Aus dem Universitiatsklinikum Miinster

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
Klinische Virologie

-Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. G. Peters-

Fluoreszenzmikroskopische Analyse des intrazelluliiren Verteilungsmusters
von Kapsid-, Tegument- und Hiillglykoproteinen des

Herpes simplex-Virus Typ 1

INAUGURAL-DISSERTATION
zur
Erlangung des doctor medicinae
der Medizinischen Fakultét

der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster

vorgelegt von
Stefanie Wehmeier
aus Herford

2006



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultdt der Westfélischen Wilhelms-

Universitat Miinster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. H. Jiirgens
1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. J. E. Kiihn

2. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. H. Karch

Tag der miindlichen Priifung: 25.09.2006



Aus dem Universitatsklinikum Miinster

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
Klinische Virologie

-Direktor; Univ.-Prof. Dr. med. G. Peters-

Referent: Univ.-Prof. Dr. med. J. E. Kiithn
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. H. Karch

Zusammenfassung
Fluoreszenzmikroskopische Analyse des intrazelluliiren Verteilungsmusters
von Kapsid-, Tegument- und Hiillglykoproteinen des
Herpes simplex-Virus Typ 1
Wehmeier, Stefanie

Ziel dieser Dissertation war es, das intrazelluldre Verteilungsmuster von HSV-1-
Proteinen in intakten, unfixierten Sdugerzellen zu analysieren und somit Riickschliisse
auf den intrazelluliren Transport von Nachkommenviren und subviraler Bestandteile
sowie die Funktion viraler Strukturproteine zu erzielen.

Im Mittelpunkt des Interesses standen das Kapsidprotein UL35, die Tegumentproteine
US9 und US11 sowie die Hiillglykoproteine gE und gL.. Der Transfer der Virusprotein-
sequenzen erfolgte mit dem Vektor pBacMam2gDproEGFP, der eine hocheffiziente,
HSV-spezifische Genexpression unter Kontrolle des HSV-1-gD-Promotors ermdglicht
und die Expression viraler Fusionsproteine mit EGFP als Expressionsmarker erlaubt.
Weitere Fusionsproteine wurden mit den Autofluoreszenzproteinen EYFP, ECFP und
DsRed konstruiert. Nach separater sowie simultaner Expression der Fusionsproteine in
Sdugerzellen wurde das Verteilungsmuster fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Die Virusproteine zeigten entsprechend ihrer Eigenschaft als Kapsid-, Tegument- oder
Hiillglykoprotein typische intrazellulire Verteilungsmuster, die mit Literaturdaten
tibereinstimmten und aus denen Riickschliisse auf ihre Funktion innerhalb des
replikativen Zyklus gezogen werden konnten. Durch Koexpression von zwei oder drei
verschiedenfarbig autofluoreszierenden Virusproteinen in einer Zelle gelang es
erstmals, simultan das intrazelluldre Verteilungsmuster von viralen Hiill-, Tegument-

und Kapsidbestandteilen in intakten Zellen zu beobachten.
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1. Einleitung

Humane Herpesviren wie das Herpes simplex-Virus Typ 1 sind Ausléser ver-
schiedenster infektioser Erkrankungen. Der fein abgestimmte und kaskadenartig
ablaufende Infektionszyklus, beginnend bei der Virusadsorption bis hin zur Bildung von
Nachkommenviren, wird durch die Interaktion =zahlreicher viraler und zelluldrer
Proteine geprdgt. Die intrazelluldre Lokalisation einzelner Virusproteine ldsst Riick-
schliisse auf ihre Funktion zu und ermoglicht so den Ablauf der viralen Infektion zu
analysieren und mogliche Ansatzpunkte flir Therapien zu erschliessen.

In den folgenden Abschnitten werden zunichst die bislang gesicherten Informationen
zur Molekularbiologie der Herpesviren, speziell des Herpes simplex-Virus Typ 1, und

der in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehenden viralen Proteine vorgestellt.

1.1 Herpesviridae

Die Herpesviren sind mit mehr als 100 bekannten Vertretern in der Natur weit verbreitet
und konnen mit einer hohen Wirtsspezifitit beim Menschen wie auch bei vielen
Tierarten zu den unterschiedlichsten Erkrankungen fiihren. Die Zugehdrigkeit der Viren
zu dieser Familie beruht auf &hnlichen morphologischen und biologischen

Eigenschaften.

Die Herpesviren besitzen als reife umhiillte Partikel eine variable Grofe zwischen 120
und 300nm und bestehen aus folgenden strukturellen Komponenten: Kern, Kapsid,
Tegument und Hiille. Der 70nm grofle Kern (core) bildet die innerste Struktur des
Partikels und beinhaltet das Genom, das als doppelstringiges lineares DNA-Molekiil
vorliegt und mit einer Proteinmatrix assoziiert ist (63). Innerhalb der Herpesviren findet
man Genomgroflen von 120-230kbp (13). Das Kapsid umgibt als Proteinhiille mit
einem ikosaedrischen Aufbau den Kern. Es besteht aus 162 Kapsomeren und hat einen
Durchmesser von 88-110nm. Eine amorphe, proteinhaltige Matrix, das Tegument, ver-
bindet das Nukleokapsid mit der Virushiille (envelope). Diese Lipidmembran bildet die
duBerste Struktur des reifen Viruspartikels und trdgt eine Vielzahl von Glykoproteinen,

die elektronenmikroskopisch als zahlreiche nach auflen gerichtete Spikes imponieren

(121).
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Das wichtigste gemeinsame biologische Merkmal der Herpesviren ist ihre Fahigkeit,
nach der einmal erfolgten Primédrinfektion latent im Organismus zu verbleiben und aus
dem unterschiedlich langen Stadium der Latenz wieder in den lytischen Infektions-
zyklus einzutreten (140). Diese Reaktivierung wird durch verschiedene Faktoren wie
z.B. Immunsuppression, physikalische Reize oder Stress ausgeldst. Die Folge sind
rekurrierende Infektionen. Eine weitere iibereinstimmende Eigenschaft der Vertreter
dieser Familie ist das Zerstoren der Wirtszellen bei der Produktion von Nachkommen-
viren.

Die Herpesviridae werden in 3 Subfamilien unterteilt und zwar in die a-, - und Y-
Herpesviridae (121, 141). Die Einteilung erfolgt nach Kriterien wie Zelltropismus oder
Wachstumsverhalten. Charakteristisch fiir die o-Herpesviridae ist ein kurzer
Vermehrungszyklus. Sie weisen das breiteste Wirtszellspektrum fiir in vitro kultivierte
Zellen auf und erzeugen einen ausgepriagten zytopathogenen Effekt. In vivo persistieren
diese Vertreter in den Nervenzellen der Ganglien. Dagegen besitzen die 3-Herpesviren
einen lingeren Replikationszyklus und einen relativ engen Wirtsbereich in vivo und in
vitro. Der zytopathogene Effekt ist geringer ausgeprigt. Kennzeichnend fiir die y-
Herpesviren ist ein noch weiter eingeengtes Wirtsspektrum. Sie infizieren Zellen, die
bereits hochgradig differenziert sind, v.a. lymphoblastoide Zellen und nur selten
Epithel- oder Fibroblastenzellen. Die replikativen Zyklen dauern bei den einzelnen

Mitgliedern dieser Subfamilie unterschiedlich lang.

Einige typische Vertreter der drei Subfamilien sind in der Tab. 1 aufgelistet.
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Humanpathogene Subfamilie Genomgrosse Virusassoziierte

Herpesviren (kbp) Erkrankungen

Herpes simplex-Virus a 152 Herpes labialis,

Typ 1 Temporallappenenzephalitis,
Keratitis

Herpes simplex-Virus a 152 Herpes genitalis,

Typ 2 Herpes neonatorum

Varizella-Zoster-Virus a 125 Windpocken,

Herpes zoster

Epstein-Barr-Virus y 172 Mononukleose,
Burkitt-Lymphom,

Nasopharyngealkarzinom

Zytomegalievirus B 229 generalisierte Infekte bei
Neugeborenen und immun-

supprimierten Personen

Humanes Herpesvirus 6 B 162

Typ A ?

Typ B Exanthema subitum

Humanes Herpesvirus 7 B 145 vermutlich Exanthema
subitum

Humanes Herpesvirus 8 % ca. 230 Kaposi-Sarkom

Tab. 1 Auflistung humanpathogener Herpesviren, deren Zugehorigkeit zu den jeweiligen
Subfamilien und den assoziierten Erkrankungen.

1.2 Humanpathogene Herpesviren

Bislang sind 9 Herpesviren beschrieben worden, deren natiirlicher Wirt der Mensch ist
(Tab.1). Die ausgelosten Erkrankungen manifestieren sich in unterschiedlichen
Organen, wie z.B. im Bereich der Haut, des zentralen Nervensystems oder des

lymphatischen Systems. Neben den klinisch inapparenten Infektionen erstreckt sich das
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breite Spektrum der symptomatischen Verldaufe von lokal begrenzten Effloreszenzen bis
zu generalisierten, schwer verlaufenden Erkrankungen. Des weiteren werden einige der
Herpesviren mit Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht. Die humanpathogenen
Herpesviren weisen insgesamt einen hohen Durchseuchungsgrad auf, wobei der erste

Kontakt mit den Viren hiufig schon im Kindes- und Jugendalter erfolgt.

