3,
Schritt 1) durch Interaktion der viralen Glykoproteine gB und/oder gC mit Heparan-
sulfatketten der zellularen Proteoglykane (Spear, 2004). Dieser reversiblen Adsorption folgt
die Bindung des Glykoproteins gD an einen der zellularen entry Rezeptoren, von welchen
bisher drei verschiedene Klassen bekannt sind. Zu diesen z&hlt der Herpesvirus Entry

Mediator (HVEM), einem Vertreter der TNF-Rezeptorfamilie (Tumor-Nekrose-Faktor),
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Nectin-1 und -2, die zur Immunglobulin-Superfamilie gehdren, und schlie3lich 3-O-
sulfoniertes Heparansulfat (Spear et al., 2000). Durch das Zusammenspiel mit gB und einem
Heterodimer aus zwei weiteren Glykoproteinen gH und gL wird die Membranfusion der
Virushulle mit der Plasmamembran ausgeldst. Der genaue mechanistische Fusionsablauf ist
noch nicht vollstandig geklart, jedoch geht man davon aus, dass die Bindung von gD an
einen der Rezeptoren die virale und zellulare Membran in r&umliche N&ahe bringt und zu
einer Konformationsanderung von gD fiuihrt. Dadurch wird eine Interaktion mit den fusogenen
Glykoproteinen gB und gH/gL ermdoglicht. Durch Aktivierung des gH/gL-Komplexes erfolgt im
nachsten Schritt eine Hemifusion der auReren Membranen und schlieZlich die vollstandige
Fusion, die durch rekrutiertes gB stabilisiert wird (Abb. 2.3, Schritt 2) (Spear und Longnecker,
2003; Subramanian und Geraghty, 2007; Maurer et al., 2008). AnschlieRend gelangt das
virale Nukleocapsid zusammen mit den Tegumentproteinen ins Cytoplasma der Wirtszelle. In
einigen Zelltypen konnte auch eine weitere Mdoglichkeit des Virus-Eintritts durch endo-
zytotische Aufnahme der Viruspartikel und pH-abhangige Freisetzung der Capside ins

Cytoplasma gezeigt werden (Nicola et al., 2003; Clement et al., 2006).

2.2.3.2. Transport zum Zellkern

Im Cytoplasma werden die Nukleocapside mit Hilfe von zellularen Motorproteinen entlang
der Mikrotubuli zu den Kernporen transportiert (Abb. 2.3, Schritt 3) (Sodeik et al., 1997). Die
Tegumentproteine dissoziieren zum grol3ten Teil ab, um verschiedene Funktionen im
Cytoplasma zu erfillen oder werden mit dem Capsid bzw. unabhangig davon in den Zellkern
eingeschleust. Durch Bindung der Nukleocapside an die Kernporenkomplexe wird das virale
Genom Uber die zellulare Transportmaschinerie in den Kern freigesetzt (Abb. 2.3, Schritt 4)
(Ojala et al., 2000). Die leeren Capside bleiben an der Kernpore zuriick (Granzow et al.,

1997). Im Kernplasma zirkularisiert das lineare Virus-Genom und liegt dann als Episom vor.

2.2.3.3. Genexpression und Replikation des Virus-Genoms

Nachdem die virale DNA in den Zellkern freigegeben worden ist, beginnt die kaskadenartig
regulierte Transkription der viralen Gene (Abb. 2.3, Schritt 5). Diese wird in eine sehr frihe
(immediate early, a), eine frihe (early, B) und spéate (late, y) Phase gegliedert. Die immediate
early Genexpression beginnt, indem der virale Transaktivator UL48, ein Tegumentprotein,
welches nach dem Virus-Eintritt ins Cytoplasma abgegeben wird, gemeinsam mit zellularen
Transkriptionsfaktoren die Expression der immediate early Gene durch die RNA-Polymerase
der Wirtszelle aktiviert bzw. verstarkt (Honess und Roizman, 1974; Weir, 2001). HSV-1
kodiert fur funf immediate early Proteine (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 und ICP47), welche als
Transkriptionsregulatoren die Expression der early Gene kontrollieren. Diese kodieren
hauptsachlich fur Proteine, welche fir die Replikation der Virus-DNA und den Nukleinséure-

metabolismus benétigt werden. Die Transkription der meisten late Gene ist abhangig von der
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viralen DNA-Replikation, bei ihren Genprodukten handelt es sich vorwiegend um
Strukturproteine. Gleichzeitig wird die zellulare Proteinbiosynthese durch eine virale RNAse,
kodiert von UL41 (VHS), eingestellt und somit eine ausschliel3liche Produktion viraler
Proteine ermoglicht (Matis und Kudelova, 2001).

Die Replikation des HSV-1 Genoms (Abb. 2.3, Schritt 6) erfolgt zeitgleich mit der Expression
der late Gene in spezialisierten Kompartimenten innerhalb des Zellkerns (Replikations-
zentren). Sieben essentielle virale DNA-Replikationsproteine und vermutlich einige zellulare
Proteine werden dafir benétigt. Durch Bindung des ori bindenden Proteins UL9 an einen der
Replikationsurspriinge (ori) wird die Virus-DNA entwunden und die Einzelstrdnge durch
UL29 (ICP8) stabilisiert. Nach Anlagerung des Helikase-Primase-Komplexes gebildet aus
den Proteinen UL5, UL8 und UL52 sowie der viralen DNA-Polymerase, einem Heterodimer
bestehend aus der katalytischen Untereinheit UL30 und dem Prozessivitatsfaktor UL42,
beginnt die Neusynthese des viralen Genoms. Diese lauft vermutlich nach dem rolling circle
Mechanismus ab, wodurch Konkatamere mit mehreren Einheiten des Virus-Genoms
entstehen (Boehmer und Lehman, 1997; Lehman und Boehmer, 1999; Taylor und Knipe,
2004).

2.2.3.4. Zusammenbau des Nukleocapsids

Die im Cytoplasma synthetisierten Capsidproteine werden in den Zellkern zurtick
transportiert, wo der Zusammenbau der Nukleocapside stattfindet (Abb. 2.3, Schritt 7).
Zuerst entsteht ein kugelformiges Vorlaufer- bzw. Pro-Capsid. Dazu lagern sich die aus dem
Hauptcapsidprotein UL19 gebildeten Hexamere und Pentamere, welche durch UL18/UL38-
Triplexstrukturen verbunden werden, um ein Gerlst (scaffold) aus UL26 und UL26.5 an,
welches mit dem Portalkomplex aus UL6 interagiert. Der nachste Schritt in der Capsidreifung
ist der Einbau viraler DNA in das Procapsid (DNA packaging) durch den Portalkomplex (Abb.
2.3, Schritt 8). Dabei werden die Gerustproteine abgebaut. Durch strukturelle Veranderungen
sowie der Anlagerung des kleinen Capsidproteins UL35 erlangt das reife Capsid schlie3lich
eine ikosaedrische Form (Booy et al., 1994; Newcomb et al., 1996; Heymann et al., 2003;
Newcomb et al., 2003). Neben den Capsidproteinen sind auch die fiir den DNA packaging
Prozess bendétigten viralen Genprodukte innerhalb der Herpesviridae konserviert. Dazu
gehdren die Untereinheiten der Terminase (UL15, UL28 und UL33), welche die konkatamere
DNA an speziellen Erkennungssignalen zu jeweils einer Genomkopie schneidet (DNA
cleavage), sowie die Proteine UL17, UL25 und UL32 (Lamberti und Weller, 1998;
Ogasawara et al., 2001; Sheaffer et al., 2001; Thurlow et al., 2006; Yang et al., 2007). Das
UL25 Protein wird vermutlich fur die Stabilisierung der Capside wahrend der Reifung im
Zellkern und auch spater fur die primare Umhallung an der inneren Kernmembran bendtigt
(Klupp et al., 2006; Kuhn et al., 2008; Cockrell et al., 2009). Die genaue Rolle von UL17 und

UL32 beim DNA cleavage/packaging Prozess ist hingegen noch weitgehend unklar.
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Wahrend der Capsidreifung im Zellkern erfolgt vermutlich auch bereits die Anlagerung von
priméren Tegumentproteinen, wie z.B. das Capsid-assoziierte Heterodimer gebildet aus den
Proteinen UL17 und UL25 (Mettenleiter et al., 2009).

Im Kern von infizierten Zellen liegen drei verschiedene Capsidformen vor, die als A-, B- oder
C-Capside bezeichnet werden. C-Capside sind reife Nukleocapside mit eingebauter DNA,
B-Capside besitzen noch die Geristproteine UL26 und UL26.5, jedoch keine DNA und
werden als Vorstufen reifer Capside gesehen. A-Capside hingegen enthalten weder DNA

noch Gerustproteine (Gibson und Roizman, 1972).

2.2.3.5. Priméare Umhullung und Auswanderung aus dem Zellkern (nuclear
egress)

Im envelopment/de-envelopment Modell erfolgt die Auswanderung der neugebildeten
Nukleocapside aus dem Zellkern in zwei Schritten. Zuerst gelangen sie durch einen
Knospungsprozess (budding) an der inneren Kernmembran (inner nuclear membrane, INM)
kurzzeitig in den perinukledren Raum (Abb. 2.3, Schritt 9), wodurch primar umhilite
Viruspartikel entstehen (primary envelopment). Durch anschlielende Fusion der primaren
Hille mit der aufleren Kernmembran (outer nuclear membrane, ONM) werden die
Nukleocapside ins Cytoplasma freigegeben (de-envelopment) (Abb. 2.3, Schritt 10).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Knospungs- bzw. Fusionsprozesses wahrend der

Kernauswanderung der neugebildeten Nukleocapside sind in Abbildung 2.4 dargestellit.

A : Cytoplasma»; ~" B % Cytoplasma
y A Y

Abbildung 2.4: Knospungs- bzw. Fusionsprozesse wahrend des nuclear egress
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen HSV-1 Nukleocapside wéhrend des nuclear egress in
Vero Zellen (schwarzer Balken entspricht 200 nm). A) Im ersten Schritt kommt es zu einem
Knospungsprozess an der INM (weil3es Dreieck). B) Primar umhillte Nukleocapside im perinukleéren
Raum gelangen durch Fusion ihrer priméaren Hulle mit der ONM ins Cytoplasma (schwarzes Dreieck)
(Mettenleiter, 2004).

Fur den Knospungsprozess an der INM sind die zwei miteinander interagierenden viralen
Proteine UL31, ein nukleoplasmatisch lokalisiertes Phosphoprotein, und UL34, ein integrales
Typ lI-Membranprotein, notwendig. Beide Proteine sind in allen Vertretern der Herpesviridae
konserviert und essentiell fir die Virusreplikation (Chang und Roizman, 1993; Zhu et al.,,
1999; Farina et al., 2000; Klupp et al., 2000; Roller et al., 2000; Shiba et al., 2000; Reynolds
et al., 2001; Dal Monte et al., 2002; Fuchs et al., 2002; Muranyi et al., 2002; Lake und Hutt-
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Fletcher, 2004; Gonnella et al., 2005; Schnee et al., 2006; Camozzi et al., 2008; Santarelli et
al., 2008), jedoch nur in primar umhillten Viruspartikeln enthalten (Reynolds et al., 2002;
Loret et al., 2008). In Abwesenheit des Partners weist UL31 eine gleichmafige Verteilung
innerhalb des Zellkerns auf, wahrend UL34 in der Kernhllle und zusatzlich in
cytoplasmatischen Membranen vorliegt. Zusammen hingegen befinden sich beide Proteine
an der INM. Die konservierte Interaktion zwischen UL31 und UL34 wird somit fur die
Lokalisierung beider Proteine an der INM benétigt, wo sie den sogenannten
Kernauswanderungskomplex (nuclear egress complex, NEC) bilden (Reynolds et al., 2001;
Yamauchi et al., 2001; Fuchs et al., 2002; Muranyi et al., 2002). Uber den genauen
Wirkmechanismus des NEC ist zwar noch nicht viel bekannt, jedoch konnte kirzlich fir das
Pseudorabies-Virus gezeigt werden, dass die Coexpression dieser beiden homologen
Proteine unabhéngig von anderen viralen Faktoren ausreicht, um Vesikel an der INM zu
bilden, welche primar umhdillten Partikeln in Morphologie und GroRe ahneln (Klupp et al.,
2007). Ebenso weisen Mutationsanalysen beider NEC-Proteine darauf hin, dass eine
komplexe Interaktion dieser beiden Proteine fur die Anlagerung der Capside an der INM und
fur den darauffolgenden Knospungsprozess benétigt wird. Dabei wird die Krimmung der
Membran um die Capside vermutlich durch die Geometrie der Interaktion zwischen UL31
und UL34 und deren mégliche Multimerisierung angetrieben (Roller et al., 2000; Bjerke et al.,
2003). Diese Daten sprechen fir ein Modell, in welchem UL31 und UL34 eine zentrale Rolle
bei der Kernauswanderung tbernehmen, wéhrend zellulare und vermutlich auch andere
virale Faktoren an diesem mehrstufigen Prozess mitwirken.

Durch die Lokalisation des NEC an der INM erfolgt auch eine Umstrukturierung der
Kernhillen-Architektur durch partielle Auflockerung des Kernlamina-Netzwerks. Dies
geschieht wahrscheinlich durch direkte Interaktion von UL31 und/oder UL34 sowie der
Rekrutierung von Kinasen, wie z.B. der zellularen Proteinkinase C (PKC) und der viralen
Kinase US3, welche durch Phosphorylierung der Kernlamina A/C und B den Zugang der
Nukleocapside zur INM ermdglichen (Reynolds et al., 2004; Simpson-Holley et al., 2005;
Park und Baines, 2006; Mou et al., 2008). Ebenso werden die integralen INM-Proteine
Emerin, welches direkt an Lamina A/C bindet, und der Lamin B-Rezeptor wahrend der
Infektion phosphoryliert und verdréangt (Scott und O'Hare, 2001; Morris et al., 2007). Die
Proteinkinase US3 ist zwar fur die Virusreplikation per se nicht essentiell, besitzt aber
mehrere zellulare und virale Substrate, welche an der Kernauswanderung der Nukleocapside
beteiligt sind. Wie und ob die dynamische Phosphorylierung durch US3 eine Rolle spielt, ist
nach wie vor ungeklart (Purves et al., 1991; Klupp et al., 2001; Ryckman und Roller, 2004).
Es konnte im Gegensatz zu UL31 und UL34 sowohl in primér umhdllten Virionen im
perinuklearen Raum als auch in reifen extrazellularen Virionen als Teil des Teguments

nachgewiesen werden (Reynolds et al., 2002).
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Eine effiziente primare Umhiillung ist ferner gekoppelt mit dem vollstdndig abgeschlossenen
Einbau der viralen DNA in die Nukleocapside. Dafir wird mdglicherweise das Capsid-
assoziierte Protein UL25 im Komplex mit UL17 bendétigt, da in dessen Abwesenheit der
Knospungsprozess blockiert ist (Klupp et al., 2006; Trus et al., 2007; Kuhn et al., 2008).
Kdrzlich konnte fir HSV-1 eine Interaktion des NEC-Proteins UL31 mit dem UL17/UL25-
Komplex gezeigt werden, welche vermutlich zur effizienten Selektion von DNA-enthaltenden
Nukleocapsiden wahrend des primaren Umhiullungsschrittes dient (Yang und Baines, 2011).
Ebenso weil? man seit Kurzem, dass die homologen UL31 Proteine des Epstein-Barr-Virus
(EBV) und des murinen Cytomegalovirus (MCMV) eine zusatzliche Rolle beim DNA
packaging Prozess spielen (Granato et al.,, 2008; Popa et al., 2010). Der genaue
Mechanismus muss allerdings noch geklart werden. Desweiteren ist unklar, ob dieser Befund
auf HSV-1 UL31 Ubertragbar ist. In einigen Studien wurden auch zwei virale Glykoproteine,
gM und gD, an der INM und in primaren Virionen gefunden, was auf eine mdgliche Funktion
wahrend des Knospungsprozesses hindeutet. Dies wird aber bis jetzt kontrovers diskutiert
(Baines et al., 2007; Klupp et al., 2008; Wills et al., 2009; Johnson et al., 2011).

Durch den Knospungsprozess an der INM und der anschlieBenden Membranabtrennung
liegen die primar umhdiliten Nukleocapside im perinukledren Raum vor. Diese enthalten auch
ein primares Tegument, welches sich jedoch ultrastrukturell deutlich vom finalen Tegument
reifer Virionen unterscheidet (Granzow et al., 2001). Nach Fusion ihrer primaren Hille mit
der auReren Kernmembran werden die Nukleocapside in das Cytoplasma freigesetzt, wobei
sie ihre primare Umhillung (de-envelopment) und vermutlich einen Teil der priméren
Tegumentproteine wieder verlieren. Der genaue Mechanismus ist zwar noch nicht vollstéandig
geklart, man geht jedoch davon aus, dass US3 eine funktionale Rolle spielt, da in
Abwesenheit dieser Kinase eine Anh&ufung von primar umhullten Virionen im perinukledren
Raum beobachtet werden konnte (Klupp et al., 2001; Reynolds et al., 2002; Ryckman und
Roller, 2004). Ein ahnlicher Phanotyp konnte fir eine HSV-1 Mutante, in welcher die
Glykoproteine gB und gH gleichzeitig deletiert wurden, gezeigt werden (Farnsworth et al.,
2007). Interessanterweise scheint dabei US3 durch Phosphorylierung von gB den
Fusionsprozess zu regulieren (Wisner et al., 2009). Auch die Phosphorylierung von UL31,

einem weiteren Substrat der US3 Kinase, kénnte daran beteiligt sein (Mou et al., 2009).

2.2.3.6. Tegumentation und sekundare Umhullung

Nach der Auswanderung der Nukleocapside aus dem Zellkern beginnt im Cytoplasma der
Zusammenbau des vollstandigen finalen Teguments aus etwa 20 Proteinen, der in mehreren
Schritten ablauft (Abb. 2.3, Schritt 11). Man geht davon aus, dass sich zuerst das grofdte
HSV-1 Protein UL36 an das Capsid anlagert und zusammen mit UL37 die innere Tegument-
schicht bildet. Uber die folgenden Schritte der Tegumentation ist noch wenig bekannt, sie

beruhen jedoch auf einem komplexen Netzwerk aus verschiedenen Protein-Protein-
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Interaktionen zwischen viralen Capsid-, Tegument- und Glykoproteinen. Die sekundare und
finale Umhillung der Capside findet durch Knospung der tegumenthaltigen Capside an
modifizierten Membranen des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) statt. In diesen sind bereits die
viralen Glykoproteine in glykosylierter Form eingelagert (Abb. 2.3, Schritt 12). Die sekundére
Umhillung wird vermutlich durch die Wechselwirkung bestimmter Tegumentproteine mit den
cytoplasmatischen Domé&nen viraler Hullproteine vermittelt (Turcotte et al., 2005; Vittone et
al., 2005; Uetz et al., 2006; Sugimoto et al., 2008; Mettenleiter et al., 2009; Johnson et al.,
2011).

2.2.3.7. Freisetzung reifer Virionen aus der Wirtszelle

Die umhllten Viruspartikel werden schlieZlich in Vesikeln zur Plasmamembran der Zelle
transportiert (Abb. 2.3, Schritt 13) und dort durch Membranfusion in den extrazellularen
Raum freigesetzt (Abb. 2.3, Schritt 14) (Granzow et al., 2001). Es wird vermutet, dass eine
Interaktion der Membranproteine gK und UL20 dafir bendtigt wird, der genaue Vorgang ist
jedoch noch ungeklart (Baines et al., 1991; Foster et al., 2008). Es werden auch nicht-
infektiose Virionen, sogenannte L- (Light) Partikel freigesetzt, die nur aus Tegument und
einer Hillmembran bestehen, jedoch keine Nukleocapside enthalten (McLauchlan und
Rixon, 1992).

2.2.3.8. Virusausbreitung mittels Zell-Zell-Kontakt

Fur HSV-1 ist auch eine weitere Moglichkeit der Virusausbreitung, der sogenannte cell-to-cell
spread, bekannt. Bei diesem gelangen Virionen direkt Uber bestehende Zell-Zell-Kontakte
von einer infizierten Zelle in benachbarte uninfizierte Zellen. Dafur wird neben den am Virus-
Eintritt beteiligten Glykoproteinen auch ein Komplex aus gE und gl benétigt. Im Verlauf der
Infektion wird dieser Komplex Uber intrazellulare Sortiersysteme zu Zell-Zell-Verbindungen
transportiert. Dort rekrutiert es neugebildete Viruspartikel in den TGN-Vesikeln zu den
Verbindungsstellen, von wo der Ubertritt zu benachbarten Zellen stattfindet. Durch diesen
direkten cell-to-cell spread kénnen sich die Viren in vivo auch in Anwesenheit von
neutralisierenden Antikdrpern weiter ausbreiten, ohne von diesen blockiert zu werden
(Dingwell und Johnson, 1998; Johnson et al., 2001; Farnsworth und Johnson, 2006).

2.3. Zielsteuerung der NEC-Proteine von HSV-1

In eukaryotischen Zellen findet die DNA-Replikation und -Transkription im Zellkern statt und
ist von der anschlieRenden Synthese der Proteine im Cytoplasma durch die Kernmembran
rdumlich getrennt. Daher mussen zahlreiche virale Proteine, wie auch die NEC-Proteine,
zwischen diesen beiden Kompartimenten spezifisch transportiert werden. Generell geht man
davon aus, dass Proteine mit einer Grof3e von 20-40 kDa die Kernmembran durch Diffusion

passieren, wahrend groRere Proteine mit Hilfe einer Rezeptor-vermittelten zellularen
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Transportmaschinerie aktiv in den Zellkern beférdert werden missen. Das subzellulére
targeting der HSV-1 NEC-Proteine UL31 und UL34, d.h. der Mechanismus der Zielsteuerung
zur inneren Kernmembran, ist im Hinblick auf diese Arbeit von besonderem Interesse, da
eine korrekte subzellulare Lokalisation fur die Funktion beider Proteine und somit auch fur
den weiteren Replikationsverlauf essentiell ist.

2.3.1. Der Kernauswanderungskomplex (NEC) von HSV-1

Wie bereits in Abschnitt 2.2.3.5 beschrieben, sind flr die Auswanderung der Nukleocapside
aus dem Zellkern die zwei viralen Genprodukte UL31 und UL34 essentiell, da in
Abwesenheit je eines dieser Proteine eine Anhaufung reifer Capside im Zellkern beobachtet
werden konnte (Chang et al., 1997; Roller et al., 2000; Reynolds et al., 2001). Gemeinsam
werden sie als Kernauswanderungskomplex (NEC) bezeichnet und lokalisieren an der INM.
Abbildung 2.5 zeigt eine schematische Darstellung der NEC-Proteine von HSV-1.

VI U
uLst 1| NLs| | | 306

l
uL34 1 [ULS1ID N [T™D| | 275

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der NEC-Proteine von HSV-1

Das HSV-1 Protein UL31 besteht aus 306 Aminosauren (As.) und besitzt in einer konservierten
Region (As. 60-127) eine UL34-Interaktionsdoméne (UL34-ID) sowie eine potentielle NLS Sequenz im
variablen N-terminalen Bereich (As. 21-42). UL34 ist ein 275 As langes tail anchor Protein mit einer C-
terminalen Transmembrandomane (As. 253-272) sowie einer UL31-interagierenden Region (As. 137-
181) und einer vorhergesagten NLS Sequenz (As. 177-195) innerhalb der N-terminalen Domane.
Phosphorylierungsstellen fir die virale Proteinkinase US3 sind jeweils durch Pfeile gekennzeichnet.

Das Genprodukt von UL31 ist ein 34 kDa groRRes basisches Phosphoprotein, welches aus
306 Aminosauren (As.) besteht (Chang und Roizman, 1993). Urspriinglich ging man davon
aus, dass UL31 erst spat im Infektionsverlauf als ein late Protein synthetisiert wird (Holland
et al., 1984). Kirzlich konnte aber gezeigt werden, dass UL31 von HSV-1 in geringen
Mengen auch bereits in der friihen Phase der Infektion nach etwa 2 Stunden exprimiert wird,
was fir eine optimale NFkB-Aktivierung sowie virale Genexpression notwendig ist (Roberts
und Baines, 2011). Das UL31 Protein setzt sich aus einem hydrophilen variablen amino- (N-)
terminalen und einem eher hydrophoben konservierten carboxy- (C-) terminalen Bereich
zusammen. Die N-terminale Region erstreckt sich etwa von As. 1 bis 100 und weist kaum
Homologien zu den anderen Herpesvirus-Unterfamilien auf. Diese enthédlt sechs
Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase US3, die aber fir die Virusreplikation nicht von
grolRer Bedeutung sind (Mou et al., 2009). Jedoch konnte durch Deletionsanalysen der N-
terminalen Domane von UL31-Orthologen in HSV-2 und MCMV gezeigt werden, dass diese

ein Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal, NLS) enthalt, welches essentiell fir
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die nukledre Lokalisation (Zhu et al., 1999; Yamauchi et al., 2001) sowie Funktion des
Proteins ist (Lotzerich et al., 2006). Fir HSV-1 wurde bis jetzt noch nicht genau untersucht,
ob UL31 ebenfalls einem aktiven Kernimport folgt, aber mit Hilfe von bioinformatischen
Methoden konnte eine klassische NLS Sequenz innerhalb der variablen Region zwischen
As. 21 bis 42 vorhergesagt werden, welche konserviert in den anderen herpesviralen
Orthologen vorliegt. Die C-terminale Doméane besteht aus 4 konservierten Regionen
(conserved region, CR), wobei durch eine Protein-Komplementationsstudie eine UL34-
Interaktionsregion im CR1-Bereich, der von As. 60 bis 127 reicht, identifiziert werden konnte
(Schnee et al., 2006). Zusatzlich konnte bei MCMV ein weiterer essentieller Bereich fur den
Capsidexport aus dem Zellkern und fur den DNA packaging Prozess nahe dem C-Terminus
in der CR4-Region identifiziert werden (Popa et al., 2010). Eine Beteiligung an diesem
Prozess wahrend der Capsidreifung konnte auch bereits fir das UL31 orthologe Protein aus
EBV gezeigt werden (Granato et al., 2008).

Das Genprodukt von UL34 ist ein 30 kDa groRRes Typ lI-Transmembranprotein, das aus 275
Aminosauren besteht und als late Protein erst in der spaten Phase der Infektion gebildet
wird. UL34 ist aus zwei Domanen aufgebaut. Die N-terminale Domé&ne reicht von As. 1 bis
252 und ragt ins Cyto- und/oder Nukleoplasma, wahrend die C-terminale Domane die As.
253 bis 275 umfasst und einen 20 As. langen hydrophoben Transmembranbereich gefolgt
von einer kurzen Iluminalen Domane enthalt. Gekennzeichnet durch eine einzige
Transmembrandoméne (TMD) und deren Lage am aul3ersten C-terminalen Ende wird UL34
als ein sogenanntes tail anchor (TA) Protein eingestuft (Shiba et al., 2000; Bjerke et al.,
2003). In der N-terminalen Region liegt zum einen im Bereich von As. 137 bis 181 die UL31-
Bindedoméne sowie Phosphorylierungsstellen fur US3 (Purves et al.,, 1991; Liang und
Baines, 2005). Ebenso konnte wie fur UL31 mittels bioinformatischer Berechnungen eine
klassische NLS Sequenz zwischen As. 177 und 195 identifiziert werden. Kirzlich konnte
durch Komplementationsstudien von UL34 Mutanten mit Mutationen innerhalb verschiedener
geladener Cluster gezeigt werden, dass UL34 aul3er der UL31-Interaktionsdoméne und der
Membranverankerung noch einen weiteren funktional essentiellen Bereich enthalten muss.
Vermutlich gibt es noch eine zweite durch Konformationsdnderung hervorgerufene
Interaktion zwischen einem N-terminalen Sequenzbereich von UL34 und einem C-terminalen
Bereich von UL31, welche fir die Ausbildung der Membrankrimmung um die Capside an der

INM mitverantwortlich sein konnte (Roller et al., 2010).

2.3.2. Der klassische Kernimport von Proteinen

Der Zellkern ist vom Cytoplasma durch eine Kernhille abgetrennt, welche aus einer inneren
und einer auReren Kernmembran besteht und durch den perinukledren Raum getrennt wird.
Desweiteren ist die &uf3ere Kernmembran kontinuierlich mit der des Endoplasmatischen

Retikulums (ER) verbunden, wahrend die innere Kernmembran auf der nukledren Seite von
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einer Kernlamina ausgekleidet wird. In dieser Kernhille sind sogenannte Kernporen-
komplexe (nuclear pore complex, NPC) eingebettet, welche die einzige bekannte Moglichkeit
fur den bidirektionalen Austausch von Molekilen zwischen Cytoplasma und Nukleus
darstellen (Vasu und Forbes, 2001). Der NPC ist ein grof3er Multiproteinkomplex mit einem
Molekulargewicht von etwa 125 Millionen Dalton, der aus drei strukturellen Untereinheiten
aufgebaut ist (Fahrenkrog et al., 2001). Durch proteomische Analysen konnte gezeigt
werden, dass der NPC aus etwa 30 verschiedenen Proteinen besteht, den sogenannten
Nukleoporinen, die in einer achtfachen Rotationssymmetrie entlang des Porenkanals und auf
der cytoplasmatischen sowie nukledren Seite angeordnet sind (Rout und Aitchison, 2000;
Cronshaw et al., 2002). Ein charakteristisches Merkmal fir viele Nukleoporine ist das
Vorhandensein von verschiedenen Phenylalanin- (F) und Glyzin- (G) reichen Wiederholungs-
sequenzen (FG repeats), welche eine funktional wichtige Rolle fir den Transport von
Molekilen spielen (Bayliss et al., 2000; Bayliss et al., 2002). Aufgrund der Grof3e des
Porenkanals konnen lonen und kleine Proteine unter 20-40 kDa diesen durch Diffusion
passieren, wahrend gréRere Molekille durch einen aktiven Rezeptor-vermittelten Transport
beférdert werden mussen (Gorlich und Kutay, 1999).

Der aktive nukleo-cytoplasmatische Transport ist ein Signal- und Energie-abhangiger
Prozess und wird von spezifischen Transportrezeptoren vermittelt, welche tberwiegend zur
Importin B-Familie gehéren und je nach Funktion als Importine, Exportine oder Transportine
bezeichnet werden. Es existieren mehrere Importwege fur Proteine in den Zellkern, aber im
Allgemeinen erkennen die Importin B-Transportrezeptoren das zu transportierende Protein
(Cargoprotein) Uber spezifische Signalsequenzen, den Kernlokalisationssignalen (nuclear
localisation signal, NLS), und interagieren mit diesen direkt oder durch Adaptorproteine
(Fried und Kutay, 2003). Zuerst wurden zwei Typen von Kernlokalisationssignalen
beschrieben, deren Konsensus-Sequenzen in vielen Kernproteinen enthalten sind und als
klassische NLS (classical NLS, cNLS) bezeichnet werden (Tab. 2.1).

2.1: Klassische Kernlokalisationssignale (cNLS)

Modell-Protein Transportsignal Sequenz Konsensus-Sequenz
SV40 T-Antigen monopartite cNLS PKKKRKV K(K/R)X(K/R)
Nucleoplasmin bipartite cNLS KRPAATKKAGQAKKKKL  (K/R)(K/R)X10.12(K/R) 35

Die Aminosaure- (As.) Sequenz ist im Einbuchstabencode angegeben, wobei X fir jede beliebige As.
steht. (K/R)g5 = mindestens 3 von 5 aufeinanderfolgende As. sind basisch (Lysin oder Arginin)

Diese bestehen entweder aus einem oder aus zwei kurzen Abschnitten von basischen
Aminosauren (monopartite bzw. bipartite cNLS). Eine monopartite cNLS, die zuerst im
grof3en Tumor-Antigen vom Simian Virus 40 (SV40) gefunden wurde, besteht aus einem
Cluster von 4-5 basischen Aminosauren, wahrend eine bipartite cNLS, die erstmals fir das

Nucleoplasmin beschrieben wurde, eine zweite basische Region enthalt, die sich 10-12
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Aminoséauren nach dem ersten basischen Cluster befindet (Kalderon et al., 1984; Robbins et
al., 1991). Cargoproteine, die diese klassischen Signale tragen, werden vom Transport-
Adaptorprotein Importin a in Assoziation mit Importin B erkannt und gebunden (Gorlich et al.,
1996). Nach Bildung des trimeren Import-Komplexes erfolgt die durch Importin B-vermittelte
Translokation durch den NPC in den Zellkern. Der genaue Mechanismus fir die Bewegung
durch die Kernpore ist dabei noch nicht vollstandig geklart und wird kontrovers in
verschiedenen Modellen diskutiert. Man geht jedoch davon aus, dass transiente
Interaktionen zwischen Importin B mit den FG repeats der Nukleoporine eine wichtige Rolle
dabei spielen (Fried und Kutay, 2003). Im Nukleoplasma erfolgt nun die Dissoziation des
Komplexes durch die Interaktion von Importin B mit der kleinen GTPase Ran, welche im
Zellkern konzentriert in der GTP-gebundenen Form (RanGTP) vorliegt. Aufgrund einer
Konformationsénderung dissoziiert zuerst Importin B und schlieBlich Importin a vom Import-
Komplex ab, wodurch das Cargoprotein freigesetzt wird (Rexach und Blobel, 1995, Kobe,
1999 #1622; Lee et al.,, 2005). Die Beteiligung eines ausschlieBlich nuklear lokalisierten
Nukleoporins an diesem Dissoziationsprozess konnte ebenso gezeigt werden (Matsuura und
Stewart, 2005). Um den Importzyklus aufrecht zu erhalten, missen die Importine zuletzt
wieder ins Cytoplasma zurickgefihrt werden. Importin B wird dabei im Komplex mit
RanGTP, wahrend Importin a gemeinsam mit dem spezifischen Exportfaktor CAS, einem
weiteren Mitglied der Importin B-Familie, und RanGTP aus dem Zellkern transportiert wird
(Kutay et al., 1997). Im Cytoplasma stimuliert das Protein RanGAP (Ran GTPase activating
protein) gemeinsam mit dem akzessorischen Protein RanBP1 (Ran binding protein 1),
welches RanGTP von den Transportrezeptoren entfernt, die GTPase-Aktivitdt von Ran. Dies
fuhrt zur Hydrolyse des Ran gebundenen GTP zu GDP und zur Freisetzung der
Importfaktoren, die schlieBlich einen neuen Import-Komplex bilden kdénnen (Abb. 2.6 A)
(Bischoff et al.,, 1994; Bischoff und Gorlich, 1997). Damit die nukleo-cytoplasmatische
Aufteilung von Ran aufrechterhalten bleibt, muss auch Ran zwischen Zellkern und
Cytoplasma zirkulieren. Daflr sorgt der spezifische nukledre Transportfaktor 2 (NTF2),
welcher cytoplasmatisches RanGDP bindet und wieder in den Zellkern zurtick transportiert
(Ribbeck et al., 1998). Dort vermittelt das Chromatin-assoziierte Protein RanGEF (RanGTP
exchange factor) den Austausch von Ran-gebundenem GDP gegen GTP (Abb. 2.6 B) (Klebe
et al.,, 1995). Somit liegt Ran im Cytoplasma ausschlieZlich in GDP-gebundener Form vor
(RanGDP), wahrend es im Zellkern konzentriert in GTP-gebundener Form vorkommt
(RanGTP). Auf diese Weise werden Importsubstrate aktiv gegen einen chemischen
Gradienten im Kerninneren akkumuliert, wobei die bendétigte Energie aus dem
beschriebenen Ran-Nukleotid-Gradienten gewonnen wird. Auch die Direktionalitdt des
Transports wird Uber diesen nukleo-cytoplasmatischen Gradienten von Ran gesteuert, so

dass Ran eine wichtige regulatorische Schlisselfunktion im Transportprozess zukommt
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(Izaurralde et al., 1997). Dabei regulieren mehrere bereits genannte Proteine den Nukleotid-

gebundenen Zustand von Ran, die entweder im Kern oder im Cytoplasma zu finden sind.

|- 8D

RanGAP

Cytoplasma

Zellkern

;
=T @
&

Abbildung 2.6: Schematischer Uberblick des klassischen Kern-Imports von Proteinen

A) Im Cytoplasma werden Importsubstrate mit einer NLS durch das Heterodimer aus Importin a und
Importin B gebunden. Nach Translokation des trimeren Import-Komplexes durch die Kernpore bindet
RanGTP im Nukleus an Importin B, wodurch der Komplex zerfallt und das Importsubstrat unter
Beteiligung des Nukleoporins NUP50 schlie3lich freigesetzt wird. Die Importine werden anschliel3end
zurlck ins Cytoplasma gefuhrt, wobei Importin 3 im Komplex mit RanGTP und Importin a durch seinen
Exportfaktor CAS und RanGTP transportiert wird. Im Cytoplasma stimuliert RanGAP die GTP-
Hydrolyse, wobei die Importine entlassen werden und fiir einen neuen Importzyklus zur Verfigung
stehen. B) Um den Ran-Gradienten aufrechtzuerhalten, zirkuliert Ran zwischen Cytoplasma und
Zellkern. Daflr wird cytoplasmatisches RanGDP in den Kern durch den Kern-Transportfaktor NTF2
beférdert, wo RanGEF den Nukleotid-Austausch von Ran gebundenem GDP gegen GTP katalysiert.
Durch Bindung der Transportfaktoren wird RanGTP wieder ins Cytoplasma exportiert, wo RanGAP die
GTP-Hydrolyse stimuliert. Dieser Kreislauf ist daher mit Veranderungen im Nukleotid-gebundenen
Zustand von Ran assoziiert (Stewart, 2007).

Der klassische Kernimport von Proteinen ist der am besten charakterisierte Transportweg,
da alle beteiligten Komponenten bereits identifiziert werden konnten und auch strukturelle
Informationen vorhanden sind. Die Konsensus-Sequenzen der beiden klassischen
Kernlokalisationssignale (cNLS) werden dabei oft als prototypische NLS angesehen, so dass
durch eine Reihe von bioinformatischen Studien eine Vielzahl von Proteinen mit einem
moglichen cNLS Motiv vorhergesagt werden konnten. Damit eine putative cNLS aber als
eine funktionale targeting Sequenz angesehen werden kann, muss sie mehrere Kriterien
erfillen. Erstens muss gezeigt werden, dass die Sequenz essentiell fir den Import ist, d.h.
der Transport des Proteins in den Zellkern wird durch Deletion oder Mutation der Sequenz

dramatisch beeintrachtigt. Ebenso muss der Transfer der putativen NLS auf ein inertes
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Protein mdglich sein und ausreichen, damit dieses in den Zellkern transportiert wird. Und
zuletzt muss gezeigt werden, dass das zu untersuchende Protein direkt Gber die identifizierte
Sequenz mit den moglichen Import-Rezeptoren interagiert (Lange et al., 2007).

Urspringlich wurde dieser NLS-abhangige aktive Importweg fur Idsliche Proteine
beschrieben, jedoch geht man mittlerweile davon aus, dass auch integrale Proteine der INM
auf diesem Weg transportiert werden kdnnen, da in vielen Proteinen der INM, wie z.B. dem
Lamin B-Rezeptor, LAP1, LAP2B3 und Emerin, bereits NLS-dhnliche Signalsequenzen
identifiziert werden konnten. Vermutlich inserieren diese zunachst in die ER-Membran bzw.
auRBere Kernmembran, von wo sie anschlieend passiv oder mit Hilfe des Importin a/Importin
B-Rezeptorkomplexes durch den peripheren NPC zur INM gelangen. Dort werden sie durch
direkte oder indirekte Interaktion mit der Kernlamina und/oder dem Chromatin an der INM
festgehalten. Auf welchem Weg ein integrales Protein die INM erreicht, hangt anscheinend
vor allem von der GroR3e der extra-luminalen Doméane ab. Proteine mit einer kleinen extra-
luminalen Doméne (<~25 kDa) kénnen passiv zwischen der inneren und &uleren Kern-
membran sowie dem ER diffundieren, wéahrend der Transport von Proteinen mit grol3erer
extra-luminaler Doméne (>~25 kDa) aktiv durch einen Rezeptor-vermittelten Import unter-
stitzt werden muss. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Importin a-lIsoform
(Importin a-16) sowie Komponenten des NPC (NUP50 und NUP170) an der Erkennung und
am Transport von INM-Proteinen beteiligt sind (Lusk et al., 2007). Die GréRe der NEC-
Proteine UL31 und UL34 liegt jeweils im Grenzbereich, der eine passive Diffusion noch
ermoglichen wirde. Da jedoch fur beide eine klassische NLS vorhergesagt wird, ware es
auch denkbar, dass sie auf dem eben beschriebenen aktiven Importweg an die INM

gelangen.

2.3.3. Die Biogenese von tail anchor Proteinen

HSV-1 kodiert fir 18-19 Transmembranproteine, wobei UL34 und noch zwei weitere Proteine
(UL56 und US9) zu der tail anchor (TA) Proteinfamilie gehdren. Diese unterscheiden sich
von anderen Transmembranproteinen in ihrer Biogenese, d.h. im Insertionsmechanismus
und in der Zielsteuerung zur Membran. Eine n&here Betrachtung der Biogenese von TA-
Proteinen vor allem in Bezug auf die korrekte Zielsteuerung von UL34 sowie die Auswirkung
auf die HSV-1 Infektion im Allgemeinen soll somit ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit
sein.

TA-Proteine bilden eine besondere Gruppe innerhalb der Typ II-Transmembranproteine mit
mehr als 400 Vertretern, die in unterschiedlichen Membransystemen innerhalb der
eukaryotischen Zelle gefunden werden (Kalbfleisch et al., 2007). Dort Gbernehmen sie in
verschiedenen fundamentalen zellularen Prozessen eine wichtige Rolle, wie z.B. die
Proteine der Bcl-2 Familie bei der Regulation der Apoptose, viele der SNARE Proteine beim

vesikularen Transport und der Vesikelfusion, sowie beim Protein-Abbau und der Protein-
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Translokation (Cory und Adams, 2002; Borgese et al., 2003; Jahn und Scheller, 2006).
Charakteristisch fir TA-Proteine ist eine einzelne Transmembrandomane (TMD) am C-
terminalen Ende, wobei ihre funktionale N-terminale Region cytoplasmatisch und ein kurzer
polarer C-terminaler Sequenzbereich luminal orientiert vorliegen (Kutay et al., 1993). Den
TA-Proteinen fehlt eine N-terminale Signalsequenz, so dass ihre Transmembranregion
neben der Membranverankerung auch die einzige targeting Sequenz fir Membraninsertion
darstellt. Aufgrund der Nahe der TMD zum C-terminalen Ende wird diese jedoch erst nach
Beendigung der Translation vom Ribosom fir cytosolische Faktoren zugéanglich. Daher
kénnen TA-Proteine, im Gegensatz zu allen anderen Transmembranproteinen, nicht co-
translational mit SRP (signal recognition particle) interagieren, sondern missen auf einem
post-translationalen Weg in ihre Zielmembranen inseriert werden. Somit kdnnen sie aber
auch direkt in andere Membransysteme als das ER eingebaut werden, wie z.B. in die auRere
Mitochondrien- oder Peroxisomenmembran (Cross et al., 2009; Borgese und Fasana, 2011).
Aus zahlreichen in vitro Studien geht hervor, dass der tail anchor und die flankierenden
Sequenzen selbst das subzelluldre targeting Signal von TA-Proteinen darstellt, d.h. TA-
Proteine werden abhangig von der Lange und Hydrophobizitat ihrer TMD sowie den
flankierenden geladenen Bereichen in ihre jeweilige Zielmembranen inseriert. Dabei weisen
TA-Proteine der &ufReren Mitochondrienmembran eine eher kurze TMD mit moderater
Hydrophobizitat auf, die normalerweise auf einer oder beiden Seiten von positiv geladenen
Aminosauren flankiert werden, wahrend die ER-lokalisierten TA-Proteine Unterschiede in der
Lange und Hydrophobizitdit der TMD sowie den angrenzenden geladenen Bereichen
besitzen kdnnen (Nguyen et al., 1993; Kim et al., 1999; Kaufmann et al., 2003; Rapaport,
2003). Das ER scheint jedoch fir den groRten Teil der TA-Proteine die bevorzugte Ziel-
membran zur Insertion zu sein, von welcher sie anschlie3end in verschiedene sekretorische
Kompartimente der Zelle, wie z.B. zum Golgi, zu den Endosomen und Lysosomen sowie zur
Kernhlle oder zur Plasmamembran durch vesikularen Transport exportiert werden kénnen
(Rabu et al., 2009). Damit die TA-Proteine wahrend der Zielsteuerung zur ER in einer
Membraninsertions-kompetenten Konformation erhalten bleiben, werden Chaperone
bendtigt, welche eine Aggregation der hydrophoben Sequenzen der TMD im Cytoplasma
verhindern. Durch in vitro Studien wurde gezeigt, dass mehrere konkurrierende Chaperon-
Systeme fir die Zielsteuerung von TA-Proteinen zum ER und fir die Membraninsertion
existieren, wofur Energie in Form von Nukleotid-Triphosphaten benétigt wird. Ebenso sind
spezifische Membranproteine beteiligt, durch welche die Integration ins ER ermoglicht bzw.
erleichtert wird (Abell et al.,, 2007; Colombo et al., 2009). Lediglich fur das TA-Protein
Cytochrome b5, dessen TMD eine geringe Hydrophobizitat aufweist, konnte eine spontane
Energie-unabhangige Membraninsertion ohne Beteiligung von cytosolischen Chaperonen

oder Membranrezeptoren gezeigt werden (Brambillasca et al., 2006; Colombo et al., 2009).
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Fur die Biogenese der meisten TA-Proteine wurden bis jetzt drei Chaperon-vermittelte Wege
beschrieben. Zum einen kann sie durch SRP in einer ungewdhnlichen post-translationalen
Rolle vermittelt werden, andererseits durch das Hsc70/Hsp40-Dimer, zweier Mitglieder aus
der Familie der Hitzeschockproteine. Kirzlich wurde die ATPase Asnal entdeckt, welche die
erste identifizierte 40 kDa Untereinheit des sogenannten transmembrane domain recognition
complex (TRC) ist und auch als TRC40 bezeichnet wird. Mehrere Befunde deuten darauf
hin, dass Asnal/TRC40 ein Bestandteil des wichtigsten Insertionswegs fir ER-lokalisierte
TA-Proteine darstellt (Stefanovic und Hegde, 2007; Rabu et al., 2009; Borgese und Fasana,
2011).

