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Zusammenfassung
Herstellung und Charakterisierung von Fusionsproteinen aus Green
Fluorescent Protein (GFP) und Glykoprotein L (gL) von Herpes simplex-Virus
Typ 1 (HSV-1)
Krzemien, Eva
Glykoprotein L (gL) von HSV-1 bildet mit Glykoprotein H (gH) einen
membranstandigen Komplex, welcher an der Penetration und der Zell-zu-
Zellausbreitung beteiligt ist. Die Herstellung eines Fusionsproteins aus gL und
EGFP (enhanced green fluorescent protein) bzw. EYFP (enhanced yellow
fluorescent protein) bot die Méglichkeit, das Expressionsmuster in animalen Zellen
sowie sein Verhalten bei der Virusreplikation zu untersuchen.
Hierzu wurde das mittels PCR aus dem Ausgangsvektor pEUKT7C1gL amplifizierte
gL-Gen in den Vektor pEGFPgDproT7 kloniert, spater wurde die EGFP-kodierende
Sequenz gegen die EYFP-kodierende Sequenz ausgetauscht. Beide Konstrukte
erlaubten die Expression des Fusionsproteins unter der Kontrolle des HSV-1 gD-
Promotors.
Die transiente Expression der Fusionsproteine erfolgte in HelLa-Zellen. Nach der
Uberinfektion mit HSV-1 wiesen die Zellen eine ausgepragte Autofluoreszenz auf,
die Uberwiegend membranstandig verteilt war. Des Weiteren wurden Zelllinien, die
das grun bzw. gelb fluoreszierende Fusionsprotein stabil unter der Kontrolle des
viralen Promotors exprimierten, etabliert.
Beide Fusionsproteine (ca. 65 kDA) konnten im Western-Blot mit EGFP—
spezifischen monoklonalen Antikdrpern nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte
gezeigt werden, dass das gL-Fusionsprotein in die Virushille eingebaut wird. Wurde
die virale DNA-Synthese durch Aciclovir gehemmt, so zeigte sich keine Minderung
der gLEGFP-Expression. Das zeitliche Muster der Expression entsprach somit dem
eines Early/Late-Proteins
Tag der mundlichen Prifung: 21.01.2010
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Herpesviren

Das Herpes simplex-Virus Typ 1 (HSV-1), mit dem sich die folgende Arbeit be-
schaftigt, gilt als Prototyp der Herpes-Subfamilie der Alphaherpesviren, einer
morphologisch weitgehend einheitlichen Gruppe von DNA-Viren (64, 104). Das
Virion der Herpesviridae besteht aus einem 90-120 nm groRen ikosaderischen
Nukleokapsid, das einen ca. 75 nm grolden Kern (,Core®) enthalt, Tegument
und Lipidmembranhulle. Dieser Aufbau ist charakteristisch fur alle Familienmit-
glieder. Herpesviren sind bei Mensch und Tier weit verbreitet. Aufgrund ihres
Wachstumsverhaltens und ihres Zelltropismus lassen sie sich in drei Subfamili-
en unterteilen, die als Alpha-, Beta- und Gammaherpesviren bezeichnet werden
(106). Vertreter derselben Subfamilie weisen neben gemeinsamen Wirtszell-
spektrum Homologien in ihrer DNA-Sequenz, der Anordnung von Genbldcken
und serologische Kreuzreaktionen auf (44).

Viele Herpesviren erreichen sehr hohe Durchsuchungsraten in der Bevolkerung
(2 90 %). Typisch fur Herpesviren ist ihre Fahigkeit, lebenslang im Organismus
latent zu persistieren. Tabelle 1 gibt einen Uberblick der Herpesvirus-
Subfamilien und der mit ihnen assoziierten Erkrankungen. Alphaherpesviren
sind schnell wachsende, zytolytische Viren mit meist breitem Wirtszellspektrum.
Von den zur Zeit bekannten Herpesviren gehdren die beiden Herpes simplex-
Viren HSV-1 und HSV-2 (112, 113, 126) sowie das Varizella-Zoster-Virus (126)
zu dieser Subgruppe. HSV-1 und HSV-2 infizieren Schleimhaute und gelangen
uber die sensiblen Nervenfasern in die zugehoérigen Nervenzellganglien des
peripheren Nervenssystems (PNS) (81). Dort kdnnen sie im latenten Zustand
verbleiben und spater endogene Rezidivinfektionen verursachen (131). Die Re-
aktivierung des Virus kann durch verschiedene Faktoren ausgelost werden, wie
z.B. Infekte, Immunschwache oder Sonnenbestrahlung und als rezidivierender
Herpes labialis verlaufen, bei immunsupprimierten Patienten (AIDS-, Transplan-
tationspatienten) kann es zu schweren, generalisierten Verlaufen kommen (12,
13, 36, 37 ). Das Krankheitsbild kann dabei durchaus unterschiedlich ausfallen,
wie bei Varizella-Zoster-Virus, welches bei der Erstinfektion Windpocken, bei

der Reinfektion aber Herpes Zoster verursacht. Betaherpesviren besitzen ein
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deutlich eingeschranktes Wirtszellspektrum, ihre replikativen Zyklen sind langer
und die zytopathogenen Effekte geringer. Das humane Zytomegalievirus (CMV)
(110), das humane Herpesvirus Typ 6 (HHV-6) (83) und das humane Herpesvi-
rus Typ7 (HHV-7) (49) werden der Gruppe der Betaherpesviren zugeordnet. Bei
der Zytomegalie verlauft die Erstinfektion in der Regel inapparent und das Virus
bleibt anschlieRend in lymphoiden Zellen latent. HHV-6 verursacht bei Kindern
das ,Dreitagefieber” (Exanthema subitum, Roseola infantum). Vertreter der
Gammaherpesviren besitzen einen noch starker eingeengten Wirtsbereich und
sind nur in der Lage, bereits stark differenzierte Zellen wie lymphoblastoide Zel-
len zu infizieren (88).

Die Gruppe der Gammaherpesviren umfasst das Epstein-Barr-Virus (EBV) (42)
und das humane Herpesvirus Typ 8 (HHV-8) (22). Eine Primarinfektion mit Ep-
stein-Barr-Virus im Kindesalter verlauft meist asymptomatisch, bei Erwachse-
nen als infektiose Mononukleose (Pfeiffersches Drlsenfieber). Fur das EBV und
das verwandte HHV 8 konnte ein Zusammenhang mit malignen Tumorerkran-
kungen nachgewiesen werden. Das EBV ist mit dem Burkitt-Lymphom und dem
Nasopharynx-Karzinom assoziiert, das verwandte HHV-8 mit dem Kaposi-
Sarkom (42, 92).
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Humane Her- Sub- | Genom-Grdf3e | Auswahl einiger typischer,

pesviren familie (kbp) virusassozierter Erkran-
kungen

Herpes simplex- o 152 Herpes labialis, Herpesvirus-

Virus Typ 1 enzephalitis, HSV-Keratitis

(HSV-1)

Herpes simplex- o 152 Genitale Infektionen, Herpes

Virus Typ 2 neonatorum, Meningitis

(HSV-2)

Varizella-Zoster- o 125 Windpocken, Gurtelrose

Virus (VZV)

Epstein-Barr- Y 172 Infektibse Mononukleose

Virus  (EBV)

Zytomegalievirus B 229 Meist asymptomatisch bei im-

(CMV) munkompetenten Personen,

lebensbedrohliche generali-
sierte Infekte bei Neugebore-

nen und immunsupprimierten

Personen
Humanes B 162 Exanthema subitum
Herpesvirus 6 (Dreitagefieber)
(HHV-6 A, B)
Humanes B 145 Infektion des lymphatischen
Herpesvirus 7 Systems
(HHV-7)
Humanes Y 170 Kaposi-Sarkom

Herpesvirus 8
(HHV-8)

Tabelle 1. Humanpathogene Herpesviren
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1.2. Epidemiologie, Klinik, Pathogenese und Therapie der Herpes sim-
plex Virusinfektion

Die Infektion mit dem Herpes simplex-Virus ist eine der haufigsten Virusinfekti-
onen des Menschen (11, 12, 113, 134). Der Durchseuchungsgrad, der vom so-
ziobkonomischen Status abhangig ist, steigt im Erwachsenenalter bis zu 90 %
und héher. Die Erstinfektion mit HSV-1 findet meist friih im Kindesalter statt. Die
Eintrittspforte ist normalerweise die Mundschleimhaut. Die Infektion kann inap-
parent (ca. 90 % der Falle) oder apparent verlaufen, wobei sie sich dann meist
als Gingivostomatitis aufRert. Die Viren wandern anschliellend entlang der Axo-
ne in das PNS, wo sie im Ganglion trigeminale latent bleiben. Nach der Reakti-
vierung gelangen sie auf dem gleichen Weg in die Peripherie, wo sie ein bla-
schenférmiges Exanthem verursachen (78). Beim Herpes genitalis (93), der
meist durch HSV-2 verursacht und durch Geschlechtsverkehr Ubertragen wird,
betragt die Durchseuchung der mitteleuropaischen Bevdlkerung etwa 10-20 %.
Die Infektion kann ebenfalls apparent oder inapparent verlaufen und findet Gbli-
cherweise im Urogenitaltrakt statt. HSV-2 bleibt in den Lumbosakralganglien
latent. Geflirchtet wegen ihrer hohen Letalitat ist die Infektion des Neugebore-
nen (Herpes neonatorum) bei Herpes genitalis der Mutter (25, 92).
Einem intakten Abwehrsystem gelingt es in der Regel, die weitere Ausbreitung
des Virus einzuddmmen. Zunachst wird die Immunreaktion durch Makropha-
gen, Granulozyten und naturliche Killer-Zellen vermittelt (10, 60).
Nach 3-4 Tagen kommt die spezifische humorale und zellulare Immunantwort
hinzu (31, 50, 51, 90, 129).
Zur Therapie der HSV-Infektionen werden Virostatika eingesetzt (33, 102). Acic-
lovir ist ein gut vertragliches, selektiv auf infizierte Zellen wirkendes Virostati-
kum, das auch bei VZV-Infektionen eingesetzt wird (94, 123). Das Nucleosida-
nalogon Aciclovir (ACV) wird durch die virale Thymidinkinase (selektiv in virus-
infizierten Zellen) zum ACV-Monophosphat und durch zellulare Kinasen zum
ACV-Triphosphat phosphoryliert. ACV-Triphosphat ist ein Strukturanalogon des
Desoxyguanosin-Triphosphats und wird an dessen Stelle in das Virusgenom
eingebaut. Dieses fuhrt zum Kettenabbruch bei der Synthese der Virus-DNA.

Zusatzlich hemmt ACV-Triphosphat die virale DNA-Polymerase, wodurch es
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zum Abbruch der viralen DNA-Synthese kommt. Es gibt inzwischen einige wei-
tere Nukleosidanaloga. Valaciclovir (Prodrug von Aciclovir) und Famciclovir
(Prodrug von Penciclovir) weisen eine bessere Bioverfugbarkeit bei oraler Gabe
auf (103, 100). Ganciclovir ist ein in dem Wirkmechanismus dem Aciclovir eben-
falls ahnliches Virustatikum. Ganciclovir wirkt gegen alle Herpesviren. Aufgrund
seiner relativ hohen Toxizitat bleibt die Anwendung jedoch der Behandlung von
lebensbedrohlichen CMV-Infektionen vorbehalten (40). Foscavir kann bei Re-
sistenz von HSV, VZV und CMV alternativ eingesetzt werden. Als
Pyrophosphatanalogon hemmt es die virale DNA-Polymerase direkt (100).
Brivudin ist eines der potentesten Nucleosidanaloga, die die Replikation von
VZV hemmen. In virusinfizierten Zellen wird Brivudin zu Brivudin-Triphosphat
umgewandelt, welches fur die Hemmung der viralen Replikation verantwortlich
ist (32). Cidofovir ist ein Cytidin-Analogon mit Aktivitat gegen HSV-1, HSV-2
und CMV (5). Der aktive intrazellulare Metabolit, Cidofovir-Diphosphat hemmt
die DNA-Polymerase. Im Gegensatz zu Gancicovir ist der Metabolismus von
Cidofovir nicht von der viralen Infektion abhangig. Es wird zur Behandlung der
Cytomegalie-Retinitis bei Patienten mit erworbenem Immundefekt-Syndrom
(AIDS) eingesetzt. Das Medikamet kann bei CMV-Stammen wirksam sein, die

auf Ganciclovir resistent sind.

