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,Wenn man eine Katze auseinandernehmen will, um zu sehen, wie sie funktioniert,
hat man als erstes eine nicht funktionierende Katze in den Handen.”

Douglas Adams



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS

1  ZUSAMMENFASSUNG .....cciieiieiiiiieiiniieiieettaiiaiiecesssasiostassssstassassessssssassassssssnssassassansens 1
1.1 Membran-assoziierte Protein-Protein-Interaktionen des Herpes simplex-Virus 1........ccccceeiiiiiiiiiinnnnnns 1
1.2 Membrane-associated protein-protein-interactions of Herpes simplex virus-1 ........ccccceviiiiiiiiiiiininnnns 2
2 EINLEITUNG ...cuiciiiiiiiiiiiieiieeiteieiesctesiostassessssssassossasssassassassssssassnssessssssassassassssssassnsssnss 4
2.1 Die Familie der Herpesvir@n.....ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiisiiisisississssssssisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 4
2.2 Das Herpes Simplex-Virus 1 (HSV-1)...ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 5
2.2.1  Aufbau und Struktur des ViruSpartikels............uveiiieiieiiiiiiee et e e e e e e erar e e e e e e e enees 6
W N 0 1T VT U 1 =T o] 1= [ ] IS 7
2.2.3  Herpesvirale MembranprOtBINe ..........ciiii ittt e et e e e e ebre e e e e e e e e eeaatreeeeeesestaaeeeaeeesnses 14
D e N C1 1V oY o1 o = T T Y N =4, ) PN 19
23 Funktionelle Genomik: Interaktionsnetzwerke des HSV-1 .......ccccoiiiiiiiiiiiiniinininniniiininninns 21
2.3.1  INtravirale INteraktioNEN........ii ittt e st e e e bt e e st e e s aae e e e nabe e e s nabaeesanas 22
2.3.2  VIirUS-WIirt INteraktioNEN....coviiiiee ittt sttt st bt e st e e s abe e sabeesatesnbaesnbeesares 24
2.3.2.1 Die zelluldre ESCRT-IMASCRINEIIE ...ciiiiuiiiiiiiiee ettt ettt s etae e st e e e e s saba e e ssaaaee s sabeeeens 24
2.4 ZielSetzuNg der ArbEit........cccccceeeenennnnnnnnnnnnnnnnnnnnmessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 28
3  MATERIAL UND METHODEN.......cciiicicirtciieirecereerecereesecesrossecassansesassassasnssassasnnnns 30
3.1 1Y =T 4 N 30
3.1.1  Laborgerate UNA SOTEWAIE .....ccii ittt e e e e ettt e e e e e e e sttt e e e e seeeeeeaababaeeaeeeseasaaneeeaeeannnses 30
3.1.2  VerbrauChsSmMateriali@Nn ..o.eeouii ittt sttt a e e e e 31
2R R B @ o114 0 11 & | 11T o [P PRSP PPUPPRR 32
3.1.4 Enzyme, Molekulargewichtsstandards UNd KitS.........cccccueeiiuiieeeiiieeeiee e eecre e eeee e sre e e eae e e 33
N R T AN o 41 o T o T U T o YT =Y o RO UPRRN
3.1.5.1 PriMAre ANTIKOIPET «oeeieieee ettt e et e e st e e e et e e e snte e aeessteeeesteeesnnsaeessnseeeans
3.1.5.2 Sekundare Antikorper
3.1.6 Oligonukleotide ..........cccuvveecrverennes
3.16.1 Oligonukleotide fiir die RekombinationskloNIErUNG............uvviiiiiiiiiiiiee e 35
3.1.6.2  Oligonukleotide fur klassische KIONIErUNZEN .........ccccviiieiiiiicee et 36
3.1.6.3 Oligonukleotide fiir die zielgerichtete MUtAgENESE ......cccuueviiiiee i 36
3.1.6.4  Oligonukleotide flr die BAC-MULAZENESE ......ccccueeeeeirieeeieriieriteeeerireeesseeeesraeeeessreseeesnsseeessseeeas 36
3.1.65 Oligonukleotide fir die Quantifizierung von HSV-1 GENomMKOPIi€eN .......ceeeeeiciiiieeeeeeiiciieeeeeeee, 37
K I8 B A - 11 41 o =T OSSP P PP POPRRPR 37
3.1.7.1 Gateway-kompatible LEervEKEOrEN ... ...uuiiiie et ee e e e e rrra e e e e 37
3.1.7.2  HSV-1 KOHEKLION 1ottt sttt sttt st e st e sabeesabe e sateesateesbaeenaeesane 38
3.1.7.3 SONSEIZE Plasmie c.ccceeeeieiiee e e e e e e e et e e e e e e e nate e e e e e e eenaraaeaaans 41
3.2 Organismen, Saugerzelllinien und VirusStamme........ccccceeriiiiiiiiinnneiiiniiinnnneneiiiniseeeesiissssseeess 46
3.2.1 Bakterienstdmme (ESCAEIICHIA COIN....cuuiiuiiiiiiiieiiieeeiiecteeste e ste e et sae et eesaee s te e steessteesaaeessaeessaeenses 46
3.2.2  Hefestdmme (SACCAAromyCes CEIrQVISIQR).........ccvuiiiuirieeiiiesiiesiteesetesee e steeestee s teesaeesebeesaaeesbaeenseesares 46
3.2.3  SAUEEIZEIINIEN ettt ettt et b e e b e st e s bt e s b e e et e sa b e e s aae e na b e e naee s baeebeenares 47
N VA1 (VI - [ 0] 4 L= S OO PSP PP PP UURTPPPPPTON 47



INHALTSVERZEICHNIS

3.3 1Y T2 o T =T TN 47
3.3.1  Bakterienkultur (ESCREIICRIA CON) .........oeoeueeiaiee ettt et eete e et e e et e e e eare e e e eabee e e eanes 47
3.3.1.1 Kultivierung und NGQIMEdIEN........coicciii ettt e et e e et e e e easaeeesareeeeas 47
33.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien ...........coooviiieiiiicciiiiee e 48
3.3.1.3  Transformation chemisch kompetenter Bakterien........cccccveveieeeeiiieicceee e 48
33.14 Herstellung elektro- und rekombinationskompetenter SW102-Bakterien .........ccccoeeeuviveeeennn. 49
3.3.2  Hefekultur (SacchQromyces CEreVISIAE) ...........cuuuummiuuiieciieeeieeeeeee e eettee e sttt e e ssatee e snaeeesrsreeesseaeesnnes 49
33.21 Kultivierung und NGRIrMEIEN......ooo i e seae e e e e e e aara e e e e e eeaa 49
3.3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Hefezellen.........c..oooeeeeiciiie e e 50
3.3.23 Transformation chemisch kompetenter Hefezellen ..., 50
3.3.3  Gewebekultur VON SAUGEIZEIIEN ..........ei ittt e e et e e e aa e e e sra e e e neaeeeennees 50
3331 Kultivierung und Kryo-KONSEIVIEIUNEG .......coeiiieiiiiiiiee ettt e ettt e e e e e setere e e e e e e e e e ebrereeaeeeaas 50

3.3.3.2 DNA-Transfektion
3.3.4 Virologische Methoden ....

3.3.4.1  Vermehrung der VIFUSSTAMIME ......ccoiiiiiieieiiie e cciee e stee et see e et e e e s aae e e snae e e s e e ntaeeesnneaeesnnaeeeas 51
3.3.4.2 HSV-1-Infektion vONn SAUZEIZEIIEN..........uviiiii e e e e e e e e 51
3.34.3 Plaque-Assay zur Bestimmung des VirUSTItErS.......cuiiiiiiiieciiee s e e e 51
3.3.4.4  Kinetik der HSV-1 Replikation (one-step growth Kinetics) ...........c.ccoueeecvueeecieeeeecieeeecieeee e 52
3.3.4.5  Realtime PCR-Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien mittels TaqManTM-PCR (qRT-PCR)..... 52
3.3.4.6 BAC-IMULAEENESE ..ot e e e s e s e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaas 53
3.3.5 Molekularbiologische METhOAEN .........ooociiiiieeeee et e et e et e e e ae e e ennees 56
3.35.1 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli-Bakterien (Mini-Praparation).......ccccccceeveeeeecieeeeiieeceneennn. 56
3.3.5.2 BAC-DNA-Isolierung aus E. COli-BakteriEN.........cueeieiiiiiiiiee ettt et e e seaee e 56
3.3.53 Bestimmung der DNA-KONZENTIAtioN ........ceiiieiiiiiiiiee ettt e e et e e e e e e e e e e vaaeeeaeeean 56
3.3.5.4  Polymerasekettenreaktion (PCR)........cceeeiiiie et ceresestee e re e e e e e stae e e s e stae e e e naee e snnaeaens 57
3.3.55 Horizontale Agarose-GeleleKtrophorese ........c..uuviiiiiiie i 57
3.3.5.6 Klonierung mittels homologer Rekombination (Gateway-Klonierung) ........ccccceevvveevcceeeccinenn. 57
3.3.5.7 DNA-RESEIHKLIONSVEIAAU ..eiineiiiiiiiiie ettt st e st e e et e e saaaeessabeeeeas 58
3.3.5.8 Ligation VON DN A-Fragmenten. ..o e e e e e e e e e e e 59
3.3.59 Y =To LT oA L= AU T = o T o I A Rt 59
3.3.5.10 Zielgerichtete MULAZENESE ......cccceeeeeciieeeeieee et e et e e e eee e e e stee e e s ta e e esasaeeesasareaeesnseeesansaeeesnsaeeans 59
3.3.6  BiochemisChe MEthOGEN .......coi ittt e e st e e e sabe e e s sabeeessnbaeesnases 59
3.3.6.1  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot.........cccecviveieiieeiiieee e e 59
3.3.7 Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen..........cccccevieiiicciiiieee e 61
33.7.1 Hefe-2-Hybridsystem (Yeast-2-HYbrid, Y2H) ........oooouiiieee ettt see e ane e senee e 61
3.3.7.1.1 Das Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatz: Matrix-basierte Y2H-Screens ........................ 62
3.3.7.2 BRET-Assay (bioluminescence resonance energy transfer)........ccccoeeceveeecceeeesceeeseceeeeseveeens 63
3.3.8  MikroskopiSChe IMETNOUEN .........c.eeiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e rra e e e e e e senbaaeeeeeeenanens 64
3.3.8.1 Indirekte IMmMUNOTIUOIESZENZ (IF)..ciiceiiee e e e e e sre e e eeae e e saaeeeeas 64
4 ERGEBNISSE ..........o ettt cett ettt ceetanrecsecastassssanrassssastassssassassacassasnnsansasnnsnns 65
4.1 Erweiterung des intraviralen Proteininteraktionsnetzwerkes von HSV-1.......cccccoiiiiiiiiiiniinniiiinininnnnns 65
4.1.1 Identifizierung neuer intraviraler Proteininteraktionen mittels Matrix-basiertem Hefe-2-
LRV oTaTe I V7 =T o o [P UUURRRNN 65
4.1.2 Das Interaktionsnetzwerk der HSV-1 Membranproteine .........cccceevcvveeiecieeecciee e eree e svee e 70

4.1.3 Das BRET-System als Validierungsmoglichkeit fiir Protein-Protein-Interaktionen von

(1Y 1T 0] o =TT oL 1 £=Y1 o 1= o S 73
4.1.4 Integration der Interaktionsdaten der HSV-1 Membranproteine in das bestehende intravirale

[N E=] 4T T O T PP PSOPPUPTRPPRP 77



INHALTSVERZEICHNIS

4.1.5 Das intravirale Interaktom im physiologischen Kontext..........cccceeviiieieciie e 79
4.2 Glykoprotein M: Funktionelle Charakterisierung der cytoplasmatisch exponierten Domane ............ 81
4.2.1 Der Transport von HSV-1 gM zu TGN-Membranen geschieht unabhangig von trafficking-
Motiven der C-terminalen DOMENE. ......uii ittt eitee et e e s te e e s rite e e sbeee e s e sbbeesssaeeesabeeeessbteessasseessnseeeenn 81
4.2.2 HSV-1gM bildet keine HOMOOIIZOMEIE .......ueiiieiiieeciiieeeee ettt ee e see e et e e e e nte e e snaeeeeereeeanns 84
4.2.3  BAC-Mutagenese VON ULLO (BIM) ...ooeiouiiieeiiee ettt ette e ettt e e ette e e e tae e e e e etaeeeenteeessseaeesreaeanns 85
4.2.4 Die Mutante HSV-1 gMAC zeigt einen inhibitorischen Phanotyp.......ccccccvveviiieeiciiee e, 87
4.2.5 Imviralen Kontext verbleibt gMAC imM ER.........eiiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e e e araeeeeaeean 88
4.2.6 Die Lokalisierung viraler Glykoproteine wird durch die Deletion der cytoplasmatischen Doméane
VON EM NICAE DEEINTIUSST ... e e e e e e e e te e e e e e e e e aatb e e e e e e senantaeeaaaeaas 90
4.2.7 Die Deletion der C-terminalen Domane von gM reduziert die Effizienz der HSV-1 Replikation .......... 90
4.3 Interaktionen der zelluldren ESCRT-Maschinerie mit HSV-1.......cccceiiiiiiiiiiiiinniinninnniininniis 92
4.3.1 Test der ESCRT-Proteine auf Autoaktivierung (Hefe-2-Hybridsystem)..........ccoceeeviieeeeciiieeccieeee e, 93
4.3.2 Identifizierung von Virus-Wirt Proteininteraktionen mittels Matrix-basiertem Hefe-2-
[ V2 0T T 3V = o SR 94
4.3.3 Interaktionsnetzwerk der ESCRT-Komponenten mit HSV-1 Proteinen ........cccccceeeeeecciieeeeeceeccivnnneeennn. 97
4.3.4 Das ESCRT-HSV-1 Netzwerk im physiologischen KOntext.........ccccevcieeieciii e 99
4.3.5 Kombination der intraviralen Proteininteraktionen mit dem Virus-Wirt-Netzwerk ........cccccceeerunnenn. 101
5 DISKUSSION .....iciiiiiiiiiieiteiieiteteeetattastestescsestassasssssssssassessssssassassasssnssassassassanssnnse 103
5.1 Kritische Beurteilung des Hefe-2-Hybridsystems (Y2H) im Hochdurchsatzverfahren ....................... 103
5.1.1 Die Verwendung von Membranproteinen im Y2H-SyStem .......cccccviiieiiiciiiieeee e 105
5.2 Intravirale Interaktionen der HSV-1 Membranproteine........cccceeiiiiiiiisinneeeiiniiiinsnnneeniissssssssneeessessnnes 107
5.3 Das BRET-System als Validierungsmaoglichkeit von Y2H-Daten........cccceeviiiiiiiiiiinininnninnnnininnnnnnnnnnnnns 114
5.4 Subzellulares trafficking und funktionale Bedeutung der Doméanen von Glykoprotein M (gM) ....... 117
5.5 Die zelluldre ESCRT-Maschinerie als Knospungshilfe fir HSV-1.......ccccciiiiiiiiiiiiinininniiniinn. 123
6  REFERENZEN ........ccuituiieiiiiieiiieiiniieieeitaiiatiestescsestassassssstsssassessssssassassasssnssassassassanssnnse 128
7 ANHANGE ... ciiceititcerereceteerecenrasescansassssassassssassassssassassssassassssassasnssnssasnssassasns 142
7.1 [0 1= T o YV o 01 =T o o o N 142
7.2 Y2H-Daten fiir intravirale Netzwerke N 145
7.2.1 Das intravirale Netzwerk der HSV-1 Membranproteing.........ccccevvvieieniieiiniiee it 145
7.2.2  Das erweiterte HSV-1 Interaktom/im Kontext des reifen Viruspartikels ..........ccoceeveevrieveeenveennenn. 146
7.3 Y2H-Daten der Virus-Wirt-Interaktionen .........ccccccccveennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnmsmimmmsssssssssssssssssssssssssssssssses 148
7.3.1 Interaktionen von ESCRT- und HSV-1 Proteinen/im Kontext des reifen Viruspartikels ..................... 148
7.4 ABKUIZUNGEN .cceeeereiiiieiiiiiiiiinniiniisiiisssissiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 150
7.5 Publikationen und Kongressbeitrage ........cocceeeiiiiiiiiiinreiiiiiiiiinnneeniiniiiinnneeeiisssmseeessssssssssssesses 154

7.6 DANKSABUNE ..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiisiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 155




INHALTSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1: Virionstruktur und Genomaufbau des Herpes simplex-Virus 1........ccccceevveveencveeeeennen. 7
Abbildung 2.2: Der herpesvirale ReplikationszykIUs ........cccueeiiiiiii i 8
Abbildung 2.3: Orientierung von MembranproteiNeN.......ccceeeccieeeiiciiie et e e e 16
Abbildung 2.4: Potenzielle Topologie VON HSV-1 M ........uuiiiiiiiciiiieee ettt e e e 20
Abbildung 2.5: Topologie von InteraktionSNetzWerken .........ccoocccuiiieiee e 23
Abbildung 2.6: Molekularer Mechanismus der MVB BiOZENESE........cceeeeeeeccvriiieeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeevreeeeas 27
Abbildung 3.1: Prinzip der BAC-MULAZENESE ......ceeiiieeeiiiiieeee ettt e e e e eectree e e e e e s e e eneraeee e e e e esnnraaeeeas 54
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Gateway-KIoNierung .........cccoveeeeeeieecciiieeeeeeeec e, 58
Abbildung 3.3: Das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) ..ottt ettt 61
Abbildung 3.4: Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatz (Y2H Direct Mating) .........ccccceeeevuveeeecveeennnne. 63
Abbildung 4.1: Auswertungsbeispiel des Matrix-basierten Y2H-Screens ..........ccccceevvveeeecveeecccveeeennne, 67
Abbildung 4.2: Intravirales Interaktionsnetzwerk der HSV-1 Membranproteine..........ccccccceeeeviveeeenns 72
AbbIldUNG 4.3: Das BRET-SYSEEM....cciiiiieiiiiiie ettt ettt e et e e e str e e e s nte e e e sbteeeesnsaeeesnnseeeesanes 74
Abbildung 4.4: Modifizierung der BRET-VEKLOren ........oooiviiiii ittt e e 75
Abbildung 4.5: HSV-1 pUL45 bildet HOMOOIIGOMEIE......ccccuviiiiiieee ettt e 77
Abbildung 4.6: Das Interaktom VON HSV-1.......cccuuiiiiiiiii ittt et e e e evte e e s bae e e eeaaee e eanes 78
Abbildung 4.7: Das HSV-1 Interaktom im physiologischen Kontext...........cccoviviveiiiccciiieeee e, 80
Abbildung 4.8: Subzellulare Lokalisierung von HA-gM und HA-gMAC.........cccoeeeeiieccieeeeee e, 82
Abbildung 4.9: Subzellulare Lokalisierung von gM-Mutanten .........ccccceeeeeciiiiiieie e, 83
Abbildung 4.10: HSV-1 gM bildet keine HOMOOIIZOMEIE ....cccoeeeeiiiiieiee et 85
Abbildung 4.11: Herstellung von HSV-1 gM-MUtaNteN.......ccccoevieciiiiiii et 86
Abbildung 4.12: HSV-1 gMAC zeigt einen inhibitorischen Phanotyp.......ccccoeveveiiiccciiiee e, 88
Abbildung 4.13: Im viralen Kontext verbleibt gMAC imM ER......cccuvviiieiiieeiieee et 89
Abbildung 4.14: Subzelluldre Verteilung viraler Glykoproteine im Kontext von HSV-1 Mutanten....... 90
Abbildung 4.15: Replikationskinetik der HSV-1 MUtanten........cccveeeeviiieeiiiiee ettt e e eieee e 91
Abbildung 4.16: Test der ESCRT-Fusionsproteine auf Autoaktivierung des Y2H-Reportersystems...... 94
Abbildung 4.17: Virus-Wirt Interaktom von HSV-1 und der zellularen ESCRT-Maschinerie................. 98
Abbildung 4.18: Virus-Wirt-Interaktom im physiologischen Kontext .........ccccceevvveeiicieeeeicieeeeeicneenn, 100
Abbildung 4.19: Modell der sekundaren UmhGllung von HSV-1 ......cccvviiiiiiiiiiiiiiecceeeeeeee e 102
Abbildung 5.1: Schnittmenge der PPl von HSV-1 Membranproteinen ..........ccccceeeeeeeccciiieeeeeeeee e 107



INHALTSVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Tabelle 2.1: Membranproteing des HSV-1 ... eeccreeee e eertrrre e e e e e e e e e snreae e e s e e seannnns 18
Tabelle 2.2: ESCRT-Untereinheiten und assoziierte Proteine (nach Hurley und Hanson, 2010) .......... 25
Tabelle 3.1: PrimarantiKOrPer ..o et e e e e e e bre e e e e e e e s ntareeeeeeeeannreees 34
Tabelle 3.2: SEKUNAAraNtiKOIPEI ... ...t e e e e e st e e e e e e e e nnreeeeeeeesennsnnns 34
Tabelle 3.3: Oligonukleotide fiir die Rekombinationsklonierung..........cccceecvveeiiiiieiciiiie e, 35
Tabelle 3.4: Oligonukleotide fiir klassische KIONI@runNgen .........ccccveeeeeiiiiiiiieee e 36
Tabelle 3.5: Oligonukleotide fiir die zielgerichtete MUTageNEse .......ccccuveeeecivieiiciiiee e 36
Tabelle 3.6: Oligonukleotide flir die BAC-MULQEENESE .....ccccuvriieeiieieecieeeeciteeeecieeeeerre e e s sareeeesaeaeeeas 36
Tabelle 3.7: Oligonukleotide fiir die Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien..........cccceeevcvveeeinnnenn. 37
Tabelle 3.8: Gateway-kompatible Leervektoren ... iciiii et 37
Tabelle 3.9: HSV-1 KOHEKEION «..coiueiiiiiiieie ettt st 38
Tabelle 3.10: SONSLIZE Plasmide ........uuiiiiiieie et e e e e e e e ra e e e e e e e e e nnteeeeeeeesannsnnns 41
Tabelle 3.11: Verwendete Bakterienstammee.........cceeiiieiiiiiiiie ettt e 46
Tabelle 3.12: Verwendete Hefestamme.........ooiii ittt e 46
Tabelle 3.13: Verwendete SAUZErzellliNi®N ...........uuviiie i rree e e e e s e nnnes 47
Tabelle 3.14: Verwendete VirUSSTAMME ........oiiiiiiiiieiiee ettt sttt ettt e e e b e s b e e sareesnee e 47
Tabelle 4.1: HSV-1 MembranproteinfragmMente. ... ... iiiiiee ettt vree e e e e 66

Tabelle 4.2: Mittels Y2H-Analyse detektierte Proteininteraktionen der HSV-1

MembranproteiNfragmMENTe.......ccocciii i rre e et e e e e e bae e e e eara e e e neeas 69
Tabelle 4.3: Flr Y2H-Screens verwendete ESCRT-Proteine........ccocevverieriieeneenienieneseeeeeeee e 93
Tabelle 4.4: Y2H Interaktionen zwischen ESCRT- und HSV-1 Proteinen ......c..ccocceeveeiieienneenieennieenienns 95
Tabelle 7.1: Das HSV-1 ProT@OM....c..coiiiiiiiieeniierte sttt ettt st s s s enee s 142
Tabelle 7.2: Das intravirale Netzwerk der HSV-1 Membranproteine .......ccccccceeeeieievcieeeeccveiee e, 145
Tabelle 7.3: Das erweiterte HSV-1 Interaktom/im Kontext des reifen Viruspartikels ...........c..c......... 146

Tabelle 7.4: Interaktionen von ESCRT- und HSV-1 Proteinen/im Kontext des reifen Viruspartikels .. 148



1 ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Membran-assoziierte Protein-Protein-Interaktionen des Herpes simplex-
Virus 1

Herpesviren umfassen eine groRe Gruppe von human- sowie tierpathogenen Erregern. Auf Grund
ihrer hohen Durchseuchungsrate und Fahigkeit zur Etablierung einer latenten Infektion stellen
humane Herpesviren vor allem fiir immunsupprimierte Patienten eine ernsthafte Bedrohung dar.
Deshalb ist eine umfassende Aufklarung des viralen Replikationszyklus fiir die Entwicklung von
antiviralen Therapiestrategien zwingend erforderlich. Besonders die membran-assoziierten Vorgange
der Virionmorphogenese - primare Umhillung an der inneren Kernmembran mit darauffolgendem
Verlust der Virushiille an der &ulleren Kernmembran sowie sekunddre Umbhillung an
cytoplasmatischen Membranen - sind nur unvollstindig entschlisselt. Um das komplexe
Zusammenspiel der viralen Proteine wahrend des Replikationszyklus an den verschiedenen zelluldren
Membranen aufzudecken, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine genomweite Analyse der Protein-
Protein-Interaktion (PPl) der durch Herpes simplex-Virus 1 (HSV-1) kodierten Membranproteine
durchgefiihrt. AuBerdem lieferte die Identifizierung von PPl zwischen dem HSV-1 Proteom und
Untereinheiten der zelluldren ESCRT-Maschinerie (endosomal sortingcomplex required for transport)
weitere Belege fiir die Ausbeutung von Wirtsfaktoren durch das Virus zur Knospung der Partikel. Zur
Detektion der genomweiten PPl sowohl intraviral als auch zwischen Virus und Wirt wurde das Hefe-
2-Hybridsystem (Y2H) im Hochdurchsatz angewandt. Beide Datensatze konnten eine Vielzahl neuer
PPI aufdecken und somit eine solide Grundlage fiir Interaktionsnetzwerke und zukiinftige funktionale
Studien schaffen. Auch wurde duch das breite Interaktionsspektrum des Virus mit den z.T. funktionell
redundanten ESCRT-Proteinen erneut veranschaulicht, wie die Nutzung flexibler Strategien zur
Stabilitat des HSV-1 beitragt.

Anhand der Y2H-Analysen wurde ein virales Membranprotein als interessanter Kandidat zur
funktionalen Charakterisierung ausgewihlt. Glykoprotein M (gM/UL10) von HSV-1 ist ein Typ-lil
Transmembranprotein, das wahrend der Infektion in verschiedenen Membrankompartimenten
lokalisiert. Obwohl evolutionar konserviert, ist es zumindest fliir HSV-1 nicht-essenziell und seine
molekulare Funktion unklar. Auch die funktionale Relevanz einiger potenzieller trafficking Motive von
gM ist noch nicht aufgeklart. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das targeting von gM zum
trans-Golgi Netzwerk (TGN) unabhidngig von anderen viralen Faktoren sowie seinen potenziellen

C-terminalen  trafficking Motiven erfolgt und keiner Homooligomerisierung bedarf.
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Erstaunlicherweise fuhrt die Deletion der C-terminalen Domane von gM (gMAC) zu seiner Retention
im ER, wohingegen der Vorwartstransport durch eine kurze, nicht-verwandte Sequenz
wiederhergestellt wurde. Demzufolge enthalt die C-terminale Domane von gM wahrscheinlich keine
Sequenzinformation fiir das targeting vom ER zum Golgi-Apparat, jedoch scheint die Faltung und
Integritat des Proteins dafiir von Bedeutung zu sein.

Im Kontext der Virusinfektion flhrte die Deletion der C-terminalen Domane von gM (HSV-1 gMAC)
zur Akkumulation von nicht-umhiillten Partikeln im Cytoplasma, verminderter Freisetzung von
Viruspartikeln und in ihrer Infektiositat beeintrachtigten reifen Virionen. Alle Effekte wurden durch
eine Revertante wieder aufgehoben und sind demnach spezifisch. Im Gegensatz dazu zeigten zwei
zusatzliche Mutanten, HSV-1 AgM mit einem friihzeitigen Stoppcodon an Position 3 von UL10 und
gMAac ohne potenzielle trafficking Motive, Wildtyp-ahnliche Wachstumskinetiken. Daraus lasst sich
schlieBen, dass zwar gM entbehrlich ist, gMAC jedoch einen dominant-negativen Effekt ausiibt.
Daher wird eine Beteiligung der N-terminalen Bereiche von gM (Aminosduren 1-361) an der
Rekrutierung von viralen und/oder zellularen Faktoren zum Ort der sekunddren Umbhullung

postuliert. Diese Daten enthillen neue unbekannte Eigenschaften von HSV-1 gM.

1.2 Membrane-associated protein-protein-interactions of Herpes simplex
virus-1

Herpesviruses comprise a large group of pathogens infecting both humans and animals. Due to their
high frequency of infection and ability to establish latent infections, human herpesviruses are a
serious threat especially for immunosuppressed patients. Therefore, the comprehensive
understanding of the herpesviral replication cycle is mandatory for the development of antiviral
therapeutic strategies. The membrane-associated steps in virion morphogenesis, such as primary
envelopment and subsequent loss of this envelope at both nuclear leaflets as well as secondary
envelopment at cytoplasmic membranes, are of particular interest as only partially elucidated. To
reveal the complex interplay of viral proteins during replication at diverse cellular membranes, a
genome-wide analysis of protein-protein-interactions (PPI) regarding membrane proteins encoded by
Herpes simplex virus-1 (HSV-1) was carried out in this study. In addition, identification of PPl among
HSV-1 proteome and subunits of the cellular ESCRT-machinery (endosomal sorting complex required
for transport) provided further evidence for viral hijacking of host factors to perform viral budding. In
order to detect both genome-wide intraviral as well as virus-host PPI, the yeast-2-hybridsystem (Y2H)
was applied in a high-throughput fashion. Either dataset uncovered a multitude of new PPI, serving

as a solid foundation for interaction networks and future functional studies. Also, the broad
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spectrum of viral interactions with ESCRT-proteins that are to some extent of functional redundance
illustrates once again how the use of flexible strategies contributes to the stability of HSV-1.

On the basis of this Y2H-analysis, a viral membrane protein was selected as interesting candidate for
functional characterisation. Glycoprotein M (gM/UL10) of HSV-1 is a type-IIl transmembrane protein
reported to be present at various membrane compartments during infection. Although evolutionarily
conserved, HSV-1 gM is non-essential and its molecular function unclear. Also the functional
relevance of several potential trafficking motifs encoded by gM has yet to be elucidated. This study
could show that targeting of gM to the trans-Golgi network (TGN) occurs independent of other viral
factors, of the potential C-terminal trafficking motifs, and does not involve homo-oligomerization.
Surprisingly, deletion of the C-terminal domain of gM (gMAC) caused its ER retention, whereas
forward transport was rescued by a short unrelated tail. Hence, the C-terminal domain of gM is
unlikely to contain sequence information for ER to TGN targeting, but protein folding and integrity
seem to be of importance.

In the context of viral infection, the deletion of the C-terminal domain of gM (HSV-1 gMAC) led to
accumulation of unenveloped cytoplasmic particles, reduced egress of viral particles and mature
virions compromised in infectivity. These effects were specific, as not observed for the revertant
virus strain. On the contrary, two additional viral mutants, HSV-1 AgM carrying a premature stop
codon at position 3 of the UL10 gene as well as the gMAac virus missing all predicted trafficking
motifs, displayed wildtype-like growth kinetics. In conclusion, gM is fully dispensable but gMAC
exhibits a dominant effect. Thus, a role for the N-terminal domains of gM (residues 1-361) in the
recruitment of viral and/or cellular components to the site of final envelopment is postulated. These

data elucidate novel unknown characteristics of HSV-1 gM.
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2.1 Die Familie der Herpesviren

Die Familie der Herpesviren (Herpesviridae) gehort zur Ordnung der Herpesvirales und umfasst Gber
hundert Vertreter (Davison et al., 2009). Zur Replikation nutzen sie verschiedene Wirbeltierarten als
Wirtsorganismen, darunter auch den Menschen sowie viele seiner Nutz- und Haustiere, und
verursachen dadurch diverse Krankheitsbhilder. Um neue Wege der Infektionsbekdampfung zu
erschlielRen, ist die Erforschung der Herpesviren von besonderem Interesse.

Herpesviren sind sehr grolRe Viren mit einem Durchmesser von 150 bis 200 nm und verfiigen Gber
ein lineares, doppelstrangiges DNA-Genom. Dieses liegt verpackt in einem ikosaedrischen Capsid vor,
welches wiederum von einer Proteinschicht (Tegument) und einer von der Wirtszelle stammenden
Lipidmembran (envelope) umhillt wird (Modrow et al., 2010). Der Eintritt der Viruspartikel in die
Zelle erfolgt Uber Fusionsereignisse der viralen mit der zelluldren Membran. Im Zellkern findet
anschlieRend die Transkription und Replikation der viralen DNA unter Beteiligung einiger viral
kodierter Enzyme statt, wahrend die Expression der viralen Gene vom zellularen Proteinbiosynthese-
Apparat gewahrleistet wird. Die Bildung neuer Capside und ihre Beladung mit viraler DNA verlauft im
Nukleoplasma, im Cytoplasma werden die Virionen abschlieRend prozessiert (Pellett und Roizman,
2007). Der herpesvirale Replikationszyklus ist ein lytischer Zyklus, d.h. die Wirtszellen sterben nach
der Freisetzung neuer Nachkommenviren ab. Ein herausragendes Merkmal der Herpesviren ist ihre
Fahigkeit zur Etablierung einer latenten Infektion. Dabei werden sie durch das Immunsystem nicht
vollstandig aus dem Korper des Wirtes entfernt, sondern verbleiben dort lebenslang. In der
Latenzphase liegt ihr Genom in bestimmten Zelltypen in einer geringen Kopienzahl vor, von hier kann
eine Reaktivierung in den lytischen Infektionszustand auftreten.

Die verschiedenen Spezies gleichen sich zwar in ihrer Morphologie und ihren biologischen
Eigenschaften, verursachen jedoch sehr unterschiedliche Symptome. Auf Grund ihrer Pathogenitat
und anderer Faktoren, wie der Dauer der Replikation sowie dem bevorzugt infizierten Zelltyp,
werden Herpesviren in drei Unterfamilien unterteilt. Bis heute wurden acht humanpathogene
Herpesviren (HHV) identifiziert. Zur Familie der a-Herpesviren gehdren die Herpes simplex-Viren 1
und 2 (HSV-1 und HSV-2) sowie das Varicella Zoster-Virus (VZV). Die Infektion mit Simplex-Viren fihrt
zur typischen Hautbldschenbildung an den Lippen (Herpes labialis) oder im Genitalbereich (Herpes
genitalis), wahrend VZV der Erreger von Windpocken und Gurtelrose ist. Die a-Herpesviren zeichnen

sich durch eine zumindest in vitro sehr schnelle Replikation und ein breites Spektrum an
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Wirtszelltypen aus, die latente Infektion wird in Nervenzellen etabliert. Die Roseoloviren HHV-6 und
HHV-7 sowie das humane Cytomegalovirus (hCMV) gehéren zu den B-Herpesviren, die einen
vergleichsweise langsamen Replikationszyklus und ein enges Wirtszellspektrum besitzen. Wahrend
die Infektion mit hCMV bei gesunden Menschen harmlos verlauft, stellt sie bei immunsupprimierten
Patienten oder wahrend einer Schwangerschaft eine ernsthafte Bedrohung dar. Die letzte
Unterfamilie, die sogenannten y-Herpesviren, verfigt ebenfalls {iber ein sehr enges
Wirtszellspektrum, ist aber in der Dauer ihrer Replikationszyklen heterogen. Die humanpathogenen
Vertreter Epstein Barr-Virus (EBV) und das Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV) sind
Verursacher von verschiedenen Tumorerkrankungen und ({berdauern die Latenzphase

typischerweise in B-Zellen (Modrow et al., 2010).

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

Das Herpes simplex-Virus 1 (HSV-1) ist ein weltweit sehr hdufig vorkommendes Humanpathogen, die
Durchseuchungsrate betragt bei Erwachsenen ca. 90%. Die Primarinfektion erfolgt meist im
Kindesalter in den Epithelzellen des oro-facialen Bereichs und verlauft haufig inapparent. Das Virus
vermehrt sich lytisch, bei einer symptomatischen Infektion kommt es dabei zur Bildung der typischen
Lasionen an Lippen oder Mundschleimhaut (Herpes labialis), die eine hohe Konzentration infektioser
Partikel enthalten. Die Ubertragung des Virus erfolgt Uber physikalischen Kontakt mit den
Hautblaschen oder dem Speichel infizierter Personen, kann jedoch auch Uber asymptomatische
Trager stattfinden, die nur geringe Mengen infektioser Partikel ausscheiden. Die Latenz der HSV-1
Infektion wird durch das Einwandern von Virionen lber Zell-Zell-Kontakte (Johnson und Huber, 2002)
in nahe gelegene Nervenendigungen und somit in die Zellen der dazugehérigen Ganglien
(Ublicherweise Trigeminus- und Ciliarganglion) etabliert. In der Latenzphase liegt das virale Genom
extrachromosomal als zirkuldres Episom in stabiler Kopienzahl in den Nervenzellen vor. Die
Reaktivierung des lytischen Infektionszyklus erfolgt in unregelmafigen Abstdnden und wird haufig
durch Umwelteinfliisse wie z.B. UV-Strahlung oder Stress induziert. Dabei werden Viruspartikel aktiv
entlang des Axons zur Hautoberflache transportiert (Diefenbach et al., 2008), wo eine erneute
Infektion der Epithelzellen stattfindet. Als Komplikationen einer HSV-1 Infektion kénnen Virionen in
das Auge oder seltener in das Gehirn gelangen und dort eine Entziindung auslésen (Herpes cornea
bzw. Meningitis/Encephalitis). Besonders problematisch ist die Reaktivierung von Herpesviren bei
immunsupprimierten Patienten, durch HSV-1 kénnen Entziindungen der Leber, Speiseréhre oder
Haut, aber vor allem der Lunge ausgelost werden. Zur Therapie einer HSV-1 Infektion wird das
Nucleosidderivat Aciclovir verwendet, das von viralen Enzymen zur DNA-Synthese verwendet wird

und zum Strangabbruch wahrend der Replikation fiihrt. Da die zellulire DNA-Replikation nicht
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betroffen ist, besitzt Aciclovir eine hohe Selektivitdt mit geringen Nebenwirkungen. Die latente

Infektion durch HSV-1 kann allerdings nicht medikamentds verhindert werden.

2.2.1 Aufbau und Struktur des Viruspartikels

Das HSV-1 Virion ist, wie alle Herpesviren, aus vier im Elektronenmikroskop unterscheidbaren
Strukturen aufgebaut (siehe Abbildung 2.1) und besitzt einen Durchmesser von 170 bis 200 nm
(Grunewald et al., 2003). Im Zentrum des Partikels befindet sich das lineare doppelstrangige DNA-
Genom, das dicht gepackt in einem flissig-kristallinen Zustand vorliegt (Booy et al., 1991). Umgeben
wird es von einem 125 nm grolRen Capsid von ikosaedrischer Symmetrie, das aus 162 Untereinheiten,
den sogenannten Capsomeren aufgebaut ist. Von diesen besitzen 150 eine hexamere und 12 eine
pentamere Struktur, die wiederum durch Triplexe miteinander verbunden werden. Die Capsomere
werden aus dem Hauptcapsidprotein pUL19 (VP5) und pUL35 (VP26) gebildet, wahrend die
Triplexstrukturen aus einer Kopie pUL38 (VP19C) und zwei Kopien pUL18 (VP23) aufgebaut sind
(Zhou et al., 2000). Zwolf Kopien des Genprodukts von UL6 bilden ein ringférmiges Portal, durch das
die DNA eingeschleust wird (Newcomb et al., 2001). Das mit DNA beladene Capsid (Nukleocapsid) ist
mit einer von der Wirtszelle stammenden Lipidmembran (envelope) nach auBen abgegrenzt. Die
genaue Zahl von viral kodierten Membranproteinen, die in diese Hiillmembran inseriert sind, ist nach
wie vor nicht abschlieBend geklart. Eine massenspektrometische Analyse reifer HSV-1 Partikel konnte
die Anwesenheit von neun der zwolf viral kodierten Glykoproteine bestatigen, ebenso das
Vorkommen von vier weiteren Transmembranproteinen (Loret et al., 2008). Zwischen Capsid und
envelope befindet sich das Tegument, eine unstrukturierte Proteinmatrix aus mindestens 20
verschiedenen Viruskomponenten, das unterschiedlich groll sein kann, wodurch sich die
Abweichungen im Durchmesser reifer Virionen erklaren. Einigen der Tegumentproteine konnten
regulatorische Funktionen in der friihen Phase des viralen Replikationszyklus zugeordnet werden
(Modrow et al., 2010).

Das HSV-1 Genom besitzt eine GroRe von ca. 152 kb (McGeoch et al., 1988) und ist in ein langes (L)
und ein kurzes (S) Segment unterteilt (siehe Abbildung 2.1). Beide Segmente verfiigen Uber
einzigartig vorkommende Sequenzbereiche, die als unique long (UL) bzw. unique short (US)
bezeichnet werden. Diese werden von sich wiederholenden Sequenzabfolgen, sogenannten repeats,
flankiert. Je nach ihrer Lage im Genom werden sie als terminal repeat (TR) oder internal repeat (IR)
bezeichnet. Die UL- und US-Bereiche kdnnen relativ zueinander invertiert vorliegen, so dass vier
verschiedene lineare Isomere vorkommen, die sich weder in ihrem Informationsgehalt noch in ihrer
Infektiositat unterscheiden (Modrow et al, 2010). Das HSV-1 Genom enthélt drei Bereiche,

sogenannte origins of replication (ori), an denen die DNA-Replikation beginnen kann (Lehman und
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Boehmer, 1999; Taylor et al., 2002). Das oril liegt dabei zentral in der UL-Region, wahrend oriS1 und
oriS2 in den flankierenden repeats der US-Sequenz zu finden sind. Zur erfolgreichen Replikation des
HSV-1 Genoms muss lediglich eines der drei ori-Elemente vorhanden sein.

Das HSV-1 Genom kodiert fir mindestens 84 Proteine sowie einige nicht-translatierte Transkripte
(Rajcani et al., 2004; Roizman et al., 2007). Die Expression der viralen Proteine erfolgt kaskadenartig
in drei aufeinanderfolgenden, hochregulierten Gruppen (Honess und Roizman, 1974), die an anderer
Stelle genauer beschrieben werden. Zum Uberblick ist in Anhang 7.1 die Gesamtheit der HSV-1

Proteine, das sogenannte Proteom dargestellt.
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Abbildung 2.1: Virionstruktur und Genomaufbau des Herpes simplex-Virus 1

(A) Das ikosaedrische Capsid enthdlt das doppelstrangige DNA-Genom und ist umgeben von einer
Proteinmatrix namens Tegument sowie einer vom Wirtsorganismus stammenden Lipidmembran mit viralen
Glyko- und Transmembranproteinen (schematische Abbildung). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
HSV-1 Partikels (modifiziert nach Mettenleiter et al., 2009). (C) Schematische Darstellung des HSV-1 Genoms.
Die Segmente mit einmalig vorkommender Sequenz (UL = unique long; US = unique short) werden von
Einheiten mit sich wiederholenden Sequenzen flankiert (TR =terminal repeat; IR = internal repeat). Das Genom
besitzt drei Replikationsurspriinge (ori = origin of replication), an denen die DNA-Replikation beginnen kann
(modifiziert nach Modrow et al., 2010).

2.2.2 Die Virusreplikation

Da Viren selbst keinen Stoffwechsel besitzen, sind sie zur Bildung von Nachkommenviren auf die

Infektion einer Wirtszelle und damit auf die Ausnutzung ihres Biosynthese-Apparats angewiesen. Die



2 EINLEITUNG

Replikation von HSV-1 umfasst mehrere Schritte (siehe Abbildung 2.2), die teilweise bis heute noch
nicht umfassend aufgeklart sind. Die Zeitspanne, in der der Zyklus einmal vollstandig ablauft, betragt

in permissiver Zellkultur ca. 18-20 Stunden (Roizman et al., 2007).
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Abbildung 2.2: Der herpesvirale Replikationszyklus
Der einzelnen Schritte des herpesviralen Lebenszyklus sind im Text beschrieben (modifiziert nach Mettenleiter,
2004).

Die Infektion einer Wirtszelle beginnt mit der Anlagerung von Viruspartikeln an die Zelloberflache
(attachment/Adsorption) und nachfolgender Aufnahme der Partikel in die Zelle (entry/Penetration)
durch Membranfusionsereignisse. Beide Prozesse werden durch virale Glykoproteine der Virushiille
und zellulare Komponenten vermittelt (Campadelli-Fiume und Menotti, 2007). Der erste Schritt
besteht in der Bindung des nicht-essenziellen Glykoproteins C (gC) an Proteoglykane der
Zelloberflache (Spear et al., 1992), hauptsachlich Heparan- oder Chondroitinsulfat. Proteoglykane

sind besonders stark glykosylierte Glykoproteine, die den Hauptbestandteil der tierischen
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extrazelluldaren Matrix ausmachen. Dieser Schritt erleichtert zwar die Infektion der Wirtszelle, ist
jedoch keine Voraussetzung fir eine erfolgreiche Replikation (Gruenheid et al., 1993). Vier weitere
virale Glykoproteine — gD, das Heterodimer gH/gL und gB - werden fir den entry-Mechanismus
bendtigt, bei dem Tegument und Capsid in die Zelle aufgenommen werden. Zunachst kommt es zur
Bindung von Glykoprotein D (gD) an zelluldre Rezeptoren, mindestens drei Typen von gD-Rezeptoren
konnten bisher identifiziert werden. Dazu gehoéren die interzellularen Adhasionsmolekiile Nektin 1
und 2 (Cocchi et al., 1998; Krummenacher et al., 1999), der sogenannte herpesvirus entry mediator
(HVEM), ein Mitglied der Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptorfamilie (Montgomery et al., 1996) sowie 3-
O-sulfoniertes Heparansulfat (Shukla et al., 1999). Das haufige Vorkommen von mindestens einem
Rezeptortyp auf Zellen unterschiedlicher Gewebe sorgt fir das recht breite Wirtsspektrum von
HSV-1. Die Membranfusion wird durch fusogene Eigenschaften der essenziellen, konservierten
Glykoproteine gH/gL sowie gB ausgelost (Spear, 2004). Basierend auf aktuellen
Forschungsergebnissen wurde folgendes Modell fiir den Virus-entry entwickelt (Maurer et al., 2008):
Die Rezeptorbindung von gD verursacht eine Konformationsdanderung von gD (Cocchi et al., 2004;
Fusco et al., 2005; Krummenacher et al., 2005), die wiederum das Glykoproteinheterodimer gH/glL
aktiviert. Dadurch werden virale und zellulaire Membran so nah zueinander gezogen, dass eine
Vermischung der Lipide moglich wird (Atanasiu et al., 2007; Avitabile et al., 2007; Subramanian und
Geraghty, 2007). Die Rekrutierung des trimeren Glykoproteins B durch gH/gL fuhrt letztendlich zur
Bildung und Erweiterung der Membranfusionspore, wodurch tegumentierte Capside in das
Cytoplasma gelangen. Alternativ kann die Infektion auch lber eine endocytotische Aufnahme von
Viruspartikeln mit anschlieBender Membranfusion von Vesikel- und Virusmembran beginnen (Nicola
und Straus, 2004; Clement et al., 2006). Die Capside werden entlang der Mikrotubuli unter
Verwendung des Motorproteins Dynein und seinem Cofaktor Dynactin und Beteiligung einiger
Tegumentproteine zum Zellkern transportiert (Sodeik et al., 1997; Wolfstein et al., 2006). Nach
Bindung der Capside an die Kernporen (Sodeik et al., 1997) wird die virale DNA in das Nukleoplasma
transloziert (Ojala et al., 2000), wo sie zirkularisiert und als Episom vorliegt (Poffenberger und
Roizman, 1985; Strang und Stow, 2005). Die Tegumentproteine werden je nach Funktion und
Destination in der Zelle verteilt. Einige gelangen entweder mit dem Capsid oder Capsid-unabhangig in
den Zellkern, wahrend andere im Cytoplasma verbleiben (Kelly et al., 2009).

Die nachfolgenden Ereignisse — virale DNA-Transkription und Replikation, die Bildung neuer Capside
sowie deren Austritt aus dem Zellkern — setzen sowohl einen strukturellen Umbau des Zellkerns als
auch die Inhibierung der zellularen Transkription und Translation voraus (Roizman et al., 2007), die
durch sehr komplexe und gréRtenteils unverstandene Prozesse absolviert werden. Die virale

Genexpression beginnt ca. 2 bis 4 Stunden nach Infektion und lasst sich in drei kaskadenartig
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regulierte Expressionsgruppen unterteilen (Honess und Roizman, 1974). Die Transkription der viralen
Gene erfolgt durch die zellulare RNA-Polymerase Il (Costanzo et al., 1977; Taylor et al., 2002), wird
jedoch durch virale Faktoren initiiert und reguliert. Auch der Export viraler mRNA erfolgt unter
Beteiligung viraler Mechanismen, wahrend die Translation vollstandig vom zelluldren
Proteinsynthese-Apparat durchgefiihrt wird. Als Erstes werden - induziert durch das Tegument-
protein VP16 (pUL48) - die sechs Proteine der frithesten Expressionsgruppe transkribiert
(a/immediate early), die selbst groRtenteils expressionsregulatorische Funktionen besitzen. Diese
induzieren die Transkription der ndchsten Expressionsgruppe (B/early), die funktional fir die virale
DNA-Replikation und den Nukleotid-Metabolismus sind. Sie fordern die Replikation des HSV-1
Genoms und stimulieren damit die Expression der dritten und letzten Gruppe (y/late), die
hauptsachlich virale Strukturproteine kodiert. Diese Gruppe bildet zwar ein Kontinuum, wird aber
nochmals unterteilt in Proteine, die unabhangig von der viralen DNA-Replikation (y1/leaky late) bzw.
erst nach deren Initiation (y2/true late) exprimiert werden (Roizman et al., 2007). Zellulire mRNA
wird von viralen Faktoren wie z.B. dem sogenannten virion host shut-off (Vhs, pUL41) gezielt
degradiert, um die bevorzugte Translation der viralen mRNA zu gewahrleisten (Strom und Frenkel,
1987). Dies ist nur eine von vielen viralen Strategien, um die Kontrolle tber die Wirtszelle zu
erlangen. Neu-synthetisierte virale Proteine werden im Cytoplasma z.T. posttranslational modifiziert
und die im Nukleoplasma bendétigten Proteine werden in den Zellkern transportiert. Dies geschieht
entweder (iber eigene Kernlokalisierungssignale (NLS) oder im Komplex mit Proteinen, die ein solches
Signal kodieren.