2.4. Bedeutung von NEC-interagierenden Wirtsfaktoren fur
die herpesvirale Replikation

Eine HSV-1 Infektion hat in der Wirtszelle verschiedenste drastische Veranderungen zur
Folge, da diese durch das Virus so umprogrammiert wird, dass die herpesvirale Replikation
optimal ablaufen kann (Roizman et al., 2007). Um in zellulare Prozesse modulierend
eingreifen zu konnen, sind aber zusatzlich zu den intraviralen Protein-Protein-Interaktionen
auch Wechselwirkungen mit Wirtsproteinen dringend erforderlich. Die Charakterisierung des
komplexen Interaktionsnetzwerkes von Virus und Wirt ist daher fir ein besseres
mechanistisches Versténdnis des herpesviralen Lebenszyklus und auch fur die Entwicklung
von neuen antiviralen Therapien von grof3er Bedeutung. Einer der essentiellen Schritte in der
Virus-Morphogenese ist die Auswanderung von neugebildeten Capsiden aus dem Zellkern
durch eine Abfolge von Knospungs- sowie Fusionsprozessen an der Kernmembran. Wie
bereits erwéahnt, spielen dabei vor allem die viralen NEC-Proteine UL34 und UL31 und
vermutlich auch mehrere zellulare Proteine eine entscheidende Rolle. Jedoch ist bis jetzt erst
wenig Uber den Einfluss von potentiellen Wirtsfaktoren auf den nuclear egress bekannt. Ein
in Bezug auf die Biogenese und die Zielsteuerung des HSV-1 TA-Proteins UL34
interessanter Kandidat ist das Wirtsprotein Asnal, welches als ein wichtiger Targeting- und
Insertionsfaktor fir TA-Proteine gehandelt wird. Durch einen genomweiten Y2H screen, in
welchem 107 HSV-1 cDNA Konstrukte auf Interaktion gegen die humane Genbank MGC
(Mammalian Gene Collection) (Lamesch et al., 2007) getestet wurden, konnte ein weiteres,
mit den NEC-Proteinen interagierendes Wirtsprotein, die Phospholipid Scramblase 1
(PLSCR1), identifiziert werden. Mit einer gleichzeitig durchgefiihrten genomweiten Analyse
basierend auf RNA Interferenz konnte auf3erdem bereits gezeigt werden, dass dieses
zellulare Protein auch einen Einfluss auf die HSV-1 Replikation ausibt (J. Haas,
unpublizierte Daten). Diese beiden Wirtsfaktoren stellen somit mdgliche zellulare
Regulatoren des NEC bzw. nuclear egress dar und wurden deshalb in die funktionale

Analyse des HSV-1 NEC miteinbezogen.
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2.4.1. Der Asnal/TRC40-vermittelte Insertionsweg fur TA-Proteine

Asnal/TRC40 ist eine cytosolische ATPase und wurde urspriinglich als homologes Protein
der prokaryotischen ATPase ArsA, die fur die Arsenit-Resistenz in Bakterien verantwortlich
ist, gefunden (Chen et al., 1986; Leipe et al., 2002). In Eukaryoten konnte jedoch keine
Arsenit-stimulierte ATPase-Aktivitat nachgewiesen werden, weshalb dem Protein eine noch
unbekannte Funktion zugeschrieben wurde (Kurdi-Haidar et al., 1998). Biochemische
Experimente fuhrten schlieBlich zu der Entdeckung, dass Asnal/TRC40 als Chaperon
spezifisch an die TMD von TA-Proteinen bindet und dadurch eine wichtige Rolle bei deren
Biogenese spielt. Wahrend den letzten Jahren lag der Fokus von zahlreichen Studien in der
mechanistischen Untersuchung dieses neuen ATP-abhéngigen Chaperons. Hauptsachlich
wurde dabei im Hefesystem mit dem Asnal-homologen Protein Get3 gearbeitet. Kirzlich
wurden durch mehrere Kristallstrukturen von Get3 erste Erkenntnisse tber den molekularen
Mechanismus gewonnen, mit welchem TA-Proteine wahrend der Zielsteuerung zur Membran
von Get3 bzw. Asnal/TRC40 gebunden sowie wieder freigesetzt werden. Ebenso bieten
diese Strukturen erste Modelle an, wie ATP-Bindung und -Hydrolyse diese Schritte
regulieren kdnnten, was jedoch derzeit noch kontrovers diskutiert wird (Bozkurt et al., 2009;
Mateja et al., 2009; Suloway et al., 2009). Mit allen Studien konnte aber gezeigt werden,
dass Get3 ein Homodimer bildet, wobei jedes Monomer, das aus einer ATPase Domane
sowie einer a-helikalen Domane besteht, in zwei Konformationen vorliegen kann. In
Abwesenheit eines Nukleotids weist Get3 eine offene Dimer-Architektur auf, wohingegen
durch Bindung eines Nukleotids das Get3-Dimer in eine geschlossene Konformation
wechselt. Dabei wird eine hydrophobe Furche gebildet, die sehr wahrscheinlich die Binde-
stelle fur TA-Proteine darstellt (Abb. 2.7 A). Parallel konnten durch genetische und physische
in vitro Interaktionsstudien weitere Komponenten des Get-Komplexes identifiziert werden, die
mit Get3 interagieren und gemeinsam die Translokation der TA-Proteine zur ER-Membran
bewirken (Abb. 2.7 B). Man geht davon aus, dass ein Komplex aus Get4, Get5 und dem
Protein Sgt2 den TRC bilden. Dieser liegt vermutlich assoziiert am Ribosom vor, wodurch
neu synthetisierte TA-Proteine direkt nach der Freisetzung ins Cytoplasma abgefangen
werden konnten (Fleischer et al., 2006). Im Chaperon-Komplex wird das TA-Protein zu Get3
rekrutiert, auf welches das TA-Protein Ubertragen wird. Get3 liegt hierbei in einer
geschlossenen Dimer-Konformation vor. Schlie3lich bindet Get3 an einen ER-Rezeptor,
gebildet aus Getl und Get2, und nimmt dabei, ausgeldst durch ATP-Hydrolyse, eine offene
Dimer-Struktur an, wodurch Get3 vom Rezeptor dissoziiert und das TA-Protein fur die
Insertion in das ER freigelassen wird. Wie die Translokation in die Phospholipid-
Doppelschicht ablauft, ist noch unklar (Schuldiner et al., 2008; Jonikas et al., 2009; Wang et
al., 2010).
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Abbildung 2.7: Modell des Get Pathways fiur die Zielsteuerung von TA-Proteinen zum ER

A) Oberflachendarstellung des Get3-Dimers. Dieses liegt ohne gebundenes Nukleotid in einer offenen
Struktur vor und wechselt durch Bindung eines Nukleotids in eine geschlossene Konformation, wobei
sich eine hydrophobe Furche bildet. Die ungefahre Grol3e dieser Furche ist auf der rechten Seite
unten angegeben. Hydrophobe Reste sind in grun, positive und negative Reste in blau und rot
dargestellt (modifiziert nach Mateja et al., 2009). B) Modell des Get Pathways fir die Zielsteuerung
von TA-Proteinen zum ER. An diesem sind mehrere Chaperone, welche den sogenannten TMD
recognition compex (TRC) bilden, beteiligt. Genaue Erklarungen sind dem Text zu entnehmen.

Im S&uger-System konnten auf3er Asnal/TRC40 bereits weitere homologe Komponenten
identifiziert werden, jedoch wurde bis jetzt nur fir wenige eine zum Hefe-System &hnliche
Funktion in der TA-Protein Biogenese nachgewiesen (Borgese und Fasana, 2011). Die

einzelnen Komponenten des Get Pathways sowie die entsprechenden homologen Proteine

des Asnal/TRC40 Pathways und ihre vermuteten Aufgaben sind in Tabelle 2.2
zusammengefasst.
Tabelle 2.2: Komponenten des Get bzw. Asnal/TRC40 Pathway

Protein Funktion im Pathway Referenz

Hefe-System Sauger-System

Get3 Asnal/TRC40 ATPase, welche an die TMD von TA- (Stefanovic und
Proteinen bindet und deren ER-Membran-  Hegde, 2007,
insertion in einem ATP-abhéngigen Favaloro et al.,
Mechanismus unterstutzt. 2008;

Schuldiner et
al., 2008)

Get4 TRC35 Komplex aus Get4/5 rekrutiert TA-Proteine  (Jonikas et al.,
vom Ribosom zu Get3 und stabilisiert 2009;
Interaktion von Get3 mit TA-Protein. Mariappan et

al., 2010; Wang
et al., 2010)
Get5 Ubl4A Protein mit Ubiquitin-&hnlicher Doméne. siehe Get4

Rolle in der TA-Protein Biogenese siehe
Get4/TRC35.
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Protein Funktion im Pathway Referenz
Hefe-System Sauger-System
Sgt2 SGTA Interagiert mit Get4/5 und bindet TMD von  (Chang et al.,
TA-Proteinen. Rolle im Sauger-System 2010; Leznicki
noch unklar. et al., 2010;
Wang et al.,
2010)
- Bat3 Protein mit Ubiquitin-&hnlicher- und BAG-  (Leznicki et al.,
Domane. Spielt in der Chaperon-Kaskade  2010;
vor Asnal eine Rolle, liegt womdéglich Mariappan et
assoziert mit dem Ribosom sowie dem al., 2010)
TRC aus TRC35 und Ubl4A vor.
Getl WRB Transmembran-Protein des ERs. Im Hefe-  (Schuldiner et
(tryptophan rich System bilden Getl und Get2 den Get3- al., 2008; Rabu
basic protein) Rezeptor. Im Sauger-System fungiert et al., 2009;
WRB als Rezeptor fir die TA- Vilardi et al.,
Membraninsertion. 2011)
Get2 - Rolle in der TA-Protein Biogenese siehe siehe Getl

Getl.

Seit der Entdeckung von Asnal/TRC40 als wichtigem Faktor fur die Zielsteuerung von TA-
Proteinen zur ER-Membran konnten wahrend der letzten Jahre durch zahlreiche Studien
bereits viele neue Erkenntnisse Uber diesen Pathway gewonnen werden. Diese stlitzen sich
jedoch nur auf in vitro Daten, die nicht unbedingt die tatsachliche physiologische Situation
wiederspiegeln. Zuklnftige in vivo Experimente sind somit unabdingbar fur ein besseres
Verstandnis Uber den genauen Mechanismus der TA-Protein Biogenese.

2.4.2. Das Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1) Protein

Die Phospholipid Scramblase (PLSCR) Proteine bilden eine Familie, bestehend aus vier
Proteinen (PLSCR1-4), welche konserviert in Eukaryoten zu finden sind (Wiedmer et al.,
2000). Der erste isolierte humane Vertreter dieser Familie wurde als PLSCR1 bezeichnet
(Zhou et al., 1997). Urspriinglich wurde es als Typ llI-Transmembranprotein der Plasma-
membran gefunden. Mit einem kurzen extrazellularen C-Terminus und einer grofRen
cytoplasmatisch orientierten N-terminalen Domane, die ein Cystein-reiches Palmitoylierungs-
motiv und eine Kalzium-Bindestelle enthdlt, stellt es demzufolge ein TA-Protein dar. In
rekonstituierten Proteoliposomen konnte gezeigt werden, dass PLSCRL fir die schnelle und
unspezifische Umverteilung der Phospholipide (PL) zwischen den beiden Lipidschichten der
Plasmamembran verantwortlich ist (Basse et al., 1996). Durch diesen Kalzium-abh&ngigen,
jedoch ATP-unabhangigen Prozess wird folglich die asymmetrische Verteilung der
Phospholipide gestort, was Voraussetzung fir viele biologische Vorgange wie z.B. Apoptose,
Signaltransduktion und Membrankrimmung sowie -fusion ist. Dabei kommt es zur
Oberflachenexposition von Phosphatidylserin und anderen Amino-Phospholipiden, welche
sich normalerweise in der inneren Lipidschicht der Plasmamembran befinden. Die

Scramblase-Aktivitdit von PLSCR1 wird durch eine erhohte intrazellulare Kalzium-
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Konzentration induziert, die als Folge von Zellverletzungen oder wahrend der Apoptose
entsteht. Vermutlich kommt es durch die Bindung von Kalzium an PLSCR1 zu einer
Konformationsanderung, welche durch zuséatzliche Palmitoylierungen stabilisiert wird. Die
genaue Rolle dieses Proteins bei der Umverteilung von Phospholipiden sowie deren
Mechanismus ist noch unklar und wird derzeit kontrovers diskutiert, da mehrere
Beobachtungen darauf hindeuten, dass PLSCR1 dabei nicht essentiell oder zumindest nicht
der alleinige Faktor im Scramblase Pathway der Plasmamembran ist. Wahrend also die
Funktion von PLSCRL1 bei der Bewegung der Phospholipde innerhalb der Plasmamembran
noch ungeklart ist, lassen immer mehr Hinweise vermuten, dass es zusatzlich an der
Regulation von diversen biologischen Prozessen beteiligt ist, wie an der Zellproliferation und
-reifung, der Apoptose, der Transkription und an Signaltransduktionswegen der Zelle durch
das Zusammenspiel mit verschiedenen Cytokinen und Wachstumsfaktoren (Sahu et al.,
2007). Dabei wird PLSCR1 selbst auf transkriptionaler Ebene durch Cytokine wie Interferone
(INF) reguliert, welche fir viele biologische Aktivitaten wie z.B. anti-virale, anti-proliferierende
oder immun-modulierende Funktionen verantwortlich sind. Da eine fast 100-fach erhéhte
Expression von PLSCR1 bei Aktivierung durch INFa gemessen werden konnte, gehort
PLSCR1 zur IFN-stimulierten Genfamilie, welche die JAK/STAT-Signalkaskade fir ihre
Expression bendtigt (Zhou et al., 2000). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass diese durch
INFa-induzierten de novo synthetisierten Proteine eine nukleare Lokalisation aufweisen.
Ebenso wird PLSCR1 auch bei Bedingungen, welche eine Palmitoylierung des Proteins
verhindern, in den Zellkern transportiert. Somit stellt die Palmitoylierung einen Schalter dar,
mit welchem die Lokalisierung entweder zur Plasmamembran oder zum Zellkern kontrolliert
werden kann (Wiedmer et al., 2003). Eine nukledre Lokalisation erfordert jedoch, dass die
Bindung an die Plasmamembran reversibel ist. In einer kirzlich erschienen Arbeit wurden die
Proteine der PLSCR1-Familie mit einem direkt verwandten zellularen Protein mit bereits
bekannter Struktur verglichen. In diesem Modell liegt die putative C-terminale TMD innerhalb
des Proteinkerns, so dass vermutet wird, dass die Palmitoylierung die alleinige Verankerung
des Proteins darstellt (Bateman et al., 2009). Durch die Identifizierung einer nicht-
klassischen NLS, Uber welche PLSCR1 an Importin a bindet, konnte gezeigt werden, dass
der Transport in den Zellkern aktiv Gber den Importin a/Importin B-Rezeptorkomplex erfolgt.
Dort wird es durch direkte Bindung an genomische DNA oder damit assoziierten nuklearen
Komponenten zurtickgehalten. Ein leucin zipper Motiv innerhalb der N-terminalen Doméane
von PLSCR1, das ublicherweise als ein Dimerisierungsmotiv bei vielen Transkriptions-
faktoren gefunden wird, kbnnte dabei ein Hinweis auf eine potentielle nukledre Funktion bei
der transkriptionalen Genregulation sein (Ben-Efraim et al., 2004). In der Tat konnte bereits
gezeigt werden, dass PLSCR1 direkt an die 5° Promotor-Region des Inositol 1,4,5-
Triphosphat Rezeptor Typ 1 (IP3R1) Gens bindet und dessen Expression erhoht. Der IP3
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Rezeptor ist ein intrazellularer Kalzium-Kanal und reguliert die durch den sekundaren
Botenstoff IP3 vermittelte Kalzium-Freisetzung aus den intrazellularen Kalziumspeichern des
ER. Auch Kalzium-lonen selbst sind zentrale Signalmolekule innerhalb der Zelle, welche u.a.
fur die Aktivierung der zellularen Proteinkinase C benétigt wird. Ob PLSCR1 hier als direkter
Transkriptionsfaktor fur das IP3R1 Gen oder als Coaktivator fir andere Transkriptions-
faktoren fungiert und ob auch die Transkription weiterer Gene von PLSCR1 beeinflusst wird,
muss noch genauer untersucht werden. Es wurde aber bereits berichtet, dass PLSCR1 an
drei weitere Promotor-Fragmente von noch nicht charakterisierten Genen bindet (Zhou et al.,
2005).

Aufgrund der vielseitigen Funktionen von PLSCR1 bei Signallibertragungen, Apoptose,
Zelldifferenzierung und Transkription sowie beim Scramblase Pathway der Plasmamembran
ware es gut denkbar, dass dieses Protein auch mehrere wichtige Funktionen beim herpes-
viralen Replikationszyklus innehat und somit einen potentiellen zellularen Regulator der
HSV-1 Infektion darstellt.

2.5. Zielsetzung der Arbeit

Wahrend der Auswanderung der Nukleocapside aus der Wirtszelle kommt es zu zwei
Knospungsereignissen, bei welchen die Capside umhiillt werden. Das erste findet an der
inneren Kernmembran (INM) statt und bewirkt, dass primar umbhiillte Virionen in den
perinuklearen Raum und durch anschlieende Fusion mit der auf3eren Kernmembran ins
Cytoplasma der Wirtszelle gelangen, wobei sie ihre primére Umhillung wieder verlieren.
Durch einen weiteren Knospungsprozess an cytoplasmatischen Membranen erhalten sie
schlieBlich ihre endgiltige Virushille. Fir die Auswanderung der neu gebildeten
Nukleocapside aus dem Zellkern (nuclear egress) wird der Kernauswanderungskomplex
(NEC) bendtigt, welcher aus den zwei essentiellen viralen Proteinen UL34 und UL31 besteht.
Fur ihre Funktionsausiibung und somit auch fir den weiteren Replikationsverlauf ist eine
ausschlie3lich nukleare Lokalisation beider Proteine zwingend erforderlich. In beiden
Proteinen konnte mittels bioinformatischer Methoden ein Kernlokalisationssignal (NLS)
identifiziert werden. Die Verankerung des NEC an der INM wird schlief3lich von UL34, einem
viralen tail anchor (TA) Protein, vermittelt. TA-Proteine sind durch eine einzelne C-terminale
hydrophobe Region, welche fiir eine post-translationale Membraninsertion zuerst vom
Ribosom freigelassen werden muss, gekennzeichnet. Die TA-Region enthalt normalerweise
auch alle Informationen bezuglich der Zielsteuerung der TA-Proteine.

Im Fokus dieser Arbeit stand das targeting der HSV-1 NEC-Proteine UL31 und UL34, d.h.
der genaue Mechanismus der Zielsteuerung zur INM. Durch funktionale Charakterisierung
des TA von UL34 sollten dabei erste mechanistische Einblicke tber dessen Rolle bei der

Membraninsertion und -verankerung, der Zielsteuerung zur INM sowie viralen Funktion
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gewonnen werden. Desweiteren sollten im Rahmen dieser Forschungsarbeit die
identifizierten NLS Sequenzen von UL34 und UL31 auf ihre Essentialitat und Funktion
untersucht werden, um genauere Hinweise tber den Kerntransport der NEC-Proteine zu
erlangen. Mit Hilfe der BAC Mutagenese wurde dabei die funktionale Analyse im viralen
Kontext ermdglicht.

An der HSV-1 Morphogenese sind aul3er zahlreichen viralen Proteinen auch zellulare
Proteine sowie zellulare Strukturen beteiligt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher,
neue Virus-Wirt-Interaktionen der HSV-1 NEC Proteine zu identifizieren und deren Einfluss
auf die herpesvirale Replikation durch funktionale Analysen zu bestimmen. Aktuelle
zellbiologische Daten deuten auf eine wichtige Rolle von Asnhal bei der Biogenese und der
Zielsteuerung von TA-Proteinen hin. Auer dem NEC-Protein UL34 kodiert HSV-1 noch fir
zwei weitere TA-Proteine. Die Bedeutung des TA-Insertionsfaktors Asnal fir die Biogenese
dieser herpesviralen TA-Proteine sollte mittels RNA Interferenz im Detail untersucht werden.
Beim zweiten Wirtsfaktor, welcher in dieser Arbeit analysiert werden sollte, handelte es sich
um die multifunktionale Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1). Diese konnte bereits im
Vorfeld durch einen genomweiten Y2H screen mit den HSV-1 NEC-Proteinen in Verbindung
gebracht werden. Die Charakterisierung dieser ausgewahlten Virus-Wirt-Interaktionen kdnnte
zum einen dazu beitragen, ein besseres mechanistisches Verstandnis des nuclear egress
bzw. herpesviralen Lebenszyklus zu gewinnen, zum anderen konnen auch neue Angriffs-

punkte fur die antivirale Therapie einer HSV-1 Infektion gefunden werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Laborgerate und Software

ABI Prism 7000 mit Software
Adobe Photoshop CS5

ApE A Plasmid Editor

Brutschranke

DNAMAN 6.0

Eppendorf Tischzentrifuge 5417R

Expositionskassette fir Western Blots, Hypercassette™
Filmentwickler FPM-100A

Fluoreszenzmikroskop DM4000B mit DFC 360 FX
Digitalkamera und LAS AF6000 Software

Geldokumentationssystem Eagle Eye mit EasyWin 32
Software

Gene Pulser Xcell

GraphPad Prism 5
Inkubationsschuittler

Kammern fir Agarosegelektrophorese
Kippschiittler

Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS SP5 mit
LAS AF Software

Kihlschrank (4°C),
Kuhlzentrifuge 6K15

Magnetrihrer mit Heizplatte

Mikroskop Axiovert 25

Mikrowelle

Nasstransfersystem Mini-Protean Il
Neubauer Zahlkammer

PCR Thermocycler

pH Meter

Pipetten (20, 200, 1000ul)

Pipettierhilfe, Accu-Jet Pro
Proteinelektrophorese System Mini-Protean |l
Spannungsquellen fir die Elektrophorese
Spektrometer Libra S12

Sterilbank

Thermomixer comfort

Tiefkiihlschrank (-20°)

Tiefkuhltruhe (-80°C)

Tischautoklav, LTA 1x2x3
UV-Transilluminator

Applied Biosystems, Foster City, USA

Adobe Systems Incorporated, San Jose,
USA

Wayne Davis, University of Utah, USA
Memmert, Schwabach, D

Lynnon Corporation, Pointe-Claire, CA
Eppendorf, Hamburg, D

Amersham Biosciences, Freiburg, D
Fujifilm, DUsseldorf, D

Leica, Mannheim, D

Herolab, Wiesloch, D

BioRad, Mannheim, D

GraphPad Software

Kdhner, Basel, CH

Peglab, Erlangen, D

Edmund Buhler GmbH, Hechingen, D
Leica, Mannheim, D

Liebherr, Ochsenhausen, D

Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode
am Harz, D

Janke & Kunkel, Staufen, D

Zeiss, Oberkochen, D

AEG, Berlin, D

Biorad, Mannheim, D

Paul Marienfeld, Lauda, D

Applied Biosystems, Foster City, USA
WTW, Weilheim, D

Gilson, Middleton, USA

Brand, Wertheim, D

Biorad, Mannheim, D

Biorad, Mannheim, D

Biochrom, Berlin, D

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Liebherr, Ochsenhausen, D

Forma Scientific Inc., Marietta, Ohio, USA
Zirbus Technology, Bad Grund, D
LKB, Freiburg, D
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UV-VIS Spektrophotometer Nanodrop ND-1000
Vortex Mixer

Waage CP4202S

Wasserbad

Zellkulturinkubator Thermo Forma

Zentrifuge Multifuge 3L

3.1.2. Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT)
3-Aminotriazol
3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
2-Deoxy-D-Galaktose
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Agarose fur Elektrophorese
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Hefeextrakt

Bicin

Borséaure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Carboxymethylcellulose
Chloramphenicol

Chloroform

D-Biotin

D(+)-Galaktose
D(+)-Glukose-Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
D-Sorbitol
Eisen-(ll)-Sulfat-Heptahydrat
Essigsaure, Eisessig

Ethanol, absolut (EtOH)
Ethidiumbromidlosung (10mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglykol

Formaldehyd (37%)
Gentamycin-Lésung (10 mg/ml)
Glyzerol

Glyzin

Humane 1gG

Isopropanol

Peqlab, Erlangen, D

IKA Labortechnik, Staufen, D

Sartorius, Géttingen, D

Julabo, Selbach, D

Forma Scientific, Inc., Marietta, Ohio, USA
Heraeus, Hanau, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Gibco BRL, Karlsruhe, D
Gibco BRL, Karlsruhe, D
Gibco BRL, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Minchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Minchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D
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Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Kalium Hydroxid Platzchen
Kalziumchlorid-Dihydrat
Kanamycin Sulfat

Kristallviolett

L-Adenin

L-Leucin

L-Tryptophan

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(ll)-Chlorid-Tetrahydrat
Methanol

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Paraformaldehyd
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Polyethylenglykol 1000 (PEG 1000)
Ponceau S

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Acrylamid/Bisacrylamid
Salzsaure

Spektinomycin Dihydrochlorid
Tris-HCI

Triton X-100

Tween 20

3.1.3. Verbrauchsmaterialien

0,5% Trypsin-EDTA (1x)

-Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
Ampuwa ad injectabilia

Aqua ad injectabilia

Deckglaser, 12mm rund

DharmaFECT 1 Transfektionsreagenz
DNA-Ladepuffer (6x)

dNTP Mix [jeweils 10mM]

Dulbecco's Phosphate-buffered Saline (PBS)
ECL Plus Western Blotting Detection System
Effectene Transfektionsreagenz
Einmal-Impfésen, steril

Falcon-Rdéhrchen (15 und 50 ml)

Fotales Kalberserum (FCS)

Glaswaren

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Clontech, Mountain View, USA
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, D
Braun, Melsungen, D

Roth, Karlsruhe, D

Dharmacon, Lafayette, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Promega, Madison, USA

Invitrogen, Karlsruhe, D

Amersham Biosciences, Freiburg, D
Qiagen, Hilden, D

Nunc, Langenselbold, D

Nunc, Langenselbold, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Duran, Schott, Mainz, D
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HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
Hexanukleotid Random-Primer-Mix
Immersionsol

Kryo-Rohrchen

Kunststoffkuvetten fir Photometer
-Leu/-Trp DO Supplement
L-Glutamin-Lésung (200 mM)
Lipofectamin 2000 Transfektionsreagenz
MacConkey Agar

Minimal SD Base

Mounting Medium

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100x)
Nitrocellulosemembran

Objekttrager
Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)
Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (2, 1,5 und 0,5 ml)
Rontgenfilm Cronex 5

ROX Referenzfarbstoff

Serologische Pipetten

Sterilfilter (0,22 und 0,45 pm)
Sterilfiltrationseinheiten (250 ml)
Trizol-Reagenz

Trypanblau Farbeldsung (0,4%)
Whatman 3MM-Papier

Zellkulturmedium 10x MEM (Minimum Essential
Medium)

Zellkulturmedium D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Zellkulturmedium D-MEM/F12 (1:1)

Zellkulturmedium Opti-MEM

Zellkulturmedium RPMI-1640

Zellkulturschalen (15- und 10-cm, 6-, 12- und 24-well)

3.1.4. Fertigsatze (Kits)

High Pure Viral Nucleic Acid Kit
NucleoBond Xtra Midi Kit
QIlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Invitrogen, Karlsruhe, D
Promega, Madison, USA

Leica, Mannheim, D

Nunc, Langenselbold, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Clontech, Mountain View, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Miinchen, D
Clontech, Mountain View, USA
Dianova, Hamburg, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Schleicher und Schiill, Dassel, D
Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Greiner Bio One, Frickenhausen, D
Peske GmbH & Co.KG, Aindlingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Agfa, Leverkusen, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Millipore, Billerica, USA

Nunc, Langenselbold, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
Whatman, Maldstone, UK
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Nunc, Langenselbold, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D
Macherey & Nagel, Diren, D
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

3.1.5. Enzyme und Molekulargewichtsstandards

Antarctic Phosphatase
Benchmark Protein Ladder

NEB, Frankfurt am Main, D
Invitrogen, Karlsruhe, D



MATERIAL UND METHODEN

BP-Clonase Mix

HotStar HiFidelity Polymerase Kit
Gene Ruler 1kb DNA Ladder

LR-Clonase Mix
Quick Ligation Kit

Quikchange Site-directed Mutagenesis Kit

Restriktionsendonukleasen

SuperScript™ Il Reverse Transkriptase

TagMan Gene Expression Master Mix
TagMan Universal Master Mix

3.1.6. Antikdrper und Seren

3.1.6.1. Primare Antikorper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Qiagen, Hilden, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

NEB, Frankfurt am Main, D
Stratagene, La Jolla, USA

NEB, Frankfurt am Main, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA

Tabelle 3.1: Verwendete Primé&rantikdrper und Seren

Antikorper Herkunft Anwendung Quelle
(Verdinnung)
anti-Asnal [M03] Maus (monoklonal) IF (1:100) Abnova, Heidelberg, D
Klon 2H3 WB (1:500)
anti-B-Aktin Maus (monoklonal) WB (1:1000) abcam, Cambridge, UK
anti-Calretikulin Kaninchen (polyklonal) IF (1:100) Sigma, Minchen, D
anti-Giantin Kaninchen (polyklonal) IF (1:500) abcam, Cambridge, UK
anti-Glykoprotein B Ziege ( polyklonal) WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
[vC-14] Cruz, USA
anti-ICP0 [11060] Maus (monoklonal) IF (1:2000) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
WB (1:200) Cruz, USA
anti-ICP5 (VP5) [3B6]  Maus (monoklonal) WB (1:2000) abcam, Cambridge, UK
anti-ICP8 Maus (monoklonal) IF (1:300) R. Heilbronn, Charité, Berlin, D
anti-ICP27 Maus (monoklonal) WB (1:250) Virusys Corporation, Taneytown, USA
anti-Lamin A/C [636] Maus (monoklonal) IF (1:100) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, USA
anti-Lamin B [C-20] Ziege (polyklonal) WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, USA
anti-myc-tag Kaninchen (polyklonal) IF (1:300) Cell Signalling Technology, Danvers,
USA
anti-c-myc [9E10] Maus (monoklonal) IF (1:300) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, USA
anti-PLSCR1 [N-17] Ziege (polyklonal) IF (1:50) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, USA
anti-PLSCR1 [4D2] Maus (monoklonal) WB (1:500) P. Sims, University of Rochester, USA
anti-Strep-tagll Maus (monoklonal) IF (1:100) IBA, Géttingen, D
anti-human TGN46 Kaninchen (polyklonal) IF (1:100) AbD SeroTec, Minchen, D
anti-UL31 Kaninchenserum IF (1:50) B. Roizman, University of Chicago,
(polyklonal) USA
anti-uL32 Kaninchenserum IF (1:500) B. Roizman, University of Chicago,
(polyklonal) USA
anti-uL34 Kaninchenserum IF (1:300) diese Studie
(polyklonal) WB (1:300)
anti-VP5 [8F5] Maus (monoklonal) IF (1:200) J. Brown, University of Virginia,
erkennt VP5 Charlottesville, USA

ausschlieBlich in
reifen Capsiden
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3.1.6.2. Sekundare Antikorper

Tabelle 3.2: Verwendete Sekundarantikdrper

Antikorper Herkunft Anwendung Quelle
(Verdunnung)

Alexa Fluor 488 anti-Kaninchen IgG Ziege IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 488 anti-Maus 1gG Ziege IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 488 anti-Ziege 1gG Affe IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 594 anti-Kaninchen IgG Affe IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 594 anti-Kaninchen IgG Ziege IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 594 anti-Maus 1gG Affe IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor 594 anti-Maus 1gG Ziege IF (1:500) Invitrogen, Karlsruhe, D
Peroxidase-gekoppelt anti-Kaninchen IgG Ziege WB (1:3000) Dianova, Hamburg, D
Peroxidase-gekoppelt anti-Maus 1gG Ziege WB (1:3000) Dianova, Hamburg, D
Peroxidase-gekoppelt anti-Ziege 1gG Kaninchen WAB (1:3000) Dianova, Hamburg, D

3.1.7. Oligonukleotide

Alle verwendeten DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert.

3.1.7.1. Oligonukleotide fiir die Rekombinationsklonierung

Tabelle 3.3: Verwendete Oligonukleotide fur die Rekombinationsklonierung

Nr. Name Sequenz (5°—3°)

1 PLSCR1wt for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCCATGGACAAACA
AAACTCAC

2 PLSCR1;.08s rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTTAACATCAAG
GTCTAAAG

3 PLSCR1;.105 rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATATCTGACTTAAA
TATTC

4 PLSCR1106-28s for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCCATGGATCAGAT

ACTGATTC

Rekombinationssequenzen (attB1 und attB2) sind unterstrichen

3.1.7.2. Oligonukleotide fur die Herstellung von Expressionsvektoren

Tabelle 3.4: Verwendete Oligonukleotide fir die Herstellung von Expressionsvektoren

Nr. Name Sequenz (5°—3°)

5 Xhol-UL34 for TTTCTCGAGGGCGGGACTGGGCAA

6 EcoRV-UL34 rev TTTGATATCTTATAGGCGCGCGCCA

7 EcoRV-UL34s272 rev TTTGATATCTTAGCCAGCACCAACCA

8 EcoRV-UL34s269 rev TTTGATATCTTAAACCACCCACCAAAT

9 EcoRV-UL34s263 rev TTTGATATCTTAGGCCCCCAGGACCAGT
10 EcoRV-UL34s260 rev TTTGATATCTTAGACGAGTCCCGCCCGCC
11 EcoRV-UL34s256 rev GTGGATATCTTACGCCAAAACGA

12 HindlIll-Strep-UL34 for TTTAAGCTTATGGCTAGCTGGAGCCA

13 Agel-UL341.251 rev TTTAACCGGTGGGCCAATCCGTAG

14 Agel-UL50tail for TTACCGGTTTTTGCGACTCTGGGC

15 EcoRV-UL50tail rev TTTGATATCTCAGTCGCGGTGTGC

16 Agel-BFRF1tail for TTACCGGTTGCACGGGTGCTGG

17 EcoRV-BFRF1tail rev TATGATATCTCAGGTCCACCTCAG

18 Agel-UL56tail for CCACCGGTGGTGGTGTGGCGC
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Nr. Name Sequenz (5°—3°)

19 EcoRV-UL56tail rev TTTGATATCTAAGAGTCACTTTAAAATTT
20 Agel-US9tail for TTACCGGTTATCGCCTGTCTCCTC

21 EcoRV-US9tail rev TTTGATATCTTAGCGGAGCAGCCA

22 Agel-Bcl2tail for TTACCGGTTACTCTGCTCAGTTTGG

23 EcoRV-Bcl2tail rev TTTGTGATGGATATCTGCAGAATTC

24 Agel-Vamp2tail for TTACCGGTTATGATGATCATCTTGGG
25 EcoRV-Vamp2tail rev TATGATATCGAAACAGCCTATACAGC

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen

3.1.7.3. Oligonukleotide fur die Herstellung von Klonierungsvektoren

Tabelle 3.5: Verwendete Oligonukleotide fur die Herstellung von Klonierungsvektoren

Nr. Name Sequenz (5°—3)

26 Xbal-UL34-BAC for TCCCAGACCCTGGAGAGTCTAGA

27 HindllI-UL34-BAC rev ATAAAGCTTAGTTTCGAACCGTCGAA

28 Ncol-UL34 for TATACCATGGCGGGACTGGGCAA

29 Sfcl-UL34s269 rev TAATCTATAGCTAAACCACCCACCAAAT

30 Sfcl-UL34s267 rev AATACTATAGCTACCACCAAATAGCG

31 Sfcl-UL34s265 rev AATACTATAGCTAAATAGCGGCCC

32 Sfcl-UL34s251 rev AATACTATAGCTAGGGGGGGCCAATCCGTAG

33 Sfcl-UL50tail rev TATACTATAGCTAGTCGCGGTGTGCG

34 Sfcl-BFRF1tail rev TATACTATAGCTAGGTCCACCTCAGAA

35 Sfcl-UL56tall rev TATACTATAGCTACCGCCACAGGAATAC

36 Sfcl-US9tail rev TATACTATAGCTAGCGGAGCAGCCACA

37 Sfcl-Bcl2tail rev TATACTATAGCTACTTGTGGCCCAGATA

38 Sfcl-Vamp2tail rev TTACCTATAGCTAAGTGCTGAAGTAAACG

39 Sfcl-prelaminAtail rev | GTTCGGGGGCTGGAGTTGCCCAGGAGGTAGGAGCGGGGGGGGC
CAATCCGTAGGTG

40 Sfcl-prelaminAtail rev Il TATACTATAGTTACATGATGCTGCAATTCTGGGGGCTCTGGGTTCG
GGGGCTGGAGTTG

41 Spel-UL34A236-251 for TATAACTAGTTTTGGCGGCGGGAC

42 Spel-UL34A236-251 rev TATAACTAGTGCCGGGCGGGAGGGC

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen

3.1.7.4. Oligonukleotide fir die zielgerichtete Mutagenese

Tabelle 3.6: Verwendete Oligonukleotide fur die zielgerichtete Mutagenese

Nr. Name Sequenz (5°—3)

43 UL34s267 for GCCGCTATTTGGTGGTAGGTTGGTGCTGGCGCG

44 UL34s267 rev CGCGCCAGCACCAACCTACCACCAAATAGCGGC

45 UL34s265 for CTGGGGGCCGCTATTTAGTGGGTGGTTGGTGCT

46 UL34s265 rev AGCACCAACCACCCACTAAATAGCGGCCCCCAG

47 Sfcl-UL34 BAC for GCTGGCGCGCGCCTATAGAAAAGGACGCAC

48 Sfcl-UL34 BAC rev GTGCGTCCTTTTCTATAGGCGCGCGCCAGC

49 UL34NLSmt for CGCCGAGCAGGCTATTACCCGTAACAACAACACCCGGLCGGTCCC
GGGG

50 UL34NLSmt rev CCCCGGGACCGCCGGGTGTTGTITGTITACGGGTAATAGCCTGCTC
GGCG

51 UL31NLSmt_1 for CCCTATCACGGCAAGGAGAACGCGGCGTCGCGCTCCTCTGCG

52 UL3INLSmt_1 rev CGCAGAGGAGCGCGACGCCGCGTITCTCCTTGCCCTGATAGGG

53 UL3INLSmt_2 for CTCTGGGCGTGGTGAATGCGGCCTCCGCGAAGAGCCTGLCCG L
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Nr. Name Sequenz (5°—3°)
54 UL31NLSmt_2 rev GGCGGCAGGCTCTTCGCGGAGGCCGCATTCACCACGCCCAGAG
Punktmutationen sind unterstrichen

3.1.7.5. Oligonukleotide fur die BAC-Mutagenese

Tabelle 3.7: Verwendete Oligonukleotide fur die BAC-Mutagenese

Nr. Name Sequenz (5°—3°)

55 H5-UL34/gk GAACCCTTTGGTGGGTTTACGCGGGCACGCACGCTCCCATCGCG
GGCGCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCA

56 H3-UL34/gk GCGAAGGCGTCCGGAACGCACTGGCGATTAGGGCGGCGGTGCGT
CCTTTTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC

57 H5-UL31/gk CGGAGGAAACTCGTCGAATGTTGCATAGAGCCTTTGATACTCTAG
CATGACCTGTTGACAATTAATCATCGGCA

58 H3-UL31/gk CTCGATCTCGCTCCTGTCCCTGGAGCACACCCTGTGTACCTATGT
ATGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC

59 H3-UL31/gk-revertant CTCGATCTCGCTCCTGTCCCTGGAGCACACCCTGTGTACCTACGT
ATGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC

60 UL31INLSmt for CTACGGCGGAGGAAACTCGTCGAATGTTGCATAGAGCCTTTGATA
CTCTAGCATG

61 UL31INLSmt rev CTTAGACGCCACTCGATCTCGCTCCTGTCCCTGGAGCACACCCTG
TGTACCTATGTATGACACAGACCCCCATC

62 SV40NLS-UL31mt rev GACGCCACTCGATCTCGCTCCTGTCCCTGGAGCACACCCTGTGTA

CCTacgtatgaATGCCAAAAAAGAAGAGAAAG

63 UL31NLSmt-revertant rev CTCGATCTCGCTCCTGTCCCTGGAGCACACCCTGTGTACCTacgtatg
aATGTATGACACCGACCCC

64 BAC-UL34-Sequenzierung GACCGGAGGTCGGGAAG
65 BAC-UL31-Sequenzierung GACGTATCAGGTATTTGTACCAAAGCC

Homologien zur galK-kan Selektionskassette sind unterstrichen
Homologien zur SV40 NLS Sequenz sind hervorgehoben
Punktmutationen sind durch kursive Buchstaben gekennzeichnet
Duplizierte Sequenzen sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet

3.1.7.6. Oligonukleotide fur die Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien

Tabelle 3.8: Verwendete Oligonukleotide fur die Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien

Name Sequenz (5‘—3°)

HSV-1 Primer 1 ACGTTCACCAAGCTGCTGCT

HSV-1 Primer 2 CACGCCCTTGATGAGCATCTT

HSV-1 Sonde FAM-CGCCAAGAAAAAGTACATCGGCGTCATCT-TAMRA

5'-FAM = 5-Carboxyfluorescein, 3*-TAMRA = 5-carboxytetramethylrhodamine

3.1.7.7. Oligonukleotide fur die Quantifizierung von Transkripten (TagMan)

Tabelle 3.9: Verwendete Oligonukleotide fur die Quantifizierung von Transkripten (TagMan)

Name Sequenz (5‘—>3) TagMan Sonde
(Roche Mouse Library)
RT_HPRT1 for TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
- Mouse #54
RT_HPRT1 rev CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
RT_ICPO for ACCACCATGACGACGACTC
Mouse #43
RT_ICPO rev AGCCCCGTCTCGAACAGT
RT_ICP27 for TCCGACAGCGATCTGGAC
- Mouse #43
RT_ICP27 rev TCCGACGAGGAACACTCC
RT_gB for GTCAGCACCTTCATCGACCT Mouse #7
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Name Sequenz (5°—3) TagMan Sonde
(Roche Mouse Library)
RT_gB rev CAGGGGGACAAACTCGTG
RT_UL34 for TCTTAAGCACCTACGGATTGG
Mouse #47
RT_UL34 rev ACCAACCACCCACCAAATAG
RT_VPS5 for AGCCTGTACGACGTCGAGTT
- Mouse #2
RT_VP5 rev ACGAGCGACAGGGTGTTG

3.1.7.8. siRNA-Oligonukleotide

Alle verwendeten RNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Dharmacon synthetisiert.

Tabelle 3.10: Verwendete siRNA-Oligonukleotide

Name Sequenz (5°—>3)

Asnal_ 1 GAUCAGCCCUUUCAUCUCA
Asnal_2 GCGUAUGCAUUGCUGAGUU
Asnal_3 GAACUUCUCGGUGGUGGUA
Asnal_4 CAGGAGGCCAUGAGCGCAU
ctrl UUCUCCGAACGUGUCACGU
PLSCR1_1 CUACCAAAGUUUACAAUUC
PLSCR1_2 UUACAGACGCUGAUAACUU
PLSCR1_3 CUUUAGACCUUGAUGUUAA
PLSCR1_4 ACUGAUUGCUGUACCCGAA

3.1.8. Plasmide

3.1.8.1. Gateway®-kompatible Leervektoren

Tabelle 3.11: Verwendete Gateway®-kompatible Leervektoren

Vektor Charakteristika

Herkunft

pDONR207 entry Vektor
pGBKT7-DEST Zielvektor, enthalt BD fur Hefe-2-Hybrid-System

pGADT7-DEST Zielvektor, enthalt AD fur Hefe-2-Hybrid-System

pCR3-N-c-myc Zielvektor, eukaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalem
c-myc-tag

pPTREX Zielvektor, eukaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalem
Protein A-tag zur Verwendung im modifizierten LUMIER Assay

pcDNA3-Rluc Zielvektor, eukaryotischer Expressionsvektor mit N-terminaler
Renilla Luciferase zur Verwendung im modifizierten LUMIER
Assay

Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences Clontech,
Heidelberg

BD Biosciences Clontech,
Heidelberg
A. Baiker, Miinchen

M. Kogl, Heidelberg

M. Kogl, Heidelberg

3.1.8.2. Gateway®-kompatible Vektorkonstrukte

Tabelle 3.12: Verwendete Gateway®-kompatible Vektorkonstrukte

Vektor Insert Herkunft
pDONR223-Asnal (*1) humanes Asnal (As. 1-349) MGC-Kollektion
pDONR221-PLSCR1 (*1, 3, 4, 5) humanes PLSCR1 (As. 1-319) M. Kogl, Heidelberg
pDONR223-PLSCR3 (*1) humanes PLSCR3 (As. 1-296) MGC-Kollektion
pDONR223-PLSCR4 (*1) humanes PLSCR4 (As. 1-240) MGC-Kaollektion
pPDONR207-PLSCR1 1.285 (*1) humanes PLSCR1 (As. 1-288) diese Studie
pDONR207-PLSCR1 1.105 (*1) humanes PLSCR1 (As. 1-105) diese Studie
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Vektor

Insert

Herkunft

PDONR207-PLSCR1 106288 (*1)
pDONR207-Importin a 1 (*2)
pDONR207-Importin a 3 (*2)
pDONR207-Importin a 6 (*2)
pDONR207-UL34 VL (*2)
pDONR207-UL34 A (*1,2,4,5)
pDONR207-UL34 1 203 (*2)
pDONR207-UL34 1.147 (*2)
pDONR207-UL34 51-180 (*2)
pPDONR207-UL34 75.180 (*2)
pDNOR207-UL31 VL (*1,2,3,4,5)
pDNOR207-UL31 NLSmt 1 (*1)
pDNOR207-UL31 NLSmt 2 (*1)
pDNOR207-UL31 NLSmt 3 (*1)
pDONR207-UL43 VL (*3)
pDONR207-UL43 B (*2,4,5)
PDONR207-UL45 VL (*2)
pPDONR207-UL56 VL (*2,3)
pDONR207-Us9 VL (*2,3)
pDONR207-VZVOrf27 VL (*2)
pDONR207-VZVOrf24 ATMD (*2)
pPDONR207-VZVOrf15 VL (*2)
pPDONR207-VZVOrf15 N (*2)
pDONR207-VZVOrfl5 F (*2)
pDONR207-M50 ATMD (*2)
PDONR207-M53 VL (*2)
pPDONR207-BFLF2 VL (*2)
pDONR207-BFRF1 ATMD (*2)
pDONR207-KSHVOIrf67 VL (*2)
pDONR207- KSHVOIf69 VL (*2)

humanes PLSCR1 (As. 106-288)
humanes Importin a 1 (As. 1-529)
humanes Importin a 3 (As. 1-521)
humanes Importin a 6 (As. 1-539)
HSV-1 UL34 (As. 1-275)
HSV-1 UL34 (As. 1-252)

HSV-1 UL34 (As.
HSV-1 UL34 (As.
HSV-1 UL34 (As.
HSV-1 UL34 (As.