Die Neurotropie, die Etablierung der latenten Infektion in sensorischen Ganglienzellen,
und die Replikation im epithelialen Gewebe stellen Gemeinsamkeiten der Herpes
simplex-Viren und des Varizella-Zoster-Virus dar. Das zu den a-Herpesviridae
gehorende Varizella-Zoster-Virus (154) weist neben der ausgeprigten Kontagiositét
einen hohen Manifestationsindex auf und verursacht bei der priméren Infektion die
Windpocken. Diese présentieren sich klinisch als generalisiertes vesikuldres Exanthem,
welches einer schubweisen Entwicklung unterliegt und somit aufgrund der
verschiedenen Vesikelstadien als polymorphes Bild (,,Sternenhimmel*) imponiert. Der
wahrscheinlich auf dem Boden einer nachlassenden zelluldren Immunantwort gegen
VZV entstehende Rezidivinfekt bietet eine andere Erscheinungsform, den Herpes zoster
(Giirtelrose), und duBert sich in gruppenformig angeordneten Blédschen, die sich in der
Regel begrenzt auf ein oder mehrere Dermatome einer Korperhilfte ausbreiten.

Die Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus fiihrt zur Bildung von Riesenzellen
sowie viralen Einschlusskorperchen (Eulenaugenzellen) und bleibt primér zu >90%
symptomlos, selten kommt es zu einem mononukleosedhnlichen Krankheitsbild (76).
Das Cytomegalievirus persistiert in den Zellen des blutbildenden Systems. Klinisch von
Bedeutung sind diaplazentare Ubertragungen auf das Ungeborene bei Primirinfektion
seronegativer Miitter, die gerade zum Zeitpunkt einer frithen Schwangerschaft letal
enden konnen oder schwerwiegende Folgeschiden, wie z.B. psychomotorische
Retardierung, Horverlust oder epileptische Anfille verursachen. Ebenso sind besonders
Immunsupprimierte, sei es im Rahmen einer Transplantation, AIDS- oder Malignom-
erkrankung, durch klinisch schwer und nicht selten letal verlaufende CMV-Infektionen
in Form von interstitiellen Pneumonien, Enzephalitis, Chorioretinitis oder Colitis,
gefdhrdet. Auch Entziindungen oder AbstoBungen des Organtransplantates kdnnen die

Folge sein.
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Die sich sehr &dhnlichen HHV-6 und HHV-7 werden ebenso wie CMV den [-
Herpesviridae zugeordnet und infizieren hauptsdchlich T-Zellen. Vom HHV-6
existieren die 2 unterschiedlichen Typen A und B, wobei Typ B als Erreger des
Exanthema subitum identifiziert worden ist (1, 130). Gewdhnlich erkranken Kinder
bereits in dem Alter von 6 Monaten bis Ende des 2. Lebensjahres und leiden ca. 3 Tage
unter einem hohen Fieber, mit anschlieBender Entfieberung erscheint am ganzen Kdrper
ein Exanthem. Das HHV-7 konnte ebenfalls aus Patienten isoliert werden, die an
Exanthema subitum erkrankt waren (3, 62). Weitere klinische Manifestationen konnten
bislang weder dem HHV-6 Typ A noch HHV-7 zugeordnet werden.

Das Ebstein-Barr-Virus aus der Subfamilie der y-Herpesviridae besitzt als Zielzellen
u.a. die B-Lymphozyten sowie naso- und oropharyngealen Epithelzellen. Infektionen
verlaufen im Kleinkindesalter meist asymptomatisch, beim Jugendlichen oder
Erwachsenen kommt es hdufiger zu der infektiosen Mononukleose mit generalisierten
Lymphknotenschwellungen, Splenomegalie, fieberhafter Tonsillitis oder auch Hepatitis
(93). AuBlerdem ist das EBV an der Genese endemisch vorkommender
Tumorerkrankungen, dem Burkitt-Lymphom in Aquatorialafrika (42) und dem
Nasopharynxkarzinom in Siidostasien (73), beteiligt.

Eine onkogene Potenz wird auch dem HHV-8 zugesprochen, welches in den Zellen des
Kaposi-Sarkoms gefunden wurde (108).

Neben den 9 humanpathogenen Viren kann das Herpesvirus simiae (SHV-1), ein
Herpesvirus der Rhesusaffen, bei Kontakten, z.B. mit Speichel oder nach Bissen, ZNS-

Infektionen des Menschen mit hoher Letalitét verursachen (12).

1.3 Herpes simplex-Viren

Infektionen mit den weltweit verbreiteten Herpes simplex-Viren gehdéren zu den
hiufigsten Virusinfektionen des Menschen. Die Infektionen im Bereich der Haut und
Schleimhdute induzieren gruppenformig zusammenliegende Blédschen, die sich
typischerweise kriechend ausbreiten und daher den Begriff Herpes (von griechisch
herpein = kriechen) prigten, der bereits im Altertum zur Beschreibung
blidschenbildender Hauterkrankungen herangezogen wurde. Im Jahr 1919 gelang durch

Lowenstein erstmalig die Virusisolation (89), 1962 erbrachten Nahmias und Schneweis
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den Nachweis fiir das Vorliegen von 2 Subtypen (HSV-1 und HSV-2), die sich durch
ihre antigenen Eigenschaften voneinander unterscheiden (131). Der Mensch ist fiir
beide Herpes simplex-Virustypen das einzige natiirliche Erregerreservoir und tibertragt
die Viren wihrend symptomatischer oder asymptomatischer Rezidive iiber Tropfchen-
oder Kontaktinfektionen. Die Erreger finden {liber Lasionen der Haut oder Schleimhéute
den Eintritt in den menschlichen Korper, replizieren sich lytisch in den infizierten
Zellen, gelangen in die das Gewebe versorgenden freien Nervenendigungen und dann
iiber einen retrograden axonalen Transport in die sensorischen Ganglienzellen, in
welchen sie eine lebenslang persistierende latente Infektion etablieren. Latentes Virus
bildet das Reservoir fiir endogene Rezidivinfekte, die durch verschiedenste Faktoren
wie Fieber, psychische Belastung oder UV-Licht reaktiviert werden koénnen.

HSV-1 wird zumeist iiber Tropfcheninfektion bereits im Sduglings- oder Kleinkindalter
ibertragen und erreicht bis zum Erwachsenenalter eine Durchseuchungsrate von iiber
95%. Als Ausdruck der Primirinfektion entsteht in seltenen Fillen eine
Gingivostomatitis aphthosa, tiberwiegend verlduft die Infektion klinisch stumm oder
fiihrt zu leichten Beschwerden. Die Infektion mit dem HSV-2 erfolgt iiberwiegend
sexuell, nimmt haufiger einen symptomatischen Verlauf und manifestiert sich klinisch
in der Regel als Herpes genitalis. Die Seroprdvalenz von HSV-2 betrdgt bei
Erwachsenen 10 bis 30%. Uberwiegend sind HSV-1-Infektionen oral, HSV-2-
Infektionen dagegen genital lokalisiert. Allerdings werden auch in Abhdngigkeit von
der Eintrittspforte zunehmend HSV-1-Infektionen im Genitalbereich sowie orale HSV-
2-Infektionen beobachtet.

In Einzelfillen kann es bei supprimiertem bzw. unreifem Immunsystem durch Virdmie
zu einer schweren generalisierten Infektion kommen. So kdnnen sich Neugeborene
unter der Geburt im Falle einer vaginalen Herpesinfektion (apparent oder inapparent)
der Mutter mit dem HSV-2 infizieren und an einer Herpessepsis (Herpes neonatorum)
mit Fieber, generalisierten Blidschen und Enzephalitis erkranken. Diese Komplikation
verlduft unbehandelt zu ca. 50% letal und hinterldsst bei Uberlebenden hiufig
Residualsymptome. Weitere Beispiele schwerer Komplikationen sind eine Temporal-
lappenenzephalitis und das Eczema herpeticatum.

Hinsichtlich der Therapie von Infektionen mit ausgeprigten Symptomen und

Komplikationen ist das Nucleosidanalogon Aciclovir Mittel der ersten Wahl und kann
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systemisch sowie auch lokal appliziert werden. Das Virostatikum wird bei der
Replikation von der viralen Thymidinkinase als Substrat akzeptiert und phosphoryliert.
Der Einbau in die virale DNA fiihrt zum Strangabbruch. Zusitzlich wirkt das

Medikament {iber die Hemmung der viralen DNA-Polymerase.

1.3.1 Aufbau des Virions, virale Proteine

Die reifen Herpes simplex-Viren besitzen einen variablen Durchmesser von 120-280nm
und bestehen aus Polypeptiden, die je nach Zeitpunkt ihrer Bildung wéhrend des
replikativen Zyklus in a-, B- und y-Proteine eingeteilt werden. Ebenso existiert eine
FEinteilung der viralen Proteine in Struktur- und Nichtstrukturproteine. Diese
Nichtstrukturproteine wie z.B. die DNA-Polymerase, die virale Thymidinkinase oder
das oriy-bindende Protein sind essentiell fiir die Replikation des HSV-Genoms, da sie
als Katalysatoren enzymatischer Reaktionen fungieren. Die Strukturproteine sind
Komponenten des Grundgeriistes der Herpes simplex-Viren, dem Kapsid, Tegument
und der Lipidhiille. Von den mehr als 30 Strukturproteinen konnten bereits einige mit

wichtigen Funktionen niher charakterisiert werden.