1.3. Molekularbiologie des Herpes simplex Virus

1.3.1 Aufbau des Virions
Das Herpes simplex-Virus besteht wie die anderen Familienmitglieder aus ei-
nem Kern (core), Kapsid, Tegument und einer lipidhaltigen Hulle (64). Dabei ist
der Kern die innerste Struktur, die von den anderen konzentrisch umgeben
wird. Die Core-Struktur enthalt als dichtgepackten Komplex das ca. 150 kb (100
x 10° Dalton) groRe HSV-Genom, welches ein lineares doppelstriangiges DNA-
Molekul ist (8, 9). Es besteht aus invers angeordneten, repetitiven Genomab-
schnitten, die nichtrepetitive Abschnitte umschlieRen. In den nichtrepetitiven
Regionen lassen sich ein langer, UL (unique long region (126 kbp)) und ein kur-

zer Bereich, US (unique short region (26 kbp)), nachweisen (105). Kurze inver-
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tierte, jeweils zueinander homologe Genombereiche (mit a,b und ¢ bezeichnet)

begrenzen die nichtrepetitiven Abschnitte. Die UL- und die US-Region kénnen

ihre Orientierung zueinander verandern, so dass es vier Isomere des HSV-

L——m™W——— P¢+————— §————»

8

C|e

TRs

Genoms gibt (114).
EiN = (b [ala[ ]
TR IR, IR
- R e S
- R s
——— o -
——— .
Abbildung 2: HSV-1-Genom und vier Genomisomere

"NINinl

TR - terminal repeat, IR — internal repeat, U_ - unique long,
Us - unique short. Pfeile zeigen umgekehrte Orientierung

homologer DNA-Sequenzen

Das den Kern umgebende Kapsid hat einen Durchmesser von 88-110 nm und

besteht aus 162 rohrenformigen Kapsomeren, die zusammen eine ikosaedri-

sche Struktur bilden. Zwischen Kapsid und Membranenhlille liegt das Tegu-

ment, das aus elektronenmikroskopisch unstrukturiertem Material besteht. Die

aulere Virushulle wird von einer Lipiddoppelschicht gebildet, in die zahlreiche

Glykoproteine eingelagert sind. Die bisher gefundenen Glykoproteine wurden

entsprechend der Reihenfolge ihrer Entdeckung gB, gC, gD, gE, gH, gl, gJ, gK,
gL und gM benannt (1, 6, 17, 48, 61, 66, 70, 75, 107, 111, 119, 135).
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Als integrale Membranenproteine verfigen diese Glykoproteine Uber eine N-
terminale abspaltbare hydrophobe Sequenz, das Signalpeptid, welches das
Protein das endoplasmatische Retikulum passieren lasst. Weiterhin besitzen sie
mit Ausnahme von gL mindestens eine C-terminale hydrophobe Sequenz, die
als Transmembransequenz dient. Die Transmembransequenz unterteilt die
Glykoproteine in die meist kurze C-terminale intrazytoplasmatische und die rela-
tiv lange N-terminale extrazytoplasmatische Domane. Durch Prozessierung im
ER und Golgi-Apparat werden die Glykoproteine durch Verknipfung mit Oligi-
saccharidketten, Sulfat- und Fettsaureresten modifiziert (19, 69, 77, 90, 119).

1.3.2. Adsorption, Penetration und Funktion der Glykoproteine
Die Replikation von HSV beginnt mit der Adsorption des Virus an die Zellober-
flache. Anschliel3end folgt ein irreversibles Verschmelzen von Virushille und
Zytoplasmamembran unter Freisetzung von Nukleokpsid und Tegumentprotei-
nen ins Zytoplasma (Penetration). Diese Vorgange werden durch die viralen
Glykoproteine vermittelt. Glykoprotein C interagiert bei der Anlagerung an die
Zelloberflache mit einem Glycosaminoglycan, dem Heparansulfat und bewirkt
so eine Bindung. Glykoprotein B (gB) bindet ebenfalls an die Heparansulfatmo-
lekile, wahrend gD eine stabile Bindung mit Zelloberflachenproteinen eingeht
(67, 115, 133). Einige dieser Zelloberflachenproteine wurden bereits naher cha-
rakterisiert. Der herpesvirus entry mediator A (HveA/HVEM/TNFRSF14) gehort
der Tumornekrosefaktor-Alpha-Rezeptorfamilie an. Nectin-1 (HveC, PRR1,
CD111) und Nectin-2 (HveB, PRR2, CD112) sind Vertreter der Immunglobulin-
Superfamilie (20, 48, 107, 113). Heparansulfat kann nach seiner Modifikation
durch die D-Glucosaminyl-3-O-Sulfotransferase HveA und Nectin-1 funktionell
ersetzen und uber Interaktion mit gD den Viruseintritt in die Zelle vermitteln (52,
116). Am Ende ist die Adsorption mit einer Konformationsanderung von gD ver-
bunden. Das Zusammenspiel der verschiedenen viralen Glykoproteine mit der
Zelloberflache bewirkt letzten Endes ein irreversibles Verschmelzen der Zell-

membran mit der Virushuille und Penetration des Virus ins Zellinnere (82).
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Fir die in vitro Infektion sind die Glykoproteine gB ,gD und der Heterokomplex
aus gH und gL essentiell (4, 16, 34, 52, 70, 89). Diese Glykoproteine spielen
auch bei der Zell-zu-Zell Ausbreitung eine Rolle. gD dient als Trigger der Fusi-
on. Initial bindet gD an den zellularen Rezeptor. Es folgt eine Interaktion zwi-
schen gD und gB ohne Beteiligung von gH/gL. Danach erst folgt die Interaktion
mit gH/gL. Der Komplex mit der Reihenfolge Rezeptor-gD-gB-gH/gL ist tran-
sient nach einer Zeitspanne von 15-30 Minuten nach Virusexposition der Zelle
nachweissbar (56). Ebenfalls beteiligt sind bei der Zell-zu-Zell Ausbreitung die
Glykoproteine gE, gl und gM (29). Glykoprotein C, ein fir das Wachstum in vitro
nicht essentielles Glykoprotein, besitzt die Fahigkeit zur Bindung des Faktors
C3b des Komplementsystems und somit zur Unterbrechung der Komplement-
kaskade (50, 51, 53).

Der Komplex der Glykoproteine gE und gl bindet den Fc—Anteil von IgG und
kann hierdurch die Antikorper-vermittelte Immunitat des Wirtes aufheben. Ge-
gen den Komplex aus gH und gL werden vom Wirtsorganismus neutralisierende
Antikorper gebildet (84, 97). Untersuchungen zur Antigenitat von gH ohne gL
zeigten, dass das Protein fehlgefaltet und nicht an der Zelloberflache exprimiert
wurde. Nur der gHgL-Heterokomplex wurde an die Zelloberflache transportiert
und war funktionell aktiv (62, 63, 70, 98, 109).

1.3.3. Regulationskaskade der Genexpression, DNA-Replikation, post
translationale Modifikation von Glykoproteinen
Nach der Penetration erreicht das Nukleocapsid die Kernporen und setzt die
Virus-DNA in das Nukleoplasma frei. Einige Tegumentproteine wie z.B.
VP16(aTIF) gelangen ebenfalls in das Nukleoplasma (7). VP16 induziert unmit-
telbar nach Eintritt des viralen Genoms in den Kern die Transkription der ersten
viralen Genprodukte, der sog. Immediately-Early (IE)- oder a-Proteine (54, 86,
99, 101, 108). Die finf Proteine ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 und ICP47 (ICP:
Infected Cell Polypeptide) dienen als Transaktivatoren fur die Synthese der Ear-
ly (E)-oder B-Proteine, die 5-7h nach Infektionsbeginn ihr Expressionsmaximum

erreichen. Zu den B-Polypeptiden gehodren Enzyme, die zur viralen DNA-
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Replikation noétig sind: die virale DNA-Polymerase, eine Thymidinkinase, eine
Ribonukleotidreduktase und eine alkalische Exonuklease.

Die Late (L)- oder y-Proteine erreichen ihr Expressionsmaximum 12-18h nach
der Infektion. Es handelt sich vorwiegend um Strukturelemente des Virus, Kom-
ponenten des Nukleocapsids, des Teguments und die Glykoproteine der Memb-
ranhulle. lhre Expression ist bis auf die Untergruppe der yl (By)-Polypeptide
stark abhangig von der DNA-Replikation und Transkription der 3-Gene. Die vy1-
Proteine werden bereits nach Vorliegen funktioneller a-Proteine gebildet. Hierzu
gehdren ebenfalls Strukturproteine des Virus (gB, gL, aTIF) (68, 125).

Die virale DNA-Replikation erfolgt am zuvor zirkularisierten Genom (8). Sie be-
ginnt an drei definierten Startpunkten: oriS1, oriS2 und oriL. Durch einen “rolling
circle“-artigen Mechanismus entstehen lange konkatemere DNA-Moleklle, de-
ren Lange die des viralen Genoms weit Uberschreitet (73). Sie werden an-
schlielend an spezifischen Erkennungssequenzen auf Genomlange zuge-
schnitten und nach Regenerierung der zur Zirkulation deletierten terminalen a-

Sequenz in zuvor im Kern formierte leere Kapside verpackt (108).

1.4. Biochemie,Transport und Funktion der Glykoproteine H und L

Glykoprotein L ist ein Protein von 224 Aminosauren, dessen reife Form ein ex-
perimentell ermitteltes Molekulargewicht von 30-40 kDa besitzt. HSV-1 gL ist
uber Komplexbildung mit gH zellmembranassoziiert (2, 38, 70). Es enthalt eine
aminoterminale Signalsequenz, eine N-verbundene Glycosylierungsstelle und
drei O-verbundene Glycosylierungsstellen (98). 4 Cysteinreste formen intramo-
lekulare Disulfidbricken (18, 70). Alle diese Cysteinreste sind von Bedutung fur
die gL-Funktion in der Fusion. Die Region zwischen den Aminosaren 155 und
161 ist notwendig fur die gL-Funktion (109, 122).
In Abwesenheit von gH wird gL von einem 25-30 kDa-Precursor-Protein zum
reifen 30-40 kDa-Protein prozessiert und ins Zellmedium sezerniert (38). Der
gH/gL-Komplex wird als funktionelle Einheit fir Penetration und Synzytium-
Bildung angesehen (38, 70, 84, 109, 122, 127, 128, 132).
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Antikérper gegen gL sind in der Lage die Zellfusion zu unterbrechen, nicht je-
doch die virale Infektiositat (95). Die antigenen Detarminanten wurden in der C-
terminalen Region von HSV-1 gL lokalisiert.

Glykoprotein H ist ein integrales Membranprotein aus 838 Aminosauren. Die
reife Form von gH hat ein experimentell ermitteltes Molekulargewicht von 110
kDa und ist auf der Zelloberflache infizierter Zellen nachweisbar (3, 17, 34, 43,
61, 62, 128)

In Abwesenheit von gL exprimiertes gH wird im ER zurtuckgehalten und kann
nicht an der Zelloberflache oder im Virion detektiert werden (15, 43, 61, 62, 63,
70).

gH enthalt u.a. eine hydrophobe a-Helix 1 (Aminosauren 377-397) und 2 ,hep-
tad repeat” (HR) genannte Regionen (57, 58, 59). Die a-Helix 1 ist in der anti-
genen ,Loop“ zwischen den Cysteinresten 2 und 4 lokalisiert. Diese Sequenz ist
zur Interaktion mit biologischen Membranen fahig. Durch die Interaktion mit gD
wird sie in eine membrangebundene Peptidstruktur umgewandelt. Diese Eigen-
schaften machen sie zu einem Fusionspeptid.

Die HR 1 und HR 2 Sequenzen befinden sich abwarts von dem Fusionpeptid
und oberhalb der transmembranen Sequenz (58, 59). Dazwischen sind die A-
minosauren der a-Helix 2 lokalisiert. HR 1 und HR 2 formen zusammen einen
stabilen Komplex und fordern die Bildung einer helikalen Spirale. Die a-Helix 2
zeigt eine schwachere Interaktion mit Membranen als die a-Helix 1. Mutations-
analysen zeigten, dass es sich hierbei um keine essentielle Domane handelt
(55).

Die Heterodimerbildung aus gH und gL ist von Bedeutung fur die Bindung der
gH-spezifischen monoklonalen Antikérper 53S und LP11. Diese binden an gH

nur in der Prasenz von gL (61,62).

1.5. Green Fluorescent Protein
Das grin fluoreszierende Protein (GFP) ist ein autofluoreszierendes Protein. Es

strahlt grines Licht ab, wenn es durch blaues Licht angeregt wird. Die zwei am
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besten charakterisierten Wildtyp-GFPs stammen von Aequorea victoria, einer
Tiefseequalle und Renilla reniformis (20, 21, 96).

Aquorea-GFP ist ein Protein von 238 Aminosauren und einem Molekularge-
wicht von 26,9 kDa. Sein grof3ter Absorptionsgipfel liegt bei 395 nm und sein
Emissionsmaximum bei 508 nm. Es bedarf des gesamten Proteins, um eine
funktionierende Fluoreszenz zu erhalten, die sich erst 1-3 Stunden nach der
Proteinsynthese entwickelt (24).