Parallel zur Genexpression der y-Proteine findet im Zellkern die virale DNA-Replikation statt. Dieser
Prozess erfolgt in sogenannten Replikationskompartimenten (Quinlan et al., 1984) unter Beteiligung
von sowohl essenziellen als auch nicht-essenziellen viral kodierten Faktoren. Zunachst bindet das
origin binding protein pUL9 an eines der drei ori im zirkularisierten HSV-1 Genom und initiiert mit
Hilfe seiner Helikase-Aktivitat die Entwindung des DNA-Stranges. Die dadurch entstehenden
einzelstrangigen DNA-Bereiche werden durch das single-stranded binding protein ICP8 (pUL29)
gebunden. Gemeinsam rekrutieren sie die restlichen fiinf essenziellen Faktoren zur
Replikationsgabel. Dabei besteht der virale DNA-Helikase-Primase-Komplex aus den drei
Untereinheiten pUL5, pUL8 sowie pUL52, wahrend die virale DNA-Polymerase pUL30 mit ihrem
Prozessivitatsfaktor pUL42 dimerisiert. Die DNA-Synthese beginnt vermutlich mit dem Theta-
Mechanismus, wechselt aber anschliefend in den sogenannten rolling circle-Mechanismus (ber,
wodurch lange DNA-Konkatamere produziert werden. Neben weiteren viralen Proteinen, die

hauptsachlich Funktionen im Nukleotid-Metabolismus und der DNA-Modifikation besitzen, sind auch
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zellulare Faktoren, wie z.B. Topoisomerase oder DNA-Ligase an der Genom-Replikation beteiligt
(Lehman und Boehmer, 1999).

Die Bildung neuer Capside (capsid assembly) findet ebenfalls im Zellkern statt. Die dazu benétigten
Bausteine - die Capsidproteine pUL19 (VP5), pUL35 (VP26), pUL38 (VP19C), puUL18 (VP23), pUL6
sowie die Reifungsprotease pUL26 (VP24) und das scaffolding protein pUL26.5 (VP22a) - werden in
den Zellkern transportiert. Dort wird ein Gerilst aus dem scaffolding protein (pUL26.5) und der
Protease pUL26 gebildet, um das sich die Capsidproteine in der in 2.2.1 beschriebenen
Zusammensetzung anlagern (Trus et al., 1996). Beide Prozesse verlaufen autokatalytisch und finden
in rdumlicher Nahe zur DNA-Replikation in den Replikationskompartimenten statt (Church und
Wilson, 1997; de Bruyn Kops et al., 1998). Das Proteingerlst im Inneren des Capsids wird in einem
Prozess namens DNA-packaging durch eine Einheit des HSV-1 Genoms ersetzt. Parallel zum
proteolytischen Abbau des Capsidgerists durch die Reifungsprotease pUL26 wird die konkatamere
virale DNA durch das aus pUL6 gebildete Portal in das Capsid eingeschleust und vermutlich beim
Erreichen des maximalen Fiillungsgrades geschnitten, so dass genau eine Genomeinheit eingelagert
wird (Varmuza und Smiley, 1985; Newcomb et al, 2001). An diesem Prozess sind einige
2.T. konservierte virale Proteine beteiligt, darunter die drei Untereinheiten der Terminase pUL15,
pUL28 und pUL33 (Wills et al., 2006) sowie die Capsidproteine pUL17, pUL25 und pUL32 (Stow, 2001;
Baines und Duffy, 2006; Cockrell et al., 2009). Drei in ihrer Zusammensetzung verschiedene Typen
von Capsiden konnen im Nukleus vorkommen. Alle besitzen den gleichen Durchmesser von 120 nm
und die duBere Capsidhiille. Sogenannte C-Capside sind mit viraler DNA beladen und kdénnen zu
infektiosen Partikeln reifen, wahrend B-Capside im Innern ein Gerlist aus pUL26.5 und pUL26
besitzen und damit die Vorstufe zu reifen C-Capsiden bilden. A-Capside wiederum sind ungefllt und
resultieren vermutlich aus nicht erfolgreichen packaging-Versuchen (Roizman et al., 2007).

Die mit DNA beladenen Nukleocapside miissen nun den Zellkern verlassen (nuclear egress), um zu
infektiosen, umhillten Virionen zu reifen. Fiir diesen Schritt werden drei Modelle diskutiert. Das
envelopment-deenvelopment-Modell (Skepper et al., 2001) postuliert einen ersten Umhillungsschritt
an der inneren Kernmembran (INM) gefolgt vom Verlust der ersten Membranhiille durch
Fusionsereignisse an der auReren Kernmembran (ONM). Dem luminalen Modell (Johnson und Spear,
1982) liegt ebenfalls eine Umhillung an der INM zu Grunde, diese Hille bleibt allerdings erhalten,
wahrend das umbhiillte Virion Uber vesikuldren Transport das ER (endoplasmatisches Retikulum)
verlasst. Ein erst vor wenigen Jahren entwickeltes drittes Modell (Wild et al., 2005; Wild et al., 2009)
postuliert den Austritt der Nucleocapside aus dem Zellkern liber erweiterte Kernporen. Auf Grund
zahlreicher biochemischer, genetischer und morphologischer Evidenzen gilt jedoch das envelopment-

deenvelopment-Modell als das wahrscheinlichste (Remillard-Labrosse et al., 2006; Mettenleiter et
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al., 2009) und soll hier genauer beschrieben werden. Die primare Umhillung von Nucleocapsiden an
der INM - ein einzigartiger, herpesvirusspezifischer Vorgang - wird als Membranknospungsereignis
(budding) bezeichnet und geschieht in Abhangigkeit der beiden konservierten und essenziellen
viralen Proteine pUL31 und pUL34, die zusammen den nuclear egress complex (NEC) bilden. Das von
UL34 kodierte Protein ist ein tail-anchor Transmembranprotein, das posttranslational in das ER
inseriert wird und lateral Uber die Kernporen in die INM gelangt (Shiba et al, 2000). Im
Nukleoplasma findet eine direkte Interaktion von pUL34 mit dem dort lokalisierten Phosphoprotein
pUL31 statt, so dass sich beide Proteine gegenseitig an der INM verankern (Reynolds et al., 2001).
Gemeinsam bewirken sie ein Auflockern der nukledren Lamina, so dass die Nucleocapside Zugang zur
INM erhalten. Dies wird durch Interaktionen mit den Kernlaminen erreicht (Reynolds et al., 2004;
Simpson-Holley et al., 2005; Mou et al., 2008), aber auch durch die Rekrutierung der zellularen
Proteinkinase C (Park und Baines, 2006) sowie der viralen Kinase pUS3 (Mou et al., 2008), die durch
Phosphorylierung der Kernlamine ein Auflosen des Laminnetzwerks bewirken. Der Mechanismus, der
dem Knospungsereignis an der INM zu Grunde liegt, ist bis heute nicht aufgeklart. Allerdings spielt in
diesem Prozess der Proteinkomplex aus pUL34/pUL31 eine essenzielle Rolle (Roller et al., 2000;
Reynolds et al., 2001), wahrend die Proteinkinase pUS3 regulatorische Funktionen Ubernimmt
(Reynolds et al., 2002). Fur den homologen NEC des Pseudorabiesvirus (PRV) - ebenfalls ein Mitglied
der a-Herpesviren — konnte gezeigt werden, dass pUL34/pUL31 unabhangig von anderen viralen
Faktoren ausreichend ist, um die Bildung von Vesikeln an der INM zu induzieren (Klupp et al., 2007).
AuBBerdem werden beide Proteine zwar in perinukledre Virionen, jedoch nicht in reife, extrazellulare
Viruspartikel inkorporiert (Reynolds et al., 2002; Loret et al., 2008). Die genaue Zusammensetzung
dieser primar umbhillten Viren im perinukledren Raum hinsichtlich ihrer Tegument- und
Glykoproteine ist nicht bekannt, auf Grund von elektronenmikroskopischen Analysen wird jedoch
vermutet, dass sie sich strukturell von reifen Partikeln unterscheiden (Granzow et al., 2001; Baines et
al., 2007). Neben pUL34 lokalisieren noch weitere virale Transmembranproteine an der INM bzw. in
primar umhdillten Virionen, namlich gM (UL10), gB (UL27), gH/gL (UL22/UL1) sowie gD (US6) (Torrisi
et al., 1992; Stannard et al., 1996; Baines et al., 2007; Farnsworth et al., 2007). Studien mit HSV-1
Deletionsmutanten haben weiterhin gezeigt, dass zusatzlich zu pUL31 die beiden Tegumentproteine
pUL11 und pUL37 an der primaren Umhiillung beteiligt sind (Baines und Roizman, 1992; Desai et al.,
2001) ebenso wie das virale Glykoprotein K (UL53) (Jayachandra et al., 1997). Das envelopment-
deenvelopment-Modell setzt nach diesem primdaren Umhillungsschritt an der INM ein
Membranfusionsereignis mit der ONM und damit den Verlust der primaren Membranhiille voraus.
Obwohl eine Fiille von Beobachtungen fiir dieses Modell sprechen (Campadelli-Fiume, 2007), sind die

molekularen Grundlagen dieses Fusionsmechanismus bis heute unklar, was in den letzten Jahren zu
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kontroversen Diskussionen gefiihrt hat (Campadelli-Fiume und Roizman, 2006; Mettenleiter, 2006).
Verschiedene Studien deuten auf eine Beteiligung der Glykoproteine B (UL27) und H (UL22) an
diesem Fusionsprozess hin (Farnsworth et al., 2007; Wisner et al., 2009), die auch fir die
Membranfusion wahrend des Virus-entry essenziell sind. Allerdings konnte dies fiur die
Proteinhomologen des PRV nicht bestatigt werden (Klupp et al., 2008).

Nach dem Austritt der Nukleocapside aus dem Zellkern muss die Tegumentierung abgeschlossen und
die finale Membranhiille im Cytoplasma erworben werden. Auch dieser Schritt im HSV-1
Lebenszyklus ist weitgehend unverstanden, auch weil daran beteiligte Proteine redundante
Funktionen besitzen. Man nimmt an, dass Uber Protein-Protein-Interaktionen zunéachst eine innere
und anschlieBend eine duRere Tegumentschicht an das Capsid angelagert werden, die wiederum in
Wechselwirkung mit den cytoplasmatischen Domanen der viralen Glykoproteine den Kontakt zu
Golgi-Membranen herstellen, so dass die sekundare Umbhiillung (secondary envelopment) stattfinden
kann (Kelly et al., 2009; Mettenleiter et al., 2009). Proteine des inneren Teguments sind neben der
Proteinkinase pUS3 auch pUL36 (ICP1/2) und pUL37, die zumindest bei HSV-1 bereits im Zellkern an
die Nukleocapside angelagert werden (Bucks et al., 2007). Das pUL36 wird Gber die Interaktion mit
dem Capsidprotein pUL25 rekrutiert (Coller et al., 2007) und sorgt anschlieRend fiir die Aufnahme
von pUL37 (Vittone et al., 2005; Lee et al., 2008). Die Verbindung des inneren mit dem &uBeren
Tegument scheint (iber das genregulatorische pUL48 (VP16) vermittelt zu werden (Mossman et al.,
2000). Als Bestandteil der duReren Tegumentschicht sorgt der hypothetische Komplex aus dem
membranassoziierten pUL11, pUL16 und pUL21 (Klupp et al., 2005; Yeh et al., 2008) fir die
Verankerung des Teguments mit der Hillmembran (Farnsworth et al, 2007). Intrazelluldrer
Transport der tegumentierten Capside erfolgt (ber Kinesin-abhdngigen Transport entlang der
Mikrotubuli (Lyman und Enquist, 2009). Als Ort der sekunddren Umhillung konnten Vesikel des
trans-Golgi Netzwerks (TGN) identifiziert werden (Turcotte et al., 2005; Sugimoto et al., 2008), auch
wenn eine Beteiligung der Endosomen oder des multivesicular body nicht ausgeschlossen ist. Die
Anbindung von tegumentierten Capsiden an Membranen des TGN scheint iber Wechselwirkungen
der cytoplasmatisch exponierten Domanen einiger viraler Glykoproteine mit Tegumentproteinen
vermittelt zu werden. Dadurch wird die Bildung von Membraneinstiilpungen — das sogenannte
budding — gefordert, so dass sekundar umbhiillte Viren entstehen, die in zelluldren Vesikeln
lokalisieren (Mettenleiter, 2004). An diesem Prozess sind gD (US6) und der Komplex aus gE/gl
(US8/US7) beteiligt, und zwar in redundanter Art und Weise (Farnsworth et al., 2003; Farnsworth et
al., 2007). Das Glykoprotein M (UL10) scheint ebenfalls involviert zu sein (Brack et al., 1999; Crump et
al., 2004) und seit kurzem wird auch eine Funktion des Fusionsproteins gB (UL27) wahrend des

secondary envelopment diskutiert (Johnson et al., 2011). Der Mechanismus dieser auswarts
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gerichteten Membranknospenbildung ist nicht geklart, konnte jedoch mit der Bildung intraluminaler
Vesikel am Endosom verwandt sein (siehe 2.3.2.1). Die neu gebildeten, reifen Viren verlassen die
Wirtszelle nun auf exozytotischem Weg (egress). Die Vesikel, die die umbhiillten Viruspartikel
enthalten, fusionieren mit der Cytoplasmamembran und setzen so die Nachkommenviren frei. Uber
die Beteiligung von viralen Proteinen an diesem Prozess ist wenig bekannt. Ein Komplex aus den
beiden Transmembranproteinen gK (UL53) und pUL20 (Foster et al., 2008) konnte daran beteiligt
sein (Mettenleiter, 2004), neuere Studien weisen jedoch eher auf eine Rolle dieser Proteine vor oder
wahrend des secondary envelopments hin (Melancon et al., 2005; Fulmer et al., 2007).

Alternativ zur Exozytose kann die Virusausbreitung von der infizierten Wirtszelle auch Uber Zell-
Zellkontakte direkt zu benachbarten Zellen erfolgen, ein Prozess der als cell-to-cell spread bezeichnet
wird (Campadelli-Fiume, 2007). Daran sind die fiir den Virus entry benétigten Glykoproteine (gD,
gH/gL und gB) sowie das Heterodimer aus gE/gl (US8/US7) beteiligt. Der Komplex aus gE/gl
ermdglicht den Ubertritt von Viruspartikeln entlang der Zell-Zellkontakte, indem es intrazelluldren
Sortiermechanismen signalisiert, neu gebildete Nachkommenviren zur basolateralen, mit Zell-
Zellkontakten angereicherten Membranseite von z.B. Epithelzellen zu transportieren (Johnson et al.,
2001). Andererseits fordert es speziell die sekundare Umhillung an solchen Vesikeln, die zum
Transport zur basalen Membran bestimmt sind (Johnson und Huber, 2002). Diese Form der
Virusverbreitung findet in vivo sowohl bei der Ausbreitung der Infektion von Epithel- zu Nervenzellen
als auch bei der Reaktivierung einer latenten Infektion statt. Dieser Mechanismus wird als Strategie
zur Immunevasion betrachtet, da das Virus so vor neutralisierenden Antikdrpern und Zellen des

Immunsystems geschiitzt wird.

2.2.3 Herpesvirale Membranproteine

Zellulare Membranproteine sind fir eine Fiille von Funktionen unentbehrlich. So sind sie u.a. beteiligt
am Membrantransport verschiedenster Molekiile, an Signaltransduktionsprozessen, an der
Regulation von intrazellularem Vesikeltransport oder an der Positionierung von Proteinen an
spezifischen zelluldaren Strukturen. Auch Herpesviren kodieren Membranproteine, die bei
verschiedenen Stadien des Replikationszyklus eine Rolle spielen. Die Funktionen, die sie dabei
Ubernehmen, sind jedoch nur teilweise aufgeklart. Ihre Synthese erfolgt analog zu den zelluldren
Membranproteinen und auch strukturell gibt es keine Unterschiede.

Membranproteine durchqueren die hydrophobe Lipiddoppelschicht zellularer Membranen in einer
Breite von ca. 50 A, und fir diese Membrandoménen sind zwei Strukturen bekannt. Das sogenannte
B-barrel kommt nur in bestimmten Organellen oder gram-negativen Bakterien vor, wahrend

Membrandomanen mit a-helikaler Struktur deutlich haufiger und in allen zellularen Membranen
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auftreten. Auch alle vorhergesagten herpesviralen Membranproteine besitzen eine solche Struktur.
Dabei verbinden eine oder mehrere hydrophobe a-Helices die wasserloslichen Domanen des
Proteins auf beiden Seiten der Membran. Eine solche a-Helix besteht hauptsachlich aus
hydrophoben (apolaren) Aminosauren, die nach auBen orientiert sind und mit den Membranlipiden
in Wechselwirkung stehen. Dazwischen gibt es auch hydrophile (polare) und neutrale Aminosauren,
die in das Innere der Helix gerichtet sind. An beiden Enden der Helix - auf gleicher Hohe mit den
Kopfgruppen der Lipide - sind zwei normalerweise eher selten vorkommende aromatische
Aminosauren (Tryptophan und Tyrosin) angereichert. Haufig enthalten die auf cytoplasmatischer
Seite exponierten Proteindomdnen mehr positiv geladene Aminosauren als die auf der
luminalen/extrazelluldren Seite (von Heijne, 2007). Uber diese Eigenschaften lassen sich sowohl die
Position der Membrandomanen als auch die wahrscheinlichste Topologie der dazugehorigen
Proteine mit Computerprogrammen recht zuverlassig vorhersagen (z.B. CBS TMHMM Server v. 2.0;
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).

Die hydrophoben Domanen der Membranproteine wiirden zur Aggregatbildung im Cytoplasma
fliihren, wenn sie wie l6sliche Proteine an freien Ribosomen synthetisiert werden wiirden. Daher
haben sich zellulare Mechanismen entwickelt, um ein naszierendes Membranprotein zu erkennen, zu
binden und es der Zielmembran zuzufiihren. Der am besten charakterisierte Mechanismus ist das
SRP-Sec61 System, das fiir die cotranslationale Integration von Membranproteinen in das ER
eukaryotischer Zellen sorgt (Alder und Johnson, 2004; Rapoport et al., 2004). Das signal recognition
particle (SRP) erkennt und bindet die erste hydrophobe Doméne, die das Ribosom wahrend der
Translation verldsst. Dabei kann es sich um die erste Membrandomane oder aber um ein
Signalpeptid handeln. Gleichzeitig bindet das SRP an das Ribosom und verursacht einen temporaren
Stopp der Translation. AnschlieRend assoziiert dieser Komplex mit der ER-Membran {iber die Bindung
an den SRP-Rezeptor und das SRP wird freigesetzt, worauf die Bindung des Ribosomens an den
Sec61-Komplex in der ER-Membran erfolgt. Dadurch 6ffnet sich die wassrige Pore des Sec61-
Komplexes und die naszierende Polypeptidkette kann eingefdadelt werden. Die einsetzende
Elongation schiebt das naszierende Protein in das ER-Lumen, wo die Bindung an Chaperone ebenfalls
eine gewisse Zugkraft ausibt. Befindet sich ein ausreichend apolares Segment im Sec61-Kanal, wird
es lateral in die Membran entlassen und damit inseriert.

Grundsatzlich unterscheidet man fiinf Typen von Membranproteinen (siehe Abbildung 2.3), die sich
in ihrer Orientierung bzw. Anzahl an Membrandomé&nen unterscheiden (Pollard et al., 2007). Typ-I
Transmembranproteine besitzen ein hydrophobes Signalpeptid, das die Translokation initiiert und
nach erfolgreicher Membraninsertion durch die Signalpeptidase abgespalten wird. Das Auftauchen

der zukiinftigen Transmembrandomane (TM-Domane) im Translokon-Kanal dient als Stoppsignal fur
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peripher assoziiert

uL1/gL
luminal/extrazellular
/ N C N C
cytoplasmatisch C N C N
Typ-I Typ-ll Typ-lil tail-anchor

UL22/gH, UL27/gB pUL45 UL10/gM pUL34
UL44/gC, UL49A/gN pUS8A pUL20 pUL56
US4/gG, US5/g) puL43 puUS9
US6/gD, US7/gl, US8/gE UL53/gK

Abbildung 2.3: Orientierung von Membranproteinen

Typ-I und Typ-ll Membranproteine besitzen jeweils nur eine Transmembrandoméane (TM-Doméne), sind jedoch
in gegensatzlicher Orientierung in der Membran inseriert. Membranproteine mit multiplen TM-Domanen (Typ-
Ill) kénnen in jeglicher Orientierung vorliegen. Peripher assoziierte Membranproteine besitzen keine TM-
Domane, werden aber durch die Bindung an Membranproteine oder Phospholipide mit der Membran
assoziiert. Sogenannte tail-anchor Proteine werden posttranslational in die Membran inseriert, ihre TM-
Domane befindet sich am duRersten C-Terminus, wobei der N-Terminus immer cytoplasmatisch exponiert ist.
Die 19 potenziellen HSV-1 Membranproteine sind zur besseren Ubersicht ihrem jeweiligen Topologietyp
zugeordnet.

die Translokation, so dass der N-Terminus luminal exponiert vorliegt. Bei Membranproteinen vom
Typ-ll dient die TM-Domane als interne Signalsequenz und Startsignal flir die Translokation, so dass
der C-Terminus in das ER-Lumen transloziert wird. Membranproteine mit mehreren TM-Domanen
(Typ-lll) nutzen auch das Sec61-Translokon zur Membraninsertion, wie sie dabei die korrekte
Topologie erhalten, ist jedoch noch wenig verstanden (Sadlish et al., 2005). Der N- und C-Terminus
dieser Proteine kann je nach Anzahl der TM-Domanen und Topologie natiirlich verschieden exponiert
sein. Auch peripher assoziierte Membranproteine, die zwar selbst keine TM-Domane besitzen, aber
durch Interaktionen mit anderen Membranproteinen oder Phospholipiden mit der Membran
assoziiert sind, kdnnen zu den Membranproteinen gezahlt werden. Schliellich gibt es noch eine
Klasse von Membranproteinen, die posttranslational in das ER inseriert werden, sogenannte tail-
anchor Proteine. Sie besitzen eine Transmembrandomane am duRersten C-Terminus und sind immer
mit dem N-Terminus zur cytoplasmatischen Seite orientiert. Die Mechanismen, die sie zur

Membraninsertion nutzen, sind teilweise noch unklar und duRerst komplex (Rabu et al., 2009).
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Fast alle am rauen ER synthetisierten Proteine - sowohl die I6slichen als auch Membranproteine -
werden im ER-Lumen glykosyliert. Dabei wird ein bereits vorgeformtes Oligosaccharid (iblicherweise
auf eine Aminogruppe in der Seitenkette eines Asparagins transferiert, weshalb dieser Prozess als
N-Glykosylierung bezeichnet wird. Dieses Vorldaufer-Oligosaccharid wird bereits im ER und spater im
Golgi-Apparat modifiziert, so dass reife Glykoproteine mit einer Vielfalt an Oligosacchariden
ausgestattet sind (Lodish et al., 2000). Die am ER synthetisierten und inserierten Membranproteine
verbleiben je nach Funktion entweder im ER oder werden zum Golgi-Apparat und evtl. von dort
weiter transportiert. Die Lokalisierung am ER wird durch retrieval- und Retentionssignale
gewahrleistet (Ellgaard und Helenius, 2003), wahrend zu transportierende Proteine meist Uber
Sortiersignale verfiigen. Da die Membran des ER ein Kontinuum mit den Kernmembranen bildet,
kdnnen Membranproteine auch in die Kernmembranen gelangen und dort (ber Interaktionen
lokalisiert werden. Loésliche und Membranproteine, die nicht ER-resident sind, werden an
sogenannten exit sites konzentriert und verlassen mit Hilfe von COPII-Vesikeln (coatamer protein )
das ER in Richtung Golgi-Apparat. Der zelluldre Golgi-Apparat dient als Transport- und Sortierstation
nicht nur fiir Proteine, sondern auch fir Lipide (Wilson et al., 2010). Die Cargoproteine durchqueren
den Golgi-Apparat vollstandig von der cis- zur trans-Seite, und werden dabei abschlieBend
prozessiert. Modifikationen der bereits im ER angefligten Oligosaccharide sowie die O-
Glykosylierung, bei der Zuckermolekiile an die Hydroxygruppe von Serin oder Threonin angehangt
werden, finden hier statt und dienen der Proteinreifung. Am trans-Golgi Netzwerk (TGN) werden die
Proteine entsprechend ihrer Destination in verschiedene Transportvesikel verpackt und so ihrer
Zielmembran zugefiihrt (De Matteis und Luini, 2008). Der Proteintransport erfolgt entweder tber
spezifische Sortiersignale oder alternativ werden Proteine ohne Transportsequenzen in einem
Prozess namens bulk flow bei zunehmender Konzentration passiv weitertransportiert (Dancourt und
Barlowe, 2010).

HSV-1 kodiert 19 potenzielle Membranproteine, darunter zwolf Glykoproteine, von denen nur sechs
in allen Herpesviren konserviert vorkommen (siehe Tabelle 2.1). Ihre Funktionen sind nur teilweise
aufgeklart, naturgemaR scheinen sie v.a. an Prozessen beteiligt zu sein, die sich an den
verschiedensten zelluldaren Membranen abspielen. Nur wenige Deletionsmutanten - namlich gH/gL,
gB, pUL34 und gD - resultieren in einem Unvermégen zu replizieren (Spear et al., 2000; McGeoch et
al., 2006), was eine funktionelle Redundanz zumindest einiger viraler Membranproteine impliziert.
Besonders ihre Rolle wahrend des Virus entry ist gut charakterisiert, wobei gC und gD der
Partikeladsorption an der Zelloberfldche dienen und gH/gL sowie gB in einer konzertierten Aktion die
Membranfusion initileren (Campadelli-Fiume und Menotti, 2007). Andere Vorginge des

Replikationszyklus sind weniger gut erforscht. Das Typ-Il Protein pUL45 scheint besonders bei der
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Virusaufnahme auf endozytotischem Weg die Membranfusion zu férdern (Dollery et al., 2010), und
das in der INM inserierte pUL34 ist zusammen mit seinem Interaktionspartner pUL31 an der
primadren Umhillung der Nukleocapside beteiligt (Roller et al., 2000; Reynolds et al., 2001). Fir die
Membranfusion der perinukledren Virionen mit der ONM wird eine Funktion von gH und gB
diskutiert (Farnsworth et al., 2007; Wisner et al., 2009), wahrend der Komplex aus gE/gl an der
Virusausbreitung Uber Zell-Zellkontakte beteiligt ist (Campadelli-Fiume, 2007). Die Typ-lll
Membranproteine gK und pUL20 scheinen eine fusionsinhibitorische Wirkung zu besitzen, die der
durch gH/gL und gB induzierten Zell-Zellfusion entgegenwirkt (Chouljenko et al, 2010). Die
sekunddre Umhillung von tegumentierten Nukleocapsiden an TGN-Membranen muss auf die
Beteiligung viraler Membranproteine angewiesen sein, als mogliche Kandidaten werden gD, gE/gl,
gM sowie gB gehandelt (Brack et al., 1999; Farnsworth et al., 2007; Johnson et al., 2011). Die
massenspektrometrische Analyse reifer Viruspartikel konnte zwo6lf Membranproteine als
Komponenten identifizieren, zusatzlich wurde pUL20 mittels Western Blot nachgewiesen (Loret et
al., 2008). Insgesamt sind die viralen Membranproteine wichtig fir den korrekten Ablauf des HSV-1
Lebenszyklus, auch wenn ihre Funktionen teilweise redundant sein mogen. Weitere Aufklarung der
Prozesse, an denen Membranproteine beteiligt sind, kann besonders durch die Erforschung ihrer
Wechselwirkungen untereinander sowie mit anderen viralen und zellulairen Komponenten erzielt

werden.

Tabelle 2.1: Membranproteine des HSV-1

ORFt Name |Typ Vlrusk:)mpo- Funktion¥

nente
ULL L peripher 3 komplexiert mit gH (UL22); vermittelt Membranfusion, Virus
I & assoziiert J entry

. beteiligt an sekundarer Umhillung; komplexiert mit gN
uL10 gM Typ-Ill ja (UL49A)
UL20 Tvo-lll ja (Western interagiert mit gk (UL53); intrazelluldrer Partikeltransport;

e Blot) inhibiert Membranfusion
UL22 gH Typ-| ia komplexiert mit g.l.. (UL1); vermittelt Membranfusion, Virus
— entry, auch nuklearer egress
uL27 gB Typ-I ja Membranfusogen, Virus entry, auch nukledrer egress
tail- . . . .
UL34 - anchor nein interagiert mit pUL31; nuclear egress complex
uL43 - Typ-lll nein PRV-Ortholog involviert in Fusionsprozesse
UL44 oC Typ-| ia Adsorption wahre.nd Virus entry; moduliert
Komplementaktivierung

uL4s5 - Typ-lI ja beteiligt an Membranfusion, besonders wahrend Endozytose
ULA9A aN Typ-| nein komplexiert mlt gM (UL10); PRV-Ortholog inhibiert
- Membranfusion
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ORFt Name |Typ Vlrusk:)mpo- Funktion¥
nente
ULS3 gk Typ-ll nein |nter?g|ert mit pUL20; inhibiert Membranfusion, sekundare
Umhillung
tail- . HSV-2-Ortholog involviert in Transport und Freisetzung von
UL56 - ja .
anchor Virionen
us4 gG Typ-I ja Funktion unbekannt
us5 gl Typ-l nein blockiert Apoptose
use gD Typ-I ja Virus entry, bindet an Zelloberflachenrezeptoren
us7 gl Typ- ja komplexiert mit gk (US8); Fc-Rezeptor, cell-to-cell spread
uss gk Typ-l ja komplexiert mit gl (US7); Fc-Rezeptor, cell-to-cell spread
US8A - Typ-Il nein Funktion unbekannt
Typ-Il;
us9 - evtl. tail |ja PRV: bendtigt fir anterograden Transport der Virionen im Axon
anchor

1 = konservierte ORFs sind unterstrichen
* = massenspektrometrische Analyse reifer Virionen (Loret et al., 2008)
¥ = nach Roizman et al., 2007

2.2.3.1 Glykoprotein M (gM)

Das herpesvirale Glykoprotein M (gM) ist eines der wenigen innerhalb der Herpesvirusfamilie
konservierten Membranproteine. Obwohl diese Konservierung auf eine bedeutende Funktion
wahrend des Replikationszyklus hinweist, ist die funktionelle Relevanz von gM stark variabel.
Einerseits ist es fur die Replikation mancher Spezies in Zellkultur essenziell (Hobom et al., 2000;
Tischer et al., 2002; May et al., 2005), namlich in hCMV (ein B-Herpesvirus), MuHV-4 (Murides
Herpesvirus 4, ein y-Herpesvirus der Maus) und GaHV-2 (Gallides Herpesvirus 2, ein a-Herpesvirus
des Huhns). Fiir die meisten untersuchten Vertreter der a-Herpesviren - auch HSV-1 - ist es allerdings
entbehrlich und funktionell redundant zu anderen Viruskomponenten (Baines und Roizman, 1991;
Dijkstra et al., 1996; Osterrieder et al., 1996; Fuchs und Mettenleiter, 1999; Browne et al., 2004;
Leege et al., 2009; Sadaoka et al., 2010).

Das Glykoprotein M von HSV-1 wird durch UL10 kodiert und besteht aus 473 Aminosauren. Es zahlt
zu den Typ-lllL Membranproteinen mit laut Vorhersage (CBS TMHMM Server v. 2.0;
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) acht TM-Domanen und einer Topologie, bei der
sowohl N- als auch C-Terminus cytoplasmatisch exponiert sind (siehe Abbildung 2.4). Auf
Proteinebene lasst sich ein Vorlauferprotein (47 kDa) von der durch Glykosylierung gereiften Form
(53-63 kDa) unterscheiden (Baines und Roizman, 1993). Eigentlich als Protein der spaten oder
v-Expressiongruppe klassifiziert (Roizman et al., 2007), kann es bereits wenige Stunden nach der

Infektion und vor Beginn der viralen DNA-Replikation detektiert werden (Stingley et al., 2000; Zhang
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et al., 2009). Glykoprotein M bildet einen Komplex mit Glykoprotein N (UL49A), einem ebenfalls
konservierten Typ-l Membranprotein (Fossum et al., 2009). Fir die PRV-Homologen konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion Uber eine Disulfidbriicke vermittelt wird (Jons et al., 1998),
wahrscheinlich unter Beteiligung eines konservierten Cysteinrests in der ersten luminalen Schleife

(Crump et al., 2004).

luminal/extrazellular

cytoplasmatisch

ryasaylyhrrhhtkffmrmrdtrhrahsalkrvrssmrgsrdgrhrpapgsppgipeyaedpyaisyggal
drygdsdgepiYDEVaddqgtdvlYAKIghprhlpdddpiYDTVggydpepaedpvYSTVrrw,,,

Abbildung 2.4: Potenzielle Topologie von HSV-1 gM

Das Glykoprotein M (gM) von HSV-1 besitzt laut Vorhersage (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)
acht TM-Domanen und eine Topologie, bei der sowohl N- als auch C-Terminus cytoplasmatisch exponiert sind.
Die Sequenz des cytoplasmatisch exponierten C-Terminus trdagt mehrere potenzielle trafficking-Motive,
namlich Tyrosin-basierte Motive mit der Konsensus-Sequenz YXX¢ (Y = Tyrosin, X = Aminosaure jeglicher Art,
¢ = sperrige hydrophobe Aminosaure; fett und in GroRbuchstaben) sowie eine Anhaufung saurer Aminosauren
(acidic cluster; unterstrichen). Beide Motive sind an der Endozytose von Membranproteinen sowie
moglicherweise am Transport vom ER zum Golgi-Apparat beteiligt (Favoreel, 2006).

Wahrend der Infektion lokalisiert gM an den Kernmembranen, am TGN und an der Plasmamembran
(Baines und Roizman, 1993; Crump et al., 2004; Wills et al., 2009; Zhang et al., 2009). Fir die
Rekrutierung zur INM ist der nuclear egress complex (NEC) aus pUL34/pUL31 nétig (Wills et al.,
2009), was fiir eine unreife Form von gM nicht gilt, die bereits sehr friih nach der Infektion im Kern
detektiert wird (Zhang et al., 2009). Insgesamt scheint die subzellulare Verteilung von gM stark
reguliert zu sein. Im Einklang mit seiner Lokalisierung wird gM sowohl in perinukledre Virionen als
auch in reife Partikel inkorporiert (Baines et al., 2007; Loret et al., 2008). Neben einer moglichen
Funktion von gM wahrend des nuclear egress, sprechen mehrere Befunde fiir eine Beteiligung
wahrend der sekundaren Umhiillung an TGN-Membranen. So sorgt gM im virusfreien Kontext fiir die

Relokalisierung von gH/gL sowie gD von der Plasmamembran zum TGN (Crump et al., 2004), was der
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Konzentrierung von viralen Membranproteinen am Ort der sekundaren Umhillung und damit einer
effizienten Bildung und Auswanderung von Viruspartikeln dienen konnte. Darliber hinaus wurde bei
der Infektion einer gM-defizienten HSV-1 Mutante eine erhohte Anzahl nicht-umhillter
cytoplasmatischer Capside beobachtet (Browne et al., 2004). AuRerdem inhibiert gM die durch gB,
gH/gL und gD induzierte Membranfusion (Klupp et al., 2000; Koyano et al., 2003; Crump et al., 2004),
moglicherweise durch Anderung von Membraneigenschaften oder Interaktion mit der
Fusionsmaschinerie.

Die Verteilung von gM auf verschiedene zellulire Membranen im Verlauf der Infektion lasst auf
Transportsignale innerhalb der Proteinsequenz schlieBen, die von den verschiedenen
Transportsystemen erkannt werden. Tatsachlich besitzt gM mehrere potenzielle trafficking-Motive
im cytoplasmatisch exponierten C-Terminus (siehe Abbildung 2.4). Tyrosin-basierte Motive mit der
Konsensus-Sequenz YXX¢ (Y = Tyrosin, X = Aminosaure jeglicher Art, ¢ = sperrige hydrophobe
Aminosaure) kdnnen teilweise zusammen mit einer Gruppe saurer Aminosauren (acidic cluster) als
Signalmotive fiir die Endozytose von Membranproteinen sowie moglicherweise dem
Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat dienen (Favoreel, 2006). Fiir MuHV-4 und hCMV konnte
gezeigt werden, dass der cytoplasmatisch exponierte C-Terminus mit seinen Tyrosin-basierten
Motiven und einem acidic cluster zur Virusreplikation benétigt wird (Krzyzaniak et al., 2007; May et

al., 2008).

2.3 Funktionelle Genomik: Interaktionsnetzwerke des HSV-1

Die funktionelle Genomik als Teilgebiet der Molekularbiologie beschreibt die Funktionen und
Interaktionen von Genen und Proteinen mit Hilfe der Analyse grolRer Datenmengen. Der Fokus liegt
dabei vor allem auf nicht-statischen Aspekten wie Protein-Protein-Interaktionen, aber auch
Transkription und Translation von Genen. Durch das Studium komplexer Systeme aus der
Vogelperspektive kénnen Zusammenhange auch funktioneller Art identifiziert werden, woraus sich
ein besseres Verstandnis der dynamischen Prozesse innerhalb eines Systems entwickelt. Diese Daten
bilden die Grundlage der Systembiologie, um lebende Systeme simulieren zu kdnnen und die Effekte
einer Manipulation vorherzusagen (Titz et al., 2004).

Interaktionsnetzwerke auf Proteinebene (sogenannte Interaktome) dienen der grafischen
Darstellung von Interaktionsdaten, die meist im Hochdurchsatzverfahren gewonnen werden. Sind die
Funktionen einiger Proteine des Interaktoms bereits bekannt, konnen erste Hinweise auf die
Funktionalitdt nicht-charakterisierter Proteine gewonnen werden. Es gibt verschiedene Methoden,
mit denen Interaktionsdaten generiert werden kdnnen, am weitesten verbreitet ist dabei das Hefe-2-

Hybridsystem (Fields und Song, 1989) (siehe 3.3.7.1). Um die Verlasslichkeit der gewonnen Daten zu
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Uberprifen, werden sie haufig mit Hilfe einer zweiten Methode verifiziert oder mit demselben
System auf Reproduzierbarkeit getestet. Mit zunehmendem Einsatz von Robotern und informatischer
Datenverarbeitung konnten im letzten Jahrzehnt viele Interaktionsdaten sowohl auf subzellularer als
auch auf Organismus-Ebene veréffentlicht werden (Vidal et al., 2011). Die Datenlage reicht dabei von
verschiedenen Modellorganismen wie S. cerevisiae (Uetz et al., 2000; Ito et al., 2001), C. elegans (Li
et al., 2004) oder D. melanogaster (Giot et al., 2003) Uber bakterielle und virale Krankheitserreger
wie z.B. M. tuberculosis (Raman und Chandra, 2008) oder Hepatitis-C-Virus (de Chassey et al., 2008)
bis hin zum Menschen selbst (Rual et al., 2005; Stelzl et al., 2005).

In Proteininteraktionsnetzwerken sind die Proteine als Knoten (nodes) und die Interaktion als
Verbindungslinie (edges) zwischen ihnen dargestellt (Titz et al., 2004). Obwohl diese Darstellung die
dynamischen Prozesse der Proteininteraktionen nicht widerspiegelt, gibt sie doch einen guten
Uberblick iiber das Interaktom und seine Eigenschaften. Wie viele Netzwerke aus dem Bereich der
Soziologie oder Technik besitzen auch biologische Netzwerke eine Topologie, die als skalenfrei (scale-
free) bezeichnet wird (siehe Abbildung 2.5). Dabei folgt der Verknlpfungsgrad k (degree) eines
Knotens einer Potenzfunktion (P(k)~k-v), also bilden wenige Knoten hochvernetzte hubs, wahrend die
meisten Knoten nur einen geringen Verknipfungsgrad besitzen (Jeong et al., 2000; Wagner und Fell,
2001; Barabasi und Oltvai, 2004). Diese Eigenschaft tragt zur Robustheit eines komplexen Systems
gegeniber Ausfillen innerhalb des Systems bei (Newman, 2003). Obwohl groBe Netzwerke zunachst
sehr komplex erscheinen, sind sie hierarchisch in funktionelle Module und Submodule unterteilt
(clustering) (Hartwell et al., 1999). Typisch ist auch, dass zwei beliebige Knoten lber recht wenige
Verbindungslinien miteinander verknipft sind, ein Effekt, den man als small-world bezeichnet (Watts

und Strogatz, 1998).

2.3.1 Intravirale Interaktionen

Aufgrund ihres vergleichsweise kleinen Genoms eignen sich Viren besonders gut fir eine
genomweite Analyse ihrer Proteininteraktionen. Ein solches intravirales Netzwerk hilft dabei, ein
komplexes System wie ein Humanpathogen zu verstehen. Zunichst gewinnt man einen Uberblick
Uber das Zusammenspiel der viralen Proteine im Verlauf der Infektion. Daraus lassen sich
Hypothesen ableiten, wie die einzelnen Proteine miteinander interagieren, aber auch reguliert oder
modifiziert werden (Uetz et al., 2004). Interaktionsdaten von Proteinen mit bekannter Funktion
geben Hinweise auf eine mogliche Funktion uncharakterisierter Interaktionspartner und
vereinfachen damit weitergehende funktionelle Untersuchungen. Der Vergleich von Interaktomen

innerhalb einer Virusfamilie kann helfen, evolutionar konservierte Strategien offenzulegen.
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Die genomweite Analyse viraler Proteininteraktionen beschrankt sich bisher auf wenige Spezies.
Dazu gehoren kleine RNA-Viren (Choi et al., 2000; Flajolet et al., 2000; Guo et al., 2001), aber auch
der T7-Bakteriophage (Bartel et al., 1996) und das Vaccinia-Virus (McCraith et al., 2000). Der Fokus
liegt allerdings sehr stark auf verschiedenen Mitgliedern der Herpesvirusfamilie, wie HSV-1 (Vittone
et al., 2005; Lee et al., 2008), EBV (Calderwood et al., 2007), KSHV (Rozen et al., 2008) und VZV (Uetz
et al.,, 2006). Durch den Vergleich der Interaktionsnetzwerke von fiinf Herpesviren konnte ein
evolutionar konserviertes Interaktom dargestellt werden (Fossum et al., 2009).

Die bisher untersuchten intraviralen Netzwerke besitzen eine leicht abweichende Topologie im
Vergleich zu ihren zellularen Pendants (Uetz et al., 2006). Hier finden sich zwar dhnlich viele
hochverkniipfte hubs, allerdings gibt es nur sehr wenige Knoten mit einem Verknlpfungsgrad von 1,
was untypisch fir skalenfreie Netzwerke ist (siehe Abbildung 2.5). Resultierend aus einem uniblich
niedrigen Potenzkoeffizienten y ergibt sich daraus bei logarithmischer Auftragung ein flacherer
Verlauf der Regressionsgeraden im Vergleich zu zelluldren Netzwerken. Die intraviralen Interaktome
verfligen zwar auch Uber insgesamt kurze Pfadlangen, sind aber nicht in miteinander verbundene
Submodule unterteilt, sondern stellen ein einziges hochvernetztes Modul dar. Aufgrund dieser
ungewohnlichen Netzwerkeigenschaften sind die intraviralen Netzwerke besser gegen Angriffe von

aullen gewappnet als zellulare Interaktome.
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Abbildung 2.5: Topologie von Interaktionsnetzwerken

(A) Charakteristisch fiir Interaktionsnetzwerke auf Proteinebene ist die sogenannte skalenfreie (scale-free)
Topologie. Wenige Knoten (nodes) haben einen hohen Verknilpfungsgrad k (degree) und dienen als
hochvernetzte hubs, wahrend die meisten Knoten nur wenige Verbindungslinien (edges) besitzen. lhre
Gradverteilung folgt der Potenzfunktion P(k)~k-v, wobei y die Steigung der Regressionsgeraden bei
logarithmischer Auftragung angibt (modifiziert nach Jeong et al., 2000). (B) Intravirale Netzwerke besitzen im
Vergleich zu zelluldren Interaktomen zwar dhnlich viele hubs, jedoch nur sehr wenige Knoten mit niedrigen
Verknipfungsgraden. Daraus ergibt sich ein uniblich niedriger Potenzkoeffizient y der Gradverteilung, bei
logarithmischer Auftragung ist die Steigung der Regressionsgeraden flacher (Uetz et al., 2006).
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2.3.2 Virus-Wirt Interaktionen

Ebenso bedeutsam wie das Erstellen intraviraler Interaktionsnetzwerke ist die Aufklarung der
direkten Wechselwirkungen zwischen den Proteinen von Wirtszelle und Virus. Neben den vielen
Ublicherweise im kleinen Malstab identifizierten und charakterisierten Protein-Protein-Interaktionen
gewinnen zunehmend genomweite Analysen von Virus-Wirt Interaktionen an Bedeutung (Mendez-
Rios und Uetz, 2010). Proteininteraktionsdaten viraler und zellularer Proteine (sogenannte
virhostome) wurden z.B. fiir EBV (Calderwood et al., 2007), Influenzavirus H1IN1 (Shapira et al., 2009)
sowie Hepatitis-C-Virus (de Chassey et al., 2008) generiert.

Mit Hilfe solcher systematischer Datensatze ist es moglich, den Ablauf des viralen Replikationszyklus
besser zu verstehen und weiter aufzuklaren. AulRerdem bietet sich die Madglichkeit, wichtige
Interaktionen zu identifizieren und als potenzielle Ziele antiviraler Medikamentenentwicklung zu
nutzen (Maxwell und Frappier, 2007). Uber den Vergleich zellular-viraler Interaktome verschiedener
Spezies kdnnen konservierte Strategien der Infektion und Replikation entdeckt werden, die ebenfalls
zum Fortschritt antiviraler Therapien beitragen kénnen (Bailer und Haas, 2009). Dariber hinaus
lassen sich Virus-Wirt Netzwerke in ibergeordnete zellulare Netzwerke integrieren, um den Zustand
einer infizierten Zelle zu simulieren (Uetz et al., 2006). So lassen sich Schwachpunkte im zellularen
Netzwerk finden, die haufig als Angriffspunkte der viralen Infektion dienen (Vidal et al., 2011). Es
wurde beispielsweise beobachtet, dass virale Proteine bevorzugt mit zellularen hubs interagieren
(Calderwood et al., 2007; Shapira et al., 2009). Besonders die Kombination von Interaktionsdaten mit
globalen funktionellen Analysen, wie z.B. RNA-Interferenzstudien (RNAi), ermoglicht ein vertieftes
Verstandnis der Prozesse wadhrend der Infektion sowie deren Simulation in silico mit Hilfe

systembiologischer Modelle.

2.3.2.1 Die zelluldre ESCRT-Maschinerie

Viele umbhillte RNA-Viren - wie Retroviridae, Filoviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae und
Paramyxoviridae - nutzen ein zelluldares System, um durch Knospung an der Zellmembran oder
anderen Membrankompartimenten ihre Membranhille zu bilden (Morita und Sundquist, 2004;
Bieniasz, 2006). Diese sogenannte ESCRT-Maschinerie (endosomal sorting complex required for
transport) besteht aus mehreren Multiproteinkomplexen und Regulatoren (siehe Tabelle 2.2) und
wurde urspringlich im Zusammenhang mit der endosomalen Proteinsortierung in S. cerevisiae
entdeckt (Raymond et al., 1992). Zum Abbau bestimmte Membranproteine werden zunachst durch
eine konzertierte Aktion der ESCRT-Komplexe in intraluminale Vesikel (ILV) an Endosomen verpackt,
wodurch sogenannte multivesicular bodies (MVB) entstehen (Raiborg und Stenmark, 2009). Die

Fusion der MVB mit Lysosomen fiihrt zum Abbau der ILV und Degradation der Proteinfracht
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(Katzmann et al., 2002). Hierbei handelt es sich um einen evolutiondr stark konservierten
Mechanismus, der an der Regulation biologischer Prozesse wie der Biogenese von multivesicular
bodies (MVB), Cytokinese, moglicherweise Autophagie sowie viralen Knospungsereignissen beteiligt
ist (Hurley und Hanson, 2010). Da hefegenetische Studien erstmals zur Identifizierung der VPS-Gene
(vacuolar protein sorting) als ESCRT-Komponenten flihrten, basiert die funktionelle Aufklarung der
ESCRT-Maschinerie, inklusive Interaktionen der verschiedenen Komponenten sowie
Proteinstrukturen, hauptsachlich auf der Analyse von Hefeproteinen (Bowers et al., 2004,
Kostelansky et al., 2006; Wollert und Hurley, 2010). Die funktionelle Konservierung des ESCRT-
Mechanismus erlaubt allerdings die Ubertragung auf die homologen Proteine in Siugetierzellen
(siehe Tabelle 2.2). Sehr ungewodhnlich ist dabei die Richtung des Knospungsereignisses, die

entgegengesetzt zur Ublichen zelluldren Vesikelbildung - ndmlich aus dem Cytoplasma in das Lumen

hinein - verlauft (Hurley und Hanson, 2010).