1-203)
1-147)
51-180)
75-180)

HSV-1 UL31 (As. 1-307)

HSV-1 UL31 (R21N, R22A, R23A)
HSV-1 UL31 (R37N, R38A, R41A)
HSV-1 UL31 (NLSmt 1 & 2))
HSV-1 UL43 (As. 1-434)

HSV-1 UL43 (As. 214-365)

HSV-1 UL45 (As. 1-173)

HSV-1 UL56 (As.1-235)

HSV-1 Us9 (As. 1-91)

VZV Orf 27 (As. 1-312)

VZV Orf 24 (As. 1-245)

VZV Orf 15 (As. 1-407)

VZV Orf 15 (As. 1-47)

VZV Orf 15 (As. 203-270)

MCMV M50 (As. 1-360)

MCMV M53 (As. 1-376)

EBV BFLF2 (As. 1-318)

EBV BFRF1 (As.1-317)

KSHV Orf 67 (As. 1-272)

KSHV Orf 69 (As. 1-303)

diese Studie

V. Raschbichler, Miinchen
V. Raschbichler, Miinchen
V. Raschbichler, Miinchen
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion

diese Studie

diese Studie

diese Studie
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion
Laborkollektion

(*1) LR-Reaktion in Hefevektor pPGADT7-DEST

(*2) LR-Reaktion in Hefevektor pGBKT7-DEST

(*3) LR-Reaktion in Expressionsvektor pCR3-N-c-myc
(*4) LR-Reaktion in Expressionsvektor pTREX

(*5) LR-Reaktion in Expressionsvektor pcDNA3-Rluc

3.1.8.3. Expressionsvektoren

Tabelle 3.13: Verwendete Expressionsvektoren

Nr.  Vektor Klonierungsstrategie Herkunft
1 pPEXPR-IBA5-UL34 (*) PCR: Oligos Nr.5/6, Template pHSV-1(17")lox diese Studie
(*1)
2 PEXPR-IBA5-UL34s272 (*) PCR: Oligos Nr.5/7, Template pHSV-1(17")lox diese Studie
(*1)
3 pEXPR-IBA5-UL34s269 (*) PCR: Oligos Nr.5/8, Template pHSV-1(17")lox diese Studie
(*1)
pPEXPR-IBA5-UL34s267 PCR: Oligos Nr.43/44, Template Nr.1 diese Studie
pEXPR-IBA5-UL34s265 PCR: Oligos Nr.45/46, Template Nr.1 diese Studie
pPEXPR-IBA5-UL34s263 (*) PCR: Oligos Nr.5/9, Template pHSV-1(17")lox diese Studie

(*1)
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Nr.  Vektor Klonierungsstrategie Herkunft

7 pPEXPR-IBA5-UL34s260 (*) PCR: Oligos Nr.5/10, Template pHSV-1(17")lox diese Studie
1)

8 pPEXPR-IBA5-UL34s256 (*) PCR: Oligos Nr.5/11, Template pHSV-1(17")lox diese Studie
1)

9 pcDNA3-StrepUL34-UL50tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie
Oligos Nr.14/15, Template pDONR207-UL50 (U.
Koszinowski) (*3)

10 pcDNA3-StrepUL34-BFRF1tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie
Oligos Nr.16/17, Template pGADT7-BFRF1
(Laborkollektion) (*3)

11 pcDNA3-StrepUL34-UL56tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie
Oligos Nr.18/19, Template pGBKT7-UL56
(Laborkollektion) (*3)

12 pcDNA3-StrepUL34-Us9tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie
Oligos Nr.20/21, Template pGBKT7-Us9
(Laborkollektion) (*3)

13 pcDNA3-StrepUL34-Bcl2tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie
Oligos Nr.22/23, Template pcDNA3-Bcl2
(C.volzing) (*3)

14 pcDNA3-StrepUL34-Vamp2tail (**) PCR: Oligos Nr.12/13, Template Nr.1 (*2); PCR:  diese Studie

Oligos Nr.24/25, Template pSFV1-Vamp2 (U.

Matti) (*3)

(*) Ligation (Xhol/EcoRV-geschnittener Vektor pEXPR-IBAS5, Insert: Xhol/EcoRV-geschnittenes Fragment (*1))

(**) Triple-Ligation (Hindlll/EcoRV-geschnittener Vektor pcDNAS3, Insert 1: Hindlll/Agel-geschnittenes
Fragment (*2) und Insert 2: Agel/EcoRV-geschnittenes Fragment (*3))

3.1.8.4. Klonierungsvektoren

Tabelle 3.14: Verwendete Klonierungsvektoren

Nr.  Vektor Klonierungsstrategie Herkunft
15 pBS-UL34-BAC PCR: Oligos Nr.26/27, Template pLoCMV-VP1/3  Laborkollektion
(C.H. Nagel)
16 pBS-UL34 BAC (Sfcl) PCR: Oligos Nr.47/48, Template Nr.15 diese Studie
17 pBS-UL34s269 (*) PCR: Oligos Nr.28/29, Template Nr.1 (*1) diese Studie
18 pBS-UL34s267 (*) PCR: Oligos Nr.28/30, Template Nr.1 (*1) diese Studie
19 pBS-UL34s265 (*) PCR: Oligos Nr.28/31, Template Nr.1 (*1) diese Studie
20 pBS-UL34s251 (*) PCR: Oligos Nr.28/32, Template Nr.1 (*1) diese Studie
21 pBS-UL34-UL50tail (*) PCR: Oligos Nr.28/33, Template Nr.9 (*1) diese Studie
22 pBS-UL34-BFRF1tail (*) PCR: Oligos Nr.28/34, Template Nr.10 (*1) diese Studie
23 pBS-UL34-UL56tail (*) PCR: Oligos Nr.28/35, Template Nr.11 (*1) diese Studie
24 pBS-UL34-USotail (*) PCR: Oligos Nr.28/36, Template Nr.12 (*1) diese Studie
25  pBS-UL34-Bcl2tail () PCR: Oligos Nr.28/37, Template Nr.13 diese Studie
26 pBS-UL34-Vamp?2tail (*) PCR: Oligos Nr.28/38, Template Nr.14 (*1) diese Studie
27 pBS-UL34-PrelaA (*) 1.PCR: Oligos Nr.28/39; 2.PCR: Oligos Nr.28/40, diese Studie
Template Nr.1 (*1)
28 pBS-UL34A236-251 (**) PCR: Oligos Nr.28/42, Template Nr.15 (*2); diese Studie
PCR: Oligos Nr.41/27, Template Nr.15 (*3)
29 pBS-UL34NLSmt PCR: Oligos Nr.49/50, Template Nr.15 diese Studie

(*) Triple-Ligation (Ncol/BstBI-geschnittener Vektor pBS-UL34-BAC, Insert 1: Ncol/Sfcl-geschnittenes Fragment
(*1) und Insert 2: 556 bp-Fragment erhalten aus Sfcl/BstBl-Verdau von pBS-UL34 BAC (Sfcl)

(**) Triple-Ligation (Ncol/BstBI-geschnittener Vektor pBS-UL34-BAC, Insert 1: Ncol/Spel-geschnittenes Fragment
(*2) und Insert 2: Spel/BstBI-geschnittenes Fragment (*3))
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3.1.8.5. HSV-1 BAC
Tabelle 3.15: Verwendete HSV-1 BAC

Nr. generierte BAC Mutante inseriertes Fragment Ausgangs-
BAC
30  pHSV-1(17")lox AUL34/gk galK-kan in UL34 Lokus (bp 1-825) (PCR: Oligos  pHSV-1(17")lox
Nr.55/56, Template pGPS-galK-kan (Z. Ruzsics))
31 pHSV-1(17")lox UL34 wt UL34 wt (Xbal/BstBI-Fragment von Template BAC-Nr.30
(rescue) Nr.16)
32 pHSV-1(17")lox UL34s269 UL34s269 (Xbal/BstBI-Fragment von Template BAC-Nr.30
Nr.17)
33 PHSV-1(17")lox UL34s267 UL34s267 (Xbal/BstBI-Fragment von Template BAC-Nr.30
Nr.18)
34 pHSV-1(17")lox UL34s265 UL34s265 (Xbal/BstBI-Fragment von Template BAC-Nr.30
Nr.19)
35 pHSV-1(17")lox UL34s251 UL34s251 (Xbal/BstBI-Fragment von Template BAC-Nr.30
Nr.29)
36 pHSV-1(17")lox UL34-UL50tail UL34-UL50tail (Xbal/BstBI-Fragment von BAC-Nr.30
(HCMV) Template Nr.21)
37 pHSV-1(17")lox UL34-BFRF1tail UL34-BFRF1tail (Xbal/BstBI-Fragment von BAC-Nr.30
(EBV) Template Nr.22)
38 pHSV-1(17")lox UL34-UL56tail UL34-UL56tail (Xbal/BstBI-Fragment von BAC-Nr.30
Template Nr.23)
p - 0x -Us9tai -Us9tai al/BstBI-Fragment von Template -Nr.
39 HSV-1(17")lox UL34-Us9tail UL34-Us9tail (Xbal/BstBI-F T | BAC-Nr.30
Nr.24)
p - 0x -Bcl2tai -Bcl2tai al/BstBI-Fragment von -Nr.
40 HSV-1(17")lox UL34-Bcl2tail UL34-Bcl2tail (Xbal/BstBI-F BAC-Nr.30
Template Nr.25)
p - 0x -Vamp2tai -Vamp2tai al/BstBI-Fragment von -Nr.
41 HSV-1(17")lox UL34-V 2tail  UL34-V 2tail (Xbal/BstBI-F BAC-Nr.30
Template Nr.26)
p - 0x -Prela -PrelaminAtai al/BstBl-Fragment von -Nr.
42 HSV-1(17")lox UL34-PrelaA UL34-PrelaminAtail (Xbal/BstBI-F BAC-Nr.30
Template Nr.27)
p - ox - - al/BstBI-Fragment von -Nr.
43 HSV-1(17")lox UL34A236-251  UL34A236-251 (Xbal/BstBI-F BAC-Nr.30
Template Nr.28)
44 pHSV-1(17")lox UL34NLSmt UL34NLSmt (Xbal/BstBI-Fragment von Template ~ BAC-Nr.30
Nr.29)
45 pHSV-1(17")lox AUL31/gk galK-kan in UL31 Lokus (bp 9-865) (PCR: Oligos  pHSV-1(17")lox
Nr.57/58, Template pGPS-galK-kan (Z. Ruzsics))
46 PHSV-1(17")lox UL31wt UL31wt (PCR: Oligos Nr.60/61, Template pHSV-  BAC-Nr.45
(rescue) 1(17%)lox)
47 pHSV-1(17")lox UL31NLSmt UL31INLSmt (PCR: Oligos Nr.60/61, Template BAC-Nr.45
pDNOR207-UL31NLSmt3)
48 pHSV-1(17")lox SVAONLS- SVA40NLS-UL31NLSmt (PCR: Oligos Nr.60/62, BAC-Nr.45
UL31INLSmt Template pCR3-N-c-myc-SV40NLS-UL31NLSmt
(V. Raschbichler))
49 pHSV-1(17")lox galK-kan in UL31NLSmt Lokus (PCR: Oligos BAC-Nr.47
AUL31NLSmt/gk Nr.57/58, Template pGPS-galK-kan (Z. Ruzsics))
50 pHSV-1(17")lox UL31NLSmt UL31wt (PCR: Oligos Nr.60/61, Template pHSV-  BAC-Nr.49
revertant 1(17M)lox)
51 pHSV-1(17")lox ASV40NLS- galK-kan in SV40NLS-UL31NLSmt Lokus (PCR: BAC-Nr.48
UL31NLSmt/gk Oligos Nr.57/59, Template pGPS-galK-kan (Z.
Ruzsics))
52 pHSV-1(17")lox SVAONLS- UL31wt (PCR: Oligos Nr.60/63, Template pHSV- ~ BAC-Nr.51
UL31NLSmt revertant 1(17%)lox)
53 pHSV-1(17")lox AUL31/gk- galK-kan in UL31 Lokus (bp 9-865) (PCR: BAC-Nr.44
UL34NLSmt Nr.57/58, Template pGPS-galK-kan (Z. Ruzsics))
54 pHSV-1(17")lox UL31NLSmt- UL31INLSmt (PCR: Oligos Nr.60/61, Template BAC-Nr.53

UL34NLSmt

pDNOR207-UL31NLSmt3)

42



MATERIAL UND METHODEN

3.1.9. Bakterienstamme

Tabelle 3.16: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz

DH5a F ¢80dlacZM15 (lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r k', Invitrogen, Karlsruhe, D
m k") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A’

DH10B FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 endA1  Invitrogen, Karlsruhe, D
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A" rpsL nupG

SW102 DH10B [Ac1857 (cro-hioA)<>Tet] AgalK gal” Warming et al., 2005

XL-1 blue endAl supE44 thi-1 hsdR17 gyrA96 relA1 lac [F’ proAB laclgZAM15  Stratagene, La Jolla,

Tn10 (Tetr)]

USA

3.1.10. Hefestamme

Tabelle 3.17: Verwendete Hefestamme

Stamm Genotyp Reporter  Transformations- Referenz
marker
AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, HIS3, trpl, leu2 Clontech,
his3-200, gal4A, gal804, LYS2::GAL1yas- ADE2, Mountain View,
GAL1l1ata-HIS3, GAL2yas-GAL2taTA- MEL1, lacZ USA
ADE2 URA3I:MELlUAs-MELlTATA-|aCZ,
MEL1
Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl- MEL1, lacZ trpl, leu2 Clontech,
901, leu2-3, 112, gal4A, gal804A, met-, Mountain View,
URA3ZZGALlUAs-GALlTATA-|aCZ MEL1 USA
3.1.11. Saugerzelllinien
Tabelle 3.18: Verwendete Saugerzelllinien
Zelllinie Herkunft Morphologie Referenz
HEK 293 humane embryonale Nierenzellen epithelial, Monolayer ATCC-Nr. CCL-1573
Hela humane Cervix-Karzinom-Zellen epithelial, Monolayer ATCC-Nr. CCL-2
Hep2 humane Larynx-Karzinom-Zellen epithelial, Monolayer ATCC-Nr. CCL-23
Vero Nierenzellen der griinen Meerkatze fibroblasten&hnlich, ATCC-Nr. CCL-81
(Cercopithecus aethiops) Monolayer
UL31-RSC Rabbit skin cell , welche UL31 epithelial, Monolayer (Liang et al., 2004)
konstitutiv exprimieren (Klon 7)
3.1.12. Viren
Tabelle 3.19: Verwendete Viren
Stamm Charakteristika Referenz
HSV-1 (F) Wildtyp-Virus B. Roizman, Chicago, USA
HSV-1 (179 Wildtyp-Virus, vollstdndig sequenziert (GenBank Nr. J. Subak-Sharpe,

NC_001806)
HSV-1 (17%)lox
Gene), oriL

HSV-1 (17")blueLox-
GFPVP26

AUL23, loxP-Stelle (aufgrund von Insertion der BAC-

AUL23, loxP-Stelle (aufgrund von Insertion der BAC-
Gene), , oriL’, lacZ, GFPVP26

Glasgow, UK

B. Sodeik, Hannover, D

(Nagel et al., 2008)

HSV-1 Virusmutanten, welche im Verlauf dieser Arbeit basierend auf dem HSV-1 (17+)lox

BAC hergestellt wurden, sind in Tabelle 3.15 zusammengefasst und in den Ergebnissen

beschrieben.
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3.2. Methoden

3.2.1. Bakterienkultur

3.2.1.1. Kultivierung von Bakterien

Escherichia coli (E. coli) Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten kultiviert.
Die Inkubation der E. coli Stdamme DH5a und XL-1 blue erfolgte aerob bei 37°C und, im Fall
von Flussigkulturen, unter konstantem Schiitteln. Die E. coli Stdmme DH10B und SW102
wurden bei 32°C kultiviert.

LB-Medium (1 I): 10g Bacto Trypton
59 Bacto Hefeextrakt
49 NaCl
LB-Agar: LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar-Agar

Abh&ngig von den Selektionsgenen der Plasmide wurden folgende Antibiotika zugesetzt:

Ampicillin 100 pg/ml
Chloramphenicol 25 pg/mi
Gentamycin 15 pg/ml
Kanamycin 50 pg/mi
Spectinomycin 50 pg/ml

Fur die Herstellung von Glyzerin-Dauerkulturen wurden 600 pl Ubernachtkultur mit 200 pl

Glyzerin (60%) versetzt und anschliel3end bei -80°C gelagert.

3.2.1.2. Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurde ein Einzelklon in 20 ml TYM-
Medium transferiert und bis zu einer optischen Dichte (ODgoonm) Von 0,8 bei 37°C inkubiert.
Die Bakterienkultur wurde mit 200 ml Medium verdinnt und wiederum bei einer Temperatur
von 37°C bis zu einer ODgyonm VON 0,8 inkubiert. Nach erneuter Verdinnung mit 400 ml TYM-
Medium wurde die Kultur bis zu einer ODggonm VONn 0,6 bei 37°C inkubiert und anschliel3end
auf Eiswasser abgekuhlt. Alle weiteren Schritte erfolgten bei 4°C. Die Bakterien wurden
zuerst in 50 ml Falcon-Réhrchen uberfuihrt und bei 2.500 x g fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 25 ml kaltem TfB I-Puffer resuspendiert. Nach
45-mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien bei 2.000 x g fur 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets schlieRlich in 25 ml kaltem TfB II-Puffer auf-
genommen, aliquotiert, kurz in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

TYM-Medium (11): 10 mM MgSO,
100 mM NaCl
209 Bacto Trypton

59 Bacto Hefeextrakt
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TfB |-Puffer: 30 mM KACc
50 mM MnCl,
100 mM KCI

10 mM CaCl
15% (v/v)  Glyzerin

TiB lI-Puffer: 10 mM MOPS, pH 7
75 mM CaCl
10 mM KCl

15% (v/iv)  Glyzerin

3.2.1.3. Transformation chemisch-kompetenter Bakterien

100 pl chemisch-kompetente Bakterien wurden mit 200-400 ng Plasmid-DNA oder einem
kompletten Ligations- bzw. Rekombinationsansatz gemischt und zunachst fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (1 min bei 42°C) wurde der Ansatz kurz auf Eis abgekuhlt
und in 500 pl frischem LB-Medium fur 1 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Bakterien auf die entsprechenden LB-Agarplatten mit dem geeigneten Antibiotikum
ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

3.2.1.4. Herstellung elektro- und rekombinations-kompetenter Bakterien

Fir die Herstellung elektro-kompetenter E. coli SW102 Bakterien wurden 200 ml LB-Medium
mit 2 ml einer 5 ml Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODggonm VON 0,5 bei 32°C unter
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien kurz auf Eis abgekihlt, in 50 ml
Falcon-Rohrchen tberfiihrt und mit 3.500 x g bei 4°C fir 5 min pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets in 50 ml eiskaltem, autoklaviertem Wasser resuspendiert
und erneut bei 3.500 x g bei 4°C fir 5 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde einmal
wiederholt und zuletzt das Bakterienpellet in 100 ul eiskaltem Wasser aufgenommen und bis
zur Elektroporation auf Eis gehalten. Fir die Praparation rekombinations-kompetenter E. coli
SW102 Bakterien wurden nach Erreichen der gewlnschten ODggnm von 0,5 die im
bakteriellen Genom integrierten Rekombinationsgene durch eine 15-minltige Schiittel-
inkubation bei 42°C im Wasserbad zusatzlich aktiviert. Die weitere Préparation erfolgte wie

oben beschrieben.

3.2.1.5. Transformation elektro- und rekombinations-kompetenter Bakterien

Die zu transformierende DNA (200 ng) wurde mit 70 pl elektro- und rekombinations-
kompetenten Bakterien gemischt und in eine vorgekihlte 2 mm-Elektroporationskivette
Uberfuhrt. Die Elektroporation wurde bei 2500 V, 25 pF und 200 Q durchgefuhrt.
AnschlieRend wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium uUberfihrt, 1 h bei 32°C unter
Schitteln inkubiert und zur Selektion auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika

ausgestrichen und 24 h bei 32°C inkubiert.
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3.2.2. Hefekultur

3.2.2.1. Kultivierung von Hefen
Als Nahrmedium von Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) wurde YPD-Medium
verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 30°C auf Agarplatten oder im Schuttelinkubator.

YPD-Medium (11): 20g Trypton
10g Bacto Hefeextrakt
209 Glukose
YPD-Agar: YPD-Medium mit 3% (w/v) Agar-Agar

Dropout-Medien wurden fir die Selektion von Plasmid-tragenden Hefezellen und fir die

Uberprufung der Reportergenaktivitat verwendet.

SD-LW (1 1): 26,749 Minimal SD Base
0,649 -Leu/-Trp DO Supplement
SD-L(1D: 26,749 Minimal SD Base
0,649 -Leu/-Trp DO Supplement
20 mg L-Tryptophan
SD-W (1 D): 26,79 Minimal SD Base
0,649 -Leu/-Trp DO Supplement

100 mg L-Leucin

SD-LWH (1 D): 26,79 Minimal SD Base
0,649 -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
20 mg L-Adenin

Selektions-Agar: Dropout-Medium mit 3% (w/v) Agar-Agar

3.2.2.2. Herstellung chemisch-kompetenter Hefen
Jeweils 25 ml YPD-Medium wurden mit einer Vorkultur des gewilnschten Hefestamms auf
eine ODgoonm VON 0,1 inokuliert und bis zum Erreichen einer ODgyonm VOn 0,6 bei 30°C
inkubiert. Nach Uberfuhrung der Kultur in 50 ml Falconréhrchen wurden die Hefezellen in
einer Kuhlzentrifuge (5 min, 930 x g, 4°C) pelletiert, anschlieend in 12,5 ml SBEG-L6sung
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Hefepellet wurde in 500 ul SBEG-L6sung
aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.
SBEG-L8sung: 1M Sorbitol

10 mM Bicin

3% (v/v) Ethylenglycol
3.2.2.3. Transformation chemisch-kompetenter Hefen
Die zu transformierende DNA (1 pg) wurde mit 100 pl chemisch-kompetenten Hefezellen des

gewiinschten Stamms gemischt und nach Zugabe von 750 pl PEG/Bicin-Loésung 1 h bei
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30°C inkubiert. Nach einem Hitzeschock (5 min bei 45°C) wurden die Zellen fiir 5 min bei
2.700 x g pelletiert, mit 1 ml NB-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Zuletzt wurden
800 ul des Uberstandes verworfen, die Hefezellen im restlichen NB-Puffer resuspendiert, auf
Selektions-Agarplatten mit entsprechendem Dropout-Medium ausgestrichen und 3 Tage bei
30°C inkubiert.

PEG/Bicin-Lésung:  40% (w/v) PEG 1000
200 mM Bicin, pH 8,35

NB-Puffer: 150 mM NacCl
10 mM Bicin, pH 8,35

3.2.3. Zellkultur

3.2.3.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Hela, Hep2 sowie Vero und UL31-RSC Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM) bei 37°C und 5% CO, in feuchter Atmosphare kultiviert. Supplementiert wurde das
Medium mit 10% fétalem Kalberserum (fetal calf serum, FCS), 100 U/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptomycin. Zum Passagieren der konfluenten Zellkulturen wurde das Medium
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit 1x Trypsin/EDTA (0,5%) abgel6st,

in frischem Medium resuspendiert und auf neue Zellkulturschalen verteilt.

3.2.3.2. Dauerkultur eukaryotischer Zellen

Fur die Kryo-Konservierung wurden die Zellen einer konfluenten 10 cm-Zellkulturschale
zuerst bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert und das Pellet in 0,5 ml eiskaltem DMEM mit 40%
FCS resuspendiert. Als nachstes wurde unter leichtem Schwenken tropfenweise 0,5 ml
DMEM mit 20% DMSO zugegeben und die Zellen sofort in ein eisgekuhltes Kryo-R6hrchen
Uberfihrt und bei -80°C fur 24 h zwischengelagert. Die Lagerung der Saugerzellen tber
einen langeren Zeitraum erfolgte in Flussigstickstoff. Zum Auftauen wurde die tiefgefrorene
Zellsuspension in einem 37°C warmen Wasserbad unter leichtem Schwenken erwarmt,
einmal mit dem 10-fachen Volumen Kulturmedium gewaschen und anschlieBend in 10 ml

Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturschale tUberfihrt.

3.2.3.3. Transfektion eukaryotischer Zellen

3.2.3.3.1. Transfektion von Plasmid bzw. BAC DNA
Fur die Transfektion von Hela und Hep2 Zellen mit Plasmid DNA wurde das Effectene

Transfektionsreagenz (Qiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Transfektion
von Vero Zellen mit BAC DNA wurde Lipofectamin 2000 (Invitrogen) ebenfalls hach Angaben
des Herstellers benutzt. Im Fall einer Rekonstitution von rekombinanten Viren aus BAC DNA
wurden Vero Zellen in 6-well Platten bis zum Auftreten von Plaques - hervorgerufen durch

das replizierende Virus - kultiviert. Bei vollstindigem zytopathischem Effekt (cytopathic

47



MATERIAL UND METHODEN

effect, CPE) wurde der Uberstand (Passage 1, P1) in ein Kryo-Roéhrchen uberfiihrt,
Zelltrimmer fur 10 min mit 850 x g abzentrifugiert und bei -80°C zunachst gelagert. Die
Virussuspension wurde fur die Infektion von neuen Zellen benutzt.

3.2.3.3.2. Transfektion von siRNA

Durch die Transfektion von Saugerzellen mit kurzen, chemisch synthetisierten dsRNA-
Molekilen (small interfering RNA, siRNA) kann durch RNA Interferenz die Expression von
spezifischen Zielgenen verringert werden (Silencing). Dabei wird die SiRNA in den
Proteinkomplex RISC (RNA induced silencing complex) eingebaut, der dadurch
komplementéar an die Ziel-mRNA bindet und nach mehreren Schritten diese entwindet und
spaltet. Die Folge ist schlieBlich der Abbau der mRNA des Zielgens. Zum Silencing von
PLSCR1 bzw. Asnal wurden jeweils vier verschiedene 19 Nukleotid lange doppelstrangige
siRNA von der Firma Dharmacon chemisch synthetisiert und diese in gleichen Mengen
gemischt (SMARTpool). Parallel zum spezifischen siRNA Pool wurde eine Kontroll- (ctrl-)
siRNA verwendet, die keine komplementare Zielsequenz im Hela-Genom besitzt. Die
Transfektion von siRNA wurde in der Regel mit Hela Zellen in 12-well Platten durchgefihrt.
Zur Bildung der Transfektionskomplexe wurde zuerst separat 1 pl der siRNA (entspricht 20
nM) in 150 pl HBSS und 1,5 pl DharmaFECT 1 Transfektionsreagenz (Dharmacon) in 150 pl
HBSS verdinnt, anschlieBend in einer 12-well Vertiefung gemischt und 20 min bei RT
zusammen inkubiert. Zwischenzeitlich wurden Hela Zellen in DMEM/F12 (1:1) mit 5% FCS
zu einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml aufgenommen und davon am Ende 700 pl pro
12-well Vertiefung zu den Transfektionskomplexen gegeben und unter Standardbedingungen
48 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen je nach Fragestellung weiter behandelt
(unbehandelt, Plasmid Transfektion, HSV-1 Infektion). Fir Immunfluoreszenz-Analysen
wurden zusatzlich Deckglaschen ausgelegt. Ebenso wurden 48 h nach siRNA-Behandlung
Zelllysate hergestellt, um den Silencing Erfolg mittels SDS-PAGE und Immunoblot
Uberprifen zu konnen. Die Transfektion von siRNA in 6-well Platten wurde analog
durchgefiuihrt, wobei die einzusetzenden Mengen von siRNA, Transfektionsreagenz, Medien

und Zellen im Verhéltnis zu der groReren Zellkulturflache pro Vertiefung berechnet wurden.

3.2.4. Virologische Methoden

3.2.4.1. Herstellung von Virusstocks

Zur Praparation von Virusstocks wurden subkonfluente Vero Zellen in 15 cm-
Zellkulturschalen mit der jeweiligen Virussuspension und einer MOI von 0,02 infiziert. Die
Zellen wurden bis zum Erreichen eines fast vollstandigen CPE inkubiert (3-4 Tage) und
anschlieRend der Uberstand geerntet, bei -80°C gefroren und erneut aufgetaut. Dies diente

dazu, die noch vorhandenen Zellen aufzubrechen und zusatzlich intrazellulare Viruspartikel
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Zu gewinnen. Zuletzt wurden Zelltrimmer fir 10 min mit 850 x g sedimentiert, der

virushaltige Uberstand abschlieRend in Kryo-Réhrchen tberfiihrt und bei -80°C gelagert.

3.2.4.2. Virusinfektion eukaryotischer Zellen

Wenn nicht anders beschrieben, wurden subkonfluente Kulturen der entsprechenden Zellen
mit dem gewinschten HSV-1 Virus inokuliert bzw. zur Kontrolle mit virusfreiem Medium
versetzt (mock) und 1h bei 37°C und 5% CO, unter gelegentlichem Bewegen inkubiert.
AnschlieBend wurde das Infektionsmedium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen, um alle nicht-adsorbierten Viruspartikel zu entfernen und mit frischem Zellkultur-
medium bis zur weiteren Analyse unter Standardbedingungen inkubiert. Das Maf3 fur die
Anzahl der zur Infektion verwendeten infektiosen Viruspartikel ist die sogenannte multiplicity

of infection (MOI), welche die Zahl infektioser Partikel pro Zelle angibt.

3.2.4.3. Plaque Assay

Die Menge infektioser Viruspartikel in einer Probe wurde mit Hilfe des sogenannten Plaque
Assay bestimmt. Vero Zellen wurden in 24-well Platten mit 8 x 10* Zellen pro Vertiefung
ausgesat. Am folgenden Tag wurden die subkonfluenten Zellen mit 400 ul Virusinokulum
infiziert. Dazu wurde eine 10-fach Verdinnungsreihe der virushaltigen Probe in DMEM
hergestellt und in Triplikaten mit den Vero Zellen 1h unter Standardbedingungen inkubiert.
Nach Entfernen des Inokulums wurden die Zellen mit Methylcellulose-haltigem Medium
Uberschichtet und weiter inkubiert. Die Methylcellulose bewirkt, dass sich die Infektion
ausschlieB3lich von Zelle zu Zelle verbreitet und damit der resultierende Plaque auf jeweils
eine infizierte Zelle zurlckgeht. 3 Tage nach der Infektion wurden die Zellen mit
Kristallviolett-Losung fixiert und gleichzeitig gefarbt. SchlieBlich wurden die entstandenen
Plaques gezahlt und der Virustiter der Probe, welcher in plaque forming units (pfu) pro ml
angegeben wird, wie folgt berechnet:

Virustiter (pfu/ml) = Mittelwert Plaqueanzahl x Verdiinnungsfaktor / Inokulumvolumen

Methylcellulose-Medium (0,5 I): 3,759 Carboxymethylcellulose
25 ml FCS
50 ml 10x MEM
5ml L-Glutamin-Ldsung
2,5ml 100x Nicht-essentielle Aminoséauren (NEAA)
5ml 100x Penicillin/Streptomycin-Lésung
24,7 mi NaHCO; (7,5%)
Kristallviolett-L8sunq: 0,2% (w/v) Kristallviolett
11% (v/v) Formaldehyd
2% (v/v) Ethanol
2% (w/v) Paraformaldehyd
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3.2.4.4. Wachstumskinetik

Um die viralen Wachstumseigenschaften zu charakterisieren, wurden die entsprechenden
Zellen in 12-well Platten subkonfluent ausgesat und mit den entsprechenden Virusstocks und
einer MOI von 0,1 infiziert. Anschlielend wurde in regelméafigen Intervallen jeweils der
Kulturiberstand eines 12-wells (zur Bestimmung der gebildeten extrazellularen Viruspartikel)
sowie die infizierten Zellen in gleichem Volumen Medium (zur Bestimmung intrazellularer
Virionen) aufgenommen und bei -80°C tiefgefroren. Durch mehrmaliges Auftauen im
Wasserbad (37°C) und erneutes Einfrieren in Flussigstickstoff wurden die infizierten Zellen
aufgebrochen und somit die intrazellularen Viren freigesetzt. Vorhandene Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation fir 1 min mit 10.000 x g entfernt und schlieB3lich der Virustiter

von allen Proben mittels Plaque Assay (siehe Abschnitt 3.2.4.3) bestimmit.

3.2.4.5. Echtzeit-PCR-Quantifizierung von viralem Genom (realtime qPCR)

Virale DNA wurde aus 200 pl Probe von HSV-1 infizierten Zellen mit Hilfe des High Pure
Viral Nucleic Acid Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers in einem Volumen von 50 pl
extrahiert und mittels Echtzeit-PCR-Quantifizierung (realtime quantitative PCR) untersucht.
Die TagMan™-PCR wurde im ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) mit HSV-1 spezifischen Primern und Sonden durchgefuhrt und mit der ABI
Prism 7000 Software (Applied Biosystems) analysiert. Zusatzlich wurde ein HSV-1 Standard
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von der Klinischen Virologie, Max von Pettenkofer-
Institut, LMU Minchen) mitgefiihrt. Somit konnte aus der definierten Standardgerade die
Anzahl der viralen Genomkopien pro ml in den jeweiligen Proben unter Berlcksichtigung der

Verdinnungsfaktoren berechnet werden.

Reaktionsansatz: 5ul virale DNA
0,9 ul HSV-1 Primer 1
0,9 ul HSV-1 Primer 2
0,9 ul HSV1 Sonde
15 ul TagMan Gene Expression Master Mix
7,3 ul Ampuwa
TagMan™-PCR-Programm:  50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15s
60°C 1 min } o

3.2.4.6. Echtzeit-PCR-Quantifizierung von viralen RNA-Transkripten mittels
TagMan-PCR

Die Gesamt-RNA aus infizierten und siRNA-behandelten Hela Zellen eines 12-wells wurde
mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in einem Volumen von 20

pl RNAse-freiem Wasser isoliert. Die Umschreibung in cDNA erfolgte mittels SuperScript™ 11
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Reverse Transkriptase (Invitrogen) ebenfalls nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden
jeweils 1 pg RNA und 250 ng Hexanukleotid Random-Primer-Mix (Promega) eingesetzt. Die
Analyse der RNA-Transkripte erfolgte mittels Echtzeit-PCR-Quantifizierung. Mit Hilfe der
Software Assay Design Center (www.universalprobelibrary.com) der Firma Roche wurde
dabei fur jedes untersuchte Gen eine optimale Kombination aus Sonde und spezifischen
Oligonukleotiden entwickelt. Die verwendeten TagMan™-Sonden wurden aus der Universal
Probe Library (Roche) entnommen. Die TagMan™-PCR wurde im ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) mit den folgenden Parametern durchgefiihrt:

Reaktionsansatz: 5l cDNA
2ul 10uM RT_Primer for
2ul 10puM RT_Primer rev

0,25 pl TagMan Sonde

12,5 pl TagMan Universal Master Mix
0,5 ul ROX Referenzfarbstoff

7,75 pl Ampuwa

TagMan™-PCR-Programm:  94°C 12 min
95°C 20s
] 45 x
60°C 1 min

Das Fluoreszenzsignal wurde dabei nach jedem Zyklus gemessen. Die Analyse der Daten
erfolgte mit der ABI Prism 7000 Software (Applied Biosystems), indem fir jede Reaktion ein
C-Wert berechnet wurde. Um die Transkriptmenge eines gegebenen Gens in
unterschiedlichen Bedingungen vergleichen zu koénnen, wurde pro C-Wert von einer
Verdopplung der Transkriptmenge ausgegangen. Der Mengenfaktor x kann demnach durch

2 -ACt

die Formel x = angenahert werden.

3.2.5. Molekularbiologische Methoden

3.2.5.1. Praparation von Plasmid DNA (Mini-Prap.)

Plasmid DNA aus E. coli Bakterien wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach
der Anleitung des Herstellers isoliert. Die DNA Isolierung basiert dabei auf der alkalischen
Lyse der Bakterien, gefolgt von Bindung, Reinigung und Elution der DNA an einer Silica-
Matrix.

3.2.5.2. Praparation von BAC DNA (BAC Mini-Prap.)

Zur Isolierung von BAC DNA (low-copy Plasmide) aus Bakterien wurde eine 10 ml
Ubernachtkultur zuerst mit 2600 x g bei RT fur 15 min pelletiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet in 300 pl Resuspensionspuffer resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefald
Uberfuihrt. Nach Zugabe von 300 pl Lysepuffer wurde die Suspension durch mehrfaches

Invertieren vorsichtig gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Als n&chstes wurden 300 pl

51



MATERIAL UND METHODEN

Neutralisationspuffer hinzugefiigt, erneut gemischt und weitere 3 min bei RT inkubiert.
Danach wurde 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert und der DNA-haltige Uberstand in ein neues
2 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und mit 1 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Roth) durch
50 x Schwenken gemischt. Die Proben wurden fir 5 min, 20.000 x g bei RT zentrifugiert. Die
obere (wassrige) Phase wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und die DNA
durch Zugabe von 1 ml Isopropanol gefallt und anschlieend fir 10 min, 20.000 x g bei RT
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA Pellet mit 1 ml 70% Ethanol
gewaschen, erneut fur 10 min, 20.000 x g und RT pelletiert, luftgetrocknet, in 100 pl TE-
Puffer aufgenommen und 15 min bei 37°C geldst. Die so erhaltene BAC DNA war
ausreichend fur zwei Restriktionsanalysen. Alle verwendeten Puffer wurden dem QIlAprep

Spin Miniprep Kit (Qiagen) enthommen.

3.2.5.3. Praparation von Plasmid und BAC DNA (Midi-Pr&p.)

Die Midi-Praparation von Plasmid DNA und BAC DNA aus Bakterien erfolgte mit dem
NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) aus einer 250 ml Ubernachtkultur entsprechend
den Angaben des Herstellers fir die Isolierung von high copy Plasmiden. Die isolierte
Plasmid DNA wurde in 500 pl TE-Puffer, die isolierte BAC DNA in 100 pl TE-Puffer

aufgenommen.

3.2.5.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit der isolierten DNA wurde mit Hilfe eines Nanodrop ND-1000
Spektrophotometers (Peglab) bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde dabei die
optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen, bei welcher das
Absorptionsmaximum von DNA und RNA liegt. Da Proteine ein Absorptionsmaximum bei
280 nm aufweisen, konnte mit Hilfe des Quotienten OD,s/ODsg die Reinheit der
Nukleinsduren bestimmt werden. Dabei entspricht 1 ODy 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml
RNA, wahrend der optimale Reinheitsquotient bei 1,8 liegt.

3.2.5.5. Restriktionsanalyse von DNA

Sequenzspezifische Spaltung von DNA zur Klonierung von DNA-Konstrukten oder zu
analytischen Zwecken wurde mittels Restriktionsendonukleasen nach Herstellerangaben
durchgefihrt. In der Regel wurden ca. 1,5 yg Plasmid DNA bei der empfohlenen Temperatur
mit 5 U Enzym 2 h lang verdaut und anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese in
einem 1% TAE-Agarosegel aufgetrennt. Fur die Restriktionsanalyse von BAC DNA wurde
ca. 2 uyg BAC DNA mit 20 U Enzym versetzt und mindestens 4 h inkubiert. Der Restriktions-

ansatz wurde anschliel3end in einem 0,8% TBE-Agarosegel aufgetrennt.
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3.2.5.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die gezielte Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit der Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR). Dazu wurde das HotStar High Fidelity Polymerase Kit
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers benutzt. Nach Auftrennung mittels Agarose-
Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.2.5.8) wurde das gewiinschte DNA-Fragment aus dem
Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.5.9).

3.2.5.7. Zielgerichtete Mutagenese

Zur Einfihrung von zielgerichteten Punktmutationen oder dem Austausch weniger Basen-
paaren in Plasmiden wurde das Quikchange Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach
Herstellerangaben verwendet. Fur den Entwurf der Primer wurden die Angaben des
Herstellers bericksichtigt. Die Transformation nach der Mutagenese erfolgte in hoch-
kompetente XL-1 blue Bakterien (Stratagene).

3.2.5.8. Agarose-Gelelektrophorese

Die Molekulargewicht-abhangige Auftrennung von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurde
mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. In der Regel wurde dazu ein
1% TAE-Agarosegel mit 0,25 ug/ml Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden mit
der entsprechenden Menge eines 6 x DNA-Ladepuffers (Fermentas) gemischt und elektro-
phoretisch (1 x TAE-Puffer, 120 V, ca. 1 h) aufgetrennt. Die Analyse von BAC DNA erfolgte
mit einem 0,8% TBE-Agarosegel (1 x TBE-Puffer, 70 V, ca. 18 h). Zum Grdlenvergleich
wurde ein Molekulargewichtsstandard (Fermantas) benutzt. Die Visualisierung der mit

Ethidiumbromid gefarbten DNA erfolgte mittels UV-Anregung (Wellenldnge A=302 nm).

1 x TAE-Puffer (1 D): 4849 Tris

1,14 ml Essigsaure

2 mi 0,5M EDTApH 8
1 x TBE-Puffer (1 I): 10,89 Tris

559 Borsaure

4 ml 0,5M EDTApH 8

3.2.5.9. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Fir die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, wie z.B. nach Restriktions-
verdau oder PCR, wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) verwendet. Hierfur
wurden die entsprechenden Banden aus einem praparativen Agarosegel unter UV-Anregung
(A=302 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten und nach Anleitung des Herstellers aus dem
Gel aufgereinigt. Die Elution erfolgte in einem Volumen von 30 pl. Die Aufreinigung von
PCR-Produkten, die anschlieBend fir die BAC Mutagenese verwendet wurden, erfolgte
mittels QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben.
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3.2.5.10. 5*-Dephosphorylierungsreaktion

Bei der Spaltung eines Vektors durch eine einzelne Restriktionsendonuklease entstehen
zwei kompatible Enden, welche wieder miteinander ligieren konnen. Um diese Religation zu
verhindern, wurden die 5-Enden der linearisierten DNA mit der Antarktischen Phosphatase
(NEB) nach Angaben des Herstellers dephosphoryliert. Hierzu wurde der gesamte
Restriktionsansatz in 10 x Reaktionspuffer der Antarktischen Phosphatase mit 5 U Enzym
versetzt und 1h bei 37°C inkubiert. Fir die anschlieRende Reinigung des Vektors wurde der
Reaktionsansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Agarosegel aufgereinigt
(siehe Abschnitte 3.2.5.8 und 3.2.5.9).

3.2.5.11. Ligation

Fir die Insertion von DNA-Fragmenten (Insert) in einen Vektor wurde die T4 DNA Ligase des
Quick Ligation Kits (NEB) nach Angaben des Herstellers verwendet, wobei fir den
Ligationsansatz dreimal mehr Insert als Vektor DNA eingesetzt wurde. Anschlielend wurde
der komplette Ligationsansatz in chemisch-kompetente DH5a Bakterien transformiert (siehe
Abschnitt 3.2.1.3).

3.2.5.12. Rekombinationsklonierung (Gateway® Klonierung)

Das Gateway®-System (Invitrogen) beruht auf dem Mechanismus von A-Bakteriophagen,
sich mittels Rekombination sequenz-spezifisch ins Wirtsgenom zu integrieren. DNA-
Fragmente (Insert), welche mit den entsprechenden Rekombinationssequenzen (attachment
sites, attB1 und attB2) flankiert wurden, konnten mit Hilfe des BP-Clonase Mix (Invitrogen) in
sogenannte entry Vektoren (z.B pDONR207) rekombiniert werden. Ausgehend von diesem
Vektor konnte das Insert mit den Enzymen des LR-Clonase Mix (Invitrogen) in jeden
beliebigen Zielvektor (DEST-Vektor), welcher ebenfalls spezifische Rekombinations-
sequenzen enthalt, inseriert werden. Die Selektion erfolgt iber ein toxisches Selbstmordgen
(ccdB-Domane) im jeweiligen Zielvektor, welches bei erfolgreicher Rekombination durch das
gewinschte Insert ersetzt wird und so erst das Wachstum von transformierten DH5a-Zellen

ermoglicht. Die Klonierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.2.5.13. Sequenzierung von DNA

Die Klonierung von DNA-Konstrukten wurde durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit
Uberprift. Plasmid DNA wurde von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, D) sequenziert
sowie BAC DNA von der Firma Sequiserve (Vaterstetten, D). Die erhaltenen Sequenzen

wurden mit Hilfe der ApE A Plasmid Editor Software analysiert.
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3.2.6. BAC Mutagenese

Die BAC Mutagenese ermdglicht eine schnelle Manipulation des herpesviralen Genoms in
Bakterien, dabei kdnnen bereits etablierte und effiziente Methoden der Bakteriengenetik zu
Nutze gemacht werden. B. Sodeik und Mitarbeiter klonierten das Genom des vollstandig
sequenzierten HSV1 Stamm 17" als bacterial artificial chromosome (BAC) in E. coli (Nagel et
al., 2008). Dafur wurden die bakteriellen Gene der BAC Kassette zusammen mit einer
eukaryotischen Cre-Rekombinase in das Gen fir die Thymidinkinase UL23 integriert,
welches in Zellkultur nicht essentiell ist, und mit Erkennungsstellen fiir die Cre-Rekombinase
(loxP-Stellen) flankiert. Nach Transfektion des HSV-1(17")lox BAC in eukaryotische Zellen
(siehe Abschnitt 3.2.3.3.1) erfolgt die Transkription der Cre-Rekombinase, wodurch die BAC

Kassette unter Verbleib einer loxP-Stelle aus dem Genom herausgeschnitten wird.