In das Wild-Typ-GFP wurden mehrfach Mutationen eingeflhrt, so dass man
GFPs mit verbesserten Eigenschaften und verschiedene Farbspektren erhalten
hat. Hier seien einige GFP’s aufgefihrt (26, 65):

Anregungsmax.(nm) Emissionsmax.(nm) Farbe

GFP 395 (475) 508 griin
EGFP 488 507 griin
EYFP 513 527 gelb-griin
EBFP 380 440 blau
ECFP 433(453) 475 (501) cyan

GFP ist nicht cytotoxisch, beeinflusst die Wirtszellen kaum und funktioniert in
vielen Spezies. Es kann unter dem Fluoreszenzmikroskop durch einfaches Be-
trachten leicht nachgewiesen werden. Naturlich kann das Protein auch immuno-
logisch im Western-Blot mit Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden.
Die Herstellung von Fusionsproteinen, die N- oder C-terminal eine GFP-
Sequenz als Marker tragen, ermoglicht die subzellulare Lokalisation. So kdnnen
Genexpression und Genregulation in Zellen untersucht werden. Analog ist es
mdglich, virale Proteine mit GFP zu markieren und deren Verteilung in infizier-
ten Zellen zu beobachten. So sind schon z.B. einige Glykoproteine des HSV-1
mit Hilfe von EGFP hinsichtlich ihrer Funktion im Infektionszyklus naher charak-
terisiert worden (21, 27, 41, 45, 46, 87, 121, 136).

11
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1.6. Fragestellung
Die Glykoproteine L und H bilden einen Heterokomplex, der fir die korrekte Fal-
tung und den intrazellularen Transport beider Proteine notwendig ist. Der Kom-
plex spielt eine essentielle Rolle beim Viruseintritt in die Zielzelle und bei der
Virusausbreitung Uber Zell-zu-Zell-Kontakte.
Die Herstellung eines Fusionsproteins aus gL und EGFP bzw. EYFP bot die
Moglichkeit, das Expressionsmuster in animalen Zellen sowie sein Verhalten

bei der Virusreplikation zu untersuchen.

Hier stellten sich folgende methodische Fragen:

1.) Lasst sich ein funktionsfahiges Fusionsprotein aus gL und EGFP herstellen?
2.) Lasst sich das Fusionsprotein in Saugerzellen exprimieren?
3.) Kann gLEGFP die Funktion von Wildtyp-gL Gibernehmen?

Zur Klarung der oben gestellten Fragen sollte gL in den pEGFP-1-Vektor, in
welches zuvor der gD-Promotor des HSV-1 eingebaut wurde, kloniert werden.
Ziel war es, auf diese Weise eine regulierbare Expression zu erreichen.

Die Konstrukte sollten zuerst transient exprimiert werden. Im Falle des Erfolgs
sollte dann die Herstellung von stabilen Zelllinien erfolgen, mit deren Hilfe das
Fusionsprotein bezlglich seines Expressionsmusters, der Komplexbildung mit
gH sowie seines Verhaltens bei der Virusreplikation charakterisiert werden soll-

te.

12
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2. Materialien

2.1. Viren

HSV-1 Stamm 17 wurde mir freundlicherweise vom Institut fir Medizinische

Mikrobiologie- Klinische Virologie in Munster zur Verfigung gestellt.

Die gH-negative Virusmutante stammt von P.G. Spear, Chicago, USA.

2.2.  Zelllinien

— Vero-Zellen (African green monkey kidney cells, Nierenzellen der afrika-

nischen grinen Meerkatze) Vircell S.L., Granada, Spanien

- Hela -Zellen (menschliche Zervix-Karzinom-Zellen)

V.L.V.A. KdIn

VerogLEGFP 4.9C, 4.10A und VerogLEYFP 4.4F2: im Rahmen dieser Arbeit
etablierte Vero-Zelllinien mit konstanter gLEGFP-Expression (4.9C) bzw. indu-
zierbarer gLEGFP-/gLEYFP-Expression (4.10A und 4.4F2).

2.3. Medium und Medienzusatze fiir die Zellkulturen

Minimal Essential Medium (MEM)

Fotales Kalberserum (FCS)
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS def.)
(ohne Calcium- und Magnesiumsalze)
Phosphat-gepufferte Salzlésung
(Dulbecco’s PBS)

Trypsin-EDTA-L6sung

Gentamycin

L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

(10000U/ml Penicillin, 10000pg/ml Streptomycin)
Geneticinsulfat (G418)

Biochrom KG, Berlin
Biochrom KG, Berlin
Biochrom KG, Berlin

Biochrom KG, Berlin
Biochrom KG, Berlin
GibcoBRL, Eggenstein
Biochrom KG, Berlin

GibcoBRL, Eggenstein

GibcoBRL, Eggenstein
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2.4. Antikorper
Das HSV-1 glL-spezifische polyklonale Kaninchenserum E24/7 wurde mir
freundlicherweise von Prof. Dr. Roberto Manservigi, Institut fir Mikrobiologie,
Ferrara, zur Verflugung gestellt. Es ist gegen das synthetische Oligopeptid UL1-
2 (CATKSRRRRPHSRRL) gerichtet und wurde entsprechend der Beschreibung
bei Hutchinson et al., 1992 hergestellt.

HSV-1-spezifisches Kaninchenserum Dako Immunochemicals,

Kopenhagen

Biotin-SP-conjugate d F (ab)2 goat-anti mouse 1gG (H+L)
Peroxidase-conjugated F (ab)2 goat-anti rabbit IgG (H+L)
Peroxidase-conjugated F (ab)2 goat-anti mouse IgG (H+L)

Calbiochem, Frankfurt

2.5. Bakterienstamme
Transformationskompetente Bakterien:
E.coli JM 109 Promega, Mannheim
E.coli DM1 GibcoBRL, Eggenstein

2.6. Medien fur die Bakterienkultur
LB-Agar GibcoBRL, Eggenstein
LB-Broth-Base (Fertigmedium) GibcoBRL, Eggenstein
(ggf.Zusatz von 1ul Ampicillin-Lésung (100mg/ml
LB Agar) oder Kanamycin Losung (50mg/ml LB-Agar))
S.0.C. Medium GibcoBRL, Eggenstein
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2.7.  Nukleinsduren
Das Konstrukt pEUKC1T7gL wurde mir freundlicherweise von meinem Betreu-

er Prof. Dr. J. E. Kihn Uberlassen.

Der Ausgangsvektor pEUK-C1 (Eukaryontischer Expressionsvektor) von der
Firma Clontech aus Heidelberg besitzt das Ampicillin-Resistenzgen, den spaten
SV40-Promotor und die spate SV-40-Region fur den Replikationsstart (SV-40
origin of replication).

Der modifizierte pEUK-C1-Vektor ist um die Sequenz des T7-Promotors (TAAT
ACGA CTCA CTAT AGGG AGA) (33) und des Glycoproteins L des HSV-1 er-
weitert. Er wurde von Thilo Oelert im Rahmen seiner Promotionsarbreit am In-

stitut fur Virologie der Universitat zu Koln erzeugt.

pGEM-T Vector Systems Promega, Mannheim

Der Vektor ermdglicht eine vereinfachte Klonierung von PCR-Produkten, die
mittels Tag-Polymerase amplifiziert wurden. Der Ansatz beruht auf der Tatsa-
che, dass die Tag-Polymerase keine Fragmente mit glatten Enden produziert,
sondern meist mit einem unspezifischen Uberhang mit einer Base, bei der es
sich ofters um Adenosin handelt. Der pGEM-T -Vektor enthalt 3-terminale Thy-
midin-Uberhdnge. Dadurch lassen sich PCR-Fragmente leichter einklonieren.
Desweiteren sind im Vektor das Ampicillin-Resistenzgen, innerhalb der MCS
der T7- und SP6-Promotor sowie das lacZ-Gen enthalten, welches flr das a-
Peptid des Enzyms pB-Galaktosidase kodiert. Dadurch wird eine sog. blue/white
Selektion der korrekten Klone auf Ampicillin/IPTG/X-Gal-Agarplatten ermdglicht.
Eine erfolgreiche Klonierung des PCR-Produkts bewirkt meist eine Unterbre-
chung der enzymkodierenden Sequenz, Insert-haltige Klone erscheinen dann
als weille Kolonien. Blaue Kolonien resultieren, wenn die Klone kein Insert ent-

halten oder seltener, wenn das Fragment in frame mit dem lacZ-Gen ligiert wird.
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pEGFP-1 und PpEYFP-1 (Eukaryontische Expressionsvektoren, Shuttle-
vektoren)

Clontech, Heidelberg

Die Vektoren pEGFP-1 und pEYFP-1 sind stabil integrierbar in das Genom eu-
karyontischer Zellen und vermitteln Geneticin-Resistenz durch das Gen flir Ne-
omycin-Phosphotransferase. Das in dem Vektor pEGFP-1 enthaltene promotor-
lose EGFP (enhanced green fluorescent protein)-Gen kodiert fur ein grin auto-
fluoreszierendes Protein mit einem Anregungsmaximum bei 488nm. Die Se-
quenz EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) kodiert fir ein gelb-grin au-
tofluoreszierendes Protein mit einem Anregungsmaximum bei 513 nm. Zur Klo-
nierung von Fremdgensequenzen vor EGFP bzw. EYFP steht eine Multiple
Cloning Site zur Verfligung. AulRerdem beinhalten die Vektoren den spaten
SV40-Promotor, die spate SV40-Polyadenylierungsregion, die SV40-Region flr
den Replikationsstart (SV40 origin of replication) und das Kanamycin-
Resistenzgen.

Der modifizierte Vektor pEGFPgDProT7 wurde mir von A. Heid aus dem Institut
fur Medizinische Mikrobiologie- Klinische Virologie Uberlassen. Dieser ist um

den gD-Promotor von HSV-1 und den T7-Promotor erweitert.

2.8. Nukleotide, Oligonukleotide und Primer
dATP, dCTP, dGTP, dTTPPharmacia Biotech, Freiburg

PCR-Primer, hergestellt von der Firma Carl Roth, Karlsruhe:

gL EGFP Eco RI-fw-Primer:
5-GCG CGA ATT CGC CAC CAT GGG GAT TTT GGG TTG GGT C-3

gL EGFP Bam HI-bw-Primer:
5-CCG GTG GAT CCA GGC GCC GGG AGT GGG GTC GT-3
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2.9. Molekulargewichtstandards

100 bp-Leiter Pharmacia Biotech, Frei-
burg

200bp-Leiter Pharmacia Biotech, Frei-
burg

1 kb-Leiter Pharmacia Biotech, Frei-
burg

KiloBase™ DNA Marker Pharmacia Biotech, Frei-
burg

Prestained SDS-Page Standards Bio-Rad, Minchen

2.10. Enzyme

Restriktionsenzyme:

Die fur diese Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen und die entspre-
chenden Puffer wurden von den Firmen Roche (vormals Boehringer Mannheim)

(Mannheim) und New England Biolabs (Schwalbach) bezogen.

Alkalische Phosphatase (CIAP) GibcoBRL, Eggenstein

Streptavidin-Peroxidase Calbiochem, Bad Soden

T4-DNA-Ligase New England Biolabs,
Schwalbach

T7-RNA-Polymerase (Bestandteil des in vitro Transkription/ Translations-Kits)

Promega, Mannheim

Taqg-DNA-Polymerase Pharmacia Biotech, Frei
burg

RNAse (Bestandteil des Plasmid-Kits) Qiagen, Hilden

Endoglycosidase H Roche (Mannheim)

N-glycosidase F, rekombinant Roche (Mannheim)
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2.11. Reagenziensysteme

TNT T7 Coupled Reticulocyte Lysate System

Canine Pancreatic Microsomal Membranes
QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN Plasmid Mini Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

FUGENE™6 Transfection Reagent
NuPAGE Western blotting Analysesystem

2.12. Chemikalien/Reagenzien
Ampicillin
Ampuwa, steriles Wasser
Aqua ad injectabilia

BSA (Rinderserumalbumin)

Carboxymethylcellulose

4-Chloro-1-Naphthol Tabletten, 30mg/Tablette

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerol

Histofluid

Isopropanol

Kanamycin

Methanol

N,N Dimethylformamid
NuSieve 3:1 Agarose

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim
Novex, San Diego, USA

Sigma, Mlnchen

Braun, Melsungen
Fresenius, Bad Homburg
New England Biolabs,
Schwalbach

Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt
Engelbrecht, Ederminde
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Riedel-deHaén, Seelze
Sigma, Minchen
Biozym, Oldendorf
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Seakem GTG Agarose
Triton X-100
Wasserstoffperoxid 30%

Biozym, Oldendorf
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Alle weiteren, hier nicht gesondert aufgefiihrten Laborchemikalien wurden von

den Firmen Gibco BRL (Eggenstein), Sigma (Minchen) und Merck (Darmstadt)

bezogen.