Tabelle 2.2: ESCRT-Untereinheiten und assoziierte Proteine (nach Hurley und Hanson, 2010)

Gruppe Funktion Protein (Hefe) | Protein (human) Funktion
ESCRT-0 Zusammenlagerung Vps27 HRS bindet PI3P-haltige Membranen,
von ubiquitinierter ESCRT-I, Ub und Clathrin
Fracht Hsel STAM1, STAM2 bindet Ub und DUBs
ESCRT-I Membranknospung Vps23 TSG101 (VPS23) bindet Ub und ESCRT-0; auch
(zusammen mit retrovirales Gag-Protein tiber
ESCRT-I1) P(T/S)AP-Motiv
Vps28 VPS28 bindet ESCRT-II
Vps37 VPS37A, VPS37B, bindet an Membranen; bindet
VPS37C, VPS37D IST1 (in Sdugerzellen)
Mvb12 MVB12A, MVB12B stabilisiert ESCRT-I Oligomere;
bindet Ub
ESCRT-II Membranknospung Vps22 VPS22 (EAP30, bindet an Membranen
(zusammen mit SNF8)
ESCRT-1) Vps25 VPS25 (EAP20) rekrutiert und aktiviert ESCRT-III
Uber Bindung von Vps20
Vps36 VPS36 (EAP45) bindet Phosphoinositid-haltige
Membranen, Ub und ESCRT-I
ESCRT-III Membranabschniirung | Vps20 VPS20 (CHMP6) initiiert ESCRT-III Aufbau durch
Bindung an Snf7; initiiert
Membranspaltung; bindet Vps4
fr ESCRT-IIl Abbau
Snf7 (Vps32) SNF7A, SNF7B, Haupttreiber der
SNF7C (CHMP4A, Membranspaltung, rekrutiert
CHMP4B, CHMP4C) | DUBs (in Hefen); bindet Proteine
mit Brol-Domaéne (auch ALIX)
Vps24 VPS24 (CHMP3) beendet Membranspaltung,
rekrutiert DUB AMSH (in
Saugerzellen)
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Gruppe Funktion Protein (Hefe) | Protein (human) Funktion
Vps2 VPS2A, VPS2B rekrutiert Vps4, initiiert ESCRT-III
(CHMP2A, CHMP2B) | Abbau
ESCRT-III- | Regulation der Did2 (Vps46) CHMP1A, CHMP1B | rekrutiert Vps4
verwandt | Membranabschniirung (DID2A, DID2B)
und Abbau des ESCRT- Vps60 CHMP5 bindet Vtal mit hoher Affinitat
Il Komplexes
Istl IST1 bindet Vps4, Vtal, Did2 und
ESCRT-I
- CHMP7 bindet SNF7B und DUB UBPY
VPS4 und | Abbau des ESCRT-III Vps4 VPS4A, VPS4B AAA+ ATPase; Oligomer; Abbau
VTAl Komplexes von ESCRT-III
Vtal VTAL1 (LIP5) bindet ESCRT-IIl und -verwandte
Proteine; bindet Vps4 zur
Forderung der Oligomerisierung
und ESCRT-IlI-Recycling
Andere Modulatorische Brol (Vps31) ALIX (PDCD6IP, AIP1) | rekrutiert Snf7 zur
Funktionen Membranspaltung; rekrutiert
DUBs; bindet virale YPX,L-Motive

AAA+ = ATPases associated with diverse cellular activities; AMSH = associated molecule with the SH3 domain of
STAM; DUB = Deubiquitinierendes Enzym; PI3P = Phosphatidylinositol-3-Phosphat; Ub = Ubiquitin; UBPY =
Ubiquitin Isopeptidase Y

Die klassische Funktion der ESCRT-Maschinerie dient dem Abbau von ubiquitinierten
Membranproteinen, wie z.B. Membranrezeptoren. Die Rekrutierung der vier ESCRT-Komplexe und
ESCRT-assoziierter Proteine erfolgt sequenziell. Der ESCRT-0 Komplex besitzt mehrere Ub-
Bindestellen (Ubiquitin) und bindet an PI3P-haltige (Phosphatidylinositol-3-Phosphat) Membranen
(Ren und Hurley, 2010), durch die Interaktion mit ubiquitinierten Membranproteinen am Endosom
werden Frachtproteine angereichert (Wollert und Hurley, 2010). Die Anwesenheit von ESCRT-0 an
Membranen des frilhen Endosoms rekrutiert die beiden Komplexe ESCRT-I und -II, die jeweils aus
Heterotetrameren aufgebaut sind und zumindest in Hefen einen Superkomplex bilden (Teo et al.,
2006; Gill et al., 2007). Beide ESCRT-Untereinheiten besitzen selbst Ub-Bindestellen, weshalb ein
Modell der Frachtiibergabe von einem Komplex zum nachsten wahrscheinlich ist (Raiborg und
Stenmark, 2009). Zusammen induzieren ESCRT-I/-Il das Knospungsereignis an der
Endosomenmembran und lokalisieren dabei nicht im Vesikellumen, sondern exklusiv am
Knospungshals. Der genaue Mechanismus der Knospenbildung ist nicht geklart, die
Strukturaufklarung der beteiligten Komplexe legt allerdings folgendes Modell nahe (Kostelansky et
al., 2006; Hurley und Hanson, 2010): Sowohl ESCRT-I als auch -l besitzen eine dreidimensionale
Struktur von ca. 27 nm, bei der multivalente Bindungsstellen (Ub-Bindestellen, Membran-
Bindedomanen sowie Bindestellen zu den verschiedenen ESCRT-Untereinheiten) durch eine

lingliche, steife Struktur getrennt werden. Uber die gegenseitige Bindung sowie die Interaktion mit

26




2 EINLEITUNG

der Endosomenmembran kdonnte ESCRT-I/-Il die Membran in Richtung Lumen auswuchten und so
den Knospenhals stabilisieren. Darliber hinaus sorgen sie fir den Einschluss der Frachtproteine im
knospenden Vesikel (Wollert und Hurley, 2010). Beide Komplexe rekrutieren ESCRT-IIl, ein
dynamisches Polymer, das die Spaltung der Membran am Knospungshals katalysiert. Der ESCRT-III
Komplex besteht aus Vps20, Snf7, Vps24 und Vps2, und wird in dieser Reihenfolge und in keinem
streng definierten Verhaltnis aufgebaut. Die ersten drei Komponenten sind an der Membranspaltung
beteiligt, wobei Snf7 die wirksamste Untereinheit darstellt, wahrend Vps2 fiir die Rekrutierung der
AAA+ ATPase Vps4 sorgt (Wollert et al., 2009). Ein rechnerisch entwickeltes Modell postuliert, dass
die Komponenten des ESCRT-IIl sich spiralféormig in einer kuppelartigen Struktur im Knospungshals
anordnen, dadurch den Hals verengen und so die Trennung des ILV von der Endosomenmembran
fordern (Fabrikant et al., 2009). Die einzige thermodynamisch treibende Kraft in diesem Prozess der
ILV-Bildung ist die Kopplung des ESCRT-IIl Abbaus und Recyclings mit der ATP-Hydrolyse durch Vps4
(Babst et al., 1998; Wollert et al., 2009). Strukturelle Untersuchungen von Vps4 legen nahe, dass es
einen ringférmigen, dodekameren Zylinder bildet (Scott et al., 2005; Gonciarz et al., 2008; Landsberg
et al., 2009), dessen Oligomerisierung durch Vtal gefordert wird (Xiao et al., 2008). Die MIT-Doméne
von Vps4 (microtubule interacting and transport) interagiert mit MIM-Doméanen (MIT-interacting
motif), die in fast allen Komponenten des ESCRT-IIl bzw. ESCRT-lll-verwandten Proteinen enthalten
sind (Obita et al., 2007; Stuchell-Brereton et al., 2007; Kieffer et al., 2008). Uber diese Interaktion
werden die ESCRT-IIl Untereinheiten in und moglicherweise auch durch die zentrale Pore von Vps4
gezogen und als Monomere in das Cytosol entlassen. Did2, Ist1l und Vps60 sind neben Vtal weitere

regulatorische Proteine von Vps4 (Hurley und Hanson, 2010).

A B escrr

ESCRT-II

Abbildung 2.6: Molekularer Mechanismus der MVB Biogenese

Aktuelles Modell der Biogenese von multivesicular bodies (MVB) durch die ESCRT-Maschinerie (endosomal
sorting complex required for transport). (A) ESCRT-0 assembliert, indem es zur lysosomalen Degradation
bestimmte Membranproteine an der Endosomenmembran bindet. (B) ESCRT-I und -ll besitzen
Membranbindestellen, die durch steife Strukturen getrennt sind, und konnten so die Knospenbildung
induzieren. Frachtproteine werden im entstehenden Vesikel konzentriert. (C) Proteine des ESCRT-IIl Komplexes
lagern sich spiral- und kuppelférmig im Knospungshals an und férdern so die Membranspaltung. (D) Die AAA+
ATPase Vps4 betreibt energieabhangig den Abbau des ESCRT-IIl Komplexes. Die Frachtproteine sind nun in
intraluminalen Vesikeln (ILV) eingeschlossen (modifiziert nach Wollert und Hurley, 2010).
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Die ungewohnliche Richtung des durch die ESCRT-Maschinerie induzierten Knospungsprozesses
bietet sich fiir die Knospung membranumhdliter Viren aus dem Cytosol heraus an und wird auch
tatsachlich von vielen Virusspezies genutzt (Morita und Sundquist, 2004; Bieniasz, 2006; Welsch et
al., 2007). Dies ist besonders gut flr HIV-1 (Humanes Immundefizienzvirus-1) charakterisiert, dessen
Protein Gag die Knospenbildung zwar selbst induzieren kann, zur Membranspaltung allerdings den
ESCRT-IIl Komplex benotigt. Dieser wird durch die Interaktion von Gag mit ESCRT-I und ALIX zur
Knospungsstelle an der Cytoplasmamembran rekrutiert und ermdglicht die Freisetzung umbhiillter
Nachkommenviren (Hurley und Hanson, 2010). Die Interaktion viraler Proteine mit zelluldren
Knospungsfaktoren wird teilweise durch sogenannte late-Domanen (L-Domdanen) vermittelt, deren
Mutation zu einem Arrest des Virus-assembly in spater Phase fiihrt (Parent et al., 1995). Bisher sind
drei Typen von L-Domanen und ihre zelluldren Partner identifiziert worden (Morita und Sundquist,
2004). Das P(T/S)AP-Motiv rekrutiert TSG101, ALIX bindet an die YP(X),L-Domé&ne (n = 1-3) und Uber
PPXY wird die Interaktion zur Familie der HECT Ubiquitin Ligasen hergestellt. Letztere kénnten durch
die Ubiquitinierung viraler oder zellularer Faktoren die Rekrutierung der ESCRT-Maschinerie zum Ort
des Knospungsereignisses fordern (Bieniasz, 2006).

Verschiedene Befunde weisen darauf hin, dass auch HSV-1 die ESCRT-Maschinerie zur Gewinnung
der Hillmembran nutzen kénnte. So inhibiert die Expression von dominant-negativem VPS4 die
Produktion umhiillter Viren im Cytoplasma (Crump et al., 2007) und auch VPS24 wird fur assembly
und Freisetzung von HSV-1 bendtigt (Calistri et al., 2007). Dariber hinaus wurde gezeigt, dass
Glykoprotein B an MVB-Membranen akkumuliert und fir das intrazelluldre trafficking von gB ein
funktioneller ESCRT-Apparat bendtigt wird (Calistri et al., 2007). Zur HSV-1 Produktion ist ein
funktionaler ESCRT-IIl Komplex notwendig, die ESCRT-Proteine TSG101 und ALIX scheinen allerdings
keine Rolle zu spielen, trotz der Anwesenheit einiger L-Domanen in viralen Faktoren (Pawliczek und

Crump, 2009).

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Der Lebenszyklus des Herpes simplex-Virus 1 erfordert die Querung mehrerer zellularer Membranen,
sowohl beim Eintritt in die Zelle als auch wahrend der Virusmorphogenese. Verschiedene Befunde
weisen darauf hin, dass an diesen Schritten die Membranproteine von HSV-1 beteiligt sind, deren
Funktionen groRtenteils noch unaufgeklart sind. Um das Zusammenspiel der HSV-1
Membranproteine untereinander und mit anderen viralen Proteinen naher zu beleuchten, sollten mit
Hilfe genomweiter Hefe-2-Hybrid-Analysen (Y2H) neue Protein-Protein-Interaktionen (PPl) auf
intraviraler Ebene identifiziert werden. Da Membranproteine auf Grund ihrer hydrophoben

Domaédnen weniger gut fiir das Y2H-System geeignet sind, bot sich die Verwendung von ausschlie3lich
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extramembranaren Proteinfragmenten an. Die neuen PPI-Daten tragen so zur Vervollstandigung der
intraviralen Wechselwirkungen von HSV-1 sowohl im Partikel als auch wahrend der Infektion bei
(Fossum et al., 2009). Durch die bioinformatische Darstellung als Interaktionsnetzwerk und den
Vergleich mit der Literatur konnen Riickschlisse auf die Funktion(en) unbekannter Proteine gezogen
und funktionale Gruppierungen aufgedeckt werden. Zur Validierung der positiven Ergebnisse sollte
das BRET-System (bioluminescence resonance energy transfer) eingesetzt werden und damit
gleichzeitig die Eignung dieser Methode zur Untersuchung von PPl der Membranproteine liberprift
werden.

Anhand der Y2H-Analyse war es nun moglich, ein auf Grund seiner Interaktionspartner und zentraler
Stellung im Interaktom interessantes Membranprotein - namlich Glykoprotein M (gM) - zur weiteren
funktionellen Charakterisierung zu bestimmen. Ziel war es, die Bedeutung der groRen,
cytoplasmatisch lokalisierten C-terminalen Domane von gM, mit der alle intraviralen Interaktoren
gefunden wurden, hinsichtlich potenzieller trafficking Motive zu untersuchen. Dies sollte sowohl im
Virus-freien System unter Verwendung von sequenziellen Deletionsmutanten als auch im viralen
Kontext geschehen, wozu neue gM-Deletionsmutanten von HSV-1 generiert und beziglich ihrer
Wachstumseigenschaften charakterisiert wurden.

Um die molekularbiologischen Vorgdange wahrend der HSV-1 Replikation besser zu verstehen, ist es
von groflem Interesse, die Wechselwirkungen zwischen Virus und Wirt zu erforschen. Es gibt
Hinweise, dass sich HSV-1 analog zu anderen Viren einer zelluldren Maschinerie zur Bildung seiner
Membranhiille bedient. Dieser ESCRT-Komplex (endosomal sorting complex required for transport)
induziert Membranknospungereignisse in einer untypischen, dennoch fiir das knospende
Viruspartikel favorisierten Richtung. Die Identifizierung von PPl zwischen Proteinen der ESCRT-
Maschinerie und HSV-1 liefert Anhaltspunkte, ob sich HSV-1 Partikel wahrend der sekundaren

Umhillung der ESCRT-Maschinerie bedienen und welche ESCRT-Subkomplexe daran beteiligt sind.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate und Software

ABI Prism 7000 Sequence Detection System mit Software
Adobe Photoshop CS

Brutschrdnke

Cytoscape v2.8.1 Software

DNAMAN 6.0

Elektroporator Biorad Gene Pulser Xcell
Expositionskassette fir Western Blots, Hypercassette™
Filmentwickler FPM-100A

Fluoreszenzmikroskop AF6000 mit Kamera und Software
Geldokumentationssystem EASY 429K, Hood RH-2
GraphPad Prism 5

Inkubationsschuttler

Kammern fiir Agarosegelelektrophorese

Kippschuttler

Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS SP5 mit Software

Kuhlschrank (4°C)

Kihlzentrifuge 6K15

Liquidator96, manuelles 96-Kanal Pipettiergerat
Magnetrihrer mit Heizplatte

Mikroskop Axiovert 25

Mikrowelle

Multikanalpipetten (50, 200, 1000 pl)
Multi-Plattenlesegerat FLUOstar OPTIMA
Nasstransfersystem Mini-Protean I
Neubauer Zahlkammer

Nucleofector 96-well Shuttle System

PCR Thermocycler

pH Meter

Pipetten (20, 200, 1000ul)

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

Spektrophotometer Nanodrop ND-1000
Sterilbank
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Applied Biosystems
Adobe

Heraeus, Memmert
Open Source Platform
Lynnon Bio Soft
Biorad

Amersham

Fuji

Leica

Herolab

GraphPad Software
Kihner, New Brunswick Scientific
Peglab

Edmund Bihler GmbH
Leica

Liebherr

Sigma
Steinbrenner

Janke & Kunkel
Zeiss

AEG

Eppendorf
BMG-Labtech
Biorad

Paul Marienfeld
Lonza

Applied Biosystems
WTW

Abimed

Brand

Biorad

Biorad

Biochrom

Peglab

BDK
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Thermomixer comfort
Tiefkhlschrank (-20°)
Tiefkihltruhe (-80°C)
Tischautoklav LTA 1x2x3
Tischzentrifuge 5417 R
UV-Transilluminator
Vortex Mixer
Wasserbad

Zentrifuge Multifuge 3L

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

0,05% Trypsin-EDTA (1x)
-Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
Ampuwa

Deckglaser, rund 12 mm

dNTP Mix (jeweils 10mM)

Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline (PBS)
ECL Plus Western Blotting Detection System
Effectene Transfektionsreagenz
Einmal-Impfdsen, steril
Elektroporationskiivetten Gene Pulser, 2mm
Falcon-Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Fotales Kalberserum (FCS)

Glaswaren

Humane IgG

Kryo-Réhrchen

Kunststoffklvetten fir Photometer
-Leu/-Trp DO Supplement
L-Glutamin-Losung (200mM)

Lipofectamin 2000

Liquidatorspitzen

Minimal SD Base

Mounting Medium

Nichtessenzielle Aminosduren (NEAA, 100x)
Nitrocellulosemembran

Objekttrager
Penicillin/Streptomycin-Lésung (100x)
Petrischalen

Pipettenspitzen

Mikrotiterplatten (96-well) in U- und F-Form (Polystyren)

Mikrotiterplatten (96-well), weifl mit durchsichtigem Boden
(Polystyren), TC-behandelt
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Eppendorf

Liebherr

Forma Scientific Inc.
Zirbus Technology
Eppendorf

LKB

IKA Labortechnik
Julabo

Heraeus

Invitrogen
Clontech
Fresenius Kabi
Roth

Promega
Invitrogen

GE Healthcare
Qiagen

Nunc

Biorad

Nunc
Invitrogen
Duran, Schott
Sigma Aldrich
Nunc
Sarstedt
Clontech
Invitrogen
Invitrogen
Steinbrenner
Clontech
Dianova
Invitrogen
Schleicher und Schiill
Roth
Invitrogen

Greiner Bio One

Fa. Peske GmbH & Co.KG

Greiner Bio-One

Corning
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ReaktionsgefaRe (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)

Rontgenfilm Cronex 5

Serologische Pipetten

SF Cell Line 96-well Nucleofector Solution

Sterilfilter, 0,22 um

Sterilfiltrationseinheiten (250 ml), 0,22 um

Trypanblau Farbelosung (0,4%)

Whatman 3MM-Papier

Zellkulturmedium 10x MEM (Minimum Essential Medium)
Zellkulturmedium D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Zellkulturmedium Opti-MEM

Zellkulturschalen (15 cm, 10 cm, 12-well, 24-well)
Zentrifugenbecher 3120, Polypropylen, 250 ml

3.1.3 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT)
2-Deoxy-Galaktose (DOG)
3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT)
3-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
4-Methylumbelliferyl-a-D-galactopyranosid (4-MUx)
Agarose fir Elektrophorese
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH,4),S0,)

Ampicillin Natriumsalz

Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton

Bicin

Borsdure

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)
Carboxymethylcellulose
Chloramphenicol

Coelenterazin, nativ

D(+)-Galaktose
D(+)-Glucose-Monohydrat

D-Biotin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat (Fe,(SO,)s - 7 H,0)

Essigsaure, Eisessig
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Eppendorf
Agfa
Sarstedt
Lonza
Millipore
Nunc
Sigma-Aldrich
Whatman
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Nunc

Nalgene

Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Gibco

Gibco

Gibco

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
PJK

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Merck

Roth
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Ethanol, absolut (EtOH)
Ethidiumbromidlosung (10mg/ml)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol

Formaldehyd (37%)
Gentamycin-Losung (10 mg/ml)
Glyzerin

Isopropanol

Kaliumacetat (KAc)

Kaliumchlorid (KCl)

Kaliumhydroxid (KOH)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycin Sulfat

Kristallviolett

L-Adenin

L-Leucin

L-Tryptophan

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSo,)
Manganchlorid-Tetrahydrat (MnCl, - 4H,0)
McConkey-Agar

Methanol

Milchpulver
N,N,N,,,N,,-Tetramethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)
Paraformaldehyd

PEG 1000 (Polyethylenglykol)
Ponceau S

Roti-Phenol/Chloroform

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

Sorbitol

Tris

Triton X-100

Tween 20

Xylencyanol

3.1.4 Enzyme, Molekulargewichtsstandards und Kits

Benchmark Protein Ladder
BP Clonase Il Enzyme Mix
Gene Ruler 1kb DNA Ladder
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Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Merck

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Merck
Merck

Fluka

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Invitrogen
Invitrogen

Fermentas
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HotStar HiFidelity Polymerase Kit
LR Clonase Il Enzyme Mix
NucleoBond Xtra Midi Kit
QlAprep Spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit
Quick Ligation Kit

Quikchange Site-directed Mutagenesis Kit

Restriktionsendonukleasen

TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x)

3.1.5 Antikorper und Seren

3.1.5.1 Priméare Antikorper

Tabelle 3.1: Primarantikorper

Qiagen

Invitrogen
Macherey-Nagel
Qiagen

Qiagen

NEB

Stratagene

NEB

Applied Biosystems

Antikorper Anwendung (Verdiinnung) | Quelle

Ziege anti-gB IF (1:200) Santa Cruz Biotechnology Inc.
Maus anti-HA IF (1:300) Invitrogen

Ratte anti-HA WB (1:1000) Invitrogen

Kaninchen anti-TGN46 IF (1:50) AbD Serotec

Kaninchen anti-Calreticulin IF (1:100) Sigma

Kaninchen anti-gM WB (1:1000) Helena Browne, Cambridge
Maus anti-B-Actin WB (1:500) abcam

Kaninchen anti-c-myc IF (1:300) Cell Signaling

Maus anti-c-myc IF (1:300) Invitrogen

Kaninchen anti-ICPO r190 IF (1:500) Roger D. Everett, Glasgow
Maus anti-ICPO WB (1:400) Santa Cruz Biotechnology Inc.
Kaninchen anti-gD R45 IF (1:1000) gsirlzgé)lgﬁ?aund Roselyn Eisenberg,
Maus anti-gH LP11 IF (1:10) Helena Browne, Cambridge

3.1.5.2 Sekundare Antikérper

Tabelle 3.2: Sekundarantikorper

Antikérper Anwendung (Verdiinnung) | Quelle
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus IF (1:500) Invitrogen
Alexa Fluor 594 Ziege anti-Maus IF (1:500) Invitrogen
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Kaninchen IF (1:500) Invitrogen
Alexa Fluor 594 Ziege anti-Kaninchen IF (1:500) Invitrogen
Peroxidase-gekoppelt anti-Maus WB (1:3000) Dianova
Peroxidase-gekoppelt anti-Kaninchen WB (1:3000) Dianova
Peroxidase-gekoppelt anti-Ratte WB (1:3000) Dianova
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3.1.6 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert.

3.1.6.1 Oligonukleotide fiir die Rekombinationsklonierung
Die liberlappende Sequenz der attB-Primer (Oligos 1 und 2) mit den spezifischen Primern ist

unterstrichen, Start- und Stoppcodons sind - falls vorhanden - fett gedruckt.

Tabelle 3.3: Oligonukleotide fiir die Rekombinationsklonierung

Nr. | Name Sequenz (5’ = 3’)

1 attB forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

2 attB reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

3 UL10C_343for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGCGCGCCTATCTGTATCAC

4 UL10C_473rev AGAAAGCTGGGTCTACCAACGGCGGACGGTGC

5 UL17_for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGAACGCGCACTTGGCC

6 UL17N_657rev AGAAAGCTGGGTCTAGAGGCGGCGATTAAACCC

7 UL22NASP_19for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGCAGGTCCACGACTGGACTG

8 UL22NASP_804rev AGAAAGCTGGGTCTACCCGGGCGCAATTGCGGCC

9 UL27NASP_31for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGCTCCGAGTTCCCCCG

10 UL27A_747rev AGAAAGCTGGGTCTAGCGCCCCAGGTCGCCCATC

11 UL44NASP_25for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGGCTCGGAAACTGCCTCC

12 UL44NASP_477rev AGAAAGCTGGGTCTACTCGATCGCCTCGATCACC

13 UL56_for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGCTTCGGAGGCGGC

14 UL56N_210rev AGAAAGCTGGGTCTAGCCACAACAGCCCTGTCG

15 US6NASP_26for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGAAATATGCCTTGGTGG

16 US6_A-341_rev AGAAAGCTGGGTCTAGCCCATGTTGTTCGGGGTG

17 US7NASP_21for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGCTGGTTGTCCGTGGC

18 US7_A-273_rev AGAAAGCTGGGTCTACTGGGTCACCGTTAGCGC

19 US8NASP_21for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGGAACGCCCAAAACGTCC

20 US8_A-421_rev AGAAAGCTGGGTCTACCCTAACCGCAGGGCGC

21 UL1ASP_20for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGGCTTGCCTTCAACC

22 UL1_rev AGAAAGCTGGGTCTAGAGGCGCCGGGAGTGG

23 US6B_1075for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGGAATTGTGTACTGGATG

24 US6B_1182rev AGAAAGCTGGGTCTAGTAAAACAAGGGCTG

25 uL21_for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGAGCTTAGCTACGCCAC

26 UL21 1-267_rev AGAAAGCTGGGTCTTACGAGTCGGTGTTGTTTGG

27 UL21 268-536_for AAAAAGCAGGCTCCGCCAGTTCCCTGGTGCCCG

28 UL21_rev AGAAAGCTGGGTCTACACAGACTGTCCGTGTTGG

29 UL10_for AAAAAGCAGGCTCCGCCATGGGACGCCCGGCCCCCAGAG

30 UL10AC_rev AGAAAGCTGGGTCTAGGTGCAGCGGAGCACGGCCATGC

31 UL10AC-Strep_ rev AGAAAGCTGGGTCTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGC
GGTGCAGCGGAGCACGGC
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Nr. | Name Sequenz (5’ = 3’)
32 UL10-ER_rev AGAAAGCTGGGTTTACAGGGACTTCTTACCCAGCGCCCAACGGCGGACGGT
33 UL27_rev AGAAAGCTGGGTCTACAGGTCGTCCTCGTCGG

3.1.6.2 Oligonukleotide fiir klassische Klonierungen

Erkennungs- und Schnittstellen der entsprechenden Restriktionsenzyme sind kursiv dargestellt.

Tabelle 3.4: Oligonukleotide fiir klassische Klonierungen

Nr. Name Sequenz (5’ = 3’)

34 5’-Kpnl-UL10C TTTGGTACCGCGCGCCTATCTGTATC

35 3’-BamHI-UL10C TATGGATCCGCCTACCAACGGCGGAC

36 5’-Sall-TM-UL10C TTTGTCGACACCAACGGCTACTACG
CTTGTACCTGCTGGGGATGCTGGTCGCTTCCTGCCTCGGACGGCTCATGGCTTCCAAG

37 Rluc-CD5L-for
GTGTACG
TATGAGCTCGCCACCATGCCCATGGGGTCTCTGCAACCGCTGGCCACCTTGTACCTGC

38 Sacl-Rluc-CD5L-for
TGGGGATG

39 Xhol-Rluc-rev TTTCTCGAGCCCTGCTCGTTCTTCAGCACG

40 YEP-CDSL-for CCTTGTACCTGCTGGGGATGCTGGTCGCTTCCTGCCTCGGACGGCTCATGGTGAGCA
AGGGCGAGGAG

41 EcoRI-YFP_rev TTTGAATTCCGGATGAGCATTCATCAG

42 2nd-CD5L-YFP_for CATGCCCATGGGGTCTCTGCAACCGCTGGCCACCTTGTACCTGCTGGGGATGC

43 Xbal-CD5L_for TATTCTAGAGGGAGACCATGCCCATGG

3.1.6.3 Oligonukleotide fiir die zielgerichtete Mutagenese

Die zu mutierenden Sequenzbereiche sind fett gedruckt.

Tabelle 3.5: Oligonukleotide fiir die zielgerichtete Mutagenese

Nr. | Name Sequenz (5’ - 3’)

44 UL10stop434aa_for CGACCAAACCGACGTATAGTACGCCAAGATACAACAC
45 UL10stop434aa_rev GTGTTGTATCTTGGCGTACTATACGTCGGTTTGGTCG
46 UL10stop423aa_for GGGGAGCCGATTTAGGACGAGGTGGCG

47 UL10stop423aa_rev CGCCACCTCGTCCTAAATCGGCTCCCC

48 UL10stop362aa_for GCGCATGCGCGACTAGCGACACCGCGCAC

49 UL10stop362aa_rev GTGCGCGGTGTCGCTAGTCGCGCATGCGC

50 pING-HS_for CAGCCGGCCAGATCTCCGAGCTCAAGCTTCG

51 pING-HS_rev CGAAGCTTGAGCTCGGAGATCTGGCCGGCTG

3.1.6.4 Oligonukleotide fiir die BAC-Mutagenese

Die kodierenden Sequenzen von UL10 (gM) sind unterstrichen, Punktmutationen fett dargestellt.

Tabelle 3.6: Oligonukleotide fiir die BAC-Mutagenese

Name Sequenz (5’ = 3’)
HS-gM/ak TCCGCGCTAGCGATACGCTCGACGTGTACTGTTCGCACTCGTCGTCCCCACCTGTTGACA
gV/g ATTAATCATCGGCA
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Name Sequenz (5’ = 3’)

H3-eM/ak CACCACGGTCGGGTTAAACACAAACGGTTTATTAAAACGGAACCAAACAGGCCAGTGTTA
gVli/g CAACCAATTAACC

Mo o MAC GCGCTAGCGATACGCTCGACGTGTACTGTTCGCACTCGTCGTCCCCAATGGGACGCCCGG
g CCCCCAGAG

e MAC CACGGTCGGGTTAAACACAAACGGTTTATTAAAACGGAACCAAACAGCTAGGTGCAGCGG
& AGCACGGCCA

. GCGCTAGCGATACGCTCGACGTGTACTGTTCGCACTCGTCGTCCCCAATGGGATGACCGG
g CCCCCAGAGGATCTCCCG

- CACCACGGTCGGGTTAAACACAAACGGTTTATTAAAACGGAACCAAACAGCTACCAACGG
g CGGACGGTGC

3.1.6.5 Oligonukleotide fiir die Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien

Tabelle 3.7: Oligonukleotide fiir 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

FAM = 5-Carboxyfluorescein, TAMRA = 5-Carboxytetramethylrhodamine

3.1.7

Plasmide

3.1.7.1 Gateway-kompatible Leervektoren

Tabelle 3.8: Gateway-kompatible Leervektoren

Nr. | Vektor Eigenschaften Herkunft

A pDONR207 entry-Vektor; Gent" Invitrogen
Zielvektor; Expressionsvektor in Hefezellen; KanR,

B pGBKT7-DEST TRP1-Gen, N-terminaler Gal4-DNA-Bindedoméane- und | Laborkollektion
c-myc-tag
Zielvektor; Expressionsvektor in Hefezellen; AmpR, Laborkollektion

C pGADT7-DEST LEU2-Gen, N-terminaler Gal4-Aktivierungsdomane-
und HA-tag

D DCR3-N-HA-DEST Zielvsktor; Expressionsvektor in Sdugerzellen; KanR, Laborkollektion
Amp”, N-terminaler HA-tag

. . . . on . R .

£ DCR3-N-c-myc-DEST Zlelvsktor, Expressmnsvektor in Sdugerzellen; Kan", Laborkollektion
Amp", N-terminaler c-myc-tag
Zielvektor; Expressionsvektor in Saugerzellen; AmpR, AG Muntau,

F PN-YFP-DEST N-terminaler YFP-tag Muinchen

. . . - en . R

G oN-RIuc-DEST Zlelvek'For, Expressionsvektor in Sdugerzellen; Amp", AG“ Muntau,
N-terminaler Rluc-tag Minchen
Zielvektor; Expressionsvektor in Saugerzellen; AmpR,

- pN-CD5L-YFP-DEST N-terminaler YFP-tag mit vorgelagerter CD5 leader diese Arbeit (#411)
sequence
Zielvektor; Expressionsvektor in Sdugerzellen; AmpR,

- pN-CD5L-Rluc-DEST N-terminaler Rluc-tag mit vorgelagerter CD5 leader diese Arbeit (#355)
sequence
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3.1.7.2 HSV-1 Kollektion

Die laboreigene HSV-1 Kollektion (Fossum et al., 2009; Schmidt, 2009) enthélt die meisten HSV-1
Gene entweder in voller Lange (full lenght, FL) oder als Genfragmente im entry-Vektor pDONR207
(markiert mit *A) sowie in den Gateway-kompatiblen Hefevektoren pGBKT7-DEST (markiert mit *B)
und pGADT7-DEST (markiert mit *C). Alle Inserts besitzen ein Start- und ein Stoppcodon. Einige Gene
wurden klassisch kloniert und liegen deshalb in den klassischen Hefevektoren pGBKT7 (markiert
mit *B1) oder pGADT7 (markiert mit *C1) vor. Als template wurde die BAC-DNA pHSV1(17%)lox

(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Beate Sodeik, MH Hannover) benutzt.

Tabelle 3.9: HSV-1 Kollektion

Insert GroRe [bp] Vektoren Herkunft

RL1 1-747 (FL) *B1, C1 Dissertation Tina Schmidt, Homburg
RL2 Exon 2 58-723 (FL 2328) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uLl 1-675 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL1dSP 58-672 (FL 675) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 21+22)
uL2 1-1005 (FL) *A, B, C Thorsten Stellberger, Karlsruhe

uL3 1-708 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL4 1-600 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uLs 1-2649 (FL) *A, B, C Thorsten Stellberger, Karlsruhe

UL6 1-2031 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL7 1-891 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL8 1-2253 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL9a 1-1200 (FL 2556) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL9b 1201-2553 (FL 2556) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL10 1-1422 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL1oc 1027-1422 (FL 1422) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 3+4)
uL11 1-291 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL12 1-1881 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL13 1-1557 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL14 1-660 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL15 1-2208 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL16 1-1122 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL17 1-2112 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL17N 1-1971 (FL 2112) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 5+6)
uL18 1-957 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL19 1-4125 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL20 1-669 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL20A 1-189 (FL 669) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL21 1-1608 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
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Insert GroRe [bp] Vektoren Herkunft

uL22 1-2517 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL22NdSP 55-2412 (FL 2517) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 7+8)
uL23 1-1131 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL24 1-810 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL25 1-1743 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL26 1-1908 (FL) *A, B, Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL26a 1-1002 ( FL 1908) *A, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL26b 1003-1905 (FL 1908) *A, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL26.5 1-990 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL27NdSP 91-2241 (FL 2715) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 9+10)
uL278 2398-2712 (FL 2715) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL28a 1-1011 (FL 2358) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL29a 1-3348 (FL 3591) *B1, C1 Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL30 1-3708 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL31 1-921 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL32 1-1791 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL33 1-393 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL34 1-828 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL34A 1-741 (FL 828) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL35 1-339 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL36a 1-3000 (FL 9420) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uUL36b 3001-6000 (FL 9420) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL37d11 34-3372 (FL 3372) *A, B, C Thorsten Stellberger, Karlsruhe
UL37b 1501-3372 (FL 3372) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL38 1-1398 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL39 1-3414 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

uL40 1-1023 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

UL40A 1-537 (FL 1023) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL40B 607-1020 (FL 1023) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL41 1-1470 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL42 1-1467 *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL43 1-1302 *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL43A 1-222 (FL 1302) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL43B 643-1095 (FL 1302) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL44 1-1536 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL44NdSP 70-1431 (FL 1536) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 11+12)
uL4s 1-519 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL45A 145-516 (FL 519) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL46a 1-1008 (FL 2157) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL46b 1009-2157 (FL 2157) *A, B, C Verena Raschbichler, Miinchen
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Insert GroRe [bp] Vektoren Herkunft

uL47 1-2082 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL48 1-1473 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL49 1-906 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL49A-Gen 1-276 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL49A/A 79-174 (FL 276) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL50 1-1116 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

UL51 1-735 (FL) *A, B, C Thorsten Stellberger, Karlsruhe
UL52 1-3177 (FL) *A, B, C Verena Raschbichler, Minchen
uL53 1-1017 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL53A 97-366 (FL 1017) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL54 1-1539 (FL) *A, B, C Even Fossum, Edinburgh

UL55 1-561 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uL56 1-705 (FL *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
UL56N 1-630 (FL 705) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 13+14)
RS1a 265-1161 (FL 3897) *B1, C1 Dissertation Tina Schmidt, Homburg
RS1b 1303-3459 (FL 3897) *B1, C1 Dissertation Tina Schmidt, Homburg
us1 1-1263 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
us2 1-876 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
us3 1-1446 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
us4 1-717 *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US4A 88-570 (FL 717) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uss 1-279 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US5A 73-150 (FL 279) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
use 1-1185 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US6A 1-1023 (FL 1185) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US6NdSP 76-1023 (FL 1185) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 15+16)
us7 1-1173 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US7A 1-819 (FL 1173) *A, B, C Thorsten Stellberger, Karlsruhe
US7NdSP 61-819 (FL 1173) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 17+18)
us7B 889-1170 (FL 1173) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
uss8 1-1653 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US8A 1-1263 (FL 1653) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US8NdSP 63-126 (FL 1653) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 19+20)
US8B 1333-1650 (FL 1653) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US8A-Gen 1-480 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
Us9 1-273 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US9A 1-192 (FL 273) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
Us10 1-939 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
US11 1-486 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
usi12 1-267 (FL) *A, B, C Dissertation Tina Schmidt, Homburg
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Insert GroRe [bp] Vektoren Herkunft

UL21N 1-801 (FL 1608) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 23+24)
uL21c 802-1608 (FL 1608) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 25+26)
useB 1075-1185 (FL 1185) *A, B, C diese Studie (PCR mit Oligos 27+28)

3.1.7.3 Sonstige Plasmide

Fir alle Klonierungen mittels homologer Rekombination (Gateway-Klonierung, siehe auch 3.3.5.6)

wurden die Inserts in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen (nested PCR) mit flankierenden

attB-Sequenzen amplifiziert. Im ersten Schritt wurden die jeweils angegebenen Primerpaare, im

zweiten Schritt immer die attB-Primer (Oligos 1+2) verwendet.

Tabelle 3.10: Sonstige Plasmide

Nr. |Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pDONR207 (A), Insert UL10AC (1-1026 bp) . .
198 | pDONR207-UL10AC o . diese Studie
PCR mit Oligos 29+30, template: HSV-1 Kollektion
Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10 (1-1422 bp) . .
197 | pCR3-N-HA-UL10 ] . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10AC (1-1026 bp) . .
199 | pCR3-N-HA-UL10AC . . diese Studie
LR-Reaktion (Plasmid 198)
Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10 (1-1422 bp)
283 | pCR3-N-HA-UL10-s434 | As. 434->stopp diese Studie
QuickChange Mutagenese (Oligos 44+45); template: 197
CR3N-HA-ULLO Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10 (1-1422 bp)
pCR3-N-HA- - . .
282 $423/Aac As. 423->stopp diese Studie
QuickChange Mutagenese (Oligos 46+47); template: 197
Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10 (1-1422 bp)
281 | pCR3-N-HA-UL10-s362 | As. 362->stopp diese Studie
QuickChange Mutagenese (Oligos 48+49); template: 197
pDONR207-UL10AC- | Vektor: pDONR207 (A), Insert UL10AC (1-1031 bp) + Strep-tag | . .
357 L . diese Studie
Strep PCR mit Oligos 29+31, template: HSV-1 Kollektion
pCR3-N-HA-UL10AC- | Vektor: pCR3-N-HA (D), Insert UL10AC-Strep (1-1031 bp) i )
359 . . diese Studie
Strep LR-Reaktion (Plasmid 357)
297 IN-G kodiert trafficking-Reporter aus Igk-Leader, HA-tag, EGFP, Jens Bosse,
P c-myc-tag und TM-Domane (McKeown et al., 2006) Minchen
Vektor: pIN-G (297), Insert UL10C (1027-1422 bp) . .
304 | pING-UL10C L diese Studie
Kpnl/BamHI, PCR mit Oligos 34+35; template: 199
Vektor 304, Bglll-Verdau und Religation (zur Entfernung von
329 | pING-HS-UL10C EGFP), QuickChange-Mutagenese zur Behebung eines diese Studie
frameshifts (Oligos 50+51)
Vektor 329 (ohne EGFP), Insert UL10-TM-C (913-1422 bp)
332 | pING-HS-TM-UL10C Sall/BamHI (Entfernung von c-myc-tag und TM-Domine), PCR | diese Studie
mit Oligos 36+35 ; template: 199
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Nr. | Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pDONR207 (A), Insert UL10 (1-1419 bp) + KKEL . .
426 | pDONR207-UL10-ER L ) diese Studie
PCR mit Oligos 29+32, template: HSV-1 Kollektion
-N-c- - - | Vektor: pCR3-N-c-myc (E), Insert UL10 (1-1419 bp) + KKEL
4y7 | PCR3-N-c-myc-UL10 p v (E) ( p) diese Studie
ER LR-Reaktion (Plasmid 426)
- GPS-galk-kan Vektor: pGPS, Insert: galK-kan-Kassette Zsolt Ruzsics,
P g FPErS, g Miinchen
MGC
(mammalian
204 | pDonR223-SNF78B Vektor: pDonR223, Insert: SNF7B (1-672 bp) gene
collection)
(Rual et al.,
2004)
206 | pDonR223-ALIX Vektor: pDonR223, Insert: ALIX (1-2604 bp) MGC
207 | pDonR223-VPS20 Vektor: pDonR223, Insert: VPS20 (1-603 bp) MGC
208 | pDonR223-CHMP1B Vektor: pDonR223, Insert: CHMP1B (1-597 bp) MGC
209 | pDonR223-CHMP7 Vektor: pDonR223, Insert: CHMP7 (1-1359 bp) MGC
210 | pDonR223-VPS2A Vektor: pDonR223, Insert: VPS2A (1-666 bp) MGC
211 | pDonR223-CHMP5 Vektor: pDonR223, Insert: CHMP5 (1-657 bp) MGC
212 | pDonR223-STAM1 Vektor: pDonR223, Insert: STAM1 (Fragment 1-1173 bp von MGC
1620 bp)
213 | pDonR223-TSG101 Vektor: pDonR223, Insert: TSG101 (1-1125 bp) MGC
214 | pDonR223-VPS28 Vektor: pDonR223, Insert: VPS28 (1-663 bp) MGC
215 | pDonR223-VPS24 Vektor: pDonR223, Insert: VPS24 (1-666 bp) MGC
216 | pDonR223-VPS22 Vektor: pDonR223, Insert: VPS22 (1-774 bp) MGC
217 | pDonR223-VPS37B Vektor: pDonR223, Insert: VPS37B (1-855 bp) MGC
218 | pbonR223-VTAl Vektor: pDonR223, Insert: VTA1 (1-921 bp) MGC
219 | pDonR223-AMSH-LP | Vektor: pDonR223, Insert: AMSH-LP (Fragment 46-1308 bp) MGC
220 | pDonR223-AMSH Vektor: pDonR223, Insert: AMSH (1-1272 bp) MGC
222 | pDonR223-VPS25 Vektor: pDonR223, Insert: VPS25 (1-528 bp) MGC
223 | pDonR223-STAM?2 Vektor: pDonR223, Insert: STAM2 (1-1575 bp) MGC
224 | pDonR223-SNF7A Vektor: pDonR223, Insert: SNF7A (Fragment 130-795 bp) MGC
225 | pDonR223-VPS4B Vektor: pDonR223, Insert: VPS4B (1-1332 bp) MGC
226 | pDonR223-VPS4A Vektor: pDonR223, Insert: VPS4A (1-1311 bp) MGC
227 | pDonR223-VPS37A Vektor: pDonR223, Insert: VPS37A (1-1191 bp) MGC
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: SNF7B (1-672 bp) Marcus
228 | pGBKT7-SNF7B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 204) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: ALIX (1-2604 bp) Marcus
230 | pGBKT7-ALIX . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 206) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS20 (1-603 bp) Marcus
231 | pGBKT7-VPS20 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 207) .
Minchen
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Nr. |Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: CHMP1B (1-597 bp) Marcus
232 | pGBKT7-CHMP1B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 208) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: CHMP7 (1-1359 bp) Marcus
233 | pGBKT7-CHMP7 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 209) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS2A (1-666 bp) Marcus
234 | pGBKT7-VPS2A . ] Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 210) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: CHMPS5 (1-657 bp) Marcus
235 | pGBKT7-CHMP5 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 211) .
Miinchen
Marcus
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: STAM1 (Fragment 1-1173 bp von .
- H
236 | PGBKT7-STAML 1620 bp); LR-Reaktion (Plasmid 212) emnzmant,
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: TSG101 (1-1125 bp) Marcus
237 | pGBKT7-TSG101 . ] Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 213) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS28 (1-663 bp) Marcus
238 | pGBKT7-VPS28 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 214) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS24 (1-666 bp) Marcus
239 | pGBKT7-VPS24 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 215) .
Minchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS22 (1-774 bp) Marcus
240 | pGBKT7-VPS22 . ] Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 216) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS37B (1-855 bp) Marcus
241 | pGBKT7-VPS37B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 217) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VTA1 (1-921 bp) Marcus
242 | pGBKT7-VTA1 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 218) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: AMSH-LP (Fragment 46-1308 bp) Ma'rcus
243 | pGBKT7-AMSH-LP . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 219) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: AMSH (1-1272 bp) Marcus
244 | pGBKT7-AMSH . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 220) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS25 (1-528 bp) Marcus
246 | pGBKT7-VPS25 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 222) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: STAM2 (1-1575 bp) Marcus
247 | pGBKT7-STAM2 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 223) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: SNF7A (Fragment 130-795 bp) Marcus
248 | pGBKT7-SNF7A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 224) .
Miinchen
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Nr. |Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS4B (1-1332 bp) Marcus
249 | pGBKT7-VPS4B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 225) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS4A (1-1311 bp) Marcus
250 | pGBKT7-VPS4A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 226) .
Miinchen
Vektor: pGBKT7 (B), Insert: VPS37A (1-1191 bp) Marcus
251 | pGBKT7-VPS37A . ] Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 227) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: SNF7B (1-672 bp) Marcus
252 | pGADT7-SNF7B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 204) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: ALIX (1-2604 bp) Marcus
254 | pGADT7-ALIX . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 206) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS20 (1-603 bp) Ma'rcus
255 | pGADT7-VPS20 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 207) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: CHMP1B (1-597 bp) Marcus
256 | pGADT7-CHMP1B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 208) Mii
Unchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: CHMP7 (1-1359 bp) Marcus
257 | pGADT7-CHMP7 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 209) Mii
tinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS2A (1-666 bp) Marcus
258 | pGADT7-VPS2A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 210) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: CHMPS5 (1-657 bp) Marcus
259 | pGADT7-CHMP5 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 211) Mii
Unchen
Marcus
Vektor: pGADT7 (C), Insert: STAM1 (Fragment 1-1173 bp von .
- H
260 | pGADT7-STAML 1620 bp); LR-Reaktion (Plasmid 212) enzmann,
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: TSG101 (1-1125 bp) Marcus
261 | pGADT7-TSG101 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 213) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS28 (1-663 bp) Marcus
262 | pGADT7-VPS28 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 214) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS24 (1-666 bp) Marcus
263 | pGADT7-VPS24 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 215) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS22 (1-774 bp) Marcus
264 | pGADT7-VPS22 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 216) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS37B (1-855 bp) Marcus
265 | pGADT7-VPS37B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 217) .
Miinchen
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Nr. |Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VTAL (1-921 bp) Marcus
266 | pGADT7-VTAl . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 218) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: AMSH-LP (Fragment 46-1308 bp) | arcus
267 | pGADT7-AMSH-LP . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 219) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: AMSH (1-1272 bp) Marcus
268 | pGADT7-AMSH . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 220) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS25 (1-528 bp) Marcus
270 | pGADT7-VPS25 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 222) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: STAM2 (1-1575 bp) Marcus
271 | pGADT7-STAM2 . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 223) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: SNF7A (Fragment 130-795 bp) Ma'rcus
272 | pGADT7-SNF7A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 224) .
Miinchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS4B (1-1332 bp) Marcus
273 | pGADT7-VPS4B . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 225) Mii
Unchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPSA4A (1-1311 bp) Marcus
274 | pGADT7-VPS4A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 226) .
Minchen
Vektor: pGADT7 (C), Insert: VPS37A (1-1191 bp) Marcus
275 | pGADT7-VPS37A . . Heinzmann,
LR-Reaktion (Plasmid 227) .
Miinchen
Vektor: pN-Rluc-DEST (G), Insert: CD5L
355 | pN-CD5L-Rluc-DEST 1. PCR mit Oligos 37439, template: pN-Rluc-DEST diese Studie
2. PCR mit Oligos 38+39, template: 1. PCR
Vektor: pN-YFP-DEST (F), Insert: CD5L
1. PCR mit Oligos 40+41, template: pN-Rluc-DEST . .
411 | pN-CD5L-YFP-DEST o diese Studie
2. PCR mit Oligos 42+41, template: 1. PCR
3. PCR mit Oligos 43+41, template: 2. PCR
Vektor: pDONR207 (A), Insert UL27dSP (91-2715 bp) . .
406 | pDONR207-UL27dSP L N diese Studie
PCR mit Oligos 9+33, template: pHSV-1(17")lox
- - - Vektor: 355, Insert UL27dSP (91-2715 b
421 | PN-CD5L-Rluc : _ ( P) diese Studie
uL27dsp LR-Reaktion (Plasmid 406)
Vektor: 411, Insert UL27dSP (91-2715 bp) . .
414 | pN-CD5L-YFP-UL27dSP . . diese Studie
LR-Reaktion (Plasmid 406)
Vektor: pDONR207 (A), Insert US6dSP (76-1185 bp) . .
408 | pDONR207-US6dSP o N diese Studie
PCR mit Oligos 15+24, template: pHSV-1(17")lox
Vektor: 355, Insert US6dSP (76-1185 bp) . .
423 | pN-CD5L-Rluc-US6dSP . . diese Studie
LR-Reaktion (Plasmid 408)
Vektor: 411, Insert US6dSP (76-1185 bp) . .
416 | pN-CD5L-YFP-US6dSP . . diese Studie
LR-Reaktion (Plasmid 408)
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Nr. |Name Beschreibung Herkunft
Vektor: pN-YFP-DEST (F), Insert: UL45 (1-519 bp) . .
376 | pN-YFP-UL45 . . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pN-Rluc-DEST (G), Insert: UL45 (1-519 bp) . .
395 | pN-Rluc-UL45 . . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pN-YFP-DEST (F), Insert: UL23 (1-1131 bp) . .
372 | pN-YFP-UL23 . . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pN-Rluc-DEST (G), Insert: UL23 (1-1131 bp) . .
392 | pN-Rluc-UL23 . . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pN-YFP-DEST (F), Insert: UL26 (1-1908 bp) . .
377 | pN-YFP-UL26 . . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
Vektor: pN-Rluc-DEST (G), Insert: UL26 (1-1908 bp) . .
397 | pN-Rluc-UL26 ] . diese Studie
LR-Reaktion (HSV-1 Kollektion)
AG Munt
- pN-Rluc-Kontrolle Vektor: pN-Rluc-DEST, Insert: BRET-Kontrolle . untau,
Miinchen
- pN-Rluc-YFP Vektor: pN-Rluc-DEST, Insert: YFP A(i Muntau,
Minchen
3.2 Organismen, Saugerzelllinien und Virusstamme
3.2.1 Bakterienstamme (Escherichia coli)
Tabelle 3.11: Verwendete Bakterienstimme
Stamm Genotyp Referenz
DB3.1 F- gyrA462 endAl A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 ara- | Invitrogen
14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A- leu mtl1
DH5a F- $80dlacZM15 (lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r k-, m | Invitrogen
k+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-
SW102 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZ M15 AlacX74 deoR recAl Warming et al., 2005
endAl araD139 A(ara, leu) 7649 galU galK rspL nupG [Ac1857 (cro-
bioA) <>tet]
3.2.2 Hefestamme (Saccharomyces cerevisiae)
Tabelle 3.12: Verwendete Hefestamme
Stamm | Genotyp Reporter Transformationsmarker | Referenz
AH109 | MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, HIS3, ADE2, trpl, leu2 Clontech
his3-200, gal44, gal80A, LYS2::GAL1 s MEL1, lacZ
GAL17p14-HIS3, GAL2jps-GAL27574-ADE2,
URA3.'.'MEL1UAS-MELlTATA'/aCZ, MEL1
Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1- | MEL1, lacZ trpl, leu2 Clontech
901, leu2-3, 112, gal4A, met-, gal80A4,
MELl, URA3.'.'GAL1UAS-GALlTATA'/aCZ
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3.2.3 Sdugerzelllinien

Tabelle 3.13: Verwendete Saugerzelllinien

Zelllinie Herkunft Morphologie Referenz

Hela humane Cervix-Karzinom-Zellen epithelial, Monolayer ATCC-Nr. CCL-2

Vero Nierenzellen der griinen Meerkatze fibroblastendhnlich, ATCC-Nr. CCL-81
(Cercopithecus aethiops) Monolayer

HEK293 humane embryonale Nierenzellen epithelial, Monolayer ATCC-Nr. CRL-1573

3.2.4 Virusstamme

Tabelle 3.14: Verwendete Virusstimme

Virusstamm Herkunft

HSV-1 F Wildtyp (wt) Beate Sodeik, Hannover

HSV1(17")lox Beate Sodeik, Hannover

HSV-1 AgM BAC-Mutagenese; Melanie Ott, Miinchen

HSV-1 gMAC BAC-Mutagenese; Melanie Ott, Miinchen

HSV-1 gMAac BAC-Mutagenese; diese Studie

HSV-1 gMAC_rev BAC-Mutagenese; Verena Raschbichler, Miinchen

3.3 Methoden

3.3.1 Bakterienkultur (Escherichia coli)

3.3.1.1 Kultivierung und Nahrmedien
Die Kultivierung von E. coli-Bakterien erfolgte bei 37°C unter konstantem Schiitteln in LB-Medium

oder auf LB-Agarplatten.