Glykoproteine

Hﬁllmembran’"ﬁ

Kapsid

Abb. 1 Schematische Darstellung des Herpes simplex-Virus Typ 1.
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Im Bereich der Virushiillmembran gibt es eingelagerte Glykoproteine, von denen
derzeit 11 bekannt sind. Die nach auflen gerichteten Glykoproteine ermodglichen die
Kontaktaufnahme und das Eindringen in die Wirtszelle. Ebenso sorgen sie auch fiir eine
effiziente Virusumhiillung und den intrazelluliren Transport von Virionen. Das
Spektrum ihrer Funktionen erstreckt sich auch auf den Schutz des Virions gegeniiber
der Immunreaktion des Wirtes, indem Komplement oder der Fc-Teil von
Immunglobulin G gebunden wird.

Unter den Tegumentproteinen befinden sich das virale Protein 16 (VP16) und das virus-
host-shutoff-protein (VHS) mit wichtigen Funktionen. Das VP16 (a-TIF-Protein) ist
das Produkt des Leserahmens UL48 und verstarkt die Expression der immediate early-
Gene im Kern der infizierten Zelle. Das VHS-Protein spielt iiber die Hemmung der
Proteinsynthese der Wirtszelle eine Rolle bei der Initiation der viralen Replikation.

Die Kapsidstruktur wird hauptsidchlich von dem Virusprotein 5 gebildet. Jeweils 6
Molekiile des VP5 konstruieren ein Capsomer, von diesen wiederum formieren 162 das
Kapsid. Zwischen den Capsomeren befinden sich weitere Proteine mit wichtigen
Funktionen. So spannt das VP23 ein fibrilldres Netzwerk zwischen den Kapsomeren

und das VP19C dient moglicherweise der Verankerung der DNA im Kapsidinneren
(16).

1.3.2 Genom des Herpes simplex-Virus Typ 1

Das HSV 1-Genom liegt mit einer Lange von 152kbp und einem Molekulargewicht von
ungefihr 100x10° Dalton in linearer, doppelstringiger Form im Viruskern vor. Der
vollstindig bekannte DNA-Code mit offenen Leserastern fiir iiber 70 Polypeptide lésst
sich in ein langes und eine kurzes Segment unterteilen (94, 95). Diese Subregionen
wiederum bestehen aus einer einmalig vorkommenden Sequenz (unique), die jeweils an
beiden Enden von invertierten repetitiven Elementen (a, b und c) flankiert wird (120,
151). Somit existieren Wiederholungseinheiten an den Genomenden (terminal repeats)
und als Verkniipfungselement dienende repetitive Sequenzen zwischen den beiden
Subregionen  (internal repeats). Die  Wiederholungssequenzen  beglinstigen
Rekombinationsvorginge, durch die wihrend der Replikation 4 isomere Genomformen

entstehen, in denen die U - und Ug-Regionen zueinander unterschiedliche Orientierung
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besitzen (132, Abb. 2). Die Genomformen liegen zu gleichen Prozentzahlen in den
Virionen vor und tragen den gleichen Informationsgehalt. Alle Isomere sind infektios

und replikationsfahig.

UL Us
[a]b ] (b [alalc [ c[a]
TRy IR, IRg TRg
] > T ]
| > | < I
— | | ——
C — .

Abb. 2 Genomaufbau des HSV-1 und die Isomere des Genoms.
Die Orientierung der homologen DNA-Sequenzen wird durch die Pfeil-
richtung angegeben. Ur und Us bezeichnen die einmalig vorkommenden
Sequenzen. TR und IR stehen fiir repetitive Genomregionen.

1.3.3 Replikativer Zyklus, Regulationskaskade der viralen Genexpression

Die kaskadenartig regulierte Expression des viralen Genoms lauft im Nukleoplasma der
Wirtszelle ab und ist von zelluldren Strukturen abhéngig. Initial steht die Adsorption der
infektiosen Partikel an die Wirtszelloberflache mit der nachfolgenden Penetration in das
Zytoplasma im Vordergrund. Glykoproteine iibernehmen bei diesen Vorgéngen
entscheidende Funktionen. Nachdem gB und gC eine reversible Bindung an Heparan-
sulfatmolekiile der Zelloberfliche vermitteln (74, 88, 160), konnen andere virale
Glykoproteine iliber eine Interaktion mit den Zelloberflachenrezeptoren die irreversible
Fusion der viralen und wirtseigenen Hiilllmembran einleiten. Beteiligt sind an diesem
Prozess des Zelleintritts neben gD der Heterokomplex aus gH und gL sowie auf

zellulédrer Seite Rezeptorproteine, die als HveM (Herpesvirus entry mediator) bezeichnet
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werden (24, 27, 126, 137). Von den derzeit 3 bekannten Hve-Mediatoren stammen
HveB (Nectin-2, PRR 2) und HveC (Nectin-1, PRR 1) aus der Immunglobulin-
Superfamilie (34, 65). HveA dagegen konnte als Mitglied der Tumornekrosfaktor-
Alpha-Rezeptorfamilie identifiziert werden (103, 156). Daneben kann auch D-
Glucosaminyl-3-O-Sulfotransferase 3-modifiziertes Heparansulfat als spezifischer
Rezeptor fungieren (133). Nach Verschmelzung der beiden Membranen gelangt nun das
Nukleokapsid mit dem Tegument in das Wirtszellzytoplasma und das Nukleokapsid
wird unter Beteiligung des zelluldren Zytoskeletts zu den Kernporen transportiert (136).
Ebenso sind die iiber Kerntransportsignale verfligenden viralen Proteine in der Lage,
das Nukleoplasma zu erreichen. Beispielsweise besitzt das Tegumentprotein VP16 diese
Eigenschaft und leitet nach Komplexbildung mit dem zelluliren DNA-bindenden
Protein Oct-1 durch Induktion der a-Gentranskription die virale Genexpression ein (66).
Zeitgleich sorgt ein weiteres Tegumentprotein, das VHS, fiir die Unterbrechung der
zelluldren Proteinsynthese (59). Die a-Gene sind die am frithesten im Replikations-
zyklus exprimierten Gene, deren Produkte sind die O- oder auch immediate early-
Proteine ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 und ICP47 (ICP = infected cell proteins). Das
Expressionsmaximum liegt bei 2-4 Stunden post infectionem. Sie regulieren die
Transkription der B-Gene. Zu den [-Genprodukten ([B-Proteine oder early-Proteine)
zdhlen zum einen Enzyme wie z.B. die DNA-Polymerase und die virale Thymidin-
kinase und zum anderen nucleinsdurebindende Polypeptide wie das Origin-bindende
Protein (UL9) oder das single-stranded DNA-binding protein (SSB). Die [-Proteine
werden liberwiegend 5-7h nach Infektion exprimiert. In dem Zeitraum 12-18h nach
Infektionsbeginn folgt die Expression der y-Gene, die weiter in yl (By)-Gene und y2-
Gene eingruppiert werden. Bei den Produkten der y-Gene handelt es sich um Virus-
strukturproteine, darunter befinden sich das Hauptkapsidprotein oder die Glykoproteine.
Die Transkription der y-Gene hingt mit Ausnahme der yl-Untergruppe stark von der
Virus-DNA-Replikation ab und unterliegt der Steuerung durch die Transaktivierung
durch a-Proteine.

Die Vermehrung der viralen DNA wird durch Anlagerung des Origin-binding proteins
an 3 Replikationsstartpunkten (orisl, oris2, orir) der HSV-DNA initiiert und erstreckt
sich iiber einen Zeitraum von 10-20h. Der Replikationsvorgang vollzieht sich an der

zuvor zirkularisierten Virus-DNA und folgt dem Prinzip eines ,rolling-circle®-
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Mechanismus (10, 78). Dieser Vorgang liefert als Produkt eine lange konkatemer
angeordnete DNA-Sequenz mit vielfachen Kopien der Virus-DNA. Parallel findet die
Expression der transkribierten y-Gene im Zytoplasma statt. Nach anschlieBenden
Modifikationen wird ein Teil dieser spaten Virusproteine zur inneren Kernmembran
transportiert. Im Zellkern werden unter Beteiligung verschiedener viraler Genprodukte
die viralen Partikelvorldufer formiert. Durch das Schneiden der DNA-Konkatemere an
spezifischen Signalsequenzen wird jeweils ein HSV-Genomédquivalent in das leere
Capsid eingeschleust.

Das DNA-haltige Nucleocapsid wird nun vom Zellkern in den Extrazelluldrraum
transportiert. Fiir diesen Vorgang werden zwei verschiedene Modelle diskutiert.
Gemeinsam ist beiden das Verlassen des Perinuklearraumes durch ,budding® der
Kapside. Dabei stiilpt sich die innere Zellkernmembran aus und bildet die Lipidhiille, in
die bereits die nach der Translation zur Kernmembran transportierten Glycoproteine
eingelagert sind. Diese viralen Glycoproteine entsprechen allerdings erst noch unreifen
Vorstufen.

Der weitere Transport aus der Zelle erfolgt nach dem Johnson-Spear-Modell iiber
endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat per Vesikeltransport (79). Wihrend
des Transportes werden die in der Hiillmembran integrierten Glycoproteine im ER und
Golgi-Komplex prozessiert, so dass die letztendlich reifen infektiésen Viren im Vesikel
an die Zellmembran gelangen und durch Fusion der aus dem ER und Golgi-Komplex
stammenden Membran mit der Zellmembran austreten kann. In diesem Fall wiirde die
Virushiille aus der inneren Zellmembran bestehen.