3.2.6.1. BAC Mutagenese mittels galK-kan Selektion

Die spezifische und zielgerichtete Manipulation von Genen des HSV-1(17")lox BAC erfolgte
durch homologe Rekombination mit Hilfe einer modifizierten galK-kan Selektionskassette.
Diese besteht aus der Kombination des Galaktokinase Gens galK und einer Kanamycin
(kan)-Resistenzkassette (Dolken et al., 2010; Ott et al., 2011). Die BAC Mutagenese wurde
in dem von DH10B abstammenden E. coli Stamm SW102 durchgefiihrt. Dieser wird bei 32°C
kultiviert und beinhaltet einen integrierten defekten, temperatur-sensitiven A Prophagen,
welcher flr die homologen Rekombinationsfaktoren gam, exo and bet kodiert. Erst bei einem
kurzzeitigen Hitzeschock der Bakterien bei 42°C werden die Rekombinationsgene schnell
und in groBen Mengen induziert und somit homologe Rekombination ermdglicht. Als weitere
Besonderheit wurde das Galaktose Operon durch die Deletion des galK im SW102 Stamm
modifiziert (Warming et al., 2005). Die galK Funktion kann jedoch in trans komplementiert
werden und dadurch die Fahigkeit, auf Galaktose als Kohlenstoff-Quelle zu wachsen,
wiederhergestellt werden. Das Prinzip der galK-kan Selektion besteht aus zwei Schritten.
Zuerst wird die galK-kan Kassette, flankiert mit Homologien zu einer bestimmten Zielregion,
durch homologe Rekombination in das BAC inseriert. Erfolgreiche Rekombination zeigt sich
in der Resistenz der rekombinanten Bakterien gegeniber Kanamycin (kan) sowie
Chloramphenicol (Cam), welche durch die BAC Kassette mitgeliefert wird, und im Wachstum
auf Minimalndhrboden mit Galaktose als Kohlenstoffquelle. Somit wird dieser erste Schritt als
positive Selektion bezeichnet. Als nachstes kann die galK-kan Selektionskassette durch
jedes Dbeliebige Fragment mit flankierenden Homologien zur inserierten Kassette
ausgetauscht werden. Dabei wird eine negative Selektion gegen galK mittels 2-Deoxy-
Galaktose (DOG) angewendet. Aufgrund der Phosphorylierung von DOG durch die

funktionale Galaktokinase galK entsteht 2-Deoxy-Galaktose-1-Phosphat, ein fur Bakterien
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nicht verwertbares und daher toxisches Zwischenprodukt. Nur Bakterien mit erfolgreicher

zweiter Rekombination sind somit resistent gegentiber DOG (Abb. 3.1).

A — B —)
[Hs] galk-kan — TH3]
} }
[As]  galkkan [ 42°C 42°C
X X
H5| galkkan  [H3
E. coli SW102, Gal~, CamR E. coli SW102, Gal*, KanR, CamR
32°C 32°C
H5| galK-kan H3
E. coli SW102, Gal*, KanR, CamR E. coli SW102, Gal-, CamR

Abbildung 3.1: BAC Mutagenese mittels galK-kan Selektion

A) Fur den ersten Schritt wird die galk-kan Kassette mit flankierenden homologen Sequenzen zu
einem bestimmten Zielgen im BAC mittels PCR amplifiziert und in E. coli SW102 transformiert. Durch
Hitzeschock bei 42°C wird der integrierte temperatur-sensitive A Prophage in E. coli SW102 induziert,
wodurch homologe Rekombination stattfinden kann. Es folgt die positive Selektion durch cam” und
Kan" und Wachstum auf Minimalmedium mit Galaktose bei 32°C. B) Im zweiten Selektionsschritt wird
die galK-kan Kassette durch ein Fragment mit der gewiinschten Mutation im Zielgen und den
flankierenden Homologien zur inserierten Selektionskassette ersetzt. Dies erfolgt erneut durch
homologe Rekombination wie oben beschrieben. Bakterien mit rekombinantem BAC erhalt man durch
negative Selektion gegen galK auf Minimalmedium mit Glyzerol und DOG bei 32°C.

3.2.6.2. Herstellung von rekombinanten HSV-1 BAC

Zur Anwendung der BAC Mutagenese mittels galK-kan Selektion wurde das HSV-1(17")lox
BAC zuerst aus E. coli DH10B durch Midi-Praparation (siehe Abschnitt 3.2.5.3) isoliert und
500 ng davon in elektro-kompetente SW102 Bakterien transformiert (siehe Abschnitt
3.2.1.5). Fur die Insertion der galK-kan Selektionskassette in die gewilinschte Zielsequenz im
HSV-1 BAC wurde im ersten Schritt mittels PCR ein galK-kan Fragment amplifiziert, wofir
das Plasmid pGPS-galK-kan (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Zsolt Ruzsics,
LMU Minchen; Pubmed Nr. FR832405) verwendet wurde. Die Primer setzten sich jeweils
aus zwei Bereichen zusammen, einer 50 bp Homologie am 5'-Ende, welche den
flankierenden Sequenzen des Zielgens entsprachen und einer Homologie am 3‘-Ende, die
fur die Bindung an den galK-kan Selektionsmarker notwendig war. Der PCR-Ansatz wurde

mit Dpnl verdaut, um das Ursprungsplasmid zu entfernen und anschlie3end aufgereinigt

56



MATERIAL UND METHODEN

(siehe Abschnitt 3.2.5.9). Als nachstes folgte die Transformation des galK-kan Fragments in
elektro- und rekombinations-kompetente SW102 E. coli Bakterien, die den HSV-1(17")lox
BAC tragen (siehe Abschnitt 3.2.1.5). Die Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit
Chloramphenicol und Kanamycin ausgestrichen und bei 32°C inkubiert. Am né&chsten Tag
wurden Einzelkolonien auf MacConkey-Agarplatten mit 1% Galaktose ausgestrichen und fur
weitere zwei Tage bei 32°C inkubiert. Dieser Schritt dient zur Selektion von Bakterien mit
erfolgreicher Rekombination, da aufgrund eines Farbindikators im MacConkey-Agar
Bakterien, welche die vorhandene Galaktose verwerten konnen, als rote Kolonien wachsen.
Zur Verifizierung wurde die BAC DNA von roten Kolonien isoliert (siehe Abschnittte 3.2.5.2
und 3.2.5.3) und mittels Restriktion analysiert (siehe Abschnitt 3.2.5.5). Im zweiten Schritt,
der negativen Selektion, wurde die inserierte galK-kan Selektionskassette wieder durch ein
Fragment ersetzt, das die gewlinschte zu inserierende Mutation enthalt und zusatzlich auch
flankierende Homologien zur galK-kan Kassette tragt. Nach Transformation in elektro- und
rekombinations-kompetente SW102 Bakterien, die den BAC HSV-1(17%)lox mit der
eingefligten Selektionskassette tragen, wurden die Bakterien in 10 ml LB-Medium fur 4,5 h
bei 32°C unter Schutteln inkubiert. Diese lange Wachstumsperiode ohne Selektionsdruck
durch Antibiotika ist erforderlich, damit man die Bakterien erhalt, welche nur eine BAC Kopie
mit der gewilnschten Rekombination tragen. Ansonsten wirde jedes Bakterium mehrere
Kopien enthalten, wovon nur wenige die galK-kan Kassette verloren hatten. Nach Inkubation
wurde 1 ml der Kultur entnommen und die Bakterien mit 20.000 x g fir 30 s abzentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde zweimal mit 1 ml PBS gewaschen, anschlieend in 1:10 und
1:100 Verdinnungen auf M63 Minimalnahrbéden mit 0,2% Glyzerol und DOG ausplattiert
und flir 3 Tage bei 32°C inkubiert. DOG-resistente Bakterienkolonien wurden wiederum auf
MacConkey-Agarplatten mit 1% Galaktose ausgestrichen und fur weitere zwei Tage bei 32°C
inkubiert. Bakterien mit erfolgreicher zweiter Rekombination zeigten eine weil3e Koloniefarbe,
einem Indikator fir den Verlust des galK Gens. Nach Isolierung der BAC DNA wurde diese
durch Restriktionsanalyse (siehe Abschnitt 3.2.5.5) und Sequenzierung (siehe Abschnitt
3.2.5.13) auf ihre Richtigkeit Gberpruft.

MacConkey-Agarplatten: 10g MacConkey-Agar (Sigma)

autoklavieren, auf 50°C abkihlen lassen und hinzufligen:

25 ml Galaktose (10%)
25 pg/ml Chloramphenicol

5x M63 Salz (1 1): 1049 (NH,),S0O,
68 g KH,PO,
2,5mg FeSO, x 7 H,O

mit KOH auf pH 7 einstellen
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M63 Minimalmedium: 49
200 ml

Agar
H.0

autoklavieren, auf 50°C abkiihlen lassen und hinzufugen:

50 mi
0,5 ml
1,25 ml
1,1 ml
5ml
5ml

25 pg/mi

5x M63 Salz

MgSO, (1M)

D-Biotin (0,2 mg/ml)

L-Leucin 10 mg/ml)

Glyzerol (10%)
2-Deoxy-Galaktose (DOG) (10%)
Chloramphenicol

Alle in dieser Arbeit hergestellten HSV-1 BAC sind in Tabelle 3.15 zusammengefasst.

3.2.7. Biochemische Methoden

3.2.7.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen negativ beladene
Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts im elektrischen Feld aufgetrennt werden
(Laemmli, 1970). Dafir wurden diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele hergestellt, die
sich aus einem 10%-igen Trenngel und einem 5%-igen Sammelgel zusammensetzten. Das
Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur (Biorad) eingespannt und mit 1 x SDS-Laufpuffer
beflllt. Zur Herstellung des Zelllysats wurden pelletierte Hela Zellen eines 6- bzw. 12-wells
mit 300 pl bzw. 150 pl 2x SDS-Probenpuffer gemischt, bei 95°C fiir 5 min denaturiert und
davon 10 ul auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V und 250 mA flr 90

min, zum Grélenvergleich wurde ein Molekulargewichtsstandard mitgeftihrt.

Trenngel (10%): 2,5ml 1,5 MTris-HCI pH 8,8
3,33 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
100 pl SDS-L8sung (10% (w/v))
4,01 mi H2Obigest.
100 pl APS (10% (w/v))
35ul TEMED
Sammelgel (5%): 1,25 ml 1,5 MTris-HCI pH 8,8
650 pl Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
50 ul SDS-Losung (10% (w/v))
3,05 ml H2Opidest.
35ul APS (10% (w/v))
35ul TEMED
1x SDS-Laufpuffer (1 I): 1g SDS
3,03 ¢ Tris
1449 Glyzin
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2x SDS-Probenpuffer:

130 mM Tris-HCI pH 6,8
4% (wiv) SDS

20% (viv)
0,02% (w/v) Bromphenolblau
100 mM DTT

Glyzerin

3.2.7.2. Proteintransfer und Immunoblot

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte mit Hilfe des Protean II
Systems (BioRad) unter Verwendung von Transferpuffer bei 100 V und 250 mA fir 60 min.
Um die erfolgreiche Ubertragung der Proteine zu tiberpriifen und die Banden des Molekular-
gewichtsstandards zu markieren, wurde die Membran im Anschluss kurz mit einer Ponceau-
Losung angefarbt. Nach Entfarbung in 1x TBS-T wurden unspezifische Bindestellen durch
eine 30-minutige Inkubation in Blockierldsung (1x TBS-T mit 5% Milchpulver bzw. 1x TBS-T
mit 5% BSA) abgesattigt. Die Inkubation mit dem spezifischen Priméarantikérper erfolgte
ebenfalls in Blockierlésung tber Nacht bei 4°C. AnschlieRend wurde die Membran dreimal 5
min mit 1x TBS-T gewaschen, 3 h mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten
(horseradish peroxidase = HRP) Sekundarantikdrper in Blockierlosung bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut dreimal gewaschen. Um die HRP-konjugierten Antikdrper zu
visualisieren, wurde die Membran mit dem ECL-System (enhanced chemiluminiscence, GE
Healthcare) nach Herstellerangaben inkubiert und zuletzt die spezifisch markierten Protein-

banden mit Hilfe eines Rontgenfilms (Agfa) detektiert.

1x Transferpuffer pH 8,3 (1 1): 3,03 g Tris
14,4 9 Glyzin
200 ml Methanol
Ponceau-L6sung: 0,1% (w/v) Ponceau S
5% (v/iv) Essigsaure
IXx TBS-T (1 D): 9g NaCl
10 ml Tris-HCI pH 7,8
1mi Tween 20

3.2.7.3. Modifizierter LUMIER Assay

Zur ldentifizierung von Protein-Protein-Interaktionen wurde ein modifizierter LUMIER Assay

(Luminescence based Mammalian Interactome mapping) in Zusammenarbeit mit Manfred
Kdgl am DKFZ in Heidelberg durchgefihrt (Abb. 3.2) (Braun et al., 2009).
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Protein Y Protein X

Renilla-
Protein A Luziferase
pPCDNAS3-
Rluc

Cotransfektion
In HEK 293-Zellen
é‘: Propt‘eln Y X Rluc
@Q‘;’bé i .
—_—) & Messung der Renilla-
Luziferase Aktivitat

Lyse & Co-IP

Abbildung 3.2: Der modifizierte LUMIER Assay

Die kodierenden Sequenzen der potentiellen Interaktionspartner werden in die LUMIER Expressions-
vektoren mittels Gateway®-System kloniert, in HEK293 Zellen cotransfiziert und nach 40 h die Zellen
lysiert. Durch stabile Bindung des Protein A-Hybridproteins an 1gG-gekoppelte magnetische
Kugelchen (magnetic beads) kann der gebildete Proteinkomplex aus dem Lysat gereinigt werden.
Durch Messung der gebundenen Renilla reniformis Luziferase Aktivitat kann eine Protein-Protein-
Interaktion schliel3lich nachgewiesen werden.

Die zu testenden Proteine wurden als Hybridproteine entweder N-terminal mit dem
Staphylococcus aureus Protein A-tag oder der Renilla reniformis Luziferase fusioniert und in
HEK293 Zellen in 96-well Platten transient exprimiert. Daflir wurden jeweils 20 ng des
jeweiligen Expressionskonstrukts in 1 x 10* HEK293 Zellen mit 0,05 pl Lipofectamine 2000
transfiziert. Nach 40 h Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Zellen auf Eis
mit 10 pl kaltem Lysepuffer versetzt, welcher zuséatzlich Schaf-anti-Kaninchen IgG-
gekoppelte magnetische Kigelchen (2 mg/ml Endkonzentration) enthielt. Nach 15-minatiger
Lyse wurden 100 pl Waschpuffer pro well zugegeben und 10% des verdiinnten Lysats (input
Probe) abgenommen. Das lbrige Lysat wurde mit Hilfe des Tecan Hydroflex plate washers
sechsmal mit Waschpuffer gewaschen. Die Luziferase-Aktivitat wurde anschliel3end sowonhl
von den input Proben (zur spateren Normalisierung auf die Transfektionseffizienz) wie auch
von den gewaschenen Kiigelchen (bound Proben) gemessen und somit die Protein-Protein-
Interaktion Uber die Aktivitat des co-gereinigten Luziferase-Hybridproteins nachgewiesen. Als
Negativkontrolle (negative control, nc) wurde jedes Luziferase-Hybridprotein auf eine
Interaktion mit einem Protein A-Dimer-Hybridprotein getestet (input nc sowie bound nc), um
unspezifische Bindungen an den Protein A-tag auszuschlie3en. Normalisierte Interaktions-
signale wurden wie folgt berechnet: 10gxound) / 109input) = 109 bound ne) / 109 input nc)-

Die normalisierten und korrigierten Daten wurden anschlieBend z-transformiert, indem
jeweils der Mittelwert der Proben durch die Standardabweichung dividiert wurde. LUMIER

Tests mit einem z-Faktor grél3er oder gleich 1,0 wurden als positiv gewertet.

Lysepuffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,5
250 mM NaCl
1% TritonX-100
10 mM EDTA
10 mM DTT

0,0125 U/ ul  Benzonase
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0,0125 U/ ul  Protease Inhibitor
0,0125 U/ pyl  Phosphatase Inhibitor

Waschpuffer: 1x PBS
1mM DTT

3.2.8. Hefegenetische Methoden

3.2.8.1. Hefe-2-Hybridsystem (Yeast-2-Hybrid, Y2H)

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H)
angewendet (Abb. 3.3). Das Prinzip beruht auf dem Transkriptionsfaktor Gal4 der Hefe, der
aus einer DNA-bindenden Doméne (BD) und einer Aktivierungsdoméne (AD) besteht, wobei
die Transkription nur aktiviert werden kann, wenn diese beiden Domanen in rdumlicher Nahe
zueinander stehen (Fields und Song, 1989). Im Y2H-System werden nun die kodierenden
Sequenzen der zwei potentiellen Interaktionspartner jeweils an die beiden Gal4-Domanen
fusioniert und in Hefezellen exprimiert. Das Gal4-BD-Fusionsprotein wird dabei als bait, das
Gal4-AD-Fusionsprotein als prey bezeichnet. Bei einer positiven Interaktion zwischen bait
und prey im Zellkern wird die Funktionalitat des Gal4 rekonstituiert und somit der GAL4-
Promotor transaktiviert. Dadurch kommt es zur Expression des Reportergens HIS3, dessen

Produkt, die Histidin-Synthase, das Wachstum auf Histidin-freiem Nahrmedium ermdglicht

Gal4-AD

prey

Gal4-BD Transkription

Gal4-Promotor HIS3-Reportergen

Abbildung 3.3: Das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H)

Die kodierenden Sequenzen der potentiellen Interaktionspartner werden als bait- bzw. prey-Fusions-
proteine in Hefezellen exprimiert. Bei Interaktion von bait und prey gelangen DNA-Bindedoméne (BD)
und Aktivierungsdomane (AD) des Gal4-Transkriptionsfaktors in raumliche Nahe zueinander, wodurch
die Funktion des Gal4 rekonstituiert und die Expression des HIS3-Reportergens initiiert wird.

Das Y2H-System wurde auf Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium
durchgefiihrt. Die bait-Genprodukte wurden in das Plasmid pGBKT7, die prey-Genprodukte
in das Plasmid pGADT7 kloniert. AnschlieBend wurden diese in die jeweiligen Hefestamme
mit unterschiedlichem Mating-Typus transformiert und aufgrund von Auxotrophiemarkern
selektioniert (pGBKT7: TRP1-Gen, Tryptophan-auxotroph; pGADT7: LEU2-Gen, Leucin-
auxotroph). Zum Mating wurden jeweils die frisch transformierten Zellen der beiden
Hefestamme auf YPD-Agar vermischt und 5 h bei RT inkubiert. Dann wurden die Hefezellen
auf Doppel-Selektivplatten Ubertragen (SD-LW), worauf nur diploide Zellen, die beide

Plasmide tragen, wachsen kénnen. Nach einer 3-tagigen Inkubation bei 30°C wurden diese
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auf Dreifach-Selektivplatten (SD-LWH) ausgestrichen, erneut 3 Tage bei 30°C inkubiert und
schlieBlich auf die Aktivitat des Reportergens HIS3 udberpruft. Um ein unspezifisches
Hintergrundsignal des HIS3-Reportergens zu unterdricken, wurden dem Medium zuséatzlich
verschiedene Konzentrationen 3-Aminotriazol (3-AT), einem kompetitiven Inhibitor der
Histidin-Synthase, hinzugefugt.

3.2.9. Mikroskopische Methoden

3.2.9.1. Indirekte Immunofluoreszenz (IF)

Saugerzellen wurden auf Deckglaschen in der Regel in 12-well Platten mit 60-80%
Konfluenz ausgesat und je nach Fragestellung behandelt (unbehandelt, DNA- bzw. siRNA-
Transfektion, HSV-1 Infektion). Nach Inkubation unter Standardbedingungen wurden die
Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten zunachst fur 15 min mit 2% Formaldehyd in PBS
bei Raumtemperatur fixiert, dreimal kurz mit PBS gewaschen, mit eiskaltem 0,5% Triton X-
100 in PBS permeabilisiert und erneut dreimal gewaschen. HSV-1 infizierte Zellen wurden
zusatzlich mit 200 pg/ml humanem Immunglobulin G in PBS fir 3 h bei Raumtemperatur
oder uber Nacht bei 4°C inkubiert. Dies diente zur Abséttigung der membranstéandigen
Glykoproteindimere gE/gl in HSV-1-Partikeln, die als Rezeptoren fir den konstanten Teil von
Antikorpern (Fc) fungieren konnen. AnschlieBend wurden die Zellen mit spezifischen
Primarantikorpern fir 15 min in PBS bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min
mit PBS erfolgte analog die Markierung mit den entsprechenden Fluorochrom-gekoppelten
Sekundarantikdrpern. Um die Zellkerne darzustellen, wurde die zelluldre DNA spezifisch fur
5 min mit dem Fluorochrom DAPI (0,5 pg/ml in PBS) angefarbt. Zuletzt wurden die Zellen
dreimal mit PBS und zur Entfernung der Salze einmal mit deionisiertem Wasser gewaschen
und die Deckglaschen schlieBlich mit der Zellseite nach unten in einem Tropfen Mounting
Medium (Dianova) auf dem Objekttrager eingebettet. Die Mikroskopie der Praparate wurde
entweder am Fluoreszenzmikroskop (Leica DM4000B) oder am Konfokalmikroskop (Leica
TCS SP5) mit der zugehoérigen Kamera und Software durchgefiihrt. Die Bearbeitung der
Bilder erfolgte durch Adobe Photoshop.

3.2.9.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde in Kooperation mit B. Klupp und H.
Granzow am Institut von T. C. Mettenleiter (Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald - Insel
Riems, D) durchgefuhrt. Dafur wurden Hela Zellen in 6-well Platten zuerst mit siRNA
behandelt, nach 48 h mit HSV-1(F) (MOI 1) infiziert und 12 h bzw. 15 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Die anschlielende Fixierung und Einbettung der Zellen
erfolgte wie kirzlich beschrieben (Granzow et al., 1997). Die hergestellten Ultradiinnschnitte
wurden anschlielend mit einem Tecnai 12 Elektronenmikroskop (Philips, Eindhoven,

Niederlande) untersucht.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Funktionale Charakterisierung des UL34 tail anchors

Fur die Auswanderung der Nukleocapside aus dem Zellkern von HSV-1 infizierten Zellen ist
das integrale Protein UL34 essentiell, welches gemeinsam mit seinem Interaktionspartner
UL31 den NEC an der INM bildet. Zwei Domanen innerhalb von UL34 kdnnen klar
unterschieden werden: eine ins Cyto- bzw. Nukleoplasma ragende N-terminale Doméne,
welche UL31-Bindestellen enthélt, und eine hydrophobe C-terminale Region, welche eine a-
helikale Transmembrandoméne (TMD) beinhaltet und somit fir die Membranverankerung
des Proteins verantwortlich ist. Aufgrund dieser Domanenanordnung wurde postuliert, dass
UL34 zu der Gruppe der tail anchor (TA) Proteine gehort. Uber die Funktion der einzelnen
Domaénen ist noch wenig bekannt, jedoch ist auBer dem N-terminalen Bereich auch die tail
anchor Region fur die Virusreplikation essentiell (Shiba et al., 2000; Yamauchi et al., 2001,
Bjerke et al., 2003; Roller et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun der tail anchor von UL34 im Hinblick auf die in ihm
enthaltenen Informationen und Anforderungen detailliert untersucht werden, um erste
mechanistische Einblicke Uber die genaue Rolle des TA fir die Membraninsertion und
Zielsteuerung zur INM sowie fir den viralen Replikationsverlauf im generellen zu gewinnen.
Dazu wurde eine Reihe von UL34 TA-Mutanten hergestellt. Zum einen wurde die TMD
sukzessive deletiert, um dessen minimale Lange fir eine stabile und funktionale
Membranverankerung zu bestimmen. Ebenso wurden mehrere TMD-Permutationen
durchgefuhrt, bei welchen der TA von UL34 sowohl mit den entsprechenden Regionen von
verschiedenen herpesviralen und zellularen TA-Proteinen als auch mit einem alternativen
INM-Verankerungsmechanismus ausgetauscht wurde, um die sequenz-spezifischen
Informationen des UL34 tail anchors zu analysieren. Die funktionale Charakterisierung dieser
UL34 Mutanten im viralen Kontext wurde dabei durch die BAC Technologie ermoglicht.

Im Vorfeld konnte bereits durch einen gekoppelten in vitro Transkriptions-/Translations-
Assay gezeigt werden, dass die Membraninsertion von UL34 Uber einen post-translationalen
Weg erfolgt und von der C-terminalen hydrophoben TMD vermittelt wird, wie es
charakteristisch fir TA-Proteine ist (Ott et al., 2011).

4.1.1. Herstellung von HSV-1 UL34 TA-Mutanten

Fur die genetische Analyse des tail anchors von UL34 wurden mittels BAC Mutagenese mit
dem bereits klonierten BAC HSV-1(17")lox verschiedene UL34 TA-Mutationen in das
herpesvirale Genom eingefiihrt. Dazu wurde ein modifiziertes galk-kan positiv/negativ-
Selektionsprinzip angewendet (siehe Abschnitt 3.2.6), welches in Abbildung 4.1 dargestellt

ist.
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Abbildung 4.1: Herstellung von HSV-1 UL34 TA-Mutanten mittels BAC Mutagenese

Die schematische Darstellung des HSV-1(17")lox Genoms zeigt die unique long (UL) and unique short
(US) Regionen, welche von terminal (TR, und TRs) und internal (IR, und IRs) repeats flankiert werden.
Die Zahlen geben die Position in Kilobasenpaaren (kb) an. Die relevanten offenen Leserahmen von
UL34 und benachbarten Genen (als Pfeile) sowie Restriktionsschnittstellen sind gekennzeichnet. Die
UL34 TA-Mutanten wurden mittels PCR amplifiziert, mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen
versehen und in den Vektor pBlueScript (pBS) subkloniert, in welchem die 5°- und 3'-Enden von UL34
von authentischen homologen Sequenzbereichen flankiert sind. Durch den Verdau mit Xbal/BstBI
entstand ein Fragment, das sich aus der kodierenden Sequenz von UL34wt bzw UL34 Mutante und
zusétzlichen flankierenden Homologien zusammensetzte. Fir die Herstellung der HSV-1(17")lox UL34
Mutanten wurde die Mutagenese mit dem BAC HSV-1(17")lox nach einem modifizierten galk-kan
positiv/inegativ-Selektionsprinzip durchgefiihrt. Der UL34 Lokus wurde hier durch die galk-kan (gk)
Kassette mittels homologer Rekombination ersetzt, welche im zweiten Schritt wiederum durch das
Fragment einer UL34 TA-Mutante ausgetauscht wurde. Parallel wurde die Selektionskassette auch mit
einem UL34wt Gen substituiert und der resultierende BAC als HSV-1(17")lox UL34 rescue oder
UL34wt bezeichnet.

Im ersten Schritt wurde die kodierende Sequenz von UL34, welche im Genom zwischen
84923 bp bis 85750 bp liegt, durch homologe Rekombination mit der galk-kan (gk) Kassette
ersetzt. In dem daraus resultierenden BAC HSV-1(17")lox AUL34/gk ist das UL34 Gen somit
vollstandig deletiert, ohne dass dabei die offenen Leserahmen der angrenzenden Gene
UL33 und UL35 beeinflusst werden. Aus diesem Grund wurde dieses BAC als eine UL34-
Deletionsmutante angesehen. Im zweiten Schritt wurde die Selektionskassette auf dieselbe
Weise wieder mit einem Wildtyp (wt) Gen oder einer mutierten Version des UL34 Gens
ausgetauscht. Die dadurch entstandenen BAC HSV-1(17")lox UL34 Mutanten enthielten nun
ein gezielt am tail anchor mutiertes UL34 Gen. Der Selektionsmarker wurde parallel dazu mit
einem UL34 wt Gen ausgetauscht und der resultierende BAC HSV-1(17")lox UL34 rescue
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als UL34 wt verwendet. Die eingesetzten Fragmente, welche die UL34 TA-Mutanten
kodierten, wurden zuerst mittels PCR amplifiziert, dabei mit geeigneten Restriktions-
schnittstellen (Ncol/Sfcl) versehen und in den Vektor pBlueScript pBS-UL34-BAC
subkloniert, in welchem die kodierende Sequenz von UL34 auf beiden Seiten durch
authentische homologe Sequenzbereiche flankiert war. Mittels Restriktionsverdau mit Xbal
und BstBI entstand dabei ein Fragment, das sich aus der kodierenden Sequenz einer UL34
Mutante bzw. UL34 wt und flankierenden homologen Nukleotiden zusammensetzte. Diese
zum BAC HSV-1(17%)lox homologen Bereiche sind eine unabdingbare Voraussetzung fir
eine erfolgreiche Rekombination. Alle hierfir verwendeten Templates und Oligonukleotide
sind unter Material und Methoden in den Tabellen 3.7 und 3.15 zusammengefasst.

Die neu generierten HSV-1 BAC Mutanten wurden durch Sequenzierung des UL34 Lokus
auf ihre Richtigkeit, d.h. auf korrekte Insertion und Kodierung, Uberprift. Zusatzlich wurden
alle BAC Klone nach jedem Mutageneseschritt mittels Restriktionsanalyse charakterisiert.
Dies war nétig, um zum einen unerwiinschte Rekombinationsereignisse z.B. zwischen
Sequenzwiederholungen im Virus-Genom auszuschlieBen, aber auch um die nach den
jeweiligen Rekombinationsschritten erwarteten Veranderungen der DNA-Fragmente zu
Uberprufen. Dazu wurde jeweils die BAC DNA isoliert, mit der Restriktionsendonuklease Miul
verdaut und die Restriktionsmuster mit den vorhergesagten Fragmenten verglichen. Durch
die Insertion der galk-kan Kassette wurde dabei eine zusatzlich Mlul-Schnittstelle im BAC
HSV-1(17")lox AUL34/gk eingefugt, so dass ein urspriingliches 4,6 kb groRes Fragment des
HSV-1(17")lox BAC verschwand, dafiir aber zwei neue Fragmente mit einer GréRe von 4,2
kb und 1,8 kb entstanden. Nach dem Ersetzen der Selektionskassette mit den jeweiligen
UL34 TA-Mutanten erhielt man wieder ein zum urspringlichen BAC HSV-1(17")lox
identisches Restriktionsmuster. In Abbildung 4.2 A ist dies am Beispiel fir die Herstellung
des HSV-1(17")lox UL34 rescue BAC dargestellt, welcher fur alle weiteren Experimente als
HSV-1 UL34 wt verwendet wurde. Von diesem sowie vom urspringlichen BAC
HSV-1(17")lox wurden durch Transfektion von BAC DNA in Vero Zellen rekombinante Viren
rekonstituiert und anschlieBend auf ihr Wachstumsverhalten Gberprift (Abb. 4.2 B). Dabei
wies der durch BAC Mutagenese generierte HSV-1 UL34 wt eine nahezu identische
Wachstumskinetik wie der unbehandelte HSV-1(17)lox auf, so dass dieser sehr gut als

Wildtyp-Kontrolle verwendet werden konnte.
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Abbildung 4.2: Charakterisierung der HSV-1(17")lox UL34 BAC Mutagenese

A) Die DNA des urspriinglichen BAC HSV-1(17")lox (HSV-1llox)sowie der neu generierten BAC
HSV-1(17")lox AUL34/gk (AUL34/gk ) und UL34 rescue (UL34wt) wurde isoliert und nach Restriktions-
verdau mit Mlul im 0,8% TBE-Agarosegel 16 h aufgetrennt. Es ist nur der Bereich dargestellt, welcher
Veranderungen im Restriktionsmuster (weil3e Dreiecke) aufgrund der galk-kan Insertion enthalt. B)
Zum Vergleich der Wachstumskinetiken von HSV-1(17")lox und HSV-1(17")lox UL34wt wurden Vero
Zellen in Triplikaten mit einer MOI von 0,1 infiziert, der Kulturiberstand an mehreren Zeitpunkten nach
Infektion (h.p.i.) abgenommen und der Virustiter (pfu/ml) jeweils mittels Plaque Assay bestimmt.

4.1.2. Analyse der TMD-Deletionen von UL34

Der tail anchor von UL34 enthalt eine a-helikale TMD aus 20 Aminosauren (As. 252-272), mit
welcher das Protein in die Membran inseriert wird. Um die minimale Lange der TMD zu
bestimmen, die fur eine stabile und funktionale Membranverankerung von UL34 gerade noch
ausreicht, wurden zuerst mehrere Plasmid-kodierte C-terminale Deletionsmutanten herge-
stellt, bei welchen die TMD schrittweise verkirzt wurde (Abb. 4.3 A). Diese Mutanten sowie
UL34 wt wurden transient in Hep2 Zellen exprimiert und anschlie3end ihre subzellulare
Lokalisation mittels indirekter Immunofluoreszenz analysiert (Abb. 4.3 B). Dabei wiesen die
beiden TA-Mutanten UL34s269 (As. 1-269) und UL34s267 (As. 1-267), welche eine nur noch
17 bzw. 15 Aminosauren lange TMD enthalten, in Abwesenheit anderer viraler Proteine eine
ER-&hnliche Verteilung mit einem betrachtlichen Anteil von UL34 an der Kernperipherie auf,
wie es auch fir UL34 wt (As. 1-275) der Fall war. Nach Coexpression mit UL31 konnte eine
Rekrutierung von UL34 wt und auch der Deletionsmutanten zur Kernperipherie sowie eine
Colokalisation mit UL31 beobachtet werden. Eine Deletion von zwei weiteren Aminosauren
der TMD (UL34s265, As. 1-265) fuhrte jedoch zu einer ausschliel3lich nukleoplasmatischen
Lokalisation des Proteins, wobei die typische Kernhillenfarbung fehlte, vergleichbar einer
UL34s256 Mutante (As. 1-256), welche eine noch drastischere TA-Deletion enthélt. Diese
Transfektionsdaten deuten darauf hin, dass ein minimaler tail anchor von 15 Aminosauren
fur die stabile Membraninsertion von UL34 und fir die Bildung des NEC an der

Kernmembran ausreichend ist.
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Abbildung 4.3: Eine minimale TMD von 15 Aminoséauren ist ausreichend fur die stabile
Membraninsertion von UL34

A) Zur Bestimmung der minimalen Lange der TMD, welche fir die stabile Membranverankerung von
UL34 benotigt wird, wurden C-terminale Deletionsmutanten hergestellt, bei welchen die tail Region
sukzessive verklrzt wurde. UL34 wt (As. 1-275) sowie die Mutanten s269 (As. 1-269), s267 (As. 1-
267), s265 (As. 1-265) und s256 (As. 1-256) sind schematisch dargestellt. B) Hep2 Zellen wurden mit
Plasmiden, die Strep-UL34 wt oder die Mutanten s269, s267, s265, s256 kodierten, entweder alleine
oder in Kombination mit myc-getaggtem UL31 Plasmid transfiziert. Die Expression und subzellulére
Lokalisation der Proteine wurde nach 20 h durch indirekte Immunofluoreszenz unter Verwendung
eines monoklonalen anti-Strep-tagll (griin) bzw. polyklonalen anti-myc (rot) Antikérpers und der
entsprechenden Sekundéarantikbrpern analysiert. Die Zellkerne wurden mittels Dapi-Farbung (blau)
visualisiert.

Im né&chsten Schritt wurden mehrere UL34 TMD Deletionsmutanten mit Hilfe der BAC
Mutagenese funktional charakterisiert, um die minimale Lange des tail anchors von UL34 im
viralen Kontext zu bestimmen. Daflr wurde die Fahigkeit von verschiedenen Deletions-
mutanten zur Komplementation des HSV-1 AUL34/gk BAC untersucht, welcher nicht
lebensfahig ist, d.h. eine Deletion von UL34 fiihrt zu einer Mutante, die nicht mehr in der
Lage ist, effizient Nachkommen-Viren zu bilden. Mittels BAC DNA Transfektion in Vero
Zellen und einer anschlieRenden Plaque Analyse durch indirekte Immunofluoreszenz mit
Hilfe eines ICPO spezifischen Antikorpers konnte dies bestatigt werden, da im Gegensatz zu
UL34 wt keine zytopathischen Effekte wie die Ausbildung von Plaques beobachtet werden
konnten (Abb. 4.4. B obere Halfte). Die generierten BAC wurden anschlieend in Vero Zellen
transfiziert und auf Virus-Rekonstitution getestet. Dabei waren nur die BAC in der Lage durch
effiziente Virusreplikation Nachkommen-Viren zu produzieren, bei welchen die Selektions-
kassette mit der kodierenden Sequenz von UL34 wt, UL34s269 oder UL34s267 ersetzt
wurde (Abb. 4.4 A). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Transfektionsstudie waren
daher sowohl HSV-1 UL34s269 als auch HSV-1 UL34s267 vollstandig funktional und wiesen

ein Wildtyp-ahnliches Verhalten in ihrer Wachstumskinetik sowie in ihrer subzellularen
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Lokalisation auf. Fur die Charakterisierung der Wachstumseigenschaften wurden Vero Zellen
mit einer MOI von 0,1 mit rekombinanten Viren infiziert, zu verschiedenen Zeitpunkten der
Kulturiberstand abgenommen und mittels Plaque Assay die Anzahl der infektidsen
Viruspartikel bestimmt. Die daraus resultierenden Wachstumskurven fur die beiden UL34
TMD-Deletionsmutanten waren nahezu identisch zum Wachstumsverhalten von HSV-1
UL34 wt (Abb. 4.4 C). Auch die indirekte Immunofluoreszenz Analyse mit Hilfe eines UL34
spezifischen Antikorpers zeigte nach Infektion mit rekombinanten Viren eine Lamin A/C-
ahnliche Kernhdllenfarbung von UL34 wt, UL34s269 und UL34s267 (Abb. 4.4 D).

A B 20 h.p.t. 3d.p.t.
UL34/

UL34 ICPO /Ph

. ICP8/Dapi
Virus- "
252 272 Nachkommen >
! ! AUL34/ wt
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: i AUL34/ gk
[ UL34-N [ ] 267 +++
1 1
1 1
[ UL34-N ! | : $265 - AUL34/
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o 107 D UL34 LaminA/C merge
108
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Abbildung 4.4: Analyse der HSV-1 UL34 BAC Mutanten mit TMD-Deletionen

A) Die neu generierten HSV-1 BAC Mutanten, bei welchen die Selektionskassette mit UL34wt sowie
mit den UL34 TMD-Deletionsmutanten s269, s267, s265, s251 ersetzt wurde, sind graphisch
dargestellt. Ihre Fahigkeit zur Bildung von Virus-Nachkommen wurde durch Transfektion der BAC
DNA in Vero Zellen Uberprift (3 d.p.t.) und auf der rechten Seite zusammengefasst (+++ = wt-adhnliche
Rekonstitution; — = keine Virus-Rekonstitution). B) Die Deletion von UL34 in HSV-1 (AUL34/gk) und
das Wiedereinsetzen von UL34wt (AUL34/wt) oder den TA-Verkirzungsmutanten (AUL34/UL34s265
bzw. AUL34/UL34s251) wurde durch Transfektion der entsprechenden BAC DNA in Vero Zellen und
einer anschlieBenden indirekten Immunofluoreszenz Analyse nach 20 h (20 h.p.t) mittels
polyklonalem anti-UL34 und monoklonalem anti-ICP8 Antikdrper (rot) Uberprift, wobei die Zellkerne
mittels Dapi-Férbung (blau) visualisiert wurden. Ebenso wurde eine indirekte Immunofluoreszenz nach
3 Tagen Transfektion (3 d.p.t.) mit Hilfe eines monoklonalen anti-ICPO Antikdrpers durchgefiihrt, um
potentielle Plaquebildungen anzufarben. ICPO-positive Zellen sind rot dargestellt und mit dem
Phasenkontrast (Ph) Uberlagert. C) Zur Bestimmung der Wachstumskinetik von HSV-1 UL34wt im
Vergleich zu den Mutanten HSV-1 UL34s269 und UL34s267 wurden Vero Zellen in Triplikaten infiziert
(MOI 0,1), der Kulturiberstand zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) abgenommen
und der Virustiter (pfu/ml) mittels Plague Assay bestimmt. D) Die subzellulare Lokalisation von UL34wt
sowie den Mutanten UL34s269 und UL34s267 wurde durch indirekte Immunofluoreszenz 14 h nach
Infektion von Vero Zellen mit den entsprechenden rekombinanten Viren unter Verwendung eines
polyklonalen anti-UL34 und monoklonalen anti-Lamin A/C Antikdrpers analysiert.
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Im Gegensatz dazu fuhrte die Deletion von zwei weiteren Aminosauren der TMD zu der BAC
Mutante UL34s265 (As. 1-265), welche den AUL34 BAC nicht mehr funktional
komplementieren und somit keine Virus-Nachkommen bilden konnte. Die Mutante UL34s265
war vergleichbar mit einer UL34s251 (As. 1-251) Mutante, bei welcher die komplette TMD
entfernt wurde (Abb. 4.4 A). Nach 20 h Transfektion (20 h.p.t.) von Vero Zellen mit den
HSV-1 BAC Mutanten UL34s265 und UL34s251 konnte durch indirekte Immunofluoreszenz
demonstriert werden, dass das mutierte UL34 zwar normal exprimiert wird, jedoch
hauptséchlich im Nukleoplasma lokalisiert ist. Durch die Detektion von ICP8, mit welchem
die viralen Replikationszentren im Zellkern visualisiert werden, konnte ebenso gezeigt
werden, dass die Replikation des mutierten HSV-1 Genoms im Kern normal ablauft.
Allerdings konnten drei Tage nach Transfektion der BAC DNA (3 d.p.t) keine viralen
Plaguebildungen beobachtet werden, wie auch schon fir den AUL34 BAC beschrieben
wurde (Abb. 4.4.B untere Halfte).

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass eine minimale Lange des UL34 tall
anchors gebildet aus 15 hydrophoben Aminoséauren sowohl fir die Zielsteuerung zur INM als
auch fir eine stabile und funktionale Membranverankerung ausreichend ist. Ebenso wird
eine TMD aus mindestens 15 Aminosauren fiir die Ausbildung des NEC und dessen
Funktion wahrend der Virusreplikation bendtigt. Diese in vivo Experimente deuten somit auf
eine bestehende Korrelation zwischen der funktionalen Komplementation und der korrekten

Lokalisation von UL34 an der Kernperipherie hin.

4.1.3. Analyse der TMD-Permutationen von UL34

Mehrere Studien mit zellularen TA-Proteinen deuten darauf hin, dass die Aminoséaure-
Zusammensetzung der TMD und demzufolge ihre Hydrophobizitat die Zielsteuerung und
Membraninsertion von TA-Proteinen entscheidend mitbestimmt. Ob der tail anchor von UL34
auBBer der Membranverankerung eine zusatzliche Rolle bei der Zielsteuerung zur
Kernmembran und sonstigen Funktion des Proteins spielt, indem er wichtige sequenz-
spezifische Informationen enthéalt, sollte durch TMD-Permutationen entschliisselt werden.
Falls der tail anchor von UL34 Informationen beinhaltet, die fur eine korrekte Lokalisation und
Funktion des Proteins bendtigt werden, sollten sich die Permutationen auf das
Wachstumsverhalten der rekonstituierten Viren auswirken. Um dies zu testen, wurden
verschiedene Mutanten hergestellt, bei welchen die C-terminale Region von UL34 (As. 252-
275) durch die entsprechende TA-Region der UL34 orthologen Proteine UL50 von HCMV
(As. 363-397) und BFRF1 von EBV (As. 318-336) bzw. der heterologen HSV-1 TA-Proteine
UL56 (As. 211-234) und US9 (As. 69-90), welche beide eine TGN Lokalisation aufweisen,
ausgetauscht wurde. AuRerdem wurden auch UL34 Fusionsproteine mit der TA-Region des
zellularen apoptotischen Faktors Bcl2 (As. 218-239) sowie Vamp2 (As. 95-116), einem

Protein des sekretorischen Wegs, hergestellt (Abb.4.5). Die hier verwendeten TA-Proteine
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unterscheiden sich kaum in der Lange der TMD, die zwischen 19 und 21 Aminosauren liegt,
jedoch in deren Hydrophobizitat. Im Gegensatz zu UL34 (42,5) weist der tail anchor von Bcl2
(30,8) und EBV BFRF1 (32,2) eine geringere moderate Hydrophobizitat auf, wahrend HSV-1
UL56 (55,3) und Vamp2 (64,9) eine deutlich hydrophobere TMD besitzen. HCMV UL50
(42,3) und HSV-1 US9 (44,7) sind dagegen vergleichbar mit UL34 (Abb. 4.5). Zuerst wurden
diese UL34 TA-Permutationsmutanten auf funktionale Komplementation des HSV-1
AUL34/gk BAC untersucht, indem die galK-kan Selektionskassette jeweils mit den
kodierenden Sequenzen der TA-Mutanten ersetzt und die erzeugten BAC Mutanten
anschliel3end in Vero Zellen rekonstituiert wurden. Dabei waren alle generierten HSV-1 BAC
Mutanten in der Lage, rekombinante Viren gleichermafRen wie der UL34 wt BAC zu bilden,
da eindeutige zytopathische Effekte nach drei Tagen beobachtet werden konnten (Abb. 4.5).

TMD-Ladnge Hydrophobizitit Virus-
252 {As.) Nachkommen
1] UL34-N | UL34 | UL34 wt (As. 253-272) 20 42,5 +++
[ UL34-N | UL50 | UL34-N-UL50 (As. 363-397) 21 42,3 +++
[ UL34-N [ BFRF1 | UL34-N-BFRF1 (As. 318-336) 19 32,2 +++
| UL34-N [ UL56 | UL34-N-ULS6 (As. 211-234) 21 55,3 +++
| UL34-N | Uss | UL34-N-USS9 (As. 69-90) 22 44,7 +++
| UL34-N ! Bcl2 | UL34-N-Bcl2 (As. 218-239) 20 30,8 +++
[ UL34-N | Vamp2 | UL34-N-Vamp2 (As. 95-116) 21 64,9 +++

Abbildung 4.5: Permutation des UL34 tail anchors mit tail Regionen von herpesviralen und
zellularen TA-Proteinen

Graphische Darstellung der UL34 TA-Permutationen, bei welchen die As. 252-275 von UL34 mit den
TA-Regionen der orthologen Proteine HCMV UL50 (As. 363-397) und EBV BFRF1 (As. 318-336), der
heterologen HSV-1 TA-Proteine UL56 (As. 211-234) und US9 (As. 69-90) sowie der zellularen TA-
Proteine Bcl2 (As. 218-239) und Vamp2 (As. 95-116) ausgetauscht wurde. Die Lange der
verwendeten TMD in As., deren Hydrophobizitat (berechnet nach Kyte & Doolittle) sowie die Fahigkeit
der generierten HSV-1 BAC Mutanten, rekombinante Viren nach Rekonstitution in Vero Zellen zu
bilden, sind jeweils angegeben.