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

Eine Ausnahme stellen die E. coli-Bakterien des SW102-Stammes dar, die bei 32°C und in low salt LB-
Medium bzw. Agarplatten kultiviert wurden.

Low salt LB-Medium (1 1): 10g Bacto Trypton
5g Bacto Hefeextrakt
4g NaCl

Zur Selektion von Plasmid-tragenden Bakterien wurde dem LB-Medium je nach Resistenz Antibiotika

in folgenden Konzentrationen zugesetzt:
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Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Gentamycin 15 pg/ml
Chloramphenicol 35 ug/ml

3.3.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in TYM-Medium bei 37°C im Schiittelinkubator (200 Upm). Zur
Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden zunachst 20 ml Medium mit einem Einzelklon
inokuliert und inkubiert, bis eine optische Dichte (ODgyo) von 0,8 erreicht war. Die Bakterienkultur
wurde mit 100 ml Medium verdinnt und erneut bis zu einer ODgy von 0,8 inkubiert. Nach einer
nochmaligen Verdinnung der Kultur mit 400 ml Medium erfolgte die Inkubation bis zum Erreichen
einer ODgy von 0,6, anschlieBend wurde die Suspension auf Eiswasser abgekilhlt. Alle weiteren
Schritte erfolgten bei 4°C oder auf Eis. Die Bakterien wurden in sterilen 250 ml-Zentrifugenbechern in
einer Kiihlzentrifuge (5 min, 2.500 x g, 4°C) pelletiert und anschlieBend in 25 ml eiskaltem TfBI-Puffer
resuspendiert. Nach 45 min auf Eis wurden die Bakterien erneut pelletiert (10 min, 2.000 x g) und in
25 ml eiskaltem TfBII-Puffer resuspendiert, aliquotiert und sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

TYM-Medium: 10mM MgSO,
100 mM  NaCl
20 g/l Bacto Trypton
5g/l Bacto Hefeextrakt

TfBI-Puffer: 30mM  KAc
50 mM  MnCl,
100 mM  KClI
10 mM CaCl,

15% (v/v) Glyzerin

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

15% (v/v) Glyzerin

3.3.1.3 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

100 pl kompetente Bakterien wurden mit der zu transformierenden DNA (5 pl eines Rekombinations-
ansatzes, 1 pl einer Mini-Praparation und 20 pl eines Ligationsansatzes) 10 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock (1 min, 42°C) und erneute Inkubation auf Eis (10 min). Nach

Zugabe von 500 ul LB-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C geschittelt, danach auf LB-
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Agarplatten mit dem entsprechenden Selektionsmedium ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C

inkubiert.

3.3.1.4 Herstellung elektro- und rekombinationskompetenter SW102-Bakterien

Dieser E.coli-Stamm wurde fiir die homologe Rekombination zur BAC-Mutagenese verwendet und
zeichnet sich durch den Besitz eines integrierten, defekten und temperatur-sensitiven Prophagen A
aus, der fir homologe Rekombinationsfaktoren kodiert (siehe 3.3.4.6). Die Kultivierung erfolgte bei
32°C, die Induktion der Rekombinationsgene wurde durch einen Hitzeschock bei 42°C (15 min unter
Schitteln im Wasserbad) erreicht. Zur Herstellung elektro- und rekombinationskompetenter SW102-
Bakterien wurden 50 ml LB-Medium (low salt) mit einer Ubernachtkultur inokuliert und bei 32°C und
150 rpm inkubiert, bis eine ODgy von 0,5 erreicht war. Nach der Induktion der Rekombinationsgene
wurden die Zellen auf Eis abgekihlt und in einer Kiihlzentrifuge (5 min, 12.400 x g, 4°C) pelletiert.
Nach zweimaliger Resuspension in eiskaltem H,0piqes:. Und erneuter Zentrifugation wurden die Zellen
in 70l H,Opiges. aufgenommen und zur Elektroporation eingesetzt (Biorad Gene Pulser Xcell;

Programm 2: E. coli, 2mm, 2,5 kV).

3.3.2 Hefekultur (Saccharomyces cerevisiae)

3.3.2.1 Kultivierung und Nahrmedien
Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte bei 30°C auf Agarplatten oder im Schiittelinkubator in

folgenden Medien.

YPD-Medium (1 I): 20g Bacto Trypton
10g Bacto Hefeextrakt
20g Glukose
YPD-Agar: YPD-Medium mit 3% (w/v) Bacto Agar

Zur Selektion Plasmid-tragender Hefezellen bzw. zur Uberpriifung von Reportergenaktivitit wurden
sogenannte Dropout-Medien verwendet.

SD-LW (1 1): 26,7 g Minimal SD Base
0,64g -Leu/-Trp DO Supplement

SD-L (11): 26,7 g Minimal SD Base
0,64g -Leu/-Trp DO Supplement
20mg L-Tryptophan

SD-W (1 1): 26,7 g Minimal SD Base
0,64g -Leu/-Trp DO Supplement
100 mg L-Leucin
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SD-LWH (1 1): 26,7 g Minimal SD Base
0,6 g -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
20mg L-Adenin

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

3.3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Hefezellen
Die Kultivierung der Hefezellen erfolgte in YPD-Medium bei 30°C im Inkubationsschittler. Mit Hilfe
von Vorkulturen wurden 25 ml YPD-Medium mit dem gewiinschten Hefestamm inokuliert (ODggo
von 0,1) und bis zum Erreichen einer ODggy von 0,6 inkubiert (ca. 4-5 h). Die Kultur wurde in 50-ml
Falconréhrchen Gberfiihrt und die Hefezellen in einer Kihlzentrifuge (5 min, 930 x g, 4°C) pelletiert.
Anschlieend wurden die Zellen in 12,5 ml SBEG-LOsung resuspendiert und erneut sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 500 ul SBEG-LOsung aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.
SBEG-L6sung: 1M Sorbitol
10 mM  Bicin
3% (v/v) Ethylenglycol
3.3.2.3 Transformation chemisch kompetenter Hefezellen
100 ul kompetente Hefezellen des gewlinschten Stammes wurden mit 1 ug der zu transformierenden
DNA gemischt und nach Zugabe von 750 pl PEG/Bicin-Losung 1 h bei 30°C inkubiert. Nach einem 5-
mindtigen Hitzeschock von 45°C wurden die Zellen in einer Tischzentrifuge pelletiert (5 min,
2.700 x g), in 1 ml NB-Puffer aufgenommen und erneut sedimentiert. 800 pl des Uberstandes wurden
verworfen, die Hefezellen im restlichen NB-Puffer aufgenommen, auf Agarplatten mit
entsprechendem Selektionsmedium ausgestrichen und 3 Tage bei 30°C inkubiert.

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

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

3.3.3 Gewebekultur von Saugerzellen

3.3.3.1 Kultivierung und Kryo-Konservierung

Alle verwendeten Saugerzelllinien wurden in DMEM mit 10% FCS und 1% Pen/Strep-Losung bei 37°C
und 5% CO, in feuchter Atmosphare kultiviert, zum Passagieren wurde 1x Trypsin/EDTA (0,05%)
verwendet. Zur Kryo-Konservierung wurden die Zellen einer konfluenten 10-cm-Zellkulturschale
pelletiert (5 min, 300 x g) und in 0,5 ml eiskaltem DMEM mit 40% FCS resuspendiert. AnschlieBend

wurde unter Schitteln tropfenweise 0,5 ml DMEM mit 20% DMSO zugegeben. Die Zellsuspension
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wurde sofort in ein eisgekiihltes Kryo-Réhrchen Uberfiihrt, Gber Nacht auf -80°C abgekihlt und
anschlieRend in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurde die tiefgefrorene
Zellsuspension in einem 37°C warmen Wasserbad erwdarmt, mit dem 10-fachen Volumen

Zellkulturmedium gewaschen und in Kultur genommen.

3.3.3.2 DNA-Transfektion

Fir die Transfektion von Hela oder Vero-Zellen mit Plasmid-DNA wurde standardmaRig das Effectene
Transfektionsreagenz (Qiagen) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

Um Vero-Zellen mit BAC-DNA zu transfizieren, wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ebenfalls nach
Angaben des Herstellers benutzt.

Fir das BRET-System im 96-well-Format wurde die Nucleofection (Lonza) der HEK293-Zellen nach
Protokoll des Herstellers (Amaxa 96-well Shuttle Protocol for HEK-293) mit dem Nucleofector 96-well

Shuttle System (Programm DS-130) verwendet.

3.3.4 Virologische Methoden

3.3.4.1 Vermehrung der Virusstimme

Zur Vermehrung der Virusstimme wurden Vero-Zellen in 15-cm-Zellkulturschalen bis zur
Subkonfluenz kultiviert und anschlieBend mit dem jeweiligen Virusstamm und einer MOI von 0,02
infiziert. Nach ca. 3 Tagen, wenn die lytische Infektion die meisten Zellen erfasst hatte, wurde der
Uberstand geerntet und zur Lyse noch vorhandener Zellen bei -80°C gefroren und erneut aufgetaut.
Um Zelltrimmer zu sedimentieren, wurde die Suspension zentrifugiert (10 min, 850 x g), der

virushaltige Uberstand anschlieRend in Kryo-Réhrchen aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.3.4.2 HSV-1-Infektion von Saugerzellen

Subkonfluente Kulturen von Hela- oder Verozellen wurden mit dem gewiinschten HSV-1-Virusstamm
inokuliert bzw. zur Kontrolle (mock) mit virusfreiem Medium versetzt und 1 h bei 37°C und 5% CO,
unter gelegentlichem Bewegen inkubiert. Anschlieend wurden alle nicht-adsorbierten Viren durch
Waschen des Zellmonolayers mit PBS und Gabe frischen Zellkulturmediums entfernt und die Zellen
bis zur weiteren Analyse unter Standardbedingungen inkubiert. Das MalR der fiir die Infektion
verwendeten infektidsen Partikel ist die sog. multiplicity of infection (MOI), die die Zahl infektidser

Partikel pro Zelle angibt.

3.3.4.3 Plaque-Assay zur Bestimmung des Virustiters

Der Plaque Assay wurde angewendet, um die Menge an infektiosen Partikeln in einer Probe zu

bestimmen. Am Vortag wurden Vero-Zellen in 24-well-Schalen ausgesat, so dass am Folgetag
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Konfluenz erreicht war (8 x 10* Zellen pro well). Serielle 10-fache Verdiinnungen (in DMEM) der
virushaltigen Probe wurden hergestellt und in Triplikaten mit den Vero-Zellen 1h unter
Standardbedingungen inkubiert. Nach Entfernen des Inokulums wurde der Zellmonolayer mit PBS
gewaschen, mit Methylcellulose-haltigem Medium Uberschichtet und 3 Tage inkubiert (37°C,
5% CO,). Die Methylcellulose bewirkt, dass sich die von einer infizierten Zelle neu gebildeten
Viruspartikel nur lokal ausbreiten und damit Plaques entstehen. Um diese sichtbar zu machen,
wurden die Zellen mit Kristallviolett-Lésung fixiert und gleichzeitig gefarbt. Durch Auszahlen der
entstandenen Plaques und unter Berlicksichtigung der jeweiligen Verdinnung und des Inokulum-
volumens konnte so die Zahl infektioser Partikel als plaque forming units (pfu) pro ml und somit der
Virustiter der Probe bestimmt werden.

Methylcellulose-Medium (0,5 I): 3,75 g Carboxymethylcellulose
25ml FCS
50ml  10x MEM
5ml Glutamin-Losung
2,5ml 100x Nichtessenzielle Aminosauren (NEAA)
5ml Pen/Strep-Losung
24,7 ml NaHCO3

Kristallviolett-Losung: 0,2% (w/v) Kristallviolett

11% (v/v) Formaldehyd

2% (v/v) Ethanol

2% (w/v) Paraformaldehyd
3.3.4.4 Kinetik der HSV-1 Replikation (one-step growth kinetics)
Um das Replikationsverhalten der verschiedenen Virusstdmme zu charakterisieren und zu
vergleichen, wurden sogenannte one-step Virus-Wachstumskurven angefertigt. Dazu wurden Vero-
Zellen in 12-well-Schalen ausgesat (1,5 x 10° Zellen/well) und am nachsten Tag mit dem ent-
sprechenden Virusstamm und der angegebenen MOI infiziert (siehe 3.3.4.2). AnschlieRend wurde in
regelmaRigen Abstanden der Kulturliberstand eines wells (1 ml) zur Bestimmung der extrazellularen
Viruspartikel bei -80°C tiefgefroren. Nach Auftauen im Wasserbad (37°C) und Sedimentation von
Zelltrimmern (30 s, 13.000 x g) wurden die Proben zur quantitativen Bestimmung infektidser Partikel

mittels Plaque Assays eingesetzt (siehe 3.3.4.3).

3.3.4.5 Realtime PCR-Quantifizierung von HSV-1 Genomkopien mittels TagMan™-PCR (qRT-PCR)
Virale DNA wurde aus Proben zur Bestimmung der Replikationskinetik (siehe 3.3.4.4) mit Hilfe des
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche) extrahiert und mittels TagMan™ Polymerasekettenreaktion

(PCR) quantifiziert. Die Durchfilhrung der TagMan™-PCR erfolgte im ABI Prism 7000 Sequence
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Detection System (Applied Biosytems) mit HSV-1 spezifischen Primern und Sonde. Die Daten wurden
mit der ABI Prism 7000 Software (Applied Biosytems) analysiert und die Anzahl der viralen
Genomkopien dabei relativ zu einem HSV-1 Standard (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

der klinischen Virologie, M. v. Pettenkofer-Institut) bestimmt.

Reaktionsansatz: 15yl TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x)
0,9 ul  HSV-1Primer1
0,9 ul  HSV-1Primer 2
0,9 ul  HSV-1Sonde
7,3l Ampuwa

Programm: 50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15sec
45x
60°C 1 min

3.3.4.6 BAC-Mutagenese

Die BAC-Mutagenese nach einer modifizierten galK Positiv-/Gegenselektionsmethode (Ott et al.,
2011) ermaglicht es, spezifische und zielgerichtete Mutationen in das HSV-1 Genom einzufiihren. Das
dazu verwendete bacterial artificial chromosome (BAC) pHSV1(17%)lox besitzt anstelle des nicht-
essenziellen Gens UL23 die bakterielle BAC-Kassette zusammen mit der Sequenz der Cre-
Rekombinase (Nagel et al.,, 2008). Diese Kassette wird flankiert von /loxP-Sequenzen, den
Erkennungsstellen der Cre-Rekombinase. Nach der Transfektion in eukaryotische Zellen wird durch
die Expression der Cre-Rekombinase die BAC-Kassette wieder entfernt.

Zur BAC-Mutagenese wurde zundchst das zu verdandernde Gen mit Hilfe homologer Rekombination
durch eine galK-kan Kassette (gk) ersetzt, die flir Galaktokinase und Kanamycin-Resistenz kodiert. Zu
diesem Zweck wurde die Selektionskassette mit Vektor pGPS-galK-kan (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Zsolt Ruzsics, LMU Minchen) als template so amplifiziert, dass ein PCR-
Produkt mit flankierenden homologen Bereichen von ca. 50 bp Lidnge zum Zielgen entsteht (siehe
3.3.5.4). Durch den DNA-Verdau mit Dpnl wurde das Ursprungsplasmid entfernt (siehe 3.3.5.7). Das
aufgereinigte PCR-Produkt wurde mittels Elektroporation in elektro- und rekombinationskompetente
SW102-Bakterien (E. coli), die das pHSV1(17")lox tragen, transformiert (Melanie Ott, LMU Miinchen).
Dieser von DH10B-abstammende E.coli-Stamm enthalt einen integrierten, defekten und temperatur-
sensitiven Prophagen A, der fiir die homologen Rekombinationsfaktoren gam, exo und bet kodiert,
und wird bei 32°C kultiviert (Warming et al., 2005). Durch einen kurzen Hitzeschock werden die
Rekombinationsgene induziert, so dass die homologe Rekombination erfolgen kann (siehe 3.3.1.4).

Die transformierten SW102-Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol und Kanamycin
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24 h bei 32°C inkubiert (siehe 3.3.1.1). AnschlieBend erfolgte der Transfer von Einzelkolonien auf
McConkey-Agar mit 1% Galaktose und nachfolgender Inkubation bei 32°C fir weitere zwei Tage.
Dieser Schritt dient der Selektion von Bakterienzellen, in denen die homologe Rekombination und
damit das Einsetzen der gk-Kassette in pHSV1(17")lox erfolgreich waren. Da der SW102-Stamm selbst
keine funktionelle Galaktokinase kodiert, kénnen nur solchen Zellen auf Minimalmedium mit
Galaktose als Kohlenstoffquelle wachsen, bei denen die galKk-Funktion in trans komplementiert wird.
Dieser Schritt der BAC-Mutagenese wird demnach als Positivselektion bezeichnet. Durch einen
Farbindikator des McConkey-Agars farben sich Einzelkolonien, die Galaktose verwerten kénnen, rot.
Zur Kontrolle wurde die BAC-DNA roter Kolonien isoliert (Mini-Praparation, siehe 3.3.5.2) und mittels

Restriktionsverdau auf Insertion der gk-Kassette tberprift (siehe 3.3.5.5).

—> —>
A |H5 | galK-kan |H3 | B Zielgen
l l

Zielgen
> >
H5 | galkkan [H3

E. coli SW102 E. coli SW102
l Gal-, CamR l Gal*, CamR, KanR

H5 | galk-kan | H3

Zielgen

E. coli SW102 E. coli SW102
Gal*, CamR, KanR Gal-, CamR

Abbildung 3.1: Prinzip der BAC-Mutagenese

(A) Im ersten Schritt der BAC-Mutagenese wird die galK-kan-Kassette (gk) Uber flankierende homologe
Bereiche mit der Zielsequenz im BAC pHSV1(17')lox ausgetauscht. Die homologe Rekombination erfolgt in
SW102-Zellen und wird durch die Induktion des inserierten, temperatur-sensitiven Prophagen A bei 42°C
erreicht. Die Positivselektion erfolgt iber die Resistenz gegen Kanamycin und Chloramphenicol sowie das
Wachstum auf Minimalmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle.

(B) Der Austausch der gk-Kassette gegen eine mutierte Sequenz des Zielgens erfolgt im zweiten Schritt
ebenfalls Giber homologe Rekombination in SW102-Zellen wie oben beschrieben. Die Negativselektion von
Bakterien mit rekombinanter BAC-DNA erreicht man durch Verwendung von Minimalmedium mit 2-Deoxy-
Galaktose (DOG) und Glyzerin.
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Als nachster Schritt erfolgte die Negativselektion, bei dem die gk-Kassette durch ein Fragment mit
der gewiinschten Mutation ersetzt wurde. Analog wie oben beschrieben, wurde das entsprechende
PCR-Fragment mit flankierenden homologen Bereichen zur gk-Kassette amplifiziert und in elektro-
und rekombinationskompetente SW102-Bakterien transformiert, die das pHSV1(17%)lox mit
inserierter gk-Kassette trugen. Um Bakterien zu erhalten, die nur eine Kopie der BAC-DNA mit
gewlinschter Rekombination besitzen, folgte zunadchst eine ldangere Wachstumsperiode der
transformierten Bakterien ohne Selektionsdruck in 10 ml low salt LB-Medium (4,5 h, 32°C, 150 rpm).
AnschlieBend wurde 1 ml der Kultur zentrifugiert (20.000 x g, 30 s), das Bakterienpellet zweimal mit
PBS gewaschen und in Verdiinnungen (1:10 bzw. 1:100) auf M63-Minimalndhrbéden mit 0,2%
Glyzerin und 2-Deoxy-Galaktose (DOG) bei 32°C inkubiert (3 d). Das DOG dient hierbei der negativen
Selektion gegen gk, da es durch eine funktionale Galaktokinase in ein toxisches, flir Bakterien nicht
verwertbares Zwischenprodukt umgewandelt wird (2-Deoxy-Galaktose-1-Phosphat). Folglich sind nur
solche Bakterien mit erfolgreicher Rekombination und damit dem Verlust der gk-Kassette resistent
gegeniber DOG. Diese DOG-resistenten Einzelkolonien wurden auf McConkey-Agar mit 1% Galaktose
Ubertragen und erneut 2 d bei 32°C inkubiert. Auf Grund ihres Verlustes der Galaktose-Verwertung
besitzen Bakterienkolonien mit erfolgreicher zweiter Rekombination eine weille Farbe. Die BAC-DNA
wurde nach Isolierung (Midi-Praparation, siehe 3.3.5.2) mittels Restriktionsanalyse und
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Giberprift. Durch Transfektion der BAC-DNA in Vero-Zellen wurde

das mutante Virus rekonstituiert (siehe 3.3.3.2).

McConkey-Agarplatten 10g McConkey-Agar

225 ml HZObidest.
Autoklavieren, auf 50°C abkiihlen lassen und hinzufiigen:
25ml Galaktose (10%)

25 pug/ml  Chloramphenicol

M63 Minimalmedium 4g Agar

200 ml HZObidest.
Autoklavieren, auf 50°C abkiihlen lassen und hinzufiigen:
50 ml 5x M63 Salz

0,5ml  MgS0O, (1 M)
1,25 ml  D-Biotin (0,2 mg/ml)
1,1ml L-Leucin (10 mg/ml)
5ml Glyzerin (10%)
5ml 2-Deoxy-Galaktose (DOG) (10%)
25 pg/ml  Chloramphenicol
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5x M63 Salz (11) 10g (NH,),S0,4
68g KH,PO,
2,5mg Fey(S0O4)s - 7 H,0
pH 7,0 mit KOH einstellen

3.3.5 Molekularbiologische Methoden

3.3.5.1 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli-Bakterien (Mini-Praparation)
Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien wurde mit dem QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach Angaben
des Herstellers isoliert. Die DNA-Isolierung erfolgt dabei nach alkalischer Lyse der Bakterien durch die

Bindung an eine Silica-Matrix, gefolgt von Reinigung und Elution.

3.3.5.2 BAC-DNA-Isolierung aus E. coli-Bakterien
Die Isolierung von BAC-DNA aus E. coli-Zellen wurde je nach Bedarf entweder als Mini- oder als Midi-
Praparation bewerkstelligt. Fiir die Mini-Préparation wurden 10 ml einer Ubernachtkultur pelletiert
(15 min, 1.300 x g) und die alkalische Lyse der Bakterienzellen mit den Puffern 1-3 aus dem QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach Sedimentation der
Zelltrimmer (20.000 x g, 5 min) wurde der wissrige Uberstand in einem frischen 2-ml-Reaktions-
gefall mit 1 ml Phenol-Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert. Die nach der Phasentrennung
entstandene obere Phase wurde in einem frischen 2-ml-ReaktionsgefaB mit 1 ml Isopropanol
gemischt, um die enthaltene DNA zu fallen und durch Zentrifugation zu pelletieren. Das DNA-Pellet
wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen und anschlieRend bei RT getrocknet. Danach wurde es in
90 ul TE-Puffer (pH 8.0) im Thermoschdittler (37°C, 15 min, 300 rpm) gelost.
Zur Praparation von BAC-DNA in einem gréReren Ansatz (250 ml Ubernachtkultur) wurde das
NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers verwendet und die BAC-
DNA anschliefend in 150 pl TE-Puffer (pH 8.0) iber Nacht bei 4°C gel6st.

1x TE-Puffer (1 1): 1,21g Tris

2ml 0,5MEDTApHS8

3.3.5.3 Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Messung von Konzentration und Reinheit einer DNA-L6sung erfolgte mit Hilfe eines Nanodrop
ND-1000 Spektrophotometers (Peqlab). Da das Absorptionsmaximum von DNA und RNA bei 260 nm,
das von Proteinen bei 280 nm liegt, kann aus der optischen Dichte OD,4, die DNA-Konzentration und
aus dem Quotienten OD,g,/OD.g, die Reinheit der Lésung bestimmt werden. Dabei entspricht 1 OD,g

50 pg/ml dsDNA bzw. 40 ug/ml RNA, wahrend der optimale Reinheitsquotient bei 1,8 liegt.
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3.3.5.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde das HotStar High Fidelity Polymerase Kit (Qiagen)
nach Angaben des Herstellers benutzt. Fiir die Rekombinationsklonierungen wurden die attB-
Sequenzen in einer zweistufigen nested PCR an die DNA-Fragmente angefligt. Nach Auftrennung
mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und mit

dem QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

3.3.5.5 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Molekulargewicht-abhdangigen Auftrennung
von DNA-Fragmenten eingesetzt. Dazu wurden in der Regel 1%-ige Agarosegele in 1 x TAE-Puffer
hergestellt und mit 0,25 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden
mit der entsprechenden Menge 6 x DNA-Probenpuffer gemischt und im Agarosegel im elektrischen
Feld (1 x TAE-Puffer, 120 V) aufgetrennt. Zum GroRenvergleich wurde ein Molekulargewichts-
standard (Gene Ruler 1kb DNA Ladder, Fermentas) benutzt. Die Ethidiumbromid-gefarbten DNA-
Banden wurden im Anschluss mittels UV-Licht (A = 302 nm) sichtbar gemacht.

Die Analyse von BAC-DNA-Fragmenten erfolgte in besonders langen 0,8%-igen Agarosegelen, die mit
1x TBE-Puffer angesetzt wurden. Die Auftrennung der DNA-Proben im elektrischen Feld erfolgte tiber
18 h bei 60 V ebenfalls in 1x TBE-Puffer.

6x DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
40% (v/v) Glyzerin

1x TAE-Puffer (11): 4,84g Tris
1,14 ml Essigsdure
2ml 0,5MEDTApHS8

1x TBE-Puffer (1l): 10,8 g Tris
5,5g Borsdure
5ml 05MEDTApHS8

3.3.5.6 Klonierung mittels homologer Rekombination (Gateway-Klonierung)

Die Gateway-Klonierung (Invitrogen) beruht auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem
des Phagen A. Mittels nested PCR werden DNA-Fragmente (sogenannte Inserts) amplifiziert, die von
spezifischen Rekombinationssequenzen (attachment sites, attB1 und attB2) flankiert werden. Diese
kénnen tber homologe Rekombination mit Hilfe des BP-Clonase Il Mix (Invitrogen) in sogenannte
entry-Vektoren (z.B pDONR207) inseriert werden. Diese entry-Vektoren besitzen ein toxisches

Selbstmordgen (ccdB-Doméne), das an beiden Enden attP-Rekombinationssequenzen tragt. Die BP-
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Reaktion sorgt also flir den Austausch der ccdB-Domane gegen das gewdinschte Insert, das nun im
sogenannten Donorvektor von attL-Sequenzen flankiert wird. In einem zweiten Schritt kann nun das
Insert mit den Enzymen des LR-Clonase Il Mix (Invitrogen) in jeden beliebigen Zielvektor (DEST-
Vektor), der iber attR-Sequenzen verfligt, Gbertragen werden. Auch hier erfolgt die Selektion tber
die ccdB-Domane, die durch das gewiinschte Insert ersetzt wird und so das Wachstum
transformierter DH5a-Zellen ermoglicht. Die Durchfiihrung der Klonierung erfolgte nach Angaben

des Herstellers.

A BP-Reaktion B LR-Reaktion

entry-Vektor Donorvektor

P| ccdB | P L | Insert | L

X X

R | ccdB | R

|B| Insert |B|

PCR-Produkt

|

DEST-Vektor

Donorvektor

Zielvektor

L | Insert | L

+ B| Insert | B
Nebenprodukt +
| R| ccdB | R| Nebenprodukt

|P| ccdB |p|

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Gateway-Klonierung

(A) Ein PCR-Fragment mit flankierenden attB-Sequenzen wird Gber homologe Rekombination zwischen attB-
und attP-sites mittels BP-Clonase in einen entry-Vektor Gberfihrt. Die Selektion erfolgt tber den Verlust der
toxischen ccdB-Domine und Antibiotika-Resistenzen. (B) Uber die LR-Reaktion kann das Insert leicht in jeden
beliebigen Gateway-kompatiblen DEST-Vektor Uberfiihrt werden. Die homologe Rekombination erfolgt
zwischen den flankierenden attL-sites des Inserts und den attR-Sequenzen im DEST-Vektor.

3.3.5.7 DNA-Restriktionsverdau

Das Schneiden von DNA mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen kann entweder bei der
sogenannten klassischen Klonierung (Ligation von DNA-Fragmenten) oder zur Uberpriifung des
Klonierungserfolgs eingesetzt werden. Alle Restriktionsenzyme und Puffer wurden von NEB bezogen

und nach Angaben des Herstellers eingesetzt. In der Regel wurden ca. 1,5 ug DNA bei der
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empfohlenen Temperatur mit 6 U Enzym 1 h lang verdaut und anschlieBend mittels Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt.

3.3.5.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der sogenannten klassischen Klonierung werden DNA-Fragmente (Inserts) zielgerichtet in
Vektoren inseriert. Dies setzt den Verdau sowohl des Inserts als auch des Zielvektors mit einem Paar
von Restriktionsendonukleasen voraus, damit eine Ligation der kompatiblen Enden stattfinden kann.
Flr diese Arbeit wurde die T4 DNA-Ligase des Quick Ligation Kits (NEB) nach Angaben des Herstellers

verwendet. Der Ligationsansatz wurde anschlieBend in kompetente DH5a-Zellen transformiert.

3.3.5.9 Sequenzierung von DNA
Die Sequenz klonierter Plasmide wurde durch Sequenzierung der Firma GATC (Koblenz) auf ihre
Richtigkeit Uberprift. Die Sequenzierung der HSV-1 BAC-DNA wurde von der Firma sequiserve

(Vaterstetten) durchgefiihrt.

3.3.5.10 Zielgerichtete Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese von Plasmiden dient der Einfliihrung von Punktmutationen oder dem
Austausch weniger Basenpaare. Dazu wurde das Quikchange Site-directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) nach Herstellerangaben verwendet. Fir den Entwurf der Primer wurden die Angaben
des Herstellers berlicksichtigt. Die Transformation nach der Mutagenese erfolgte in kompetente

DH5a-Zellen.

3.3.6 Biochemische Methoden

3.3.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Molekulargewicht-abhangigen
Auftrennung von negativ beladenen Proteinen im elektrischen Feld, der anschlieRende Transfer auf
eine Nitrocellulosemembran wird als Western Blot (WB) bezeichnet. Zur Herstellung des Zelllysats
wurden pelletierte Hela- oder Verozellen eines 12-wells in 150 ul 2x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und 5 min bei RT lysiert. Auf das Aufkochen der Probe wurde in dieser Studie
verzichtet, um eine Aggregatbildung der Membranproteine zu vermeiden. Es wurden
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele gegossen, die aus einem 10%-igen Trenngel und einem 5%-
igen Sammelgel bestanden. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 100 V und 20 mA fir 90 min,
zum GroRenvergleich wurde ein Molekulargewichtsstandard verwendet (Benchmark Protein Ladder,
Invitrogen). AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine mittels Nasstransfer auf eine

Nitrocellulosemembran libertragen (100 V, 250 mA, 60 min). Durch Farbung der Membran mit einer
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Ponceaurot-Lésung  wurde der Transfererfolg  (berprift und die Banden des
Molekulargewichtsstandards angezeichnet. Nach Entfarbung in 1x TBST-T wurden unspezifische
Bindestellen durch 30-minttige Inkubation in 5% Milchpulver/TBS-T auf dem Kippschittler gesattigt.
Die Inkubation mit dem spezifischen Primarantikérper erfolgte (iber Nacht bei 4°C ebenfalls auf dem
Kippschittler und in 5%-iger Milchlésung. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T (5 min) wurde die
Membran mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten (horseradish peroxidase = Pox)
Sekundéarantikérper 3 h bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver/TBS-T inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die spezifisch markierten Proteinbanden durch die enzymatische Reaktion der Pox
mit dem ECL-System (enhanced chemiluminescence, GE Healthcare) auf einem Rontgenfilm (Agfa)

sichtbar gemacht.

Trenngel (10%): 2,5ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8
3,33 ml  Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
100 I SDS-L6sung (10% (w/v))
4ml H,Opigest.
100wl APS (10% (w/v))
35ul  TEMED

Sammelgel (5%): 1,25ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,5
830 ul  Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
50 ul  SDS-L6sung (10% (w/v))
2,8 ml  H;O0pigest.
35ul  APS (10% (w/v))
35ul  TEMED

4x SDS-Probenpuffer: 130 mM 0,5 M Tris-HCl pH 6,8
4% (w/v) SDS
20% (v/v) Glyzerin
0,02% (w/v) Bromphenolblau

100 mM DTT
1x Laufpuffer (1l): 1g SDS
3,03g Tris
14,4g Glyzin
1x Transferpuffer pH 8,3 (1l): 3,03g Tris
14,4g Glyzin

200 ml  Methanol
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Ponceaurot-Lésung: 0,1% (w/v) Ponceau S

5% (v/v) Essigsdure

1x TBS-T (1 1): 9g NaCl
10 ml  Tris-HCl pH 7,8

2ml Tween 20
3.3.7 Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen

3.3.7.1 Hefe-2-Hybridsystem (Yeast-2-Hybrid, Y2H)

Das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) wird zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen unter in-
vivo-dhnlichen Bedingungen benutzt (siehe Abbildung 3.3). Das System beruht auf dem
Transkriptionsfaktor Gal4 der Hefe, der sich aus einer DNA-bindenden Doméane (DBD) und einer
Aktivierungsdomane (AD) zusammensetzt (Fields und Song, 1989). Diese zwei verschiedenen
Funktionen des Transkriptionsfaktors macht man sich im Y2H-System zunutze, indem man zwei
potenzielle Interaktionspartner jeweils fusioniert an die beiden Gal4-Domanen in Hefezellen
exprimiert. Das an die DNA-Bindedomane fusionierte Protein wird dabei als bait, das an die
Aktivierungsdomane fusionierte Protein als prey bezeichnet. Kommt es im Zellkern zur Interaktion
zwischen bait und prey, gelangen die beiden Gal4-Domanen in grofRe raumliche Ndhe zueinander und
kdnnen somit ihre Funktionalitdt rekonstituieren. Dadurch kommt es zur Expression von

Reportergenen (z.B. HIS3 und MEL1), die mit dem Gal4-Promotor assoziiert vorliegen.

prey

bait

Gal4-AD

ﬁ Transkription

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

Die auf Interaktion zu untersuchenden Proteine werden als bait- bzw. prey-Fusionsproteine in Hefezellen
exprimiert. Findet eine Interaktion statt, gelangen die beiden Domé&nen des Gal4-Transkriptionsfaktors (DNA-
Bindedoméane (DBD) und Aktivierungsdoméane (AD)) in rdumliche Ndhe zueinander. Dadurch wird die Funktion
des Transkriptionsfaktors rekonstituiert, was die Expression eines oder mehrerer Reportergene initiiert.

Das Y2H-System wird im kleinen MaRstab auf Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium
durchgefiihrt. Die jeweiligen bait- und prey-Plasmide (pGBKT7 und pGADT7) wurden zunéachst einzeln
in Hefestimme (Leucin-/Tryptophan-auxotroph) von gegensatzlichem Mating-Typus transformiert
und mit Hilfe von Auxotrophiemarkern selektioniert (pGBKT7: TRP1-Gen; pGADT7: LEU2-Gen). Zum

Mating wurden die transformierten Hefezellen auf YPD-Agar vermischt und 5 h bei Raumtemperatur
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inkubiert. Danach wurden sie auf Doppelselektivplatten Gbertragen (SD-LW), damit nur diploide
Zellen, die beide Plasmide enthalten, wachsen kénnen (3d, 30°C). Zur Uberpriifung der
Reportergenaktivitdt (HIS3) wurden diese anschlieBend auf Dreifach-Selektivplatten (SD-LWH)
ausgestrichen (3d, 30°C). Um eine unspezifische Hintergrundaktivitat des HIS3-Reportergens zu
unterdriicken, wurden dem Medium verschiedene Konzentrationen 3-Aminotriazol (3-AT) zugefigt,

welches das durch HIS3 kodierte Enzym inhibiert.

3.3.7.1.1 Das Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatz: Matrix-basierte Y2H-Screens

Um das Hefe-2-Hybridsystem im groBen Malstab anzuwenden, wurde das sogenannte Y2H Direct
Mating angewendet (siehe Abbildung 3.4). Dieses System erlaubt es, einzelne Proteine im
Hochdurchsatz gegen eine grofRe Zahl von definierten moglichen Interaktionspartnern zu testen. Die
Durchfliihrung erfolgt dabei in 96-well Mikrotiterplatten in Flissigmedien. Diese Form der Y2H-
Anwendung wird als Matrix- oder array-basiert bezeichnet, da im Gegensatz zu Library-basierten
Y2H-Screens die Identitdt der zu testenden Proteine und damit ihre Position innerhalb der Matrix
bekannt ist. Somit wird jedes potenzielle Interaktionspaar einzeln geprift.

Die mit den prey-Plasmiden transformierten Hefen werden in 96-well Mikrotiterplatten unter
Selektionsbedingungen (SD-L) herangezogen, die Kultivierung der bait-Plasmid-tragenden Hefen
erfolgte ebenfalls im Selektionsmedium (SD-W) unter Schitteln im 50-ml-Falconréhrchen (30°C, Gber
Nacht). Zum Mating wurden 25 pl jeder Kultur in 100 pl YPDA-Medium (YPD-Medium, 20 mg/I
L-Adenin) in 96-well Mikrotiterplatten mit U-Form vereinigt, leicht zentrifugiert (1 min, 180 x g) und
Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 15 pl des Mating-Ansatzes auf 96-well
Mikrotiterplatten mit 200 pl Doppelselektivmedium (SD-LW) lbertragen und erneut inkubiert (2d,
30°C). AnschlieBRend wurden 15 pl der diploiden Hefen auf 96-well Mikrotiterplatten (F-Form) mit
Dreifach-Selektionsmedium (SD-LWH) transferiert, das 50 uM 4-Methylumbelliferyl-a-D-
galactopyranosid (4-MUx) und verschiedene 3-AT-Konzentrationen enthielt. Nach dreitagiger
Inkubation (30°C) wurde die Reportergenaktivitdit im Multi-Plattenlesegerdt gemessen. Die
Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsfaktors durch eine stattfindende bait-prey-Interaktion initiiert
die Expression der Reportergene HIS3 und MEL1. His3 ist fiir das Wachstum der Hefen in Histidin-
freiem Medium verantwortlich, die a-Galactosidase Mell katalysiert die Hydrolyse von 4-MUx, das
fluorogene Produkt kann im Fluorometer gemessen werden (Anregung 365 nm, Emission 448 nm).
Uber die Fluoreszenzintensitidt (RFU, relative fluorescence units) kénnen die bait-prey-Paare als
interagierend bzw. nicht-interagierend definiert werden. Selbstverstandlich lasst sich das System

auch in umgekehrter Orientierung (ein prey-Fusionsprotein gegen viele bait-Proteine) anwenden.
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Alle verwendeten Hefemedien wurden zur Vermeidung von Bakterienkontamination mit 0,5%

Penicillin/Streptomycin-Lésung (Invitrogen) versetzt.

XX

S 3% + bait in SD-W
-2 prey in SD-L

Diploidenselektion (SD-LW)

Mating in YPDA SS90 S
‘l
>
Selektion auf MEL1 > valrolyse von 4-MUx
Reportergenaktivitit Messung im Fluorometer

(SD-LWH + 4-MUx) S
oo

HIS3 - Wachstum in -His

Abbildung 3.4: Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatz (Y2H Direct Mating)

Das Hefe-2-Hybridsystem wird in 96-well Mikrotiterplatten und in Flissigmedium angewendet. Ein bait-
Fusionsprotein wird dabei gegen viele prey-Proteine getestet oder umgekehrt. Das Mating der Plasmid-
tragenden Hefen findet in 96-well Mikrotiterplatten mit U-Form in YPDA Uber Nacht statt. Zur
Diploidenselektion werden die Hefen in Doppelselektivmedium transferiert (2 d) und anschlieBend zur
Uberpriifung der Reportergenaktivitit in Dreifach-Selektivmedium mit 4-Methylumbelliferyl-o-D-
galactopyranosid (4-MUx) Ubertragen. Findet eine bait-prey-Interaktion statt, erlaubt das Reportergen HIS3 das
Hefewachstum in Histidin-freiem Medium, die durch MEL1 kodierte a-Galactosidase hydrolysiert 4-MUx zu
einem fluorogenen Produkt, dessen Intensitat im Fluorometer gemessen werden kann.

3.3.7.2 BRET-Assay (bioluminescence resonance energy transfer)

Das BRET-System (bioluminescence resonance energy transfer) dient dem Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen (PPI) in situ in lebenden S&dugerzellen. Es beruht auf der Energielibertragung
eines Donors (Renilla Luciferase, Rluc) auf einen Akzeptor (yellow fluorescent protein, YFP), wenn

diese sich in enger raumlicher Ndhe zueinander befinden (Boute et al., 2002; Bacart et al., 2008;
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Ciruela, 2008). Die Durchfiihrung des BRET-Assays zur Validierung der Y2H-Daten erfolgte in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Ania Muntau (LMU Miinchen; Gersting et al., 2011).

Die zu testenden Interaktionspartner wurden als Fusionsproteine in HEK293-Zellen im 96-well-
Format koexprimiert. Die Transfektion der DNA erfolgte in Duplikaten mittels Nucleofection im
Akzeptor/Donor Verhiltnis von 3 zu 1 (Lonza; siehe 3.3.3.2). AnschlieRend wurden die transfizierten
Zellen 48 h in DMEM (ohne Phenolrot, 10% FCS, 1% Pen/Strep-Lésung) in weilRen 96-well
Mikrotiterplatten mit durchsichtigem Boden inkubiert (37°C, 5% CO,). Die BRET-Messung erfolgte 2
min nach Zugabe des Luciferase-Substrats Coelenterazin (30 uM in PBS) (iber einen Zeitraum von 10 s
im Multi-Plattenlesegerat. Die Lichtemission der Luciferase wird bei 485 nm gemessen und die des
Fluorophors (YFP) bei 535 nm. Die BRET-Ratio R berechnet sich nun aus dem Verhéltnis von YFP-
Signal und Luciferase-Signal sowie einem internen Korrekturfaktor cf (R = (ls3s nm/lags nm)-cf). Der
Korrekturfaktor wird parallel bei jedem Durchgang bestimmt und dient dazu, das ,, Durchbluten” des
Luciferase-Signals im YFP-Kanal zu detektieren. Dazu wurde ein Luciferase-Fusionsprotein als

Kontrolle exprimiert (Rluc-Kontrolle) und die Emissionen gemessen.

3.3.8 Mikroskopische Methoden

3.3.8.1 Indirekte Immunofluoreszenz (IF)

Hela- oder Verozellen wurden in gewiinschter Dichte (in der Regel 1 - 1,5x 10° Zellen pro 12-well) auf
Deckglaschen ausgesat und je nach Fragestellung behandelt (unbehandelt, DNA-Transfektion, HSV-1
Infektion). Zur immunhistochemischen Farbung wurden die Zellen zundchst mit 2% Formaldehyd/PBS
fixiert, nach dreimaligem Waschen (PBS) mit 0,5% Triton X-100/PBS bei 4°C permeabilisiert und
erneut gewaschen. Bei HSV-1 infizierten Zellen folgte ein Inkubationsschritt mit humanem
Immunglobulin G (higG, 0,2 mg/ml in PBS), um die membranstindigen herpesviralen Glykoprotein-
dimere gE/gl, die als Rezeptor fiir den konstanten Teil von Antikérpern (Fc) fungieren, zu sattigen
(4°C Uber Nacht oder 3 h bei Raumtemperatur). AnschlieBend wurden die Zellen mit spezifischen
Primarantikorpern inkubiert (10-15 min in PBS) und diese nach wiederholtem Waschen analog mit
Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorpern markiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde die
zelluldre DNA mit dem Fluorochrom DAPI gefarbt (0,5 pg/ml, 5 min in PBS). AbschlieRend wurden die
Deckglaschen mit den Zellen dreimal mit PBS und zur Entfernung der Salze einmal mit H,Opigest.
gewaschen und mit 5 pl Mounting Medium (Dianova) mit der bewachsenen Seite nach unten auf
Objekttrager montiert. Die Mikroskopie wurde entweder am Fluoreszenzmikroskop (Leica AF6000)
oder am Konfokalmikroskop (Leica TCS SP5) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit der zugehorigen

Kamera und Software dokumentiert. Die Prozessierung der Bilder erfolgte durch Adobe Photoshop.
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4.1 Erweiterung des intraviralen Proteininteraktionsnetzwerkes von HSV-1

4.1.1 Identifizierung neuer intraviraler Proteininteraktionen mittels Matrix-basiertem
Hefe-2-Hybridsystem

Das Netzwerk der intraviralen Protein-Protein-Interaktionen (PPI) des Herpes simplex-Virus 1 wurde
vor einiger Zeit mittels Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) erstellt (Schmidt, 2009). Uber den Vergleich mit
den Interaktionsnetzwerken vier anderer Herpesvirus-Spezies konnte so ein evolutionar
konserviertes herpesvirales Interaktionsnetzwerk prasentiert werden (Fossum et al., 2009). Dabei
wurden die viralen Membranproteine zumeist als Volle-Lange-Proteine eingesetzt, in einzelnen
Fallen wurden auch Transmembrandoméanen-freie (TM) Proteinfragmente benutzt. Insgesamt war
die Ausbeute an neu identifizierten oder bereits bestdtigten Interaktionsdaten von
Membranproteinen jedoch besonders im Kontext des reifen Viruspartikels relativ gering. Selbst sehr
gut charakterisierte Wechselwirkungen der am Virus-entry beteiligten Membranproteine wurden
nicht gefunden. Dies konnte durch das Y2H-System selbst hervorgerufen worden sein, da die
hydrophoben Doméanen von Membranproteinen das im Hefenukleus lokalisierte Y2H-Reportersystem
storen kénnen.

Besonders die Schritte der viralen Morphogenese, an denen HSV-1 Membranproteine beteiligt sind,
wie z.B. die der primaren und sekundaren Umbhillung, sind nur zum Teil aufgeklart. Um neue
Interaktionsmuster und damit zusatzliche Erkenntnisse liber die Mechanismen wahrend der HSV-1
Replikation zu erlangen und gleichzeitig die Problematik der Volle-Lange-Proteine im Y2H-System zu
beheben, wurde die HSV-1 Kollektion (siehe 3.1.7.2) systematisch um kodierende Fragmente der
viralen Membranproteine ohne hydrophobe TM-Domdnen oder Signalpeptidsequenzen erweitert.
Die Information (iber die Topologie der Membranproteine wurde aus der einschlagigen Literatur
bezogen und die Position der TM-Domadnen bzw. Signalpeptidsequenzen innerhalb der
Proteinsequenz mit Hilfe von Algorithmen berechnet (CBS Prediction Servers: TMHMM Server v. 2.0
und SignalP 3.0 Server). Die Verwendung der Gateway-Klonierung (siehe 3.3.5.6) erlaubte dabei das
einfache Umsetzen der Inserts in die Y2H bait- und prey-Hefevektoren. Fiir das Matrix-basierte Y2H-
System in Flissigmedien (siehe 3.3.7.1.1) wurden 18 extramembrandre Proteinfragmente (siehe
Tabelle 4.1) von insgesamt 15 HSV-1 Membranproteinen jeweils als bait- oder prey-Fusionsprotein

gegen die gesamte HSV-1 Kollektion getestet.
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Tabelle 4.1: HSV-1 Membranproteinfragmente

Fragment Proteintyp kodiert Lokalisierung
UL1dSP g;r:;:::t gl ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
uL10C Typ-llI C-terminale Doméane von gM cytoplasmatisch
UL20A Typ-lll N-terminale Doméane von pUL20 cytoplasmatisch
UL22NdSP Typ-l N-terminale Doméane von gH ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
UL27NdSP Typ-I N-terminale Domane von gB ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
uL278 Typ-l C-terminale Doméne von gB cytoplasmatisch
UL34A tail-anchor N-terminale Domane von pUL34 cytoplasmatisch
UL44NdSP Typ- N-terminale Doméane von gC ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
UL45A Typ-ll C-terminale Doméane von pUL45 luminal/extrazellular
UL53A Typ-lll N-terminale Domane von gK ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
US4A Typ- N-terminale Doméane von gG ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
US5A Typ-I N-terminale Domane von gJ ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
US6NdSP Typ-I N-terminale Domane von gD ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
US7NdSP Typ-l N-terminale Domane von gl ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
us7B Typ-I C-terminale Doméne von gl cytoplasmatisch
US8NdSP Typ-l N-terminale Doméane von gE ohne Signalpeptid luminal/extrazellular
ussB Typ-I C-terminale Doméane von gE cytoplasmatisch
US9A Typ—ll; evtl. N-terminale Doméane von pUS9 cytoplasmatisch
tail anchor

Die Auswertung der Matrix-basierten Y2H-Screens soll hier exemplarisch am Beispiel von bait-UL34A
erlautert werden. Nach Mating und Selektion der diploiden Hefen wurden diese zur

Wachstumskontrolle in  Doppelselektivmedium  (SD-LW) und  zur  Uberpriifung der

Reportergenaktivitit in Dreifachselektivmedium (SD-LWH) mit 4-MUx transferiert. Zur
Unterdriickung der unspezifischen Hintergrundaktivitat des HIS3-Reportergens wurde dabei Medium
mit vier Konzentrationen des Inhibitors 3-AT verwendet (0 mM, 2,5 mM, 5 mM und 10 mM). Nach
drei Tagen Inkubation erfolgte die Messung der relativen Fluoreszenzintensitdt (RFU, relative
fluorescence units). Die Interaktion eines bait-prey Paares induziert die Expression der a-
Galactosidase Mell, die als Reportersystem die Hydrolyse von 4-MUx katalysiert, sodass ein
fluorogenes Produkt entsteht. Parallel zu jedem Screen wurde die HSV-1 Kollektion gegen den
entsprechenden Leervektor getestet, um die Autoaktivierung einzelner Proteine zu erkennen und
somit falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Die Fluoreszenzintensitdt eines Proteinpaares wurde
demnach immer mit der Fluoreszenzintensitat des Partners aus der HSV-1 Kollektion in Kombination

mit dem Leervektor verglichen. Als zusatzliche interne Kontrolle war eine Position der HSV-1
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Kollektion mit dem entsprechenden Leervektor besetzt, auRerdem erfolgte die Messung einer Hefe-

freien Probe (blank).
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Abbildung 4.1: Auswertungsbeispiel des Matrix-basierten Y2H-Screens
(A) Zur Kontrolle auf Autoaktivierung wurde parallel zu jedem Screen die HSV-1 Kollektion (hier als prey-library)
gegen den entsprechenden Leervektor getestet. Leicht autoaktivierende Fusionsproteine sind mit einem
Sternchen gekennzeichnet. (B) Die Auswertung der Fluoreszenzintensitaten eines Screens (hier z.B. bait-UL34A)
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erfolgte jeweils im Vergleich zum Leervektor. (C) Beispielhaft sind hier einige typische Werte jeweils im
Vergleich zum Leervektor hervorgehoben. Zwei interne Kontrollen zeigen (a) das Hintergrundrauschen der
verwendeten Flissigmedien ohne Hefewachstum (blank) und testen unter Verwendung des Leervektors als
Partner auf Autoaktivierung (b). Eine schwache Signalerh6hung ohne 3-AT, die nach Zugabe von 3-AT wieder
abnimmt, wird als negativ gewertet (c), wahrend ein starkes Signal bei 0 mM 3-AT als schwache Interaktion
definiert wird (d). Eine starke Interaktion ldsst sich durch steigende 3-AT-Konzentrationen nur wenig oder gar
nicht inhibieren (e). Obwohl ein Interaktionspartner autoaktivierende Eigenschaften besitzt, kann das Paar als
positiv bewertet werden, wenn die Signalstarke im Vergleich zum Leervektor deutlich ansteigt (f).