Demgegeniiber beschreibt Stackpole mit seinem Deenvelopment-reenvelopment-Modell
(1969) die Verschmelzung der Lipidhiille des Nucleocapsids mit der &duBeren
Kernmembran. Dadurch werden nackte Nukleokapside im Zytoplasma freigesetzt.
Glycoproteine werden posttranslationell unabhingig von Viruspartikeln {iber den Golgi-
Apparat zur Zellmembran transportiert. Dabei kdnnen sich von den Golgi-Zisternen
Membranen mit integrierten reifen Glykoproteinen abschniiren und als bilamellares
Vesikel das nicht umhiillte Nukleokapsid umschlieen. Die innere Lamelle entspricht
somit der endgiiltigen Hiille des reifen HSV-Virus. Die duBBere Membran fusioniert mit
der Zellmembran und vollendet somit die Ausschleusung des infektiosen Viruspartikels

in den Extrazelluldrraum (138).
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1.4 Biochemie und Transport der Proteine des Herpes simplex-Virus Typ 1

1.4.1 Kapsidprotein UL35

Die Genregion UL35 wird als y2-Gen exprimiert und liefert ein kleines Polypeptid, das
aus 112 Aminosduren bestehende Virusprotein 26 mit einem ungefdhren Molekular-
gewicht von 12kDa (14, 41, 97). Posttranslational wird VP26 durch Phosphorylierung
an Serin- und Threoninresten modifiziert (98). Es ist als Strukturprotein in 900facher
Kopie im Kapsid lokalisiert und ist das kleinste der 7 bekannten Kapsidproteine, die
eine ikosaedrische Hiille um das HSV-1-Genom bilden. Das Hauptkapsidprotein VP5
bildet Hexamere und Pentamere, wobei VP26 nur auf den hiufiger vorkommenden
Hexameren zu finden ist und sich dort jeweils mit 6 Molekiilen symmetrisch um jedes
VP5-Hexamer verteilt. Die Konformationsunterschiede zwischen Hexameren und
Pentameren miissen daher auch die VP26-Bindungsstellen betreffen (142, 145, 158,
161). Im VP26-Molekiil ist die C-terminale Hélfte (Aminosduren 50 bis 112) fiir die
ATP-abhdngige Kapsidinteraktion verantwortlich (45). Der Zeitpunkt der VP26-
Rekrutierung wiahrend des Kapsidszusammenbaus ist nicht bekannt (33). VP26 scheint
fiir die strukturelle Stabilisation des Kapsids nicht notwendig zu sein und hat
wahrscheinlich eher funktionelle Signifikanz, indem es z.B. das Kapsid an das
umgebende Tegument und die Hiille fiihrt (14).

In HSV-1-infizierten Zellen ist VP26 v.a. im Nukleus zu finden. Diese Lokalisation
wurde nur beobachtet, wenn VP5 entweder mit VP19C oder preVP22a gemeinsam
vorhanden ist. (43, 117).

VP26 ist fiir das Viruswachstum in Zellkulturen nicht notwendig, scheint aber fiir die

Produktion von infektiosen Viren in Ganglien von Méusen wichtig zu sein (44).

1.4.2 Tegumentprotein US9

Der offene Leserahmen US9 des HSV-1-Genoms codiert fiir ein Tegumentprotein, das
sich aus 90 Aminoséuren zusammensetzt und ein Molekulargewicht von ca. 10kDa

besitzt (61). Die Funktion des Proteins ist insgesamt noch unklar. Es ist zum Zeitpunkt
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der Nukleokapsidformation oder direkt danach im Nukleus der infizierten Zellen zu
finden (61, 100).

Das lysinfreie US9-Protein wird in der Zelle mit dem zelluldren Polypeptid Ubiquitin
konjugiert und ist mit Proteasomen assoziiert. Die Konsequenz der Ubiquitinylierung ist
noch unverstanden. Da das Protein infolge der Ubiquitinkonjugation nicht abgebaut
wird, sondern fiir mehrere Stunden stabil ist, kann es den Abbau von spezifischen
Proteinen verhindern (15).

Desweiteren gab es Versuche mit Méusen, die zeigten, dass u.a. das US9-Protein keine

wesentliche Funktion in der Neurovirulenz und Latenz einnimmt (106).

Im Gegensatz zu dem US9-Protein des HSV-1 zeigt das US9-Genprodukt im
Pseudorabiesvirus eine Zuordnung zu den Hiillmembranproteinen. Als Typll-
Membranprotein durchspannt es mit 26 AS die Lipiddoppelschicht, hat 3 AS am
Carboxyterminus an der Viruspartikeloberfliche und erstreckt sich mit 68 AS ins
Virusinnere, in die Tegumentschicht. Anders als beim HSV-1 ist das US9-Protein des
PRV in dem sekretorischen Zellsystem, vornehmlich im Golgi-Apparat, lokalisiert (17).
Diese Lokalisation ist Resultat eines dynamischen Prozesses, da US9 von der
Plasmamembran endozytiert wird. Fiir diesen Vorgang sind innerhalb der
zytoplasmatischen Doméne zwei Endozytosesignale erforderlich, eine Ansammlung
von Sduren sowie ein Dileucinmotiv (18, 20, 21). In Versuchen mit Nervenzellen erwies
sich das PRV US9-Protein als essentiell fiir die axonale Lokalisation von verschiedenen
Virusmembranproteinen, nicht aber von Kapsid- oder Tegumentproteinen. Denkbar ist
hier ein Transportmechanismus, der auf ein tyrosinbasiertes Sortiersignal im US9-
Protein zuriickgreift. Die neben dem US9-Protein in den Golgi-Vesikeln enthaltenen
viralen Membranproteine werden so durch die Wechselwirkung des US9-Sortiersignals
mit zytoplasmatischen Adapterproteinen, z.B. AP-3, zu den Axonen geleitet (19, 57,
143).

In einem [-Herpesvirus, dem Cytomegalievirus, tibernimmt das US9-Protein eine
wichtige Aufgabe in der Zell-zu-Zellausbreitung iiber laterale Membranen in

polarisierten Zellen, dhnlich der Funktion des HSV-1-Glykoproteins E (92).
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1.4.3 Tegumentprotein US11

Der offene Leserahmen von US11 tragt die Information fiir ein ungefidhr 18kDa grof3es
Protein bestehend aus 161 Aminosduren. Das US11-Gen wird als y2-Gen im
Infektionszyklus exprimiert und gilt als nicht-essentiell fiir das Viruswachstum in vivo
(4, 84, 91, 116). Das US11-Protein ist in 600-1.000facher Kopie im Tegument eines
HSV-Virions vorhanden und wird durch zelluldre Kinasen an multiplen Serinresten
phosphoryliert (47, 124, 134). Zum Zeitpunkt der frithen Infektion zeigt das US11-
Protein eine nukleozytoplasmatische Lokalisation und akkumuliert spiter in den
Nukleoli (46, 48, 114, 125).

Es ist ein regulatorisches RNA-Bindungsprotein mit Sequenz- und Konformations-
spezifitit (122, 124). Die Aminosduresequenzen zur RNA-Bindung und zu der
Assoziation mit den Ribosomen und Nukleoli befinden sich am C-Terminus. Typische
Signalsequenzen, die viele andere RNA-Bindungsproteine charakterisieren, erscheinen
hier aber nicht. Auffillig ist dagegen an dem C-terminalen Ende ein sich
wiederholendes Motiv aus den 3 Aminosduren Arginin, X und Prolin, wobei X héufig
einem sauren oder ungeladenen polaren Aminosdurerest entspricht. Die Anzahl der
Wiederholungen variiert unter den einzelnen HSV-1 Stiammen. Die Prdsenz von
Prolinresten an jeder 3. Position ldsst die Ausbildung einer Poly-L-Prolin II-Helix
vermuten, die in der Bindung von RNA-Molekiilen involviert ist (116, 122, 125, 129).
Das US11-Protein bindet spezifisch an die 60S-Ribosomenuntereinheit, wobei die
Bindungsstelle an der 28S oder 5.8S rRNA lokalisiert ist (125). Weitere Substrate der
RNA-Bindungsdoméne sind zum einen die A34-RNA, eine verkiirzte Form der mRNA
des ORF UL34 und die coterminalen RNAs der Sequenzen UL12, UL13 und UL14 (4,
123). Zusétzlich konnte die Moglichkeit der Bindung von 2 RNAs von Retroviren
nachgewiesen werden, zum einen das HTLV-Typ 1 Rex response-element (XRE) und
zum anderen das HIV-Typ 1 Rev response-Element (RRE), wodurch die Hiillglyko-
proteinexpression transaktiviert wird (4, 48, 129). Neuere Daten belegen auch eine
Interaktion von US11 mit der PEST-Doméne von HIPK2, wodurch ein Schutz der Zelle
gegeniiber dem HIPK2-induzierten Zellwachstumsstopp resultiert (67).

Desweiteren nimmt das US11-Protein eine wesentliche Funktion in dem PKR-

vermittelten Abbruch der Proteinsynthese ein. Die wirtseigene Proteinkinase R wird im
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Rahmen einer Infektion aktiviert und phosphoryliert elF-2a, so dass es zum Abbruch
der zelluldren Proteinsynthese kommt. Die Aminosduren 91 bis 121 inmitten der RNA-
Bindungsdoméne von US11 und RNA-Molekiile sind fiir die Interaktion von US11 mit
der PKR notwendig. Auf der Seite der PKR ist die N-terminale Doméne entscheidend
(28, 29, 30, 86, 112). Ebenso kann US11 die PKR-Aktivierung durch PACT blockieren,
einem zelluldren Polypeptid, das die PKR in Abwesenheit von dsRNA aktivieren kann.
Die Bindung von USIl an dem N-Terminus von PKR verhindert den
Konformationswechsel nach der Interaktion mit der PACT-Doméne 3, die in der
Aktivierung der PKR enden wiirde (104, 111).