2.13. Puffer

Pufferlosungen fur die Molekularbiologie wurden entsprechend den Protokollen

von Sambrook et al., 1989 angesetzt

2.14. Laborbedarf
Cryo Vials (Einfrierréhrchen)
GEL-Blotting-Papier GB 002

Immobilon-P Transfer Membranes
Mehrfachkulturplatten
Mikroliterpipetten

Objekttrager

PCR-Rohrchen

Petrischalen

Probenréhrchen 15 bzw. 50 mli

Pipettenspitzen

Polysterolreaktionsgefalie
Reaktionsgefale 1,5 ml
Zellkulturflaschen
Ultra-Clear Gentrifuge Tubes

(Zentrifugationsrohrchen)

Greiner, Solingen
Schleicher &  Schuell,
Dassel

Millipore, Bedford
Greiner, Solingen
Eppendorf, Hamburg
Engelbrecht, Edermunde
Greiner, Solingen
Greiner, Solingen
Greiner, Solingen
Eppendorf, Hamburg &
Greiner, Solingen
Greiner, Solingen
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Solingen
Beckman Instruments,

Miinchen
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Filmmaterial
Elite Chrome 400
TURA 200 DX Chrome

Gerate
CO2-Begasungsbrutschrank
Hera Safe 15 (Sicherheitswerkbank)

Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700

Pro Il Ne-1540 (Mikrowellenofen)
Unitek HB-130 (Heizblock)

pH 535 Multi Cal (pH-Meter)
Labor-Autoklav La-MCS 203

Pipetus-Akku (Pipettierhilfe)

Vortex Reax Top

UV-Tisch, Photodokumentationskamera

Elektrophoresenetzgerate:
Phero-Stab 0312

PharmaciaLKB-EPS 500/400

Gelkammern:

Agarose-Horizontalgelkammer

Vertikal-Gelelektrophoresekammer XCell Il

(Polyacrylamidgele)

Mikroskope:
Axiovert 25

Kodak AG, Stuttgart
Tura AG, Diren

Heraeus, Dusseldorf
Heraeus, Dusseldorf
Perkin-Elmer, Uberlingen
Panasonic, Japan
Salmon Elektronics Ltd,
England

WTW, Weilheim

Asolf Wolf SANOclav,
Geislingen

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Heidolph, Nurtingen

Biometra, Goéttingen

Biotec-Fischer, Reiskir-
chen

Pharmacia-LKB, Freiburg

Biotec-Fischer, Reiskir-
chen
Novex, San Diego, USA

Zeiss, Jena
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Axioplan 2

Zentrifugen:
Biofuge fresco

Biofuge 28 RS
Varifuge 3.0 R
Optima L-70K Ultracentrifuge

Waagen:
Kern 440-45

Sauter SM 1000

Wasserbader:

Wasserbad 7
Schuttelwasserbad 1086
PharmaciaLKB-MiltiTemp |l

Zeiss, Jena

Heraeus, Dusseldorf
Heraeus, Dusseldorf
Heraeus, Dusseldorf
Beckman Instruments,

Mulnchen

Gottl. Kern & Sohn, Alb-
stadt

Sauter, Essen

Memmert, Schwalbach
GFL, Burgwedel
Pharmacia-LKB, Freiburg
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Molekularbiologische Standardmethoden
Konzentrationsbestimmung von DNA, Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
und Ligation von DNA-Fragmenten wurde nach Protokollen von J. Sambrook,
E. F. Fritsch und T. Maniatis, 1989 durchgefuhrt.

3.1.2. Isolation von Plasmid-DNA
Transformierte E.coli-Klone wurden Uber Nacht in 5 ml LB-Medium mit 100
pg/ml Ampicillin bei 37°C im Inkubator geschuttelt. Hiervon wurde 1 ml ent-
nommen und nach Zusatz von 500ul Glycerin bei - 80°C eingefroren, der Rest
bei 6000 x g abzentrifugiert. Die Isolation bakterieller Plasmid-DNA aus den
Bakterienpellets erfolgte entsprechend einer modifizierten alkalischen Extrakti-
onsmethode nach Birnboim & Doily und der Adsorption von DNA an Kieselerde
unter Verwendung des Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben
des Herstellers. Die DNA wurde in 30 uyl TE-Puffer von der Saule eluiert. Flr
grolRere DNA-Praparationen wurden die entsprechenden Plasmid Midi Kits von

Qiagen verwendet.

3.1.3. DNA-Agarosegelelektrophorese und Fragmentelution

Zur Trennung der zu isolierenden DNA-Fragmente wurden horizontale Agaro-
segele mit 0,8-1% Seakem Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf) in TAE-Puffer
verwendet.

Nach Anfarben im Ethidiumbromidbad (1 pg/ml) wurden die Fragmente unter
UV-Licht (Wellenlange 366 nm) sichtbar gemacht. Die zu isolierenden
Fragmente wurden mit einem Einmalskalpell aus dem Gel herausgeschnitten
und mittels Qiaquick Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des
Herstellers eluiert.
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3.1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Aufreinigung von PCR-
Produkten

Definierte DNA-Bereiche wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion vervielfal-
tigt. Lange und GC-Anteil der Primer wurden im Hinblick auf eine optimale An-
lagerungstemperatur bestimmt. Die Primer enthielten Schnittstellen fur be-
stimmte Restriktionsenzyme, die spater das Einklonieren des PCR-Produkts in
den Zielvektor ermoglichten, des Weiteren Consensus Sequenz
(GCCA/GCCATGG) fur einen effektiven Transkriptionsstart durch die eukaryon-
tischen Ribosomen. Ein Reaktionsansatz enthielt Reaktionspuffer (10-fache
Stammldsung), beide Primer (10 uM Stammlésung, Endkonzentration je 0,5
puM), Oligonukleotid-Mix ("dNTPs"/10 mM Stammlosung, Endkonzentration 0,2
MM) und Tag-DNA Polymerase (1 U) in 100 yl Endvolumen. Die Reaktionsan-
satze wurden in PCR-Reaktionsgefallen im Thermocycler (Gene Amp® PCR
System 9700, Perkin Elmer, Uberlingen) inkubiert. 10 Amplifikationszyklen setz-
ten sich standardmallig aus folgenden Schritten zusammen: 10 min Denaturie-
rung bei 95 °C im ersten Zyklus, 30 s Denaturierung in folgenden 10 Zyklen, 30
s Primeranlagerung bei 60 °C und 45 s DNA-Synthese bei 72 °C (im letzten
Zyklus 10 min). Nach Uberpriifung der GréRe des PCR-Produkts im Vergleich
zum Molekulargewichtsmarker im 0,8 %-igen Agarosegel wurde das PCR-
Produkt unter Verwendung des Qiaquick Purifikation Kits (Qiagen, Hilden) direkt
aus dem Amplifikationsansatz gereinigt und in 30 pl TE eluiert.

3.2. Transformation kompetenter Bakterien
Fir die Transformation wurden transformationskompetente E.coli JM 109 (Pro-
mega, Mannheim)und DM1 (Gibco BRL, Eggenstein) verwendet. Fur Transfor-
mationsexperimente wurden sie langsam auf Eis aufgetaut. 1 bis 3 pl (1-10 ng
DNA) des eisgekihlten Ligationsansatzes wurden 50 ul transformationskompe-
tenten Zellen auf Eis zur Adsorption fur 30 min zugegeben. Ein anschlieRender
Hitzeschock bei 42 °C fur 2 min diente der Einschleusung der Plasmide in die
Bakterien. Danach wurde der Ansatz 3 min auf Eis gekuhlt. Wahrend der darauf
folgenden Inkubation in 900 yl SOC-Medium fir 1 h bei 37 °C wurde die Ex-
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pression des Uber das Plasmid aufgenommenen Antibiotika Resistenzgens in-
duziert.

Zur Selektion transformierter Bakterien wurden antibiotikahaltige LB-Agar-
Platten mit 100-300 pl Aliquots der Bakteriensuspension beimpft und Uber

Nacht im Brutschrank inkubiert.

3.3. Zellkulturtechniken

3.3.1. Zellkultur

Vero- und HelLa-Zellen wurden in Gewebekulturflaschen unter Standardbedin-
gungen bei 37 °C im CO»-Begasungsbrutschrank (Heraeus, Dusseldorf) kulti-
viert. Das verwendete Zellkulturmedium MEM (Minimum Essential Medium)
enthielt 10 % FCS (fetales Kalberserum), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin. Die Passagierung der Stammhaltung erfolgte zweimal pro Wo-
che. Dazu wurde der Zellrasen mit PBS def. gewaschen, die Zellen mit 0,05 %
Trypsin in PBS 0,02 % EDTA abgeldst, die Suspension im Verhaltnis 1:3 umge-
setzt und in frisches Kulturmedium aufgenommen. Das Einfriermedium setzte
sich aus 70 % Vollmedium, 20 % FCS und 10 % DMSO zusammen.

3.3.2. Transfektion von Zellen

Die Transfektion von Plasmid-DNA in Saugerzellen wurde mittels FUGENE 6
Transfection Reagent durchgeflhrt. Das Einschleusen von DNA beruht bei die-
sem Verfahren auf der Lipofektion. Die DNA bildet mit den in dem Reagenz
enthaltenen Lipiden (non-liposomal formulation) einen Komplex, der mit der
Zellmembran reagiert (B. Wiesenhofer et al., Journal of Neuroscience Methods
1992 (1999), S. 145-152).

Dazu wurden die Zellen in Gefalken mit 35 mm Durchmesser ausgesat und bis
zu einer Konfluenz von 50-80 % inkubiert. Nach Empfehlung des Herstellers
wurden 3 ul FUGENE 6 Reagenz direkt zu 97 pl serumfreien Zellkulturmedium
zugetropft. Diese Losung wurde dann zu 1-2 ug Plasmid-DNA zugegeben und

15 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Transfektionsldsung langsam auf
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die Zellen getropft und das Kulturgefald leicht geschwenkt. Nach ca. 6-stlindiger
Inkubation bei 37 °C wurde das Medium gegen frisches gewechselt und die Zel-
len 12 bis 24 h bebrutet.

3.3.3. Selektion von positiven Zellen nach der Transfektion

Die Selektion positiver Zellen erfolgt Uber die vektorvermittelte Geneticin
(G418)-Resistenz.

Die zuvor mit 1 pg linearisierte Plasmid-DNA transfizierten Zellen (1-3 x 100000
Zellen) wurden mit 0,3 ml Trypsin/EDTA abgel6st, gut resuspendiert und mit
Geneticin-haltigem Vollmedium (400 pg/ml) auf 10 ml gebracht. Die Zellsuspen-
sion wurde in Zweier- bzw. in Dreierschritten weiter verdinnt bis eine Endkon-
zentration von ca. 100 Zellen pro 100 ul erreicht wurde. Die einzelnen Verdln-
nungsstufen wurden in 100 pl Medium/Loch in 96-Loch-Platten ausgesat und
bis zur Koloniebildung bei 37 °C inkubiert. Nach Bedarf wurde das Medium er-
ganzt. Je nach Anzahl der Uberlebenden Kolonien wurden sie nochmals in 96-
Loch-Platten ausgesat oder gleich in 24-Loch-Platten umgesetzt. Klone mit
gunstigem Wachstumsverhalten wurden dann zur Weiterkultur in 6-Loch-Platten

ausgewahlt und spater in kleine und mittlere Zellkulturflaschen umgesetzt.

3.4. Arbeiten mit Viren

3.4.1. Herstellung eines Standardviruspools
Die Standardviruspools wurden durch mindestens zweimaliges Passagieren mit
einer MOl von 0,01 PFU/Zelle hergestellt.
Dadurch sollte die Entstehung von defekten interferierenden Partikeln auf mog-
lichst niedrigem Niveau gehalten werden (v.Magnus, 1954; Bronson et al.,
1973; Schroder et al, 1979).

3.4.2. Plagueassay zur Bestimmung der Infektiositat von HSV-1

Die Anzahl infektioser Partikel in Kulturiiberstanden virusinfizierter Vero-

Zellkulturen wurde mittels Plaqueassay bestimmt. Hierzu wurde eine Verdun-
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nungsreihe der Virusstammldsung mit dem Faktor 10 angelegt und diese fir 1 h
bei 37 °C mit Vero-Zellen inkubiert. Danach wurde der Zellrasen zur Entfernung
nicht adsorbierter Viruspartikel mehrmals gewaschen und mit 0,5 % Carboxy-
methylzellulose (CMC)-haltigem Kulturmedium uberschichtet.

3 Tage spater wiesen die Zellen durch den zytopathischen Effekt der Infektion
Plaques auf. Sie wurden optisch ausgezahlt und der Virustiter unter der Be-
rucksichtigung des entsprechenden Verdunnungsfaktors in pfu. (plaque forming

unit)/ml bestimmt.

3.4.3. Aufkonzentrierung der Viruspartikel

Hierzu wurde ein Zellkulturiberstand von HSV-infizierten Vero-zellen verwen-
det. Dieser wurde zunachst durch Zentrifugation bei 10 000 x g und 4 °C fur 10
min von Zellresten befreit und in Ultrazentrifugationsréhrchen pipettiert. An-
schlielend erfolgte eine Zentrifugation bei 24 000 U/min far 1 h bei 4 °C in ei-
nem Beckman SW28 Rotor. Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets erst
getrocknet, dann in 500ul Hanks-Losung resuspendiert und schliel3lich zusam-
mengefuhrt. Es wurden 2,5ml 20 %iger Saccharose-Ldsung vorgelegt und die-
se vorsichtig mit der resuspendierten Viruslosung Uberschichtet. Die darauf fol-
gende Zentrifugation erfolgte bei 35 000U/min fur 1 h bei 4 °C (Optima L-70K
Ultracentrifuge, Beckman Instruments, Munchen). Das Viruspellet wurde in
250ul PBS vorsichtig resuspendiert und bei — 80 °C aufbewahrt.