In Abbildung 4.1 sind die Fluoreszenzwerte des bait-Leervektors (A) und des bait-UL34A (B) gegen die
HSV-1 prey-library als Balkendiagramme dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass prey-UL31
sowie -UL45A bei niedrigen Konzentrationen von 3-AT die Fahigkeit zur Autoaktivierung des
Reportersystems besitzen (siehe Abbildung 4.1 A, Sternchen). Dies muss bei der Auswertung der
parallel getesteten baits berlicksichtigt werden. Einzelne Werte der Diagramme des bait-Leervektors
und bait-UL34A (griine Kleinbuchstaben) sind in Abbildung 4.1 C zur Demonstration der Auswertung
vergroRert gegeniibergestellt. Die Fluoreszenzintensitdt der blank-Probe (a) entspricht dem
Hintergrundrauschen des Hefemediums und ist erwartungsgemaR auf allen Platten gleich. In (b) ist
zu erkennen, dass bait-UL34A nicht autoaktivierend wirkt, was mit dem Gesamteindruck der
Fluoreszenzwerte Ubereinstimmt. Ein autoaktivierendes bait-Fusionsprotein wiirde insgesamt sehr
viel hohere Fluoreszenzwerte mit allen prey-Partnern erzeugen als in Abbildung 4.1 B zu sehen ist. Als
Beispiel fiir ein prey-Protein, das ohne 3-AT zwar mit bait-UL34A ein gegenliber dem bait-Leervektor
leicht erhéhtes Signal produziert, jedoch auf Grund der Signalschwache nicht als positiv gewertet
wird, ist prey-US8B (c). Fir die Definition als positives Interaktionspaar muss die
Fluoreszenzintensitat mindestens bei 0 mM 3-AT stark ausgepragt sein. Als schwach positive
Interaktion werden solche Werte wie z.B. von prey-UL51 gewertet (d), bei denen die Signalstarke bei
0 mM 3-AT sehr hoch ist, allerdings bei zunehmender 3-AT Konzentration abnimmt. Bei einer stark
positiven Interaktion wie mit prey-UL10C (e) bleibt die Fluoreszenzintensitdt allerdings auch bei
hoheren 3-AT Konzentrationen &hnlich stark erhalten. Ein reprasentatives Beispiel fir die
Positivwertung einer Interaktion, bei der ein Partner allein zwar leicht autoaktivierend wirkt,
allerdings das Paar gemeinsam wesentlich starkere Signale induziert, ist die vielfach publizierte
Interaktion von bait-UL34A mit prey-UL31 (f). Alle Signale, die vergleichbar mit der blank-Probe oder
der Verwendung des Leervektors als Partner waren, wurden als negativ bewertet.

Nach diesem System wurden alle 36 durchgefiihrten Y2H-Screens ausgewertet. Interaktionspaare
von Proteinfragmenten, die auf Grund gegensatzlicher Lokalisierung entlang der Membranen nicht
miteinander wechselwirken kénnen, wurden als falsch-positiv aussortiert. Das Ergebnis dieser Y2H-
Analyse ist in Tabelle 4.2 dargestellt. Der sogenannte prey- und bait-count gibt an, wie oft das

entsprechende Fusionsprotein als positiver Interaktionspartner insgesamt im Rahmen des Screens
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gefunden wurde. Hier wirde ein sehr hoher Wert (maximal 18) auf ein autoaktivierendes Protein
hinweisen. Uber die Paarung mit dem Leervektor wurden allerdings autoaktivierende Proteine von
der Wertung bereits ausgeschlossen (z.B. bait-UL26.5). Einige prey-Fusionsproteine (wie —UL1dSP
oder —UL45A) zeigen einen hoheren Wert, und eine leichte Autoaktivierung liel sich auch im Screen
gegen die HSV-1 bait-library feststellen. Da allerdings immer sorgfaltig im Vergleich zum Leervektor
ausgewertet wurde, werden die Interaktionen als vertrauenswirdig beurteilt.

Zur besseren Ubersicht sind alle Membranproteine in Tabelle 4.2 in roter Schrift dargestellt und - falls
vorhanden - mit ihrem Glykoproteinnamen in Klammern versehen. Interaktionspaare, die entweder
bidirektional oder mit mehr als einem Fragment desselben Proteins gefunden wurden, sind farbig
hinterlegt. Die partielle Uberlappung mit dem vorangegangenen intraviralen Y2H-Screen (Schmidt,
2009) ist durch Unterstriche markiert und umfasst insgesamt 5 Interaktionspaare. Mit sechs der 18
getesteten Membranproteinfragmenten konnten keine Daten generiert werden (UL27B, US4A, USSA,
US6NdSP, US7NdSP und US8B) und fiinf weitere Fusionsproteine erbrachten nur in eine Richtung
positive Resultate (UL22NdSP, UL27NdSP, UL44NdSP, USSNdSP sowie US9A).

Tabelle 4.2: Mittels Y2H-Analyse detektierte Proteininteraktionen der HSV-1 Membranproteinfragmente

bait prey prey-count prey bait bait-count
UL1dSP (gL) UL1dSP (gL) 8 UL1dSP (gL) UL53A (gK) 3
UL1dSP (gL) UL53A (gkK) 7 UL1dSP (gL) UL45A 2
UL1dSP (gL) US6NdSP (gD) 5 UL1dSP (gL) UL1 (gL) 1
UL10C (gM) uL33 8 UL1dSP (gL) USSA (gE) 1
UL10C (gM) UL10C (gM) 3 UL1dSP (gL) UL1dSP (gL) 2
uL10cC (gM) uL31 2 UL1dSP (gL) UL22NdSP (gH) 1
UL10C (gM) UL40A 6 UL1dSP (gL) US6NJSP (gD) 1
UL10C (gM) us2 7 UL1dSP (gL) US8NdSP (gE) 3
UL10C (gM) UL28a 2 UL1dSP (gL) UL56 4
uL10C (gM) UL40B 2 UL1dSP (gL) US8 (gE) 1
UL10C (gM) uL49 2 UL1dSP (gL) US8A-Gen 1
UL10C (gM) uL52 1 UL10C (gM) UL34A 5
uL10c (gM) UL56N 2 uL10cC (gM) uL3s 3
UL20A keine Interaktion - UL10C (gM) UL10C (gM) 4
UL22NdSP (gH) | keine Interaktion - UL10C (gM) UL56N 7
UL27NdSP (gB) | keine Interaktion - uUL10C (gM) uL?7 6
UL27B (gB) keine Interaktion - uL10C (gM) uL14 6
UL34A uL3i 2 uL10C (gM) uL31 4
UL34A uL33 8 uL10C (gM) UL56 4
UL34A UL40A 6 UL10C (gM) Us10 3
UL34A uL10cC (gM) 3 uL10C (gM) uLs4 3
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bait prey prey-count prey bait bait-count
UL34A us2 7 UL20A uL40 1
UL34A UL26a 1 UL20A uL54 3
UL34A UL26.5 1 UL22NdSP (gH) | US4A (gG) 2
UL34A UL28a 2 UL27NdSP (gB) | US4A (gG) 2
UL34A UL37b 2 UL27B (gB) keine Interaktion -
UL34A UL40B 2 UL34A uL31 4
UL34A uL51 1 UL44NdSP (gC) | keine Interaktion -
UL44NdSP (gC) | US6NASP (gD) 5 UL45A UL56 4
UL44NdSP (gC) | UL53A (gK) 7 UL45A UL53A (gK) 3
UL45A UL1dSP (gL) 8 UL45A US5A (gJ) 1
UL45A UL53A (gk) 7 UL45A US8NJSP (gE) 3
UL45A US6NJSP (gD) 5 UL45A UL45A 2
UL53A (gK) UL1dSP (gL) 8 UL53A (gK) UL53A (gK) 3
UL53A (gK) UL53A (gK) 7 UL53A (gK) UL1dSP (gL) 2
US4A (gG) keine Interaktion - UL53A (gK) US8NJSP (gE) 3
US5A (gJ) keine Interaktion - UL53A (gK) UL56 4
US6NdSP (gD) | keine Interaktion - US4A (gG) keine Interaktion -
US7NdSP (gl) keine Interaktion - US5A (gJ) keine Interaktion -
US7B (gl) uL33 8 US6NdSP (gD) | keine Interaktion -
US7B (gl) UL40A 6 US7NdSP (gl) keine Interaktion -
US8NdSP (gE) UL22NdSP (gH) 1 US7B (gl) uL7

USSNJSP (gE) | UL27NdSP (gB) 1 US7B (gl) uL16 4
US8NJSP (gE) US7NdSP (gl) 1 US8NdSP (gE) keine Interaktion -
US8NASP (gE) US8NJSP (gE) 8 US8B (gE) keine Interaktion -
US8NJSP (gE) | UL53A (gK) 7 US9A keine Interaktion -
US8NASP (gE) | UL1dSP (gL) 8

US8B (gE) autoaktivierend -

US9A us2 7

US9A uL49 2

4.1.2 Das Interaktionsnetzwerk der HSV-1 Membranproteine

Die mittels Y2H-Analyse ermittelten Interaktionen der Membranproteinfragmente mit Volle-Léange-
Proteinen (VL) oder Proteinfragmenten der HSV-1 Kollektion lassen sich nun so zusammenfassen,
dass ein intravirales Interaktionsnetzwerk der HSV-1 Membranproteine entsteht (siehe Abbildung 4.2
und Anhang 7.2.1). Dieses Netzwerk wurde mit Hilfe der Cytoscape-Software erstellt (Shannon et al.,
2003) und erlaubt die Visualisierung groRer Datenmengen zu einem Ubersichtlichen Diagramm. Auf
diese Art und Weise féllt es leichter, Strukturen wie z.B. einzelne Module oder hochverknlipfte hubs

zu identifizieren. AulRerdem lasst sich so die Topologie eines Netzwerkes bestimmen.
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Zuniachst wurde auf die Differenzierung der Interaktionsrichtung (bait und prey) verzichtet und die
Proteinfragmente jeweils ihrem entsprechenden VL-Protein zugeordnet (z.B. US7NdSP und US7B >
US7). Da es sich um die Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI) handelt, wurden alle
verwendeten ORFs mit ihrem jeweiligen Proteinnamen versehen, entweder durch Voranstellung
eines ,p“ (z.B. pUL33) oder die Verwendung der jeweiligen Glykoproteinbezeichnung der
Membranproteine (z.B. UL10/gM). Zur besseren Ubersicht sind Membranproteine als rote Knoten
dargestellt, Tegumentproteine griin und Capsidproteine blau. WeiR sind solche Proteine, die sich
keiner dieser Strukturen zuordnen lassen. Die gestrichelten Verbindungslinien reprasentieren
unidirektionale Interaktionen. Interaktionspaare, die bidirektional oder mit mehreren Fragmenten
eines Partners gefunden wurden, sind mit einer einfachen (zweimal) oder fetten (dreimal) edge
verbunden. Das Netzwerk besteht aus 34 Knoten und 57 Verbindungslinien, davon sind finf
Selbstinteraktionen. Neue PPl werden durch blaue Linien dargestellt, die schwarzen edges markieren
solche Y2H-Interaktionen, die bereits im vorangegangenen Screen identifiziert wurden (Fossum et
al., 2009; Schmidt, 2009) und anderweitig publizierte Interaktionen sind durch rote
Verbindungslinien gekennzeichnet (Johnson et al., 1988; Roop et al., 1993; Reynolds et al., 2001; Chi
et al., 2005; Perez-Romero et al., 2005; Atanasiu et al., 2007; Avitabile et al., 2007; Farnsworth et al.,
2007; Foster et al., 2008; Lee et al., 2008; Stylianou et al., 2009; Wills et al., 2009; Chouljenko et al.,
2010). Demnach konnten also insgesamt 48 neue Interaktionspaare identifiziert werden. Die
Topologie gleicht anderen herpesviralen Interaktionsnetzwerken (Uetz et al., 2006; Fossum et al.,
2009). Es gibt einige hochverknipfte hubs (wie z.B gM mit 16 Interaktionspartnern), der
durchschnittliche Verknilipfungsgrad betragt einen Wert von 3,2. Es gibt allerdings nur wenige
periphere Knoten, die einen Verknipfungsgrad von 1 besitzen. Aus dieser Gradverteilung ergibt sich
eine Regressionsgerade mit einem relativ niedrigen Potenzkoeffizienten y (1,039), wenn die
Verknlpfungsgrade logarithmisch aufgetragen werden. Dieser Wert ist vergleichbar mit bereits
publizierten herpesviralen Interaktionsnetzwerken, bei denen die Gerade flacher verlauft als bei
typischen zelluldren Interaktomen (Uetz et al., 2006). Daher ist auch dieses Netzwerk nicht als
skalenfrei zu bezeichnen. Die durchschnittliche Pfadlange, also die Verknlipfung zweier beliebiger
Knoten miteinander, betragt 3,3. Dieses Netzwerk ist nicht in Submodule unterteilt, sondern stellt ein
einziges Modul dar. Der Eindruck der Modularitat ergibt sich daraus, dass im Y2H-Screen luminale
und cytoplasmatische Fragmente der Membranproteine verwendet wurden und sich das Netzwerk
somit in cytoplasmatisch (links) und exoplasmatisch (rechts) lokalisierte Interaktionen unterteilt.
Diese beiden ,Module” werden nur durch zwei edges miteinander verbunden, was der Tatsache
geschuldet ist, dass blofs von wenigen Membranproteinen gleichzeitig mit cytoplasmatischen und

luminalen Fragmenten Daten generiert werden konnten.
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Fossum et al., 2009

Literatur

Y2H-Screen

Abbildung 4.2: Intravirales Interaktionsnetzwerk der HSV-1 Membranproteine

Die mittels Y2H identifizierten Proteininteraktionspaare der Membranproteine von HSV-1 sind in diesem
Netzwerk zusammengefasst. Einzelne Proteine sind als Knoten dargestellt (rot = Membran, griin = Tegument,
blau = Capsid, weill = andere), ihre Interaktion ist als Verbindungslinie abgebildet. Gestrichelte Linien bedeuten
eine unidirektionale Interaktion, solide Linien stehen entweder fiir bidirektionale Interaktionen oder solche, bei
denen mehrere Fragmente eines Partners als interagierend gefunden wurden (einfache Linie = zweimal; fette
Linie = dreimal). Blaue edges stellen neue Interaktionspaare dar, schwarze Linien bedeuten Uberlappung mit
dem vorangegangenen Y2H-Screen (Fossum et al., 2009) und rote Verbindunglinien sind anderweitig bereits
publizierte PPI (Johnson et al., 1988; Roop et al., 1993; Reynolds et al., 2001; Stylianou et al., 2009). Die
Schnittmengen der Interaktionen der HSV-1 Membranproteine aus Literatur, Fossum et al., 2009 und dem hier
beschriebenen Y2H-Screen sind im Kastchen grafisch dargestellt.

Die gemeinsame Schnittmenge der Interaktionen von HSV-1 Membranproteinen aus der Literatur,
Fossum et al., 2009 und diesem Y2H-Screen ist in Abbildung 4.2 grafisch dargestellt (Kastchen).
Obwohl die HSV-1 Membranproteine an vielen Schritten des Replikationszyklus beteiligt sind und
somit viele Interaktionen vermutet werden, sind nur 18 Interaktionen bekannt, bei denen
mindestens ein Partner Membranprotein ist. Davon konnten 4 Paare, also knapp ein Fiunftel der
geldufigen Interaktionen, in diesem Y2H-Screen wiedergefunden werden. Andererseits fehlen einige
sehr gut charakterisierte Interaktionen, wie zum Beispiel zwischen den am Virus-entry beteiligten gH
und gB (Atanasiu et al., 2007; Avitabile et al., 2007) oder gK und pUL20 (Foster et al., 2008). Dies

zeigt die Grenzen dieses Y2H-Screens auf. Einerseits flihrt jede Methode zur Identifizierung von PPl zu
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einem gewissen Prozentsatz zu falsch-negativen Daten. Andererseits konnten in diesem Y2H-Screen
unter Verwendung der extramembrandren Fragmente nur solche Interaktionen detektiert werden,
bei denen die entsprechenden Fragmente beider Partner vorhanden waren, die die Wechselwirkung
vermitteln.

Knapp ein Viertel der PPl des vorangegangegen Y2H-Datensatzes, bei dem mindestens ein
Membranprotein als Partner involviert ist, konnten erneut identifiziert werden. Diese nur partielle
Uberlappung resultiert daraus, dass in beiden Y2H-Screens unterschiedliche bait- und prey-
Fusionsproteine verwendet wurden, namlich ausschlieRlich Fragmente der Membranproteine in
dieser Studie im Gegensatz zu den Volle-Ldnge-Proteinen aus Fossum et al., 2009. Allerdings gilt die
Reproduzierbarkeit der tGberlappenden PPI als Validierung ihrer Interaktion. Die einzige gemeinsame
PPI, die sowohl in beiden Y2H-Ansadtzen vorkam als auch durch unabhangige Publikationen sehr gut
charakterisiert ist (Reynolds et al., 2001), ist die des nuclear egress complex pUL34 und pUL31.
Besonders auffdllig an diesem Netzwerk sind einige hochverkniipfte hubs, wie sie beispielsweise von
pUL34 und gM gebildet werden. Die neu identifizierten Interaktionspartner von pUL34 sind vor allen
Dingen Tegument- und Capsidproteine. Dieser Befund kdnnte in Einklang mit seiner zentralen
Funktion (zusammen mit pUL31) an der Auswanderung der Capside aus dem Zellkern stehen. Die
Aufgabe von gM wahrend des HSV-1 Replikationszyklus ist noch nicht abschlieRend geklart. Allein die
Fille der hier identifizierten Interaktionspartner weist auf eine wichtige Bedeutung von gM hin,
weshalb seine Funktionalitdit naher untersucht werden sollte (siehe auch 4.2). Weitere
Interpretationen, die aus diesem Datensatz abgeleitet werden kénnen, werden in der Diskussion

besprochen (siehe 5.2).

4.1.3 Das BRET-System als Validierungsmoglichkeit fiir Protein-Protein-Interaktionen von
Membranproteinen

Mit dem BRET-System (bioluminescence resonance energy transfer) konnen Protein-Protein-
Interaktionen (PPI) in situ im physiologischen Kontext der Zelle bestimmt werden. Es beruht auf der
Koexpression zweier Kandidatenproteine, die an die Renilla-Luciferase (Rluc) bzw. das Fluorochrom
YFP (yellow fluorescent protein) fusioniert sind. Gelangen die beiden Fusionsproteine Uber
Wechselwirkungen in raumliche N&he zueinander (10-100 A), kann nach Substratgabe eine
Energielibertragung von der Luciferase (Donor) auf den Akzeptor (YFP) stattfinden (siehe Abbildung
4.3). Beide Emissionen kénnen im Luminometer gemessen werden und besitzen ein voneinander
differenziertes Emissionspektrum (485 nm bzw. 535 nm). Die Verwendung des BRET-Systems zur
Analyse von Interaktionen der Membranproteine bietet den Vorteil, dass bindre Interaktionen im

Membrankontext detektiert werden. Dabei werden verschiedene Faktoren bericksichtigt, wie die
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Topologie eines Membranproteins, posttranslationale Modifikationen und die subzelluldre Sortierung
bzw. Lokalisierung der entsprechenden Kandidatenproteine. So besteht die Mdglichkeit, falsch-
positive Interaktionen des Y2H-Systems, die zwar nach Koexpression im Hefenukleus stattfinden,
allerdings im physiologischen Kontext zwecks fehlender Kolokalisierung nicht erfolgen kdénnen, zu
verwerfen. Auf der anderen Seite besitzt das BRET-System beim Einsatz von Membranproteinen auch
einige Einschrankungen, die beriicksichtigt werden missen. Generell besteht die Mdglichkeit, dass
die recht grolRen tags die Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen sterisch behindern. AulRerdem
kann der Einsatz eines cytoplasmatisch exponierten tags den Transport eines an der inneren
Kernhille lokalisierten Proteins durch die Kernpore be- oder sogar verhindern. Auch ist darauf zu
achten, dass sowohl Donor als auch Akzeptor auf der gleichen Seite der Membran — also luminal oder
cytoplasmatisch — orientiert sind. Demnach ist die Kenntnis der Topologie der verwendeten
Membranproteine von Vorteil, andererseits lassen sich so auch vorhergesagte Topologien bestatigen.
SchlieBlich muss beachtet werden, dass die Fusion eines tags an den N-Terminus eines
Membranproteins mit Signalpeptid nicht moéglich ist, da durch das Abspalten der Signalsequenz nach

Insertion in das ER auch der Fusions-tag verloren gehen wiirde.

Renilla Luciferase YFP

535 nm

AY

485 nm

Abbildung 4.3: Das BRET-System

Das BRET-System (bioluminescence resonance energy transfer) beruht auf der Koexpression zweier potenzieller
Interaktionspartner, die fusioniert an die Renilla Luciferase oder das Fluorophor YFP exprimiert werden. Die
durch Substratzugabe induzierte Lichtemission der Luciferase (Akzeptor) kann auf einen in der Nahe
befindlichen Donor (YFP) libertragen werden, der wiederum selbst Licht einer anderen Wellenlange abstrahlt.
Durch das Verhéltnis der Lichtemissionen beider Wellenlangen kann ein Paar als interagierend oder nicht
interagierend bestimmt werden.

Generell ist es moglich, das BRET-System als Hochdurchsatzmethode anzuwenden. Die oben
genannten Einschrankungen bei Gebrauch von Membranproteinen erschweren allerdings den Einsatz
dieser Methode zur Validierung der mittels Y2H generierten intraviralen Interaktionsdaten. Zunachst
sollten die Gateway-kompatiblen BRET-Vektoren so modifiziert werden, dass der Einsatz von
Signalpeptid-tragenden Membranproteinen moglich ist. Dazu wurde mittels nested PCR die

kodierende Sequenz eines Signalpeptids upstream der entsprechenden tag-Sequenz eingefiigt.
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Hierflir wurde die sogenannte leader Sequenz des T-Zell-Oberflaichenproteins CD5 (CD5L) benutzt.
Wird als Insert die DNA-Sequenz eines Membranproteins ohne seine intrinsische Signalsequenz
verwendet, sollte ein Fusionsprotein aus CD5L, dem entsprechenden tag (Rluc oder YFP) und dem
Signalpeptid-freien Membranprotein exprimiert werden (siehe Abbildung 4.4). Das Signalpeptid
CD5L, das die Insertion in die ER-Membran gewahrleistet, wird anschliefend abgespalten und der tag
lokalisiert somit luminal. Die Lokalisierung der so generierten Fusionsproteine in HEK293-Zellen
wurde mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die YFP-Fusionsproteine besitzen dabei
selbst fluorogene Eigenschaften, wahrend das Rluc-Fusionsprotein durch die Verwendung von
spezifischen Antikorpern und sekundadren Reagenzien sichtbar gemacht wurde. Der Zellkern wurde
mit DAPI angefarbt. Als reprasentatives Beispiel ist die Lokalisierung der Glykoproteine B (gB) und D
(gD) dargestellt (siehe Abbildung 4.4). Das Prinzip des Transfers der Signalsequenz funktioniert gut
mit dem YFP-tag, da alle getesteten Typ-l Membranproteine, die zur Membraninsertion ein
Signalpeptid bendtigen, eine deutliche Lokalisierung meist am Golgi-Apparat, aber auch am ER und
der Plasmamembran zeigen. Der CD5L-YFP-Vektor kdnnte also fiir das BRET-System benutzt werden.
Dies ist jedoch fiir den CD5L-Rluc-Vektor nicht zutreffend. Keines der untersuchten Fusionsproteine

wurde in die ER-Membran inseriert, stattdessen waren alle im Cytoplasma diffus verteilt.

A Spaltung B Spaltung

\4 \4
CD5L gB/gD ohne Signalsequenz CD5L Rluc gB/gD ohne Signalsequenz

YFP/Dapi gB/Dapi

o . . o . .
o . . o . .

Abbildung 4.4: Modifizierung der BRET-Vektoren

Die kodierende Signalpeptid-Sequenz von CD5 (CD5L) wurde mittels PCR in upstream-Orientierung zu den N-
terminalen tags (YFP bzw. Rluc) der BRET-Vektoren eingefligt. Bei Verwendung von Membranproteinsequenzen
ohne intrinsische Signalsequenz sollte das Fusionsprotein wahrend der Transkription in die ER-Membran
inseriert werden (A und B, schematische Darstellung). Dort erfolgt die Abspaltung von CD5L, und der tag
lokalisiert luminal. (A) Die Insertion eines Fusionsproteins aus CD5L-YFP und Glykoprotein B (gB) bzw.
Glykoprotein D (gD) wurde in transfizierten HEK293-Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift. Die
Zellkerne wurden mit DAPI angeférbt. (B) Die Fusionsproteine aus CD5L-Rluc und gB bzw. gD werden nicht in
die Membran inseriert und lokalisieren nach exogener Expression diffus cytoplasmatisch. Zur Visualisierung
wurden polyklonale anti-gB bzw. anti-gD Antikdrper sowie sekundare Reagenzien verwendet.
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Durch die oben beschriebenen Einschrankungen des BRET-Systems war nur ein sehr kleiner Anteil
des durch Y2H-Analyse gewonnenen Datensatzes fiir eine Validierung mittels BRET geeignet (siehe
3.3.7.2). Die Gateway-Kompatibilitdt der BRET-Vektoren ermdéglichte ein einfaches Umsetzen der
bendtigten Insertsequenzen aus der HSV-1 pDONR207-Kollektion. Nach Kotransfektion der
entsprechenden Vektorpaare in Duplikaten wurden die HEK293-Zellen 48 h inkubiert (37°C, 5% CO,).
Die Induktion der Luciferase-Aktivitat erfolgte durch Zugabe des Substrats Coelenterazin (30 uM),
nach 2 min wurde die YFP-Emission bei 535 nm und die Luciferase-Emission bei 485 nm liber einen
Zeitraum von 10 sec detektiert. Die BRET-Ratio R eines jeden Proteinpaares ermittelte sich nun aus
dem Verhaltnis von YFP- zu Luciferase-Signal und wird durch die Subtraktion eines Korrekturfaktors
cf normalisiert (R = (Is3s nm/lags nm)-Cf). Dieser Korrekturfaktor wird aus dem Verhaltnis von lsss nm/lass nm
eines Luciferase-Kontrollproteins ermittelt und dient dazu, das , Durchbluten” des Luciferase-Signals
in den YFP-Kanal zu bestimmen. Als interne Positivkontrolle dient die Expression eines
Fusionsproteins aus Rluc und YFP, bei dem ein vollstéandiger Energietransfer stattfindet und eine
BRET-Ratio von 1 erreicht wird.

Bei den meisten getesteten Paaren dieser Studie war die Intensitat der Luciferase zu niedrig, um eine
Auswertung treffen zu konnen. Daraus lasst sich ableiten, dass es fiir die Verwendung des BRET-
Systems mit Membranproteinen individueller Protokolloptimierung fir die jeweiligen Paarungen
bedarf, die den Umfang dieser Arbeit Gberschreiten wirde. Allerdings konnte an einem Beispiel das
Potenzial dieses Systems gezeigt werden. Im Y2H-Screen wurden mit dem luminalen Fragment des
Typ-1l Proteins pUL45 (UL45A) als prey-Fusionsprotein einige Interaktionsdaten generiert, die auf
Grund ihrer gegensatzlichen Membranlokalisierung im physiologischen Kontext nicht mdglich sind.
Des Weiteren wurde eine Selbstinteraktion von pUL45 (ber seine luminale Domane festgestellt.
Zunachst wurde die Lokalisierung von YFP-UL45 in transfizierten HEK293-Zellen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie kontrolliert und eine Golgi- und Plasmamembran-dhnliche Farbung beobachtet (siehe
Abbildung 4.5 A). Anschliefend konnte im BRET-Assay die Selbstinteraktion von pUL45 bestatigt
werden (siehe Abbildung 4.5 B). Im Sdulendiagramm ist die BRET-Ratio fiir die jeweiligen Paarungen
dargestellt. Die Paarung von YFP-UL45 und Rluc-UL45 erreicht einen methodenspezifischen
Schwellenwert Uber 0,1 und kann damit als positiv beurteilt werden. Die potenziellen, aber
physiologisch unmoglichen Interaktionen der luminalen Domane von pUL45 mit den
nukleoplasmatisch lokalisierten Proteinen pUL26 und pUL28 werden in beiden moglichen
Kombinationen als negativ bestatigt. Dies unterstitzt einerseits die Aussortierung von per
Lokalisierung unmoglichen Interaktionspaaren aus dem Y2H-Datensatz, und zeigt andererseits die

Starken des BRET-Systems zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in situ.
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Abbildung 4.5: HSV-1 pUL45 bildet Homooligomere

(A) Die subzelluldre Lokalisierung des Fusionsproteins YFP-UL45 wurde mittels indirekter Immunofluoreszenz in
HEK293-Zellen mikroskopisch Gberpriift. Zellkerne wurden mit DAPI gefédrbt. (B) Die BRET-Ratio wurde 48 h
nach Kontransfektion der entsprechenden Vektorpaare in lebenden HEK293-Zellen in Duplikaten bestimmt. Die
Zugabe von Coelenterazin induziert die Luciferaseaktivitat, Lichtemissionen werden bei 535 nm (YFP) und
48 nm (Rluc) gemessen Die BRET-Ratio errechnet sich aus dem Verhiltnis von ls3s nm/lass nm das durch einen
Korrekturfaktor (Rluc-Kontrolle) normalisiert wird. Dieser korrigiert das ,Durchbluten” des Luciferase-Signals in
den YFP-Kanal.

4.1.4 Integration der Interaktionsdaten der HSV-1 Membranproteine in das bestehende
intravirale Netzwerk

Die mittels Matrix-basiertem Y2H-Screen neu generierten Interaktionsdaten der HSV-1
Membranproteine konnten nun in das bereits vorhandene intravirale Interaktom des Herpes
simplex-Virus 1 eingepflegt werden (Fossum et al., 2009; Schmidt, 2009). Wie in 4.1.2 sind die
Proteine als Knoten und ihre Interaktionen als Verbindungslinien zwischen ihnen dargestellt. Die
einzelnen Proteine sind je nach Strukturzugehdorigkeit farbig markiert (rot = Membran, blau = Capsid,
grin = Tegument). WeilRe Knoten kdnnen keiner dieser morphologischen Strukturen zugeordnet
werden und stehen fir Proteine, die meist enzymatische oder genregulatorische Funktionen
besitzen. Blaue edges markieren die durch diese Arbeit neu hinzugekommenen Proteininteraktionen,
wahrend schwarze edges die PPl des vorangegangenen Screens markieren. Die Linienstarke
reprasentiert dabei die Starke der Interaktion (gestrichelt = unidirektional, solide = bidirektionale

oder mit mehreren Fragmenten identifizierte Interaktion (zweifach und dreifach)).
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Abbildung 4.6: Das Interaktom von HSV-1

Die in dieser Studie generierten Y2H-Daten (blaue Linien) wurden mit dem zuvor publizierten HSV-1 Interaktom
(Fossum et al., 2009; Schmidt, 2009) vereinigt. Proteine sind als Knoten (rot = Membranproteine, griin =
Tegument, blau = Capsid, weill = enzymatische oder genregulatorische Proteine) und Y2H-Interaktionen als
Linien dargestellt (unidirektional = gestrichelt; bidirektional oder mit verschiedenen Fragmenten identifiziert =
solide (zwei- und dreifach)).

Das erweiterte Interaktom von HSV-1 besteht nun aus 55 Knoten, die durch 133 Verbindungslinien,
also Protein-Protein-Interaktionen, miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 4.6 und Anhang
7.2.2). Davon sind 52 Interaktionen durch den Y2H-Screen in dieser Studie identifiziert worden (blaue
edges), wovon wiederum 48 durch Literaturvergleich als neu zu betrachten sind. Die Topologie dieses
erweiterten Netzwerkes besitzt dhnliche Eigenschaften wie zuvor, lediglich die durchschnittliche
Anzahl an Nachbarn erhéht sich von 3,2 auf 4,3 und die charakteristische Pfadlange wird um 0,5 auf
2,7 reduziert. Mit Hilfe dieser Studie konnte das HSV-1 Interaktom um neun Knotenidentitdten
erweitert werden, die zuvor keine Interaktion gezeigt hatten. Dabei handelt es sich teilweise um
Membranproteine (gD, gH, gB und gL), aber auch um andere virale Komponenten (pUL52, pUL54, das
Tegumentprotein pUL51 sowie die Capsidproteine pUL26 und pUL26.5). Die Unterteilung in luminale

und cytoplasmatische Interaktionen ist nicht mehr so deutlich wie im Interaktom der HSV-1
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Membranproteine (siehe Abbildung 4.2), da beide ,Module” nun untereinander starker vernetzt
sind. Auch dieses Netzwerk ist nicht unbedingt als scale-free zu bezeichnen, da unterproportional
wenige Knoten, namlich 14, einen Verknlipfungsgrad von 1 besitzen. Dafiir gibt es viele
hochverkniipfte Knoten, das Capsidprotein pUL33 erreicht dabei den maximalen Verknlpfungsgrad
von 20. Generell hilft eine solche grafische Darstellung dabei, sich einen ersten Uberblick tiber die
Wechselwirkungen der HSV-1 Proteine untereinander zu verschaffen. Dadurch lassen sich auch leicht
hochvernetzte hubs identifizieren, die moglicherweise eine wichtige Funktion wahrend der
Virusreplikation erfiillen. Einen solchen hub stellt das Glykoprotein M dar, das 18 Interaktionen vor

allem mit Tegument- und Capsidproteinen eingeht.

4.1.5 Das intravirale Interaktom im physiologischen Kontext

Darliber hinaus bietet ein solches Netzwerk die Moglichkeit, Proteininteraktionsdaten mit anderen
Studien zu kombinieren. So ist es beispielsweise von Interesse, die Wechselwirkungen der Proteine
untereinander so darzustellen, wie sie im reifen Viruspartikel und damit im physiologischen Kontext
vorkommen. Dadurch werden die Interaktionen zwischen den einzelnen Strukturkomponenten - also
Membranproteine, Tegument und Capsid — sichtbar, wie sie sich wahrend des sekundaren und
finalen  Umhdullungsschritts an  TGN-Vesikeln  abspielen  kénnten. Dazu wurde die
massenspektrometrische Analyse reifer HSV-1 Partikel herangezogen (Loret et al., 2008) und mit den
Y2H-Interaktionsdaten des erweiterten Interaktoms kombiniert (siehe Anhang 7.2.2; fett markierte
Paare). In Abbildung 4.7 ist das extrazelluldre Virus schematisch dargestellt und mit dem intraviralen
Netzwerk (iberlagert. Darin befinden sich nur noch solche Proteine, die im reifen Partikel
vorkommen. Die Capsidproteine (blau) bilden die innerste Schicht gefolgt von Tegumentproteinen
(gran) in der Mitte und Membranproteinen (rot) aulRen. Blaue Verbindungslinien zeigen die in dieser
Studie identifizierten Y2H-Interaktionen an. Dieses Modell konnte vor allen Dingen um PPl der
Membranproteine erweitert werden. Alle 13 im reifen Partikel enthaltenen Membranproteine gehen
vor allem Wechselwirkungen untereinander, besonders aber auch mit Tegumentproteinen ein. Fir
insgesamt zehn Proteine des Teguments bzw. flinf Capsidproteine wurden keine PPl gefunden. Eine
solch schematisch angeordnete Ubersicht der intraviralen Interaktionen im reifen Partikel bzw.
wahrend der sekundaren Umhillung vereinfacht die Identifizierung interessanter und womaoglich
funktional relevanter Knotenpunkte. Auch im physiologischen Kontext besitzt das Glykoprotein M,

das vor allem mit Tegumentproteinen interagiert, eine scheinbare Schliisselfunktion.
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Abbildung 4.7: Das HSV-1 Interaktom im physiologischen Kontext

Die Y2H-Daten des erweiterten HSV-1 Interaktoms wurden mit einer massenspektrometrischen Analyse reifer
Viruspartikel (Loret et al., 2008) kombiniert. Das Virus ist schematisch dargestellt und mit den Komponenten
des reifen Partikels sowie ihren Proteininteraktionen liberlagert. Innen befinden sich die Capsidproteine (blau),

in der Mitte liegen die Tegumentprotein (griin) und auBen die Membranproteine (rot). Die in dieser Studie
identifizierten Interaktionen sind als blaue Linien dargestellt.
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4.2 Glykoprotein M: Funktionelle Charakterisierung der cytoplasmatisch
exponierten Domdne

Der intravirale Matrix-basierte Hefe-2-Hybrid-Screen der HSV-1 Membranproteine (siehe 4.1)
identifizierte das Glykoprotein M (gM) als hochverknlpften hub, das mit Komponenten von sowohl
Capsid als auch Tegument und Hillmembran interagiert. Da die Interaktionspartner unter
Verwendung der extramembranaren C-terminalen Domane von gM gefunden wurden, sollte die

Funktionalitdt dieser Domane naher untersucht werden.

4.2.1 Der Transport von HSV-1 gM zu TGN-Membranen geschieht unabhangig von
trafficking-Motiven der C-terminalen Domane

Eine Funktion der grollen, cytoplasmatisch exponierten C-terminalen Domiane des Typ-lll
Membranproteins gM von HSV-1 (siehe 2.2.3.1) im intrazelluldren Proteintransport von gM gilt als
wahrscheinlich. Um ihren Einfluss auf die Lokalisierung von gM zu untersuchen, wurde die
subzelluldre Verteilung von gM im Vergleich zu einer um die C-terminale Domane verkiirzten
Variante (gMAC) mittels indirekter Immunfluoreszenz (IF) untersucht. HelLa-Zellen wurden mit den
entsprechenden Plasmiden (pCR3-N-HA-UL10 und -UL10AC) transfiziert und 20 h spater der
indirekten Immunofluoreszenzfarbung (siehe 3.3.8.1) unterworfen. Die Fusionsproteine wurden mit
anti-HA Antikorpern dekoriert, zum Vergleich wurden Markerproteine des trans-Golgi Netzwerkes
(anti-TGN46) bzw. des endoplasmatischen Retikulums (ER, anti-Calreticulin) sichtbar gemacht. Zur
Visualisierung wurden Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikérper verwendet, die DNA im Zellkern
wurde mit DAPI angefarbt. Wie bereits zuvor beschrieben (Crump et al., 2004), lokalisierte gM
unabhingig von anderen viralen Faktoren hauptsichlich am TGN, was durch eine Uberlagerung der
anti-HA und anti-TGN Signale sichtbar wurde (Abbildung 4.8. A). Im Gegensatz dazu zeigte gMAC
keine Kolokalisierung mit dem TGN-Marker, sondern vielmehr eine ER-dhnliche Verteilung (siehe
Abbildung 4.8. A). Die Lokalisierung von gMAC am ER konnte durch die teilweise Uberlagerung mit
der Calreticulin-Farbung bestatigt werden (Abbildung 4.8. B). Tatsachlich erhalt gMAC keinen Zutritt
zum Golgi-Apparat, sondern verbleibt im ER, wie ein Experiment zur Endoglykosidase H-Sensitivitat
(EndoH) der beiden Fusionsproteine zeigen konnte (lie Zhang, Montréal; Striebinger et al., 2011
(submitted)). EndoH spaltet nur die einfachen Oligosaccharide, die von Membranproteinen im ER
erworben werden, nicht jedoch Golgi-gereifte komplexere Formen. HelLa-Zelllysate wurden 24 h nach
der Transfektion (pCR3-N-HA-UL10 und -UL10AC) mit EndoH inkubiert und mittels SDS-PAGE und
nachfolgendem Western Blot analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte, aber transfizierte

Zelllysate. Beim Vergleich der Migrationsbanden von HA-gM vor und nach EndoH-Behandlung ergab
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sich kaum ein Unterschied, d.h. gM trug durch den Golgi-Apparat modizierte N-Glykosylierungen, die
durch EndoH nicht gespalten werden konnten (Daten hier nicht gezeigt). Die Bande von HA-gMAC
wurde allerdings durch die Endo-H-Behandlung in eine schneller migrierende Bande konvertiert, was
einer Sensitivitat fir EndoH entspricht. Auf biochemischem Weg konnte so bestatigt werden, dass

gMAC keinen Zugang zum Golgi-Apparat erhalt.

A B

gM TGN  Uberlagerung gM Calreticulin Uberlagerung

HA-gM
HA-gM

HA-gMAC
HA-gMAC

Abbildung 4.8: Subzellulidre Lokalisierung von HA-gM und HA-gMAC

Hela-Zellen wurden mit den Plasmiden pCR3-N-HA-UL10 bzw. -UL10AC transfiziert und die Lokalisierung der
HA-Fusionsproteine mittels indirekter Immunofluoreszenzfarbung (IF) Gberprift. Zum Vergleich wurden Marker
des trans-Golgi Netzwerkes (anti-TGN46, in (A)) und des endoplasmatischen Retikulums (ER, anti-Calreticulin, in
(B)) verwendet. Die Farbung erfolgte mittels Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikorper, die zelluldre DNA
wurde mit DAPI markiert.

Die C-terminale Domane von gM enthdlt mehrere potenzielle YXX¢d-Motive (Y = Tyrosin, X =
Aminosaure jeglicher Art, ¢ = hydrophobe Aminosdure mit sperriger Seitenkette) sowie eine Haufung
saurer Aminosauren (acidic cluster). Die YXX¢d-Motive dienen klassischerweise als Signalmotive fir
die Proteinsortierung von Membranproteinen in Verbindung mit Clathrin-bedeckten Vesikeln
(Bonifacino und Traub, 2003). Gerade im Zusammenhang mit Herpesviren wird jedoch auch eine
Beteiligung der Tyrosin-basierten Motive in Kombination mit einem acidic cluster am Transport
zwischen ER und Golgi-Apparat postuliert (Favoreel, 2006). Um den Einfluss der cytoplasmatisch
exponierten C-terminalen Doméane auf die Auswanderung aus dem ER bzw. den Golgi-Transport von
gM zu untersuchen, wurde die Lokalisierung sequenziell verkirzter HA-gM-Mutanten mittels IF wie
oben beschrieben untersucht (siehe Abbildung 4.9). Zur Expression in Hela-Zellen wurden alle gM-
Mutanten als pCR3-N-HA-Konstrukte kloniert. Die schrittweise Deletion der potenziellen trafficking-
Motive (YXXd-Motive und acidic cluster) durch die Insertion eines Stoppcodons an der bezeichneten
Aminosaurenposition verhinderte die Anreicherung von gM am TGN nicht (HA-gM-s434, HA-gM-
s423/Aac und HA-gM-s362). Die unmittelbar auf die letzte TM-Doméane folgenden 20 Aminosauren

(HA-gM-s362) waren dabei fur die Lokalisierung am TGN ausreichend. Um zu Uberpriifen, ob diese
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Minimalsequenz unbekannte trafficking-Motive enthélt, wurde sie durch ein Strep-tag ersetzt (HA-

gMAC-Strep). Auch bei dieser gM-Mutante war der Transport zum Golgi-Apparat nicht gestort.

ryazaylyhrrhhtkffmrmrdtrhrahsalkrvrssmrgsrdgrhrpa

pgsppgipeyaedpyaisyggqldrygdsdgepiYDEVaddqgtdv!
YAKIghprhlpdddpiYDTVggydpepaedpvYSTVrrw,,,

gM TGN  Uberlagerung
C-terminale Domane (As. 343-473)

gM i . raylyhrrhhtkffmrmrdt......YDEVaddgtd...YAKI...YDTV...YSTV...

-,

raylyhrrhhtkffmrmrdt......YDEVaddatd

gM-s434 |

gM-s423/ --
Aac v raylyhrrhhtkffmrmrdt.....,
gM-s362 i_ raylyhrrhhtkffmrmrdt

gmac | Il

Strep L--

TM-gM-C raylyhrrhhtkffmrmrdt......YDEVaddatd...YAKI...YDTV...YSTV... |

Abbildung 4.9: Subzelluldre Lokalisierung von gM-Mutanten

Die Mitwirkung potenzieller trafficking-Motive am ER-Export/Golgi-Transport von gM wurde mittels
sequenzieller Deletionsmutanten und IF getestet. Die vier moglichen YXX¢-Motive (in GroRbuchstaben) und
das acidic cluster (ac, unterstrichen) wurden durch das Einfligen von Stoppcodons an der genannten
Aminosdurenposition deletiert (HA-gM-s434, HA-gM-s423/Aac und HA-gM-s362). AuRerdem wurde die
Sequenz der cytoplasmatisch exponierten C-terminalen Doméne durch ein Strep-tag ersetzt (gMAC-Strep) bzw.
zusammen mit seiner Transmembrandomane (TM) an ein Signalpeptid zur ER-Insertion fusioniert (TM-gM-C).
Auch die Lokalisierung von gM bzw. gMAC ist dargestellt. Alle Konstrukte sind mit einem N-terminalen HA-tag
versehen, so dass ihre subzelluldre Verteilung mit anti-HA-Antikorpern verfolgt werden konnte. Zum Vergleich
wurde das trans-Golgi Netzwerk (TGN) mit Hilfe eines Markerproteins sichtbar gemacht. Zur Visualisierung
dienten Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikérper und DAPI-Farbung der Zellkerne.
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Die Bestatigung, dass die cytoplasmatische Domane alleine fir den Golgi-Transport nicht ausreichend
ist, wurde mit einem neuen Konstrukt demonstriert. Der Vektor pIN-G (McKeown et al., 2006), der
fir einen trafficking Reporter kodiert, wurde so modifiziert, dass ein Fusionsprotein aus einem
Signalpeptid zur ER-Insertion (Igk-leader), dem N-terminalen HA-tag und der letzten TM-Domaéne von
gM zusammen mit der cytoplasmatischen Domane exprimiert wird (TM-gM-C). Auch hier wurde die
Lokalisierung des Fusionsproteins mit Hilfe von IF dokumentiert (siehe Abbildung 4.9). Es zeigte eine
ER-typische Lokalisierung und keine Kolokalisierung mit dem TGN-Marker. Zusammenfassend deuten
die Befunde darauf hin, dass die gM-Mutante ohne cytoplasmatisch exponierte C-terminale Domane
(gMAC) zwar in ihrer Fahigkeit zum Verlassen des ERs bzw. Transport zum Golgi-Apparat gestort ist,
die in dieser Domane enthaltenen potenziellen trafficking-Motive allerdings entweder nicht am
Golgi-Transport beteiligt oder aber nicht ausreichend sind, was auf weitere Transportmotive im N-

terminalen Bereich von gM schliel3en l&sst.

4.2.2 HSV-1 gM bildet keine Homooligomere

Die strenge Qualitatskontrolle im ER verhindert den Export fehlgefalteter Proteine. Eine fehlerhafte
Faltung kann u.a. durch die Abwesenheit einer Oligomer-Bildung hervorgerufen werden und dariber
hinaus die Etablierung bzw. Entmaskierung von Transportmotiven verhindern. Die mittels Y2H
gefundene Selbstinteraktion der cytoplasmatischen Domane von gM (siehe 4.1) weist auf eine
mogliche Homooligomerisierung von gM hin. Daher sollte (berprift werden, ob der fehlende
Transport zum TGN der um die cytoplasmatische Domane verkiirzten Mutante gMAC durch eine
ausbleibende Oligomerisierung von gMAC verursacht wird.

Zunachst wurde ein Konstrukt im pCR3-N-c-myc-Vektor generiert, das gM mit einem Signal zum
ER-retrieval (KKEL) am C-Terminus kodiert (gM-ER, siehe Abbildung 4.10 A). Die Rickflihrung dieses
Fusionsproteins ins ER sowie die fehlende Kolokalisierung mit TGN-Markern wurde mittels IF 20 h
nach Transfektion in Hela-Zellen dokumentiert (siehe Abbildung 4.10 B). Um zu ermitteln, ob eine
Homooligomerisierung von gM stattfindet, wurde gM-ER zusammen mit HA-Fusionsproteinen von
gM oder den C-terminal verkiirzten gMAC und gM-s362 koexprimiert (siehe Abbildung 4.10 C). Zur
Visualisierung mit Hilfe von IF dienten Primér- und Sekundarantikérper wie bereits beschrieben. Die
Golgi-Lokalisierung von gM und gM-s362 wurde in Anwesenheit von gM-ER nicht verhindert.
Lediglich die im ER residente Mutante gMAC zeigte eine Kolokalisierung mit gM-ER. Daraus lasst sich
ableiten, dass gM bei transienter Expression keine Homooligomere bildet und dies auch nicht fir den
Transport zum Golgi-Apparat benoétigt. Demnach ist es unwahrscheinlich, dass die Retention von

gMAC im ER durch dessen Unvermogen zur Oligomerisierung zustande kommt.
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Abbildung 4.10: HSV-1 gM bildet keine Homooligomere

(A) Schematische Darstellung der verwendeten Fusionsproteine. Das mit einem ER-retrieval Signal
ausgestattete gM-ER besitzt einen N-terminalen c-myc-tag, wahrend gM, gM-s362 und gMAC fusioniert an
einen HA-tag exprimiert werden. (B) Das Fusionsprotein mit ER-retrieval Signal (gM-ER) lokalisiert
hauptsachlich am ER. (C) Durch Koexpression von gM-ER mit gM, gM-s362 oder gMAC wurde lberprift, ob eine
Oligomerisierung von gM fiir den Transport zum TGN notwendig ist. Fir die IF wurden Primar- und
Sekundarantikorper wie bereits beschrieben verwendet.