AnschlieRend wurden die Wachstumskinetiken der rekombinanten Viren nach Infektion von
Vero Zellen bestimmt. Dabei konnte kein Unterschied in der Virusproduktion zwischen
UL34 wt und den verschiedenen UL34 TMD-Mutanten beobachtet werden (Abb. 4.6 A). Auch
die in vivo Fluoreszenzanalysen zeigten keine Abweichung der Mutanten zum Wildtyp. Dazu
wurden Vero Zellen 14 h nach Infektion durch indirekte Immunofluoreszenz mit Hilfe eines
UL34 spezifischen Antikorpers zusammen mit einem Lamin A/C spezifischen Antikdrper
analysiert. Alle UL34 Mutanten wiesen eine dem Wildtyp entsprechende Lokalisation an der

Kernperipherie vergleichbar mit Lamin A/C auf (Abb. 4.6 B).
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Abbildung 4.6: Analyse der HSV-1 UL34 BAC Mutanten mit TA-Permutationen

Die Ergebnisse sind in drei Gruppen jeweils verglichen mit HSV-1 UL34wt zusammengefasst: UL34
Mutanten mit orthologen TA-Permutationen (oben), UL34 Mutanten mit heterologen HSV-1 TA-
Permutationen (Mitte) und UL34 Mutanten mit zellularen TA-Permutationen (unten). A) Zur
Bestimmung der Wachstumskinetiken wurden Vero Zellen in Triplikaten mit den rekombinanten Viren
infiziert (MOI 0,1), der Kulturiiberstand an mehreren Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) abgenommen
und der jeweilige Virustiter (pfu/ml) mittels Plaque Assay bestimmt. B) Vero Zellen wurden mit den
entsprechenden Viren infiziert und nach 14 h die subzellulare Lokalisation von UL34wt sowie den
TMD-Permutationsmutanten durch indirekte Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen
anti-UL34 und monoklonalen anti-Lamin A/C Antikorpers analysiert.

Der Austausch des tail anchors von UL34 mit denen von herpesviralen und zellularen TA-
Proteinen hatte demnach weder einen Einfluss auf die Lokalisation von UL34 bzw. des NEC
an der Kernhtlle noch auf dessen Funktion, da die Virusreplikation bei allen Mutanten vollig
normal verlief. Folglich deuten die Ergebnisse darauf hin, dass UL34 verschiedene TA mit

Sequenz- und vor allem Hydrophobizitatsunterschieden tolerieren kann.

Alle Transmembrandoméanen der untersuchten TA-Proteine bilden eine a-helikale Struktur
aus. Im nachsten Schritt sollte deshalb untersucht werden, ob die Funktion von UL34 auch
durch einen alternativen, nicht-a-helikalen Verankerungmechanismus komplementiert

werden kann. Die Assoziation von Proteinen mit der inneren Kernhille kann durch diverse
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Mechanismen erfolgen. Prelamin A (Prela A), der Vorlaufer von Lamin A, ist eine der
Hauptkomponenten der Kernlamina und enthadlt am C-Terminus ein fur die Verankerung
essentielles CAAX-Motiv (Corrigan et al., 2005). Fur den Einbau in die Lamina sind eine
Reihe von post-translationalen Modifikationen am CAAX-Motiv einschlief3lich Isoprenylierung
und Carboxy-Methylierung vonnodten. Als Folge kommt es zu einer endoproteolytischen
Spaltung bei Aminoséaure 646, wodurch schlief3lich reifes Lamin A entsteht (Abb. 4.7 A).

A 644 661

PV

1 Lamin A-N |RsY-LLG[[ " |csim  Prelamin A
CAAX
( J
C-Terminus
B 20 h.p.t. 3d.pt
Virus- uL34/

Nachkommen UL34 |cps/ Dapi ICPO { Ph
252 g :

5
1] UL34 -N | UL34-C | UL34 wt +++
|

| UL34-N Prela A-C| UL34-Prela A -

Abbildung 4.7: UL34 TA-Austausch mit dem Verankerungsmechanismus von Lamin A

A) Schematische Darstellung von Prelamin A (Prela A), dem Vorlaufer von Lamin A. Die Verankerung
von Prela A in der INM erfordert eine Reihe von post-translationalen Modifikationen am C-terminalen
CAAX-Motiv sowie eine endoproteolytische Spaltung nach As. 646 (durch einen schwarzen Pfeil
gekennzeichnet), wobei schliel3lich reifes Lamin A entsteht. B) Der UL34 TA wurde durch den Lamin A
spezifischen Verankerungsmechanismus ausgetauscht, indem 20 As. der C-terminalen Doméane von
Prela A (einschlie3lich des CAAX-Motivs und der Spaltstelle) an die N-terminale Domane von UL34
fusioniert wurden. Anschlie3end wurde diese Mutante mittels BAC Mutagenese in den AUL34/gk BAC
eingesetzt und im Vergleich zum UL34wt BAC analysiert. Die Fahigkeit zur Produktion von Virus-
Nachkommen wurde durch Transfektion der mutierten BAC DNA in Vero Zellen untersucht (3 d.p.t.).
Die Expression und subzellulare Lokalisation der HSV-1 UL34-Prela A Mutante wurde durch indirekte
Immunofluoreszenz Analyse nach 20 h BAC DNA Transfektion (20 h.p.t.) in Vero Zellen mittels
polyklonalem anti-UL34 und monoklonalem anti-ICP8 Antikorper (rot) Gberprift. Die Zellkerne wurden
dabei durch Dapi-Féarbung (blau) visualisiert. Zur Analyse der potentiellen Plaguebildung wurden Vero
Zellen mit BAC DNA transfiziert und nach 3 Tagen (3 d.p.t.) mittels indirekter Immunofluoreszenz
unter Verwendung eines monoklonalen anti-ICPO Antikoérpers ausgewertet. ICPO-positive Zellen sind
rot dargestellt und mit dem Phasenkontrast (Ph) tberlagert.

Kirzlich wurde berichtet, dass HSV-1 UL34 mit Lamin wie auch mit Emerin interagiert
(Reynolds et al., 2004; Leach et al., 2007; Mou et al., 2008). Daher wére es denkbar, dass
es einen analogen Weg fur die Zielsteuerung zur INM verwenden kdnnte. Um dies zu testen,
wurde eine BAC Mutante generiert, bei welcher der UL34 tail anchor (As. 252-275) mit dem
C-Terminus von Prelamin A, d.h. mit den letzten 20 Aminosauren ersetzt wurde. Diese
UL34-Prela A Mutante enthalt das beschriebene CAAX-Motiv sowie die endoproteolytische

Spaltstelle, jedoch keine a-helikale TMD. Die anschlieBende Virus-Rekonstitution, d.h. die
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Produktion von Virus-Nachkommen, wurde durch Transfektion der mutierten BAC DNA in
Vero Zellen untersucht, wobei bei der HSV-1 UL34-PrelaA Mutante im Gegensatz zum
HSV-1 UL34 wt kein zytopathischer Effekt beobachtet werden konnte (Abb. 4.7 B links). Dies
wurde durch die Analyse der Plaquebildung mittels indirekter Immunofluoreszenz nach drei
Tagen Transfektion (3 d.p.t.) in Vero Zellen bestétigt, da auch hier keine effiziente
Virusausbreitung bei der HSV-1 UL34 BAC Mutante sichtbar war, wéhrend die Plaque-
bildung fur den Wildtyp BAC gut erkennbar war (Abb. 4.7 B rechts). Um sicher zu gehen,
dass UL34-Prela A exprimiert wird sowie dessen subzellulare Lokalisation zu bestimmen,
wurde nach 20 h BAC Transfektion (20 h.p.t.) von Vero Zellen eine in vivo Fluoreszenz-
analyse durchgeftihrt. Dadurch konnte zum einen gezeigt werden, dass die Expression des
mutierten UL34 vergleichbar zum Wildtyp Protein war und dass es nun hauptsachlich
nukleoplasmatisch vorliegt mit einem geringen cytoplasmatischen Anteil, jedoch ohne einer
Wildtyp-ahnlichen Kernhillenfarbung (Abb. 4.7 mitte). Demzufolge fiihrt der Austausch des
UL34 tail anchors mit dem INM-Verankerungsmechanismus von Lamin A zu einer Mutante,
welche zwar eine Kernlokalisation aufweist, jedoch nicht mehr in der Lage ist, stabil in der
Kernmembran verankert zu werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser ausfiihrlichen TMD-
Permutationsanalyse deutlich zeigen, dass der tail anchor von UL34 ohne Beeintrachtigung
der Virusreplikation mit den entsprechenden Regionen von anderen TA-Proteinen ersetzt
werden kann, die sowohl unterschiedliche Funktionen als auch Bestimmungsorte innerhalb
der Zelle besitzen. Folglich scheint UL34 fir seine Funktion wahrend des Kernaus-
wanderungsprozesses der Capside TMD mit abweichenden Sequenzen und Hydro-
phobizitdten zu tolerieren. Durch den Austausch mit einem alternativen INM-Verankerungs-
mechanismus, welcher keine a-helikale TMD enthalt, konnte die virale Funktion jedoch nicht

mehr komplementiert werden.

4.1.4. Analyse der TMD-flankierenden positiven Ladungen von UL34

Mehrere Studien Uber zellulare tail anchor Proteine berichteten, dass TMD-flankierende
positiv-geladene Sequenzbereiche entscheidend fiir die Zielsteuerung des Proteins zu seiner
Zielmembran sein kénnen (Borgese et al., 2003; Kaufmann et al., 2003; Borgese et al.,
2007). Auch HSV-1 UL34 enthalt in seiner kurzen luminalen Doméne eine einzelne sowie auf
der amino-terminalen Seite der TMD mehrere positive Ladungen. Es konnte mit der bereits
analysierten Mutante HSV-1 UL34s269 (As. 1-269), in welcher drei Aminosauren der TMD
und auch die kurze luminale Region mit einem basischen Argininrest entfernt wurden, schon
gezeigt werden, dass die positive Ladung auf der luminalen Seite flir die Zielsteuerung zur
Kernperipherie und fir die generelle Funktion von UL34 nicht bendtigt wird (siehe Abschnitt
4.1.2). Um herauszufinden, ob die amino-terminal sich befindenden basischen Aminoséuren

eine relevante Rolle dabei spielen, wurde dieser Bereich (As. 236-251) mittels BAC
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Mutagenese deletiert. Durch Transfektion der resultierenden BAC DNA in Vero Zellen
wurden die entsprechenden Viren rekonstituiert (Abb. 4.8 A). Mit der anschlielRenden
Analyse der HSV-1 UL34A236-251 Mutante durch Infektion von Vero Zellen konnte gezeigt
werden, dass diese keinen Unterschied zum UL34 wt sowohl in ihrer Wachstumskinetik
(Abb. 4.8 B) als auch in der Lokalisation an der Kernperipherie aufwies (Abb. 4.8 C).
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Abbildung 4.8: Analyse der TMD-flankierenden positiven Ladungen von HSV-1 UL34

A) Die Aminosauresequenzen der TMD-flankierenden Bereiche von UL34 sind graphisch dargestellt
(rot = basische Reste). Bei der BAC Mutante HSV-1 UL34A236-251 wurden die N-terminal liegenden
Ladungen durch die Deletion von As. 236 bis 251 entfernt. Die Fahigkeit zur Virus-Rekonstitution, d.h.
Virus-Nachkommen zu produzieren, ist rechts angegeben. B) Fir Wachstumskinetiken wurden Vero
Zellen mit mutiertem Virus bzw. Wildtyp Virus in Triplikaten infiziert (MOl 0,1), anschlieGend der
Kulturiiberstand zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) abgenommen und der
Virustiter (pfu/ml) mittels Plaque Assay bestimmt. C) Die subzellulare Lokalisation von UL34 wurde
durch indirekte Immunofluoreszenz nach 14 h Infektion in Vero Zellen unter Verwendung eines
polyklonalen anti-UL34 und monoklonalen anti-Lamin A/C Antikdrpers untersucht.

Somit sind vermutlich weder die nukleoplasmatischen Ladungen noch die luminal positiv-
geladene Doméne des UL34 tail anchors fur die Zielsteuerung zur INM und fur die generelle

Funktion des Proteins wichtig.
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4.2. Kerntransport der NEC-Proteine von HSV-1

Die essentiellen Proteine UL31 und UL34 von HSV-1 bilden gemeinsam den Kernaus-
wanderungskomplex (NEC), wofur eine nukleére Lokalisation beider Proteine bendtigt wird.
Auch die kurzlich beschriebenen zusatzlichen Rollen von UL31 und orthologen Proteinen fir
die optimale NFkB-Aktivierung und virale Genexpression in der frihen Phase der Infektion
sowie beim DNA packaging Prozess wahrend der Capsidreifung setzen eine Ansammliung
des Proteins im Zellkern voraus (Granato et al., 2008; Popa et al., 2010; Roberts und Baines,
2011). Wie jedoch UL31 und UL34 in den Zellkern gelangen und in welchem Kompartiment
der NEC schlief3lich gebildet wird, ist bis jetzt noch unbekannt. Frihere Daten von UL31
orthologen Proteinen aus HSV-2 und MCMV weisen darauf hin, dass UL31 uber einen
aktiven Rezeptor-vermittelten Import in den Zellkern transportiert wird (Zhu et al., 1999;
Yamauchi et al., 2001; Lotzerich et al., 2006). Die Vorhersage eines Kklassischen
Kernlokalisationssignals (NLS) innerhalb der N-terminalen Domane von HSV-1 UL31 sowie
HSV-1 UL34 mit Hilfe von bioinformatischen Methoden unterstiitzt diese Vermutung. Im
Folgenden sollen nun die identifizierten Kernlokalisationssignale im viralen Kontext auf ihre
Funktion untersucht werden, um erste detaillierte Erkenntnisse Uber den Kerntransport der
NEC-Proteine zu erlangen. Dazu wurden jeweils gezielt Mutationen innerhalb der beiden
NLS Konsensus-Sequenzen eingefuihrt und mittels BAC Mutagenese entsprechende HSV-1
NLS Mutanten hergestellt. Diese wurden einzeln auf funktionale Komplementation und
subzelluldre Lokalisation der NEC-Proteine untersucht. Zusétzlich wurde eine HSV-1
Doppelmutante generiert, welche beide NLS Mutationen sowohl im UL31 als auch im UL34

Genprodukt enthalt.

4.2.1. Funktionale Analyse der NLS Sequenz von HSV-1 UL34

Im Vorfeld wurde mittels bioinformatischer Berechnungen fur HSV-1 UL34 eine klassische
bipartite NLS Sequenz zwischen As. 177 und 195 vorhergesagt. Diese wurde in
Kooperationsarbeit auf ihre Funktionalitat in Abwesenheit von anderen viralen Proteinen
untersucht. Zum einen konnte durch die Fusion der putativen NLS von UL34 an ein EYFP
demonstriert werden, dass diese allein ausreicht, um ein inertes, normalerweise
cytoplasmatisch lokalisiertes Protein in den Zellkern zu transportieren. Auf3erdem zeigten
Y2H-Interaktionsstudien, dass UL34 uber die identifizierte Sequenz spezifisch an drei
verschiedene humane Importin a-Rezeptoren bindet, da nach Einfiihrung von gezielten
Mutationen innerhalb der NLS Konsensus-Sequenz diese Interaktionen nicht mehr
ausgebildet werden konnten. Dabei wurden bei der NLS-Mutante (NLSmt) im zweiten Cluster
der bipartiten NLS Sequenz drei aufeinanderfolgende basische durch neutrale Aminoséuren

(Arginin zu Asparagin) ersetzt (Raschbichler, 2011).
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4.2.1.1. Die UL34 NLS ist fur die Virusreplikation nicht essentiell

Um nun im nachsten Schritt herauszufinden, welche Rolle die identifizierte NLS von UL34
wahrend der Virusreplikation beziglich Lokalisation und Funktion der NEC Proteine spielt,
wurden mittels BAC Mutagenese, wie unter Abschnitt 4.1.1 beschrieben, eine HSV-1 UL34
NLS Mutante hergestellt. Nach Transfektion der HSV-1 BAC Mutante konnte eine zum
Wildtyp vergleichbare Virus-Rekonstitution beobachtet werden, so dass der letale Phanotyp
des HSV-1 AUL34/gk BAC funktional komplementiert wurde (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Virus-Rekonstitution der HSV-1 UL34 NLS Mutante

Schematische Darstellung der potentiellen bipartiten klassischen NLS von UL34wt (As. 177-195) und
einer UL34 NLS Mutante (UL34 NLSmt). Der Austausch von basischen Argininresten gegen
Asparagin- oder Alaninreste innerhalb der NLS Konsensus-Sequenz erfolgte mittels zielgerichteter
Mutagenese. Mittels BAC Mutagenese wurde eine entsprechende HSV-1 UL34 NLS Mutante
hergestellt und deren Fahigkeit zur Virus-Rekonstitution und Produktion von Virus-Nachkommen durch
Transfektion der mutierten BAC DNA in Vero Zellen untersucht (3 d.p.t.).

Eine zusatzliche Plagueanalyse mittels indirekter Immunofluoreszenz, bei welcher die
gebildeten Plaques 3 d.p.t. angefarbt wurden, bestétigte diese Beobachtung, da einzelne
Plaques und somit eine Wildtyp-&hnliche Virusausbreitung bereits gut sichtbar waren (Abb.
4.10 A). Zur Charakterisierung der Wachstumseigenschaft dieser HSV-1 UL34 NLS Mutante
im Vergleich zum Wildtyp wurden Vero Zellen mit den rekombinanten Viren infiziert und tber
einen Zeitraum von 45 h mehrmals die Anzahl der infektiosen Viruspartikel im Kultur-
Uberstand bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die UL34 NLS Mutation nur zu
einer leichten Beeintrachtigung der herpesviralen Replikation fiihrte, wobei erst nach 18 h
eine Reduktion der Virusproduktion um etwa eine halbe log Stufe im Vergleich zum UL34 wt
beobachtet werden konnte (Abb. 4.10 B). Da dieser Unterschied jedoch sehr gering ist, kann
man nicht ausschliel3en, dass es sich dabei um messtechnische Schwankungen handelt.
Mittels indirekter Immunofluoreszenz Analyse konnte hingegen 14 h nach Infektion eindeutig
gezeigt werden, dass UL34 trotz mutierter NLS genauso wie Wildtyp UL34 in der Lage war
an der Kernperipherie vergleichbar mit Lamin A/C zu lokalisieren. Auch fir den NEC-Partner
UL31 konnte mit Hilfe eines UL31 spezifischen Antikdrpers eine Lamin A/C-&hnliche korrekte
Kernhtllenfarbung beobachtet werden (Abb. 4.10 C).
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Abbildung 4.10: Funktionale Analyse der HSV-1 UL34 NLS Mutante

A) Fur die Analyse der Plaquebildung wurden Vero Zellen mit BAC DNA transfiziert und nach 3 Tagen
(3 d.p.t.) mittels indirekter Immunofluoreszenz mit Hilfe eines monoklonalen anti-ICPO Antikorpers
angefarbt und ausgewertet. ICP0O-positive Zellen sind rot dargestellt und mit dem Phasenkontrast (Ph)
Uberlagert. B) Zur Bestimmung der Wachstumseigenschaften der HSV-1 UL34 NLSmt im Vergleich
zum Wildtyp wurden Vero Zellen mit rekombinanten Viren in Triplikaten infiziert (MOI 0,1), der
Kulturiiberstand zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) abgenommen und der
jeweilige Virustiter (pfu/ml) mittels Plaque Assay bestimmt. C) Die subzellulare Lokalisation von
UL34wt sowie der UL34 NLSmt wurde durch indirekte Immunofluoreszenz 14 h nach Infektion von
Vero Zellen mit den entsprechenden rekombinanten Viren unter Verwendung eines polyklonalen anti-
UL34 und monoklonalen anti-Lamin A/C Antikdrpers analysiert. Die Lokalisation des NEC-Partners
UL31 wurde durch einen polyklonalen anti-UL31 Antikorper analog detektiert.

Es scheint somit, dass die identifizierte NLS von HSV-1 UL34 fir die nukleare Lokalisation
beider NEC-Proteine nicht essentiell ist und auch kaum Auswirkungen auf den nuclear
egress der Capside bzw. auf den herpesviralen Replikationszyklus im generellen hat. Daher
muss der Kernimport von UL34 hauptséchlich durch einen alternativen redundanten
Mechanismus oder in Abhéngigkeit von einem anderen, in den Zellkern importierten Protein
erfolgen. Ob dafir UL31 verantwortlich gemacht werden kann, soll im Folgenden durch

dessen NLS Analyse untersucht werden.

4.2.2. Funktionale Analyse der NLS Sequenz von HSV-1 UL31

Fur das HSV-1 UL31 Protein wurde mit Hilfe von bioinformatischen Methoden eine
klassische bipartite NLS vorhergesagt, welche aus zwei Clustern von basischen Arginin-
oder Lysinresten besteht. Diese erstreckt sich Gber die Aminoséuren 21 bis 42 innerhalb der
N-terminalen variablen Doméane und ist konserviert auch in anderen herpesviralen

Orthologen vorhanden.
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4.2.2.1. Die UL31 NLS ist fur den Kernimport funktional und essentiell

Zuerst wurde dieses potentielle NLS Motiv auf seine funktionale Aktivitdt beziglich des
Kernimports in Abwesenheit von anderen viralen Proteinen charakterisiert. Dazu wurden drei
UL31 NLS Mutanten (NLSmt) hergestellt, bei welchen verschiedene basische Argininreste
gegen neutrale Asparagin- oder Alaninreste innerhalb der NLS Konsensus-Sequenz mittels
Zielgerichteter Mutagenese ausgetauscht wurden. Die UL31 NLSmt 1 enthélt dabei drei
aufeinanderfolgende Austausche im ersten Cluster der bipartiten NLS Sequenz, wohingegen
bei der UL31 NLSmt 2 drei Aminosauren im zweiten Cluster ersetzt wurden. Die UL31
NLSmt 3 schlieZlich besteht aus einer Kombination beider NLS Mutanten, d.h. sowohl das
erste als auch das zweite Cluster der NLS Sequenz wurde mutiert (Abb. 4.11 A). Diese UL31
NLS Mutanten wie auch UL31 wt wurden in Y2H prey Vektoren kloniert und auf Interaktion
mit Y2H bait Vektoren getestet, die fir drei verschiedene humane Importin a-Rezeptoren
(Imp a 1,3 und 6) kodieren. Dabei konnte fir UL31 wt, das die gesamte potentielle NLS
beinhaltet, eine starke Interaktion mit den Transportrezeptoren im Y2H Assay gezeigt
werden, da diploide Hefezellen, welche UL31 wt und Imp a 1, 3 oder 6 exprimierten,
uneingeschrankt in der Lage waren, auf Selektivmedium zu wachsen. Eine nahezu Wildtyp-
ahnliche Wechselwirkung wurde auch noch fur die UL31 NLSmt 1 beobachtet. Im Gegensatz
dazu konnten die UL31 NLS Mutanten 2 und 3 an keinen der drei Transportrezeptoren mehr
binden (Abb. 4.11 B). Dies spricht flr eine spezifische und NLS-abhangige Interaktion, woflr
haupséchlich das zweite basische Cluster der bipartiten NLS verantwortlich ist. Alle weiteren
Experimente wurden ausschlieBlich mit der UL31 NLSmt 3 durchgeflhrt, welche im
Folgenden als UL31 NLSmt bezeichnet wird.
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Abbildung 4.11: HSV-1 UL31 interagiert mit Importin a-Rezeptoren Uber eine bipartite NLS

A) Schematische Darstellung von UL31 Wildtyp (UL31wt) und UL31 NLS Mutanten (UL31 NLSmt).
Der Austausch von basischen Argininresten gegen Asparagin- oder Alaninreste innerhalb der NLS
Konsensus-Sequenz erfolgte mittels zielgerichteter Mutagenese. B) Die Interaktionen von UL31wt und
NLS Mutanten mit Importin a 1, 3 und 6 wurden mit Hilfe der Y2H-Methode getestet (schwarzes Feld =
positive Interaktion, wei3es Feld = keine Interaktion).
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Die NLS von UL31 wurde auf weitere fir eine funktionale NLS wichtige Kritierien wiederum in
Kooperationsarbeit getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Transfer der putativen
NLS von UL31 auf ein inertes, cytoplasmatisches Protein ausreicht, um das Fusionsprotein
in den Zellkern zu translozieren. Ebenso ist die NLS Sequenz fir den Kernimport von UL31
in Abwesenheit von anderen viralen Proteinen essentiell, da nach transienter Transfektion
die UL31 NLSmt im Gegensatz zum Wildtyp eine hauptsachlich cytoplasmatische
Mislokalisation aufwies. Durch Fusion einer klassischen SV40 NLS an den N-Terminus der
UL31 NLSmt konnte der Import in den Zellkern jedoch wiederhergestellt werden
(Raschbichler, 2011). Folglich erflillt die identifizierte NLS Sequenz von UL31 alle wichtigen
Kritieren einer funktionalen NLS, so dass diese als nachstes im viralen Kontext untersucht
werden sollte, um herauszufinden, ob sie auch in Anwesenheit von anderen viralen Faktoren
eine essentielle Funktion fir den Kerntransport von UL31 und eventuell auch UL34

Ubernimmt.

4.2.2.2. Herstellung von HSV-1 UL31 NLS Mutanten

Alle verwendeten HSV-1 UL31 Mutanten wurden Uuber eine modifizierte galk-kan
positiv/negativ-Selektionsmutagenese des BAC HSV-1 (17%)lox in E. coli hergestellt. Im
HSV-1 Genom liegt die kodierende Sequenz von UL31 im Bereich von 81749 bp bis 82669
bp und weist einen 56 bp langen Uberlappungsbereich mit UL30 am 3‘ Ende sowie eine 8 bp
lange gemeinsame Region mit UL32 am 5 Ende von UL31 auf. Um eine Beeintrachtigung
der offenen Leserahmen von UL30 und UL32 zu verhindern, wurde nur der nicht
Uberlappende Bereich von UL31 (Nukleotide 9 bis 865) durch die galk-kan (gk) Kassette
mittels homologer Rekombination ersetzt, wodurch eine AUL31/gk Mutante entstand, welche
als UL31 Deletionsmutante diente (Abb. 4.12 oben). Der anschlieBende Austausch des
Selektionsmarkers mit einem UL31 wt Gen fiihrte zum BAC HSV-1(17")lox UL31 rescue,
welcher als Wildtyp verwendet wurde (Abb. 4.12 A). Auf dieselbe Weise wurde auch ein
Fragment, welches die UL31 NLSmt enthalt, in das BAC HSV-1 (17%)lox AUL31/gk
eingesetzt, wodurch das BAC HSV-1(17")lox UL31 NLSmt entstand. Aus diesem wurde
zusatzlich eine Revertante hergestellt, indem zuerst die galk-kan Kassette und anschlieRend
ein UL31 wt Gen reinseriert wurde (Abb. 4.12 B). Fur die Insertion einer UL31 NLSmt mit
einer N-terminal fusionierten SV40 NLS in das BAC HSV-1 (17%)lox AUL31/gk wurde die
Uberlappungssequenz mit UL32 (ersten 8 bp von UL31) dupliziert, um das UL32 Genprodukt
unverandert zu erhalten. Zusatzlich wurde durch eine eingefiihrte Punktmutation das
authentische UL31 Startcodon stillgelegt, ohne die kodierende Sequenz von UL32 am 3
Ende zu veradndern. Somit folgt nun in diesem BAC nach dem Stopcodon von UL32
unmittelbar die kodierende Sequenz fur das SV40 NLS-UL31 NLSmt Gen. Die
entsprechende Revertante enthalt immer noch den duplizierten Uberlappungsbereich mit
UL32 sowie die eingefiihrte Punktmutation am originalen UL31 Startcodon (Abb. 4.12 C).
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Abbildung 4.12: Herstellung von HSV-1 UL31 NLS Mutanten mittels BAC Mutagenese

Die schematische Darstellung des HSV-1(17")lox Genoms zeigt die unique long (UL) and unique short
(US) Regionen, welche von terminal (TR, und TRs) und internal (IR. und IRs) repeats flankiert werden.
Die Zahlen geben die Position in Kilobasenpaaren (kb) an. Der offene Leserahmen (ORF) von UL31
und benachbarten Genen (als Pfeile) sowie deren Uberlappungsbereiche (in bp) sind gekennzeichnet.
Die BAC Mutagenese wurde nach einem modifizierten galk-kan positiv/negativ-Selektionsprinzip
durchgefuhrt. Zuerst wurde der nicht Gberlappende Bereich von UL31 (Nukleotide 9 bis 865) durch die
galk-kan (gk) Kassette mittels homologer Rekombination ersetzt, wodurch eine AUL31/gk Mutante
entstand. Dann wurde diese wieder durch Fragmente einer UL31 NLS Mutante ausgetauscht, welche
durch PCR Amplifikation mit den entsprechenden UL31mt Plasmiden als Template und Primern mit
flankierenden homologen Sequenzen generiert wurden. NLS Mutationen sind als rote Sterne markiert,
wahrend das mutierte UL31 Startcodon als blauer Stern gekennzeichnet ist. A) Durch Austausch mit
einem UL31wt Gen entstand das BAC HSV-1(17")lox UL31 rescue. B) Aus dem durch Substitution mit
einem UL31 NLSmt Fragment generierten BAC wurde eine Revertante hergestellt, indem zuerst die
galk-kan Kassette und anschlie3end ein UL31wt Fragment reinseriert wurde. C) FUr die Insertion einer
UL31 NLSmt mit einer N-terminal fusionierten SV40 NLS wurde die Uberlappungssequenz mit UL32
(ersten 8 bp von UL31) dupliziert und durch eine Punktmutation das authentische UL31 Startcodon
stillgelegt, ohne die kodierende Sequenz von UL32 am 3‘ Ende zu verandern. Die entsprechende
Revertante enthdalt die eingefiihrte Sequenzduplikation sowie die Punktmutation.

Alle hierfuir verwendeten Templates und Oligonukleotide sind unter Material und Methoden in
den Tabellen 3.7 und 3.15 aufgefiihrt. Die hergestellten BAC Mutanten wurden mittels
Restriktionsanalyse (Mlul-Verdau) und Sequenzierung des UL31 Lokus auf korrekte Insertion

und Sequenz Uberprdft.
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4.2.2.3. Die UL31 NLS enthalt eine fur die Virusreplikation essentielle
Funktion

Die Virus-Rekonstitution nach Transfektion der generierten BAC DNA in Vero Zellen wurde
nach drei Tagen durch das Auftreten von zytopathischen Effekten beobachtet. Eine
zusatzliche Plaqueanalyse mittels indirekter Immunofluoreszenz, bei welcher die potentiell

gebildeten Plaques 3 d.p.t. angefarbt wurden, diente zur Bestatigung (Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13: Virus-Rekonstitution der HSV-1 UL31 NLS Mutanten

Die Fahigkeit zur Virus-Rekonstitution bzw. Produktion von Virus-Nachkommen nach Transfektion der
mutierten BAC DNA (durch Sterne markiert) in Vero Zellen ist fur alle HSV-1 UL31 NLS BAC Mutanten
dargestellt. Um die mdgliche Plaquebildung zu untersuchen, wurden Vero Zellen mit BAC DNA
transfiziert und 3 d.p.t. eine indirekte Immunofluoreszenz mit einem monoklonalen anti-ICPO
Antikérper durchgefuhrt. ICPO-positive Zellen sind rot dargestellt und mit dem Phasenkontrast (Ph)
Uberlagert.

Wie zu erwarten war die UL31 Deletionsmutante AUL31/gk nicht lebensféhig, d.h. sie war
nicht in der Lage, effizient Nachkommen-Viren zu bilden, so dass der Kulturiiberstand keine
infektiosen Viruspartikel enthielt. Fur die funktionale Charakterisierung der UL31 NLS im
viralen Kontext wurde zuerst die Fahigkeit der hergestellten Mutanten zur Komplementation
des HSV-1 AUL31/gk BAC untersucht. Dabei konnten fur den UL31 Wildtyp BAC eindeutige
Plaguebildungen beobachtet werden, die auf eine erfolgreiche Virus-Rekonstitution
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schlieRen lassen. Dagegen war der HSV-1 UL31 NLSmt BAC nicht in der Lage, durch
effiziente Virusreplikation Nachkommen-Viren zu produzieren, da keine zytopathischen
Effekte wie die Ausbildung von Plagues beobachtet werden konnten. Erstaunlicherweise gilt
dies auch fur den SV40 NLS-UL31 NLSmt BAC. Obwohl bei transienter Expression von
UL31 durch Fusion einer SV40 NLS Sequenz in Abwesenheit von anderen viralen Faktoren
der Kernimport der UL31 NLSmt wiederhergestellt werden konnte, wurde der letale Ph&notyp
der UL31 NLSmt dadurch im Viruskontext nicht repariert. Um sicher zu gehen, dass dieser
Phanotyp nur auf die eingefiihrte UL31 NLS Mutation zuriickzufiihren ist und nicht durch
zusatzliche unerwinschte Rekombinationsereignisse im HSV-1 Genom entstanden ist,
wurden entsprechende Revertanten sowohl von der HSV-1 UL31 NLSmt als auch von der
HSV-1 SV40 NLS-UL31 NLSmt hergestellt. Nach Transfektion der BAC DNA beider
Revertanten konnte schlieBlich eine zum UL31 Wildtyp vergleichbare Virus-Rekonstitution
sowie Plaquebildung beobachtet werden, so dass weitere zuféallige Mutationen innerhalb des
HSV-1 Genoms ausgeschlossen werden kénnen (Abb. 4.13). Im Fall der HSV-1 SV40 NLS-
UL31 NLSmt kann damit auch sichergestellt werden, dass die Sequenzduplikation keine
negativen Effekte hervorgerufen hat. Die Mutagenese der UL31 NLS fuhrte also zu HSV-1
BAC Mutanten, mit welchen durch Transfektion in Vero Zellen kein rekombinanter Virusstock
hergestellt werden konnte. Alle Versuche einer in trans Komplementation mit Hilfe von UL31
wt-komplementierenden Vero sowie RSC (rabbit skin cells) Zellen war leider erfolglos. Daher
basieren alle folgenden Experimente auf Transfektion von BAC DNA.

Da die eingefuhrten UL31 NLS Mutationen nahe dem 3’ Ende des essentiellen UL32
Genproduktes liegen und im Fall der HSV-1 SV40 NLS-UL31 NLSmt gleich mehrere
Veranderungen unmittelbar nach dessen Stopcodon vollzogen wurden, ist nicht auszu-
schlie3en, dass die UL31 NLS BAC Mutagenese Auswirkungen auf die Expression von UL32
hatte. Um dies zu tberprifen, wurde die Expression und subzelluldre Lokalisation von UL32
bei den verschiedenen UL31 Mutanten im Vergleich zum UL31 Wildtyp analysiert, nachdem
Vero Zellen 20 h mit der entsprechenden BAC DNA transfiziert wurden. Die indirekte
Immunofluoreszenz wurde mit Hilfe eines UL32 und ICP8 spezifischen Antikérpers, mit
welchem die viralen Replikationszentren im Zellkern detektiert werden, durchgefiihrt. Aus
frlheren Studien konnte gezeigt werden, dass HSV-1 UL32 als ein essentielles DNA
cleavage/packaging Protein wahrend der Capsidreifung im Zellkern fungiert und neben einer
nuklearen Lokalisation, wo es speziell in den viralen Replikationszentren vorliegt, auch eine
cytoplasmatische Verteilung aufweist (Lamberti und Weller, 1998). Diese beschriebene
Lokalisation konnte in der UL31 wt Situation bestatigt werden. Auch die Assoziation mit den
Replikationszentren wurde durch die Colokalisierung mit ICP8 demonstriert (Abb. 4.14). Fir
die UL31 NLSmt konnte somit gezeigt werden, dass weder die UL32 Expression noch die

subzellulare Verteilung von UL32 durch die UL31 BAC Mutageneseschritte beeintrachtigt
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war. Letztere wies eine zum Wildtyp vergleichbare nukleo- und cytoplasmatische
Lokalisation von UL32 sowie eine Colokalisation mit ICP8 auf. Sogar bei der UL31
Deletionsmutante konnte noch nukleéares und cytoplasmatisches UL32 detektiert werden. Bei
der SV40 NLS-UL31 NLSmt zeigte sich, dass UL32 jedoch in geringeren Mengen exprimiert
wurde und ungleichmafiiger im Zellkern verteilt war. Ebenso scheint diese Mutante weniger
Replikationszentren zu entwickeln, welche wiederum eine atypische Lokalisation aufwiesen.
Prinzipiell waren aber alle HSV-1 UL31 Mutanten in der Lage, Replikationszentren
auszubilden (Abb. 4.14). Dies deutet darauf hin, dass zumindest die Virusreplikation im
Zellkern unter diesen Bedingungen noch ablaufen kann.

UL32 ICP8 merge dapi

UL31 wt

AUL31

UL31 NLSmt

SV40 NLS-
UL31 NLSmt

Abbildung 4.14: HSV-1 UL32 Expression und Lokalisation wird nicht durch die UL31 NLS
Mutagenese beeinflusst

Fur die verschiedenen UL31 Mutanten wurde die Expression und subzellulare Lokalisation von HSV-1
UL32 im Vergleich zum UL31wt Uberprift. Dazu wurden Vero Zellen mit BAC DNA transfiziert und 20
h.p.t. mittels indirekter Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen anti-UL32 (grin) und
monoklonalen anti-ICP8 (rot) Antikérpers analysiert. Die Zellkerne wurden durch Dapi-Farbung (blau)
visualisiert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die UL31 NLS im viralen Kontext eine
essentielle Funktion austibt, da allein die Mutationen innerhalb dieses Sequenzbereiches fir
den letalen Phéanotyp der HSV-1 UL31 NLSmt verantwortlich sind.

4.2.2.4. Die UL31 NLS ist spéat in der Infektion fir den Kernimport der NEC-
Proteine redundant

Eine Ursache fir den letalen Phanotyp der HSV-1 UL31 Mutanten kénnte darin liegen, dass
durch die mutierte NLS der Kernimport von UL31 beeintréchtigt ist, wie es ja bereits in den
Transfektionsexperimenten in Abwesenheit einer Virusinfektion gezeigt werden konnte. Ob
nun die HSV-1 UL31 NLS Mutagenese eine Auswirkung auf die subzellulare Verteilung von
UL31 und auch UL34 hat, wurde durch indirekte Immunofluoreszenz nach 20 h BAC DNA

Transfektion in Vero Zellen analysiert. Dazu wurde neben den UL31 bzw. UL34 spezifischen
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Abbildung 4.15: Die UL31 NLS Mutationen haben keine Auswirkung auf die Kernlokalisation
der HSV-1 NEC-Proteine

A) Die Expression und subzelluldre Lokalisation von UL31wt, UL31 Deletionsmutante sowie UL31
Mutanten (UL31 NLSmt und SV40 NLS-UL31 NLSmt einschlie3lich der entsprechenden Revertanten)
wurde durch indirekte Immunofluoreszenz 20 h nach BAC DNA Transfektion in Vero Zellen mit einem
polyklonalen anti-UL31 (griin) und monoklonalen anti-VP5 [8F5] (rot) Antikdrper analysiert. Die
Zellkerne wurden dabei durch Dapi-Farbung (blau) visualisiert. B) Die Lokalisation des NEC-Partners
UL34 wurde mit einem polyklonalen anti-UL34 Antikdrper analog detektiert.

Antikérpern auch ein VP5 spezifischer Antikorper verwendet, welcher ausschlieZlich
Hauptcapsidproteine in reifen Capsiden detektiert (Abb. 4.15). Nach BAC Transfektion mit
HSV-1 Wildtyp lag UL31 wie zu erwarten hauptsachlich nuklear sowie an der Kernperipherie
vor. Bei der UL31 Deletionsmutante konnte verstandlicherweise kein UL31 Protein detektiert
werden. Uberraschend war jedoch, dass auch die UL31 NLS Mutante eine wt-dhnliche
Lokalisation von UL31 im Kern sowie an der Kernhille aufwies. Entsprechendes gilt auch fur
die Revertante dieses UL31 NLSmt BAC. Ebenso konnte bei der SV40 NLS-UL31 NLSmt
und dessen Revertante eine tberwiegend nukleare Verteilung von UL31 beobachtet werden.
Es scheint also, dass der Kernimport von UL31 durch die NLS Mutagenese nicht
beeintrachtigt worden ist. Ebenso befanden sich bei allen getesteten HSV-1 UL31 BAC
Mutanten reife Capside vergleichbar zum UL31 wt im Zellkern, welche mit UL31 grof3tenteils
colokalisierten (Abb. 4.15 A). Dies deutet darauf hin, dass neben der bereits gezeigten
viralen Replikation vermutlich auch die Capsidmorphogenese ungestort ablduft und dass
nukleares UL31 zum Teil mit Nukleocapsiden assoziiert. Letzteres stimmt gut mit der vor

kurzem fir zwei UL31 orthologe Proteine berichteten Rolle beim DNA packaging Prozess
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wahrend der Capsidreifung uberein (Granato et al., 2008; Popa et al., 2010). Uber die
subzellulare Verteilung des NEC-Partners UL34 konnte bei allen UL31 Mutanten eine
korrekte Lokalisation hauptsachlich an der Kernperipherie vergleichbar zum Wildtyp berichtet
werden (Abb. 4.15 B). Die NLS von UL31 wird demnach im viralen Kontext fir das UL34
targeting zur Kernhtlle nicht bendtigt, so dass die beobachtete essentielle Funktion der UL31
NLS unabhé&ngig vom NEC sein muss.

Die Ergebnisse dieser Immunofluoreszenz Analyse konnten zeigen, dass die UL31 NLS
Mutagenese in Anwesenheit von anderen viralen Proteinen keine stérende Auswirkung auf
die nukleare Lokalisation beider NEC-Proteine hatte. Folglich scheint es, dass das HSV-1
System einen redundanten Mechanismus fiir den Kernimport von UL31 bereitstellt. Der letale
Phanotyp einer UL31 NLS Mutante weist jedoch darauf hin, dass UL31 eine weitere
essentielle Funktion hat, die mdglicherweise zu einem anderen, friheren Zeitpunkt der

Infektion relevant ist.

4.2.3. Simultane Analyse der UL31 und UL34 NLS im viralen Kontext

Wie bereits gezeigt werden konnte, beeintrachtigte weder die UL34 noch die UL31 NLS
Mutagenese den Kernimport dieser beiden Proteine im viralen Kontext. Mdglicherweise kann
der funktionale Verlust eines Kernlokalisationssignals durch das noch vorhandene im
Partnerprotein kompensiert werden. Um eine mdgliche Abhangigkeit aufgrund eines
gemeinsamen Transports untersuchen zu konnen, wurde eine HSV-1 Doppelmutante
generiert, welche beide NLS Mutationen enthdlt, d.h. sowohl im UL31 als auch im UL34
Genprodukt. Dazu wurde der im Abschitt 4.2.1.1 beschriebene BAC HSV-1(17")lox UL34
NLSmt, der bereits die mutierte UL34 NLS tragt, fir eine galk-kan BAC Mutagenese am
UL31 Lokus verwendet. Diese verlief analog zu der beim HSV-1(17")lox UL31 NLSmt
angewendeten ab (siehe Abschnitt 4.2.2.2).

4.2.3.1. Die simultane NLS Mutagenese beider NEC-Proteine beeintrachtigt
deren Kernimport

Das durch die doppelte NLS Mutagenese entstandene BAC HSV-1(17")lox UL31 NLSmt-
UL34 NLSmt war nicht lebensfahig, d.h. es fand keine erfolgreiche Virus-Rekonstitution statt,
weswegen auch keine Plaquebildung beobachtet werden konnte (Abb. 4.16 A). Dies war
jedoch zu erwarten, da bereits die UL31 NLS Mutagenese allein zu einer letalen Mutante
fuhrte. Ebenso konnte eine wt-ahnliche subzellulare Verteilung von UL32 mittels indirekter
Immunofluoreszenz nach 20 h BAC DNA Transfektion in Vero Zellen bestétigt werden, so
dass auch hier eine Storung des UL32 Genproduktes aufgrund der UL31 NLS BAC
Mutagenese ausgeschlossen werden kann (Abb. 4.16 B). Im Gegensatz dazu konnte jedoch
unter diesen Bedingungen eine veranderte Lokalisierung der NEC-Proteine beobachtet

werden. Neben nukledrem UL31 befand sich ein erheblicher Anteil diffus verteilt im
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Cytoplasma (Abb. 4.16 C). Auch das UL34 Protein wies eine deutliche Mislokalisation auf, da
es sowohl nukleo- als auch cytoplasmatisch vorlag, wobei es im Cytoplasma in ungleich-
mafigen punktierten Foci gefunden wurde (Abb. 4.16 D). In beiden Féallen konnte kaum noch
Kernmembran-assoziiertes Protein erkannt werden. Dies bedeutet, dass in dieser NLS
Doppelmutante auch die Bildung eines funktionalen Kernauswanderungskomplexes an der
INM gestort war. Ferner konnte durch die Detektion von ICP8 und VP5 gezeigt werden, dass
weder die Virusreplikation noch die Capsidmorphogenese im Zellkern wesentlich
beeintrachtigt wurde.

A Virus- —_3dpt

Nachkommen ICPO/Ph
o

UL31 NLSmt-
- UL30§ UL31 mt *** (ULSZ —-—--| UL34 mt ***> UL34 NLSmt -

Abbildung 4.16: Analyse der NLS Doppelmutante HSV-1 UL31 NLSmt-UL34 NLSmt

A) Schematische Darstellung des hergestellten BAC HSV-1 UL31 NLSmt-UL34 NLSmt, welcher
Mutationen innerhalb der NLS Sequenz beider NEC-Proteine tragt. Fur die Produktion von Virus-
Nachkommen wurden Vero Zellen mit BAC DNA transfiziert. Die Plaquebildung wurde nach 3 Tagen
Transfektion durch indirekte Immunofluoreszenz mit einem monoklonalen anti-ICPO Antikérper
analysiert. ICPO-positive Zellen sind rot dargestellt und mit dem Phasenkontrast (Ph) Uberlagert. B)
Die Expression und subzellulare Lokalisation von UL32 wurde nach 20 h BAC DNA Transfektion
mittels indirekter Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen anti-UL32 (grin) und
monoklonalen anti-ICP8 (rot) Antikdrpers analysiert. Die Zellkerne wurden dabei durch Dapi-Farbung
(blau) visualisiert. C) Die Lokalisation von UL31 wurde mit einem polyklonalen anti-UL31 (griin) und
monoklonalen anti-VP5 [8F5] (rot) Antikorper analog durchgefihrt. D) Die Lokalisation des NEC-
Partners UL34 wurde durch einen polyklonalen anti-UL34 Antikbrper analog detektiert.