3.5. Techniken zur Proteindetektion

3.5.1. Lyse der Zellen
Die in 6-Loch-Platten ausgesaten und ggf. mit HSV-1 infizierten Zellen wurden
2 x mit 1 ml PBS def. gewaschen, mit einem Zellschaber vom Untergrund gelost
und in 1 ml PBS in 2 Eppendorf-Reaktions-gefalde Uberfuhrt. Die Kulturgefalle
wurden nochmals mit 500 yl PBS def. nachgespult und 4 Minuten bei 13 000
rom zentrifugiert. Die Pellets wurden in 50 ul 2-fach reduzierendem SDS-

Probenpuffer aufgenommen, bei 70 °C inkubiert und anschlieRend mittels SDS-
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PAGE aufgetrennt. Pellets, die fur einen Glucosidaseverdau bestimmt waren,
wurden in 80 pl PBS def. vorsichtig aufgenommen und mit 8 pl Verdaupuffer
sowie 3 yl Protease-Inhibitor versetzt. Danach erfolgten eine 25-minutige Inku-
bation bei 70 °C, Abzentrifugieren und Abklhlen der Proben sowie eine 2-
stiindige Inkubation bei 37 °C mit 1 yl Endoglucosidase F (Roche) (200 mU in
50 mM Natriumacetatpuffer, pH 5,5) oder H (1 mU in 100 mM Natriumacetat-
Puffer, pH 5).

Das weitere Vorgehen erfolgte wie bei unbehandelten Proben.

3.5.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Trennung von
Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichtes. Das Trenngel, bestehend aus 10
% Acrylamid/Bis-Acrylamid und der Elektrophoresepuffer sowie die Apparatur,
wurden von der Firma Novex (San Diego, USA) bezogen. Die Handhabung er-
folgte nach Angaben des Herstellers. Die Proteinproben wurden vor dem Auf-
tragen mit entsprechenden Mengen 4 x NUPAGE Sample Buffer, NUPAGE Re-
ducing Agent und aqua bidest versetzt und in 10 ul Volumen auf das Gel aufge-
tragen. Ein Molekulargewichtsmarker wurde ebenfalls aufgetragen. Anschlie-
Rend wurde die Apparatur mit Elektrophoresepuffer befullt.

Die Elektrophorese wurde bei 200 V und 150 mA durchgefiuhrt und dauerte 35

min.

3.5.3. Western-Blot und Immunoprazipitation
Der Western-Blot dient dem Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikor-
per.
Die in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wur-
den, um sie fur die Reaktion mit Antikbrpern zuganglich zu machen, elektropho-
retisch auf eine Immobilon-Filtermembran Ubertragen. Hierzu wurden ein
Schwamm, Filterpapiere und die zuvor mit Methanol benetzte und anschlielRend

mit aqua bidest gewaschene Blotmembran in eine Schale mit Blotpuffer gelegt.
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Das Polyacrylamidgel wurde der Membran blasenfrei aufgelegt, ebenfalls mit
Filterpapieren und einem Schwamm bedeckt, in die Blotapparatur eingesetzt
und 60 min bei 150 mA und 18 V geblottet. Nach Abschluss des Proteintrans-
fers wurde die Membran vom Gel genommen und zur Renaturierung der geblot-
teten Proteine und zur Blockierung unspezifischer Antikdrperbindung 30 min bei
RT auf dem Schiittler in Blocklésung (3 % BSA in PBS def. bzw. Milchpulver in
PBS def.) inkubiert. Fur alle weiteren Anwendungen wurde die Blocklosung 1:4
verdinnt. Nach dem Blocken wurde die Membran Uber Nacht bei RT mit dem
Erstantikorper in Blocklésung inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden
durch dreimaliges Waschen von je 5 min mit Blocklésung entfernt. Der Antigen-
Antikorper-Komplex wurde durch einen Biotin-gekoppelten Zweitantikorper de-
tektiert (Biotin-gekoppelte F(ab')2 Goat Anti-Mouse 1gG, Calbiochem, Bad So-
den).

Hierzu wurde die Membran mit dem Zweitantikorper in Blocklosung 90 min bei
RT inkubiert und anschlielend mit Blocklosung gewaschen. Es folgte die Inku-
bation mit 1:1000 in Blockldésung verdinnter Streptavidin-Peroxidase fur 1 h.
AnschlieBend wurde 2 x mit Blocklésung, 1 x mit PBS def. gewaschen. Zur
Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde der Blot mit Substratlésung (0,08 %
Wasserstoffperoxid mit einer Tablette 4-Chloronaphthol in 10 ml Methanol) ent-

wickelt. Zugabe von aqua bidest stoppte die Farbreaktion.

Bei der Ko-Immunoprazipitation wurden dem Zellysat spezifische Antikérper
zugegeben, um das Protein gezielt zu binden. Uber diesen Antikérper wurde
dann das gesuchte Protein aus dem Lysat herausgezogen. Hierzu wurden Pro-
tei G-Beads verwendet. Dabei handelte es sich um Protein G-beschichtete Ku-
gelchen. Protein G, ein Bestandteil der bakteriellen Zellwand bindete an die Fc-
Region der zuvor verwendeten spezifischen Antikorper. Die Isolierung der
Komplexe erfolgte Uber Zentrifigation und mehrere Waschschritte. Anschlies-

send erfolgte der Nachweis Uber einen Western-Blot.
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3.6. Invitro Transkription/Translation

In vitro Transkription- und Translationsexperimente wurden unter Verwendung
des kombinierten Retikulozytenlysat-Kits TNT T7 (Promega, Madison) nach
Anweisung des Herstellers durchgefuhrt. Das Konstrukt pEUKT7C1gL enthielt
bereits die kodierende Sequenz von Glykoprotein L. Pro Ansatz wurde 1 ug zir-
kulares Plasmid-DNA eingesetzt, das mit 1:10 verdinntem RNAse-freiem TE-
Puffer von einer Qiaprep 8 Plasmid Kit-Saule eluiert worden war. Der Ansatz
enthielt weiterhin 40 pl konzentriertes Retikulozytenlysat, 1 x Reaktionspuffer,
alle Aminosauren (20 yM) auler Methionin, 1ul L-Methionin (1uM), 1 ul T7-
RNA-Polymerase (Konzentration vom Hersteller nicht angegeben), 20U RNAse-
Inhibitor sowie RNAse-freies Wasser zur Erganzung des Endvolumens auf 50
pl. Er wurde auf Eis unter Beachtung aller Vorsichtsmallnahmen zur Minimie-
rung des Risikos einer Kontamination mit RNAsen zusammenpipettiert. Die Re-
aktion erfolgte wahrend 90-minutiger Inkubation bei 30 °C. 0,5-10 ul des Ansat-
zes wurden nach 1:1-Verdunnung mit SDS-PAGE-Probenpuffer und 5-
minutigem Kochen zur Auftrennung der Translationsprodukte auf ein 10 %
SDS-PAGE (3.4.2.) geladen. Die aufgetrennten Proteine wurden im Western-
Blot detektiert.
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4.

4.1.

Ergebnisse

Klonierung von pEGFPgDProT7gL

4.1.1. In vitro-Transkription/-Translation von gL aus dem Ausgangsvek-

tor pEUKC1T7gL

Zunachst wurde in Vorversuchen die Intaktheit der gL-Sequenz aus dem Aus-

gangskonstrukt pEUKC1T7gL Uberprift. Dazu wurde das Konstrukt in vitro
transkribiert und translatiert (3.5.). Das Glykoprotein L wurde mittels SDS-PAGE
(3.4.2.) aufgetrennt und im Western-Blot (3.4.3.) mit einem gL-spezifischen po-

lyklonalen Kanninchenserum (Serum E24/7) detektiert (vgl. Abb. 1). Als Nega-

tivkontrolle wurde biotinyliertes gH aufgetragen, welches erwartungsgemaf mit

gL-spezifischem Antiserum nicht nachgewiesen werden konnte.

Die Detektion Uber den Einbau von biotinyliertem Lysin wahrend der in vitro-

Transkription/-Translation mit Streptavidin-AP gelang ebenfalls.

Fur das Konstrukt konnte die Existenz eines intakten Leserahmens nachgewie-

sen werden. Das Molekulargewicht des detektierten gL (34kDa) stand im Ein-

klang mit dem in friheren Experimenten ermittelten MG von 30-40 kDa.

Spur | Spurbelegung | Auftrag
1 gL biotinyliert 1,25 ul
2 gH biotinyliert | 1,25 pl 83 ~
3 gL biotinyliert 2,5l 48,7 ~
4 gH biotinyliert 2,5 ul 334 7" = -
5 | gL biotinyliert 5 pl 2% -
6 gH biotinyliert 5yl 123456

Abbildung 3: Nachweis von Glykoprotein L aus dem In vitro Transkrip-

tons/Translationsprodukt des Vektors pEUKC1T7gL mit gL-
spezifischem polyklonalem Kaninchenserum E24/7.
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4.1.2. In vitro-Transkription/-Translation von gL aus pEUKC1T7gL unter

Zugabe von Hundepankreasmikrosomen

Die posttranslationale Modifizierung des Glykoproteins L (Abspaltung des Sig-

nalpeptides,

Glykosylierung etc.) wurde durch die Zugabe von Hunde-

pankreasmikrosomen zum in vitro Transkriptions-/Translationsansatz unter-

sucht. Im anschlieRenden Western-Blot konnte die Existenz modifizierter For-

men von gL gezeigt werden. Diese Formen wiesen im Vergleich zum nicht mo-

difizierten gL ein hdheres Molekulargewicht auf (Abb. 2).

Spur Spurbelegung

1 gL mit Zugabe von Hundepankreasmikrosomen

2 gL ohne Zugabe von Hundepankreasmikrosomen

3 gL+gH mit Zugabe von Hundepankreasmikrosomen
4 gL+gH ohne Zugabe von Hundepankreasmikrosomen

48,7 =
324~ w=a-

28,2 ©

1 23 .4

Abbildung 4: Modifizierung des Molekulargewichts von Glykoprotein L durch

Zugabe von Hundepankreasmikrosomen zum In vitro Transkrip-

tion-/Translationsansatz
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4.1.3. Optimierung der Detektion Gber den Einbau von Bio-Lysin
Weitere Versuche dienten dazu, die Detektion von gL uber den Einbau des bio-
tinylierten Lysin mit Streptavidin-AP zu optimieren, da sich bei diesem Verfah-
ren sehr viele unspezifische Banden darstellten. Dazu wurde nach dem Blotten
die Membran mit drei unterschiedlichen Block-und Waschlésungen behandelt
und anschlielend mit Streptavidin—AP detektiert und miteinander verglichen
(Abb. 5).

-Blocken mit TBS Tween 0,5 %
-Blocken mit TBS 3 % BSA
-Blocken mit PBS 3 % BSA

Qualitativ stellte sich die Renaturierung der Proteine mit TBS 3 % BSA als die
beste Methode dar.

Detektion von gL Uber den Einbau von biotiniertem Lysin mit Streptavidin-AP

-Block mit TBS Tween 0,5 %

Spur Spurbelegung | Auftrag

1 gH 1,25 pl
2 gH 4,5 ul 116 ~
83 =

3 gL 1,25 pl

4 L 2,54l

g K 324
28,2 ~

1 23 4
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-Blocken mit TBS 3 % BSA

Spur Spurbelegung | Auftrag 116 -
1 gH 1,25 pl 83 ~
2 gH 4,5 ul
3 gL 1,25 ul S2.45 --
4 gL 2,54l 282 -

1234

Blocken mit PBS 3 % BSA
Spur Spurbelegung | Auftrag 116 = ==
1 gH 1,25 =
2 gH 4,5 ul p— adn
3 gL 1,25 pl
28,2 ~

4 gL 2,5l

1 2 8 4

Abbildung 5: Detektion von gL Uber den Einbau von biotiniertem Lysin mit
Streptavidin-AP

4.2. PCR-Amplifikation von gL
Fur die weiteren Klonierungsschritte wurden die 672 Basenpaare der kodieren-
den Sequenz von gL mittels PCR (3.1.4.) amplifiziert. Als Zielseqenz diente das
Plasmid pEUKC1T7gL. Mit Hilfe der PCR-Primer wurden dem PCR-Produkt
gleichzeitig Schnittstellen fur Restriktionsenzyme hinzugeflgt: mit dem Vor-

wartsprimer am N-terminalen Ende die Schnittstelle fir EcoRI und am C-
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Terminus mit dem Rickwartsprimer die Schnittstelle fir BamHI. Die Restrikti-
onsstellen ermdglichten das spatere In Frame-Einklonieren von gL in den mit
BamHI und EcoRI gedffneten Vektor pEGFPgDproT7. Nach Abschluss der
PCR wurde das Produkt aus dem Amplifikationsansatz gereinigt und in der A-
garosegelelektrophorese mit einem Molekulargewichtsmarker verglichen. Das
nachgewiesene Produkt von ca.700 bp korrelierte dabei gut mit der errechneten
Grofde von 698 bp.