Weitere bekannte Wechselwirkungen existieren zwischen US11 und der schweren
Kinesinkette sowie PAT1. Die US11-pKHC-Interaktion kann fiir eine Rolle von US11
im anterograden Transport von nichtumhiillten Nukleokapsiden in Axonen sprechen
(49, 64). Die Assoziation mit dem zelluldren PAT1-Polypeptid erhdlt mdglicherweise
eine wichtige Bedeutung im intrazelluldren Transport von viralen Komponenten (11).
Zusétzlich wurde beobachtet, dass die US11-Proteinexpression den Zellen ein erhohtes

Uberleben unter Hitzeschockbehandlung bietet (4, 87).

1.4.4 Glykoprotein L

Der Leserahmen UL1 des HSV-1-Genoms liefert die Information zur Synthese der
Precursor-Form des gl mit 224 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 25-
30kDa. Es besitzt eine Position zur N-glykosidischen Bindung von Zuckerresten. Auf
dem Weg zur Zelloberfliche wird das Protein durch Addition von Zuckerresten zur
reifen 40kDa-Form prozessiert. Eine hydrophobe Region mit einem Methioninrest am
aminoterminalen Ende dient dabei als Signalpeptid und wird widhrend der post-
translationalen Modifikationen abgespalten (75).

Mit dem 110kDa-Glykoprotein H geht gL eine stabile Komplexbildung ein.
Glykoprotein H besteht aus 838 Aminosduren und besitzt hydrophobe Regionen im
amino- sowie carboxyterminalen Bereich, die als Signalpeptid und Transmembrananker
dienen (25, 68, 115). Da die reife Form von gL in Abwesenheit von gH ins Zellmedium
sezerniert wird und auBer der Signalpeptidsequenz keine weiteren hydrophoben

Regionen als Transmembrandoméne aufweist, ergibt sich die Membranassoziation von
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gl nur aus der Komplexbildung mit gH (55, 75). Demgegeniiber ist gH hinsichtlich
seiner korrekten Faltung und des intrazelluldren Transportes auf gL angewiesen. Ohne
gl exprimiertes gH wird im ER zuriickgehalten (60, 75, 119, 155).

Der Heterokomplex aus gH und gL wird als funktionelle Einheit angesehen. Die gH/gL-
negativen Virusmutanten sind in der Lage an Zellen zu adsorbieren, konnen diese aber
nicht penetrieren und eine Infektion initiieren. Der Heterokomplex ist daher essentiell
fiir das Eindringen von HSV-1-Viren in die Wirtszellen und fiir die virusinduzierte

Zellfusion (23, 40, 71, 75, 126, 147).

1.4.5 Glykoprotein E

Das Phosphoglykoprotein E ist ein integrales Membranprotein, das sich aus 550
Aminosduren zusammensetzt und innerhalb der unique short-Region (US8) des HSV-1-
Genoms codiert wird. Die reife Form besitzt ein Molekulargewicht von 80kDa (8). gE
wird friih im Reifungsprozess phosphoryliert und besitzt 2 Serinreste an Position 476
und 477 innerhalb der zytoplasmatischen Doméne, die von der zelluldren Casein-
Kinase II als Akzeptor fiir Phosphatgruppen erkannt werden (101). Die Anwesenheit
von gE ist in vitro keine Voraussetzung fiir die virale Infektiositdt. Virusmutanten, die
gE nicht exprimierten, sind in vitro replikationskompetent (105).

Die Expression von gE auf der Virushiille bzw. auf der Oberfliche HSV-1-infizierter
Zellen verleiht einen Schutz gegeniiber der antikorpervermittelten Neutralisation durch
die Immunabwehr des Wirtes. gE verfligt innerhalb der extrazelluliren Doméne am
Aminoterminus zwischen den Aminosduren 235 bis 380 iiber eine immunglobulin-
dhnliche Doméne und ist so in der Lage, IgG-Komplexe an die infizierten Zellen zu
binden. Die Bindung von IgG-Monomeren wird erst liber die stabile Komplexbildung
tiber die Aminosduren 235 bis 264 von gE mit dem Glykoprotein I mdglich.
Glykoprotein I ist ebenfalls ein phosphoryliertes Glykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 70kDa und ist mit den Aminosduren 128 bis 145 an der Bildung des HSV-
1-Fc-Rezeptors beteiligt. Die Steigerung der Affinitdt des Fc-Rezeptors durch die
Komplexbildung ist noch ungeklért. Diskutiert werden Konformationsénderungen der

Fc-Rezeptordoméane von gE durch die Komplexbildung mit gl oder die Entstehung einer



Einleitung -17 -

neuen Fc-Bindungsdomine mit hoher Affinitit zu IgG-Monomeren (6, 7, 53, 54, 80, 81,
118).

Der gE/gl-Komplex wird zum frithen Zeitpunkt der HSV-1-Infektion im TGN
beobachtet. Die Lokalisation basiert auf 2 Sortiersignalen in der zytoplasmatischen gE-
Domine, einem Tyrosinmotiv innerhalb der ersten 28 AS und einem Tyrosinmotiv
inmitten eines Abschnittes mit negativ geladenen Aminoséuren. Ein Dileucinmotiv im
intrazelluldren gl-Teil unterstiitzt moglicherweise die Effekte dieser Sortiersignale (2,
96).

Der als funktionelle Einheit angesehene Komplex aus gE und gI ilibernimmt eine
wichtige Funktion im intrazelluliren Transport von Virionen zur basolateralen
Zelloberflache und bei der Zell-zu-Zell-Ausbreitung, zumindest in polarisierten Zellen
oder in Zellen mit stark ausgeprigten Zellverbindungen. In diesen Zellen findet man
gE/gl in den spiten Infektionsstadien an der lateralen Oberflache. In hochgradig
transformierten Zelllinien beeinflusst gE/gl dagegen nicht die Zell-zu-Zell-Ausbreitung.
Dort wurde gE unabhéngig von gl an der Zelloberfliche beobachtet. In polarisierten
Zellen steuern die oben genannten Sortiersignale von gE und gl {iber die Interaktion mit
der zelluldren Sortiermaschinerie, z.B. liber die Bindung an den AP-1-Clathrin-Adapter-
Komplex, den Vesikeltransport der Virionen zu den Zellverbindungen und initiieren
dort iiber die Bindung an zelluldre Liganden die Zell-zu-Zell-Ausbreitung (2, 36, 50, 51,
52, 82, 83, 96, 128, 159).

Desweiteren scheint gE zusammen mit gD essentiell fiir die zytoplasmatische

Umihiillung von Nukleokapsiden zu sein (58).

1.5 Fluoreszenzproteine

Autofluoreszierende Proteine erwiesen sich in den letzten Jahren als wertvolle Marker
in der Molekular- und Zellbiologie, um verschiedenste Prozesse zu visualisieren, wie
z.B. die Genexpression oder Proteinlokalisation. Derzeit ist das von der Tiefseequalle
Aequorea victoria stammende Fluoreszenzprotein GFP (green fluorescent protein) am
besten untersucht. Im Jahr 1992 gelang die Klonierung der cDNA von wt-GFP mit
nachfolgender rasanter Beschleunigung der biochemischen Charakterisierung und

molekularbiologischer Anwendung (77, 113). Auch in der Erforschung von Proteinen
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des HSV-1 fand das GFP breite Verwendung und so konnten die zellulire Verteilung
der Virusproteine wihrend des Infektionszyklus beobachtet und Riickschliisse auf die
Proteinfunktion gewonnen werden (31, 32, 38, 139, 146). Von Vorteil ist dabei die
Eigenschaft des Fluoreszenzproteins, auf weitere exogene Substrate oder Cofaktoren
nicht angewiesen zu sein. Ebenso kann auf eine Fixierung oder Lyse der Zielzellen
verzichtet werden, so dass Prozesse in intakten, lebenden Zellen beobachtet werden
konnen ohne wesentliche Beeinflussung der physiologischen Zellfunktionen (31, 85).
Die GFP-cDNA codiert ein 238 AS-Polypeptid mit einem ungefihren Molekular-
gewicht von 27kDa. Das reife Protein ist sehr stabil, absorbiert Licht bei einem
Maximum um 395nm und besitzt ein Emissionsmaximum um 508nm. Verantwortlich
fiir die Lichtemission ist ein angeregtes Phenolatanion im Chromophor, die eine
Imidazolringstruktur aufweist und posttranslational durch Cyclisierung des Tripeptids
Ser65-Tyr66-Gly67 gebildet wird (35, 38, 107, 113).

Es wurden zahlreiche Mutationen in die AS-Sequenz eingefiihrt, um die
Fluoreszenzeigenschaften zu optimieren. Etliche Basensubstitutionen in insgesamt 88
Codons der wt-GFP-Sequenz erzeugten eine Anndherung der Codonzusammensetzung
an die menschlicher Gene (open reading frames) und damit eine verbesserte Expression
der synthetischen Derivate in Sdugetierzellen (70, 162). Andere gezielte Mutationen
erzeugten GFP-Derivate mit verschobenen Emissionsmaxima. So fiihrte ein Austausch
von 2 AS (F64L, S65T) zur Konstruktion des EGFP (enhanced green fluorescent
protein), das tiber eine intensivere Fluoreszenz (100fach hoher) verfligt und ein
Exzitationsmaximum von 488nm besitzt (37). ECFP und EYFP sind weitere GFP-
Varianten. Das ECFP (enhanced cyan fluorescent protein) wurde durch 6 AS-
Substitutionen abgeleitet und besitzt einen Emissionsgipfel im blauen Bereich des
Lichtspektrums (475nm), das EYFP (enhanced yellow fluorescent proteins) erreicht
durch Austausch von 4 AS ein Emissionsmaximum um 527nm (72, 102, 109).