4.2.3 BAC-Mutagenese von UL10 (gM)

Die Bedeutung der cytoplasmatischen Doméane von gM bzw. des Golgi-Transports von gM im
Replikationszyklus von HSV-1 sollte auch im viralen Kontext untersucht werden. Dazu wurden mittels
BAC-Mutagenese (siehe 3.3.4.6) drei neue gM-Virusmutanten hergestellt (z.T. freundlicherweise
durchgefiihrt von Melanie Ott, Minchen). Zunachst wurde das gM-codierende Gen UL10 im BAC
pHSV1(17%)lox durch die galk-kan (gk) Kassette ersetzt (siehe Abbildung 4.11 A und B). Zur
Amplifizierung der gk-Kassette mit flankierenden homologen Sequenzen zu UL10 wurden die Primer
H5-gM/gk und H3-gM/gk verwendet. Da die ORFs von UL9 und UL10 uberlappen, wurden dabei auch
die ersten 56 kodierenden Basenpaare von UL9 deletiert. Die gk-Kassette wurde anschlieRend gegen
drei verschiedene Fragmente ausgetauscht. Das erste kodiert UL10 mit einer Stoppmutation an
Aminosaureposition 3 (Abbildung 4.11 C, AgM), so dass die Expression von gM durch einen sehr
frihen Translationsabbruch von UL10 verhindert wird, wahrend gleichzeitig die Aminosduresequenz
von UL9 nur geringfligig verandert wird (R17H). Dieser Basenpaar-Austausch wurde durch
Verwendung der Primer H5-AgM und H3-AgM erreicht. Die zweite Mutante kodiert UL10 mit einer
Stoppmutation an Position 423 (Abbildung 4.11 D, gMAac), so dass eine verkirzte Version von gM
exprimiert wird, bei der alle potenziellen trafficking-Motive der cytoplasmatischen Doméne fehlen
(siehe Abbildung 4.9). Das entsprechende Fragment wurde mit pDONR207-UL10-s423 als template
und den Primern H5-gMAC bzw. H3-AgM generiert. Bei der letzten Mutante ist die kodierende

Sequenz der C-terminalen cytoplasmatischen Domane deletiert und ein Stoppcodon nach Position
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342 angefligt (Abbildung 4.11 E, gMAC). Hier wurden zur Amplifizierung die Primer H5-gMAC und
H3-gMAC sowie pDONR207-UL10AC als template verwendet.

TRL U IRL IRS U TRS
A 3 - 1o — @&

/M

—UL]'O UL11

HSV1(17%)lox

AUL10/galK-Kan

AgM

D —-»EULH gMAac

E —~ iULll aMAC

wt AgM  gMAac gMAC  mock

50 kDa —
gM
40 kDa —
50 kDa — . .
€ > e - e & < B-Actin

Abbildung 4.11: Herstellung von HSV-1 gM-Mutanten

(A-E) Schematische Darstellung der BAC-Mutagenese. Zunachst wurde die UL10-Sequenz im bacterial artificial
chromosome (BAC) HSV1(17")lox durch homologe Rekombination gegen eine galk-kan-Kassette ausgetauscht
(A und B). Diese wurde anschlieRend mit drei verschieden mutierten Sequenzen von UL10 ersetzt. Nach der
Virus-Rekonstitution enstehen daraus HSV-1 Mutanten, die entweder gM mit einem Stoppcodon an Position 3
(C, Sternchen, HSV-1 AgM) bzw. an Position 423 (D, Sternchen, HSV-1 gMAac) kodieren oder eine Deletion der
C-terminalen Domane besitzen (E, HSV-1 gMAC). (F) Die Deletion von gM bzw. dessen Verkiirzungen in den
entsprechenden HSV-1 Mutanten wurde in infizierten Vero-Zelllysaten mittels SDS-PAGE und Western Blot
Uberpruft. Die Expression von Wildtyp-gM wurde mit einem Antikorper detektiert, der die C-terminale Doméane
von gM spezifisch bindet. Zur Kontrolle wurde der Expressionstatus von B-Actin ermittelt und ein nicht-
infiziertes Zelllysat (mock) verwendet.

Um die korrekte Insertion der mutierten Zielgene zu Uberprifen, wurde zunachst ein DNA-
Restriktionsverdau mit Xhol durchgefiihrt und das Restriktionsmuster mit dem der Positivkontrolle

(pHSV1(17%)lox) und Negativkontrolle (pHSV1(17%)lox-AUL10/gk) verglichen. AnschlieBend wurde
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mittels DNA-Sequenzierung der Erfolg der BAC-Mutagenese bestatigt. Die Virus-Rekonstitution
wurde durch Transfektion der mutierten BAC-DNA in Vero Zellen durchgefiihrt (Passage 1, P1) und
der so gewonnene Virusstamm erneut vermehrt (Passage 2, P2, siehe 3.3.4.1). Diese P2-Generation
der Virusmutanten wurde fiir alle folgenden Experimente verwendet. Die Deletion von gM in allen
drei neuen HSV-1 Mutanten wurde durch SDS-PAGE und nachfolgendem Western Blot von infizierten
Vero-Zelllysaten gezeigt (Abbildung 4.11 F). Der spezifisch an die cytoplasmatische Domane von gM
bindende Antikorper erzeugt nur beim HSV-1 Wildtyp-Lysat (wt) eine charakteristische Bande von ca.
50 kDa, nicht jedoch bei den HSV-1 Mutanten AgM, gMAac und gMAC. Zur Kontrolle wurde nicht-
infiziertes Lysat benutzt (mock) und der Expressionsstatus von B-Actin ermittelt. Zur Visualisierung

wurden sekundare Peroxidase-gekoppelte Antikdrper verwendet.

4.2.4 Die Mutante HSV-1 gMAC zeigt einen inhibitorischen Phdnotyp

Um die Wachstumseigenschaften der drei neuen HSV-1 Mutanten zu bestimmen, wurden zunachst
Vero-Zellen in Triplikaten mit HSV-1 AgM, gMAac und gMAC sowie Wildtyp (wt) als Kontrolle infiziert
und drei Tage spater die GroRRe der entstandenen Plaques mikroskopisch bestimmt. In Abbildung
4.12 A sind links einzelne Plaques in 100-facher VergréBerung und rechts zur Ubersicht Bilder der
dazugehorigen 24-well-Vertiefung dargestellt. Die durchschnittliche GrofRe der Plaques von HSV-1
AgM und gMAac gleichen dem Wildtyp, wahrend der Durchmesser der von HSV-1 gMAC gebildeten
Plaques deutlich reduziert ist (Abbildung 4.12 B). Um auszuschlieRen, dass der Phanotyp von HSV-1
gMAC nicht unspezifisch verursacht wird, wurde eine Revertante von gMAC produziert (gMAC_rev).
Dazu wurde analog wie oben beschrieben der verkiirzte ORF UL10C erneut erst mit der gk-Kassette
und anschlieBRend mit dem Volle-Ldnge-ORF ersetzt (freundlicherweise durchgefiihrt von Verena
Raschbichler, Miinchen). Die daraus resultierende Revertante erzeugte wieder Plaques von wt-
dhnlicher GroRe (siehe Abbildung 4.12 A und B). Die Bildung stark verkleinerter Plaques wird
demnach spezifisch durch die Deletion der C-terminalen Domane von gM hervorgerufen (gMAC-
Mutante) und weist auf einen Defekt der Virusausbreitung auf Nachbarzellen (cell-to-cell-spread) hin.
Um diesen Effekt genauer zu untersuchen, wurde der Gehalt an HSV-1 Genomkopien und infektioser
Partikel im Uberstand infizierter Zellen 30 h nach Infektion (30 h.p.i.) in Triplikaten bestimmt
(MOI 0,1). Dazu wurde die quantitative PCR (qRT-PCR) bzw. Titration mittels Plaque-Assay eingesetzt
und das Verhiltnis der Genomkopien zu plaque forming units (pfu) errechnet (Abbildung 4.12 C). Die
Ratio von HSV-1 AgM und gMAac dhnelt erneut dem Wildtyp, bei HSV-1 gMAC ist dieses Verhaltnis

jedoch stark erhoht, was eine verminderte Produktion infektioser Partikel impliziert.
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Abbildung 4.12: HSV-1 gMAC zeigt einen inhibitorischen Phanotyp

(A) Durch die Infektion von Vero-Zellen mit HSV-1 wt, AgM, gMAac und gMAC sowie deren Revertante
gMAC_rev gebildete Plaqgues wurden drei Tage nach Infektion mikroskopisch ausgemessen. Links ist die 100-
fache VergroRerung einzelner Plagues und rechts die Ubersicht der dazugehérigen 24-well-Vertiefung
dargestellt. (B) Grafik von Mittelwert und Standardabweichung der gemessenen Plaque-Durchmesser in
Prozent. (C) Uberstande infizierter Vero-Zellen (MOI 0,1) wurden 30 h.p.i. in Triplikaten auf HSV-1 Genomgehalt
(gRT-PCR) und Anzahl infektioser Partikel (Titration durch Plaque Assay) Uberprift. Das Verhaltnis von
Genomkopien zu plaque forming units (pfu) ist als Sdulendiagramm mit Standardabweichungen dargestellt.

4.2.5 Im viralen Kontext verbleibt gMAC im ER

Das Glykoprotein M lokalisiert wahrend der HSV-1 Infektion an unterschiedlichen zelluldren
Membrankompartimenten wie Kernmembranen, TGN und Plasmamembran (Baines und Roizman,
1993; Crump et al., 2004; Wills et al., 2009; Zhang et al., 2009). Daher sollte die Lokalisierung von gM
und der beiden C-terminal verklrzten Mutanten gMAac bzw. gMAC auch im viralen Kontext
Uberprift werden. Dazu wurden sie mit einem HA-tag versehen in Vero-Zellen exprimiert und die
Zellen 26 h nach Transfektion mit dem gM-Deletionsvirus HSV-1 AgM infiziert (MOl 1). Die

subzelluldre Verteilung der Fusionsproteine in infizierten Zellen wurde 12 h.p.i. mittels IF durch
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Verwendung von HA-spezifischen Antikorpern sowie sekundaren Reagenzien beobachtet, anti-ICPO
Antikorper dienten dabei als Infektionskontrolle (siehe Abbildung 4.13 A). Sowohl HA-gM als auch
HA-gMAac zeigte in infizierten Zellen eine konzentrierte Lokalisierung in Kernnahe, die typisch fir
eine Golgi-Farbung ist. Im Gegensatz dazu konnte fir HA-gMAC eine ER-dhnliche Verteilung
beobachtet werden, die im Einklang mit der zuvor ermittelten Retention im ER nach transienter
Transfektion steht. Demnach fihrt die Deletion der C-terminalen Domane von gM sowohl in
transfizierten als auch in infizierten Zellen zum gleichen Phanotyp. Dies zeigt, dass der Verlust der

Transportfahigkeit von gMAC zum Golgi-Apparat durch den viralen Kontext nicht kompensiert wird.

ICPO gM/Dapi

HA-gM
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40kDa — 4
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+HSV-1 AgM

HA-gMAC HA-gMAac

Abbildung 4.13: Im viralen Kontext verbleibt gMAC im ER

(A) Die Lokalisierung von HA-gM, HA-gMAac und HA-gMAC wurde in Vero-Zellen, die mit der gM-
Deletionsmutante (HSV-1 AgM) infiziert wurden, untersucht. 26 h nach Transfektion wurden die Zellen mit
einer MOI von 1 infiziert und nach weiteren 12 h wie bereits beschrieben mittels IF analysiert. Als
Infektionsmarker dienten anti-ICPO-Antikorper. (B) Zelllysate eines Parallelansatzes wurden mit Hilfe von SDS-
PAGE und Western Blot auf Stabilitdt der Fusionsproteine untersucht. Zur Detektion wurden HA- und ICPO-
spezifische Antikorper sowie sekundare Reagenzien verwendet.

Die Stabilitdit der HA-Fusionsproteine wurde in einem Parallelansatz mittels SDS-Page und
nachfolgendem Western Blot von transfizierten und infizierten Vero-Zelllysaten Uberpriift (siehe
Abbildung 4.13 B). Die Detektion mittels anti-HA Antikérpern und sekunddren Reagenzien erzeugte
eine spezifische Doppelbande von HA-gM etwas lber 50 kDa, wie sie auch in vorangegangenen
Experimenten beobachtet wurde. Die verkirzten Mutanten HA-gMAac und HA-gMAC migrierten als
einfache Bande in der erwarteten Hohe von ca. 47 und 40 kDa. In keiner Spur sind Anzeichen von

Proteindegradation zu erkennen. Die Detektion von ICPO diente als Infektionsmarker.
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4.2.6 Die Lokalisierung viraler Glykoproteine wird durch die Deletion der
cytoplasmatischen Doméane von gM nicht beeinflusst

Die transiente Expression von gM legt eine Beteiligung an der Relokalisierung von gD und gH sowie
zellularer Faktoren von der Plasmamembran zum Golgi-Apparat nahe (Crump et al., 2004). Um zu
untersuchen, ob die Deletionen der cytoplasmatischen Doméane von gM die subzelluldre Verteilung
von gD und gH beeinflussen, wurden Hela-Zellen mit HSV-1 gMAac und gMAC infiziert (12 h.p.i.,
MOI 1) und die Lokalisierung der beiden viralen Glykoproteine mittels gH- bzw gD-spezifischer
Antikorper, wie bereits beschrieben, lberprift. Bei der HSV-1 Mutante gMAac fehlen die YXX¢-
Motive der C-terminalen Domé&ne von gM (siehe 4.2.1), die an der Internalisierung herpesviraler
Membranproteine durch Clathrin-Vesikel und somit an ihrer Ansammlung am Ort der sekundaren
Umhillung beteiligt sein kdnnten (Favoreel, 2006), wahrend bei HSV-1 gMAC keine Lokalisierung von
gMAC am TGN beobachtet wurde. Die Infektion mit HSV-1 wt diente im Vergleich zu den C-terminal
verkirzten Mutanten als Kontrolle (Abbildung 4.14). Bei allen verwendeten Virusstammen war die
Lokalisierung von gD und gH jedoch vergleichbar und zeigte eine Golgi-dhnliche Farbung.
Dementsprechend wird die Verteilung der beiden Glykoproteine zum Golgi-Apparat weder durch die

Deletion der cytoplasmatischen Domane noch der Tyrosin-basierten Motive beeinflusst.

HSV-1wt  HSV-1gMAac HSV-1gMAC

gH/Dapi

gD/Dapi

Abbildung 4.14: Subzelluldre Verteilung viraler Glykoproteine im Kontext von HSV-1 Mutanten

Die subzelluldre Verteilung der viralen Glykoproteine gD und gH der C-terminal verkiirzten Mutanten HSV-1
gMAac und gMAC wurde im Vergleich zur wt-Infektion mittels IF untersucht (MOI 1, Vero-Zellen, 12 h.p.i). Zur
Visualisierung wurden spezifische anti-gD und anti-gH-Antikdrper sowie sekundadre Reagenzien verwendet, die
Zellkerne wurden mittels DAPI gefarbt.

4.2.7 Die Deletion der C-terminalen Domane von gM reduziert die Effizienz der HSV-1
Replikation

Die Replikationskinetik der drei neuen HSV-1 Mutanten AgM, gMAac und gMAC wurde mit one-step
Virus-Wachstumskurven analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Uberstinde infizierter Vero-Zellen

(MOI10,1) in Triplikaten zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und mittels Plaque Assay titriert.
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Abbildung 4.15: Replikationskinetik der HSV-1 Mutanten

(A-B) Die Wachstumseigenschaften von HSV-1 AgM (A), gMAac (B) und gMAC (C) wurden im Vergleich zum
Wildtyp bestimmt. Die Uberstiande infizierter Vero-Zellen (MOI 0,1) wurden in Triplikaten zu den angegebenen
Zeitpunkten gesammelt und mittels Plague Assay titriert. (D) Die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)
von nicht-infizierten (mock) bzw. mit HSV-1 wt, AgM sowie gMAC infizierten BHK-21-Zellen wurde von der
Arbeitsgruppe von Roger Lippé (Université de Montréal) durchgefiihrt. Die kleinen Bildeinsatze zeigen die An-
oder Abwesenheit extrazellularer Viruspartikel (a-d), wahrend in den groRen Bildern umhiillte (schwarze Pfeile)
und nicht-umhiillte Capside (weiRe Pfeile) im Cytoplasma markiert sind.
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Parallel zu vorherigen Ergebnissen zeigen HSV-1 AgM und gMAac ein dhnliches Wachstumsverhalten
wie der Wildtyp (siehe Abbildung 4.15. A und B). Die HSV-1 Mutante mit der deletierten
cytoplasmatischen Domane (gMAC) ist allerdings in der Freisetzung infektitser Partikel signifikant
verzogert (Abbildung 4.15 C). Diese Beobachtung konnte bei Verwendung verschiedener Zelltypen
(Vero, BHK-21 und 143-B) bestéatigt werden und ist bei héherer MOI sogar noch ausgepragter (lie
Zhang, Montréal; Striebinger et al., 2011 (submitted)). Dabei ist die Anzahl extrazelluldrer infektioser
Partikel um bis zu zwei Logstufen (Faktor 100) vermindert (Daten hier nicht gezeigt). Da die
Reduktion der Replikation von HSV-1 gMAC bei den verwendeten Zelltypen variiert, scheint der
inhibitorische Phanotyp dieser Mutante Zelltyp-abhangig zu sein.

Weil eine Beteiligung von gM am sekundaren Umhillungsschritt prognostiziert wird, wurden BHK-21
Zellen mit HSV-1 wt, AgM und gMAC infiziert (MOl 1) und 16 h.p.i. mittels Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) analysiert (AG Lippé, Montréal; Striebinger et al., 2011 (submitted)).
Die Bildung der Capside im Nukleus sowie das Beladen derselben mit DNA (packaging) war bei allen
verwendeten Virusstammen vergleichbar. Bei HSV-1 gMAC waren jedoch nicht-umhiillte virale
Capside im Cytoplasma infizierter Zellen (berreprasentiert (siehe Abbildung 4.15 D). Die
Quantifizierung dieser Ergebnisse bezeugt einen Anstieg nackter, cytoplasmatischer Capside auch bei
HSV-1 AgM, der Befund ist jedoch fiir HSV-1 gMAC wesentlich starker. Dariliber hinaus wurden bei
gMAC-infizierten Zellen deutlich weniger Viruspartikel an der Zelloberflache gefunden als bei HSV-1
wt oder AgM (Daten hier nicht gezeigt). Zusammenfassend deuten alle diese Daten auf eine Funktion
von gM bzw. seiner cytoplasmatischen Domane als Rekrutierungsfaktor von zelluldaren oder viralen

Komponenten zum Ort der sekunddren Umhdullung hin.

4.3 Interaktionen der zellularen ESCRT-Maschinerie mit HSV-1

Die zelluldre ESCRT-Maschinerie (endosomal sorting complex required for transport) induziert
Knospungsereignisse an der Endosomenmembran, so dass intraluminale Vesikel (ILV) in sogenannten
multivesicular bodies (MVB) entstehen (Raiborg und Stenmark, 2009). Dieser Vorgang dient
Ublicherweise der lysosomalen Proteindegradation von Membranproteinen. Einige Viren, wie z.B
HIV-1 (Morita und Sundquist, 2004), bedienen sich Teilen der ESCRT-Maschinerie, um die Knospung
und damit Umhillung der Viruspartikel an der Plasmamembran zu bewerkstelligen. Verschiedene
Studien legen nahe, dass an der finalen Umhillung von HSV-1 auch einige ESCRT-Komponenten

beteiligt sind (Calistri et al., 2007; Crump et al., 2007; Pawliczek und Crump, 2009).
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4.3.1 Test der ESCRT-Proteine auf Autoaktivierung (Hefe-2-Hybridsystem)

Um zu UGberprifen, ob zwischen HSV-1 Proteinen und Komponenten der ESCRT-Maschinerie Protein-
Protein-Interaktionen (PPI) stattfinden, sollten Matrix-basierte Hefe-2-Hybrid Screens durchgefiihrt
werden (siehe 3.3.7.1.1). Dazu wurden zundchst Gateway-kompatible Donorvektoren, die die
kodierenden Sequenzen von 22 ESCRT-Proteinen sowie assoziierten Proteinen enthalten, aus der

mammalian gene collection (MGC; Rual et al., 2004) entnommen (siehe Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Fiir Y2H-Screens verwendete ESCRT-Proteine

Protein Typ Autoaktivierend in Y2H

STAM1 ESCRT-0 als bait

STAM2 ESCRT-0 als bait

TSG101 ESCRT-I -

VPS28 ESCRT-I -

VPS37A ESCRT-I als bait und prey

VPS37B ESCRT-I -

VPS22 ESCRT-II -

VPS25 ESCRT-II -

SNF7A ESCRT-III -

SNF7B ESCRT-III -

VPS20 ESCRT-III -

VPS24 ESCRT-III -

VPS2A ESCRT-III -

CHMP1B ESCRT-IIl verwandt -

CHMP7 ESCRT-IIl verwandt -

CHMP5 ESCRT-III verwandt leicht als bait

VPS4A Abbau ESCRT-IIl Komplex -

VPS4B Abbau ESCRT-IIl Komplex -

VTA1 Abbau ESCRT-IIl Komplex -

ALIX Modulatorische Funktion -

AMSH Deubiquitinierendes Enzym, interagiert mit als bait
ESCRT-0 und STAM1

AMSH-LP Deubiquitinierendes Enzym -

Die Umsetzung der Inserts in die bait- und prey-Vektoren des Hefe-2-Hybridsystems (Y2H) erfolgte
mittels LR-Clonase (freundlicherweise durchgefiihrt von Marcus Heinzmann, Minchen). Um die
ESCRT-Proteine auf eine mogliche Autoaktivierung der Y2H-Reportergene zu Uberprifen, wurde
zuerst ein Vortest durchgefiihrt. Dazu wurden die ESCRT-Hefevektoren jeweils in Kombination mit
dem entsprechenden Leervektor analog zum Y2H-Screening in Flissigmedien auf

Reportergenaktivitdt getestet. Nach Mating und Diploidenselektion erfolgte der Transfer in Dreifach-
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Selektivmedium (SD-LWH), das 4-MuX und verschiedene Konzentrationen des HIS3-Inhibitors 3-AT
enthielt (0 mM, 1 mM, 2.5 mM und 5 mM). Die Reportergene HIS3 und MEL1 erlauben das
Wachstum in Histidin-freiem Medium und hydrolysieren 4-MuX zu einem fluorogenen Produkt. Die
Fluoreszenzemission wurde anschlieRend als relative fluorescence units (RFU) gemessen und grafisch
aufgetragen (siehe Abbildung 4.16). Insgesamt zeigten funf bait-Fusionsproteine eine
Autoaktivierung (Sternchen), wovon lediglich CHMP5 auf Grund einer schwécheren Ausprdagung zum

Y2H-Screen zugelassen wurde. Von den prey-Fusionsproteinen wurde nur VPS37A auf Grund von

Autoaktivierung aussortiert.

bait-ESCRTs + prey-Leervektor prey-ESCRTs + bait-Leervektor
RFU RFU
0 10000 20000 30000 40000 50000 0 10000 20000 20000 40000 50000
STAM1 * S TAMT
STAM2 * STAM2
TsG101 TSG101
VPS28 i VPS28
VYPS3TA * YPS37A i
VPS37B VIPS378
VPS?3 VPS32
(RS VESdS
SNF7A SNF7A
SNE/B SNE/B
VPs20 VPs20
vps24 VPs24
VPS2A VPS2A
CHMPIR CHMP1R
CHMP? B CHMP?
CHMP5 * CHMP5
VPSAA VPSAA
VPHB VPSR
VTAL VTAL
ALIX F ALIX
AMSH EFFF * AMSH
AMSH-LP AMSH-LP
mOmM 3-AT TmM 3-AT  m2,5mM 3-AT B 5mM 3-AT H0OmM 3-AT TmM 3-AT ®2,5mM3-AT B AmM 3-AT

Abbildung 4.16: Test der ESCRT-Fusionsproteine auf Autoaktivierung des Y2H-Reportersystems

Um autoaktivierende Proteine vom Matrix-basierten Y2H-Screen auszuschlieRen, wurde ein Vortest
durchgefiihrt. Das Y2H-System wurde mit den ESCRT-Fusionsproteinen jeweils als bait und prey in Kombination
mit den entsprechenden Leervektoren in Flissigmedien vollzogen. Solche Proteine, die die
Reportergenaktivitat ohne Interaktionspartner induzieren, sind mit roten Sternchen markiert. Die Auswertung

erfolgte als Messung der relative fluorescence units (RFU), da das Reportergen MEL1 das Substrat 4-MuX in ein
fluorogenes Produkt umwandelt.

4.3.2 |dentifizierung von Virus-Wirt Proteininteraktionen mittels Matrix-basiertem
Hefe-2-Hybridsystem

Um mogliche Proteininteraktionen zwischen Komponenten der ESCRT-Maschinerie und HSV-1
Proteinen zu identifizieren, wurden Matrix-basierte Y2H-Screens durchgefiihrt. Dazu wurden 18

ESCRT-Proteine als bait und 21 ESCRT-Proteine als prey, die nicht oder nur schwach autoaktivierend
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waren, gegen die entsprechende HSV-1 prey bzw. bait library (siehe Tabelle 3.9) getestet. Die
Durchfihrung und Auswertung erfolgte wie bereits in 4.1.1 beschrieben. Die Verwendung
intrinsischer Kontrollen erlaubte die zuverlassige Evaluierung der Y2H-Screens. So wurde zum
Vergleich auf jeder Mikrotiterplatte eine Positivkontrolle mitgefihrt (bait-UL34A mit prey-UL31), die
auch bei hohen 3-AT Konzentrationen starke RFU-Signale erzeugte. Obwohl die ESCRT-Proteine zuvor
schon auf Autoaktivierung getestet und dementsprechend aussortiert worden waren, wurde jeweils
eine Position der Mikrotiterplatte mit dem jeweiligen Leervektor-tragenden Hefestamm besetzt, um
Autoaktivierung auszuschlieBen bzw. bei leichter Aktivitat einen Vergleichswert zu besitzen. Um die
Autoaktivierung der HSV-1 Proteine zu Uberwachen, wurde parallel zu den Screens die HSV-1
Kollektion mit dem entsprechenden Leervektor gepaart und getestet.

Von den 22 ESCRT-Proteinen (siehe Tabelle 4.3) als bait-Fusionsprotein waren vier autoaktivierend
und weitere 11 zeigten keinerlei Interaktion mit der HSV-1 Kollektion. Dementsprechend konnten in
dieser Orientierung 55 Interaktionen mit 7 ESCRT-Proteinen identifiziert werden (siehe Tabelle 4.4).
Von den prey-Fusionsproteinen wurde nur eines auf Grund von Autoaktivierung verworfen, wahrend
insgesamt 11 keine positiven Werte zeigten. In dieser Richtung konnten also mit 10 ESCRT-Proteinen
50 Interaktionen identifiziert werden. Der prey- und bait-count dient dabei zusatzlich zu den
intrinsischen Kontrollen als Mal8 der Autoaktivierung. Da die Fusionsproteine der HSV-1 Kollektion
immer sorgfaltig auf ihre Fahigkeit zur Autoaktivierung Gberpriift wurden, erfolgte die Einstufung von
Interaktionspartnern mit einem relativ hohen count trotzdem als vertrauenswiirdig. Lediglich
Interaktionen, die auf Grund ihrer Lokalisierung unmaglich sind (luminale Fragmente der HSV-1
Membranproteine) wurden als falsch-positiv verworfen. Interaktionen, die in beide Richtungen oder
mit mehreren Fragmenten gefunden wurden, sind farbig hinterlegt. Zur besseren Ubersicht sind die
kodierenden Sequenzen flir HSV-1 Membranproteine rot markiert und mit ihrer jeweiligen
Glykoproteinbezeichnung versehen, wahrend Tegumentkomponenten griin und Capsidbestandteile

blau dargestellt sind.

Tabelle 4.4: Y2H Interaktionen zwischen ESCRT- und HSV-1 Proteinen

bait prey prey-count prey bait bait-count
STAM1 autoaktivierend - STAM1 uL7 6
STAM2 autoaktivierend - STAM1 uL14 4
TSG101 uL7 4 STAM1 uL1e 3
TSG101 uL10C (gM) 2 STAM1 UL34A 7
TSG101 uL14 4 STAM1 uL38 3
TSG101 uL33 5 STAM1 uLa7 7
TSG101 uL35 5 STAM1 UL56N 2
TSG101 UL40A 3 STAM?2 keine Interaktion -
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bait prey prey-count prey bait bait-count
TSG101 uUL40B 2 TSG101 uL7 6
TSG101 uL51 1 TSG101 uL14 4
VPS28 uL3 2 TSG101 UL34A 7
VPS28 uL7 4 TSG101 UL36a 1
VPS28 uL14 4 TSG101 uL47 7
VPS28 uL33 5 VPS28 keine Interaktion -
VPS28 uL35 5 VPS37A autoaktivierend -
VPS37A autoaktivierend - VPS37B uL7 6
VPS37B uL3 2 VPS37B UL34A 7
VPS37B uL7 4 VPS37B uL35 2
VPS37B uL14 4 VPS22 uL7 6
VPS37B uL15 2 VPS22 uL10C (gM) 1
VPS37B UL26a 2 VPS22 uL14 4
VPS37B uL31 2 VPS22 uUL16 3
VPS37B uL33 5 VPS22 uL26 1
VPS37B uL35 5 VPS22 uL31 1
VPS37B UL40A 3 VPS22 uL33 1
VPS22 uL35 5 VPS22 UL34A 7
VPS25 keine Interaktion |- VPS22 UL35 2
SNF7A keine Interaktion |- VPS22 UL36b 1
SNF7B keine Interaktion |- VPS22 uL38 3
VPS20 keine Interaktion |- VPS22 uUL44 (gC) 4
VPS24 keine Interaktion |- VPS22 uL47 7
VPS2A keine Interaktion |- VPS22 UL56 4
CHMP1B keine Interaktion |- VPS22 UL56N 2
CHMP7 keine Interaktion |- VPS22 Us10 1
CHMP5 UL10 (gM) 1 VPS22 RL1 1
CHMP5 uL33 5 VPS25 uL7 6
CHMP5 uL49 2 VPS25 uL14 4
CHMP5 US7B (gl) 1 VPS25 UL34A 7
VPS4A us2 2 SNF7A keine Interaktion -
VPS4B keine Interaktion |- SNF7B UL16 3
VTAl uL4 1 SNF7B uL44 (gC) 4
VTAl uLs 1 SNF7B uL47 7
VTAl uL7 4 SNF7B uL54 1
VTAl uL10C (gM) 2 SNF7B uL56 4
VTA1 uL14 4 VPS20 keine Interaktion -
VTAl uL15 2 VPS24 keine Interaktion -
VTA1 uL21 1 VPS2A keine Interaktion -
VTA1 uL23 1 CHMP1B keine Interaktion -
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bait prey prey-count prey bait bait-count
VTA1 UL26a 2 CHMP7 keine Interaktion -
VTAl uL26b 1 CHMP5 keine Interaktion -
VTAl UL26.5 1 VPS4A keine Interaktion -
VTAl uUL31 2 VPS4B uL7 6
VTAl uL33 5 VTA1 keine Interaktion -
VTAl uL35 5 ALIX uL47 7
VTAl UL37b 1 ALIX uL56 4
VTAl uL38 1 AMSH UL34A 7
VTA1 UL40A 3 AMSH uL38 3
VTAl uL40B 2 AMSH uL44 (gC) 4
VTA1l UL43A 1 AMSH uL47 7
VTA1l uUL43B 1 AMSH-LP UL34A 7
VTAl uL48 1 AMSH-LP uL44 (gC) 4
VTAl uL49 2 AMSH-LP uL47 7
VTAl UL49A-Gen (gN) 1 AMSH-LP uL56 4
VTAl us2 2

VTA1 US8B (gE) 1

VTAl US8A-Gen 1

VTAl uL21c 1

VTAl uL54 1

ALIX keine Interaktion |-

AMSH autoaktivierend -

AMSH-LP keine Interaktion |-

4.3.3 Interaktionsnetzwerk der ESCRT-Komponenten mit HSV-1 Proteinen

Die Y2H-Daten aus Tabelle 4.4 wurden erneut so zusammengefasst, dass ein Virus-Wirt-
Interaktionsnetzwerk bestehend aus ESCRT-Komponenten und den HSV-1 Proteinen gebildet werden
konnte. Als interagierend identifizierte Proteinfragmente wurden ihrem jeweiligen Volle-Lange-
Protein (VL) zugeordnet (z.B. UL40A und UL40B - UL40). AuBerdem wurde auf die Differenzierung
der Y2H-Interaktionsrichtung verzichtet. Die Membranproteine von HSV-1 wurden — falls vorhanden
— mit ihrem Glykoproteinnamen versehen (z.B UL10/gM) und die restlichen Proteine mit einem ,p“
als Proteinbezeichnung markiert (z.B. pUL34). Mit Hilfe der Cytoscape-Software (Shannon et al.,
2003) wurde die daraus resultierende Liste (siehe Anhang 7.3.1) zu einem grafischen
Interaktionsnetzwerk aufbereitet (siehe Abbildung 4.17). Erneut sind die einzelnen HSV-1 Strukturen

farbig markiert. Rote Knoten stellen Membranproteine dar, griine Tegument- und blaue

Capsidproteine, wahrend weille Knoten enzymatische oder genregulatorische Funktionen erfillen.
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Die Komponenten der ESCRT-Maschinerie und ihre assoziierten Proteine sind als graue Knoten
dargestellt. Gestrichelte Verbindungslinien (edges) zeigen unidirektionale Interaktionen an, solide
Linien bedeuten, dass die Interaktion entweder bidirektional oder mit zwei Proteinfragmenten eines

Proteins identifiziert wurde.

Abbildung 4.17: Virus-Wirt Interaktom von HSV-1 und der zelluliren ESCRT-Maschinerie

Die mittels Matrix-basierten Y2H-Screens gewonnenen Interaktionsdaten zwischen Komponenten der
zelluldren ESCRT-Maschinerie und HSV-1 Proteinen (siehe Anhang 7.3.1) wurden als grafisches Netzwerk
dargestellt. HSV-1 Membranproteine sind als rote Knoten dargestellt, Tegumentproteine griin, Capsidproteine
blau and Nichtstrukturproteine weil}, wahrend zelluldre Faktoren grau eingefarbt sind. Gestrichelte
Verbindungslinien reprasentieren unidrektionale Interaktionen, solide Linien stehen fir bidirektionale oder mit
zwei Fragmenten identifizierte Interaktionen.

Insgesamt wurden 96 Protein-Protein-Interaktionen (PPI) zwischen 14 ESCRT-assoziierten Proteinen
und 35 HSV-1 Proteinen identifiziert. Analog zu den in 4.1 prasentierten intraviralen Netzwerken
besitzt auch dieses Netzwerk eine dhnliche Topologie. Es gibt einige sehr hochverknipfte hubs (mit
einem maximalen Verknipfungsgrad von 24 fir VTA1l) und die durchschnittliche Anzahl an
Nachbarknotenpunkten liegt bei 3,9. Auch hier gibt es vergleichsweise wenig periphere Knoten, die
einen Verknipfungsgrad von 1 besitzen. Wird die Gradverteilung logarithmisch aufgetragen, ergibt

sich eine Regressionsgerade mit relativ niedrigem Potenzkoeffizienten y (0,95). Dieser Wert liegt
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deutlich unter dem von typischen zelluldren Netzwerken (Ublicherweise 2-3), ist aber vergleichbar
mit dem von intraviralen Netzwerken (Uetz et al., 2006). Das Virus-Wirt-Netzwerk ist demnach nicht
als skalenfrei zu bezeichnen. Die durchschnittliche Verknipfung zweier beliebiger Knoten
miteinander, also die durchschnittliche Pfadlange, beziffert sich auf 2,8.

Besonders auffillig ist das offensichtlich hochvernetzte VTA1, das am Abbau des ESCRT-IIl Komplexes
beteiligt ist. Es interagiert vor allem mit Komponenten der Tegumentschicht sowie mit
Membranproteinen und scheint eine zentrale Bedeutung zu besitzen. Auf HSV-1 Proteinebene
scheinen vor allem die Tegumentproteine als hubs eine primare Funktion zu besitzen. Desweiteren
lohnt sich die Betrachtung von TSG101 und ALIX sowie deren Interaktionspartnern. Diese beiden
ESCRT-Faktoren binden virale Proteine Uber sogenannte /ate-Domanen (L-Domanen) (Morita und
Sundquist, 2004). TSG101 wird dabei durch das P(T/S)AP-Motiv rekrutiert, wahrend ALIX an die
YP(X),L-Domane bindet. Viele der durch HSV-1 kodierten Proteine verfligen Uber eines oder sogar
mehrere solcher potenziellen Bindungsmotive (Pawliczek und Crump, 2009). Von den zehn fir
TSG101 identifizierten Interaktoren besitzen pUL51 (PTAP,30) und pUL36 (PSAP365, PTAP,503) mogliche
Bindemotive. Fir ALIX wurden zwei Interaktionspartner mittels Y2H identifiziert, allerdings tragt

keines der beiden eine potenzielle Bindungssequenz.

4.3.4 Das ESCRT-HSV-1 Netzwerk im physiologischen Kontext

Auch bei diesem Virus-Wirt-Interaktom von zellularen ESCRT-Komponenten und HSV-1 Proteinen
lassen sich die gewonnenen Y2H-Daten mit anderen Studien kombinieren (siehe Anhang 7.3.1, fett
markierte Paare). Die funktionale Beteiligung der ESCRT-Maschinerie wird vornehmlich fur das
Knospungsereignis des sekundaren Umbhillungsschrittes diskutiert. Daher bietet es sich an, ein
zweites Netzwerk im physiologischen Kontext zu gestalten. Dazu werden nur solche Y2H-
Interaktionen verwendet, bei denen der virale Partner laut massenspektrometrischer Analyse in reife
Viruspartikel eingebaut wird (Loret et al., 2008). Damit reduziert sich der Datensatz auf 65 PPI
zwischen 14 ESCRT-assoziierten und 22 HSV-1 Proteinen. AulRerdem lassen sich die ESCRT-Proteine
zu funktionalen Einheiten gruppieren. In Abbildung 4.18 ist das daraus resultierende Netzwerk stufig
unterteilt dargestellt. Auf der obersten Ebene befinden sich die Knoten der ESCRT-Maschinerie
(grau), von links nach rechts in der Reihenfolge der ESCRT-Untereinheiten sortiert. Proteine des
ESCRT-0 Komplexes wirken an der Zusammenlagerung ubiquitinierter Frachtproteine mit, ESCRT-I
und —Il vermitteln zusammen die Membranknospung und ESCRT-Ill 16st die Abschniirung des
Membranhalses aus. ESCRT-IlIl verwandte Proteine regulieren die Membranabschniirung und den
Abbau von ESCRT-Ill, der durch VTA1 und VPS4A/B vermittelt wird. ALIX besitzt modulatorische

Funktionen und deubiquitierende Enzyme (DUBs) kontrollieren durch ihre Aktivitdt die Sortierung
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ubiquitinierter Fracht in intraluminale Vesikel (ILV). Darunter befinden sich jeweils die Knoten der
herpesviralen Membranproteine (rot), des Teguments (grin) sowie des Capsids (blau).
Unidirektionale Interaktionen sind als gestrichelte Linien dargestellt, bidirektionale Interaktionen

oder solche mit zwei Fragmenten desselben Proteins als solide Verbindungslinie.
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Abbildung 4.18: Virus-Wirt-Interaktom im physiologischen Kontext

Fir den physiologischen Kontext werden nur solche Proteininteraktionen beibehalten, bei denen der virale
Partner wahrend der sekundaren Umbhiillung in reife Viruspartikel inkorporiert wird (Loret et al., 2008). Oben
sind die Untereinheiten der ESCRT-Maschinerie in grau dargestellt und von links nach rechts nach ihren
funktionalen Gruppierungen aufgereiht. Darunter befinden sich die Membranproteine (rot), Tegumentproteine
(grin) sowie Capsidproteine (blau). Gestrichelte Linien stehen fur unidirektionale Y2H-Interaktionen, solide
Linien reprasentieren bidirektional oder mit zwei Proteinfragmenten identifizierte Interaktionen.

Durch eine solche grafische und sortierte Darstellung der Proteininteraktionen gewinnt man einen
guten Uberblick iiber die Datenlage. Die ESCRT-Proteine scheinen weniger mit den herpesviralen
Membranproteinen zu interagieren, sondern vielmehr mit Komponenten der Tegumentschicht. Hier
stechen besonders pUL47, pUL14 und pUL7 als hochverkniipfte Knotenpunkte hervor. Auch finden
Wechselwirkungen zwischen den ESCRT- und Capsidproteinen statt. Auf funktionaler Ebene
erscheinen besonders die Komplexe von ESCRT-I und —Il involviert, die die Membranknospung
induzieren, sowie solche Proteine, die den Abbau und somit das Recycling von ESCRT-III
gewadhrleisten. Die DUBs gehen vor allem Wechselwirkungen mit Membranproteinen ein. Die
Interpretation eines solchen Netzwerkes im physiologischen Kontext wird in der Diskussion

besprochen (siehe 5.5).
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4.3.5 Kombination der intraviralen Proteininteraktionen mit dem Virus-Wirt-Netzwerk

Es ist nun ebenso moglich und auch von Interesse, mehrere PPIl-Netzwerke miteinander zu
kombinieren. Da in dieser Studie sowohl ein intravirales Netzwerk generiert und mit bereits
vorhandenen Y2H-Daten erweitert wurde, aber auch ein Virus-Wirt-Interaktom zwischen zelluldren
ESCRT-Komponenten und HSV-1 Proteinen erstellt wurde, lassen sich diese Datensatze miteinander
vereinigen. Dazu wurde auschliefllich auf die Y2H-Daten zurickgegriffen, die nur solche HSV-1
Proteine enthalten, die laut massenspektrometrischer Analyse im reifen Viruspartikel vorkommen
(Loret et al., 2008) (siehe 4.1.5 und 4.3.4). Die Interaktionsknoten sind dabei schematisch als
knospendes Virus beim sekundaren Umhillungsschritt angeordnet (siehe Abbildung 4.19). Die vom
Cytoplasma weggerichtete Vesikelknospe enthilt die herpesviralen Membranproteine (rot) und
umschlieft dabei das tegumentierte (griin) Capsid (blau). Hier sind alle viralen Komponenten
dargestellt, wie sie in reifen Viruspartikeln enthalten sind (Loret et al., 2008), auch wenn fiir manche
mittels Y2H-Screening kein Interaktionspartner identifiziert werden konnte. Auf der anderen Seite
befinden sich die grau eingefarbten Untereinheiten der zelluliren ESCRT-Maschinerie, die in der
Reihenfolge ihrer Funktionalitdt angeordnet sind. Auch in diesem Netzwerk stehen gestrichelte
Verbindungslinien fir unidirektionale Y2H-Interaktionen und solide Linien fir bidirektional oder mit
mehreren Fragmenten identifizierte Interaktionen, die Linienstarke reprasentiert dabei die Haufigkeit
(normal = zweifach, fett = dreifach).

Ein solches Modell erlaubt die Darstellung der Protein-Protein-Interaktionen, wie sie sich beim
sekundaren Umhillungsschritt ereignen konnten. Die intraviralen Wechselwirkungen besonders
zwischen den einzelnen Strukturkomponenten vermitteln dabei die Assemblierung des reifen
Partikels. Die Umhillung des viralen Capsids mit der Tegumentschicht wird sowohl durch
Wechselwirkungen zwischen den beiden Strukturen als auch innerhalb des Teguments gewahrleistet.
Uber Interaktionen mit den Membranproteinen an TGN- oder Endosomenvesikeln werden die
tegumentierten Capside am Ort der sekunddren Membranumhillung positioniert. Das
Knospungsereignis wiederum konnte durch die Untereinheiten der zelluldren ESCRT-Maschinerie
induziert und durchgefiihrt werden. Neben der Rekrutierung dieser Faktoren durch ubiquitinierte
Membranproteine scheint die direkte Interaktion mit Komponenten des reifen Partikels - sowohl
Membranproteine als auch Tegument- oder Capsidproteine - wahrscheinlich. Anhand eines solchen
Interaktoms lassen sich Rickschlisse auf funktionale Abldufe wahrend der sekundaren Umbhiillung

ziehen, die fiir nachfolgende und tiefergehende Analysen erste Anhaltspunkte bieten.
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Abbildung 4.19: Modell der sekunddren Umhiillung von HSV-1

Durch die Kombination der intraviralen Y2H-Daten mit den zwischen zellularen ESCRT-Komponenten und HSV-1
Proteinen identifizierten Wechselwirkungen lasst sich ein Modell der Protein-Protein-Interaktionen wahrend
der sekunddren Membranumhillung aufstellen. Das Knospungsereignis ist schematisch dargestellt und mit
dem Interaktom Gberlagert. Die roten Membranproteine befinden sich in der knospenden Vesikelmembran, die
das tegumentierte Capsid umschlieBt (griin bzw. blau). Die Rekrutierung der ESCRT-Faktoren (grau) zum Ort der
sekunddren Umhillung konnte dabei durch Wechselwirkungen mit HSV-1 Proteinen aller drei Strukturen
vermittelt werden. Unidirektionale Y2H-Interaktionen sind als gestrichelte Verbindungslinien dargestellt, solide
edges stehen fir bidirektionale oder mit zwei Proteinfragmenten gefundene Interaktionen. Die Linienstarke
reprasentiert dabei die Haufigkeit (normal = zweifach, fett = dreifach).
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5.1 Kritische Beurteilung des Hefe-2-Hybridsystems (Y2H) im
Hochdurchsatzverfahren

Die Verwendung des Hefe-2-Hybridsystems (Y2H) zur Detektion von direkten Protein-Protein-
Interaktionen (PPI) hat sich seit seiner Erfindung 1989 (Fields und Song, 1989) zum methodischen
Standard etabliert. Es verfligt (iber einige Vorziige, die es besonders zum Einsatz im
Hochdurchsatzverfahren befdahigen. Da der Nachweis der Interaktion in lebenden Hefezellen
stattfindet, entfallt ein aufwendiges Aufreinigen des Proteinkomplexes. Auch ist die Durchfiihrung
des Protokolls einfach zu bewerkstelligen, und die Auswertung erfolgt in einem sehr kurzen
Zeitrahmen. Darliber hinaus gilt das Y2H-System als duf3erst sensitive Methode zur Untersuchung von
PPI. Da es sich zur Verwendung mit Proteinen jeglicher Art und fast jeder Spezies eignet, findet es
eine breite Anwendung (Fields, 2005).

Im Unterschied zur Identifikation von PPl durch die massenspektrometrische Analyse eines
aufgereinigten Proteinkomplexes - z.B. mittels tandem affinity purification (TAP) - werden durch den
Gebrauch des Y2H-Systems vorwiegend binare Interaktionen detektiert. Dies bietet den Vorteil, dass
vor allem direkte PPI zwischen zwei Interaktionspartnern identifiziert werden. Dadurch entsteht die
Moglichkeit, insbesondere schwache oder transiente Interaktionen zu dokumentieren. Allerdings
besteht hier die Gefahr, auch solche PPl durch Y2H zu ermitteln, die im physiologischen Kontext der
Zelle entweder raumlich oder zeitlich nicht stattfinden kénnen (falsch-positive). Ferner kénnen
indirekte Interaktionen, wie z.B. in einem Proteinkomplex, nicht nachgewiesen werden. Allerdings
erlaubt ein grofRer Datensatz, wie er durch die Anwendung des Y2H im Hochdurchsatz und oft zur
Identifizierung proteomweiter PPI eines Organismus generiert wird, durch bioinformatische Analysen
den Rickschluss auf Komplex- oder Modulbildung einer Gruppe von Proteinen. Eine solche
genomweite PPI-Studie stellt einen Ausgangspunkt dar, die Daten mit anderen Studien zu
vergleichen oder gar zu verbinden, und bildet somit eine solide Grundlage fiir nachfolgende
Untersuchungen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Matrix-basierten Y2H-Screens besitzen einige Vorteile gegeniiber
den sogenannten Library-basierten Screens. Bei letzteren wird ein bait-Fusionsprotein gegen einen
ganzen Pool von cDNA-Sequenzen getestet. Die Verwendung von cDNA eines bestimmten Zelltyps
beglinstigt dabei die Detektion von PPl mit konstitutiv exprimierten Proteinen gegenlber wenig
abundanten Proteinen. AulRerdem entfallt durch die Anordnung der zu untersuchenden potenziellen

Partner in einer definierten Matrix die Identifizierung der Interaktionspartner durch Sequenzierung
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der positiven Paare. Darliber hinaus konnen mittels Matrix-basierten Y2H-Screens
Proteinkombinationen gezielt auf Interaktion getestet werden, wahrend die Proteinidentitiaten einer
cDNA-Library auf Grund ihrer Komplexitat groRtenteils unbekannt sind.

Gleichwohl ist das Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatz anfillig fir die Erzeugung von sowohl
falsch-positiven als auch falsch-negativen Daten. Bei den falsch-positiven PPl handelt es sich, wie
schon erwahnt, in der Regel um Interaktionen zwischen Proteinen, die zwar bei Koexpression im
Hefenukleus interagieren, aber in der zelluldaren Umgebung niemals im gleichen Kompartiment oder
in der selben Expressionsphase anzutreffen sind. Auch kénnen falsch-positive Interaktionen durch die
Autoaktivierung des Reportergens durch einen der beiden Partner allein vorgetduscht werden. Diese
Art der falsch-positiven Interaktionen lassen sich allerdings durch drei verschiedene Kontrollansatze -
wie in dieser Studie geschehen - verhindern bzw. moglichst reduzieren. Da sowohl bait- und prey-
Proteine immer in Kombination mit dem entsprechenden Leervektor auf Induktion des
Reportersystems getestet wurden, konnten autoaktivierende Fusionsproteine im Vorhinein von der
Auswertung ausgeschlossen werden. Auch der Einsatz von steigenden Konzentrationen des HIS3-
Reportergen-Inhibitors 3-AT, der einerseits die Unterscheidung von schwachen und starken PPI
erlaubt, sorgt andererseits fiir die Unterdriickung von autoaktivierenden Fusionsproteinen. Zur
weiteren Kontrolle von Autoaktivitdt wurde der jeweilige bait- bzw. prey-count ermittelt. Dieser Wert
besagt, wie oft ein bestimmtes Fusionsprotein im Rahmen aller Screens als positiver Interaktor
gefunden wurde. Diese Kontrolle wird oft in sehr umfangreichen Y2H-Screens und anstelle der
Kombination mit dem Leervektor verwendet. Daher wird Ublicherweise hier ein sehr geringer
Prozentsatz als Schwellenwert gewahlt (Bartel et al., 1996). Da in dieser Studie schon vor der
Auswertung alle autoaktivierenden Fusionsproteine sorgféltig aussortiert und insgesamt vergleichs-
weise wenig Kandidaten eingesetzt wurden, gilt hier ein Wert bis 50% als akzeptabel, der allerdings
auch nie Uberschritten wurde.