Sequenzen der flur die PCR verwendeten Primer:

gL EGFP Eco RI-fw-Primer:
5-GCG CGA ATT CGC CAC CAT GGG GAT TTT GGG TTG GGT C-3°

gL EGFP Bam HI-rw-Primer:
5-CCG GTG GAT CCA GGC GCC GGG AGT GGG GTC GT-3

Spur | Spurbelegung
1 Molekulargewichtsmarker
2000p oo on I 700
PCR-Produkt pEUKC1T7gL 100 bp « 400 bp
3 Molekulargewichtsmarker
100bp

Abbildung 6: Agarosegelelektrophorese des PCR-Produkts pEUKC1T7gL
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4.3. Klonierung des PCR-Fragmentes in pGEM-T
Zur Erleichterung der Klonierung des PCR-Produktes wurde das mitttels PCR
amplifizierte gL-Fragment zunachst in den Vektor pGEM-T kloniert.
Die Spuren 1, 3 und 5 enthielten eine Bande von ca. 3000 bp und eine Bande
von weniger als 1000bp. Dies entsprach den erwarteten BandengréfRen und
zeigte, dass die fur den nachsten Klonierungsschritt bendtigten Schnittstellen
vorhanden waren. Das Vorhandensein eines korrekten Inserts wurde durch

Doppelverdauung mit Eco R1 und Bam HI Uberpruft.

Spur |Spurbelegung

1 | Molekulargewichtsmarker 1kb

2 |pGEM-TgL Klon 1

3 |pGEM-TgL Kion 3 8=

1 kb —

4 |pGEM-TgL Klon 4

5 |pGEM-TgL Klon 9

6 |pGEM-TgL Klon 10 e e g 7

7 | Molekulargewichtsmarker 1kb

Abbildung 7: Agarosegelelektrophorese des Doppelverdaus von pGEM-TgL
mit EcoRI und BamHI

4.4. Klonierung des gL in pEGFP-1gDproT7
Zur In Frame-Klonierung der gesamten glL-kodierenden Sequenz (672 bp, 224
Aminosauren) vor die EGFP-Sequenz wurde der Vektor pEGFP-1gDproT7 mit
Bam HI und EcoRIl doppelverdaut, das Vektorfragment in der Agaro-

segelelektrophorese aufgereinigt und anschlieRend Vektor und Insert ligiert.
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Das neu entstandene Plasmid pEGFPgDproT7gL (5274 bp) setzte sich aus den
698 bp des gL-PCR-Produktes und 4576bp des doppelverdauten pEGFP-
1gDproT7 zusammen.

Die Klone 1,2,7 und 8 enthielten das Insert mit korrekter Orientierung. Klon 1

wurde in den weiterfihrenden Versuchen verwendet.

Spur Spurbelegung

1 Molekulargewichtsmarker 1 kb

2-11 pEGFPgDproT7gL 1-10

12 Molekulargewichtsmarker 200 bp

3 kb —
2kb—

1 kb —> M < | kb
+ 600 bp

« 400 bp

] 279 o o w12

Abbildung 8: Agarosegelelektrophorese

des mit BamHI und EcoRI geschnitten pEGFPgDproT7gL

4.5. Klonierung des Plasmids pEYFPgDproT7gL
Bei der Klonierung des Vektors pEYFPgDproT7gL wurde die EGFP-kodierende
Sequenz gegen EYFP ausgetauscht. Die EGFP-Sequenz wurde mit BamHI und
Notl aus dem Plasmid ausgeschnitten und die EGFP-freie Vektor-DNA im Aga-
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rosegel aufgetrennt und aufgereinigt. Das Plasmid pEYFP-1 lieferte das EYFP-

Fragment. Nach der Ligation erfolgte die Transformation der ligierten DNA in

kompetente Bakterien E.coli DM-1 und Ausplattieren auf kanamycinhaltige A-

garplatten.

Es wurden wieder 10 Bakterienkolonien den Platten enthommen und in 5 ml

Ubernachtkultur angeziichtet und zur Plasmidisolation verwendet. Um zu kon-

trollieren, ob die Plasmide das Insert enthielten, wurden sie mit BamHI und E-

coRI doppelverdaut und im Agarosegel analysiert. Demnach waren die Klone 1,
2,3,4, 5,6, 8 und 10 korrekt.

Klon 1 wurde in spateren Versuchen weiter verwendet.

Spur |Spurbelegung

1 Molekulargewichtsmarker 1 kb
2 pEGFPgDproT7gL 1

3 pEGFPgDproT7gL 2

4 pEGFPgDproT7gL 3

5 pEGFPgDproT7gL 4

6 pEGFPgDproT7gL 5

7 pEGFPgDproT7gL 6

8 pEGFPgDproT7gL 7

9 pEGFPgDproT7gL 8

10 |pEGFPgDproT7gL 9

11 pEGFPgDproT7gL 10

12 | Molekulargewichtsmarker 200 bp
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«— 800 !1;_\

«— 600 bp

| Al e - e e R G O

Abbildung 9: Agarosegelelektrophprese des mit BamHI und EcoRlI
geschnittenen pEYFPgDproT7gL

4.6. Transiente Expression der Konstrukte in animalen Zellen

4.6.1. Expressionsmuster in HeLa-Zellen

Zur Untersuchung der Funktionsfahigkeit der Fusionsproteine wurden Hela-
Zellen mit der rekombinanten DNA transfiziert. Die Expression der Proteine
stand unter der Kontrolle des HSV-1 gD-Promotors.

Zur Induktion der Proteinexpression wurden die Zellen 18 bis 24 h nach der
Transfektion mit HSV-1 infiziert und 24h inkubiert. Es wurde jeweils eine Kon-
trolle mit transfizierten, aber nicht HSV-1-infizierten Zellen angelegt. Die Zellen
wurden anschlieRend mit Formaldehyd fixiert und mikroskopisch beurteilt. Nach
der Uberinfektion mit HSV-1 zeigten die Zellen eine ausgepragte Autofluores-
zenz, die Uberwiegend membranstandig verteilt war. In der nicht infizierten Kon-
trollpopulation war keine Autofluoreszenz vorhanden. Zellen, die mit gH-
negativem Virus infiziert wurden zeigten ebenfalls eine Autofluoreszenz, die

jedoch eher im Zytoplasma lokalisiert war.
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a) b)

Abbildung 10:

a) Transiente Expression von pEGFPgDproT7gL in HeLa-Zellen nach Infektion
mit HSV-1 17+

b) Transiente Expression von pEGFPgDproT7gL in HeLa-Zellen nach Infektion

mit gH-negativer Virusmutante

4.7. Etablierung von Vero-Zelllinien mit induzierbarer Expression der

Fusionsproteine

4.7.1. Herstellung von Vero-gLEGFP-Zellen

Zur stabilen Integration von pEGFPgDproT7gL-DNA in Vero-Zellen wurde diese
mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Alw44l linearisiert. Vero-Zellen, die ei-
nen Tag vorher in einer Kulturschale (mit 35 mm Durchmesser) ausgesat und
zur Semikonfluenz gebracht worden waren, wurden mit linearisierter Vektor-
DNA transfiziert. DieSelektion gLEGFP-positiver Zellklone erfolgte wie in dem
Kapitel Material und Methoden beschrieben.

Insgesamt wurden 22 Klone, 13 davon mit induzierbarer gLEGFP-Expression
selektiert. Die Starke der Autofluoreszenz wurde mit Punktzahlen 1( schwach)
bis 3 (stark) beurteilt. Klon 4.10A zeigte eine sehr starke, induzierbare Autofluo-
reszenz und wurde zur Weiterkultur verwendet. Ein anderer Klon, bezeichnet
mit 4.9C, zeigte eine starke Autofluoreszenz auch ohne HSV-1-Uberinfektion.

Dieser Klon wurde ebenfalls weiterkultiviert.
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Um stabile Zelllinien mit induzierbarer gLEYFP-Expression zu erzeugen, wurde
die pEYFPgDproT7gL-DNA ebenfalls mit Alw44l linearisiert und die Transfekti-
on wie unter 4.7.1. beschrieben. Es wurden 64 Zellklone mit Geneticin-

a) b)
c) d)

Abbildung 11: Vero-gLEGFP-Zellen:
a) Zelllinie 4.9C nicht infiziert

b) Zellinie 4.9C nach HSV-Infektion
c) Zelllinie 4.10A nicht infiziert

d) Zellinie 4.10A nach HSV-Infektion
4.7.2. Herstellung von Vero-gLEYFP-Zellen

Resistenz selektiert, wobei die Klonalitat in vielen Fallen nicht eindeutig war.
Alle Klone wurden auf Expression von gLEYFP nach HSV-1-Uberinfektion ge-
testet. Auch hier wurde die Autofluoreszenz mit Punktzahlen bewertet. Bei 37

Klonen konnte eine Autofluoreszenz festgestellt werden, die zehn besten davon
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wurden zunachst in kleinen Flaschen kultiviert. Davon zeigten 3 Klone eine
starke Autofluoreszenz, ein weiterer Klon mit der Bezeichnung 4.4F2 zeigte die
bislang starkste beobachtete Autofluoreszenz und wurde mit 4 Punkten bewer-
tet. Da der Klon 4.4F2 im Laufe der Zeit sich auch durch das gunstigste Wachs-
tumsverhalten auszeichnete, wahrend viele andere Klone in ihrem Wachstum
stagnierten und degenerierten, wurde er flr die weiteren Experimente verwen-
det.

4.7.3. Nachweis der gLEGFP- und gLEYFP-Fusionsproteine im
Western-Blot
Aus den Kulturen gLEGFP- und gLEYFP-exprimierender Zellen wurden nach
Infektion mit HSV-1 sowie einer gH-negativen Virusmutante Zellpellets gewon-
nen. Die Proteine des Zellysats wurden Uber ein 10%-iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet (siehe Abb. 12 und 13). Ein Teil der
Proben wurde vor der Auftrennung mit Glucosidase H oder F verdaut. Fur beide
Konstrukte konnte mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen GFP bzw. gL (Kanin-
chenserum E24/7) die Existenz eines Proteins mit einem MG von ca. 65 kDa
nachgewiesen werden. Bei der Zell-Linie 4.9.C konnte das Fusionsprotein auch
ohne vorherige HSV-1-Infektion identifiziert werden, da diese Zelllinie das Pro-
tein stabil exprimierte. Der Vergleich der Banden mit und ohne HSV I-Infektion
lieR eine leichte Veranderung des Glycosylierungsmusters nach HSV-1-
Infektion erkennen. Dieser Effekt war nach Infektion mit gH-negativem Virus

nicht nachweisbar.
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Abbildung 12: Nachweis des Fusionsproteins gLEGFP in der Zellinie 4.9C
mit und ohne Infektion mit HSV-1 Virus (stabile Expression).

Detektion mit monoklonalem GFP-spezifischen Antikérpern.
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Abbildung 13: Nachweis des Fusionsproteins gLEYFP in der Zellinie 4.10A
nach Infektion mit HSV-1 Virus (virusinduzierte Expression).

Detektion mit monoklonalem GFP-spezifischen Antikérpern.
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4.7.4. Untersuchung der Zeitkinetik der Fusionsproteinexpression
Um das zeitliche Expressionsmuster zu bestimmen, wurden die Zellpellets aus
gLEYFP-exprimierenden Zellen des Klones 4.4.F2 jeweils 4, 8, 12, 18, 20 und
24 Stunden nach der Infektion mit HSV-1 geerntet. Parallel dazu wurden auch
Zellen geerntet, bei denen vor der Infektion mit HSV-1 die Zugabe von Aciclovir
erfolgte. Nach Aufbereitung und Trennung mittels SDS-PAGE wurden gL-
EGFP-Fusionsproteine sowie die viralen Proteine VP5 und gD im Western—Blot
mit monoklonalen Antikdrpern detektiert (siehe Abb.14). Das Fusionsprotein trat
erstmalig 8 Stunden nach der Infektion auf, wobei die Menge des durch die Zel-
len synthetisierten Proteins nach 12- bis 18-stundiger Inkubation ihr Maximum
erreichte. Die Hemmung der viralen DNA-Synthese durch Aciclovir fuhrte zu
keiner Minderung der gLEYFP-Expression. Das zeitliche Muster entsprach so-
mit dem eines E/L-Proteins. Das zeitliche Auftreten und das Expressionsmanxi-
mum der E/L-Proteine gD und VP 5 war erwartungsgemaf etwa synchron mit

gLEYFP. Allerdings lieR® sich die Synthese von VPS5 durch Aciclovir hemmen.