Ein weiteres autofluoreszierendes Protein und entferntes GFP-Homolog wurde in der
Koralle Discosoma striatum entdeckt. Das als DsRed bezeichnete 28kDa-Protein zeigt
im Vergleich zu den GFP-Varianten eine noch weitere Verschiebung des Absorptions-
und Emissionsmaximum in den langwelligen Bereich des Lichtspektrums (Tab. 2). Eine
weitere abweichende FEigenschaft ist die Zusammenlagerung der Molekiile zu

Tetrameren. Das Chromoprotein ist nur in oligomerer Form zur roten Autofluoreszenz
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fahig. Die besondere Proteinmolekiilanordnung sorgt fiir eine starke Fluoreszenz-
stabilitit, aber 1im Vergleich zum EGFP auch fiir eine langsamere
Fluoreszenzentwicklung. Vergleichbar mit GFP entsteht das Chromophor iiber
Cyclisierung der AS-Reste GIn66 und Gly68 und nachfolgender Dehydrogenierung von
Tyr67 (5, 127, 149, 150, 152).

Fluoreszenzprotein Exzitations- Emissions- Farbe

maximum (nm) maximum (nm)

Aequorea victoria GFP

Varianten
GFP 395 (470) 509 griin
EGFP 488 507 griin
EYFP 513 527 gelb-griin
ECFP 433 (453) 475 (501) cyan

Discosoma striatum Protein

DsRed 558 583 Rot

Tab. 2 Ubersicht der Fluoreszenzproteine und ihrer Exzitations- und Emissions-

maxima.

1.6 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war die Analyse des intrazelluliren Verteilungsmusters von HSV-1-
Kapsid-, Tegument- und Hiillproteinen in Siugerzellen. Zur Ubertragung der gene-
tischen Information von verschiedenen Virusproteinen wurde der von A. Heid in der
Arbeitsgruppe modifizierte Transfer- und Expressionsvektor pBacMam2gDproEGFP
gewdhlt, der eine hocheffiziente, HSV-spezifische Genexpression unter Kontrolle des
HSV-1-gD-Promotors erlaubt und als Expressionsmarker EGFP besitzt. In diesen
Vektor sollten jeweils die kodierenden Sequenzen der ausgewihlten Virusproteine

kloniert werden. Hierbei wurden die Hiillproteine gL und gE, die
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Tegumentkomponenten US9 und US11 sowie das Kapsidprotein UL35 ausgewihlt. Zur
Markierung der Virusproteine diente das autofluoreszierende Molekiil EGFP. Zusitzlich
sollten Fusionskonstrukte mit andersfarbigen Fluoreszenzproteinen wie DsRed oder den
GFP-Derivaten EYFP und ECFP hergestellt werden, um die simultane intrazelluldre
Darstellung von viralen Proteinen zu ermoglichen.

Mit Hilfe dieses methodischen Ansatzes sollten Riickschliisse auf den intrazelluldren
Transport von Nachkommenviren und subviraler Bestandteile sowie die Funktion

viraler Strukturproteine ermdglicht werden.
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2. Material

2.1 Viren

HSV-1 Stamm 17 Klinische Virologie, Miinster

2.2 Zelllinien

Vero-Zellen V.I.V.A., Koln
(African green monkey kidney cells,
Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze,

Early et al., 1967)

HeLa-Zellen V.ILV.A, Kéln

(menschliche Zervix-Karzinom-Zellen)

2.3 Medien und Medienzusitze fiir die Zellkultur

Fotales Kilberserum (FCS) Biochrom KG, Berlin
L-Glutamin Biochrom KG, Berlin
Minimal Essential Medium (MEM) Biochrom KG, Berlin
Opti MEM I-Medium GibcoBRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin GibcoBRL, Eggenstein
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) Biochrom KG, Berlin

(ohne Calcium- und Magnesiumsalze)

Trypsin-EDTA Biochrom KG, Berlin

2.4 Bakterienstimme

E.coli JM 109 Promega, Mannheim
E.coli DH5a GibcoBRL, Eggenstein
E.coli DM1 GibcoBRL, Eggenstein

One shot-Zellen Invitrogen, USA
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2.5 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Agar GibcoBRL, Eggenstein
LB-Broth-Base (Fertigmedium) GibcoBRL, Eggenstein
S.0.C. Medium GibcoBRL, Eggenstein

2.6 Nukleinsiduren

Vektoren:

pGEMD-T Easy Promega, Mannheim
pCR"2.1-TOPO Invitrogen, USA

pECFP-1 Clontech, Heidelberg
pECFP-Golgi Clontech, Heidelberg
pEYFP-1 Clontech, Heidelberg
pEYFP-Actin Clontech, Heidelberg
pDsRed1-N1 Clontech, Heidelberg
pBacMam2gDproEGFP Klinische Virologie, Miinster
pDsRed1-N1-gL Klinische Virologie, Miinster
Nukleotide:

dATP, dCTP, dGTP, dTTP Boehringer Mannheim, Mannheim
Primer:

Die folgenden PCR-Primer wurden von der Firma Carl Roth, Karlsruhe geliefert:

UL35 Bgl: 5’GGC CAG ATC TAT GGC CGT CCC GCA ATT TCA CC 3’
UL35 Nco: 5'GCG CCC ATG GGG GTC CCG GGC GTC GAA GG 37

US9 Bgl: 5°"GGC CAG ATC TAT GAC GTC CCG GCT CTC CGA TCC 3’
US9 Nco: 5'"GCG CCC ATG GGG CGG AGC AGC CAC ATC AGG AGC 3’

US11 Bgl: 5"GGC CAG ATC TAT GAG CCA GAC CCA ACCCCC G
US11 Neo: 5'GCG CCC ATG GGT ACA GAC CCG CGA GCC GTA CG 37
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gE FOR: 5"GCG CAC TAG TAG GAA CGC CCA AAA CGT CCT GG 3’
gE REV: 5"CGC GAC TAG TTT ACC AGA AGA CGG ACG AATCGGA ¥

2.7 Molekulargewichtstandards

50bp-Ladder

100bp-Ladder

KiloBase™ DNA Marker

Broad Range Prestained SDS-Page Standards

2.8 Antikorper

anti-GFP-IgG mouse, monoklonal
DsRed Peptide Antibody rabbit
Biotin-conjugated goat-anti mouse IgG

Biotin-conjugated goat-anti rabbit IgG

2.9 Enzyme

Restriktionsenzyme:

Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg

Bio-Rad, Miinchen

Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen und die entsprechenden Puffer wurden von

den Firmen New England Biolabs (Schwalbach) und Boehringer Mannheim

(Mannheim) bezogen.

Andere Enzyme:

Alkalische Phosphatase (CIAP)
Streptavidin-Peroxidase
T4-DNA-Ligase
Taq-DNA-Polymerase

2.10 Chemikalien/Reagenzien

Ampicillin
Aqua ad injectabilia

BSA (Rinderserumalbumin)

GibcoBRL, Eggenstein
Calbiochem, Bad Soden
New England Biolabs, Schwalbach

Pharmacia Biotech, Freiburg

Sigma, Miinchen
Fresenius, Bad Homburg

New England Biolabs, Schwalbach



Material

-4 -

4-Chloro-1-Naphthol-Tablettten
DABCO (1,4-Diazalicyclo(2.2.2)octane)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glycerin

Histofluid

Isopropanol

Kanamycin

Methanol

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Engelbrecht, Edermiinde
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen

Riedel-deHaen, Seelze

MOPS (3- bzw. 4-Morpholinepropanesulfonic acid)Sigma, Miinchen

Nusieve 3:1 Agarose

Reagenz C (Fixationslosung)
Reagenz E (Permeabilititslosung)
D(+)-Saccharose

Seakem GTG Agarose
Thiomersal

Wasserstoffperoxid 30%

2.11 Reagentiensysteme

QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

Qiaprep Spin Miniprep Kit
DNA-Mini-Kit

Lipofect AMINE™ 2000 Reagent
NuPage Western blotting Analysesystem

Biozym, Oldendorf
Argene Biosoft
Argene Biosoft

Carl Roth, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
GibcoBRL, Eggenstein
Novex, San Diego, USA

2.12 Puffer, Losungen und Gelzusammensetzung

TE-Puffer

10mM Tris/HCI pH 7,4/7,6
ImM EDTA pH 8,0
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Probenpuffer (fiir Agarosegele)

TBE-Puffer

Ethidiumbromid-TBE-Puffer-Losung

Agarosegel

2.13 Geriite

CO;-Begasungsbrutschrank

Hera Safe 15 (Sicherheitswerkbank)
Labor-Autoklav La-MCS-203
Pipettus-Akku (Pipettierhilfe)

PH 535 Multi Cal (pH-Meter)

Pro II Ne-1540 (Mikrowellenofen)

Thermocycler GeneAmpD PCR System 9700

Unitek HB-130 (Heizblock)

UV-Tisch, Photodokumentationskamera

Vortex Reax Top

Elektrophoresenetzgerite:
Phero-Stab 0312
PharmaciaLKB-EPS 500/400

10% Saccharose
0,2% Xylencyanol
0,2% Bromphenolblau

45mM Tris
45mM Borsiure

ImM EDTA pH 8,0

20pg EtBr
1000ml TBE-Puffer

0,8-3% Agarose
(NuSieve 3:1 bzw. Seakem GTG)
TBE-Puffer

Heraeus, Diisseldorf

Heraeus, Diisseldorf

Asolf Wolf SANOclav, Geislingen
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
WTW, Weilheim