Ebenso wie falsch-positive PPl mittels Y2H-System generiert werden kénnen, so gibt es auch einen
gewissen Prozentsatz an falsch-negativen PPI in einem grol8 angelegten Screen. Ursache dafiir sind
grofStenteils sterische Behinderungen oder Konformationsdanderungen der Fusionsproteine durch die
angefligten Y2H-tags, die die Interaktion zwischen zwei Proteinen stdoren kénnen. Auch ist es
moglich, dass schwache Interaktionen nicht detektiert werden, die im zellulairen Rahmen durch
weitere Komplexpartner stabilisiert werden (Titz et al., 2004). Des Weiteren kdnnen einige
posttranslationale Modifikationen von Proteinen der hdheren Eukaryoten insbesondere nicht im
Nukleus der Hefezelle gewahrleistet werden, so dass Wechselwirkungen, die (ber diese
Proteinmodifikationen vermittelt oder unterstitzt werden, im Y2H-System nicht detektiert werden.

AulRerdem kann es vorkommen, dass einzelne Fusionsproteine fiir die Hefezelle toxisch wirken und
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somit keine Interaktionen dieser Proteine in den lebenden Hefezellen identifiziert werden kdnnen.
Besonders die Zahl der falsch-negativen PPl auf Grund sterischer oder konformationeller
Behinderung konnte sich durch die Verwendung weiterer Hefevektoren vermindern lassen, bei
denen die Expression des Fusionsproteins zusatzlich mit C-terminalem tag erfolgt. Durch die sich
daraus ergebenden vielfiltigeren Testkombinationen von N- und C-terminalen Y2H-tags kénnen vor
allem rdumliche Einschrdnkungen der PPl umgangen werden (Stellberger et al., 2010). Aus dem
Vergleich mehrerer groBer Y2H-Datenséatze, die in verschiedenen Labors angefertigt wurden, lasst
sich schlieBen, dass mit Hochdurchsatz-Ansatzen eher mehr falsch-negative als falsch-positive Daten
produziert werden, was im Endergebnis die Faktenlage weniger stark verfalscht als umgekehrt (Yu et
al., 2008).

Wird das Hefe-2-Hybridsystem im Hochdurchsatzverfahren angewendet, entfallen haufig
nachfolgende Validierungsexperimente und funktionelle Charakterisierungen der betreffenden
Interaktionen, wie sie Ublicherweise bei der Erforschung von PPl im kleinen MafRstab durchgefiihrt
werden. Allerdings wurde gezeigt, dass mit einem einzigen Y2H-Durchlauf bis zu 60% aller moglichen
Interaktionen identifiziert werden kénnen, bei Wiederholungen erhéht sich dieser Wert auf 80 - 90%
(Yu et al., 2008). In der gleichen Studie wurde belegt, dass durch die Verwendung alternativer
Methoden das Spektrum der Y2H-Interaktionen eher erweitert als validiert wird, da durch
unterschiedliche experimentelle Ansadtze auch unterschiedliche Ergebnisse produziert werden. Trotz
einer gewissen systembehafteten Limitierung stellt das Y2H-System besonders zur Identifizieruung
von PPl im Hochdurchsatzverfahren bei sorgfiltiger Durchfihrung und Auswertung ein

ausgezeichnetes Werkzeug dar.

5.1.1 Die Verwendung von Membranproteinen im Y2H-System

Das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) eignet sich nur bedingt dazu, Protein-Protein-Interaktionen von
Membranproteinen zu detektieren, da ihre Membran-durchquerenden hydrophoben Doménen
sowie ihre hydrophoben Signalpeptidsequenzen mit dem Y2H-System interferieren konnen.
Einerseits kann die Prdsenz von hydrophoben Bereichen zur Fehlfaltung des entsprechenden
Membranproteins in wassriger Umgebung flhren, andererseits kdonnen sie den Zugang der
betreffenden Fusionsproteine zum Hefenukleus verhindern. Um diese Hiirde zu umgehen, bietet sich
der Einsatz von Proteinfragmenten an, die extramembrandre Bereiche der Membranproteine
reprasentieren. Der groRe Vorteil bei dieser Herangehensweise ist, dass auf diese Art mehr PPl der
Membranproteine identifiziert werden kdnnen als bei reiner Verwendung der Volle-Lange-Proteine.
Allerdings birgt die Verwendung von Proteinfragmenten auch die Gefahr, dass Interaktionen auf

Grund fehlender Domanen, die die Wechselwirkung vermitteln oder kooperativ unterstiitzen, nicht
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detektiert werden. Bei Membranproteinen kommt hinzu, dass die verwendeten Proteinfragmente
auf unterschiedlichen Seiten der Membran lokalisieren und somit in luminale/extrazelluldre und
cytoplasmatische Fragmente differenziert werden. Somit kann eine Wechselwirkung nur zwischen
den jeweiligen cytoplasmatischen bzw. luminalen Fragmenten nachgewiesen werden. Dariiberhinaus
kann eine Glykosylierung der luminalen Fragmente, die normalerweise im endoplasmatischen
Retikulum (ER) und Golgi-Apparat stattfindet, im nukleoplasmatischen Hefe-2-Hybridsystem nicht
gewadhrleistet werden. Daher ist es moglich, einige PPl nicht zu detektieren, bei deren

Wechselwirkung die entsprechenden Kohlenhydratgruppen beteiligt oder sogar mafigeblich sind.

Um intravirale PPl der HSV-1 Membranproteine zu detektieren, wurde das Y2H-System in einem
systematischen Hochdurchsatzverfahren angewandt. Trotz des Anspruchs auf moglichst hohe
Vollstandigkeit war es teilweise nicht moglich, von einem Typ-l oder -l Membranprotein beide
extramembranaren Fragmente zu verwenden, da eines oft wegen zu geringer GréRe nicht kloniert
werden konnte. Aus dem selben Grund war es bei Typ-lll Membranproteinen erschwert, alle
extramembrandren Fragmente einzusetzen. Ausserdem beruht ihre voraussichtliche Topologie
zumeist auf algorithmischen Vorhersagen, so dass keine experimentelle Klarheit tber die genaue
Verteilung ihrer Membrandomanen besteht. Insgesamt konnten allerdings mit dieser Methode viele
neue Y2H-PPI der herpesviralen Membranproteine generiert werden, die zur Erweiterung und
Verfeinerung des bestehenden intraviralen HSV-1 Interaktoms beitragen konnten.

Auf Grund der hydrophoben Domidnen von HSV-1 Membranproteinen kdnnen ihre Y2H-
Interaktionsdaten nur mit wenigen alternativen PPI-Methoden validiert werden. Ein experimenteller
Ansatz zur Verifikation sollte auf Grund der groRen Zahl an PPl auch zur Verwendung im
Hochdurchsatzverfahren geeignet sein. Eine sehr elegante Losung stellt die Verwendung des BRET-
Assays dar, bei der die PPl von Membranproteinen in situ, also unter Berlcksichtigung ihrer
subzelluldren Lokalisierung sowie ihrer Topologie getestet werden. Die Eignung dieser Methode soll
unter Punkt 5.3 besprochen werden. Ahnlich gut geeignet wire eine modifizierte Variante des Hefe-
2-Hybridsystems, das Split-Ubiquitin System (Stagljar et al., 1998), welches besonders fiir den
Nachweis von cytoplasmatischen PPl der Membranproteine tauglich ist (Fields, 2005). Es beruht auf
der Koexpression von Membranproteinen in Hefezellen, die jeweils die N- und C-terminale Doméane
von Ubiquitin (Ub) anfusioniert tragen. Darlber hinaus wird ein Transkriptionsfaktor in Fusion zur C-
terminalen Domane von Ub exprimiert. Durch Interaktion der beiden Membranproteine wird das Ub
rekonstituiert und proteolytisch gespalten, was zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors fiihrt,

welcher die Reportergenaktivitat induziert. Allerdings missten hier die entsprechenden Vektoren
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zunachst noch so modifiziert werden, dass sie Gateway-kompatibel genutzt werden kénnten, gefolgt

von der Etablierung des Systems in Flissigmedien.

5.2 Intravirale Interaktionen der HSV-1 Membranproteine

Auf Grund vielfaltiger funktionaler und vergleichender Studien ist bekannt, dass den
Membranproteinen des Herpes Simplex-Virus 1 sowohl als strukturelle Komponente reifer
Viruspartikel als auch wahrend der Virion-Morphogenese eine groRe Bedeutung zukommt. Trotzdem
sind bis heute nur 18 intravirale Protein-Protein-Interaktionen (PPI) bekannt, an denen mindestens
ein Membranprotein beteiligt ist (Johnson et al., 1988; Roop et al., 1993; Reynolds et al., 2001; Chi et
al., 2005; Perez-Romero et al., 2005; Atanasiu et al., 2007; Avitabile et al., 2007; Farnsworth et al.,
2007; Foster et al., 2008; Lee et al., 2008; Stylianou et al., 2009; Wills et al., 2009; Chouljenko et al.,
2010). Zwar ist es vor einiger Zeit gelungen, mittels genomweitem Y2H-Screening im Hochdurchsatz
die Zahl potenzieller PPl der Membranproteine unter Verwendung von zumeist Volle-Lange-
Proteinen um erneut 20 zu erhéhen (Fossum et al., 2009; Schmidt, 2009), allerdings wiirde man auf
Grund ihrer kritischen Funktionen wahrend des Replikationszyklus eine weitaus hohere Zahl an
intraviralen PPl erwarten. Uber ein moglichst komplettes Spektrum der intraviralen PPl der
herpesviralen Membranproteine kdnnen Riickschlisse auf funktionelle Zusammenhange gezogen
werden, darlber hinaus dient ein solcher Datensatz als Ausgangspunkt fir weitergehende Studien

der z.T. noch unaufgeklarten Aufgaben der Membranproteine im Lebenszyklus des HSV-1.
Fossum et al., 2009

Literatur

Y2H-Screen,
diese Studie

Abbildung 5.1: Schnittmenge der PPl von HSV-1 Membranproteinen

Die gemeinsame Schnittmenge der Protein-Protein-Interaktionen (PPI) von HSV-1, bei dem mindestens ein
Partner ein Membranprotein ist, ist als Mengendiagramm dargestellt. Der blaue Kreis reprasentiert die 57 PPI,
die mittels Matrix-basiertem Y2H in dieser Studie identifiziert wurden. Der graue Kreis steht fir die 21 PPI, die
in einem vorangegangenen Y2H-Screening gefunden wurden (Fossum et al., 2009; Schmidt, 2009) und der rosa
Kreis zeigt die durch Literaturrecherche ermittelten 18 Interaktionen (Johnson et al., 1988; Roop et al., 1993;
Reynolds et al., 2001; Chi et al., 2005; Perez-Romero et al., 2005; Atanasiu et al., 2007; Avitabile et al., 2007;
Farnsworth et al., 2007; Foster et al., 2008; Lee et al., 2008; Stylianou et al., 2009; Wills et al., 2009; Chouljenko
et al., 2010). Die Zahl in den Uberlappenden Bereichen gibt die gemeinsame Schnittmenge an PPl an.

Da die Volle-Lange-Proteine wegen ihrer hydrophoben Transmembrandomanen weniger gut fiir das
Y2H-System geeignet sind, sollten in dieser Studie bevorzugt extramembranadre Fragmente fir das

Matrix-basierte Y2H-Screening eingesetzt werden. Dabei wurde besonders auf den Ausschluss der
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ebenfalls hydrophoben ER-Insertionssignalsequenzen geachtet. Durch die Verwendung von 18
extramembrandren Proteinfragmenten im Y2H-Screening konnten insgesamt 57 intravirale Protein-
Protein-Interaktionen identifiziert werden. Darunter befinden sich 17 der 19 potenziellen
Membranproteine des HSV-1 als Interaktionspartner (siehe Abbildung 4.2). Davon sind 48 PPl — also
ca. 84% - als neu zu betrachten, wahrend die restlichen 16% durch den vorangegangegen Y2H-Screen
bzw. andere Studien bereits bekannt waren. Allerdings konnten 14 der durch die Literatur geldufigen
PPI und 16 PPl aus dem Datensatz von Fossum et al., 2009 nicht detektiert werden (siehe Abbildung
5.1). Ein relativ geringer Wiederfindungswert ist ein Ubliches Phdnomen von genomweiten PPI-
Untersuchungen im Hochdurchsatzverfahren (Gavin et al., 2002; Ho et al., 2002; Rual et al., 2005),
die Rate liegt durchschnittlich maximal bei 10% und ist unabhangig von der verwendeten Methode.
Speziell im Vergleich zum vorangegangenen Y2H-Screen resultieren die voneinander abweichenden
Daten aus der Verwendung unterschiedlicher Fusionsproteine. Da bei Fossum et al., 2009
groBtenteils Volle-Lainge-Membranproteine und zum Teil andere Proteinfragmente flr das Y2H-
Screening eingesetzt wurden als in dieser Studie, kann die gemeinsame Schnittmenge maximal
lediglich 8 Paare beinhalten, von denen 5 erneut detektiert wurden. Trotzdem ist eine
Wiederfindungsrate von 5 aus insgesamt 21 Interaktionspaaren (also knapp 25%), bei denen
mindestens ein Partner ein Membranprotein ist, ungewdhnlich hoch. Das gleiche gilt fiir die
Schnittmenge mit anderen in der Literatur veroffentlichten PPI-Paaren. Rein rechnerisch ergibt sich
hier eine Uberschneidung von ca. 22% (4 aus 18 Paaren), die ebenfalls sehr hoch ist. Bei einem Teil
der nicht-identifizierten PPl wurde die entsprechende interagierende Domane nicht fiir das Y2H-
Screening eingesetzt. Als Beispiel ware hier die PPl von pUL20 und gK (UL53) zu nennen (Foster et al.,
2008), die Gber die N-terminale Domé&ne von pUL20 und die Domane Il von gK vermittelt wird. Zwar
wurde die richtige Doméane von pUL20 benutzt (UL20A), allerdings nicht die addaquate Domé&ne von
gK, sondern nur dessen luminal exponierter N-Terminus ohne Signalpeptid (UL53A). Bei den
restlichen nicht-gefundenen, aber aus der Literatur bekannten PPI, handelt es sich wahrscheinlich um
falsch-negative Befunde dieser Y2H-Studie. Wie zuvor schon erwdhnt, haben falsch-negative
Ergebnisse ihren Ursprung haufig in der sterischen oder konformationellen Behinderung der
Interaktion durch das Anfusionieren der bait- und prey-Domanen. Dariliber hinaus konnen
Interaktionen innerhalb eines Komplexes oder solche, die zur Stabilisierung einen dritten Partner
bendtigen, mittels Y2H kaum detektiert werden. Die erstaunlich gute Wiederfindungsrate gilt
allerdings als Indiz, dass der Anteil an falsch-negativen Befunden relativ gering ausfallt. Auch die
Quote der falsch-positiven Ergebnisse wurde durch sorgfiltige Auswertung und Verwendung
intrinsischer Kontrollen maoglichst niedrig gehalten. So wurden alle autoaktivierenden

Fusionsproteine entweder direkt von der Auswertung ausgeschlossen oder ihre Selbstaktivitat durch
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Verwendung von hohen Konzentration des HIS3-Inhibitors 3-AT unterdriickt. Auerdem wurden die
offensichtlich falsch-positiven Resultate - also solche Interaktionen, die auf Grund gegensatzlicher
Orientierung an der Membran physiologisch unmaglich sind - ebenfalls im Vorhinein aussortiert.
Lediglich der relativ geringe Prozentsatz (ca. 15%) an bidiektional detektierten PPl — 3
Selbstinteraktionen und 6 Paare — ist verwunderlich. Theoretisch sollte man davon ausgehen, dass
eine Protein-Protein-Interaktion im Y2H-System jeweils in beide Richtungen funktionieren sollte,
unabhangig von der Expression als bait- oder prey-Fusionsprotein. Dies ist jedoch praktisch nicht der
Fall. Auch hier sind es wohl sterische Griinde, die eine Interaktion behindern, die bei umgekehrter
Kombination der Fusions-tags ein positives Signal ergibt. Wie in den meisten grof3-angelegten Y2H-
Analysen wird nur ein relativ kleiner Teil an PPI bidirektional identifiziert (Uetz et al., 2006; Lee et al.,
2008; Fossum et al., 2009). Obwohl davon ausgegangen werden muss, dass auch dieser neue Y2H-
Datensatz der PPl der HSV-1 Membranproteine nicht alle tatsachlich vorkommenden intraviralen
Wechselwirkungen aufdeckt, konnten doch sehr viele neue Interaktionspartner von
Membranproteinen identifiziert werden. Der Vergleich mit der Literatur sowie die hohe Sorgfalt bei
Durchfiihrung und Auswertung der Y2H-Screens weisen auf eine hohe Qualitat der Studie mit sowohl
wenig falsch-positiven als auch falsch-negativen Ergebnissen hin. Insgesamt bietet diese Analyse eine
solide Grundlage fir nachfolgende Validierungsexperimente und funktionelle Charakterisierungen

einzelner Proteinpaare.

Um eine solch groBe Datenmenge zusammenfassend und lberschaubar darzustellen, bedient man
sich bioinformatischer Methoden, wie z.B. der Veranschaulichung mit Hilfe eines Netzwerkes. Auf
diese Art werden groRformatige PPI-Daten als Interaktionsnetzwerk herausgearbeitet, dessen
topologische Eigenschaften zur Charakterisierung herangezogen werden kénnen. Obwohl sich die
Herpesviren parallel und in Abhdngigkeit ihres Wirtes evolviert haben, besitzen ihre PPI-Netzwerke
eine abweichende Topologie zu zelluldren Pendants. So weist auch das in dieser Studie erarbeitete
Netzwerk der HSV-1 Membranproteine divergierende Eigenschaften auf. Ebenso wie die
genomweiten PPI-Analysen verschiedener Herpesvirusspezies (Uetz et al., 2006; Fossum et al., 2009)
verfligt auch dieses intravirale Netzwerk Gber weniger periphere Knotenpunkte, die jeweils nur mit
einem einzigen Nachbarn verknipft sind, und mehr hochverkniipfte hubs als typische zellulare
Interaktome und ist somit nicht als scale-free zu bezeichnen. Auch gibt es keine Unterteilung in
Submodule, wie es typisch fiir zellulare Netzwerke ist, sondern das virale Interaktom erscheint als ein
einziges Modul. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei Viren um Wirts-abhdngige
,Lebensformen” handelt, die sich nicht selbstdndig reproduzieren und Uber keinen eigenen

Stoffwechsel verfligen, erscheint diese andersartige Netzwerktopologie als zwangsldufig.
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Selbstverstandlich fehlen in einem rein viralen Interaktom sehr viele essenzielle Knotenpunkte, die
erst von der Wirtszelle geliefert werden. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass sich die
Netzwerktopologie von viralen Interaktomen noch verandert, wenn sie mit zellularen PPI-Daten zu
einem grolRen Netzwerk kombiniert werden (Uetz et al., 2006). Das zuvor stark vernetzte und nicht
unterteilte virale Modul von KSHV und VZV wandelte sich durch die Verknipfung mit PPl-Daten
seiner zelluldren Interaktionspartner zu einem typisch skalenfreien Netzwerk mit Aufteilung in
mehrere Submodule. Diese Eigenschaft kann dem hier prasentierten Netzwerk der HSV-1
Membranproteine ebenfalls unterstellt werden. Insgesamt zeigt sich also durch die Charakterisierung
und den Vergleich von Netzwerkmerkmalen die Abhangigkeit des Virus von seiner Wirtszelle.

Neben einer solchen eher abstrakten bioinformatischen Auswertung des intraviralen PPl-Datensatzes
der HSV-1 Membranproteine ist natirlich die inhaltliche Interpretation von einzelnen PPl oder
groReren Zusammenhdngen von besonderem Interesse. Zunachst ldsst sich durch den Vergleich mit
der Fachliteratur eine Aussage dartber treffen, welche PPl als besonders wahrscheinlich gelten. So
konnte mittels Y2H die Interaktion der luminalen Fragmente von gL (UL1) und gD (US6) identifiziert
werden, die zuvor bereits vermutet wurde (Perez-Romero et al., 2005). Da gL im Komplex mit
gH (UL22) vorliegt, und gH wiederum mit gD wahrend des Virus entry interagiert, liegt es nahe, dass
auch gL an dieser Interaktion beteiligt ist. Ebenso wurde in dieser Studie gezeigt, dass die C-terminale
Domaéne von gM (UL10) mit beiden Proteinen des nuclear egress complex (NEC) — pUL34 und pUL31 -
in Interaktion tritt. Diese Wechselwirkungen stehen in Einklang mit dem Befund, dass die Proteine
des NEC fur die optimale Lokalisierung von gM an der inneren Kernmembran (INM) wahrend der
Infektion bendtigt werden (Wills et al., 2009). Auf diese Art lassen sich auf Grund funktionaler
Befunde vorgeschlagene Interaktionen, die bisher nicht experimentell bewiesen wurden, mit den

Ergebnissen aus dieser Y2H-Studie bestatigen.

Darliber hinaus lassen sich durch die Darstellung der Y2H-Daten als Interaktionsnetzwerk besonders
gut die hochverknipften hubs identifizieren (siehe Abbildung 4.2), die von zentraler Bedeutung fir
die Virusreplikation sein sollten. Hier fallt besonders pUL34 auf, das zusammen mit seinem
Interaktionspartner pUL31 essenziell fiir die Auswanderung der neu gebildeten Capside aus dem
Nukleus infizierter Zellen ist (Reynolds et al., 2001). Neben dieser bereits bekannten Interaktion
konnten als neue potenzielle Interaktionskandidaten haptsachlich Proteine der Tegumentschicht und
der Capsidhiille identifiziert werden. In Ubereinstimmung mit der Beteiligung von pUL34 am
primadren Knospungsereignis an der Kernhiille ist es denkbar, dass es als Kernmembranprotein tiber
Wechselwirkungen mit dem Capsid bzw. seiner primdren Tegumentschicht die neu gebildeten

Capside zur INM rekrutiert und als Briicke zwischen Kernmembran und Capsid dient.
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Auch das Typ-lll Membranprotein gM (UL10) stellt laut dieser Y2H-Analyse einen zentralen
Knotenpunkt dar, obwohl es zumindest flir HSV-1 keine essenzielle Funktion besitzt. Auch hier sind
die Interaktionspartner vor allem Tegument- und Capsidproteine, aber auch andere
Membranproteine sowie nukledr lokalisierte Nicht-Strukturproteine. Auf Grund der Lokalisierung von
gM wahrend der Infektion sowohl an den Kernmembranen, am trans-Golgi Netzwerk (TGN) und an
der Plasmamembran (Baines und Roizman, 1993; Crump et al., 2004; Wills et al., 2009; Zhang et al.,
2009) und Analysen von Deletionsmutanten (Browne et al., 2004) gilt eine Beteiligung von gM an
beiden viralen Umhdllungschritten —an der INM und an TGN-Membranen — als wahrscheinlich. Diese
mogliche Doppelfunktion von gM an zwei verschiedenen Zellkompartimenten spiegelt sich auch in
den Y2H-Interaktionsdaten dieser Studie wieder. Die zuvor erwdhnte Interaktion mit dem nuclear
egress complex, aber auch mit Capsidkomponenten (pUL38, pUL33, pUL28, pUL26) sowie nukleadr
lokalisierten Nicht-Strukturproteinen (pUL54, pUL52, pUL40) sind mit der theoretischen Aufgabe von
gM am primaren Umhdillungsschritt an der INM vereinbar. Von den Proteinen des NEC zur inneren
Kernhille rekrutiert (Wills et al., 2009) kdnnte es dort ebenfalls der Verbindung von knospendem
Capsid und der INM dienen. Da gM regulatorische Eigenschaften bei der Membranfusion
zugesprochen werden (Klupp et al., 2000; Koyano et al., 2003; Crump et al., 2004), scheint auch eine
Beteiligung am de-envelopment-Prozess durch Membranfusion an der dulleren Kernmembran
moglich.

Andererseits unterstlitzen die mittels Y2H identifizierten Wechselwirkungen von gM mit
Tegumentkomponenten (pUL14, pUL7, pUS10, pUS2) und anderen viralen Membranproteinen
(pUL20, pUL56), die ebenfalls in reife Viruspartikel inkorporiert werden (Loret et al., 2008), eine
Funktion von gM wahrend der sekunddren Umhillung. Die Interaktion mit der herpesviralen
Tegumentschicht kdnnte dabei ebenfalls der Rekrutierung und Anbindung tegumentierter Capside an
TGN-Membranen dienen. Auch eine Interaktion von gM mit pUL20 ist zumindest auf funktionaler
Ebene nicht ausgeschlossen, da es auch an der sekundaren Umhiillung beteiligt ist und eine Rolle bei
der Zell-Zellfusion infizierter Wirtszellen spielt (Melancon et al., 2007; Foster et al., 2008; Chouljenko
et al., 2010). Insbesondere die Interaktion von gM mit dem Typ-Il Membranprotein pUL56 erscheint
besonders interessant, da sie sowohl bidirektional mit dem cytoplasmatischen Fragment von pUL56
als auch mit dem Volle-Lange-Protein detektiert wurde. Bei pUL56 von HSV-1 handelt es sich um ein
Membranprotein von unbekannter Funktion. Allerdings lokalisiert das orthologe Protein des Herpes
simplex-Virus 2 (HSV-2) am Golgi-Apparat, am TGN sowie den friihen Endososmen und eine
Beteiligung am viralen egress wird vorgeschlagen (Ushijima et al., 2009). Es empfiehlt sich, eine
mogliche Kolokalisierung von gM und pUL56 sowohl nach transienter Expression als auch im viralen

Kontext zu untersuchen und die denkbare funktionale Kooperation der beiden Membranproteine
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wahrend der sekundaren Umhiillung der Viruspartikel zu analysieren. Anhand dieser beispielhaften
Uberlegungen und der Einbindung des intraviralen Y2H-Datensatzes in aktuelle Forschungsergebnisse
zeigt sich das Potenzial der genomweiten PPl-Analyse des HSV-1, indem interessante

Kandidatenpaare fiir nachfolgende Studien ausgewahlt werden kdénnen.

Fiir ein besseres Verstandnis der Zusammenhange innerhalb des HSV-1 Proteoms ist es hilfreich, den
in dieser Studie generierten Y2H-Datensatz in andere Analysen einzubinden, um je nach
Fragestellung eine tibersichtliche Datenlage zu erhalten. So ist es naheliegend, die neu identifizierten
PPI der HSV-1 Membranproteine mit dem genomweiten intraviralen Interaktom einer anderen Studie
zu kombinieren (Fossum et al.,, 2009; Schmidt, 2009), um ein moglichst umfassendes Bild der
intraviralen HSV-1 PPl zu erhalten (siehe Abbildung 4.6). Durch die Zusammenlegung der beiden Y2H-
Studien konnte das Interaktom von HSV-1 einerseits noch weiter vervollstindigt werden und
andererseits dient die Wiederfindung einzelner PPl durch unabhéangige Y2H-Analysen als Validierung
der jeweiligen Interaktion. Auch dieses Netzwerk kann zur {bersichtlichen Darstellung aller
identifizierten intraviralen PPl genutzt werden und Hinweise auf zentrale Knotenpunkte oder
interessante Verknipfungen liefern, die in nachfolgenden Studien weiter untersucht werden sollten.
Auch die Kombination der intraviralen PPl mit einer massenspektrometrischen Analyse reifer
Viruspartikel (Loret et al., 2008) zeigt die Wechselwirkungen sowohl zwischen als auch innerhalb der
drei Virusstrukturen Capsid, Tegument und Membran, wie sie sich im physiologischen Kontext
abspielen kénnen (siehe Abbildung 4.7). Da besonders die vielfaltigen Interaktionen der einzelnen
Strukturproteine als treibende Kraft der Tegumentierung und sekundaren Umhiillung im Cytoplasma
der Wirtszelle grofRtenteils noch unaufgeklart sind, bietet diese Verbindung aus drei verschiedenen
Datensdtzen ein erstes ausfuhrliches Modell. Alle 13 im reifen Partikel enthaltenen Membran-
proteine zeigen Wechselwirkungen untereinander, aber auch mit den Komponenten der
Tegumentschicht. Allerdings konnten fiir insgesamt zehn Proteine des Teguments bzw. flnf
Capsidproteine gar keine PPI identifiziert werden, was vermutlich aus den bereits diskutierten
Limitierungen des Y2H-Systems hervorgeht. Da davon auszugehen ist, dass alle Strukturproteine
durch Wechselwirkungen miteinander konzentriert und in reife Partikel inkorporiert werden,
scheinen einige physiologisch relevante PPl nicht detektiert worden zu sein. Dennoch bietet diese
schematische Darstellung einen ersten Uberblick und eine gute Basis fiir weitergehende Analysen.

Besonders aus der systembiologischen Sichtweise ware es interessant, die Konservierung der PPI der
Membranproteine der humanpathogenen Herpesviren sowohl innerhalb der Unterfamilie (a-
Herpesviren) als auch im Vergleich zu den restlichen Spezies zu tberprifen. Da HSV-1 vor allem mit

VZV, dem Erreger von Windpocken und Giirtelrose, auf Grund ihrer Zugehdorigkeit zur Familie der a-
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Herpesviren viele orthologe Membranproteine teilt, ware die Identifizierung von gemeinsamen PPI-
Mustern sehr hilfreich. Auf diese Art konnten typische Ablaufe und Zusammenhange innerhalb dieser
Unterfamilie aufgezeigt werden. Auch die Aufdeckung von konservierten Interaktionen der
sogenannten Core-Orthologen - der in allen Spezies konservierten herpesviralen Proteine - ware von
groflem Erkenntnisgewinn. Da zu den Core-Orthologen nur sechs Membranproteine zdhlen, wiirde es
sich hierbei auch um einen recht Ubersichtlichen Datensatz handeln. Weil die Tatsache der
evolutiondren Konservierung auf die Beteiligung an wichtigen oder sogar essenziellen Prozessen der
Virusreplikation schlielen lasst, kdnnten so konservierte Wechselwirkungen ermittelt werden. Solche
konservierten PPl wiederum wiirden auf gemeinsame Mechanismen der Virusreplikation deuten, wie
z.B. bei der konzertierten Aktion mehrerer Glykoproteine wahrend des Virus entry (Connolly et al.,

2011).

Die Infektion mit Herpesviren bzw. ihre Reaktivierung aus der Latenzphase ist besonders
problematisch fir immunsupprimierte Patienten, wie Empfanger von Organspenden oder AIDS-
Patienten. Daher ist letztendlich das Ubergeordnete Ziel der Herpesvirusforschung ebenso wie auch
dieser Studie, Angriffspunkte zur Entwicklung antiviraler Therapien zu finden und auszunutzen.
Optimal ware dabei die Intervention auf viraler Ebene, ohne zellulare Prozesse zu storen. Deshalb ist
es von besonderem Interesse, alle Wechselwirkungen des viralen Proteoms sowohl auf intraviraler
Ebene, aber auch auf Virus-Wirts-Ebene zu identifizieren. Durch ein moéglichst umfassendes Netzwerk
lassen sich so Kandidatenproteine ausmachen, die auf Grund ihrer vielen Interaktionen und
funktionaler Charakterisierung eine zentrale Rolle wahrend der HSV-1 Replikation einnehmen. Durch
den Vergleich mit den Netzwerken anderer Spezies lassen sich moglicherweise sogar konservierte PPI
identifizieren, so dass eine gemeinsame Strategie gegen mehrere Spezies entwickelt werden kdnnte.
Grundsatzlich gibt es zwei Konzepte, wie eine essenzielle Protein-Protein-Interaktion als
Angriffspunkt zu therapeutischen Zwecken genutzt werden kann. So kénnte die Expression eines
oder sogar beider Partner auf post-transkriptionaler Ebene mittels RNA-Interferenz (RNAi) spezifisch
unterdriickt werden. Dieser Therapieansatz wird derzeit besonders fiir die Behandlung von Krebs und
neurodegenerativen Erkrankungen erforscht (Boudreau und Davidson, 2010; Okamoto und
Murawaki, 2011), scheint aber ebenso vielversprechend fiir die Entwicklung von Virostatika zu sein.
Die zweite antivirale Strategie strebt die Disruption von Protein-Protein-Interaktionen durch
Verwendung von Antikérpern, Peptiden oder kleinen chemischen Molekiilen an (Loregian und Palu,

2005; Mercorelli et al., 2011).
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5.3 Das BRET-System als Validierungsmaoglichkeit von Y2H-Daten

Das BRET-System (bioluminescence resonance energy transfer) ist eine fluoreszenz-basierte
Methode, um Protein-Protein-Interaktionen (PPI) zu untersuchen (Bacart et al., 2008). Dieses System
stellt eine Weiterentwicklung der FRET-Technik dar (FOrster resonance energy transfer) und basiert
auf der Energielibertragung von einer Donor- auf eine Akzeptoreinheit in groBer raumlicher Nahe
(Boute et al., 2002; Ciruela, 2008). Im Vergleich zum Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) bietet es zwar einige
Vorteile, verfligt aber auch liber nachteilige Eigenschaften. Die grofRte Starke des BRET-Systems ist,
dass die PPl in lebenden Sdugerzellen berprift werden kénnen. Fir die viralen Proteine von HSV-1
bedeutet dies, dass ihre Expression sowie die Untersuchung ihrer Wechselwirkungen in situ
stattfinden. So werden alle posttranslationalen Modifikationen der hdoheren Eukaryoten
gewahrleistet, die eine Interaktion beeinflussen konnten. AuRerdem werden die PPI auf subzellularer
Ebene getestet, so dass nur solche Interaktionen nachgewiesen werden kénnen, bei denen beide
Partner im physiologischen Kontext im selben Kompartiment lokalisieren.

Ebenso wie bei anderen PPI-Methoden, bei denen relativ groRe tags zum Einsatz kommen, birgt auch
das BRET-System die Gefahr, dass die Interaktion sterisch oder konformationell behindert wird und
daher nicht detektiert werden kann (falsch-negative). Darliber hinaus ist es maoglich, dass der
Transport von Membranproteinen in den Nukleus durch das Anhangen eines grofRen tags auf der
nukleo- bzw. cytoplasmatisch exponierten Seite behindert wird und nukleoplasmatische PPl nicht
stattfinden kdnnen. Werden HSV-1 Proteine fiir das BRET-System benutzt, so kdnnen Interaktionen
zwar im physiologischen Kontext der Wirtszelle nachgewiesen werden, allerdings nur im Virus-freien
System. So kann die Detektion einer HSV-1 PPl im BRET-System nicht erfolgen, wenn die
Kolokalisierung des interagierenden Paares im selben Kompartiment (z.B. trans-Golgi Netzwerk) erst
durch weitere virale Faktoren erméglicht wird. Auch wenn die Erzeugung von falsch-positiven Daten
im BRET-System zumindest auf raumlicher Ebene moglichst begrenzt ist, kdnnen immer noch falsch-
positive Ergebnisse auf zeitlicher Basis generiert werden, denn es werden Proteine kiinstlich
koexprimiert, die moglicherweise niemals zeitgleich in der Zelle vorkommen. Daher wiére die
Anwendung des BRET-Systems im Kontext der Infektion eine attraktive Weiterentwicklung. Um die
rdumlichen und zeitlichen Bedingungen der infizierten Wirtszelle zu gewahrleisten, konnten mittels
BAC-Mutagenese Virusmutanten hergestellt werden, die ausgewahlte Proteinpaare in Fusion mit den
BRET-tags exprimieren.

Auf Grund der Abhangigkeit des BRET-Systems von der Lokalisierung der zu testenden Proteinpaare
ist es besonders interessant fiir den Nachweis solcher PPI, an denen Membranproteine beteiligt sind.

Daher sollte das BRET-System zur Validierung der in dieser Studie generierten Y2H-Daten eingesetzt
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werden (Gersting et al., 2011). Gleichzeitig wiirde sich dadurch die Eignung des BRET-Systems fiir die
Verwendung von Membranproteinen testen lassen. Wie bereits in 4.1.3 beschrieben, ergeben sich
allerdings einige Hirden, die beim Einsatz von Membranproteinen bedacht werden missen.
Zunachst sollten sowohl Donor- als auch Akzeptorfusionsprotein auf derselben Seite der Membran
exponiert werden, um eine Energielibertragung zu gewahrleisten. Es ist also von Vorteil, die
Topologie der einzelnen Membranproteine zu kennen. Ist die Topologie allerdings unbekannt bzw.
mit einer gewissen Tendenz vorhergesagt, so bietet das BRET-System ein gutes Werkzeug, um die
Topologie mit Hilfe eines bekannten Interaktionspartners zu liberprifen.

Theoretisch kénnen die BRET-Fusionsproteine sowohl mit N- als auch mit C-terminalen tags
verwendet werden, so dass die entsprechende Interaktion in moglichst vielen Kombinationen
getestet werden kann. Allerdings scheint bei den verwendeten BRET-Vektoren die Faltung des
Akzeptors YFP (yellow fluorescent protein) behindert, wenn es als C-terminales Fusionsprotein
eingesetzt wird (AG Muntau, persénliche Kommunikation). Obwohl dies bei l6slichen Proteinen
unproblematisch ist, da immer noch geniigend Kombinationsmoglichkeiten zur Verfligung stehen,
flihrt diese Tatsache bei Membranproteinen zu weiteren Einschrankungen. So ware es naheliegend,
die Interaktion von zwei Typ-l Membranproteinen Uber C-terminale Fusionsproteine, die im
Cytoplasma lokalisieren, zu liberprifen. Doch wegen der genannten Problematik des Akzeptors ist
diese Testkombination nur eingeschrankt moglich.

Um dennoch die PPl von Typ-l Membranproteinen miteinander austesten zu kdnnen, mussten die
BRET-Vektoren modifiziert werden. Da alle HSV-1 Typ-l Membranproteine eine Signalsequenz zur
kotranslationalen Insertion in das ER-Lumen kodieren, die nach erfolgter Insertion abgespalten wird,
wirde dabei auch der N-terminale tag abgetrennt werden. Daher sollte die kodierende Sequenz
eines Signalpeptids vor die N-terminalen tags der Gateway-kompatiblen Vektoren gesetzt werden
und als Insert die Signalpeptid-freien Sequenzen der entsprechenden Typ-| Proteine benutzt werden.
Diese vorgezogene Signalsequenz sollte die Insertion des Membranproteins gewahrleisten und nicht
mit der Expression der Fusionsproteine interferieren. Obwohl exakt die gleiche Signalsequenz und
Linker-Region fiir beide Vektoren verwendet wurde, inserierten nur die YFP-Fusionsproteine
erfolgreich in die ER-Membran, wahrend die Luciferase-Fusionsproteine (Rluc) diffus im Cytoplasma
lokalisiert waren. Warum die Rluc-Fusionsproteine trotz Signalpeptid wahrend der Translation nicht
in das ER eingefadelt werden, ist unklar. Es ware empfehlenswert, hier mit verschiedenen
Signalsequenzen und Linker-Regionen zu experimentieren, die in anderen Vektoren erfolgreich
verwendet werden. Mit einem erfolgreich modifizierten Rluc-Vektor, bei dem das kodierte
Fusionsprotein die ER-Membran durchquert, ware der Nachweis der PPI der Typ-l Membranproteine

des HSV-1 untereinander wesentlich erleichtert.
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Auf Grund der geschilderten massiven Einschrankungen beim Einsatz von Membranproteinen im
BRET-System war die Auswahl an zu validierenden PPl des Y2H-Datensatzes sehr klein. Der BRET-
Assay wurde mit den zu testenden Kombinationen in 96-well Mikrotiterplatten im Doppelansatz
durchgefiihrt. Obwohl ein etabliertes Protokoll angewendet wurde (Gersting et al., 2011), waren die
meisten Rluc-Signale zu schwach, um eine Auswertung der BRET-Ratio durchzufiihren. Deshalb
wurden nur einzelne Werte reprasentativ gezeigt, um das Potenzial des BRET-Systems darzustellen.
Besonders zur Differenzierung von falsch-positiven Interaktionen - also solchen PPI, die zwar bei
Koexpression in der Hefezelle ein positives Signal liefern, aber im zellularen Kontext auf Grund
physikalischer Barrieren nicht miteinander interagieren konnen - ist das BRET-System hervorragend
geeignet.

Die bereits in zwei unabhangigen Y2H-Screens gezeigte Selbstinteraktion des C-terminalen, luminal
exponierten Fragments des Typ-ll Membranproteins pUL45 (UL45A) konnte im BRET-Assay bestatigt
werden. Gleichzeitig wurden zwei Proteinpaare Uberpriift, die zwar im Y2H-System eine Interaktion
eingehen, allerdings anhand der Topologie von pUL45 als falsch-positiv gewertet wurden. Dabei
handelte es sich um die physiologisch unmogliche Interaktion zwischen dem luminalen Fragment von
pUL45 und den cyto- bzw. nukleoplasmatisch lokalisierten Proteinen pUL26 und pUL28. Die PPIs
wurden in beiden moglichen Kombinationen, also mit dem N-terminalen Fusionsprotein aus YFP-
UL45 bzw. Rluc-UL45 und dem jeweiligen Partner getestet und zeigten wie erwartet in beiden Fallen
ein negatives Ergebnis.

Zusammenfassend wird deutlich, dass das BRET-System an sich ein hervorragendes Werkzeug zur
Identifizierung von PPl in lebenden Zellen und in situ darstellt, sein Einsatz zum Nachweis von PPl der
Membranproteine allerdings einige Einschriankungen erfahrt. Um besonders die luminalen
Wechselwirkungen der HSV-1 Typ-l Proteine untersuchen zu koénnen, ist es zunachst dringend
erforderlich, die Modifikation des pN-Rluc-Vektors erfolgreich abzuschliefen, so dass die Rluc-
Fusionsproteine durch ein vor den tag gelagertes Signalpeptid in die ER-Membran inseriert werden
konnen. Dariiber hinaus scheint das Protokoll besonders fiir den Einsatz von Membranproteinen
experimentell angepasst werden zu miissen. So ware es moglich, die Expressionsphase der
Fusionsproteine von Ublicherweise 48 h zu verlangern oder zu verkiirzen, und dies evtl. sogar mit
einer Reduktion der Inkubationstemperatur (lblicherweise 37°C) zu verbinden. Durch diese
MalBnahmen kodnnte einerseits die Expression der Membranproteine optimiert werden, und
andererseits der Degradation von moglicherweise instabilen Fusionsproteinen durch die
Temperaturabnahme entgegengewirkt werden. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass kein
allgemeingiiltiges Protokoll fir alle Paarungen gefunden werden kann, sondern dass die

Anpassungen individuell erfolgen mussen. Es wiirde sich demnach empfehlen, die Durchfiihrung des
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BRET-Systems zunédchst im kleineren Format (z.B. 24-well Mikrotiterplatten) zu realisieren, um die
optimalen Bedingungen zu eruieren. AnschlieRend ware ein Upscaling zu grofRerem Durchsatz im
96-well Format moglich. Insgesamt wurde deutlich, dass die Optimierung des BRET-Systems zur
Verwendung von Membranproteinen umfangreicher ist als erwartet und deshalb im Rahmen dieser

Arbeit nicht abgeschlossen werden konnte.

5.4 Subzellulares trafficking und funktionale Bedeutung der Domanen von
Glykoprotein M (gM)

Wahrend der Infektion mit Herpes simplex-Virus 1 (HSV-1) lokalisiert das Glykoprotein M (gM) an
verschiedenen Membrankompartimenten innerhalb der Wirtszelle. Dazu zdhlen auf zellularer Seite
die innere Kernhdlle (INM) und die Membranen des Sekretionsweges (Baines et al., 2007; Wills et al.,
2009; Zhang et al., 2009), wahrend gM in der Hlllmembran von sowohl primar als auch sekundar
umhdiillten Viruspartikeln vorhanden ist (Baines und Roizman, 1993; Baines et al., 2007; Loret et al.,
2008). Die Verteilung von gM zu den jeweiligen zelluldren Membranen (targeting) scheint demnach
reguliert zu sein. Moglicherweise werden durch das targeting von gM seine viralen Funktionen
kritisch beeinflusst. Der Export von Cargoproteinen aus dem ER und damit der Eintritt in den
sekretorischen Weg wird normalerweise von COPIll-umhillten Vesikeln gewahrleistet. Die
Konzentration von Cargoproteinen an sogenannten exit sites des ERs wird bei luminalen Proteinen
Uber deren Interaktion mit Membran-verankerten Rezeptoren vermittelt (Dancourt und Barlowe,
2010). Bei integralen Membranproteinen wird der Kontakt zu Untereinheiten der COPII-Hiille direkt
Uber verschiedene cytoplasmatisch exponierte Sequenzmotive hergestellt (Jensen und Schekman,
2011).

Da mit dem C-terminalen Fragment von gM (gM-C) im Matrix-basierten Y2H-Screen
Uberdurchschnittlich viele Protein-Protein-Interaktionen (PPI) mit anderen viralen Komponenten
gefunden wurden, war die funktionale Bedeutung dieser Domdne von besonderem Interesse.
Bemerkenswerterweise fihrte die Deletion der C-terminalen Domane von gM (gMAC) zum Verlust
der Fahigkeit, das ER zu verlassen. Der cytoplasmatisch exponierte C-Terminus von gM kodiert vier
potenzielle Tyrosin-basierte Motive (YXX¢) und eine Anhdufung von sauren Aminosaduren (acidic
cluster), die auch in den gM-Orthologen anderer Herpesvirusspezies vorkommen. Diese Motive sind
klassischerweise an der Sortierung von Membranproteinen in Clathrin-umhillte Vesikel an
Plasmamembran, trans-Golgi Netzwerk (TGN) und Endosomen beteiligt (Bonifacino und Traub,
2003). Allerdings werden besonders im Kontext der a-herpesviralen Membranproteine fir die
sogenannten Y-Motive neben der Vermittlung von Endocytose auch alternative Funktionen diskutiert

(Favoreel, 2006). So wurde gezeigt, dass ein membrannahes Y-Motiv in Verbindung mit einem acidic
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cluster des Glykoprotein B (gB) verschiedener Spezies fur die Translokation vom ER zum Golgi-
Apparat bendtigt wird (Heineman et al., 2000; Heineman et al., 2004). Es ist moglich, dass diese
Motive zur Bindung zelluldrer Faktoren dienen und dadurch ER-Retentionssignale maskiert werden,
oder aber dass eine direkte, jedoch hypothetische Interaktion zwischen diesen Motiven und den
Elementen der COPII-Hiille stattfindet (Heineman et al., 2004).

Die sequenzielle Deletion der Y-Motive und des acidic clusters von HSV-1 gM libte allerdings keinen
Einfluss auf seine Mobilitat aus. Darliber hinaus war der Austausch von gM-C mit einer unabhangigen
Sequenz ausreichend, um die Exportfahigkeit aus dem ER wiederherzustellen, wahrend gM-C alleine
nicht in der Lage war, den ER-Export zu vermitteln. Daraus ldsst sich ableiten, dass keines der
genannten trafficking Motive in der C-terminalen Domane von gM fiir seine Lokalisierung am TGN
bendtigt wird. Es ware aber moglich, dass das targeting von gM zum TGN alternativ zu den C-
terminalen trafficking Motiven durch die Bildung von Oligomeren oder die Interaktion mit anderen
Partnern erbracht wird. Mit dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die TGN-Lokalisierung
von gM unabhadngig von anderen viralen Faktoren ist, und auch nicht durch die Homo-
oligomerisierung von gM gewadbhrleistet wird. Letztendlich deutet alles darauf hin, dass gM den Golgi-
Apparat entweder in Abhéngigkeit von zelluldren Faktoren erreicht und/oder weitere trafficking-
Signalmotive in den cytoplasmatisch exponierten Domanen oder gar den Transmembranbereichen
(TM) vorhanden sind. Zur Unterstiitzung dieser These sowie zur anschlieBenden lIdentifizierung
weiterer trafficking Signale innerhalb der komplexen Struktur dieses Typ-lll Membranproteins ist die
experimentelle Analyse der Topologie von gM zwingend notwendig.

Zur Untersuchung von gM im virologischen Kontext wurden zwei neuartige HSV-1 Mutanten
generiert, die partielle Deletionen von UL10 bzw. gM tragen (HSV-1 gMAC und gMAac). Zusétzlich
wurde eine weitere Mutante hergestellt, die im Vergleich zur Literatur iber die ausgepragteste
Deletion von gM verfligt (AgM), da durch die Insertion eines Stoppcodons an Aminosdureposition 3
lediglich die ersten zwei Aminosduren kodiert werden. Hierfir wurde die zielgerichtete BAC-
Mutagenese (bacterial artificial chromosome) mittels homologer Rekombination angewendet. Diese
Methode stellt ein wertvolles Werkzeug fir funktionale Charakterisierungsstudien auf
Infektionsebene dar und verfligt Giber einige Vorziige. Neben der einfachen Handhabbarkeit groRerer
Genome durch die Verwendung als BAC, sind diese dartber hinaus sehr stabil und kénnen in groBen
Mengen in Bakterienstimmen produziert werden (Warden et al., 2011). Im Gegensatz zur zufalligen
Mutagenese mittels Transposons kann bei der Verwendung der homologen Rekombination die
gewlinschte Mutation zielgenau eingefiihrt werden. Dadurch ist es moglich, die Deletion eines Gens
durch friihzeitige Stoppcodons oder frame-shifts zu erreichen und die Gefahr der Zerstérung cis-

regulatorischer Elemente zu limiteren. Durch die in dieser Studie angewandte Kombination aus
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nacheinander folgender positiver und negativer Selektion (Ott et al., 2011) kann der Erfolg der
homologen Rekombination besonders genau Uberwacht werden. Selbstverstandlich wird die
mutante BAC-DNA durch DNA-Sequenzierung erneut kontrolliert. Insgesamt bietet die BAC-
Mutagenese eine sehr effiziente und darliber hinaus spurenfreie Methode zur Herstellung von
Virusmutanten, die anschliefend auf funktionaler Ebene charakterisiert werden kénnen.