Wahrend also die einzelne NLS Mutagenese entweder von UL31 oder UL34 keine
Auswirkungen auf deren Kernimport im viralen Kontext hat, weisen die Ergebnisse der
Doppelmutante darauf hin, dass die simultane NLS Mutagenese den Transport der NEC-
Proteine in den Zellkern erheblich beeintrachtigt. Es ist jedoch unklar, wie sich die
verminderte Kernimportaktivitdt von UL31 und UL34 auf den herpesviralen Replikations-
verlauf auswirkt, da bereits durch die ins Genom eingefihrte UL31 NLS Mutation eine letale
Mutante entstand. Somit ist es schwierig auf Ebene der BAC DNA Transfektion zu
unterscheiden, ob der letale Phanotyp durch eine noch unbekannte essentielle Funktion der
UL31 NLS Sequenz verursacht wird oder zusétzlich durch einen nicht ausreichend

funktionalen Transport der NEC-Proteine erklart werden kann.
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4.3. Virus-Wirt-Interaktionen der HSV-1 NEC-Proteine

Am nuclear egress der HSV-1 Capside sind auf3er den beiden NEC-Proteinen UL31 und
UL34 vermutlich auch mehrere zellulare Faktoren beteiligt. Jedoch konnten bis jetzt erst
wenige davon identifiziert werden, wie z.B. die zellulare Proteinkinase C, welche durch die
NEC-Proteine zum Knospungsort an der INM rekrutiert wird (Reynolds et al., 2004; Simpson-
Holley et al., 2005; Park und Baines, 2006; Mou et al., 2008). Generell erfordert ein
reibungsloser Replikationsverlauf, dass zellulare Prozesse ausgeschaltet oder zugunsten
des Viruses moduliert werden, woflr zusétzlich zu den intraviralen Protein-Protein-
Interaktionen auch Wechselwirkungen mit Wirtsproteinen dringend vonnoéten sind.

Im Hinblick auf diese Arbeit sind mogliche Virus-Wirt-Interaktionen der HSV-1 NEC-Proteine
von besonderem Interesse. Beim TA-Insertionsfaktor Asnal und bei der Phospholipid
Scramblase 1 (PLSCR1) handelt es sich um zwei vielversprechende Wirtsfaktoren, welche
u.a. mit HSV-1 UL31 und vor allem mit dem tail anchor Protein UL34 in Verbindung gebracht
werden koénnen. Die Rolle dieser ausgewdahlten zellularen Proteine wéahrend der HSV-1
Infektion sollte nun im Folgenden n&her analysiert werden, um erste mechanistische

Einblicke zu gewinnen.

4.3.1. Bedeutung des TA-Insertionsfaktors Asnal fur die HSV-1
Replikation

Ein allgemeines charakteristisches Merkmal von TA-Proteinen ist ihr post-translationaler
Membran-Insertionsmechanismus, wodurch sie sich von anderen Transmembranproteinen
unterscheiden. Mehrere Studien Uber zellulare TA-Proteine weisen darauf hin, dass dabei
die kirzlich entdeckte cytosolische ATPase Asnal eine wichtige Rolle spielt. Diese bindet als
Chaperon spezifisch an die TMD von neu synthetisierten TA-Proteinen und sorgt zusammen
mit weiteren Komponenten des sogenannten transmembrane domain recognition complex
(TRC) fir die korrekte Zielsteuerung von TA-Proteinen sowie die anschlie3ende Insertion in
die ER-Membran (Stefanovic und Hegde, 2007; Rabu et al., 2009; Borgese und Fasana,
2011). Im Hefesystem konnte mit der Deletion des Asnal homologen Proteins Get3 bereits
fur mehrere TA-Proteine ein Verlust der Insertionsfahigkeit bzw. eine Mislokalisation gezeigt
werden (Schuldiner et al., 2008).

Das HSV-1 Genom kodiert fiir insgesamt 18-19 Transmembranproteine, wobei drei davon
Mitglieder der TA-Proteinfamilie sind. Neben dem bereits ausfihrlich bearbeiteten UL34
handelt es sich auch bei den Typ lI-Transmembranproteinen UL56 und US9 um TA-Proteine.
Im Gegensatz zu dem innerhalb der Herpesviridae konservierten UL34, welches eine
wichtige Rolle bei der Auswanderung der Nukleocapside vom Zellkern spielt, sind diese
beiden HSV-1 Proteine jedoch in Zellkultur nicht essentiell und kommen nur innerhalb der

a-Herpesviren vor. Auch ihre Funktion ist noch weitgehend unbekannt. Mehrere Studien vor
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allem mit HSV-2 und PrV zeigten, dass sowohl UL56 als auch US9 hauptsachlich am TGN
lokalisieren und vermutlich an vesikularen Transportprozessen beteiligt sind (Koshizuka et
al., 2002; Snyder et al., 2008; Lyman et al., 2009). Somit wéare es denkbar, dass UL56 und
US9 womoglich die sekundére Umhillung der Viruspartikel an modifizierten TGN-
Membranen beeinflussen.

Im Folgenden soll nun die Rolle des Insertionsfaktors Asnal fur die Zielsteuerung und die
Membraninsertion des HSV-1 NEC-Proteins UL34 sowie fir die zwei weiteren viralen TA-
Proteine UL56 und US9 basierend auf spezifischen RNA Interferenz Experimenten
untersucht werden, wie auch die funktionale Auswirkung von Asnal auf den herpesviralen

Replikationsverlauf im generellen.

4.3.1.1. Asnal interagiert spezifisch mit den HSV-1 kodierten TA-Proteinen

Die drei HSV-1 kodierten tail anchor Proteine UL34, UL56 und US9 zeichnen sich alle durch
eine einzelne hydrophobe TMD am C-terminalen Ende aus, welche jeweils mit Hilfe des
Programms Tmpred (www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) bestimmt bzw.
bestétigt wurde (Abb. 4.17 A). Fir zellulare TA-Proteine wurde bereits berichtet, dass die TA-
Region die Bindestelle fiir den potentiellen cytosolischen TA-Insertionsfaktor Asnal darstellt
(Stefanovic und Hegde, 2007). Um nun eine mogliche Interaktion von Asnal mit den HSV-1
TA-Proteinen UL34, UL56 und US9 mittels Y2H-Methode zu testen, wurden die
entsprechenden kodierenden Sequenzen mit Hilfe des Gateway®-Systems in Y2H bait
Vektoren kloniert, wahrend Asnal aus der humanen Genbank MGC (Mammalian Gene
Collection) (Lamesch et al., 2007) in einen Y2H prey Vektor umgesetzt wurde. Zusétzlich
wurde als Negativkontrolle auch das HSV-1 Typ II-Transmembranprotein UL45 mitgefihrt. In
UL45 liegt die TMD innerhalb der N-terminalen Doméane, wodurch es co-translational in
Membranen inseriert werden kann. Die Y2H-Ergebnisse zeigten, dass alle drei TA-Proteine
mit dem Insertionsfaktor Asnal interagierten, da alle diploiden Hefezellen, welche Asnal
zusammen mit UL34, UL56 oder US9 exprimierten, auf Selektivmedium wachsen konnten.
Im Gegensatz dazu konnte keine Bindung von UL45 an Asnal beobachtet werden (Abb.
4.17 B). Dies deutet auf eine fiir TA-Proteine spezifische Interaktion mit Asnal hin,
weswegen es gut denkbar ware, dass auch die HSV-1 TA-Proteine den Asnal-vermittelten
Pathway fir ihre Biogenese nutzen. Dadurch kénnte Asnal eine wichtige Rolle bei der
HSV-1 Replikation dbernehmen. In HSV-1 infizierten Zellen konnte das Protein sowohl im
Cytoplasma als auch im Zellkern detektiert werden (Abb. 4.17 C). Diese beobachtete
Verteilung von endogenem Asnal stimmt mit friiheren Befunden Uberein, demzufolge fuhrte
die Infektion mit HSV-1 zu keiner subzellularen Umverteilung des Proteins (Kurdi-Haidar et
al., 1998).
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Abbildung 4.17: Die tail anchor Proteine von HSV-1 interagieren mit dem TA-Insertionsfaktor
Asnal

A) Die schematische Darstellung der HSV-1 TA-Proteine UL34, UL56 und US9 zeigt jeweils deren C-
terminale hydrophobe TMD, welche mittels TMpred vorhergesagt wurde. B) Die Interaktion der HSV-1
TA-Proteine UL34, UL56 und US9 mit dem TA-Insertionsfaktor Asnal wurde mittels Y2H-Methode
getestet. Als Negativkontrolle diente UL45, ein HSV-1 Typ ll-Transmembranprotein (schwarz =
positive Interaktion, weild = keine Interaktion). C) Um die subzelluldare Verteilung von Asnal wahrend
der HSV-1 Infektion zu analysieren, wurden Hela Zellen 12 h mit HSV-1(F) infiziert (MOI 1) und
anschlieBend eine indirekte Immunofluoreszenz mit Hilfe eines Asnal- und ICP8-spezifischen
Antikorpers, welcher als Infektionsmarker eingesetzt wurde, durchgefihrt.

4.3.1.2. Silencing der Asnal Expression mittels RNA Interferenz

Um mehr Uber die mdgliche Funktion von Asnal bei der HSV-1 Replikation zu erfahren,
wurden mit Hilfe der RNA Interferenz funktionale Assays durchgefiihrt. Nach einer erfolg-
reichen Suppression der Asnal Expression durch eine fir dessen Transkript spezifische
siRNA kann anschlieBend der Einfluss von Asnal auf verschiedenste Prozesse analysiert
werden. Dazu wurden Hela Zellen mit einem Asnal-spezifischen siRNA Pool transfiziert und
nach 48 h Zelllysate hergestellt, um den Silencing Erfolg mittels SDS-PAGE und Immunoblot
durch die Detektion von Asnal (38 kDa) unter Verwendung eines Asnal-spezifischen
Antikdrpers Uberprifen zu kénnen. Als Kontrolle dienten dabei jeweils Zellen, die mit einer
Kontroll- (ctrl-) sSIRNA, welche keine homologe Zielsequenz im menschlichen Genom besitzt
und daher auch keine Auswirkungen auf die Zelle haben sollte, analog behandelt wurden.
Das Ergebnis des Immunoblots zeigt, dass 48 h nach Transfektion von spezifischer siRNA
die Expression von Asnal im Vergleich zur ctrl-siRNA nahezu komplett unterdriickt wurde,
wahrend die Menge an Lamin B (67 kDa), welches als Ladekontrolle verwendet wurde, unter
beiden Bedingungen gleich blieb (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Analyse des Silencing Erfolges von Asnal mittels Immunoblot

48h nach Transfektion wurden Zelllysate von Asnal- bzw. Kontroll- (ctrl-) sSiRNA behandelten Hela
Zellen hergestellt und im SDS-Gel (10%) aufgetrennt. AnschlieRend wurde mittels Immunoblot die
Detektion von Asnal (38 kDa) unter Verwendung eines monoklonalen anti-Asnal Antikérpers und
eines entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundéarantikdrpers durchgefihrt. Als Ladekontrolle
wurde die Menge an Lamin B (67 kDa) analog mit einem polyklonalen anti-Lamin B Antikdrper
bestimmt.

Mit dem verwendeten siRNA-System kann folglich ein effizientes und homogenes Silencing
der Asnal Expression erreicht werden, ohne dabei die Hela Zellen in ihrer Lebensfahigkeit
zu beeintrachtigen, wodurch weitere auf siRNA basierende Experimente zur funktionalen
Analyse von Asnal ermdglicht werden. Dabei wurde jedesmal der Silencing Erfolg wie eben

beschrieben kontrolliert, wobei der hier gezeigte Immunoblot exemplarisch fr alle gilt.

4.3.1.3. Asnal hat keinen Einfluss auf die Zielsteuerung sowie
Membraninsertion der HSV-1 TA-Proteine

Die vorangegangenen Y2H-Interaktionsstudien zeigten, dass Asnal spezifisch mit den HSV1
TA-Proteinen UL34, UL56 und US9 interagiert. Ob nun der Asnal-vermittelte Pathway
tatsachlich fir die Zielsteuerung und die anschlieRende Membraninsertion der HSV-1 TA-
Proteine verantwortlich ist, sollte durch Analyse ihrer subzelluldaren Lokalisation in Asnal-
depletierten Zellen bestimmt werden. Daflr wurden Hela Zellen zuerst 48 h mit Asnal- bzw.
ctrl-siRNA behandelt. In diesen wurde anschlieRend entweder UL34, UL56 oder US9
transient exprimiert. Nach 20 h wurde die subzelluldre Verteilung jedes einzelnen mittels
indirekter Immunofluoreszenz bestimmt. Dabei wies das allein exprimierte HSV-1 Protein
UL34 eine normale Lokalisation im Cytoplasma sowie an der Kernperipherie auf,
vergleichbar mit den Kontroll-Zellen. Auch die Colokalisation mit Calreticulin, einem
luminalen ER-Protein, konnte unter beiden Bedingungen gezeigt werden (Abb. 4.19 links).
Die in der Literatur beschriebene subzellulare Lokalisation von HSV-1 UL56 am TGN wurde
in den ctrl-siRNA behandelten Zellen durch die Colokalisation mit Giantin, einem zellularen
Protein des Golgi-Komplexes, bestatigt. Auch in den Asnal depletierten Zellen konnte eine
vergleichbare TGN-Lokalisierung von UL56 gezeigt werden (Abb. 4.19 Mitte). Bei der
Verteilung von HSV-1 US9 konnte ebenfalls kein Unterschied beobachtet werden. Unter
beiden Bedingungen konnte dieses Protein &hnlich wie Giantin hauptsachlich am Golgi-

Komplex gefunden werden (Abb. 4.19 rechts).
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Abbildung 4.19: Die Zielsteuerung und Membraninsertion der HSV-1 TA-Proteine erfolgt unab-
hangig von Asnal

Hela Zellen wurden mit Kontroll- (ctrl-) bzw. Asnal-siRNA behandelt und nach 48 h mit Plasmiden, die
myc-getaggtes UL34, UL56 oder US9 kodieren, transfiziert. Nach 20 h wurde die subzellulare
Lokalisation der drei HSV-1 TA-Proteine durch indirekte Immunofluoreszenz Analyse mit Hilfe eines
monoklonalen anti-myc Antikdrpers (grin) in Kombination mit entweder einem polyklonalen anti-
Calreticulin oder einem polyklonalen anti-Giantin Antikérper (beide rot) bestimmt. Die Zellkerne
wurden mittels Dapi-Féarbung (blau) visualisiert.

Calreticulin® WCalreticulin Giantin

A

merge

merge

Zusammenfassend konnte mit den Ergebnissen dieser Immunfluoreszenz Analyse gezeigt
werden, dass die Depletion von Asnal keine Auswirkung auf die subzellulare Lokalisation
der HSV-1 tail anchor Proteine hatte. Dies deutet somit darauf hin, dass Asnal bzw. der
Asnal-vermittelte Pathway vermutlich weder fir ihre Membraninsertion noch fiir deren

korrekte Zielsteuerung zu spezifischen Membranen benétigt wird.

4.3.1.4. Asnal ist fur die effiziente Auswanderung der neu gebildeten HSV-1
Virionen wichtig

Die bisherigen Versuche weisen darauf hin, dass Asnal keine wesentliche Rolle bei der
Biogenese der HSV-1 TA-Proteine UL34, UL56 und US9 spielt. Ob dieses zellulare Protein
Uberhaupt einen Einfluss auf die herpesvirale Replikation ausubt, sollte durch die
Bestimmung der Wachstumskinetik in sSiRNA behandelten Zellen untersucht werden. Daflr
wurden Hela Zellen mit Kontroll- bzw. Asnal-siRNA behandelt und 48h spater mit HSV-1 (F)
mit einer MOI von 0,1 infiziert. AnschlieRend wurde zu verschiedenen Zeitpunkten zum einen
der Kulturiberstand abgenommen und damit die Anzahl der von den Zellen ins extrazellulare
Milieu abgegebenen infektibsen Viruspartikel mittels Plague Assay bestimmt. Zusatzlich
sollte auch die Frage beantwortet werden, ob die Abwesenheit von Asnal einen Effekt auf
die Bildung von infektibsen Virionen haben kdnnte. Daher wurde zu jedem Zeitpunkt auch

das Zellpellet entnommen und nach erfolgtem Zellaufschluss die Menge an reifen
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intrazellularen Viren durch Plague Assay quantifiziert. Diese seperate Analyse ermdglicht
eine Unterscheidung der insgesamt gebildeten, jedoch noch Zell-assoziierten infektiosen

Virionen von den bereits ins extrazellulare Milieu freigesetzten Virionen.
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Abbildung 4.20: Asnal beeinflusst die Auswanderung neu gebildeter HSV-1 Virionen

Um den Effekt von Asnal auf die Auswanderung der HSV-1 Virionen zu analysieren, wurden Hela
Zellen 48h mit Kontroll- (ctrl-) bzw. Asnal-siRNA behandelt und anschlieRend mit HSV-1(F) (MOI 0,1)
in Triplikaten infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) wurden mittels Plaque
Assay die Virustiter (pfu/ml) sowohl von den freigesetzen Virionen aus dem Kulturiiberstand als auch
von den Zell-assoziierten nach Aufschluss des Zellpellets bestimmt. Die Kinetik der Virusfreisetzung
(extrazellular) ist als Viereck und die der Virusbildung (intrazellulér) als Dreieck dargestellt.

Die Zeitverlaufe der extrazellularen Proben zeigen, dass bei Asnhal-depletierten Zellen die
Freisetzung von infektiosen Virionen ins extrazellulare Milieu spater und vor allem in
geringerer Menge erfolgte als bei Kontroll-siRNA behandelten Zellen. Im Kontrollansatz
konnte ein Anstieg von extrazellularen Viruspartikeln schon nach etwa 12 h beobachtet
werden, wahrend in Asnal-depletierten Zellen die exponentielle Phase der Virusfreisetzung
verzogert erst nach etwa 18 h einsetzte. Ab diesem Zeitpunkt wurden im Vergleich zur
Kontrolle auch mindestens zehnmal weniger infektiose Viruspartikel ins Kulturmedium
abgegeben. Im Gegensatz dazu war wahrend des gesamten Zeitverlaufs die Menge an
infektidsen intrazellularen Virionen unter beiden Bedingungen aquivalent (Abb. 4.20).

Mit diesem Versuch konnte also gezeigt werden, dass durch die Abwesenheit des Asnal
Proteins die Virusreplikation von HSV-1 deutlich beeintrachtigt wurde. Mit der gleichzeitigen
Quantifizierung der Zell-assoziierten infektidsen Virionen konnte jedoch eine Rolle von
Asnal bei der Virusbildung ausgeschlossen werden. Diese Daten deuten somit darauf hin,
dass Asnal zwar nicht fur die Bildung von infektidsen Virionen bendtigt wird, jedoch an der
anschlieenden Auswanderung aus der Zelle beteiligt sein kénnte. Im Folgenden sollte nun
die Rolle von Asnal durch eine detaillierte Analyse einzelner Schritte des herpesviralen

Replikationszyklus nochmals bestatigt bzw. genauer definiert werden.
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Um einen mdglichen Einfluss von Asnal bereits wahrend des Eintritts der HSV-1 Virionen in
die Wirtszelle auszuschlieRen, wurden Hela Zellen 48 h nach siRNA Behandlung mit
HSV-1(F) mit einer MOI von 0,5 infiziert und nach 4 h mittels indirekter Immunofluoreszenz
die Anzahl von infizierten Zellen durch die Detektion des immediate early Proteins ICPO von
HSV-1 bestimmt. Bei den markierten Zellen handelt es sich dabei ausschlief3lich um primér
infizierte Zellen, da eine Reinfektion in dem gewdahlten Zeitrahmen nicht moglich gewesen
ware. Die statistische Auswertung von jeweils 700 Zellen zeigte kaum einen Unterschied
zwischen den beiden Ansatzen, da 20% der Kontrollzellen und vergleichbare 19% der Asnal
depletierten Zellen primér infiziert waren (Abb. 4.21 A), wahrend das Silencing des HSV-1
Entry Rezeptors PVRL1/Nectin 1 die Expression von ICPO beinahe vollstandig unterdriickte
(Bailer und Haas, unpublizierte Daten). Somit kann eindeutig eine friilhe Funktion von Asnal
beim Eintritt der Herpesviren in die Wirtszelle ausgeschlossen werden. Der quantitative
Nachweis eines immediate early Proteins weist zusatzlich darauf hin, dass auch die friihe
Genexpression durch das Fehlen des Asnal Proteins nicht beeintrachtigt wurde.
AnschlieRend wurde eine genauere Untersuchung der Vviralen Proteinexpression
durchgefiihrt, indem siRNA behandelte Hela Zellen Uber einen Zeitraum von 10 h mit
HSV-1(F) mit einer MOI von 1 infiziert und zu mehreren Zeitpunkten Zelllysate hergestellt
wurden. Diese wurden in einem Immunoblot durch die Detektion von mehreren viralen
Proteinen analysiert, wobei Markerproteine der drei Expressionsphasen der HSV-1
Replikation herangezogen wurden. Hierbei wurden die Proteine ICPO und ICP27 als
Vertreter der immediate early Proteine, Glykoprotein B (gB) als Beispiel eines early Proteins
sowie UL34 und VPS5 fir die Gruppe der late exprimierten Proteine ausgewahlt (Abb. 4.21 B).
Wie zu erwarten, konnten die immediate early Proteine ICPO und ICP27 bereits 2 h nach
Infektion (2 h.p.i.) in sehr geringen Mengen und ab 4 h.p.i. bis zum Ende des untersuchten
Zeitrahmens mit einem konstant starken Signal nachgewiesen werden. Das early Protein gB
hingegen zeigte sich erst nach 6 h.p.i., ebenso das late Protein UL34, wahrend das VP5
Protein erst ab 8 h nach Infektion auf dem Immunoblot erscheint. Jedoch konnte zwischen
ctrl- und Asnal-siRNA behandelten Zellen kein signifikanter Unterschied in der detektierten
Proteinmenge fur die immediate early, early sowie late Proteine visualisiert werden. Die
Auftragsmenge der einzelnen Proben konnte durch den Nachweis des zellularen Proteins [3-
Aktin kontrolliert werden. Demnach scheint Asnal keinen Einfluss auf die herpesvirale
Genexpression auszuiben.

Zuletzt wurde die virale DNA-Replikation nochmals detaillierter untersucht, indem 30 h nach
HSV-1 Infektion von den extrazellularen Viruspartikeln, die aus dem Kulturiiberstand
gewonnen wurden, die Anzahl viraler Genomkopien mittels realtime quantitativer PCR sowie
der tatséchliche Virustiter mittels Plaque Assay ermittelt wurde. Im Vergleich zu den Kontroll-

siRNA behandelten Zellen fihrte der Verlust des Asnal Proteins zu einer 4 - 5 fachen
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Reduktion der quantifizierten HSV-1 Genomkopien, welche von der Zelle freigesetzt wurden.
Analog entsprach auch der Virustiter d.h. die Infektiositat der extrazellularen Virionen, die in
Asnal depletierten Zellen gebildet wurden, nur noch etwa 25% des fur die Kontrollzellen
ermittelten Wertes (Abb. 4.21 C).
Genomkopien und plaque forming unit (pfu) (particle to pfu ratio) war jedoch wieder

Das daraus resultierende Verhéaltnis zwischen
vergleichbar, so dass auch die Infektiositéat der Viruspartikel um denselben Faktor verringert
wurde (Abb. 4.21 D). Diese erhaltenen Daten stimmen auch gut mit den zuvor besprochenen
Ergebnissen der Wachstumskinetiken tberein, so dass man sagen kann, dass Asnal zwar
keinen Einfluss auf die Bildung sowie Infektiositdt der Virionen hat, jedoch fur deren
Auswanderung aus den Zellen bendtigt wird.

A B

SiRNA
N N N N N N
el 3 o 2 2 &
251 2 2 R S SRS
- 160 — | [ ] | e =] ICPO Y ,
s 20 —_ 120 immediate
— 70 — early Protein
5 15 o N IS e P g S [
Q
E 10 4 1%3 _| | | | . - | - -—l - —-|gB early Protein
i)
& 5] 551 ] [ =T ewm ==]uL3
£ 160 late Protein
_ ~ — —] == —]vPs
ctrl- Asnal- 120 | | | | | —| |
siRNA siRNA ig T ] e ] ] e ] e ] e e | B-AitiN
0 2 4 6 8 10
h.p.i.
C D
100 § 60 -
S E T
& 75 El Genomkopie/ ml a2
- T 40
5 =1 pfu/ml _§
= 5 g
2 § 20-
5 259 s
4 o
" ctrl-  Asnail- " ctrl- Asnail-
siRNA siRNA siRNA siRNA

Abbildung 4.21: Asnal spielt keine Rolle beim Eintritt sowie der nukledren Morphogenese der
HSV-1 Virionen

A) Um den Einfluss von Asnal auf den Eintritt der HSV-1 Virionen und auf die frihe Genexpression zu
untersuchen, wurden Hela Zellen mit Kontroll- (ctrl-) bzw. Asnal-siRNA behandelt, nach 48 h mit
HSV-1(F) (MOI 0,5) fur 4 h infiziert und anschlieend mittels indirekter Immunofluoreszenz unter
Verwendung eines monoklonalen anti-ICPO Antikérpers analysiert. Die Zellkerne wurden mittels Dapi-
Farbung (blau) visualisiert. Insgesamt wurden jeweils 700 Zellen statistisch ausgewertet (ICPO positiv
= infizierte Zelle). B) Zur Untersuchung der viralen Proteinexpression wurden Asnal- bzw. ctrl-siRNA
behandelte Hela Zellen nach 48 h mit HSV-1(F) (MOI 1) fur 10 h infiziert, zu den angegebenen
Zeitpunkten Zelllysate hergestellt und mittels Immunoblot mit Hilfe von ICPO, ICP27, Glycoprotein B
(gB), UL34 und VP5 spezifischen Antikérpern analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von f3-
Aktin analog mit einem B-Aktin spezifischen Antikdrper. C) Zur Analyse der viralen DNA-Replikation
wurden Hela Zellen 48h mit ctrl- bzw. Asnal-siRNA behandelt und anschlieRend mit HSV-1(F) (MOI
0,1) infiziert. Der Kulturiiberstand wurde 30 h nach Infektion abgenommen und von den freigesetzten
Virionen die Anzahl viraler Genomkopien mittels realtime gPCR sowie der Virustiter (pfu/ml) mittels
Plague Assay in Triplikaten bestimmt und auf die ctrl-Werte normalisiert. D) Aus den in C) ermittelten
Werten wurde das Genomkopien / pfu- Verhéltnis bestimmt.
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Zusammenfassend konnte mit Hilfe der RNA Interferenz gezeigt werden, dass Asnal fir die
effiziente Freisetzung der Virionen aus der Zelle bendtigt wird, jedoch keinen Einfluss auf
den Virus-Eintritt, die herpesvirale Genexpression oder auf die Bildung und Infektiositat der
Viruspartikel hat. Dies deutet auf eine Beteiligung des Proteins an den finalen Replikations-
schritten hin.

4.3.2. Phospholipid Scramblase 1 — Implikationen flr den
herpesviralen Replikationsverlauf

Die Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1) ist ein Mitglied der konservierten Phospholipid
Scramblase Proteinfamilie und an mehreren zellularen Prozessen beteiligt, wie z.B. bei der
Kalzium-abhangigen Umverteilung von Phospholipiden, der Zellproliferation und Apoptose,
der Genregulation, der Aktivierung der zellularen Immunantwort sowie der Signaltransduktion
(Sahu et al., 2007). Auch die Replikation von HSV-1 wird durch dieses multifunktionale
Protein beeinflusst, wie bereits im Vorfeld durch eine systematische, genomweite Analyse
basierend auf RNA Interferenz gezeigt werden konnte. Desweiteren wurde das PLSCR1
Protein in einem zusatzlichen genomweiten Y2H screen, in welchem 107 HSV-1 cDNA
Konstrukte auf Interaktion gegen die humane Genbank MGC getestet wurden, als
Interaktionspartner fur die HSV-1 Proteine UL34, UL31 und UL43 identifiziert (J. Haas,
unpublizierte Daten). Dieser Wirtsfaktor stellt somit hinsichtlich dieser Arbeit einen besonders
interessanten zellularen Kandidaten dar, da aufgrund der Wechselwirkung mit den HSV-1
NEC-Proteinen eine Rolle wahrend der Kernauswanderung der Capside moglich ware.

Im Folgenden wurden die im Y2H screen gefundenen Interaktionen nochmals detailliert
betrachtet und anschlielend die Bedeutung des Wirtsproteins PLSCR1 fir einzelne
herpesvirale Replikationsschritte mit Hilfe von RNA Interferenz untersucht, um den Einfluss

von PLSCR1 auf den Replikationszyklus von HSV-1 méglichst genau definieren zu kénnen.

4.3.2.1. PLSCR1 interagiert spezifisch mit mehreren HSV-1 Proteinen

Mit dem vorangegangen genomweiten Hefe-2-Hybrid screen konnte eine Interaktion
zwischen dem zellularen Protein PLSCR1 und den HSV-1 Proteinen UL34, UL31 und UL43
identifiziert werden. Die beiden NEC-Proteine UL34 und UL31 sowie deren Interaktion als
auch Funktion beim Kernexport der viralen Capside sind innerhalb der Herpesviridae hoch
konserviert (Chang und Roizman, 1993; Zhu et al., 1999; Farina et al., 2000; Klupp et al.,
2000; Roller et al., 2000; Shiba et al., 2000; Dal Monte et al., 2002; Fuchs et al., 2002;
Muranyi et al., 2002; Lake und Hutt-Fletcher, 2004; Schnee et al., 2006; Camozzi et al.,
2008; Santarelli et al., 2008). Das HSV-1 UL43 Protein ist jedoch nur innerhalb der a- und y-
Herpesviren konserviert, wahrend ein UL43 orthologes Protein bei den B-Herpesviren vdllig
fehlt (Klupp et al., 2005). Aufgrund dieser konservierten Eigenschaften sollte nun mit Hilfe

des Y2H-Systems getestet werden, ob die Wechselwirkungen mit dem Wirtsprotein PLSCR1
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auch in anderen Herpesviren auftreten. Hierfir wurden noch einmal die HSV-1 Proteine
UL34, UL31 und UL43 sowie deren Orthologe aus VZV (Orf24, Orf27 und Orfl5), einem
weiteren Vertreter der a-Herpesvirinae, aus MCMV (M50 und M53), einem [B-Herpesvirus,
und aus den beiden y-Herpesviren EBV (BFRF1, BFLF2 und BMRF2) sowie KSHV (Orf67,
Orf69 und Orf58) verwendet. Die kodierenden Sequenzen wurden aus der Laborkollektion
mittels des Gateway®-Systems in Y2H bait Vektoren umgesetzt, wahrend das PLSCR1 Gen
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von M. Kogl, DKFZ, Heidelberg) in einen Y2H prey
Vektor kloniert wurde. Das Wachstum der diploiden Hefezellen auf Selektivmedium zeigte
eindeutig, dass neben den HSV-1 Proteinen auch alle Orthologen aus VZV in der Lage
waren, an das Wirtsprotein zu binden, wahrend fur MCMV und EBV nur jeweils eine
Interaktion identifiziert wurde. Dabei handelte es sich im Fall von MCMV um das UL34-
Ortholog M50 und bei EBV um das UL31-Ortholog BFLF2. Fir die getesteten KSHV Proteine
konnte keine Wechselwirkung beobachtet werden (Abb. 4.22 A).

A
ﬁt
prey HSV1  VzZV MCMY  EBV  KSHV
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Q
172}
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JUN UL34 UL31 UL43

FOS PLSCRA1

Abbildung 4.22: Die Interaktion zwischen PLSCR1 und den NEC-Proteinen sowie UL43 ist
konserviert

A) Die Interaktion von PLSCR1 mit den HSV-1 Proteinen UL34, UL31 und UL43 sowie mit den
Orthologen aus VZV, MCMV, EBV und KSHV wurde mittels der Y2H-Methode getestet. Dabei wurde
PLSCR1 als Y2H prey und die viralen Proteine als Y2H bait exprimiert (schwarz = positive Interaktion,
weild = keine Interaktion). B) Validierung der Y2H-Interaktionen zwischen PLSCR1 (mit N-terminaler
Renilla Luziferase) und den HSV-1 Proteinen (mit N-terminalem Protein A-tag) mittels LUMIER Assay.
Mit den gemessenen Luziferase Werten wurde jeweils der z-Faktor berechnet (siehe Material und
Methoden, Abschnitt 3.2.7.3). Ein z-Faktor grof3er oder gleich 1,0 wurde als positiv gewertet. Als
Positivkontrolle diente die Interaktion zwischen Fos und Jun.

Diese Y2H-Analyse wurde analog auch mit zwei weiteren Scramblase Proteinen PLSCR3
und PLSCR4 durchgefuhrt, wobei beide lediglich mit HSV-1 UL34 und dem VZV-Ortholog
Orf24 interagierten (Daten nicht gezeigt). Eine Bindung mit UL43 wurde dagegen nicht
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beobachtet, so dass diese vermutlich spezifisch fir das PLSCR1 Protein ist. Zuletzt konnte
die fur MCMV und EBYV identifizierte Interaktion mit PLSCR1 auch mit den beiden anderen
Scramblase Proteinen bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Somit scheint es, dass die
spezifischen Interaktionen zwischen PLSCR1 und UL34, UL31 sowie UL43 innerhalb der a-
Herpesviren konserviert und zum Teil auch bei Vertretern der B-Herpesviren sowie y-
Herpesviren zu finden sind.

Im Hinblick auf die folgenden funktionalen Analysen sollten die mittels Y2H identifizierten
Interaktionen zwischen PLSCR1 und den HSV-1 Proteinen mit einem modifizierten LUMIER
Assay in Kooperation mit M. Kogl (DKFZ, Heidelberg) validiert werden. Die genaue
Versuchsdurchfuhrung ist in Material und Methoden unter Abschnitt 3.2.7.3 beschrieben. Aus
allen gemessenen LUMIER Werten wurde der sogenannte z-Faktor berechnet, in welchem
die Transfektionseffizienz sowie das Hintergrundsignal berlcksichtigt wurden. Mit den
Ergebnissen des LUMIER Assays konnte die Interaktion von PLSCR1 mit den HSV-1
Proteinen UL34 und UL43 bestatigt werden, da der ermittelte z-Faktor jeweils gré3er 1 war.
Mit dem UL31 Protein wurde jedoch bei diesem Versuchsansatz keine Bindung an PLSCR1
beobachtet (Abb. 4.22 B). Dies kdnnte daran liegen, dass es sich dabei um eine transiente
Wechselwirkung handelt, welche mit dem LUMIER Assay nicht detektiert werden kann, da in
diesem System, im Gegensatz zu der Y2H-Methode, nur stabile Protein-Protein-

Interaktionen identifiziert werden kénnen.

4.3.2.2. Eingrenzung der Interaktionsdomane von PLSCR1 mit den HSV-1
Proteinen

Die jeweiligen Interaktionsbereiche des PLSCR1 Proteins mit den HSV-1 Proteinen UL34,
UL31 und UL43 sollten durch eine weitere Y2H-Interaktionsstudie genauer eingegrenzt
werden. Es wurden bereits mehrere Domanen innerhalb des PLSCR1 Proteins
charakterisiert. Dabei handelt es sich um eine TMD innerhalb der C-terminalen TA-Region,
eine Kalzium-Bindestelle, eine nicht-klassische NLS Sequenz, ein Cystein-reiches
Palmitoylierungsmotiv und schlielich mehrere SH3- (Src homology 3) Motive am N-
Terminus (Basse et al., 1996; Zhou et al., 1998; Sun et al., 2001; Wiedmer et al., 2003; Chen
et al.,, 2005). Um herauszufinden, welche funktionalen Bereiche an der Interaktion mit den
HSV-1 Proteinen beteiligt sind, wurden PLSCR1 Fragmente generiert, in welchen eine oder
mehrere funktionale Domanen fehlten. Die entsprechenden kodierenden Bereiche wurden
mit Hilfe des Gateway®-Systems in Y2H prey Vektoren kloniert, wahrend die HSV-1 UL34,
UL31 und UL43 Gene in Y2H bait Vektoren umgesetzt wurden (Abb. 4.23).
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Abbildung 4.23: Eingrenzung des interagierenden Bereiches von PLSCR1 mit den HSV-1
Proteinen

Schematische Darstellung von PLSCR1 Wildtyp und Fragmenten, wobei bereits identifizierte PLSCR1
Domaéanen angegeben sind. Diese wurden als Y2H prey Fusionsproteine exprimiert und auf Interaktion
mit HSV-1 UL34, UL31 und UL43, welche als Y2H bait Proteine vorlagen, mit Hilfe der Y2H-Methode
getestet (schwarz = positive Interaktion, weild = keine Interaktion).

Die Ergebnisse der Y2H-Analyse zeigten, dass die TA-Region von PLSCR1 fur die Bindung
aller drei HSV-1 Proteine nicht benétigt wird, da eine C-terminale Verkirzung bis zur
Aminosaure 288 toleriert wurde. Uberraschenderweise war auch bei einer zusatzlichen N-
terminalen Deletion der Aminosauren 1 bis 105, wobei mehrere Prolin-reiche SH3-Motive
entfernt wurden, eine Wechselwirkung mit allen HSV-1 Proteinen noch mdglich. Daher
scheinen diese SH3-Doméanen des PLSCRL1 Proteins nicht fir die spezifische Interaktion mit
den herpesviralen Proteinen verantwortlich zu sein. Folglich konnte auch keine Bindung
mehr mit einem PLSCR1 Fragment (As. 1-105), welches ausschlieRlich die SH3-Motive
enthielt, beobachtet werden. Mit dieser Analyse konnte somit die mit den HSV-1 Proteinen
UL34, UL31 und UL43 wechselwirkende Region im PLSCR1 Protein auf den Aminosaure-
bereiche 106 bis 288, in welchem u.a. mehrere Cystein-reiche Palmitoylierungsmotive

liegen, eingegrenzt werden.

4.3.2.3. Eingrenzung der Interaktionsdomane von HSV-1 UL34 mit PLSCR1

Da im Fokus dieser Arbeit vor allem das HSV-1 TA-Protein UL34 steht, sollte nun in diesem
Protein auch der Interaktionsbereich mit PLSCR1 genauer eingegrenzt werden. Dazu
wurden mehrere bereits vorhandene UL34 Fragmente als Y2H bait Fusionsproteine
exprimiert und auf Interaktion mit PLSCR1, welches als Y2H prey Protein vorlag, im Hefe-2-
Hybridsystem getestet (Abb. 4.24). Dabei konnte noch bei einer C-terminalen Verkirzung
von UL34 bis zur Aminosaure 147, wodurch der tail anchor sowie ein Grof3teil der UL31-
Interaktionsdoméne deletiert wurde, eine positive Wechselwirkung mit PLSCR1 beobachtet
werden. Eine N-terminale Verkiirzung von UL34 um 50 bzw. 74 Aminoséuren jedoch fiihrte

zum Verlust dieser Interaktion.
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Abbildung 4.24: Eingrenzung des interagierenden Bereiches von HSV-1 UL34 mit PLSCR1
Schematische Darstellung von HSV-1 UL34 Wildtyp und Fragmente, wobei bereits identifizierte UL34
Domaéanen angegeben sind. Diese wurden als Y2H bait Fusionsproteine exprimiert und auf Interaktion
mit PLSCR1, welches als Y2H prey Protein vorlag, mit Hilfe der Y2H-Methode getestet (schwarz =
positive Interaktion, weil3 = keine Interaktion).

Folglich liegt die PLSCR1 Interaktionsdomane im N-terminalen Bereich des HSV-1 UL34
Proteins und kann sicher auf die Aminoséuren 1 bis 147 eingegrenzt werden, wobei vor
allem die ersten 75 Aminosauren des N-Terminus benétigt werden. Eine Uberlappung mit
den HSV-1 UL31-interagierenden Bereichen ist daher unwahrscheinlich.

4.3.2.4. HSV-1 induziert die subzellulare Umverteilung von PLSCR1

Eine subzellulare Umverteilung des PLSCR1 Proteins von der Plasmamembran zum
Zellkern konnte unter bestimmten Bedingungen bereits gezeigt werden (Zhou et al., 2000;
Wiedmer et al.,, 2003). Als nachstes sollte deshalb die Frage geklart werden, wo das
PLSCRL1 Protein wahrend der HSV-1 Infektion in der Zelle zu finden ist. Daftir wurde zuerst
mittels indirekter Immunofluoreszenz die Verteilung von endogenem PLSCR1 in
unbehandelten Hela Zellen bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass dieses an der
Plasmamembran, vor allem aber am TGN lokalisierte, wie die Colokalisierung mit dem
humanen TGN46-Marker zeigte (Abb. 4.25).

Abbildung 4.25: Subzellulare Verteilung von endogenem PLSCR1

Die subzelluldre Lokalisation von endogenem PLSCR1 wurde in Hela Zellen mittels indirekter
Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen Ziege-anti-PLSCR1 (grin) und eines
polyklonalen Kaninchen-anti-human TGN46 Antikérpers (rot) bestimmt. Die Zellkerne wurden mittels
Dapi-Farbung (blau) visualisiert.
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Um die subzellulare Lokalisation des PLSCR1 Proteins wéahrend der HSV-1 Infektion zu
verfolgen, wurden Hela Zellen mit HSV-1 (F) mit einer MOI von 1 infiziert und nach 12 h mit
indirekter Immunofluoreszenz unter Verwendung von PLSCR1- und ICP8-spezifischen
Antikorpern analysiert. Dabei konnten bei den infizierten Zellen unterschiedliche ICP8-
Farbemuster beobachtet werden, welche den verschiedenen Entwicklungsstadien der
Replikationszentren entsprachen. Dies diente als Anhaltspunkt, um den Infektionsverlauf
zeitlich einordnen zu konnen. Abbildung 4.26 zeigt reprasentative Bilder der Immuno-

fluoreszenz-Analyse.

PLSCR1 ICP8 dapi merge

Abbildung 4.26: Die subzelluldre Verteilung des PLSCR1 Proteins &ndert sich wahrend der
HSV-1 Infektion

Hela Zellen wurden mit HSV-1(F) (MOI 1) fur 12 h infiziert und anschlielend mittels indirekter
Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen anti-PLSCR1 (grun) und eines
monoklonalen anti-ICP8 Antikdrpers (rot) analysiert. Die Zellkerne wurden mittels Dapi-Farbung (blau)
visualisiert. Es sind verschiedene Entwicklungsstadien der Replikationszentren, welche durch ICP8
detektiert wurden, dargestellt. Die subzelluldre Verteilung von endogenem PLSCR1 ist durch weil3e
Pfeile markiert.

In der friihen Infektion konnte eine den unbehandelten Zellen vergleichbare Lokalisierung
von PLSCR1 hauptsachlich am TGN gefunden werden (Abb. 4.26 oben). Im weiteren HSV-1
Infektionsverlauf konnte jedoch eine subzellulare Umverteilung des PLSCR1 Proteins sowie
eine Zunahme des Fluoreszenzsignals beobachtet werden, was vermutlich auf die erhdhte
Expression von PLSCR1 wahrend der Infektion zuriickzufiihren ist (Abb. 4.26 Mitte). Dieses
lokalisierte zusatzlich zum TGN und der Plasmamembran auch an der Kernperipherie und im
Cytoplasma. Spat in der Infektion befand sich das PLSCR1 Protein ausschliel3lich an der
Kernmembran. Die aufgrund der Bildung der Replikationszentren entstandene
Komprimierung und Marginalisierung des Chromatins ist hierbei deutlich sichtbar (Abb. 4.26
unten). Somit scheint es, dass durch die HSV-1 Infektion eine subzellulare Umverteilung des
PLSCR1 Proteins induziert wird. Eine Lokalisation an der Kernperipherie und am TGN
stimmt auch gut mit der Tatsache Uberein, dass PLSCR1 als Interaktor mit den herpesviralen

Proteinen UL34 und UL31 gefunden wurde, welche den NEC an der Kernmembran bilden
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sowie mit dem HSV-1 UL43 Protein, welches nach transienter Expression am TGN

lokalisierte (Daten nicht gezeigt).

4.3.2.5. Silencing der PLSCR1 Expression mittels RNA Interferenz

Mit Hilfe eines genomweiten, funktionalen RNA Interferenz screens konnte bereits gezeigt
werden, dass das PLSCR1 Protein die HSV-1 Replikation signifikant beeinflusst (J. Haas,
unpublizierte Daten). Um die Rolle dieses Wirtsfaktors im herpesviralen Lebenszyklus néaher
zu definieren, wurden wie schon zuvor bei der Analyse des TA-Insertionsfaktors Asnal
mehrere funktionale Assays basierend auf RNA Interferenz durchgefiihrt. Dabei muss eine
erfolgreiche Suppression der PLSCR1 Expression durch die spezifische PLSCR1-siRNA
gewdahrleistet werden. Zur Uberpriifung des Silencing Erfolges wurden Hela Zellen mit einem
PLSCR1-spezifischen siRNA Pool sowie mit Kontroll-siRNA fir 48 h transfiziert,
anschlielend Zelllysate hergestellt und mittels SDS-PAGE und Immunoblot jeweils die
Menge an PLSCR1 (37 kDa) unter Verwendung eines PLSCR1-spezifischen Antikdrpers
detektiert (Abb. 4.27).

48 h.p.t.
ctrl- PLSCR1-
kDa siRNA siRNA

50 =—

> s> 4— R-Aktin
40 —

| m— 4— PLSCR1
30 —

Abbildung 4.27: Analyse des Silencing Erfolges von PLSCR1 mittels Immunoblot

48h nach Transfektion wurden Zelllysate von PLSCR1- bzw. Kontroll- (ctrl-) sSiRNA behandelten Hela
Zellen hergestellt und im SDS-Gel (10%) aufgetrennt. Anschliefend wurde mittels Immunoblot die
Detektion von PLSCR1 (37 kDa) unter Verwendung eines monoklonalen anti-PLSCR1 Antikorpers
und eines entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérpers durchgefuhrt. Als Lade-
kontrolle wurde die obere Blothéalfte (ab 40 kDa) fur die Detektion von B-Aktin (42 kDa) analog mit
einem monoklonalen anti-B-Aktin Antikorper inkubiert.