Panasonic, Japan

Perkin-Elmer, Uberlingen

Salmon Elektronics Ltd, England
Biometra, Goéttingen

Heidolph, Niirtingen

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Pharmacia-LKB, Freiburg
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Gelkammern:

Agarose-Horizontalgelkammer

Vertikal-Gelelektrophoresekammer XCell 11

(Polyacrylamidgele)

Mikroskope:
Axiovert 25

Axioplan 2

Waagen:
Kern 440-45
Sauter SM 1000

Wasserbider:
Wasserbad 7
Schiittelwasserbad 1086

Ultraschallwasserbad Bransonic 220

Zentrifugen:

Biofuge fresco
Biofuge 28 RS
Varifuge 3.0 R

2.14 Laborbedarf

Cryo Vials (Einfrierréhrchen)
Einmalspritzen Sml

Filter 0,45um Millex"-HA
GEL-Blotting-Papier GB 002

Immobilon-P Transfer Membranes, PVDF

Mehrfachkulturplatten/Lochplatten
Mikroliterpipetten
Objekttrager

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Novex, San Diego, USA

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Gottl. Kern&Sohn, Albstadt

Sauter, Essen

Memmert, Schwalbach

GFL, Burgwedel

Heinemann, Schwibisch Gmiind

Heraeus, Diisseldorf
Heraeus, Diisseldorf

Heraeus, Diisseldorf

Greiner, Solingen

Becton Dickinson, USA
Millipore S.A., Bedford
Schleicher & Schuell, Dassel
Millipore, Bedford

Greiner, Solingen
Eppendorf, Hamburg
Engelbrecht, Edermiinde
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PCR-Ro6hrchen
Petrischalen
Probenrohrchen, 15 und 50ml

Pipettenspitzen

Reaktionsgefafie 1,5ml
Whatman 3MM-Papier
Zellkulturflaschen

2.15 Filmmaterial

Elite Chrome 400
TURA 200 DX Chrome

Robbins Scientific, Kalifornien
Greiner, Solingen

Greiner, Solingen

Eppendorf, Hamburg und
Greiner, Solingen

Eppendorf, Hamburg
Whatman Ltd, England

Greiner, Solingen

Kodak AG, Stuttgart
Tura AG, Diiren
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion konnten die gewilinschten DNA-Sequenzen
amplifiziert werden. Die Primerpaare wurden so gewihlt, dass eine fir die PCR
optimale Anlagerungstemperatur vorlag und die Amplifikate die fiir die folgenden
Klonierungsschritte notwendigen Enzymschnittstellen enthielten. Ein Reaktionsansatz
von 50ul setzte sich aus ca. 100ng Ziel-DNA, 0,2mM dNTPs, jeweils 0,5uM von
beiden Primern, 1x PCR-Puffer, 25U Tag-DNA-Polymerase und x ul aqua bidest.

zusammen.
Genregion | Primer Zyklen Annealing- | Elongationszeit | Fragmentgrof3e
Temperatur

UL35 UL35 Bgl |20 65°C 30sec 360bp
UL35 Nco

US9 US9Bgl |20 69°C 30sec 290bp
US9 Nco

USI1 USI1 Bgl |20 65°C 30sec 500bp
USI1 Nco

gE gEFOR |25 53°C 1,5min 1610bp
gE REV

Tab. 3 Primerpaare und PCR-Bedingungen fiir die Amplifikationen von UL35, US9,
USI11 und gE.

Im Thermocycler GeneAmp"~ PCR System 9700 (Perkin-Elmer, Uberlingen) wurden zu
Beginn der PCR die Ansdtze bei einer Temperatur von 94°C fiir Smin inkubiert. Es
folgten 20-25 Amplifikationszyklen, wobei 1 Zyklus folgende Schritte beinhaltete:

Imin Denaturierung bei 94°C, fir die Primer-Anlagerung je nach Linge des PCR-




Methoden -29 -

Produktes 30-90sec bei der errechneten Annealing-Temperatur (s. Tab. 3) und 30sec
DNA-Synthese bei 72°C. Nach dem letzten Zyklus wurde die Temperatur zunéchst fiir
7min auf 72°C gehalten und dann auf 4°C gesenkt. Im 1,2%igen Agarosegel konnte die
GroBe des PCR-Amplifikates im Vergleich zu einem geeigneten Molekulargewichts-
marker Uberpriift werden. Nach Aufreinigung der DNA mit dem QIAQuick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden) wurden die DNA-Fragmente in die Vektoren pGEM"-
Teasy (Promega, Mannheim) oder pCRD 2.1-TOPO (Invitrogen, USA) kloniert.

3.1.2 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Fiir den Verdau der DNA wurde je nach Verwendungszweck ein Reaktionsvolumen von
10-20u1 gewédhlt und in der Regel fiir 1-3h bei 37°C inkubiert. Dabei richtete sich die
eingesetzte Enzymmenge nach der zu spaltenden DNA-Menge und der vom Hersteller
empfohlene Reaktionspuffer wurde in einem entsprechenden Volumen hinzugefiigt, so
dass die Konzentration in Bezug auf das Reaktionsvolumen 1x war. Der Ansatz wurde
mit aqua bidest. auf das gewlinschte Reaktionsvolumen gebracht. Die Inaktivierung der
Enzymrestaktivitdt erfolgte nach der Inkubation entweder durch Agarosegelelektro-

phorese mit anschlieBender Gelextraktion oder iiber das PCR Purification Kit (Qiagen).

3.1.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Bei Klonierungsexperimenten fithren endstdndige 5’-Phosphatreste zur Religation der
durch Restriktionsverdau linearisierten Vektor-DNA. Um die Wahrscheinlichkeit der
Zirkularisierung wahrend der Ligation zu minimieren, wurden die Phosphatreste durch
die alkalische Phosphatase (CIAP: Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) entfernt.
Hierzu erfolgt eine einstiindige Inkubation der DNA mit CIAP bei 37°C mit
nachfolgender Aufreinigung mittels PCR-Purification Kit.
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3.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Enzym T4;-DNA-Ligase katalysiert den Einbau von DNA-Fragmenten in die mit
Restriktionsenzymen verdaute Vektor-DNA. Ein Reaktionsansatz von 20ul wurde
zusammengestellt aus ca. 20ng der gespaltenen und dephosphorylierten Plasmid-DNA,
der zu inserierenden DNA in einem etwa 3-fachen molaren Uberschuss, dem 1x Ligase-
Puffer und aqua bidest.. Nach Zugabe von 1U T4s-DNA-Ligase erfolgte eine Inkubation
in einem Wasserbad {iber Nacht bei 16°C.

3.1.5 Transformation von Bakterien

Zur Vermehrung von rekombinanten Plasmiden wurden transformationskompetente
Bakterien der E.coli-Stamme JM 109 (Promega, Mannheim), DH5a oder DM 1 (Gibco
BRL, Eggenstein) verwendet. 5-10ul des Ligationsansatzes wurden mit 50ul der
langsam auf Eis aufgetauten, kompetenten Zellen vorsichtig gemischt. Eine 20-30-
miniitige Inkubation der Ansdtze auf Eis ermoglichte die Adsorption der DNA an die
Bakterienzelloberfldche. Danach erfolgte fiir die Einschleusung der Plasmid-DNA in die
Bakterienzellen ein Hitzeschock fiir 45sec bei 42°C. Die Ansdtze wurden fiir weitere
2min auf Eis gekiihlt, anschlieBend in 950ul antibiotikafreiem SOC-Medium
aufgenommen und im Schiittelwasserbad bei 37°C fir 1-1,5h inkubiert, um die
Expression des tiiber das Plasmid aufgenommenen Antibiotikaresistenzgens zu
induzieren, das ein Wachstum auf antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten und somit die
Selektion erfolgreich transformierter Bakterien ermoéglichte. Die mit der
Bakteriensuspension beimpften Platten wurden iiber Nacht bei 37°C im CO;-
Begasungsbrutschrank (Heraeus, Diisseldorf) inkubiert. Am néchsten Tag konnten gut
abgrenzbare Bakterienkolonien mit der Pipette in Sml antibiotikahaltiges LB-Medium

uberfiihrt werden und sich im Schittelwasserbad bei 37°C iiber Nacht vermehren.

3.1.6 Priparation von Plasmid-DNA

Die Isolation bakterieller Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden).
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Von den transformierten und iiber Nacht kultivierten Bakterienklonen wurde 1ml
entnommen, diesem 400ul Glycerin zugesetzt und bei —20°C gelagert. Nach
10miniitiger Zentrifugation der restlichen Bakterienkultur bei 1.520g folgte die
Plasmidpréparation aus den Bakterienpellets unter Verwendung des kommerziellen Kits
nach Herstellerangaben. Die Methode basiert auf einer alkalischen Lyse der
Bakteriensedimente nach Birnboim&Doly und der selektiven Bindung der DNA an eine
Silikamembran. Die aufgereinigte DNA wurde in 50ul TE-Puffer von der Séule eluiert.
Durch einen Verdau der Plasmid-DNA mit anschlieBender analytischer Gelelektro-

phorese konnte der Erfolg der Plasmidpraparation iiberpriift werden.

3.1.7 DNA-Agarosegelelektrophorese und Fragmentelution

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der Elektrophorese in
horizontalen Agarosegelen durchgefiihrt. Die Gele hatten je nach GroBe der erwarteten
Fragmente eine Konzentration von 0,8-3% Seakem Agarose oder 3% NuSieve Agarose
in TBE-Puffer.