1) Detektion mit monoklonalem GFP-Antikorper

"""-'----h-u..- 83

= BT
_..-_--._......, -

Y ET— - 35‘7

- 206
HSV-1 ST T T I G S S N T
time(hrs.p.i.) 4 4 4 8 8 12 12 16 16 20 20 24 24
ACV SRR ST R I R €
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2) Detektion mit VP5-spezifischem Antikdrper

> = 123

= 50,7

HSV-1 T T S S S S S S SRR
time(hrs.p.i.) 4 4 4 8 8 12 12 16 16 20 20 24 24
ACV = = ® ok ek -+ o+

3) Detektion mit gD-spezifischem monoklonalem Antikorper (IV-4-1)

= 83
- -.-.‘.- b i

= 357

HSV-1 -+ + 4+ + + + + + o+ +
time(hrs.p.i.) 4 4 4 8 8 12 12 16 16 20 20 24 24
ACV - w  om e e e P

Abbildung 14: Zeitkinetik der Fusionsproteinexpression nach der Infektion der

Zellen mit HSV-1 jeweils mit und ohne Zugabe von Aciclovir
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4.7.5. Nachweis der Fusionsproteine in den Viruspartikeln
Die Untersuchung des Einbaus der Fusionsproteine in die Viruspartikel wurde
mit dem gLEYFP-exprimierenden Zellklon 4.4.F2 vorgenommen. Nach der In-
fektion der Zellen mit HSV-1 wurde eine Viruspraparation durchgefuhrt und freie
Viruspartikel aufgereinigt. Bei der mikroskopischen Untersuchung des Viruspel-

lets unter UV-Licht war eine deutliche Autofluoreszenz sichtbar (siehe Abb.15)).

Das Viruspellet wurde zunachst mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf das
Vorhandensein von gL untersucht. Die Detektion erfolgte wie oben beschrieben
mit einem GFP-spezifischen monoklonalen Antikorper. Die im Western-Blot
sichtbaren Banden zeigten, dass das Fusionsprotein gLEYFP in die Virusparti-
kel eingebaut wurde. Als Negativkontrolle wurde eine Viruspraparation aus ei-

ner nicht modifizierten Zellkultur aufgetragen.

Abbildung 15: Viruspellet aus gLEYFP-exprimierenden Zellen, welche mit
HSV-1 infiziert wurden.
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Spur | Spurbelegung

1 Viruspellet aus einer gLEYFP-

exprimierenden Zellkultur 83 = SEn
2 Zellysat aus gLEYFP-exprimierenden il
Zellen w7 ~
3 Viruspellet aus einer nicht modifizier-
ten Zellkultur , O

Abbildung 16: Nachweis von gLEYFP mit GFP-spezifischen monoklona-

lem Antikoper im Viruspellet

4.7.6. Kopréazipitation von gLEYFP mit dem gH-spezifischen monoklo-
nalen Antikérper LP11
Fir die Koprazipitation wurde das Zelllysat der HSV-infizierten Zelllinie Vero
gLEYFP 4.4.F2 verwendet. Dem Uberstand wurde der gH-spezifische mo-
noklonale Antikorper LP11 zugegeben, um Antigen—Antikorper-Komplexe zu
erhalten. Der im nachsten Schritt erfolgte Zusatz von Protein G-Beads diente
der Bindung der Ag-Ak-Komplexe. Nach mehreren Waschschritten (s. Materia-
lien und Methoden) wurden die Komplexe geblottet und mit GFP-spezifischen
Antikorpern detektiert. Eine detektierbare gL-EYFP-Bande im Western-Blot
zeigte an, dass gLEYFP zu der Komplexbildung mit gH befahigt ist. Bei der ent-
sprechenden Kontrolle ohne Zugabe von LP11 konnten keine Proteinkomplexe

gebunden und von Anti-GFP-Antikérpern erkannt werden.
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Spur |Spurbelegung

1 Koprazipitat aus LP11, gH/gLEYFP, _p
Detektion mit Anti-GFP-AK = 50,7

2 |Zelllysat ohne Zugabe von LP11,
Detektion mit Anti-GFP-AK

Abbildung 17: Nachweis der Komplexbildung zwischen gLEYFP und gH durch
Coprazipitation mit gH-spezifischen monoklonalen Antikérper

LP11 und Detektion mit GFP-spezifischem Antikorper.
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5. Diskussion

Der Prozess der HSV-Infektion, der die Interaktion viraler und zellularer Protei-
ne, die Synthese der Viruspartikel und deren intrazellularen Transport ein-
schlief3t, ist noch nicht vollstandig geklart. GFP, ein nicht zytotoxisches Protein,
eroffnet die Moglichkeit von Echtzeituntersuchungen in lebenden Zellen. Auf
diese Weise kann man mit Fusionsproteinen, die N- oder C- terminal GFP tra-
gen, die Lokalisation von Proteinen in lebenden Zellen bestimmen. Die Analyse
der Ausbreitung von HSV-1 in Zielzellen Uber die Untersuchung des zeitlichen
und raumlichen Verteilungsmusters der Virusproteine mittels autofluoreszerien-
der Hull-, Tegument- und Kapsidproteine sowie deren Interaktionen untereinan-
der stellen das Ziel unseres Forschungsprojektes dar. Die konkrete Aufgabe
dieses Teilprojektes bestand in der Herstellung eines Fusionsproteins aus gL
und EGFP/EYFP. Die Analyse der Funktion des Fusionsproteins und des Ver-
teilungsmusters wahrend des Infektionszyklus und die anschlieRende Beurtei-
lung des Einflusses des GFP-Anteils erforderte die Herstellung von Zelllinien,
die eine stabile bzw. eine regulierbare Expression der Fusionsproteine erlaub-

ten.

5.1. Posttranslationale Modifikation von gL

Zu Beginn der Arbeit wurde das Ausgangskonstrukt pEUKC1T7gL auf Intaktheit
der gL-Sequenz Uberpruft. Dies geschah durch die in vitro-Transkription/-
Translation. Krieg und Melton haben 1987 diese Methode ausflhrlich beschrie-
ben. Ein intakter Leserahmen und ein Protein mit einem Molekulargewicht von
30-32 kDa wurde nachgewiesen. Dubin und Jiang (1995) detektierten die 30
kDa-Form des gL im Zellkulturiberstand sowie im Zelllysat von transient trans-
fizierten L-, COS- und Vero-Zellen. Im Zelllysat von COS- und Vero-Zellen
konnten sie zusatzlich einen 25-28 kDa-Prekursor nachweisen (38).

Die Koexpression von gH und gL ist fur ein normales posttranslationales Pro-
zessieren und den intrazellularen Transport von beiden Glykoproteinen erfor-

derlich. gH und gL sind essentiell fir die Infektion in vitro und vermitteln den
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Prozess des Viruseintrittes in Zellen und der viralen Zell-zu-Zell-Ausbreitung
des Virus (29, 70, 109)

Hutchison et al (1992) fanden im Zellextrakt von gL/gH-kotransfizierten Vero-
Zellen neben der 30 kDa-Form noch eine 40 kDa-Form (70). Im Zellextrakt von
nur mit gL transfizierten Zellen war diese Form weniger vertreten und bei der
Infektion mit einer gH-negativen Virusmutante fehlte sie. Die 24 kDa-Form liel3
sich ausschliesslich in Zellen nachweisen, in denen die posttranslationale Gly-
cosylierung der Proteine durch die Behandlung mit Tunicamycin verhindert
wurde. Diese Form entspricht dem errechneten Molekulargewicht des gL vor
der Glycosylierung. Es wird unmittelbar nach der Synthese zur 30 kDa-Form
prozessiert. Dies deutet darauf hin, dass gL abhangig vom Zelltyp und der An-

wesenheit von gH unterschiedlich prozessiert wird (79, 80).

5.2. Komplexbildung mit gH

gH und gL bilden einen funktionellen heterooligomeren Komplex, der auf der
Virushille und auf der Oberflache von virusinfizierter Zellen exprimiert wird. Die
Beobachtung, dass die Komplexbildung fur die korrekte Faltung, die Prozessie-
rung und die Zellmembran-Expression von gH notwendig ist, legte nahe, dass
gL essentiell fur die Replikation von HSV-1 ist (70). In Abwesenheit von gL wird
gH inkomplett prozessiert, ist fehlgefaltet und wird intrazellular zurickgehalten
(3, 14, 15, 43, 61, 62). Ahnlich verhalt sich gL. gL wird in Abwesenheit zu einem
reifen 30-40 kDa Protein prozessiert und ins Zellmedium sezerniert. Dies wurde
in Experimenten gezeigt, in denen Zellen mit einer gH-negativen Virusmutante
infiziert wurden und dementsprechend das Glykoprotein gH nicht gebildet wer-
den konnte (47, 109).

Dass das Glykoprotein gL mit einem anderen Protein assoziiert ist, zeigten wei-
tere Versuche, in denen zunachst mittels eines spezifischen Antiserum Uberra-
schenderweise nicht nur ein 30-40 kDa Protein, sondern auch ein weiteres ca.
100-110 kDA Protein immunprazipitiert wurde. Weitere Experimente zeigten,
dass es sich um gH handelte (70, 85).

Mdgliche Auswirkungen des Fusionsproteins gLEYFP auf die Komplexbildung

mit gH wurden in Anlehnung an die Experimente von Hutchinson (1992) unter-
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sucht. Aus dem Zelllysat von gLEYFP exprimierenden Verozellen wurde mit
einem monoklonalen Antikorper gegen gH (LP11) ein Protein koprazipitiert,
welches mit GFP-spezifischem Antiserum detektiert wurde und ein Molekular-
gewicht von ca. 70-80 kDa besald (Abb. 15). Dies bedeutete, dass das Fusi-
onprotein gLEYFP zur Kompexbildung mit gH fahig ist.

Inwiefern der EYFP/EGFP-Anteil des Fusionsproteins den intrazellularen
Transport und die Prozessierung von gL beeinflusst, zeigten die Western-Blot
Analysen der Fusionsprotein-exprimierenden Zelllinien 4.9C nach HSV-1 Infek-
tionen sowie nach Infektion mit einer gH-negativen Virusmutante. Entsprechend
den Erwartungen liel3 sich eine leichte Veranderung des Glycosilierungs-
musters nach HSV-1-Infektion erkennen (Abb.10 und 11). Nach der Infektion
mit einem gH-negativen Virus war dieser Effekt nicht nachweisbar. Hutchinson
zeigte bereits, dass die Prozessierung von gL zum 40 kDa-Protein abhangig
von der gL-/gH-Komplexbildung ist. Bei der Infektion der Zellen mit Vaccinia-gL-
Virus wurde groftenteils gL in der 30 kDa-Form synthetisiert. Bei der Koinfekiti-
on der Zellen mit Vaccinia-gL und Vaccinia gH-Virus wurden ca. gleiche Men-

gen der 30 und der 40 kDa Form des gL synthetisiert.

5.3. Zeitlicher Verlauf der Expression
Nach der zeitlichen Aufteilung der Virusproteine im Infektionszyklus gehort das
Glycoprotein L zu der Gruppe der Early/Late Proteine (auch Ry oder y1 ge-
nannt). Ihre Expression ist von dem Vorliegen funktioneller a-Proteine abhangig
und im Gegensatz zu den y 2-Proteinen unabhangig von einer Replikation der
viralen DNA. Das gL-Genprodukt konnte 4 Stunden nach Virusinfektion im Zell-
lysat nachgewiesen werden. Nach 12 h erreichte die Expression ihr Maximum
(7, 30). Als Promotor wurde der gD-Promotor aufgrund seiner Eigenschaften
ausgewabhlt: das Glykoprotein D gehért ebenfalls zu der Gruppe der y1-Proteine
und gD-Gen wird relativ frih im Infektionszyklus transkribiert (4, 89, 116, 130).
Das Pracursorprotein des gD lasst sich 2h nach der Infektion nachweisen. Die
Eigenschaften des gD-Promotors wurden durch mehrere Arbeiten aus unserer

Forschungsgruppe untersucht (Hafezi Diss. 2002, Heid Diss. 2004). Dort erwies
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sich der gD-Promotor als ein starker, spezifisch durch HSV-1 aktivierbarer Pro-
motor mit einem frihen Zeitpunkt der Aktivierung durch das Virus. Hier wurde
neben der zeitlichen Aktivitat auch der Einfluss von Aciclovir auf die Aktivitat
des Promotors untersucht.