Mit dem Immunoblot konnte ein nahezu 100%-iges Silencing von PLSCR1 nach Transfektion
von spezifischer siRNA im Vergleich zur Kontroll-siRNA gezeigt werden. Eine Variation in der
Auftragsmenge der Proben konnte durch ein gleichbleibend starkes B-Aktin-Signal (42 kDa)
ausgeschlossen werden. Demzufolge wurde mit der verwendeten PLSCR1-siRNA ein
effizientes und auch homogenes Silencing der PLSCR1 Expression erreicht. Eine
Beeintrdchtigung der Hela Zellen in ihrer Lebensfahigkeit aufgrund der durchgefihrten
siRNA Behandlung konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Im Folgenden sollten nun mogliche Funktionen des zelluldren Proteins PLSCR1 in Bezug auf
einzelne Schritte des herpesviralen Replikationszyklus mit Hilfe von RNA Interferenz
analysiert werden. Der Silencing Erfolg wurde hierbei zwar bei jedem siRNA-Experiment wie

eben mittels Immunoblot kontrolliert, jedoch nicht mehr explizit gezeigt.
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4.3.2.6. PLSCRL1 spielt keine Rolle beim Eintritt der HSV-1 Virionen in die
Wirtszelle

Der erste Schritt der herpesviralen Replikation, der Eintritt in die Wirtszelle, beginnt mit der
Adsorption der Viruspartikel und anschlieRenden Fusion ihrer Virushille mit zellularen
Membranen. Diese weisen unter normalen Bedingungen zwischen ihren beiden Lipid-
schichten eine asymmetrische Verteilung der Phospholipide auf. Fir viele biologische
Prozesse wie z.B. Apoptose, Signaltransduktion sowie fir die Krimmung und Fusion von
Membranen ist jedoch eine zumindest lokal auftretende Auflosung dieser Asymmetrie eine
wichtige Voraussetzung. Seit langerem wird dabei vermutet, dass PLSCR1 als sogenannte
Phospholipid Scramblase fur die schnelle und unspezifische Umverteilung von Phospho-
lipiden verantwortlich sein kénnte (Basse et al.,, 1996). Ob nun PLSCR1 und etwaige
Lipidveranderungen den Eintritt der HSV-1 Virionen in die Wirtszelle beeinflusst, sollte durch
eine detaillierte Analyse untersucht werden. Dazu wurden Hela Zellen mit Kontroll- bzw.
PLSCR1-siRNA behandelt und nach 48 h mit HSV-1(F) mit einer MOI von 0,5 infiziert. Durch
indirekte Immunofluoreszenz nach 4 h wurden die infizierten Zellen mit Hilfe eines ICPO-
spezifischen Antikérpers detektiert und anschlie3end jeweils 700 Zellen ausgezahlt, um die
Anzahl primar infizierter Zellen zu bestimmen. Die statistische Auswertung zeigte, dass 20%
der Kontrollzellen und auch 19,7% der PLSCR1 depletierten Zellen primar infiziert waren
(Abb. 4.28 A). Dies deutet darauf hin, dass PLSCR1 vermutlich keine wichtige Funktion beim
Eintritt der HSV-1 Virionen Ubernimmt.
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Abbildung 4.28: PLSCR1 wird nicht fur den Virus-Eintritt in Hela Zellen bendétigt

A) Um den Virus-Eintritt unter Abwesenheit von PLSCR1 zu kontrollieren, wurden Hela Zellen mit
Kontroll- (ctrl-) bzw. PLSCR1-siRNA behandelt, nach 48 h mit HSV-1(F) (MOI 0,5) fur 4 h infiziert und
mittels indirekter Immunofluoreszenz unter Verwendung eines monoklonalen anti-ICPO Antik6rpers
analysiert. Die Zellkerne wurden durch Dapi-Férbung (blau) visualisiert. Insgesamt wurden jeweils 700
Zellen statistisch ausgewertet (ICPO positiv = infizierte Zelle). B) Hela Zellen wurden nach 48 h ctrl-
bzw. PLSCR1-siRNA Behandlung mit HSV-1(17")blueLox-GFPVP26 (in RPMI-Medium + 0,2% BSA)
fur 2 h bei 4°C synchron inokuliert (MOl 10). Um den Einfluss von PLSCR1 auf die Adsorption zu
untersuchen, wurden die Zellen anschlieRend sofort fixiert und fur die Mikroskopie prozessiert. Zur
Analyse des Virus-Eintritts wurden die Zellen fur 1 h bei 37°C weiter inkubiert, die extrazellularen
Virionen durch Waschen mit 40 mM Zitronenséaure, 135 mM NaCl, 10 mM KCI (pH 3) inaktiviert und
anschlieBend die Proben analog wie oben prozessiert. Die HSV-1 Capside wurden dabei mittels GFP-
tag (grin) und die Zellkerne mittels Dapi-Farbung (blau) visualisiert (wei3 umrandetes Dreieck =
Plasmamembran-assoziierte HSV-1 Capside; weil3 gefilltes Dreieck = Zellkern-nahe HSV-1 Capside).
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Zusatzlich wurde der Virus-Eintritt mit Hilfe eines von B. Sodeik und Mitarbeitern generierten
HSV-1(17")blueLox-GFPVP26 nochmals im Detail charakterisiert. Hierbei wurde durch die
Fusion eines GFP-Molekuls an den N-Terminus des kleinen Capsidproteins VP26 die
Analyse der intrazellularen Verteilung von einzelnen HSV-1 Capsiden ermdglicht, ohne dabei
die Kinetik der ersten herpesviralen Replikationsschritte zu beeintrachtigen (Nagel et al.,
2008). In diesem Experiment sollte die Adsorption der Viruspartikel und der anschlie3ende
Virus-Eintritt jeweils einzeln betrachtet werden. Dazu wurden Hela Zellen wie oben
beschrieben mit siRNA behandelt und anschlieBend mit HSV-1(17")blueLox-GFPVP26 mit
einer MOI von 10 fir 2 h bei 4°C infiziert, um eine Uberwiegend synchrone Infektionssituation
zu erhalten. Um allein die Adsportion unter PLSCR1-depletierten Bedingungen zu
untersuchen, wurden die Hela Zellen anschlielend sofort fixiert und fiur die Konfokal-
mikroskopie prozessiert. Durch eine weitere Stunde Inkubation der infizierten Zellen bei 37°C
konnte auch der darauffolgende Eintritt der Viruspartikel beobachtet werden. Dabei wurden
die Zellen vor der Fixierung mit 40 mM Zitronenséaure, 135 mM NaCl, 10 mM KCI (pH 3)
gewaschen, um noch extrazellular vorhandene Virionen zu inaktivieren (Nagel et al., 2008).
Abbildung 4.28 B zeigt eine reprasentative Auswahl der Immunofluoreszenz-Bilder. Im
Adsorptionsverhalten konnte kein Unterschied zwischen den PLSCR1-depletierten Zellen
und den Kontrollzellen beobachtet werden. In beiden Fallen waren vergleichbar viele
punktartige GFP-Signale entlang der Plasmamembran zuféllig verteilt, die wahrscheinlich
jeweils ein HSV-1 Capsid reprasentieren. Da die Inkubation des Virusinokulums bei 4°C ein
Voranschreiten des Virus-Eintritts d.h. die Fusion mit der Plasmamembran verhindert,
befanden sich auch nur wenige Capside bzw. Viruspartikel bereits intrazellular. Auch die
anschlie3ende Fusion und der tatséchliche Eintritt in die Wirtszelle wurde durch das Fehlen
des PLSCRL1 Proteins nicht beeintréchtigt, da unter beiden siRNA Bedingungen ahnlich viele
GFP-markierte Capside im Inneren der Zelle detektiert werden konnten. Ebenso wurden
diese unter beiden Bedingungen effizient zum Zellkern transportiert.

Durch die Konfokalmikroskopie mit direkt markierten Viruspartikeln konnten somit die zuvor
gewonnenen Eindricke bestétigt werden. Aufgrund dieser Daten wird geschlossen, dass die
Scramblase Aktivitédt von PLSCR1 oder auch andere Funktionen des Proteins fur den Eintritt

der Herpesviren nicht von Bedeutung sind.

4.3.2.7. PLSCR1 wird fur die effiziente HSV-1 Vermehrung bendtigt

Mit den vorangegangenen YZ2H-Interaktionsstudien konnte eine Wechselwirkung von
PLSCR1 mit den HSV1 Proteinen UL34, UL31 und auch UL43 gezeigt werden. Ob PLSCR1
aufgrund dieser Interaktionen bzw. Uberhaupt wichtige Funktionen bei der herpesviralen
Replikation Gbernimmt, sollte nun durch die genaue Bestimmung der Wachstumskinetik in
Abwesenheit von PLSCR1 herausgefunden werden. Daflr wurden Hela Zellen mit Kontroll-
und PLSCR1-siRNA behandelt und nach 48 h mit HSV-1(F) mit einer MOI von 0,1 fur 45 h
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infiziert. An mehreren Zeitpunkten wurde der Kulturtiberstand abgenommen und die Anzahl

der freigesetzten infektibsen Viruspartikel mittels Plaque Assay bestimmt.
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Abbildung 4.29: PLSCR1 beeinflusst die Virusreplikation sowie Infektiositat der HSV-1 Virionen
A) Um eine mdgliche Rolle von PLSCR1 im HSV-1 Infektionsverlauf zu untersuchen, wurden Hela
Zellen 48 h mit Kontroll- (ctrl-) bzw. PLSCR1-siRNA behandelt und anschlieRend mit HSV-1(F) (MOI
0,1) in Triplikaten infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) wurde der
Kulturiiberstand abgenommen und die Anzahl der freigesetzen Virionen (pfu/ml) mittels Plaque Assay
bestimmt. B) Um die virale DNA-Replikation zu analysieren, wurden Hela Zellen 48 h mit ctrl- bzw.
PLSCR1-siRNA behandelt und anschlieBend mit HSV-1(F) (MOI 0,1) infiziert. 30 h.p.i. wurde im
Kulturiberstand die Anzahl viraler Genomkopien mittels realtime gPCR sowie der Virustiter (pfu/ml)
mittels Plague Assay in Triplikaten bestimmt und auf die ctrl-Werte normalisiert. C) Mit den in B)
ermittelten Werten wurde das Genomkopien / pfu- Verhaltnis bestimmt.

Die Wachstumskurven zeigten, dass mit Beginn der exponentiellen Phase unter PLSCR1
supprimierten Bedingungen um etwa ein bis zwei Zehnerpotenzen weniger Virionen ins
extrazellulare Milieu freigesetzt wurden als bei den Kontrollzellen. Dieses Ergebnis deutet
somit bereits auf eine Rolle von PLSCR1 bei der HSV-1 Virusreplikation hin (Abb. 4.29 A).
Zusatzlich wurde nach 30 h Infektion die Anzahl viraler Genomkopien im Kulturiiberstand
mittels realtime quantitativer PCR sowie die Anzahl infektioser Viruspartikel mittels Plaque
Assay bestimmt. Dabei zeigte sich, dass unter PLSCR1-siRNA Bedingungen die Menge an
freigesetzten HSV-1 Genomkopien nur noch etwa 20% der ermittelten Kontrollwerte
entsprach. Die Infektiositat der extrazellularen Virionen nahm in PLSCR1 depletierten Zellen

im Vergleich zu den Genomkopien sogar noch drastischer ab, da eine bis zu 20 fache
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Verringerung im Virustiter beobachtet werden konnte, d.h. im Vergleich zu den Kontroll-
SiRNA behandelten Zellen waren nur noch 5% infektiose Viruspartikel enthalten (Abb. 4.29
B). Aufgrund dieser unterschiedlich starken Reduktion ergab sich eine Verdopplung des
Genomkopien / plaque forming unit (pfu) -Verhaltnisses unter PLSCR1 supprimierten
Bedingungen. Es waren also etwa 50% weniger extrazellulare Virionen tatsachlich infektios
(Abb. 4.29 C).

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit des zellularen Proteins
PLSCR1 die infektiose Eigenschaft der extrazellularen HSV-1 Viruspartikel deutlich
beeintrachtigt war. Zudem konnte in Abwesenheit des zellularen Proteins auch eine
allgemein verringerte Freisetzung der Viruspartikel beobachtet werden. Da der Eintritt der
HSV-1 Virionen dabei jedoch nicht beeintrachtigt ist, ware es denkbar, dass PLSCR1
womoglich an der Bildung der Nukleocapside oder an der anschlieRenden Auswanderung
aus der Wirtszelle beteiligt ist, was im Folgenden durch weitere Experimente néher

untersucht werden sollte.

4.3.2.8. PLSCR1 beeinflusst die Bildung von neuen HSV-1 Virionen

Aufgrund der bereits beschriebenen nukledren Funktion von PLSCR1 bei der
transkriptionalen Genregulation wére es auch vorstellbar, dass dieses Protein Einfluss auf
die herpesvirale Genexpression nehmen kann (Ben-Efraim et al., 2004; Zhou et al., 2005).
Um dieser Frage nachzugehen, wurde in Abwesenheit des PLSCR1 Proteins Uber einen
Zeitraum von 12 h.p.i. zuerst die Expression von mehreren HSV-1 Proteinen mit
unterschiedlichen Expressionskinetiken dberpruft. Dazu wurden an den jeweiligen
Zeitpunkten Lysate von siRNA behandelten Hela Zellen hergestellt und im Immunoblot
analysiert. Zur Detektion wurden die HSV-1 Proteine ICPO und ICP27 als immediate early
Proteine, Glykoprotein B (gB) als early Protein sowie UL34 und VP5 als late Proteine
exemplarisch verwendet. Als Ladekontrolle diente hierbei der Nachweis des zelluldren
Proteins B-Aktin, welches sich bei allen aufgetragenen Proben als ein gleichmaflig starkes
Blotsignal zeigte (Abb. 4.30 A). Der jeweilige Vergleich der detektierten Proteinmengen
zwischen Kontroll- und PLSCR1-siRNA behandelten Zellen zeigte bereits bei optischer
Einschatzung, dass in Abwesenheit von PLSCR1 die Expression von allen getesteten HSV-1
Proteinen mit Ausnahme von ICP27 wesentlich verringert war. Fur das gB Protein konnte
jedoch nur ein geringer Unterschied beobachtet werden und auch die UL34 Protein-
expression war hauptsachlich zwischen 8 und 10 h.p.i. sichtbar reduziert. Am deutlichsten
zeigte sich der Effekt beim VP5 Protein, da im Gegensatz zu den Kontrollzellen auch nach
12 h.p.i. kaum Protein exprimiert wurde. Uberraschenderweise wurde in der Gruppe der
immediate early Proteine nur die Expression von ICPO durch das Fehlen von PLSCR1
beeintrachtigt, wahrend fir das ICP27 Protein kein signifikanter Unterschied beobachtet
werden konnte (Abb. 4.30 A).
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Abbildung 4.30: In Abwesenheit von PLSCR1 ist die herpesvirale Genexpression reduziert

A) Zur Untersuchung der viralen Proteinexpression wurden PLSCR1- bzw Kontroll- (ctrl-) siRNA
behandelte Hela Zellen nach 48 h mit HSV-1(F) (MOI 1) fur 12 h infiziert, zu den angegebenen
Zeitpunkten Zelllysate hergestellt und mittels Immunoblot mit Hilfe von ICPO, ICP27, Glycoprotein B
(gB), UL34 und VP5 spezifischen Antikdrpern analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von (3-
Aktin analog mit einem B-Aktin spezifischen Antikorper. B) Zur Analyse der HSV-1 Transkription
wurden Hela Zellen nach PLSCR1- bzw. ctrl-siRNA Behandlung mit HSV-1(F) fur 6 h in Triplikaten
infiziert (MOI 1), die Gesamt-RNA aus den Zelllysaten isoliert und revers transkribiert. Mittels realtime
gPCR unter Verwendung der Universal Probe Library (Roche) wurde die veranderte Transkriptmenge
von ICPO, ICP27, gB, UL34 und VP5 in PLSCR1- gegenuber ctrl-siRNA behandelten Hela Zellen nach
Normalisierung auf das HPRT1-Transkript bestimmt.

Der Einfluss von PLSCR1 auf die herpesvirale Genexpression wurde nicht nur auf Protein-
ebene, sondern zusatzlich auch durch die Bestimmung der jeweiligen Transkriptmenge
analysiert. Hierflr wurden, analog wie eben beschrieben, Zelllysate hergestellt. Da die RNA-
Transkripte der untersuchten Gene zeitlich friher in der Zelle vorhanden sind als die
entsprechenden Genprodukte, wurden die Zelllysate zusatzlich auch bereits nach 6 h
Infektion genommen und daraus die Gesamt-RNA isoliert. Diese wurde anschlieRend durch
reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels realtime quantitativer PCR unter
Verwendung von spezifischen Primern und Sonden (siehe Abschnitt 3.1.7.7) die veranderte
Transkriptmenge von ICPO, ICP27, gB, UL34 und VP5 in PLSCR1- gegenuber ctrl-siRNA
behandelten Hela Zellen bestimmt. Zur Normalisierung der eingesetzten Transkriptmenge
wurde zusétzlich das konstitutiv exprimierte housekeeping gene Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) detektiert. Die Ergebnisse der Echtzeit-PCR-
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Quantifizierung zeigen, dass in Abwesenheit von PLSCR1 auch die gebildete Transkript-
menge der untersuchten HSV-1 Proteine ICPO, gB, UL34 und VP5 im Vergleich zu den
Kontrollzellen reduziert war. Es konnte dabei kein Unterschied zwischen den zwei
untersuchten Zeitpunkten beobachtet werden, so dass nur die Ergebnisse nach 6 h Infektion
dargestellt sind (Abb. 4.30 B). Auch hier war wieder der starkste Effekt beim Transkript des
VP5 Proteins zu sehen, welches nur noch 60% der Transkriptmenge von Kontrollzellen
entsprach, wahrend gB nur einen sehr geringen Unterschied mit starken Schwankungen
aufwies. Lediglich fur das ICP27 Protein konnte wie schon im Immunoblot keine signifikante
Veradnderung beobachtet werden. Diese Ergebnisse stimmen demnach gut mit den
Beobachtungen des Immunoblots Uberein, die gezeigt hatten, dass in Abwesenheit des
PLSCRL1 Proteins die allgemeine herpesvirale Genexpression deutlich reduziert ist.

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde nun untersucht, ob prinzipiell
auch ohne das PLSCRL1 Protein ein vollstandiger HSV-1 Replikationsverlauf mdglich ist. Die
TEM-Analyse wurde in Kooperation mit B. Klupp und H. Granzow am Institut von T. C.
Mettenleiter (Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald - Insel Riems, D) durchgefihrt. Daflr
wurden Hela Zellen zuerst mit siRNA behandelt, nach 48 h mit HSV-1(F) mit einer MOI von 1
infiziert und 15 h unter Standardbedingungen inkubiert und anschlieend fir die TEM
prozessiert (siehe Abschnitt 3.2.9.2). Dabei konnten auch in PLSCR1 depletierten Zellen
reife HSV-1 Virionen im extrazellularen Milieu beobachtet werden, welche in ihrer

Morphologie den gebildeten Virionen der Kontrollzellen vergleichbar waren (Abb. 4.31).

SiRNA

ctrl PLSCR1

Abbildung 4.31: TEM-Analyse der extrazellularen HSV-1 Virionen nach siRNA-Behandlung
PLSCR1- bzw ctrl-siRNA behandelte Hela Zellen wurden mit HSV-1(F) fur 15 h unter Standard-
bedingungen infiziert (MOI 1) und anschlieBend fir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
prozessiert (siehe Material und Methoden, Abschnitt 3.2.9.2). Dargestellt ist jeweils ein extrazellulares
Viruspartikel (schwarzer Balken = 100 nm).

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass PLSCR1 vermutlich primar die
herpesvirale Genexpression beeinflusst und somit fir die zahlreiche und effiziente Bildung
von neuen HSV-1 Nukleocapsiden bzw. Virionen bendtigt wird. Damit kdnnte auch die
beobachtete verringerte Freisetzung von reifen HSV-1 Virionen in Abwesenheit des Wirts-

faktors erklart werden.
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4.3.2.9. PLSCRL1 spielt eine Rolle bei der Auswanderung der HSV-1 Virionen
Schlief3lich sollte getestet werden, ob PLSCR1 einen Einfluss auf die Auswanderung der
HSV-1 Virionen aus der Wirtszelle hat. Daflr wurde die Wachstumskinetik der HSV-1
Infektion mit und ohne PLSCR1 Silencing noch einmal, analog wie in Abschnitt 4.3.2.7
beschrieben, verfolgt. Zusatzlich wurde jedoch zu jedem Zeitpunkt auch das Zellpellet
entnommen, um nach erfolgtem Zellaufschluss die Menge an reifen intrazelluldaren Viren
mittels Plague Assay quantifizieren zu kdénnen. Die Zeitverlaufe der extrazellularen Proben
zeigten, dass in Abwesenheit von PLSCR1 bis zu hundertmal weniger infektiose Virus-
partikel als bei den Kontrollzellen freigesetzt wurden, wie es auch schon in Abbildung 4.29 A
gezeigt wurde. Dabei war vor allem zu den spéteren Zeitpunkten eine deutliche Attenuierung
zu erkennen. Auch die Menge an infektidsen intrazellularen Virionen war in PLSCR1
depletierten Zellen tUber den gesamten Zeitverlauf um etwa das Vierfache im Vergleich zu
den Kontroll-siRNA behandelten Zellen reduziert (Abb. 4.32 A). Diese verringerte Virus-
bildung stimmt mit den zuvor gezeigten Beobachtungen, dass PLSCR1 an der herpesviralen
Genexpression beteiligt ist, gut Uberein. Zusatzlich deutet die drastische Abnahme an
extrazellularen Virionen unter PLSCR1 supprimierten Bedingungen darauf hin, dass dieses
zellulare Protein nicht nur fir die Bildung der HSV-1 Virionen, sondern auch bei deren
Auswanderung aus der Wirtszelle ben6tigt wird.

Mit den durchgefiihrten Interaktionsstudien konnte zu Beginn gezeigt werden, dass PLSCR1
u.a. mit den a-herpesviralen NEC-Proteinen UL34 und vermutlich auch UL31 spezifisch
interagiert. Da PLSCR1 unter bestimmen Bedingungen auch nuklear lokalisiert vorliegt,
konnte es daher auch gemeinsam mit den viralen Proteinen an der Kernauswanderung der
Capside beteiligt sein. Die Analyse der subzellularen Lokalisation von UL34 in PLSCR1
depletierten Zellen sollte dafiir erste Hinweise liefern. Dazu wurden siRNA behandelte Hela
Zellen nach 48 h mit HSV-1(F) mit einer MOI von 1 fir 12 h infiziert und anschlieRend mittels
indirekter Immunofluoreszenz unter Verwendung von UL34- und ICP8-spezifischen
Antikdrpern untersucht. Die Immunfluoreszenz-Bilder zeigten, dass UL34 zwar unter beiden
Bedingungen Uberwiegend an der Kernperipherie lokalisierte, jedoch in Abwesenheit von
PLSCR1 eine extreme Verdnderung der Zellkerne zu beobachten war. Wahrend die
Zellkerne bei den Kontrollzellen eine gleichmaRig ovale Morphologie mit einer glatten
Kernmembran aufwiesen, waren diese nach PLSCR1 Depletion drastisch deformiert (Abb.
4.32 B). Diese Beobachtung wurde auch bei der Detektion von Lamin B gemacht, welches
an der inneren Kernmembran assoziiert vorliegt. Zusatzlich konnte mit diesem Versuchs-
ansatz auch ein Unterschied in der Bildung von viralen Replikationszentren, welche durch
das ICP8 Protein markiert wurden, festgestellt werden. Diese waren in Abwesenheit von
PLSCRL1 kleiner und vor allem dezentraler im Zellkern vorhanden. Um herauszufinden, ob

die Depletion von PLSCR1 allein schon fir diese auffallige Deformation des Zellkerns bzw.
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der Kernmembran verantwortlich ist, wurde Lamin B auch in nicht-infizierten, jedoch siRNA
behandelten Hela Zellen mittels indirekter Immunofluoreszenz detektiert. Im Gegensatz zu
HSV-1 infizierten Zellen war keine verédnderte Kernmorphologie auch unter PLSCR1
supprimierten Bedingungen zu beobachten (Abb. 4.32 C).
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Abbildung 4.32: PLSCR1 beeinflusst die Auswanderung neu gebildeter HSV-1 Virionen

A) Hela Zellen wurden mit Kontroll- (ctrl-) bzw. PLSCR1-siRNA behandelt und nach 48 h mit HSV-1(F)
(MOI 0,1) in Triplikaten infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (h.p.i.) wurden
mittels Plaque Assay die Virustiter (pfu/ml) sowohl von den freigesetzten Virionen (aus dem
Kulturiberstand) als auch von den Zell-assoziierten Virionen (nach Aufschluss der Zellpellets)
bestimmt. Die Kinetik der Virusfreisetzung (extrazellular) ist als Viereck und die der Virusbildung
(intrazellular) als Dreieck dargestellt. B) Zur Bestimmung der subzellularen Lokalisation von HSV-1
UL34 wurden Hela Zellen nach 48 h siRNA Behandlung mit HSV-1(F) infiziert (MOl 1) und 12 h.p.i.
eine indirekte Immunofluoreszenz unter Verwendung eines polyklonalen anti-UL34 bzw. anti-LaminB
(beide griin) in Kombination mit einem monoklonalen anti-ICP8 (rot) Antikdrper durchgefiihrt. Die
Zellkerne wurden mittels Dapi-Farbung (blau) visualisiert. C) LaminB wurde auch in siRNA
behandelten, jedoch nicht-infizierten Hela Zellen detektiert. Dazu wurde eine indirekte Immuno-
fluoreszenz Analyse unter Verwendung eines polyklonalen anti-LaminB (griin) und monoklonalen anti-
ICP8 (mock Kontrolle) Antikérpers durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mittels Dapi-Farbung (blau)
visualisiert.

Aufgrund dieses vom Virus induzierten auffélligen Phanotyps des Zellkerns unter PLSCR1-
depletierten Bedingungen liegt die Vermutung nahe, dass PLSCR1 fur den nuclear egress
der Capside von Bedeutung sein koénnte. Ob es direkt daran beteiligt ist und die
Kernhillendynamik bzw. deren Interaktion mit Chromatin beeinflusst und damit indirekte
Auswirkungen auf den nuclear egress der Capside hat, ist fiur zukinftige Anséatze von
groRem Interesse.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Phospholipid Scramblase 1 wahrscheinlich an
mehreren viralen Prozessen beteiligt ist, so dass die beobachtete Attenuierung der HSV-1
Replikation nach PLSCR1 Silencing auf kumulative Effekte zurtickzufiihren ist.
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5. DISKUSSION

Ein essentieller Schritt in der HSV-1 Morphogenese ist die Auswanderung von nheu
gebildeten Capsiden aus dem Zellkern. Aufgrund ihrer Grol3e von etwa 125 nm Durchmesser
sind reife Nukleocapside zu grof3, um mit Hilfe des klassischen Kernexports Uber die
Kernporenkomplexe in das Cytoplasma zu gelangen. Daher erfolgt die Auswanderung aus
dem Zellkern bei allen Herpesviren durch einen noch kaum verstandenen Knospungs-
prozess an der INM. Die dadurch primér umhliten Nukleocapside werden schlief3lich durch
Fusion der primaren Hulle mit der ONM oder ER-Membran vom perinukledren Raum ins
Cytoplasma freigegeben. Fir den Knospungsprozess an der INM sind die in allen
Herpesviren konservierten Proteine UL34 und UL31 essentiell, welche zusammen den
Kernauswanderungskomplex (NEC) an der INM bilden (Mettenleiter et al., 2009). Im Fokus
dieser Arbeit stand vor allem die funktionale Analyse der Zielsteuerung der beiden HSV-1
NEC-Proteine im viralen Kontext, welche durch die von U. Koszinowski und Mitarbeitern
etablierte BAC Mutagenese ermdglicht wurde (Messerle et al.,, 1997). Aufgrund neuer
mechanistischer Erkenntnisse Uber den Kernauswanderungsprozess der Capside werden
zukunftige therapeutische Alternativen erwartet, welche die Beka&mpfung von viralen

Stammen mit Resistenzen gegen das allgemein angewendete Aciclovir ermdglichen.

5.1. Der essentielle tail anchor von UL34 — moégliche
Funktionen beim nuclear egress

Das NEC-Protein UL34 ist ein Typ-ll Transmembranprotein mit einer einzelnen kurzen TMD
aus 20 Aminosauren, welche nahe am C-Terminus liegt, einer gro3en cyto- bzw.
nukleoplasmatisch orientierten N-terminalen Domane und einer kurzen luminalen Region.
Aufgrund dieser Domanenanordnung wird UL34 in die tail anchor Proteinfamilie eingeordnet
(Shiba et al., 2000; Bjerke et al., 2003; Mettenleiter, 2004; Baines et al., 2007; Mettenleiter et
al., 2009). Charakteristisch flr TA-Proteine ist ihre post-translationale Biogenese, d.h. die
Insertion in ihre Zielmembranen nach der vollstandigen Beendigung der Translation. Dies
konnte bereits fir mehrere zellulare TA-Proteine und kirzlich auch fur das EBV Protein
BNLF2a, einem herpesviralen Vertreter dieser Proteinfamilie, gezeigt werden (Stefanovic
und Hegde, 2007; Favaloro et al., 2008; Horst et al., 2011). Mit Hilfe eines in vitro
Membraninsertions-Assay konnte dies auch fiir UL34 bestétigt werden, da eindeutig gezeigt
wurde, dass UL34 ausschlie3lich auf einem post-translationalen Weg in die Membran von
rauen Mikrosomen inseriert wird, wobei eine stabile Membranassoziation ausschliel3lich Uber
seine C-terminale hydrophobe Region vermittelt wird (Ott et al., 2011). Dieser Befund stimmt

mit einer vor kurzem durchgefihrten Analyse von HSV-1 UL34 uberein, bei welcher u.a.
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gezeigt wurde, dass sich UL34 nach Deletion der gesamten hydrophoben Region im Inneren
des Zellkerns ansammelt (Bjerke et al., 2003).

Eine Besonderheit von TA-Proteinen ist, dass ihre post-translationale Insertion direkt in
verschiedenste Membransysteme geschehen kann, wie z.B. die auf3eren Membranen von
Mitochondrien und Peroxisomen sowie die ER-Membranen. Interessanterweise wurde mit
dieser genetischen Analyse von UL34 zum ersten Mal ein TA-Protein der INM n&her
untersucht. Die hier erzeugten Daten schlieRen somit die INM als eine weitere mogliche
intrazellulare Zielmembran fur die direkte post-translationale Insertion eines TA-Proteins
nicht aus, da es auch mdoglich ware, dass UL34 nach der Synthese zuerst aktiv in den
Zellkern transportiert und dort anschlieend in die INM verankert wird.

Uber die Frage, wie UL34 zur INM transportiert und in welchem Kompartiment der
UL34/UL31-Komplex gebildet wird, ist bis jetzt jedoch noch wenig bekannt. Von zellularen
TA-Proteinen weiR man, dass die Zielsteuerung zu den verschiedenen Membranen
hauptséachlich von den physiko-chemischen Eigenschaften des tail anchors abhangt, welche
die Lange und Hydrophobizitat der TMD sowie flankierende positiv-geladene Sequenz-
bereiche einschliel3t (Horie et al., 2002; Motz et al., 2002; Kaufmann et al., 2003; Borgese et
al., 2007). Der authentische tail anchor von UL34 konnte jedoch mit den entsprechenden
Regionen der orthologen Proteine UL50 (HCMV) und BFRF1 (EBV) ohne Funktionsverlust
ersetzt werden. Noch auffalliger war, dass eine funktionale Permutation auch mit den TA-
Regionen von weiteren HSV-1 kodierten sowie zellularen TA-Proteinen unterschiedlichster
Lokalisation und Funktion moglich war. Auch die flankierenden positiven Ladungen sowohl
auf der nukleoplasmatischen als auch luminalen Seite des UL34 tail anchors werden fir die
Zielsteuerung sowie Funktion des Proteins nicht bendtigt. Der TA-Insertionsmechanismus
Uber a-helikale Strukturen scheint jedoch fur die stabile Membranverankerung und somit
Funktionsausibung des UL34 Proteins notwendig zu sein, da die TA-Permutation mit einem
alternativen, nicht-a-helikalen INM-Verankerungsmechanismus nicht mehr toleriert wird. Im
Gegensatz zu zellularen TA-Proteinen enthdlt der tail anchor von UL34 somit keine sequenz-
spezifischen Informationen oder hydrophobe Eigenschaften beziglich der Zielsteuerung zur
INM und Funktion. Stattdessen unterstitzt die ausschlielich nukledre Lokalisation einer
UL34 TMD-Deletionsmutante sowie einer UL34 Mutanten mit stark verkirztem tail anchor in
Abwesenheit von anderen viralen Faktoren eine intrinsische Kernimportaktivitat innerhalb der
N-terminalen Domé&ne (Bjerke et al., 2003). Tats&achlich konnte in dieser Domane eine
klassische bipartite NLS Sequenz zwischen den Aminosauren 177 und 195 identifiziert
werden (siehe Abschnitt 5.2.1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die friheren Daten der TMD-Deletionsmutante von HSV-1
UL34, welche im Inneren des Zellkern mislokalisierte und nicht mehr zu einer effizienten

Virusreplikation in der Lage war, reproduziert (Bjerke et al., 2003) und durch eine ins Detail

112



DISKUSSION

gehende funktionale Analyse des essentiellen tail anchors von UL34 mittels BAC
Mutagenese erweitert. Die sukzessive Verkurzung der a-helikalen Doméane von UL34 auf 15
Aminoséauren resultiert in einer Wachstumskinetik, die dem HSV-1 Wildtyp vergleichbar ist.
Das Entfernen von zwei weiteren Aminoséuren fihrte jedoch zu einem drastischen
Phanotyp, da diese HSV-1 UL34 TA-Mutante nicht mehr imstande war, rekombinante Viren
zu erzeugen. UL34 mit 15 Aminosduren war auflerdem stabil verankert und an der
Kernperipherie zu finden, so dass die korrekte Zielsteuerung durch die Deletion der letzten 8
Aminosauren des tail anchors nicht beeinflusst wurde, wéhrend noch kirzere UL34 TA-
Versionen bereits im Kerninneren mislokalisiert vorlagen. Diese in vivo Experimente lassen
somit eine bestehende Korrelation zwischen funktionaler Komplementation und korrekter
Zielsteuerung von UL34 erkennen. Daher ist der Membrananker von UL34 insbesondere fir
die Verankerung des Proteins und demzufolge auch fur die Lokalisierung des UL31/UL34-
Komplexes an der INM wahrend des nuclear egress essentiell. Eine ahnliche Beobachtung
konnte auch bereits fir ein weiteres TA-Protein gemacht werden. Emerin ist ein zellularer
Vertreter der TA-Proteinfamilie, welches seine Funktion wie UL34 an der INM auslbt.
Aufgrund seiner genetischen Assoziation mit diversen Muskeldystrophien wie z.B. mit der X-
chromosomal gekoppelten Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (EDMD) gewann die
Erforschung dieses Proteins in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung (Foisner, 2001;
Wheeler und Ellis, 2008). Dabei wurde beobachtet, dass eine der Emerin Mutationen, welche
in EDMD-Patienten gefunden wurde, eine Deletion von 6 Codons innerhalb der
Transmembrandoméane beinhaltet. Aufgrund des verkirzten, nur noch 12 Aminosauren
langen tail anchors konnte das mutierte Emerin nicht mehr in die Kernmembran inseriert
werden und wies folglich eine vorwiegend intranukleare Lokalisation auf, bei welcher eine
korrekte Funktion des Proteins nicht mehr ausgeubt werden konnte (Fairley et al., 1999). Die
Ergebnisse der hier durchgefuhrten genetischen Analyse der HSV-1 UL34 TMD-Deletions-
mutanten stimmen somit gut mit dem Befund dieser Emerin Mutante Uberein. Beide Proteine
tolerieren eine Deletion ihres TA von etwa 5 bis 6 Aminoséuren fir eine stabile Membran-
verankerung sowie fur die Zielsteuerung zur INM, ohne dabei in ihrer Funktion beeintrachtigt
zu sein.

Seit langerem ist bereits bekannt, dass UL34 zusammen mit seinem Interaktionspartner
UL31 fir die Kernauswanderung der neu gebildeten Nukleocapside essentiell ist. Bis vor
kurzem gab es aber noch keine Hinweise fir welche Schritte genau die beiden Proteine
bendtigt werden und wie sie die jeweilige Funktion austiben. Zwei neue Studien deuten
jedoch darauf hin, dass der NEC eine relevante Rolle bei der Krimmung der inneren
Kernmembran und der Vesikelformation wahrend des Knospungsprozesses spielt (Klupp et
al., 2007; Roller et al., 2010). Interessanterweise kann die Abwesenheit von UL31 unter

bestimmten Umstanden durch zellulare Proteine kompensiert werden, so dass UL34
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womoglich eine zentralere Aufgabe dabei Ubernimmt (Liang et al., 2004). Prinzipiell sind
Membrankrimmungen dynamische Prozesse, bei welchen die energetisch unginstige
Verbiegung durch die Ansammlung von scaffolding Proteinen und durch die Bildung von
Lipid-Asymmetrien stabilisiert bzw. ermdglicht werden muss, wobei dies sowohl von der
concaven als auch convexen Seite der Krimmung erfolgen kann (McMahon und Gallop,
2005; Graham und Kozlov, 2010; Lundmark und Carlsson, 2010). Um diesen Prozess zu
unterstitzen, konnte UL34 und insbesondere sein tail anchor verschiedene Funktionen

tbernehmen, welche in Abbildung 5.1 zu einem Modell zusammengefasst sind.
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Abbildung 5.1: Modell Gber potentielle Membran-assoziierte Prozesse beim nuclear egress

A) NEC-Formation und -Multimerisierung induziert Membranknospung. UL34 ist dabei mit dem
verkirzten, noch funktionalen tail anchor von 15 As. dargestellt. B) Rekrutierung von zellularen
und/oder viralen Transmembranproteinen. C) Umverteilung der Lipide durch Insertion der a-helikalen
TMD von UL34 und/oder Rekrutierung von Lipid-modifizierenden oder Lipid-transferierenden
Proteinen. D) Stabilisierung durch luminale Proteine, welche gekrimmte Membranen sensorisch
erkennen oder durch eine physikalische Interaktion mit dem UL34 TA rekrutiert werden. Letzteres ist
jedoch fir den nuclear egress nicht vonnéten.

Wie bereits erwahnt, wird in Folge der NEC-Bildung an der INM eine negative Krimmung der
Membran induziert, womit der Knospungsprozess eingeleitet wird. Daflr ist eine stabile
Insertion von UL34 in die INM Uber seinen tail anchor zwingend erforderlich. In dem von R.
Roller und Mitarbeitern vorgeschlagenen Modell wird vermutet, dass durch eine
Konformationsénderung des NEC eine Homo- bzw. Heterooligomerisierung von UL34 und
UL31 auf der nukleoplasmatischen Seite induziert wird, wobei die Geometrie dieser
multimeren Interaktionen, welche vergleichbar zu BAR-Doménen ist, schliellich die
Krimmung der INM um die Capside antreibt (Roller et al., 2010). BAR-Domanen besitzen
eine Bananen-ahnliche Form und binden bevorzugt an entsprechend gekrimmte Lipid-
membranen, wodurch eine Stabilisierung der energetisch ungiinstigen Verformung erreicht
wird (Abb. 5.1 A) (Suetsugu et al., 2010). Eine zusatzliche Stabilisierung der induzierten
Membrankrimmung durch angedockte Capside wird allerdings nicht bendtigt, da Vesikel,
welche in GréRe und Topologie umhiliten Virionen gleichen, unabhangig vom Capsid und

auch von weiteren viralen Faktoren gebildet werden kdnnen (Klupp et al., 2007). Jedoch
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kénnten andere virale Proteine, wie etwa die Glykoproteine gM und gD, welche von
mehreren Gruppen bereits an der INM gefunden wurden, durch Interaktion mit UL34 den
energetisch unginstigen Knospungsprozess unterstiitzen (Abb. 5.1 B) (Baines, 2007; Baines
et al., 2007; Wills et al., 2009). Eine weitere wichtige Voraussetzung fir die Krummung einer
Membran ist eine Umstrukturierung ihrer Lipide, so dass es zu einer Auflésung der Lipid-
Asymmetrie zwischen den zwei leaflets kommt. Generell gilt, dass Phospholipide (PL) mit
einer kegelformigen Struktur Membrankrimmungen begtnstigen, wahrend PL mit einer
zylinderférmigen Form dieser entgegenwirken. Die Veranderung ihrer Verteilung innerhalb
einer Membran kann deren Knospungseigenschaft somit entscheidend beeinflussen (Chan
et al., 2010). Es ware daher auch denkbar, dass UL34 dafir Proteine rekrutiert wie z.B.
Phospholipid Flippasen oder Scramblasen, welche entweder eine Umverteilung der Lipide
zwischen den beiden leaflets der INM ermdglichen oder auch die Kopfgruppen der Lipide
enzymatisch verandern. In der Tat konnte eine spezifische Wechselwirkung zwischen UL34
und der Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1) gezeigt werden (siehe Abschnitt 5.3.2).
Zusatzlich kénnte UL34 durch die Insertion seiner a-helikalen TMD eine lokale Stérung der
Lipidordnung hervorrufen, wodurch ein Austausch erleichtert wird (Sanyal und Menon, 2009).
Die minimale noch funktionale Lange des tail anchors von UL34 konnte im Rahmen dieser
Arbeit auf 15 Aminoséuren eingegrenzt werden. Dies reicht aus, um dreiviertel der INM zu
durchspannen, d.h. der tail anchor wiirde noch in das luminal exponierte leaflet der INM
hineinragen und kdnnte somit auch den Lipidtransfer zur convexen Seite der Membran-
knospung beeinflussen (Abb. 5.1 C). Ebenso kdnnten luminale ER-Proteine den Knospungs-
prozess von der convexen Seite der gekrimmten Membran energetisch beginstigen (Abb.
5.1 D). Da aber die Virusreplikation unabhéangig von den letzten 8 Aminosauren des UL34
Proteins ablauft, ist eine physikalische Interaktion mit dem UL34 tail anchor
unwahrscheinlich. Auch fur den anschlieRenden Fusionsprozess scheint UL34 primar nicht
bendtigt zu werden, da der verkiurzte TA nicht bis in das Lumen reicht. Die Beobachtung,
dass sich im Pseudorabies-Virus bei alleiniger transienter Expression der NEC-Proteine die
induzierten Knospungsvesikel im perinuklearen Raum ansammeln, eine Fusion mit der ONM
jedoch unterbleibt, spricht fir die Beteiligung und Bedeutung von zellularen Faktoren (Klupp
et al., 2007). Wie es tatsachlich zur Fusion der priméar umhullten Capside mit der au3eren
Kernmembran kommt, ist derzeit unklar. Die NEC-Proteine kénnten jedoch den Kontakt zur
ONM-Zielmembran herstellen und ein weiteres, unbekanntes Protein mit einer zur
VesikelauRRenseite-exponierten fusogenen Domane rekrutieren, welches den Fusionsprozess

einleitet.
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5.2. Bedeutung des klassischen Kernimports fir die
Zielsteuerung der HSV-1 NEC-Proteine

Die funktionale Charakterisierung des UL34 tail anchors im viralen Kontext hat gezeigt, dass
dieser, im Gegensatz zu mehreren zellularen TA-Proteinen, vermutlich keine sequenz-
spezifische Information fir die subzellulare Zielsteuerung von UL34 zur INM enthélt. Mittels
bioinformatischer Methoden konnte jedoch ein klassisches Kernlokalisationssignal (NLS)
innerhalb der N-terminalen Domé&ne von HSV-1 UL34 und auch von HSV-1 UL31 vorher-
gesagt werden, was fur einen aktiven Rezeptor-vermittelten Import dieser Proteine in den
Zellkern sprechen wirde. NLS Sequenzen wurden auch schon fir HSV-2 UL31 und sein
orthologes Protein in MCMV beschrieben (Zhu et al., 1999; Lotzerich et al., 2006). Um nun
im Rahmen dieser Arbeit herauszufinden, ob die identifizierten NLS Sequenzen der HSV-1
NEC-Proteine fir deren Kerntransport essentiell sind, wurden jeweils gezielte NLS

Mutationen eingefiihrt und mittels BAC Mutagenese im viralen Kontext untersucht.

5.2.1. Die UL34 NLS ist im viralen Kontext nicht essentiell

In Kooperation wurde im Vorfeld gezeigt, dass das HSV-1 UL34 Protein in Abwesenheit von
anderen viralen Proteinen eine funktionale klassische bipartite NLS zwischen As. 177 und
195 besitzt. Diese wird fir die spezifische Bindung an mehrere Rezeptoren der Importin a-
Familie benétigt, da ein gezielter Austausch von drei basischen mit neutralen Aminosauren
im zweiten Cluster der bipartiten NLS Sequenz zu einer UL34 NLS Mutante flihrte, welche
nicht mehr in der Lage war, mit den Transportrezeptoren zu interagieren. Ebenso konnte
durch den Transfer dieser NLS Sequenz auf ein inertes, cytoplasmatisches Protein eindeutig
eine Translozierung des Fusionsproteins in den Zellkern demonstriert werden. Somit scheint
die UL34 NLS Sequenz in Abwesenheit anderer viraler Proteine eine funktionale Kernimport-
Aktivitat zu besitzen (Raschbichler, 2011). Nach BAC Mutagenese der beschriebenen NLS
Sequenz und Rekonstitution der UL34 NLS Virusmutante wies trotz mutierter NLS sowohl
die UL34 Mutante als auch dessen UL31 wt Interaktionspartner eine Lamin A/C-ahnliche
Lokalisation an der Kernperipherie auf. Somit hatte die UL34 NLS Mutagenese weder
Auswirkung auf die Zielsteuerung der NEC-Proteine zur INM noch auf die Bildung eines
funktionalen NEC. Das UL34 Protein konnte die INM durch einen redundanten Mechanismus
erreichen, etwa durch eine zweite eigene NLS oder ein interagierendes NLS-tragendes
Protein. Falls sich der UL34/UL31-Komplex bereits im Cytoplasma bildet, ware es daher
auch denkbar, dass der Kernimport gemeinsam tber die NLS von UL31 erfolgt. Aufgrund der
erzielten Ergebnisse mit der HSV-1 Doppelmutante, in welcher die NLS Sequenz beider
NEC-Proteine mutiert war, besteht die Moglichkeit, dass UL34 und UL31 abhangig
voneinander in den Zellkern transportiert werden (siehe Abschnitt 4.1.3). Ein weiteres Indiz

fur die Redundanz der UL34 NLS Sequenz liefert die Beobachtung, dass sich eine transient
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exprimierte UL34 TMD-Deletionsmutante sowohl mit wt als auch mit mutierter NLS im Kern
befindet (Raschbichler, 2011). Da UL34 mit einer GroR3e von 30 kDa im Grenzbereich liegt,
bei welcher eine passive Diffusion durch den Kernporenkomplex noch madglich ist, kdnnte es
auch allein auf diesem Weg in den Zellkern gelangen, wo es schlie3lich durch direkte oder
indirekte Interaktion mit der Kernlamina und/oder UL31 an der INM akkumuliert. Die UL34
NLS Mutagenese fihrte jedoch im Viruskontext zu einer leichten Attenuierung im
herpesviralen Replikationsverlauf. Die identifizierte NLS von UL34 scheint also fir den
Kernimport des Proteins nicht zwingend notwendig zu sein, Ubt aber einen Einfluss auf
dessen Transportdynamik aus. Ob die NLS Sequenz tatsachlich den Transport von UL34 in
den Zellkern unterstitzt und damit einen schnellen Import erleichtert, ist fur zuktnftige

kinetische Analysen von groRem Interesse.