Die Untersuchung der Wachstumseigenschaften ist maligeblich zur Beschreibung neuer
Virusmutanten und wurde auch in dieser Studie mit den drei HSV-1 gM-Mutanten durchgefihrt.
Wahrend die Deletion von gM (AgM) sowie der potenziellen trafficking Motive (gMAac) kein vom
Wildtyp abweichendes Wachstum verursachen, ist die HSV-1 Mutante, die gM ohne seine
cytoplasmatisch exponierte C-terminale Domane kodiert (gMAC), in der Virusvermehrung und der
Bildung von Plaques deutlich vermindert. Die Spezifitdt dieses inhibitorischen Effekts wurde durch
die Ruckfihrung dieser Mutante zum Wildtyp (Revertante) bestatigt. Darlber hinaus konnte in
Zellen, die mit der gMAC Mutante infiziert waren, eine Zunahme an nackten Capsiden auf Kosten von
umbhdillten Partikeln im Cytoplasma beobachtet werden. Dies steht im Einklang mit dem Befund, dass
die von HSV-1 gMAC produzierten extrazelluliren Virionen einen Anstieg im Verhaltnis der
Genomkopien zur Anzahl der plaque forming units (pfu) zeigen. Aus diesen Analysen lasst sich
schliellen, dass gMAC, welches im ER zurilickgehalten wird, einen inhibitorischen Phanotyp zeigt und
die Ausbildung der sekunddren Membranhiille sowie die Rekrutierung von Faktoren, die die
Infektiositat der Virionen beeinflussen, behindert.

Interessanterweise dhnelt HSV-1 gMAC den bereits zuvor beschriebenen Deletionsmutanten von
UL10 (gM) (Baines und Roizman, 1991; MaclLean et al., 1991; MaclLean et al., 1993; Browne et al.,
2004; Leege et al., 2009). Bei all diesen Mutanten wurde die Unterbrechung des UL10 ORF durch die
Insertion von Selektionskassetten erreicht, was zu mehr oder weniger stark ausgepragten Deletionen
der C-terminalen Sequenz von gM fiihrte. Obwohl sie durchweg als Deletionsmutanten von gM
bezeichnet wurden, kodieren alle weiterhin fiir den N-terminalen Bereich in variabler Ldnge von 133
bis zu 380 Aminosduren (Volle-Lange-Protein: 473 Aminosauren). Alle bis auf eine dieser C-
terminalen Deletionsmutanten (Browne et al., 2004) zeigten eine 5- bis 10-fache Reduzierung der
Replikationseffizienz ahnlich der hier beschriebenen HSV-1 gMAC Mutante, teilweise wurde auch ein
geringerer Plaque-Durchmesser im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (MacLean et al., 1991;
Maclean et al., 1993; Leege et al., 2009). Parallel zur elektronenmikroskopischen Analyse von mit
HSV-1 gMAC infizierten Zellen konnten auch Browne et al. die Zunahme von nicht-umhiillten
Capsiden im Cytoplasma infizierter Zellen beobachten. Beriicksichtigt man diese Fakten, stehen die

Wachstumsdefekte der zuvor publizierten gM-Deletionsmutanten im Einklang mit der HSV-1 gMAC
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Mutante aus dieser Studie und werden eher durch die Expression der verbleibenden N-terminalen

Fragmente von gM verursacht als durch ein Fehlen von gM.

Der in der HSV-1 gMAC Mutante beobachtete Defekt der sekunddaren Umhillung war unerwartet und
sehr bemerkenswert, da die vollstandige Deletion von gM nur einen geringen Einfluss auf das Virus
hatte. Wie bereits erwahnt, enthalten viele herpesvirale Glykoproteine, darunter auch gM, in ihren
cytoplasmatischen Domanen mehrere Y-Motive, die klassischerweise an der Endozytose von
Membranproteinen beteiligt sind (Favoreel, 2006). Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass gM
zumindest im Virus-freien System die Umverteilung von sowohl zelluldren als auch viralen Faktoren
(darunter die am Virus entry beteiligten Glykoproteine D und H) von der Plasmamembran zum TGN
verursacht (Crump et al., 2004). Allerdings konnte die transiente Koexpression der gM-
Deletionsvarianten mit gH oder gD keine Signifikanz der endozytotischen Motive der C-terminalen
Domaéne fiir ein retrieval von gD und gH von der Plasmamembran zum TGN nachweisen (Daten hier
nicht gezeigt). Auch wurde ohne Zweifel bewiesen, dass sowohl gH als auch gD am TGN lokalisieren,
unerheblich ob im viralen Kontext des HSV-1 Wildtyps oder der Mutanten gMAac bzw. gMAC. Dieser
Befund deutet daraufhin, dass die in der C-terminalen Domane beherbergten endozytotischen
Informationen entweder nicht fiir die Akkumulation dieser Glykoproteine am TGN bendtigt oder aber
durch zusatzliche Motive von gM bzw. andere virale oder zellulire Komponenten kompensiert
werden. Daher erscheint die Abwesenheit von gD und gH nicht fiir den beobachteten Phanotyp von
HSV-1 gMAC verantwortlich zu sein.

Da gMAC nicht in der Lage ist, das ER zu verlassen, konnte der Defekt der sekundaren Umhillung
durch die Mislokalisierung von viralen oder zelluldren Interaktionspartnern verursacht werden. Ein
solches Kandidatenprotein, das moglicherweise durch gMAC im ER zuriickgehalten wird, ist das virale
und ebenfalls konservierte Glykoprotein N (gN/UL49A), das mit gM interagiert (Fossum et al., 2009;
Schmidt, 2009). Analog zu Befunden der orthologen Paare ist es wahrscheinlich, dass die Interaktion
zwischen dem Typ-I Protein gN Uber eine Disulfidbriicke zur luminalen Schleife von gM zwischen TM-
Doméne 1 und 2 (Aminosaduren 49-91) vermittelt wird (Wu et al., 1998; Mach et al., 2000; Koyano et
al., 2003; Fuchs und Mettenleiter, 2005; Mach et al., 2005). Diese N-terminale Doméane wird sowohl
von HSV-1 gMAC als auch von allen anderen C-terminalen Deletionen (siehe oben) kodiert, und
kénnte daher den viralen Interaktionspartner gN im ER zurilickhalten.

Alternativ dazu ist es denkbar, dass andere Faktoren, die normalerweise lber die Bindung an die C-
terminale Domane von gM zum TGN transportiert oder in das reife Virus inkorporiert werden, durch
deren Deletion nur noch ungeniigend am Ort der sekunddaren Umhillung lokalisieren bzw. in das

Virion aufgenommen werden. Hierzu lassen sich die Daten des intraviralen Y2H-Screens heranziehen,
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da dabei das C-terminale Fragment von gM (UL10) verwendet wurde. Besonders interessant ist die
Interaktion mit pUL49 (VP22) (Stylianou et al., 2009), die auch fir das a-Herpesvirus PRV gefunden
wurde (Fuchs et al., 2002). VP22 ist einer der Hauptbausteine der Tegumentschicht und wird am TGN
in die Viruspartikel inkorporiert. Die Lokalisierung am Ort der sekundaren Umhillung wird zwar von
VP22 selbst vermittelt, allerdings scheint die Aufnahme in die Partikel durch zusatzliche Faktoren
gefordert zu werden (O'Regan et al., 2010). Obwohl VP22 mit den cytoplasmatischen Doménen
verschiedener Membranproteine - darunter gD, gE und gM - interagiert (Chi et al., 2005; O'Regan et
al., 2007; Stylianou et al., 2009), ist seine Inkorporation zumindest unabhangig von gE. Die Analyse
von extrazelluldren Viruspartikeln von HSV-1 gMAC auf Proteinebene konnte Aufschluss dariiber
geben, ob gM tatsachlich fiir den Einbau von VP22 férderlich ist. Auch wenn VP22 nicht essenziell flr
die Virusreplikation ist (Elliott et al., 2005), so scheint es als Briicke zwischen Capsid und
Virusmembran zu dienen (Hafezi et al., 2005) und die Inkorporation weiterer viraler Faktoren zu
beeinflussen (Elliott et al., 2005). Auch der mogliche funktionale Zusammenhang von gM und tail
anchor Membranprotein pUL56 wahrend der sekunddaren Umhillung verdient es, ndaher untersucht
zu werden, da diese Interaktion sogar bidirektional und unter Verwendung von pUL56 als
Proteinfragment sowie als Volle-Langeprotein gefunden wurde. Allerdings sind fiir pUL56 noch keine
funktionellen Daten bekannt. Zusammenfassend ist es leicht vorstellbar, dass eine Stérung des
duBerst komplexen Netzwerkes wahrend der Tegumentierung und sekunddren Umhillung zwar
keine drastischen Auswirkungen auf die Partikelbildung haben muss, aber durchaus zu einer
Verlangsamung des Prozesses und abweichenden Zusammensetzung der Virionen fihren kann.

Da der Transport von gM zum TGN autonom von anderen viralen Faktoren stattfindet und der
Wachstumsdefekt von HSV-1 gMAC in Abhdngigkeit vom verwendeten Zelltyp unterschiedlich stark
ausgepragt ist (Jie Zhang, Montréal; Striebinger et al., 2011 (submitted)), ist eine Beteiligung von
zelluldren Faktoren am inhibitorischen Phanotyp wahrscheinlich. Allerdings weisen die Daten dieser
Studie darauf hin, dass gMAC weder den allgemeinen Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat
noch die Integritdt dieser beiden Kompartimente stort. Daher wird die Theorie bevorzugt, dass
zellulare Proteine durch gM zum TGN rekrutiert werden, um an der sekunddren Umhillung
teilzunehmen. Tatsachlich wurde mittels massenspektrometrischer Analysen gezeigt, dass auch viele
zellulare Faktoren in reifen Viruspartikeln vorhanden sind. Dazu zahlen verschiedene Rab- und Arf-
Proteine (Loret et al., 2008), die zu der Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen zdhlen und an der
Regulation von dynamischen Prozessen der intrazelluliren Membranen beteiligt sind (Stenmark und
Olkkonen, 2001; D'Souza-Schorey und Chavrier, 2006). Interessanterweise konnte fir das gM-
Ortholog von hCMV gezeigt werden, dass seine C-terminale Domane mit dem Rab-Effektorprotein

FIP4 interagiert (Krzyzaniak et al., 2007). In reifen Virionen wurden ausserdem einige Proteine
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identifiziert, die mit dem zellularen ESCRT-Komplex (endosomal sorting complex required for
transport) assoziiert sind und die Knospung intraluminaler Vesikel (ILV) induzieren (Loret et al., 2008;
Pawliczek und Crump, 2009). Dies steht in Ubereinstimmung mit dem Y2H-Screen dieser Studie, bei
dem u.a. einige PPl zwischen der C-terminalen Domdne von gM und verschiedenen ESCRT-
assoziierten Proteinen gefunden wurde. Anhand dieser Befunde ist es denkbar, dass gM (iber seine
cytoplasmatisch exponierte Doméane die Rekrutierung von zellularen Faktoren zum TGN vermittelt,
die an Knospungsereignissen beteiligt sind. Damit bieten die neuen HSV-1 gM Mutanten ein
wertvolles Werkzeug, um die Mitwirkung von zelluldren und viralen Proteinen an der sekundaren
Umhillung zu untersuchen, die sowohl mit den N- als auch C-terminalen Doméanen von gM

interagieren.

Die HSV-1 gMAC Mutante zeigt neben dem Defekt in der sekunddren Umhiillung auch eine
Beeintrachtigung ihrer Infektiositdt, da ihre Nachkommenviren einen deutlichen Anstieg im
Verhaltnis von Genomkopien zur Anzahl der Plaque-bildenden Einheiten (pfu) aufweist. Frihere
Studien schlagen eine Wechselwirkung von gM mit der Fusionsmaschinerie vor (Klupp et al., 2000;
Koyano et al., 2003; Crump et al., 2004), allerdings sind keine Daten zur physischen Interaktion von
gM mit den am Virus entry beteiligten gB, gD oder gH/gL bekannt. Einer interessanten Theorie
zufolge ist gM daran beteiligt, virale Membranproteine in das reifende Virion aufzunehmen
(Mettenleiter et al., 2009). Daher kénnte die C-terminale Doméane von gM fir die stéchiometrische
Beladung der fusionsvermittelnden Membranproteine gB, gD oder gH/gL in die Virushiille bendtigt
werden, die fiir die Effizienz des Virus entry und somit fir die Infektiositat der Partikel entscheidend
sind.

Das ER bildet den biosynthetischen Ausgangspunkt fir die subzelluldre Verteilung von
Membranproteinen. Von dort aus kann gM entweder zur inneren Kernhille (INM) Uber die
Kontinuitdt der ER- und Kernmembran transportiert werden (Baines et al., 2007; Wills et al., 2009;
Zhang et al., 2009) oder unter Beteiligung des Sekretionsweges zum TGN gelangen (Crump et al.,
2004; Zhang et al., 2009). Um die molekularen Funktion(en) von gM sowohl in der friihen als auch
spaten Phase des HSV-1 Replikationszyklus bzw. im Kontext der Lokalisierung aufzuklaren, sollten
zukinftige Studien die Identifizierung und Charakterisierung von viralen und zellularen Faktoren, die
physisch mit gM interagieren, zum Ziel haben. Erste Schritte in diese Richtung wurden durch die Y2H-
Analysen dieser Studie auf viraler und zellularer Ebene bereits unternommen und dienen somit als

Basis zur weitergehenden Untersuchung der Funktionalitdat von gM.
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5.5 Die zelluldre ESCRT-Maschinerie als Knospungshilfe fiir HSV-1

Die ESCRT-Maschinerie (endosomal sorting complex required for transport) ist ein konservierter
Mechanismus und besteht aus funktionellen Subkomplexen, die an der lysosomalen Degradation von
Membranproteinen durch Bildung intraluminaler Vesikel (ILV) an Endosomen und der Biogenese von
multivesicular bodies (MVB) beteiligt sind. Die Untereinheiten des ESCRT-Komplexes vermitteln
gemeinsam die Membraneinschniirung und darauffolgende Fission des Membranhalses. Auf Grund
dieser Eigenschaften wird das zelluldre ESCRT-System von einigen membranumhillten Viren zur
Knospung von Nachkommenviren ausgenutzt. Wahrend dies vor allem fir Retroviren wie HIV-1
besonders gut belegt ist (Weissenhorn und Gottlinger, 2011), verdichten sich die Hinweise auf eine
Beteiligung der ESCRT-Maschinerie an der Replikation von Herpesviren (Calistri et al., 2007; Crump et
al., 2007; Mori et al., 2008; Pawliczek und Crump, 2009; Tandon et al., 2009).

Um direkte Protein-Protein-Interaktionen (PPl) zwischen ESCRT-Proteinen und dem HSV-1 Proteom
zu identifizieren, wurde das Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) flir genomweite, Matrix-basierte Y2H-Screens
angewendet. Damit konnten insgesamt 96 PPl zwischen 14 ESCRT-assoziierten und 35 HSV-1
Proteinen bestimmt werden (siehe Abbildung 4.17). Mit Sicherheit ist dieser Datensatz als vorldufig
zu betrachten, da besonders die funktionalen Bedeutungen der einzelnen PPls noch aufgeklart
werden missen, allerdings bietet sich eine hervorragende Ausgangssituation fir weiterfiihrende
Analysen sowie ein guter Uberblick tiber die moglichen Wechselwirkungen zwischen HSV-1 und
ESCRT-Proteinen.

Um die Zahl der falsch-positiven Ergebnisse so gering wie moglich zu halten, wurden sowohl die
ESCRT- als auch die HSV-1 Proteine zunéachst auf ihr Potenzial zur Autoaktivierung des Y2H-Systems
getestet und, falls intensiv ausgepragt, von der Auswertung ausgeschlossen. Die Verwendung von
verschiedenen Konzentrationen des HIS3-Inhibitors 3-AT erlaubt jedoch den Einsatz schwach
autoaktivierender Fusionsproteine und gibt einen Eindruck Uber die Starke der jeweiligen
Wechselwirkung. Auch der Ausschluss luminaler Membranproteinfragmente verhindert falsch-
positive Interaktionen der cytosolisch lokalisierten ESCRT-Proteine. Allerdings kann der Prozentsatz
der falsch-negativen PPl - z.B. durch sterische und konformationelle Behinderungen der bait und
prey-Fusionsdomanen - nicht beeinflusst werden und ist systemimmanent. Da keine anderen Studien
zu PPl zwischen Proteinen des ESCRT-Komplexes und Herpesvirusproteinen in der Literatur
vorhanden sind, kann keine Wiederfindungsrate bestimmt werden. Es ist allerdings wahrscheinlich,
dass gerade die PPl der HSV-1 Membranproteine unterreprasentiert sind, da nach wie vor einige

cytoplasmatische Domanen der Membranproteine nicht in der verwendeten HSV-1 Kollektion
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enthalten sind, und die Verwendung von Volle-Linge-Proteinen auf Grund ihrer hydrophoben
Transmembrandomanen im Y2H-System problematisch sein kann.

Zunachst konnen die Y2H-Daten erneut als Netzwerk dargestellt und dessen Topologie
charakterisiert werden. Auch hier findet sich parallel zu intraviralen Netzwerken (Uetz et al., 2006;
Fossum et al., 2009) eine abweichende Topologie, die nicht als scale-free betrachtet werden kann. Es
gibt namlich Uberdurchschnittlich viele hochverkniipfte Knotenpunkte und vergleichsweise wenig
periphere Knoten mit einem Verknilpfungsgrad von 1. Aus der logarithmischen Auftragung der
Knotenverteilung ergibt sich eine Regressionsgerade mit einem relativ niedrigen
Potenzkoeffizienten y, der deutlich unter dem Wert von zellularen Netzwerken liegt. Auch gibt es
keine offensichtliche Unterteilung in Submodule. Uetz et al. konnten jedoch zeigen, dass die
Integration von intraviralen Interaktomen in Ubergreifende zelluldre Datensatze eine Veranderung
der Netzwerktopologie bewirkt. Das Interaktom der HSV-1 Proteine mit den ESCRT-Untereinheiten
gibt nur einen relativ kleinen Ausschnitt der Virus-Wirt-Interaktionen wieder, es ist daher
anzunehmen, dass die Einbindung in weitere zelluldre Interaktionsnetzwerke ebenfalls zu einer
skalenfreien Netzwerktopologie fiihren wiirde.

Die ESCRT-Proteine wurden zwar sowohl als bait- als auch als prey-Fusionsprotein eingesetzt, es
wurden aber nur sehr wenige PPI bidirektional identifiziert. Lediglich vier Interaktionen konnten in
beide Richtungen gezeigt werden, und vier weitere PPl wurden unter Verwendung von zwei
Fragmenten desselben Proteins gefunden. Wie bereits beschrieben, wird in den meisten Y2H-
Analysen im Hochdurchsatz nur ein relativ kleiner Teil an PPl bidirektional identifiziert (Uetz et al.,
2006; Lee et al., 2008; Fossum et al., 2009), was meist durch sterische oder konformationelle

Behinderungen der Wechselwirkungen durch die Fusions-tags verursacht wird.

Insbesondere die HSV-1 Komponenten, die tatsachlich beim finalen Umhillungsschritt in das Virion
eingebaut werden, sind wahrscheinlich am Kontakt zur ESCRT-Maschinerie beteiligt, die
Membranknospungsereignisse aus dem Cytoplasma heraus induziert. Um sich dem umfangreichen
Y2H-Datensatz auf physiologisch relevanter Ebene zu nahern, wurde er soweit reduziert, dass nur die
Interaktionen solcher HSV-1 Proteine berlicksichtigt werden, die in reife Viruspartikel inkorporiert
werden (Loret et al., 2008). Nach dieser Sortierung bleiben 65 PPI erhalten, die 14 ESCRT-assoziierte
Protein und 22 HSV-1 Proteine involvieren. Die Ubrigen Interaktionen sollten dabei keinesfalls als
durchgehend falsch-positiv erachtet werden. Die Kombination der Y2H-Studie mit der
massenspektrometrischen Analyse reifer Viruspartikel ist lediglich eine Form der Interpretation. Es ist
zumindest theoretisch auch denkbar, dass die ESCRT-Proteine z.B. durch das tail-anchor

Membranprotein pUL34 oder andere nuklear lokalisierte HSV-1 Proteine zur inneren Kernhiille
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rekrutiert (INM) werden, um an der primaren Umhillung teilzunehmen. Da es allerdings bis auf diese
Y2H-Daten keine weiteren experimentellen Belege fiir eine Funktion der ESCRT-Proteine im Nukleus
gibt, bleibt dies eine spekulative Hypothese. Hochst interessant sind jedoch die im Y2H-System
gefundenen PPl wie z.B. zwischen der ESCRT-I Untereinheit TSG101 und dem nuclear egress complex
(NEC) pUL31 und pUL34. Sie sollten durch alternative Methoden bestatigt und eine maogliche
Kolokalisierung an der INM fluoreszenmikroskopisch tGberprift werden.

Obwohl erstaunlich viele HSV-1 Proteine Uber potenzielle /late-Doméanen (L-Domanen) in ihrer
Sequenz verfligen (Pawliczek und Crump, 2009), wurden mittels Y2H-Analyse kaum PPI identifiziert,
die lber diese vermittelt werden konnten. Fir TSG101 wurden nur zwei Interaktionspartner
gefunden, die ein P(T/S)AP-Motiv tragen, und ALIX interagierte mit keinem HSV-1 Protein mit
potenzieller YP(X),L-Domane (n = 1-3). Die HECT Ubiquitin Ligasen, die an die dritte Art von L-
Motiven (PPXY) binden, wurden nicht fur diesen Y2H-Screen verwendet, daher kann dartber keine
Aussage getroffen werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass viele der potenziellen Sequenzmotive in
der dreidimensionalen Struktur der betreffenden Proteine verdeckt werden und folglich keine
Funktion zur Rekrutierung von ESCRT-Faktoren besitzen. Obwohl die L-Domanen des HIV-1 Proteins
Gag entscheidend fir die erfolgreiche Knospung von Nachkommenviren sind (Martin-Serrano et al.,
2003; Strack et al., 2003; von Schwedler et al., 2003), legen Experimente mit dominant-negativen
Mutanten (DN) und RNA-Interferenz (RNAI) nahe, dass die HSV-1 Produktion unabhéngig von TSG101
und ALIX stattfindet (Pawliczek und Crump, 2009). Dass die Uber L-Domanen vermittelten
Interaktionen nicht wesentlich zur HSV-1 Replikation beitragen, steht im Einklang mit den unerwartet

wenigen PPI dieses Y2H-Screens mit Proteinen, die L-Motive enthalten.

Insgesamt lasst sich aus dem ESCRT/HSV-1 Interaktom im physiologischen Kontext ableiten, dass
hauptsachlich die Proteine der ESCRT-I und -Il Untereinheiten, die die Membranknospung
induzieren, sowie SNF7B, das als ESCRT-IIl Protein Hauptantrieb der Membranspaltung ist und die
Untereinheiten VTAL1 und VPS4, die fir Abbau und Recycling des ESCRT-IIl Komplexes sorgen, mit
dem HSV-1 Proteom interagieren. Die meisten Wechselwirkungen finden nicht mit den herpesviralen
Membranproteinen statt, sondern vielmehr mit Komponenten der Tegumentschicht. Es ist durchaus
moglich, dass die ESCRT-Untereinheiten auch durch das Tegument zum Ort der sekundaren
Umbhillung rekrutiert werden, da sie in engem Kontakt zur Membran stehen. Bisher wurde lediglich
die Beeintrachtigung der HSV-1 Replikation in Abwesenheit von VPS4 und aller ESCRT-III
Untereinheiten gezeigt (Calistri et al., 2007; Crump et al., 2007; Pawliczek und Crump, 2009), die
Bedeutung von ESCRT-I und -llI fiir die Bildung von Nachkommenviren wurde allerdings noch nicht

Uberprift. Da hierfir besonders viele PPl identifiziert wurden, ware es sehr aufschlussreich, mittels
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RNAi oder DN-Mutanten ihren Einfluss auf die HSV-1 Replikation zu untersuchen. Die funktionale
Charakterisierung der ESCRT-1 und -Il Komponenten bei der sekunddaren Umhillung kénnte durch
ihre Redundanz und ihre parallele Wirkweise erschwert werden. Kolokalisierungstudien in
transfizierten und/oder infizierten Zellen sollten allerdings Hinweise auf die Teilnahme der ESCRT-
und -Il Komplexe liefern.

Dariber hinaus ist es sehr wahrscheinlich, dass knospende HSV-1 Viruspartikel das ESCRT-System
sehr flexibel nutzen kénnen. Der Einsatz von DN ESCRT-IIl Komponenten resultierte zwar in der
Reduktion der Viruspartikel im Uberstand von infizierten Zellen, dennoch fiihrte keine Mutante zur
vollstandigen Blockierung des viralen egress (Pawliczek und Crump, 2009). Demnach verhindert der
Ausfall einer einzelnen ESCRT-Untereinheit nicht vollstandig die Freisetzung von Nachkommenviren,
was auf redundante Funktionen und alternative Moglichkeiten hinweist, den Knospungsprozess zu
absolvieren. Dennoch spricht allein die Fille der potenziellen PPI fiir eine Beteiligung des ESCRT-
Komplexes an der HSV-1 Morphogenese und dient somit als Basis fiir zuklinftige funktionale Studien.
Dies ist ein erster Schritt zur Aufklarung der biologischen Prozesse, die sich wahrend der sekundaren
Umbhillung von HSV-1 zutragen und bis heute noch gréfRtenteils unverstanden sind. Besonders durch
die Kombination von intraviralen und Virus/ESCRT Protein-Protein-Interaktionen zeichnet sich eine
gute Ubersicht Giber die Wechselwirkungen ab, die sich wahrend der sekundiren Umhiillung von
HSV-1 Partikeln abspielen kdnnten.

In dem Modell der intraviralen und Virus-Wirt Proteininteraktionen wahrend der sekundaren
Umhillung (siehe Abbildung 4.19) fallt besonders im Zusammenhang mit der funktionalen Analyse
von Membranprotein UL10 (gM) die mehrfach identifizierte Interaktion zwischen gM und tail-anchor
Protein pUL56 auf, die beide wiederum Interaktionen mit mehreren ESCRT-Proteinen eingehen. Uber
pUL56 aus HSV-1 sind zwar keine experimentellen Daten bekannt, allerdings interagiert sein HSV-2
Ortholog mit verschiedenen E3-Ubiquitin-Ligasen (Ub-Ligasen) der Nedd4-Familie (Ushijima et al.,
2008; Ushijima et al., 2009; Ushijima et al., 2010). So rekrutiert HSV-2 pUL56 die Ub-Ligase Nedd4 zu
TGN-Vesikeln und seine Deletion reduziert die Replikationseffizienz von HSV-2 (Ushijima et al., 2009).
Uber ihre Funktion zur Ubiquitinierung von zum Abbau bestimmten Membranproteinen sind Ub-
Ligasen ebenfalls indirekt an der Bildung intraluminaler Vesikel durch die ESCRT-Maschinerie
beteiligt, da viele ESCRT-Untereinheiten an Ub binden. Es ist denkbar, dass HSV-1 pUL56 neben den
identifizierten Interaktionen mit Proteinen des ESCRT-Komplexes analog zu seinem HSV-2 Ortholog
ebenfalls Ub-Ligasen zum Ort der sekundaren Umhiillung rekrutiert, um die Membranknospung zu
induzieren. Man konnte sich vorstellen, dass gM und pUL56 kooperativ an der zukiinftigen Virushiille
lokalisieren und gemeinsam (ber die Interaktion mit der ESCRT-Maschinerie die Knospung des

Partikels fordern.
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Ahnlich vielversprechend erscheint auch die Untersuchung des Tegumentproteins pUL47 (VP13/14)
im Zusammenhang mit der sekunddren Umbhillung von HSV-1 Virionen, da es mit 7 ESCRT-
Interaktionspartnern auf viraler Seite einen zentralen hub darstellt. Dabei handelt es sich um ein in
a-Herpesviren konserviert vorkommendes Protein, das als positiver Regulator der Replikation wirkt.
So moduliert es die Aktivitdt von pUL48 (VP16), das selbst als a-trans-induzierender Faktor die virale
Transkription induziert, und ist als nukleocytoplasmatisches Shuttling- und RNA-bindendes Protein
vermutlich an der RNA-Biogenese beteiligt (Zhang et al., 1991; Donnelly et al., 2007). Obwohl seine
Deletion in HSV-1 keinen negativen Effekt auf die Replikation in Zellkultur ausibt (Barker und
Roizman, 1990; Zhang et al., 1991), wurde fiir andere Spezies der a-Herpesviren eine verminderte
Replikationseffizienz bzw. PlaquegroRRe sowie teilweise attenuierte Virulenz beobachtet (Dorange et
al., 2002; Kopp et al., 2002; Lobanov et al., 2010). Ob die Wachstumsdefekte auch durch einen
Mangel an ESCRT-induzierter sekundarer Umhillung verursacht werden, oder ob der Verlust
einzelner Proteine auf Grund einer redundanten Wirkungsweise keinen Einfluss auf die

Membranknsopungsereignisse hat, soll durch zukiinftige Studien aufgeklart werden.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, eine groRe Anzahl an Interaktionen zwischen HSV-1
Viruskomponenten und der zelluldiren ESCRT-Maschinerie zu identifizieren. Neben anderen
funktionalen Studien (Calistri et al., 2007; Crump et al., 2007; Pawliczek und Crump, 2009) impliziert
dies eine Beteiligung der ESCRT-Maschinerie am viralen egress aus der Wirtszelle. Auf Grund der
Redundanz der einzelnen ESCRT-Proteine scheint die Nutzung durch das Virus jedoch &duBerst
flexibel. Der Gebrauch von parallelen Strategien fiihrt zu einer erhohten Resistenz gegen Angriffe von
auBen. Dies ist das Erfolgsgeheimnis der viralen Replikation und macht HSV-1 zu einem stabilen und

weit verbreiteten Krankheitserreger.
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7.1 Das HSV-1 Proteom

Diese tabellarische Ubersicht ist im Wesentlichen auf Grundlage von Roizman et al., 2007 sowie der

Gendatenbank von NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

zusammengetragen. Die ORFs von

konservierten Proteinen sind unterstrichen. Die Markierung mit einem Sternchen (*) bezeichnet

kodierende Sequenzen der Membanproteine. Die HSV-1 Proteine werden in drei Typen unterteilt:

Membran, Tegument und Capsid. Das Vorkommen in reifen Viruspartikeln (Loret et al., 2008) wird

durch (+) gekennzeichnet.

genregulatorische Funktionen.

Tabelle 7.1: Das HSV-1 Proteom

Nicht-Strukturproteine besitzen in der Regel enzymatische oder

ORF Name Phase |Typ Lokalisierung Funktion und Eigenschaften
ICP34.5, Tegument Neurovirulenzfaktor; inhibiert Stress-induzierten
RL1 vl Nukleus .
v34.5 (+) Translationsarrest
RLD ICPO, a0 | a Tegument | Nukleus und T'ransaktlvator der Transkription; Ubiquitin E3
(+) Cytoplasma Ligase
Membran | Golgi- und komplexiert mit gH (UL22); vermittelt Zellfusion,
uLi* gl y2 o
(+) Plasmamembran | beteiligt am entry
uL2 B/vl |- Nukleus Uracil-N-Glykosylase; DNA-Reparatur
UL3 v2 i Nukleus kolok?||5|ert mit ICP22 (pUS1) und pUL4 in
nukledren Substrukturen
uLa V2 Tegument | Nukleus kolok?||5|ert mit ICP22 (pUS1) und pUL3 in
nukledren Substrukturen
uLs B i Nukleus bllldet mit pUL52 und pUL8 den viralen Helikase-
Primase Komplex
uLe Y Capsid (+) | Nukleus Portalprotein; DNA-packaging
uL7 vl Tegument | Nukleus und Funktion unbekannt
(+) Cytoplasma
uLs B i Nukleus bll'det mit pUL52 und pULS den viralen Helikase-
Primase Komplex
uL9 B - Nukleus ori-bindendes Protein; DNA-Helikase Aktivitat
UL10* M ) Membran | Golgi- und wahrscheinlich beteiligt an sekundarer
8 Y (+) Plasmamembran | Umhillung; komplexiert mit gN (UL49A)
Teeument | Kern- und myristyliertes Protein; assoziiert mit zellularen
UL11 Y g Membranen; Funktion unbekannt, evtl.
I (+) Plasmamembran .
Viriontransport (egress)
uL12 B - Nukleus alkalische Nuklease
UL13 Y Tegument - Serin/Threonin-Proteinkinase

(+)
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ORF Name Phase |Typ Lokalisierung Funktion und Eigenschaften
T t
uL14 V2 (Jre)gumen - Kerntransport von pUL48 (VP16) und Capsiden
. bildet mit pUL28 die virale Terminase, Spaltung
ULLD v Capsid Nukleus der konkatameren DNA und DNA-packaging
Tegument | Nukleus und . "
ULl6 Y +) Cytoplasma Capsid-assoziiert
uLiz Y Capsid (+) |- DNA-packaging und Capsidreifung
. Capsid-Triplexprotein (zusammen mit
uUL18 VP23 vl Capsid (+) oUL38 (VP190))
VPS5, . . .
uUL19 Y Capsid (+) |- Hauptcapsidprotein
ICP5
UL20* 1 Membran | Golgi-, Kern-und |interagiert mit gk (UL53), beteiligt an Zell-Zell-
Y (+) Plasmamembran | Fusion und sekundarer Umhiillung
uL21 Y ;FJre)gument Cytoplasma interagiert mit Mikrotubuli
Membran | Golgi- und . . .
P
uL22 gH Y +) Plasmamembran komplexiert mit gL (UL1), Virus entry
uL23 ICP36 B ;FJre)gument Nukleus Thymidinkinase
membran-
uL24 vl - assoziiert, Funktion unbekannt
Nukleus
UL25 V2 Capsid (+) |- DNA-packaging und Capsidreifung
Serin-Protease (VP24, N-terminaler Bereich);
VP24 (+) “ .
UL26 und Capsid i Autoproteolyse des pUL26-Vorlaufers; beides
. Y P Scaffolding-Proteine (VP21, C-terminaler
VP21 .
Bereich)
UL26.5 |VP22a Y Capsid - Scaffolding-Protein, Substrat von pUL26
Membran | Golgi- und . .
* -
uL27 gB vl +) Plasmamembran Virus entry, Zell-Zellfusion
. bildet mit pUL15 die virale Terminase, Spaltung
LLz8 ICP18.5 v Capsid Nukleus der konkatameren DNA und DNA-packaging
UL29 ICP8 B i Nukleus smg/'e-st'randed binding protein, virale DNA-
D Replikation
katalytische Untereinheit der DNA-Polymerase;
LL30 B i Nukleus Heterodimer mit pUL42
Capsid-Auswanderung aus dem Nukleus
UL31 1 T t | Nukl
D Y egumen ukieus (zusammen mit pUL34)
Cytoplasma und .
uL32 V2 - Nukleus DNA packaging
. DNA packaging, interagiert mit viraler
uL33 2 Capsid Nukl
D Y apst ukieus Terminase (pUL15 und pUL28)
Capsid-Auswanderung aus dem Nukleus
£
U347 vi Membran | Kernmembran (zusammen mit pUL31), Substrat von pUS3
uUL35 VP26 V2 Capsid (+) |- small capsid protein
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ORF Name Phase |Typ Lokalisierung Funktion und Eigenschaften
T t | Cytopl
UL36 ICP1/2 y2 (Jre)gumen GZ)IZip asma, groRes Tegumentprotein, interagiert mit pUL37
UL37 IcP7 Vi Tegument Cytoplasma , |nter?glert mit pUL36, Beteiligung an sekundarer
I (+) Golgi Umhillung
. Capsid-Triplexprotein (zusammen mit
UL38 VP19C y2 Capsid (+) oUL1S (VP23))
UL39 ICP6/10 | B i Nukleus R|bon-uklleotld-Reduktase (groBe Untereinheit),
D Proteinkinase
uL40 B - Nukleus Ribonukleotid-Reduktase (kleine Untereinheit)
Teaument virion host shut-off (Vhs), degradiert mRNA frih
uL41 Vhs vl (+)g - in der Infektion, wird spater durch Assoziation
mit pUL48 (VP16) inhibiert
Prozzessivitatsfaktor der DNA-Polymerase,
Li42 B i Nukleus komplexiert mit pUL30
uL43* Y Membran |- unbekannte Funktion
Virus entry, Bindung an Proteoglykane der
UL44* | gC V2 Membran | Golgi- und Zelloberf'IaTche (Heparan- qder
(+) Plasmamembran | Chondroitinsulfat); moduliert
Komplementaktivierung
Memb
uL4s* V2 (+)em ran ER-assoziiert Virus entry, pH-abhéngige Endozytose
Ul46 | VP11/12 |y1 (Tf)g”ment Nukleus moduliert VP16 (pUL48)
uLa7 VP13/14 | y1 Tegument Nukleus modu_Iletjt VP16.(pUL4_8), RN,_A-blnde.ndes
(+) Protein, interagiert mit Capsidprotein pUL17
UL4S VP16 v Tegument Nukleus a-transjln(':iumerender Faktor (a-TIF), induziert
(+) Transkription der a-Gene
UL49 VP22 v () Tegument | Cytoplasma und bi.ndet an Mikrotubuli, rekrutiert ICPO wahrend
(+) Nukleus Virus assembly
UL49A* | gN V2 Membran glzlsgr;au;gmbran komplexiert mit gM (UL10)
T t
UL50 B (f)g”me” Nukleus dUTPase
UL51 vl ;FJre)gument Golgi Virion-Reifung nach primarer Umhillung
UL52 B i Nukleus bil'det mit pUL52 und pUL8 den viralen Helikase-
— Primase Komplex
UL53* K Membran Golgi-, Kern- und interagiert mit pUL20, moduliert Zell-Zellfusion
& Y ER-Membran & P !
Cvtoplasma und multifunktionales RNA-bindendes Protein;
uL54 ICP27 o - yiop inhibiert pra-mRNA-Splicing, exportiert virale
Nukleus
mMRNA aus dem Kern
UL55 V2 ;FJre)gument Nukleus Funktion unbekannt, evtl. Virion assembly
uLs6* v2 Membran | Golgi- und Funktion unbekannt

(+)

Plasmamembran
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ORF Name Phase |Typ Lokalisierung Funktion und Eigenschaften
RS1 ICP4 o Tegument | Nukleus a-regulatorisches Protein
us1 ICP22 ol - Nukleus a-regulatorisches Protein
us2 V2 ;FJre)gument - Funktion unbekannt
Tegument Serin/Threonin-Proteinkinase, beteiligt an
us3 vl - .
(+) Capsidauswanderung aus dem Kern
us4* gG vl Membran | Golgi- und Funktion unbekannt
(+) Plasmamembran
Uss* J Membran Golgi- und Blockierung der Apoptose
& Y Plasmamembran & pop
Membran | Golgi- und . . -
P
us6 gDh Y +) Plasmamembran Virus entry, Bindung an zellulare Rezeptoren
Membran | Golgi- und komplexiert mit gk (US8) zu Fc-Rezeptor; Zell-
us7* gl vl .
(+) Plasmamembran | Zell-Ausbreitung
Uss* E 1 Membran | Golgi- und komplexiert mit gl (US7) zu Fc-Rezeptor; Zell-
J Y (+) Plasmamembran | Zell-Ausbreitung
US8A* vl Membran | Nukleoli Funktion unbekannt
Memb
uso* Y (+)em ran anterograder Transport der Virionen im Axon
Tegument .
us10 vl +) Nukleus Funktion unbekannt
uUsi11 v2 Tegument | Nukleoli dsRNA-Bindeprotein, blockiert Proteinkinase R
us12 ICP47 o - Ettﬁztassma und blockiert Antigenprasentation auf Zelloberflache

7.2 Y2H-Daten fiir intravirale Netzwerke

7.2.1 Das intravirale Netzwerk der HSV-1 Membranproteine

Diese Tabelle diente als Grundlage zur Erstellung des Netzwerkes in Abbildung 4.2 mit Hilfe der
Cytoscape-Software. Der Zahlenwert der Starke bestimmt das Aussehen der Verbindungslinien. Ein
Wert von 1 bedeutet eine unidrektionale Protein-Protein-Interaktion (PPl) und ist als gestrichelte
Linie dargestellt. Ein hdherer Wert von 2 oder 3 reprasentiert eine bidirektionale PPl und/oder solche
mit mehreren Fragmenten desselben Proteins (einfache bzw. fette Linie).

Tabelle 7.2: Das intravirale Netzwerk der HSV-1 Membranproteine

Protein 1 Protein 2 Starke Protein 1 Protein 2 Starke
UL1/gL UL1/gL 2 uL10/gM puUS2 1
UL1/gL UL53/gK 2 uL10/gM puL28 1
UL1/gL uUs6/gD 2 uL10/gM puL49 1
UL1/gL US8/gE 3 uL10/gM pUL52 1
UL1/gL uL22/gH 1 uL10/gM pUL56 3
UL1/gL pUL56 1 uL10/gM pUL34 1
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7.2.2 Das erweiterte HSV-1 Interaktom/im Kontext des reifen Viruspartikels

Protein 1 Protein 2 Starke Protein 1 Protein 2 Starke
UL1/gL pUS8A 1 uL10/gM pUL38 1
uL22/gH US4/gG 1 uL10/gM pUL7 1
UL27/gB Us4/gG 1 uL10/gM pUL14 1
uL44/gC US6/gD 1 uL10/gM pUS10 1
uLa4/gc UL53/gK 1 uL10/gM pUL54 1
UL53/gK Us8/gk 1 pUL20 pUL40 1
UL53/gK UL53/gK 1 pUL20 pUL54 1
UL53/gK pUL56 1 pUL34 puL31 2
US8/gk uUL22/gH 1 pUL34 puUL33 1
US8/gE UL27/gB 1 pUL34 pUL40 2
US8/gk us7/gl 1 pUL34 puUS2 1
US8/gE US8/gE 1 pUL34 pUL26 1
puL45 UL1/gL 1 pUL34 pUL26.5 1
puL45 UL53/gK 2 pUL34 puL28 1
puL45 US6/gD 1 pUL34 puUL37 1
puL45 pUL56 1 pUL34 pUL51 1
puL45 us5/gl 1 us7/gl puUL33 1
puL45 US8/gE 1 us7/gl pUL40 1
puL45 puL45 1 us7/gl pUL7 1
uL10/gM puUL33 1 us7/gl pUL16 1
uL10/gM uL10/gM 1 puUS9 puUS2 1
uLio/gM puL31 2 pUS9 puL49 1
uLio/gM pUL40 2

Diese Tabelle diente als Grundlage zur Erstellung der Netzwerke in Abbildung 4.6. bzw. Abbildung 4.7

(fett markiert, im Kontext des reifen Viruspartikels nach Loret et al., 2008) mit Hilfe der Cytoscape-

Software. Der Zahlenwert der Starke bestimmt das Aussehen der Verbindungslinien. Ein Wert von 1

bedeutet eine unidirektionale Protein-Protein-Interaktion (PPI) und ist als gestrichelte Linie

dargestellt. Ein hoherer Wert von 2 oder 3 reprasentiert eine bidirektionale PPl und/oder solche mit

mehreren Fragmenten desselben Proteins (einfache bzw. fette Linie).

Tabelle 7.3: Das erweiterte HSV-1 Interaktom/im Kontext des reifen Viruspartikels

Protein 1 Protein 2 Starke Protein 1 Protein 2 Starke
pRL2 puUL49 2 pUL7 pUL33 1
uLio/gM UL49A/gN 1 puL7 puL7 1
uL10/gm pUS8A 1 pUL7 pUS2 1
pUL11 pUL16 2 pUL9 pUL15 1
puL14 puL14 1 pUL9 puUL33 1
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Protein 1 Protein 2 Starke Protein 1 Protein 2 Starke
pUL16 puUL14 1 pUS1 Us7/gl 1
pUL16 puUL21 2 pUS10 puUL14 1
pUL16 puUL33 1 pUS10 puL23 1
puUL17 puUL33 1 pUS10 pUL33 1
puL2 puL12 1 pUS11 pUS11 1
puL2 puL14 1 puUS2 puUL33 1
pUL2 pUL33 1 puUS2 pUS2 1
puL2 puL37 1 us4/gG UL53/gK 1
puL2 puUL40 1 US8/gE UL53/gK 1
puL21 pUL20 1 ULl/gL uLl/glL 2
puUL23 puL40 1 ULl/gL UL53/gK 2
puL28 pUL33 1 uL1/glL us6/gD 2
puL28 pUL40 1 uL1/glL Us8/gE 3
puL28 puUS2 1 uL1/gL uUL22/gH 1
pUL3 pUL4 2 uL1/glL pUL56 1
pUL30 puL14 1 ULl/gL pUS8A 1
pUL30 puUL33 1 uL22/gH uUs4/gG 1
pUL30 pUL40 1 uL27/gB Us4/gG 1
puUL31 puL34 2 uL44/gc Us6/gD 1
puUL33 puUL33 1 uL44/gC UL53/gK 1
puL34 pUL14 1 UL53/gK pUL56 1
pUL36 puL48 1 US8/gE uUL22/gH 1
puL38 puL14 1 US8/gE UL27/gB 1
puL38 puUL18 1 US8/gE us7/gl 1
puL38 puUL33 1 US8/gE US8/gE 1
pUL38 puL48 1 puL45 uL1/gL 1
puL40 puL40 1 puL45 Us6/gD 1
pUL40 pUL14 1 puL45 pUL56 1
pUL40 pUL15 1 pUL45 uss5/gl 1
puL40 puUL33 1 puUL45 US8/gk 1
puL40 puL37 1 uL10/gM puUL33 1
uL44/gc puL17 1 uL10/gM uL10/gM 1
uL44/gC puL21 1 UL10/gM pUL31 2
uL44/gC puUL33 1 uL10/gM pUL40 2
uLa4/gC puUL40 1 uL10/gM pUS2 1
puL45 puL45 1 uL10/gM puL28 1
puL45 UL53/gK 2 uL10/gM pUL49 1
pUL46 puUL33 1 uL10/gM pUL52 1
puL47 puUL14 1 uL10/gM pUL56 3
puL47 pUL15 1 uL10/gM puL34 1
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7.3 Y2H-Daten der Virus-Wirt-Interaktionen

Protein 1 Protein 2 Starke Protein 1 Protein 2 Starke
puL47 puUL17 1 uL10/gM puL38 1
puL47 puUL21 1 uL10/gMm pUL7 1
pUL47 pUL40 1 uL10/gM pUL14 1
puL47 puL48 1 uL10/gM pUS10 1
puL47 puL49 1 uL10/gM pUL54 1
puL47 pUS1 1 pUL20 pUL40 1
puL47 pUS11 1 pUL20 pUL54 1
puUL49 puUL49 1 pUL34 pUL33 1
puL49 US8/gE 2 pUL34 puUL40 2
UL49A/gN UL49A/gN 1 pUL34 puUS2 1
UL49A/gN pUL15 1 pUL34 pUL26 1
UL49A/gN puUL33 1 pUL34 pUL26.5 1
UL53/gK UL53/gK 1 pUL34 puL28 1
pUL54 pUL54 1 pUL34 puUL37 1
pUL55 puUL33 1 pUL34 pUL51 1
pUL56 pUL21 1 Us7/gl pUL33 1
pUL56 puUL49 1 Us7/gl pUL40 1
pUL56 pUS1 1 Us7/gl puL7 1
pUL56 pUS11 1 Us7/gl puULl6 1
puL7 puL14 1 puUS9 puUS2 1
pUL7 pUL15 1 pUS9 puUL49 1
pUL7 pUL16 1

7.3.1 Interaktionen von ESCRT- und HSV-1 Proteinen/im Kontext des reifen Viruspartikels

Diese Tabelle diente als Grundlage zur Erstellung des Netzwerkes in Abbildung 4.17 bzw. Abbildung

4.18 (fett markiert, im Kontext des reifen Viruspartikels nach Loret et al.,, 2008) mit Hilfe der

Cytoscape-Software. Der Zahlenwert der Starke bestimmt das Aussehen der Verbindungslinien. Ein

Wert von 1 bedeutet eine unidrektionale Protein-Protein-Interaktion (PPI) und ist als gestrichelte

Linie dargestellt. Ein hoherer Wert von 2 oder 3 reprasentiert eine bidirektionale PPl und/oder solche

mit mehreren Fragmenten desselben Proteins (einfache bzw. fette Linie).

Tabelle 7.4: Interaktionen von ESCRT- und HSV-1 Proteinen/im Kontext des reifen Viruspartikels

ESCRT HSV-1 Starke ESCRT HSV-1 Starke
STAM1 pUL7 1 VPS25 pUL14 1
STAM1 pUL14 1 VPS25 puL34 1
STAM1 pUL16 1 SNF7B pUL16 1
STAM1 puL34 1 SNF7B uL44/gC 1
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ESCRT HSV-1 Stirke ESCRT HSV-1 Stirke
STAM1 puL38 1 SNF7B puL47 1
STAM1 puL47 1 SNF7B pUL54 1
STAM1 pUL56 1 SNF7B pUL56 1
TSG101 pUL7 2 CHMPS5 UL10/gM 1
TSG101 uL10/gM 1 CHMPS5 pUL33 1
TSG101 puL14 2 CHMPS5 puL49 1
TSG101 pUL33 1 CHMPS5 us7/gl 1
TSG101 puL35 1 VPS4A puS2 1
TSG101 pUL40 2 VPS4B puUL7 1
TSG101 puUL51 1 VTA1L pUL4 1
TSG101 pUL34 1 VTA1L pULS 1
TSG101 pUL36 1 VTA1 pUL7 1
TSG101 puL47 1 VTA1 UL10/gM 1
VPS28 pUL3 1 VTA1 puL14 1
VPS28 puUL7 1 VTA1L pUL15 1
VPS28 puL14 1 VTA1 puL21 1
VPS28 pUL33 1 VTA1 puL23 1
VPS28 puL35 1 VTA1 pUL26 2
VPS378 pUL3 1 VTA1L pUL26.5 1
VPS37B pUL7 2 VTA1L pUL31 1
VPS37B puUL14 1 VTA1L pUL33 1
VPS378 pUL15 1 VTA1 puL35 1
VPS37B pUL26 1 VTA1 puL37 1
VPS378 pUL31 1 VTA1 puL38 1
VPS378 pUL33 1 VTA1L pUL40 2
VPS37B puUL35 2 VTA1 pUL43 2
VPS378 pUL40 1 VTA1 puL48 1
VPS378 pUL34 1 VTA1 puL49 1
VPS22 puL7 1 VTA1L UL49A/gN 1
VPS22 uL10/gM 1 VTA1 puS2 1
VPS22 puUL14 1 VTA1 US8/gE 1
VPS22 pUL16 1 VTA1L pUSSA 1
VPS22 pUL26 1 VTA1L pUL21 1
VPS22 pUL31 1 VTA1 pUL54 1
VPS22 pUL33 1 ALIX puL47 1
VPS22 pUL34 1 ALIX pUL56 1
VPS22 puL35 2 AMSH pUL34 1
VPS22 pUL36 1 AMSH puUL38 1
VPS22 puL38 1 AMSH uL44/gC 1
VPS22 uL44/gC 1 AMSH puL47 1
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ESCRT HSV-1 Starke ESCRT HSV-1 Starke
VPS22 puL47 1 AMSH-LP puL34 1
VPS22 pUL56 2 AMSH-LP uLa4/gc 1
VPS22 pUS10 1 AMSH-LP puL47 1
VPS22 pRL1 1 AMSH-LP pUL56 1
VPS25 pUL7 1

7.4 Abkiirzungen
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