In den Experimenten wurde das Fusionsprotein gLEGFP bezlglich seines zeit-
lichen Auftretens im Infektionszyklus untersucht und mit dem Wildtypprotein
verglichen. Das Fusionsprotein trat erstmalig 8 h nach der Infektion auf und er-
reichte das Expressionsmaximum 12-18 h nach der Infektion. Die Hemmung
der DNA-Synthese durch Aciclovir fuhrte zu keiner Minderung der Expression.
Dies zeigt, dass die Synthese des Fusionsproteins von dem Vorliegen funktio-
neller Nachkommen-DNA wie beim Wildtyp gL unabhangig ist. Dies entspricht
einer Early/Late-Charakteristik (y1). In den Arbeiten von Elliot und O'Hare (41)
zum GFP-VP22 Fusionsprotein wurde gezeigt, dass die Kinetik von VP22 und
GFP-VP22 sehr ahnlich ist. Beide Proteine konnten zum ersten Mal 6 Stunden
nach der Infektion detektiert werden. Des Weiteren wurde hier die Expressions-
kinetik von 3 anderen, unterschiedliche Genklassen reprasentierenden Protei-
nen, nach der Infektion mit GFPVP22 enthaltenden Virus (166 v) untersucht.
Sowohl flir166 v wie auch fur wt-HSV war die Expressionskinetik flr das Imme-
diate-Early Gen IE110, das Early Gen TK und das Late Gen VP16 identisch.
Dies legte nahe, dass die GFPVP22-Virusreplikation genauso effizient ist wie
beim Wildtyp-Virus und das der GFP-Anteil in diesem Fall keinen Einfluss auf

die Replikationskinetik des Virus nimmt.

5.4. Verteilungsmuster des Fusionsproteins
Die Lokalisierung viraler Proteine erfolgte vor der Einfuhrung von GFP u.a. mit-
tels Immunfluoreszenzmikroskopie in fixierten Zellen. Die Methode der indirek-
ten Immunfluoreszenz beruht auf der Identifizierung der Antigene mit spezifi-
schen Antikdrpern. Im zweiten Schritt werden diese mit weiteren Antikdrpern
sichtbar gemacht. Hutchison et al wiesen 1992 mittels indirekter Immunfluores-
zenz eine vorwiegend membranenstandige Verteilung des gH/gL-Komplexes

nach. Dubin und Jiang lokalisierten 1995 gL mittels Immunfluoreszenzmikro-
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skopie an der Zelloberflache von gL/gH-kotransfizierten Zellen. Im Unterschied
zu den Arbeiten von Hutchinson handelte es sich hier um einen Nachweis mit-
tels gL-spezifischer Antikdrper, wahrend Hutchison gH-spezifische Antikorper
verwendete. Entsprechend den Erwartungen wurde in allein mit gL-
transfizierten Zellen kein membranstandiges gL nachgewiesen. Bei der
Kotransfektion mit gH und gL war eine eindeutige membranstandige Verteilung
zu beobachten. Fur einige Experimente wurden von Dubin und Jiang 1995
Plasmide verwendet, die fur ein verklrztes gH kodieren. Die verklrzte Protein-
form endete bei AS792 und besall nicht die Transmembranregion und zy-
toplasmatische Domane. In der Immunfluoreszenzmikroskopie von Zellen die
mit gL und verkurztem gH transfiziert wurden konnte keine membranstandige
Verteilung der Proteine beobachtet werden. Mittels Immunprazipitation mit gL-
Antiserum lie® sich nachweisen, dass gL in das Zellkulturmedium im Komplex
mit der verkirzten gH-Mutante sezeniert wird. Dies lieferte zusatzlich den Be-
weis, dass gL als Resultat einer Komplexformation mit gH membranassoziiert
ist und der gH/gL-Komplex Uber die gH-Membrandomane in der Plasma-
membran verankert ist. Der Nachweis des EGFP/EYFP-Fusionsproteins in
transfizierten Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie stellt eine weitere direkte
Methode zur Analyse des Verteilungsmusters des Glykoproteins gL dar. Diese
Methode erdffnet die Mdglichkeit, das Fusionsprotein, das ein GFP-Anteil tragt,
in lebenden Zellen zu lokalisieren und ggf. Echtzeituntersuchungen durchzufih-
ren (35, 41, 45, 46, 74, 87).

Die transiente Expression der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rekombi-
nanten DNA erfolgte in Hela-Zellen. Die Expressionsrate der Fusionsproteine
gLEGFP/gLEYFP, beurteilt nach der Starke der Autofluoreszenz, wurde als
hoch eingeschatzt, wobei die absolute Zahl transfizierter Zellen niedrig war.
Dabei zeigte sich eine vorwiegend membranstandige Verteilung der fluoreszie-
renden Proteine.

Um die Untersuchungsbedingungen fur weitere Experimente (Zeitkinetik der
Expression, Komplexbildung mit gH, Inkorporation ins Virus) konstant zu halten,
wurden Vero-Zelllinien mit stabiler und mit regulierbarer Expression hergestellt.

Auch hier zeigte sich eine vorwiegend membranstandige Autofluoreszenz, die
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allerdings im Vergleich zur transienten Expression etwas weniger ausgepragt

war.

5.5. Inkorporation des Fusionsproteins in die Viruspartikel

In der Literatur sind bereits funktionsfahige EGFP-Fusionskonstrukte mit HSV-
Proteinen beschrieben. 1998 zeigte P. Desai und S. Person (35), dass sich
funktionsfahige Fusionskonstrukte mit dem viralen Kapsidprotein VP26 (UL 35)
erzeugen lassen und dass sich an Stelle des wt-Proteins VP26-GFP exprimie-
rende Virusmutanten herstellen lassen. Ahnliche Ergebnisse mit EGFP und
dem Tegumentprotein VP22 erzielten 1999 G. Elliot und P. O,Hare (41). 2001
konstruierten E. Lorentzen et al aus unserer Arbeitsgruppe ein Fusionsprotein
aus gH und EGFP. Das rekombinante Protein wurde in Viruspartikel eingebaut,
war zur Komplexbildung mit gL fahig und wurde von den gH-spezifischen mo-
noklonalen Antikdrpern LP11 und 52S erkannt (87).

Die Tatsache, dass der EGFP/EYFP-Anteil des Fusionsproteins das Vertei-
lungsmuster des glL/gH-Komplexes nicht veranderte, fiihrte zur Uberlegung, ob
das Fusionsprotein auch in die Viruspartikel eingebaut wird und die Funktionen
des wt-Proteins bei der Virusreplikation Gbernehmen kann. In dem dazu durch-
gefuhrten Test wurde nach der HSV-1 Infektion der gLEYFP exprimierenden
Zelllinie 4.4F2 eine Viruspraparation und Aufreinigung durchgefuhrt. Bei der
mikroskopischen Untersuchung des Viruspellets unter UV-Licht zeigte sich eine
deutliche Autofluoreszenz (Abb. 13). Dies deutete darauf hin, dass das Fusi-
onsprotein in die Viruspartikel eingebaut wird. In der Western-Blot-Auftrennung
der Virusproteine konnte das Fusionsprotein mit GFP-spezifischem Antikorper
nachgewiesen werden (Abb. 14). Die Komplexbildung zwischen gLEYFP und
gH wurde durch Koprazipitation mit gH-spezifischen monoklonalen Antikorper
LP11 nachgewiesen (Abb.15).

5.6. Intrazellularer Transport von Virionen und Ausblick
Herpesviruspartikel verlassen den Zellkern durch “budding“ (knospen) an der

inneren Kernmembran (28). Der weitere Weg ist bis heute nicht endgultig ge-
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klart. Es existieren zwei unterschiedliche Modelle der Virusausschleusung. Die
Hypothese von Stackpole (deenvelopment-reenvelopment) (120) besagt, dass
umhdullte Viruspartikel mit der aulleren Kernmembran fusionieren und so hull-
freie Nucleokapside ins Zytoplasma gelangen. Die nackten Nucleokapside ori-
entieren sich dann in Richtung des trans-Golgi-Netzwerkes. Teile der trans-
Golgi-Zisternen mit integrierten reifen Glykoproteinen bilden um die Nucleo-
kapside bilamellare Transportvesikel. Dabei bildet die innere Membran diese
Transportvesikels die engultige Hulle des Virus, wahrend die auRere Membran
mit der Zellmembran fusioniert. Nach dem alternativen Modell von Johnson und
Spear (76, 77) wandern umhiillte Virionen aus dem Perinuclearraum Uber das
Lumen des ER mittels Vesikeltransport zum Golgi-Apparat, wo die Glykoprotei-
ne weiter prozessiert werden. Die Virionen werden anschlief3end zur Zellober-
flache transportiert und unter Verschmelzung der Transportvesikel mit der Zell-
membran freigesetzt. Die Ausbreitung der Viren durch Zell-zu-Zell-Kontakte
oder Zellfusion ist ebenfalls moglich.

Mittlerweile sind mehrere Publikationen, die Ruckschlusse auf die Virusroute in
den Zellen erlauben, erschienen (71, 72, 90, 117). Mittels Addition bestimmter
Sequenzen an virale Glykoproteine kann eine Retention dieser Glykoproteine in
den Zellorganellen ER und trans-Golgi-Netzwerk erzielt werden (14, 71, 72). So
bewirkte die Addition der Sequenz KKSL zum zytoplasmatischen Teil von gH
die Retention des Proteins im ER. Die Konsequenz war, dass Nachkommenvi-
ren kein detektierberes gH enthielten und nicht infektios waren. Dabei war auf-
fallig, dass die Hulle der Virionen von der post-ER-Komponente dem Golgi-
Apparat, der post Golgi-Vesikel oder der Plasmamembran stammte. Diese Da-
ten sind schwer mit dem Modell von Johnson und Spear in Einklang zu bringen,
in dem die Hulle, die beim budding durch die innere Kernmembran gebildet
wird, vom Virus wahrend der Ausschleusung Uber Vesikeltransport beibehalten
wird. Ahnliche Daten mittels Markierung von gD wurden von Whiteley et al 1999
publiziert (130).

Die Markierung einzelner viraler Proteine bei gleichzeitiger Markierung der Zell-
organellen mittels unterschiedlich leuchtender GFP-Derivate konnte zur endgul-

tigen Klarung der Viruswanderung durch die Zelle beitragen. Der Prozess der
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Virusausschleusung von der Bildung der Kapside im Kern bis zum Austritt aus
der Zelle wurde von Desai et al. 1998 (35) mittels VP26-GFP tragender Virus-
mutante erstmals direkt visualisiert und photographisch dokumentiert. Die Zel-
len zeigten zunachst eine punktuelle Kernfluoreszenz, spater eine generalisierte
zytoplasmatische und nukleare Fluoreszenz einschlielBlich der Fluoreszenz an
den Zellmembranen. Die VP26-EGFP/ECFP-Konstrukte wurden von A. Heid
aus unserer Arbeitsgruppe analysiert, wobei bezlglich des Verteilungsmusters
und der zeitlichen Anderung der Lokalisation vergleichbare Ergebnisse erzielt
wurden.

Die Fusionsproteine gLEGFP/gLEYFP zeigen eine vorwiegend membranstan-
dig lokaliseirte Verteilung. Die Visualisierung der Virusauschleusung uber
gLEGFP/gLEYFP tragende Viren gehorte nicht mehr zu den Aufgabenstellun-
gen dieser Arbeit. Ein Transkomplementationsversuch mit gL-negativen Virus-
mutanten konnte in weiteren Experimenten die Frage beantworten, ob das Fu-

sionsprotein vollstandig die Funktion des wt-Proteins Ubernimmit.

55



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Herstellung und Charakterisierung von Fusionsproteinen aus GFP und

Glykoprotein L (gL) von Herpes simplex-Virus Typ 1 (HSV-1)

Glykoprotein L (gL) von HSV-1 bildet mit Glykoprotein H (gH) einen membran-
standigen Komplex, welcher an der Penetration und der Zell-zu-Zellausbreitung
beteiligt ist. Der Komplex bewirkt zugleich die Bildung neutralisierender Antikor-
per. Die Herstellung eines Fusionsproteins aus gL und EGFP (enhanced green
fluorescent protein) bzw. EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) bot die
Mdglichkeit, das Expressionsmuster in animalen Zellen sowie sein Verhalten

bei der Virusreplikation zu untersuchen.

Hierzu wurde das mittels PCR aus dem Ausgangsvektor pEUKT7C1gL amplifi-
zierte gL-Gen in den Vektor pEGFPgDproT7 kloniert. Um einen gelb fluoreszie-
renden Fusionskomplex zu erhalten, wurde die EGFP-kodierende Sequenz ge-
gen die EYFP-kodierende Sequenz ausgetauscht. Beide Konstrukte erlaubten
die Expression des Fusionsproteins unter der Kontrolle des HSV-1 gD-
Promotors.

Zuerst wurde eine transiente Expression der Fusionsproteine in HelLa-Zellen
durchgefiihrt. Nach der Uberinfektion mit HSV-1 wiesen die Zellen eine ausge-
pragte Autofluoreszenz auf, die Uberwiegend membranstandig verteilt war. Des
Weiteren wurden Zelllinien, die das griin bzw. gelb fluoreszierende Fusionspro-
tein stabil unter der Kontrolle des viralen Promotors exprimierten, etabliert.
Beide Fusionsproteine (ca. 65 kDA) konnten im Western-Blot mit EGFP-
spezifischen monoklonalen Antikdrpern nachgewiesen werden. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass das gL-Fusionsprotein in die Virushiille eingebaut
wird. Wurde die virale DNA-Synthese durch Aciclovir gehemmt, so zeigte sich
keine Minderung der gLEGFP-Expression. Das zeitliche Muster der Expression

entsprach somit dem eines Early/Late-Proteins.
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