5.2.2. Die UL31 NLS ist eine fir die Virusreplikation essentielle
Sequenz

Fur das HSV-1 NEC-Protein UL31 wird innerhalb der N-terminalen variablen Domane eine
klassische bipartite NLS zwischen den Aminosauren 21 und 42 vorhergesagt. Diese besteht
aus zwei Clustern von basischen Arginin- oder Lysinresten und ist konserviert auch in
anderen herpesviralen Orthologen zu finden (Zhu et al., 1999; Lotzerich et al., 2006). Die
identifizierte NLS Sequenz von HSV-1 UL31 erfillt in Abwesenheit von anderen viralen
Faktoren alle wichtigen Kriterien einer funktionalen NLS. So wird sie fur die spezifische und
NLS-abh&ngige Bindung an mehrere Rezeptoren der Importin a-Familie bendétigt, ist
transferierbar, notwendig fur die nukledre Lokalisation von UL31 bei transienter Expression
und kann durch eine alternative NLS kompensiert werden (Raschbichler, 2011). Im viralen
Kontext erzielte die UL31 NLS Mutagenese einen letalen Phanotyp. Die Revertante
derselben zeigte eine HSV-1 wt-dhnliche Virusvermehrung sowie Plaquebildung. Damit
konnte ausgeschlossen werden, dass der beobachtete Phanotyp der UL31 NLS Mutante auf
weitere unerwiinschte Rekombinationsereignisse im HSV-1 Genom zurlickzufiihren ist.
Desweiteren konnte mittels indirekter Immunofluoreszenz gezeigt werden, dass die UL31
NLS Mutagenese keine Auswirkungen auf die Expression und subzellulare Lokalisation des
essentiellen UL32 Proteins hat, dessen kodierende Sequenz am 3’ Ende mit den ersten acht
Basenpaare von UL31 Uberlappt. Aufgrund dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe,
dass die NLS Sequenz von UL31 auch im Viruskontext essentiell ist, da der letale Phanotyp
der HSV-1 UL31 NLS Mutante eindeutig auf die eingefuhrte NLS Mutation zurtickzufuhren
war. Dies stimmt gut mit der Tatsache Uberein, dass auch eine N-terminale Deletionsmutante
des UL31-orthologen M53 Proteins aus MCMV, in welcher die NLS Sequenz fehlt, nicht
mehr in der Lage war, Virus-Nachkommen zu produzieren (Lotzerich et al., 2006).

In Abwesenheit von anderen viralen Faktoren konnte der Kernimport der UL31 NLS Mutante

durch die N-terminale Fusion einer SV40 NLS Sequenz funktional wiederhergestellt werden.
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Allerdings ist es im viralen System nicht gelungen, den letalen Phanotyp der HSV-1 UL31
NLS Mutante dadurch zu reparieren. Da im HSV-1 (17%)lox der N-Terminus der UL31
kodierenden Sequenz einen 8 bp langen uberlappenden Sequenzbereich mit dem C-
Terminus der UL32 kodierenden Sequenz besitzt, musste fiir die Insertion einer UL31 NLS
Mutante mit einer N-terminal fusionierten SV40 NLS diese Uberlappungssequenz dupliziert
werden. Zusatzlich wurde das authentische UL31 Startcodon durch eine Punktmutation still
gelegt, ohne die kodierende Sequenz von UL32 am 3‘ Ende zu verandern. Auch hier konnte
eine funktionale Revertante generiert werden, welche immer noch den duplizierten
Sequenzbereich sowie die eingefihrte Punktmutation am originalen UL31 Startcodon
enthielt, so dass eine Verdnderung aufl3erhalb des mutierten Bereiches ausgeschlossen
werden kann. Mdglicherweise wirkt sich die Insertion der 8 Aminosauren langen SV40 NLS
innerhalb des 3‘ untranslatierten Bereiches von UL32 negativ auf die Regulation der UL32
Expression aus. Da das UL32 Genprodukt ein fur die HSV-1 Replikation essentielles DNA
cleavage/packaging Protein ist (Lamberti und Weller, 1998), kdnnte die HSV-1 SV40 NLS-
UL31 NLS Mutante auBer der NLS Mutation einen zweiten, vollig unabhangigen Defekt im
UL32 Gen tragen. Eine eindeutige funktionale Aussage kann deshalb zu diesem Zeitpunkt
nicht getroffen werden. Die durchgeflihrten Y2H-Interaktionsstudien zeigten aber, dass nur
das zweite Cluster der bipartiten UL31 NLS Sequenz fir die Bindung an Importin a-
Rezeptoren bendtigt wird. Als Alternative zur N-terminalen Fusion der SV40 NLS koénnte in
Zukunft versucht werden, eine heterologe NLS anstelle des ersten NLS Clusters zu
inserieren, wodurch die kodierende Sequenz sowie der 3‘ untranslatierte Bereich von UL32
nicht unmittelbar betroffen ware. Auch fur das orthologe Protein M53 aus MCMV gelang es
durch die Insertion einer SV40 NLS Sequenz 16 Aminosauren nach dem M53 Startcodon die
Funktionalitat zu rekonstruieren (Lotzerich et al., 2006).

Um eine Analyse unter Infektionsbedingungen zu ermoglichen, ist eine erfolgreiche Virus-
Rekonstitution des UL31 NLSmt BAC unbedingt vonnéten. Trotz mehrerer Versuche in
verschiedenen Zelllinien konnte die UL31 NLS Mutante jedoch nicht durch ein Wildtyp UL31
in trans komplementiert werden. Interessanterweise gelang dies auch in RSC Zellen nicht,
welche komplementierendes Wildtyp UL31 konstitutiv exprimierten, wahrend die Virus-
vermehrung einer UL31-Deletionsmutante dadurch ermdglicht werden konnte (Liang et al.,
2004). Demnach koénnte es sich bei der UL31 NLS Mutante um eine dominant-negative (DN)
Mutante handeln, d.h. die UL31 NLS Mutante wére in der Lage, ein vorhandenes UL31 wt
funktional zu unterdriicken. Um diese Hypothese zu bestatigen, kdnnte man die kodierende
Sequenz der UL31 NLS Mutante auch an eine ektopische Stelle im HSV-1(17")lox BAC
einsetzen. Eine geeignete Stelle, welche die Insertion eines zuséatzlichen Gens ohne
Beeintrachtigung der restlichen HSV-1 Genprodukte tolerieren wirde, ist jedoch bisher nicht

bekannt. Da aufgrund dessen keine rekombinanten Viren erzeugt werden konnten, basierten
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alle durchgefuihrten Immunofluoreszenz-Experimente auf Transfektion der generierten BAC
DNA. Die Analyse der subzellularen Verteilung von UL31 und auch UL34 zeigte dabei
eindeutig, dass durch die UL31 NLS Mutagenese weder UL31 noch sein Partnerprotein
UL34 am Kernimport gehindert waren. Alle HSV-1 UL31 NLS Mutanten sowie entsprechende
Revertanten wiesen eine dem Wildtyp vergleichbare Lokalisation von UL31 im Kern und an
der Kernhille auf, sowie eine korrekte Lokalisation von UL34 an der Kernperipherie. Da in
Abwesenheit von anderen viralen Proteinen die UL31 NLS Sequenz fir den Transport des
Proteins in den Zellkern essentiell ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass im viralen Kontext
andere Virusproteine oder viral modifizierte Wirtsproteine den Funktionsverlust der NLS
Sequenz kompensieren. Im Gegensatz dazu wurde die subzellulare Verteilung der NLS
Deletionsmutanten der HSV-1 UL31 orthologen Proteine MCMV M53 und HSV-2 UL31 nur
nach transienter Expression in Abwesenheit von anderen viralen Faktoren gezeigt, wobei
auch hier eine Mislokalisation im Cytoplasma aufgrund der fehlenden NLS beobachtet
wurde. Eine Aussage Uber die Funktion der NLS Sequenz wahrend der herpesviralen
Replikation kann dabei jedoch nicht getroffen werden (Zhu et al.,, 1999; Lotzerich et al.,
2006).

Mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen kann der letale Phanotyp der UL31 NLS
Mutanten nicht mit einer Beeintrachtigung der NEC-Bildung begriindet werden. Deswegen
liegt die Vermutung nahe, dass die NLS Sequenz von UL31 eine fir die Virusreplikation
essentielle Funktion ermdglicht, welche unabhéngig vom NEC mdglicherweise zu einem
anderen Zeitpunkt wahrend der Infektion von Bedeutung ist. Urspriinglich ging man davon
aus, dass UL31 spat in der Infektion als ein late Protein synthetisiert wird (Holland et al.,
1984). Neuere Arbeiten zeigen jedoch, dass geringe Mengen von HSV-1 UL31 bereits in der
frihen Phase der Infektion exprimiert werden und fir eine optimale NFkB-Aktivierung sowie
virale Genexpression bendtigt werden (Roberts und Baines, 2011). Wéahrend einige Viren
den NFkB-Signalweg blockieren, ist dessen Aktivierung hingegen fir die effiziente HSV-1
Replikation eine wichtige Voraussetzung (Patel et al., 1998). Diese frihe essentielle UL31
Funktion liefert eine denkbare Erklarung fur den in dieser Arbeit beobachteten letalen
Phanotyp der UL31 NLS Mutante. Mdglicherweise kann die UL31 NLS Mutante in der frilhen
Phase der Virusreplikation, in der wenige potentiell kompensierende Virusproteine
coexprimiert werden, nicht in den Zellkern gelangen, wo es aber fiir die NFkB-Aktivierung
und/oder sonstige frihe essentielle Funktionen benétigt wird. Zu einem spéteren Zeitpunkt
kénnte etwa der NEC-Partner UL34 kompensierend wirken, wie auch Ergebnisse der HSV-1
Doppelmutante, in welcher die NLS Sequenzen beider NEC-Proteine mutiert wurden, nicht
ausschlief3en (siehe Abschnitt 4.1.3).

Alternativ ware es auch denkbar, dass die NLS Sequenz von UL31 eine wichtige Bindestelle

fur ein bis jetzt noch unbekanntes virales oder zellulares Protein beinhaltet, die durch die
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Fusion einer SV40 NLS natlrlich nicht wiederhergestellt werden kann. Die kurzlich
identifizierten Phosphorylierungsstellen der viralen Proteinkinase US3, die zum Teil innerhalb
der mutierten NLS Sequenz von UL31 liegen, kénnen jedoch nicht fir den drastischen
Phéanotyp der UL31 NLS Mutante verantwortlich sein, da sie per se nicht essentiell sind (Mou
et al., 2009). Hingegen konnten wichtige virale Prozesse gestort werden, wie z.B. die bereits
beschriebene Aktivierung des NFkB-Signalwegs oder der DNA packaging Prozess wahrend
der Capsidreifung, fir welchen bereits eine Beteiligung fir zwei UL31-orthologe Proteine
gezeigt werden konnte und auch fur HSV-1 vermutet wird (Chang et al., 1997; Granato et al.,
2008; Popa et al., 2010). Die UL31 NLS Mutante war jedoch in der Lage Replikationszentren
zu bilden, d.h. die UL31 NLS Mutagenese scheint prinzipiell keinen Einfluss auf die virale
Replikation zu haben, wahrend sich eine UL31 Deletion negativ darauf auswirkte (Chang et
al., 1997). Desweiteren war die Capsidmorphogenese der HSV-1 UL31 NLS Mutante nicht
beeintrachtigt, wie Immunofluoreszenz Analysen mit Hilfe eines VP5-spezifischen
Antikdrpers, welcher ausschlie3lich Hauptcapsidproteine in reifen Capsiden detektiert,
zeigten. SchlieBlich kdnnten die eingeflhrten Mutationen auch unerwiinschte strukturelle
Veranderungen im UL31 Protein herbeigefihrt haben und etwa eine potentielle
homotypische Interaktion von UL31 stéren, welche kirzlich fir das orthologe Protein M53 in
MCMV berichtet wurde (Lotzerich, 2007; Pogoda et al., 2011). Eine Inhibierung dieser
womoglich wichtigen UL31 Oligomerisierung ware auch ein weiteres Indiz daflir, dass es sich
hierbei um eine DN-Mutante handelt. Die Wechselwirkung mit UL34 war allerdings durch die
UL31 NLS Mutagenese nicht beeintrachtigt (Raschbichler, 2011).

5.2.3. Die simultane NLS Mutagenese flihrt zu beeintrachtigtem
Kernimport der NEC-Proteine

Eine einzelne NLS Mutagenese entweder im UL34 oder im UL31 Protein hatte im viralen
Kontext keine Auswirkung auf die nukleare Lokalisation dieser beiden Proteine, so dass auch
die NEC-Bildung unbeeinflusst war. Im Gegensatz dazu konnte bei der HSV-1 Doppel-
mutante, in welcher die NLS Sequenz sowohl von UL34 als auch UL31 mutiert war, eine
deutliche Mislokalisation der NEC-Proteine beobachtet werden. Beide Proteine waren haupt-
sachlich im Cytoplasma, zum Teil in ungleichmafRigen punktierten Foci, zu finden. Die
simultane NLS Mutagenese scheint somit den Kernimport der NEC-Proteine erheblich zu
beeintrachtigen. Dies konnte auf eine direkte oder auch indirekte Abh&ngigkeit zwischen
UL34 und UL31 beziglich ihres Transports in den Zellkern hindeuten. Mdglicherweise kann
aufgrund eines Coimports der Verlust einer funktionalen NLS durch das noch vorhandene im
Partnerprotein kompensiert werden. Da im Gegensatz zu UL31 die NLS Sequenz von UL34
mitten im Protein liegt, konnten die dort eingefiihrten Mutationen auch zu einer vorzeitigen
Konformationsanderung von UL34 im Cytoplasma fiihren, welche normalerweise erst an der

INM erfolgen wirde (Roller et al., 2010). Als Folge dessen kdnnte sich der NEC bereits im
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Cytoplasma bilden. Obwohl die NLS von UL31 im viralen Kontext fir den Kernimport des
Proteins spét in der Infektion nicht notig ist, wurde UL31 unter diesen Umstanden von UL34
im Cytoplasma zuriickgehalten bzw. der Kernimport des frihzeitig gebildeten UL34/UL31-
Komplexes verhindert werden. Ob UL34 und UL31 bereits im Cytoplasma interagieren oder
letztendlich erst an der INM, konnte mangels geeigneter Reagenzien nicht festgestellt
werden, ist jedoch aufgrund der ahnlichen Immunofluoreszenz-Muster von UL31 und UL34
wahrscheinlich.

Aufgrund der letalen UL31 NLS Mutation war die NLS Doppelmutante, wie zu erwarten, nicht
lebensfahig. Somit lasst sich in diesem Fall nur schwer sagen, ob der beeintrachtigte
Kerntransport der NEC-Proteine zusatzlich zum letalen Phanotyp beigetragen hat oder ob
sich dieser allein mit der noch unbekannten essentiellen Funktion der UL31 NLS Sequenz
erklaren lasst. Um diese Frage beantworten zu kdnnen, missten auch hier TEM-Analysen

herangezogen werden, wofilr jedoch entsprechende rekombinante Viren unabdingbar waren.

5.3. Einfluss von Wirtsfaktoren auf die herpesvirale
Replikation

Fir eine erfolgreiche Virusvermehrung ist das Herpes-simplex-Virus 1 wie auch alle anderen
Viren von seinem Wirt abhangig, so dass neben den zahlreichen intraviralen Protein-Protein-
Interaktionen auch die Wechselwirkungen zwischen viralen und zellularen Proteinen von
grol3er Bedeutung sind. Da das HSV-1 Genom im Gegensatz zu kleinen RNA-Viren wie HIV
und Influenza fir viele Proteine kodiert, konnten gleich mehrere zellulare Prozesse direkt
beeinflusst werden. Die Charakterisierung dieses komplexen Zusammenspiels von Virus und
Wirt ist daher Voraussetzung fur ein mechanistisches Verstandnis des herpesviralen
Lebenszyklus.

Da im Fokus dieser Arbeit insbesondere die Zielsteuerung des HSV-1 TA-Proteins UL34
steht, sollte nicht nur sein viraler Interaktionspartner UL31, sondern auch zwei interagierende
Wirtsproteine in die funktionale Analyse miteinbezogen werden. Aufgrund neuer Einsichten
in die Biogenese von TA-Proteinen stellte das Wirtsprotein Asnal, ein fur zellulare TA-
Proteine identifizierter Faktor der Zielsteuerung und Membraninsertion, einen sehr
interessanten zellularen Kandidaten dar. Eine Interaktion von Asnal mit HSV-1 UL34 sowie
mit UL56 und US9, zwei weiteren HSV-1 kodierten TA-Proteinen, konnte mittels Y2H gezeigt
werden. Bei dem zweiten Wirtsprotein, welches im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht
wurde, handelte es sich um die Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1), welche in einem
genomweiten Y2H screen u.a. als Interaktor von HSV-1 UL34 gefunden wurde. Ebenso
konnte bereits durch eine genomweite Analyse basierend auf RNA Interferenz eine
Beeinflussung der herpesviralen Replikation durch diesen zellularen Faktor gezeigt werden.

Die funktionale Bedeutung dieser beiden Wirtsproteine fur die HSV-1 Replikation wurde
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basierend auf RNA Interferenz untersucht. Mit Hilfe dieses Systems konnten bereits
verschiedenste zellulare Proteine und Prozesse, die fir den herpesviralen Infektionsverlauf
von Bedeutung sind, identifiziert und charakterisiert werden (Muylaert und Elias, 2007;
Schmidt et al., 2010; Bryant et al., 2011; Cepeda und Fraile-Ramos, 2011). Um jedoch das
siRNA-System ohne Bedenken anwenden zu kdnnen, muss eine erfolgreiche Suppression
der Proteinexpression durch die spezifische siRNA gewéhrleistet werden. Sowohl fir Asnal
als auch fir PLSCR1 gelang es, die Expression des Proteins in Hela Zellen nahezu
vollstdndig und homogen zu unterdriicken, ohne dass diese in ihrer Lebensfahigkeit merklich
beeintrachtigt wurden. Die siRNA Behandlung hatte demnach keine grundlegende zellulare
Auswirkung auf die Hela Zellen, so dass deren Auswirkung nach Depletion der Wirtsproteine

auf verschiedene herpesvirale Prozesse untersucht werden konnte.

5.3.1. Der potentielle TA-Insertionsfaktor Asnal greift spat in den
HSV-1 Replikationszyklus ein

Die post-translationale Biogenese der tail anchor Proteine wird normalerweise von zellularen
Chaperonen, Targetingfaktoren sowie von Membranrezeptoren unterstiitzt. Vor Kurzem
wurde ein neuer Chaperon-vermittelter Pathway fur die ER-Insertion von TA-Proteinen
entdeckt, der vermutlich den wichtigsten TA-Insertionsweg darstellt. In diesem spielt u.a. der
potentielle Insertionsfaktor Asnal (TRC40) eine zentrale Rolle, indem er neu synthetisierte
TA-Proteine Uber ihre TMD bindet und zu dem spezifischen ER-Rezeptor WRB fiihrt, eine
weitere identifizierte Komponente des transmembrane domain recognition complex (TRC),
wo anschlieRend die Insertion stattfindet (Stefanovic und Hegde, 2007; Rabu et al., 2009;
Borgese und Fasana, 2011; Vilardi et al., 2011). Fir viele Modell-TA-Proteine wie z.B.
Sec61pB, eine Untereinheit des Sec61 Translokationskomplexes, das Ribosomen-assoziierte
Membranprotein 4 (RAMP4) und einige SNARE Proteine, welche an vesikularen Transport-
und Fusionsprozessen beteiligt sind, konnte bereits gezeigt werden, dass diese bevorzugt
den Asnal-vermittelten Insertionsweg in die ER-Membran nutzen (Favaloro et al., 2008;
Rabu et al., 2009). Ebenso wird aber eine Asnal-unabhangige Insertion fur einige zellulare
TA-Proteine berichtet, wie z.B. das Cytochrom b5, den apoptotischen Faktor Bcl-XL und das
SNARE Protein Vamp2 (Abell et al., 2004; Setoguchi et al., 2006; Favaloro et al., 2008;
Colombo et al., 2009; Rabu et al., 2009).

Alle bisher gewonnenen Erkenntnisse uber die Asnal-vermittelte TA-Biogenese basieren
jedoch lediglich auf in vitro Daten, die nicht unbedingt der tatsachlichen physiologischen
Situation entsprechen missen. Mit dieser Arbeit wurde nun der Einfluss von Asnal in vivo
untersucht. Eine Voraussetzung fur die Erkennung durch Asnal ist vermutlich eine stark
hydrophobe TMD mit einem Hydrophobizitatsindex = 40 (Rabu et al., 2008). Tatséachlich
deutet der TMD-Hydrophobizitatsindex der HSV-1 kodierten TA-Proteine UL34, UL56 und

US9, welcher jeweils Uber 40 liegt, auf einen Asnal-vermittelten Insertionsweg hin. Im

122



DISKUSSION

Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass Asnal zwar mit allen drei TA-
Proteinen von HSV-1 spezifisch interagiert, jedoch vermutlich nicht fir deren Zielsteuerung
und Membraninsertion benétigt wird. Nach >99%-iger Depletion des Wirtsproteins Asnal
konnte in Abwesenheit einer Infektion UL34 an ER-Membranen sowie an der Kernperipherie
beobachtet werden, wahrend die Proteine UL56 und US9 erwartungsgemal® am Golgi
lokalisierten. Mit der hier angewendeten Analyse der subzellularen Lokalisation mittels
indirekter Immunofluoreszenz kann aber keine quantitative Aussage getroffen werden. Somit
ware es trotzdem denkbar, dass die Depletion von Asnal zu einer langsameren bzw.
weniger stabilen Membranintegration der TA-Proteine fihrte. Eine weitere Mdglichkeit, die
Insertion in die ER-Membran zu Uberpriifen, basiert auf der Tatsache, dass Proteine mit
luminalen Erkennungssequenzen im ER durch N-Glykosylierungen post-translational
modifiziert werden. Das Vorhandensein von kovalent gebundenen N-Glykanen liefert somit
einen eindeutigen Beweis fir eine effiziente Membraninsertion. Dies kénnte man sich durch
das Anhangen eines Opsin-tags, in welchem N-Glykosylierungsmotive enthalten sind, an
den C-Terminus der HSV-1 TA-Proteine zunutze machen. Nur bei einer erfolgreichen
Insertion in die ER-Membran kodnnte eine N-Glykosylierung des luminalen Opsin-tags
nachgewiesen werden. Fir mehrere zellulare TA-Proteine, wie auch fur das EBV TA-Protein
BNLF2a wurde diese beschriebene Methode bereits angewendet (Rabu et al., 2008;
Claessen et al., 2010; Horst et al., 2011).

Die bis jetzt erzielten in vivo Daten weisen somit darauf hin, dass das Wirtsprotein Asnal
keinen Einfluss auf die Zielsteuerung sowie Membraninsertion der drei HSV-1 Proteine hat.
Ebenso konnte kirzlich durch zwei weitere herpesvirale Studien in vivo gezeigt werden, dass
bei Coexpression einer Asnal DN-Mutante die Membraninsertion sowie Funktion der TA-
Proteine BNLF2a von EBV und U24 der humanen Herpesviren 6/7 nur teilweise
beeintrachtigt war (Sullivan und Coscoy, 2010; Horst et al., 2011). In dieser Arbeit sowie den
oben genannten Studien zeigte sich auch, dass Asnal fir die Zelle grundsatzlich nicht
essentiell ist. Angesichts der vielfaltigen und wichtigen zellularen Funktionen von TA-
Proteinen ware es daher naheliegend, dass in vivo mehrere redundante Mechanismen dafir
vorhanden sind. Seit langerem wird vermutet, dass fir die post-translationale TA-Biogenese
neben dem Asnal Pathway auch noch weitere alternative Chaperon-vermittelte Insertions-
wege existieren muissen, etwa mittels SRP oder des Hitzeschockprotein-Dimers
Hsc70/Hsp40 (Abell et al., 2004; Rabu et al., 2008; Colombo et al., 2009). Auch fur die hier
untersuchten herpesviralen TA-Proteine kdnnte dies zutreffen, so dass sie das Fehlen des
Asnal Proteins kompensieren kdénnten.

In Abwesenheit des Asnal Proteins konnte eine deutliche Beeintrachtigung der herpes-
viralen Replikation gezeigt werden. Obwohl dieses Wirtsprotein also per se nicht essentiell

ist, scheint es fir die Virusmorphogenese wichtig zu sein. Durch eine detaillierte Analyse
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konnte eine Beteiligung an den friihen Replikationsschritten wie dem Eintritt der Herpesviren
in die Wirtszelle, der nuklearen Morphogenese sowie der Bildung von reifen, infektiosen
Viruspartikeln ausgeschlossen werden. Die Daten weisen jedoch eindeutig auf eine Rolle
von Asnal wahrend der finalen Auswanderung aus der Zelle hin. Falls die HSV-1 TA-
Proteine durch die Depletion von Asnal tatsdchlich eine wenn auch nur leichte Stabilitats-
veranderung ihrer Membranverankerung aufweisen, konnte sich dies auch kumulativ negativ
auf deren Funktion auswirken. Im Fall des NEC-Proteins UL34 ware dabei der nuclear
egress der neu gebildeten Capside beeintrachtigt, was aufgrund seiner erwarteten Funktion
in eine reduzierte Freisetzung von Virionen aus dem Zellkern minden sollte. Dies ist jedoch
nicht zu beobachten. Eine Stérung des UL56 bzw. US9 Proteins, welche vermutlich an
vesikularen Transportprozessen beteiligt sind, kdonnte einen Effekt auf die sekundare
Umhdllung der Viruspartikel an modifizierten Membranen des TGN haben. Letztere kdnnten
also die Auswanderung der Virionen aus der Wirtszelle mit beeinflussen.

Durch die Depletion des Asnal Proteins kdnnten auch zellulare Prozesse betroffen sein,
welche fir die Freisetzung der reifen Viruspartikel von Bedeutung sind. Zum einen kénnte
die Biogenese zellularer TA-Proteine, welche womdglich wichtige Funktionen bei einem der
spaten HSV-1 Replikationsschritte Gbernehmen, unzureichend sein. Insbesondere kénnten
in Asnal depletierten Zellen wahrend der HSV-1 Infektion bestimmte TA-Proteine aufgrund
der enormen Virusproduktion bzw. der sekretorische Pathway aufgrund der erhdhten
Sekretionslast limitierend werden, wodurch der finale Fusionsprozess inhibiert und somit die
effiziente Freisetzung der reifen HSV-1 Virionen nicht mehr gewahrleistet wird. Eine
funktional wichtige Gruppe innerhalb der TA-Proteine stellen die SNARE Proteine dar,
welche vesikulare Transport- und Membranfusionsprozesse innerhalb eukaryotischer Zellen
sowie die Exozytose von sekretorischen Vesikeln vermitteln (Salaun et al., 2004; Jahn und
Scheller, 2006). Diese SNARE Proteine kénnten auch eine Schlisselrolle bei der
sekundaren Umbhillung der Viruspartikel an intrazellularen TGN-Vesikelmembranen, beim
Vesikeltransport zur Plasmamembran und bei der exozytotischen Freisetzung der Virionen
spielen. Ebenso ist ein SNARE-abhangiger Transport von viralen Proteinen und/oder
zellularen Komponenten zur Assemblierungsstelle im Cytoplasma denkbar. Es ist also nicht
unwahrscheinlich, dass diese zellulare Transport- und Fusionsmaschinerie vom Herpesvirus
genutzt wird, um eine optimale Produktion und Freisetzung von neuen Virionen zu
gewabhrleisten. In einer erst kirzlich veroffentlichten Studie konnte bereits eine funktionale
Rolle des SNARE TA-Proteins Syntaxin 3 fur die Virusmorphogenese in HCMV gezeigt
werden, da die Depletion von Syntaxin 3 zu einer reduzierten Freisetzung von infektiosen
HCMV Virionen aufgrund einer Beeintrachtigung des sekundéren Umhullungsschrittes fihrte
(Cepeda und Fraile-Ramos, 2011). Auch die friheren Daten des Asnal homologen

Hefeproteins Get3 weisen auf eine Rolle des Proteins beim Transport sowie der Freisetzung
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bzw. Fusion von sekretorischen Vesikeln hin (Schuldiner et al., 2005). Ein weiteres Indiz fur
die direkte Beteiligung von Asnal an Fusions- und Transportprozessen konnte kurzlich in
vivo im Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) erbracht werden. In dieser Studie
wurde gezeigt, dass Asnal als positiver Regulator des Insulin Pathways fungiert, indem es
die Sekretion von Insulin unterstitzt (Kao et al., 2007).

Ob nun Asnal vesikulare Transport- sowie Fusionsprozessen etwa Uber den SNARE
Komplex beeinflusst, was sich schlie3lich auf die herpesvirale Replikation auswirkt, misste
durch weitere Experimente noch néher untersucht werden. Ein moglicher Ansatz wére die
Etablierung eines Sekretions-Assays in siRNA behandelten Zellen, indem die Sekretions-
effizienz eines geeigneten sekretorischen und stabilen Reporterproteins nach Asnal
Depletion untersucht wird. Sollte Asnal eine von der TA-Biogenese abweichende Funktion
innerhalb der Zelle austben, welche in der spaten Phase der HSV-1 Infektion von
Bedeutung ist, konnte dies durch Uberexpressionsstudien von Asnal im Vergleich zu

anderen Chaperonen von alternativen TA-Insertionswegen analysiert werden.

5.3.2. PLSCR1 - ein multifunktionaler Wirtsfaktor der HSV-1
Infektion

Die Phospholipid Scramblase 1 wurde urspringlich als tail anchor Protein der Plasma-
membran identifiziert, wo es vermutlich fir eine schnelle und unspezifische bidirektionale
Umverteilung der Phospholipide (PL) als Antwort auf eine erhdhte intrazellulare Kalzium-
Konzentration verantwortlich ist. Folglich wird durch diesen ATP-unabhangigen Prozess die
asymmetrische Anordnung der PL aufgel6st, wodurch u.a. die Zellaktivierung oder Apoptose
eingeleitet wird. Jedoch gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass PLSCR1 auch eine
biologische Rolle bei zellularen Signaltransduktionen sowie bei der transkriptionalen
Genregulation Ubernimmt (Sahu et al., 2007). Aufgrund der Vielfalt der Funktionen kénnte
dieses Wirtsprotein auch fur das Herpesvirus ein guter Angriffspunkt sein, um zelluléare
Prozesse optimal flr die herpesvirale Replikation auszubeuten.

Tatséachlich konnte mit den Ergebnissen dieser Arbeit eindeutig ein Einfluss des PLSCR1
Proteins auf den HSV-1 Replikationsverlauf demonstriert werden. Dabei fiel vor allem auf,
dass in Abwesenheit des PLSCR1 Proteins um etwa hundertmal weniger HSV-1 Virionen
gebildet und ins extrazellulare Milieu abgegeben werden. Eine mégliche Erklarung ware der
gestorte Virus-Eintritt in die Wirtszelle, so dass allgemein weniger virale Genomkopien in den
Zellkern gelangen. Da PLSCR1 u.a. an der Plasmamembran lokalisiert und dort vermutlich
fur die Veradnderung der Phospholipid-Asymmetrie verantwortlich ist, ware es durchaus
moglich, dass es durch seine Scramblase-Aktivitat einen Lipid-vermittelten Virus-Eintritt in
die Zelle unterstitzt. Analog zu Poxviren kdnnte der herpesvirale Eintritt durch exponiertes
Phosphatidylserin auf der Virushtille begunstigt werden. Phosphatidylserin ist unter normalen

Bedingungen in der inneren Lipidschicht der Plasmamembran angereichert. Eine
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Umverteilung zur au3eren Lipidschicht dient daher als Erkennungssignal zur Aufnahme und
Entfernung von apoptotischen Zellen. Dieser als apoptotisches Mimikry bezeichnete Vorgang
kénnte aul3er von Poxviren auch von weiteren umhillten Viren wie z.B. Adenoviren,
Picornaviren und auch Herpesviren als Mittel zur Immunevasion genutzt werden (Laliberte
und Moss, 2009; Mercer und Helenius, 2009). Viren, die aus einer PLSCR1 depletierten
Zelle austreten, waren in der Neuinfektion gestdrt, was wahrscheinlich zu einem allgemeinen
Replikationsdefekt fihren konnte. Mit den hier erzielten Ergebnissen kann allerdings eine
direkte Funktion des PLSCR1 Proteins beim Eintritt von HSV-1 in die Wirtszelle
ausgeschlossen werden. Durch die statistische Auszahlung von ICPO-positiven Zellen
konnte eine den Kontrollzellen vergleichbare priméare Infektionsrate fir PLSCR1 depletierte
Zellen nach 4 h Infektion beobachtet werden, was durch direkte Visualisierung von GFP-
markierten HSV-1 Capsiden bestatigt wurde. Die Scramblase-Aktivitdt von PLSCR1, d.h. die
Umverteilung von Phospholipiden und/oder andere Funktionen des Proteins scheinen somit
fur den Eintritt der HSV-1 Virionen primar nicht wichtig zu sein.

Bei der Bindung der viralen Glykoproteine an die entsprechenden Rezeptoren der
Plasmamembran werden beim Virus-Eintritt allerdings auch intrazellulare Signalwege
aktiviert, womit in der Wirtszelle optimale Bedingungen fiir die virale Replikation geschaffen
werden (MacLeod und Minson, 2010). Da auch PLSCR1 an mehreren zellularen
Signalwegen beteiligt ist, die durch extrazellulare Signale ausgeldst werden (Pastorelli et al.,
2001; Sun et al., 2002), konnte dieses Protein eine wichtige Komponente von zellularen
Signaltransduktionswegen sein, welche fur den weiteren Verlauf der HSV-1 Replikation von
Bedeutung sind. Es kdnnte aber auch fur das Virus einen idealen Angriffspunkt bieten, um
bestimmte Signallbertragungen auszuschalten, die normalerweise zur antiviralen Antwort
der Zelle aktiviert werden.

Mehrere Studien weisen deutlich darauf hin, dass PLSCR1 auch nukleare Funktionen
ausubt. Daftir spricht zum einen die Identifikation einer nicht-klassischen NLS, tber welche
PLSCR1 durch einen Rezeptor-vermittelten Transport in den Zellkern gelangt, wo es in der
Lage ist, direkt an genomische DNA oder an daran assoziierte nukledre Komponenten zu
binden. Tatsachlich konnte bereits gezeigt werden, dass PLSCR1 an der transkriptionalen
Genregulation des Inositol 1,4,5-Triphosphat Rezeptor Typ 1 (IP3-Rezeptor) Gens beteiligt
ist und vermutlich auch fiir weitere zellulare Gene als Transkriptionsregulator fungiert (Ben-
Efraim et al., 2004; Zhou et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden,
dass die herpesvirale Genexpression in Abwesenheit von PLSCR1 stark beeintrachtigt war.
Sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Transkriptebene konnte in PLSCR1 depletierten
Zellen eine verringerte Expression der getesteten HSV-1 Proteine beobachtet werden. Dabei
waren mehrere Virusproteine drastisch in ihrer Expression reduziert, nicht jedoch ICP27, was

auf eine differentielle Regulation der Genexpression hindeutet. Daher kann die beobachtete
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Beeintrachtigung der herpesviralen Genexpression vermutlich mit einer wichtigen Rolle von
PLSCR1 bei der transkriptionalen Regulation der HSV-1 Gene begriindet werden.

Eine durch die Virusinfektion induzierte Umverteilung des PLSCR1 Proteins von einer
Uberwiegenden TGN-Lokalisation zur Kernperipherie sowie die Interaktion von PLSCR1 mit
den NEC-Proteinen deuten zusétzlich auf eine Funktion bei der Auswanderung der Capside
aus dem Zellkern hin. Die mit den HSV-1 Proteinen interagierende Doméne im PLSCR1
Protein konnte auf den Aminoséurebereich 106 bis 288 eingeschrankt werden.
Erstaunlicherweise sind die N-terminalen Prolin-reichen SH3-Motive von PLSCR1, welche
typische Protein-Bindestellen darstellen, fir die Interaktion nicht nétig. In der potentiellen
Bindestelle der HSV-1 Proteine befinden sich hingegen mehrere Cystein-reiche
Palmitoylierungsmotive, welche mitunter flr die Stabilisierung der Membranverankerung des
Proteins bendétigt werden. Als Folge einer fehlenden Palmitoylierung von PLSCR1 konnte
eine nukleare Translokation des Proteins beobachtet werden (Wiedmer et al., 2003; Chen et
al.,, 2005). Endogenes PLSCR1 wurde nur in geringen Mengen vorwiegend am TGN
detektiert, wahrend es im Verlauf der HSV-1 Infektion zusatzlich an der Kernperipherie, im
Cytoplasma sowie an der Plasmamembran gefunden werden konnte. Mdglicherweise wird
durch die Interaktion mit den herpesviralen Proteinen eine Palmitoylierung von PLSCR1
verhindert, was zu der beobachteten intrazellularen Umverteilung des Proteins fiihren
konnte.

Die Zellkerne bzw. Kernmembranen von PLSCR1 depletierten Zellen wiesen eine extreme
Deformation auf. Da dieser aufféallige morphologische Ph&notyp nur in HSV-1 infizierten
SsiRNA behandelten Hela Zellen beobachtet wurde, ist hierbei ein direkter Zusammenhang
zwischen PLSCR1 und der herpesviralen Replikation wahrscheinlich. Einer der ersten
sichtbaren Effekte einer HSV-1 Infektion ist die Restrukturierung des Chromatins. Durch die
Bildung der Replikationszentren wird das Chromatin immer mehr komprimiert, marginalisiert
und schlie8lich fragmentiert. Gleichzeitig kommt es zur partiellen Auflosung der Lamina, so
dass die neu gebildeten Capside Zugang zur INM erlangen. Seit lAngerem weil3 man, dass
dafur die NEC-Proteine UL31 und UL34 benétigt werden (Simpson-Holley et al., 2005). Da
auch nukleares PLSCR1 an genomische DNA bzw. Chromatin binden kann (Ben-Efraim et
al., 2004; Sahu et al., 2007), ware es moglich, dass PLSCR1 von den NEC-Proteinen
rekrutiert wird und gemeinsam mit diesen und vermutlich weiteren Faktoren zur
Umstrukturierung des Zellkerns beitrdgt. Falls ein direkter funktionaler Zusammenhang
zwischen PLSCR1 und der Auswanderung der Nukleocapside besteht, wirde unter HSV-1
UL34 bzw. UL31 deletierten Bedingungen die hier fir den HSV-1 Wildtyp beschriebene
Deformation des Zellkerns und der Kernmembran in siRNA behandelten Zellen vermutlich
nicht auftreten. PLSCR1 kdnnte auch in seiner postulierten Eigenschaft als Scramblase die

Umverteilung der Phospholipide der Kernmembran bewerkstelligen und damit die
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Auswanderung von Capsiden aus dem Zellkern begulnstigen. Wie bereits unter Abschnitt 4.1
beschrieben, ist die Umstrukturierung der Membranen eine mitunter wichtige Voraussetzung
fur Krimmungs- und Fusionsprozesse derselben.

PLSCR1 konnte aufgrund seiner identifizierten Funktion als Transkriptionsregulator auch
indirekt eine Rolle bei der Umstrukturierung der Kernhtillen-Architektur spielen. Wie bereits
erwahnt, induziert PLSCR1 die Expression des I|P3-Rezeptors, einem IP3-aktivierten
Kalziumkanal des ER. Eine Depletion von PLSCR1 wirkt sich somit negativ auf die zellularen
Kalzium-Signalwege aus, welche auch bei Virusinfektionen eine Rolle spielen. Es wurde z.B.
gezeigt, dass wahrend einer HCMV Infektion die Menge an IP3 zunimmt, wodurch die
Freisetzung von gespeichertem Kalzium durch Offnung der IP3-Rezeptoren initiiert wird
(Keay et al., 1995). Fur eine erfolgreiche HSV-1 Infektion sind vermutlich ebenso IP3-
vermittelte Kalzium-Signalwege von Bedeutung, da eine erhohte intrazellulare Kalzium-
menge die Freisetzung von HSV1 Virionen erleichtert (Cheshenko et al., 2003; Arimoto et al.,
2006). Auch die Aktivierung einer der zwei bis jetzt identifizierten Isoformen der Protein-
kinase C (PKC), welche wahrend der Virusinfektion durch die NEC-Proteine UL31 und UL34
zur INM rekrutiert werden und fir eine partielle Auflésung der Kernlamina sorgen, erfolgt auf
eine Kalzium-abhangige Weise (Muranyi et al., 2002; Simpson-Holley et al., 2005; Park und
Baines, 2006). Da in Abwesenheit von PLSCR1 weniger IP3-Rezeptoren exprimiert und
folglich weniger intrazellulares Kalzium freigesetzt wird, kdnnte somit auch die Aktivierung
der PKC beeintrachtigt sein.

Schlie3lich konnte die identifizierte Wechselwirkung zwischen PLSCR1 und dem HSV-1
UL43 Glykoprotein, einem Typ llI-Transmembranprotein, und die partielle Colokalisierung am
TGN (Daten nicht gezeigt) auf eine weitere Funktion von PLSCR1 bei der sekundaren
Umhdillung der HSV-1 Virionen hindeuten. Fir das UL43 orthologe Protein von PrV konnte
bereits gezeigt werden, dass dieses zwar in Zellkultur nicht essentiell ist, jedoch ein
Bestandteil von reifen Virionen ist und vermutlich bei der Modulierung von Fusionsprozessen
eine Rolle spielt (Klupp et al., 2005). Die beobachtete Beeintrachtigung der Infektiositat der
extrazellularen HSV-1 Virionen in Abwesenheit von PLSCR1 kdnnte durch eine Rolle dieses
Proteins bei der effizienten Rekrutierung von Lipiden und/oder Glykoproteinen in neu

gebildete Virionenmembranen erklart werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der multifunktionale
Wirtsfaktor PLSCR1 an mehreren herpesviralen Prozessen beteiligt ist. Die Depletion von
PLSCR1 hat eine starke Beeintrachtigung der herpesviralen Genexpression, eine auffallige
Deformation der Zellkerne sowie einen spaten Defekt beim sekundéren Umhillungsprozess
zur Folge, welche kumulativ zu einer Beeintrachtigung der HSV-1 Replikation sowie

Infektiositat der freigesetzten HSV-1 Virionen fuhren.
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3-AT 3-Aminotriazol

°C Grad Celsius

% (vIv) Volumenprozent (volume per volume)
% (w/v) Gewichtsprozent (weight per volume)

A Ampére

Abb. Abbildung

AD Aktivierungsdoméne

APS Ammoniumpersulfat

As. Aminosaure

Asnal Arsenical pump-driving ATPase

ATP Adenosintriphosphat

BAC bacterial artificial chromosome

BD DNA-bindende Doméne

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
bp Basenpaar

Cam Chloramphenicol

cam® Chloramphenicol-Resistenz

cDNA copyDNA

cNLS klassisches Kernlokalisationssignal (classical nuclear localisation signal)
CPE zytopathischer Effekt (cytopathic effect)
CR konservierte Region (conserved region)
C-terminal carboxyterminal

ctrl- Kontroll- (control-)

DAPI 4',6'-Diamidino-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DN dominant-negativ

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DOG 2-Deoxy-Galaktose

DTT Dithiothreitol

EBV Epstein Barr-Virus

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

EYFP enhanced yellow fluorescent protein

F Farad

FCS fotales Kéalberserum (fetal calf serum)
for forward

g Gramm

Xg Vielfaches der mittleren Erdbeschleunigung (g = 9,81 m/s?)
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galK
GFP
gk
gX

h.p.i.
h.p.t.
HBSS
HCMV
Hela
HHV
HIV
HSV
HVEM
ICP

IgG
INF
INM
IP3
Kan
Kan
kb
kDa
KSHV

I

LB
LUMIER
M

m

M
MCMV
MEM
MGC
min

MOI
mMRNA
mt

NEAA
NEC
NES
NFkB
NLS
nm
NPC

Galaktokinase K

green fluorescent protein

galK-kann (Galaktokinase K-Kanamycin)
Glykoprotein X

Stunde

Stunden nach Infektion (hours post infection)
Stunden nach Transfektion (hours post transfection)
Hanks' Balanced Salt Solution

humanes Cytomegalovirus

Henrietta Lacks

humanes Herpesvirus

humanes Immundefizienz-Virus

Herpes simplex-Virus

Herpesvirus Entry Mediator

infected cell protein

Interaktionsdoméne

Immunglobulin G

Interferon

innere Kernmembran (inner nuclear membrane)
Inositoltriphosphat

Kanamycin

Kanamycin-Resistenz

Kilobasenpaar

Kilodalton

Kaposi-Sarkom assoziiertes Herpesvirus

Liter

Luria-Bertani

luminescence based mammalian Interactome mapping
Micro

Milli

Molar, Mol pro Liter

murines Cytomegalovirus

Minimum Essential Media

mammalian gene collection

Minute

multiplicity of infection

Boten-RNA (messenger-RNA)

Mutante

Nano

Nicht-essentielle Aminoséuren (nonessential amino acids)
Kernauswanderungskomplex (nuclear egress complex)
Kernexportsignal

nuclear factor kappa-B

Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal)
Nanometer

Kernporenkomplexe (nuclear pore complex)
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N-terminal
Q

oD
ONM
Orf

ori
PAGE
PBS
PCR
pfu
PKC
PL
PLSCR
Prv
gPCR
rev
RISC
RNA
RPMI
RSC
RT
SDS
SH3
SiRNA
SNARE
SRP
SV40
TA
Tab.
TAE
Taqg
TBE
TE
TEM
TEMED
TGN
TMD
TNF
TRC
Tris

UL
us
uv
VHS
VL

aminoterminal

Ohm

optische Dichte

aulere Kernmembran (outer nuclear membrane)
offener Leserahmen (open reading frame)
Replikationsursprung (origin of replication)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatpuffer (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
plaque forming unit

Proteinkinase C

Phospholipid

Phospholipid Scramblase

Pseudorabies Virus

guantitative PCR

reverse

RNA induced silencing complex
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Roswell Park Memorial Institute

rabbit skin cells

Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Src homology 3

small interfering RNA

Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor
signal recognition particle

Simian Virus 40

tail anchor

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-Borsaure-EDTA

Tris-EDTA
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Trans-Golgi-Netzwerk
Transmembrandoméne
Tumor-Nekrose-Faktor

transmembrane domain recognition complex
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan

Einheit (unit)

langes HSV-1 Gensegment (unique long)
kurzes HSV-1 Gensegment (unique short)
ultraviolett

virus host shutoff

Volle-Lénge (Protein)
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VP
VzZVv

Y2H
YPD

Virion-Protein

Varizella Zoster-Virus

Wildtyp

Hefe-2-Hybridsystem (Yeast-2-Hybrid)
Hefeextrakt (Yeast extract) / Pepton / Dextrose
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