Die analytische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 200V und einer Laufzeit
von 20 bis 30min. Fiir die Herstellung der Gele wurde TBE-Puffer mit 0,02ug/ml
Ethidiumbromid verwendet, wobei durch die interkalierende Eigenschaft von
Ethidiumbromid die DNA-Fragmente durch Anregung mit UV-Licht (366nm) sichtbar
wurden und fotodokumentiert werden konnten.

Die préparative Auftrennung der DNA-Fragmente fand in der Regel bei 80V statt. Die
mit TBE-Puffer ohne Ethidiumbromid hergestellten Gele hatten eine 0,8%ige Seakem
Agarose-Konzentration. Die Geltaschen wurden wie folgt beladen: eine duBlere mit
einem Molekulargewichtsstandard, die benachbarte mit einer moglichst kleinen, zur
Detektion ausreichenden Verdaumenge als spitere Orientierungshilfe und nach
Freilassen der folgenden Tasche wurde das restliche Verdauvolumen auf die nédchsten
beiden Probentaschen verteilt.

Nach der 90miniitigen Elektrophorese wurde das Gel mit einem Skalpell geteilt und die
Hilfte mit dem DNA-Gewichtsstandard und dem zur Orientierung aufgetragenen
Verdauvolumen fiir 10min in ethidiumbromidhaltigem TBE-Puffer angefarbt. Unter

UV-Licht konnten die DNA-Fragmente sichtbar gemacht und die gewliinschte Bande
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mit dem Skalpell markiert werden. Diese Markierung diente als Orientierungshilfe beim
Ausschneiden der zu isolierenden DNA-Fragmente aus der ungefarbten Gelhilfte. Das
Gelstiick wurde in ein 1,5ml-RShrchen iiberfiihrt. Die Fragmentelution erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem QIAgen Gel Extraction Kit. Je nach geplanter
Weiterverwendung wurde die DNA in 30ul TE-Puffer oder aqua bidest. von der Séule

eluiert.

3.2 Virusstock-Priparation

Die Infektion von Vero-Zellen zur Herstellung eines Standardviruspools wurde mit
einer MOI von 0,01pfu/Zelle durchgefiihrt, um die Anzahl der entstehenden defekten
Partikel moglichst gering zu halten. Mit vollstdndiger Ausbildung des zytopathischen
Effektes nach 3tdgiger Inkubation der Zellen bei 37°C erfolgte die Virusstock-
Praparation. Nach Zentrifugation der Zellsuspension fiir Smin bei 867g, Beschallung
des Pellets im Ultraschall-Wasserbad und erneuter Zentrifugation wurden die

virushaltigen Uberstéinde steril filtriert, aliquotiert und bei —80°C gelagert.

3.3 Zellkulturtechniken

3.3.1 Zellkultur

Die Kultivierung von Vero-Zellen wurde in 75cm?> Gewebekulturflaschen unter
Standardbedingungen bei 37°C im CO,-Begasungsbrutschrank (Heraeus, Diisseldorf)
durchgefiihrt. Als Kulturmedium wurde das Minimum Essential Medium (MEM)
verwendet, dem komplementinaktiviertes 2% FCS, 100U/ml Penicillin, 100pg/ml
Streptomycin, 2mM L-Glutamin und nicht-essentielle Aminosduren zugesetzt wurden.
Das Passagieren der Zellen erfolgte nach Bedarf. Dazu wurde zundchst das Medium
entfernt, der adhérente Zellrasen mit PBS gewaschen und die Zellen mit 2,5ml 0,05%
Trypsin in PBS 0,02% EDTA vom Kulturflaschenboden abgeldst. Das Volumen wurde
mit frischen Medium auf 10ml ergénzt und die Zellsuspension dann in einem Verhiltnis

von 1:2 bis 1:10 in Gewebekulturflaschen mit frischem Medium umgesetzt.
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3.3.2 Transfektion von Zellen

Die Transfektion von Vero- und HeLa-Zellen erfolgte durch Lipofektion mit
LipofectamineTM 2000 Reagent (Gibco BRL). Das Prinzip dieser Methode beruht auf
der Bildung von Komplexen zwischen der negativ geladenen DNA und den
kationischen Lipiden, wodurch eine Einschleusung der DNA in die Zelle ermoglicht
wird. Die Zellen wurden am Vortag in 24-Lochplatten mit Medium ohne Antibiotika-
zusatz ausgesdt und inkubiert, so dass fiir die Transfektion ein bis zu 70-90%
konfluenter Zellrasen zur Verfiigung stand. Fiir einen Ansatz wurden ca. 0,5ug DNA
und parallel dazu 3pl LipofectamineTM 2000 Reagent mit jeweils 50ul serumfreiem
Medium (Opti-MEM 1) verdiinnt. Nach Zusammenfiigen der beiden Verdiinnungen
folgte eine 20miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden mit 0,5ml
serumfreiem Medium gewaschen und mit dem Transfektionsansatz gleichméBig
umspiilt.

Nach Zugabe von 0,5ml serumfreien Medium wurden die Zellen fiir 3-5h bei 37°C
inkubiert und anschlieend ggf. mit HSV-1 infiziert oder mit 1ml frischem Vollmedium

versorgt.

3.3.3 Infektion der Zellen mit HSV-1

Die in Lochplatten ausgesiten Zellen wurden mit einer MOI von 2,5-5pfu/Zelle
infiziert. Die tiefgefrorene Virusstammlosung wurde zunichst bei RT aufgelost und mit
serumfreiem Medium bis zur gewiinschten Konzentration verdiinnt. Nach Abpipettieren
des Nahrmediums zur Infektion wurde die Viruslosung auf dem Zellrasen verteilt. Nach
der einstiindigen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
frischem Nidhrmedium bis zum gewiinschten Zeitpunkt unter Standardbedingungen

inkubiert.
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3.3.4 Plaque-Assay zur Bestimmung des HSV-1-Titers

Zur Bestimmung des HSV-1-Titers diente eine Plaque-Assay. Aus einem aufgetauten
Aliquot des bei -80°C gelagerten HSV-1-Virusstocks wurde hierzu eine
Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 10 hergestellt. Die zu 70-90% konfluenten Vero-
Zellen einer 24-Lochplatte wurden mit den Virusverdiinnungsstufen 107 bis 10
infiziert, wobei fiir jede Verdiinnungsstufe 4 Vertiefungen mit Zellen zur Verfligung
standen, die jeweils mit 200ul der Virus-Lsg. fiir 1h bei 37°C inkubiert wurden. Nach
Entfernen nicht adsorbierter Virionen wurden die Zellen mit 0,5% carboxymethyl-
zellulosehaltigem Kulturmedium iiberschichtet und 3 Tage bei 37°C inkubiert.
Aufgrund des zytopathischen Effektes der Virusinfektion wies der Zellrasen Plaques
auf, die bei einer geeigneten Verdiinnungsstufe unter dem Lichtmikroskop gezéhlt
wurden. Die Bestimmung des Virustiters erfolgte unter Berlicksichtigung des

Verdiinnungsfaktors in pfu(plaque forming units)/ml.

3.4 Techniken zur Proteindetektion

3.4.1 Lyse der Zellen

Die Proteinproben zur Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamidelektrophorese wurden aus
transfizierten und ggf. mit HSV-1 infizierten Vero-Zellen gewonnen. Die in 24-
Lochplatten ausgesdten Zellen wurden dazu mit PBS gewaschen, mit einer
Pipettenspitze vom Untergrund abgelost, in PBS aufgenommen und anschlieBend bei
1000xg fiir 8min zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstandes erfolgten die
Aufnahme der Pellets in 500ul PBS und eine zweite Zentrifugation bei 10000xg fiir
2min. Die Pellets wurden in 50-70ul 1x NuPAGE SDS-Probenpuffer mit Reducing
Agent (Novax) resuspendiert und fiir 10min bei 70°C inkubiert.

In der Folge konnten die Proben nun im abgekiihlten Zustand fiir die Elektrophorese

verwendet oder zundchst bei —20°C gelagert werden.
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3.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamidelektrophorese wandern die Proteine, die durch das
Natriumdodecylsulfat (SDS) eine negative Ladung erhalten, durch das Gel zur Anode
und lassen sich dabei aufgrund ihres Molekulargewichtes auftrennen.

Neben 10pl eines Molekulargewichtsmarkers wurden von den Proteinproben jeweils
10-15ul auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Fertiggel (Novex) aufgetragen. Die
Durchfiihrung der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte nach Herstellerangaben in
der mit Laufpuffer gefiillten Gelelektrophoresekammer (X Cell II, Novex) und dauerte
bei 200V und 125mA 35min.

3.4.3 Western-Blot

Zunichst wurden die in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine proteinbindende PVDF(Polyvinyldifluorid)-Membran
transferiert, um sie fiir die Reaktion mit spezifischen Antikérpern zugénglich zu
machen. Der Proteintransfer erfolgte in dem X Cell II Blot Module (Novex), in dem
entsprechend nach Herstellerangaben die PVDF-Membran auf das proteintragende
Polyacrylamid-Gel zwischen Schwdmmen und Filterpapieren in Blotpuffer gelegt
wurde, und dauerte bei 30V und 175mA 60min. Nach Beendigung des Transfers wurde
die Blotmembran fiir 1,5h bei RT in 5ml Blocklésung (1% (w/v) Milchpulver in PBS)
auf einem Schiittler inkubiert, um eine unspezifische Antikorperbindung durch
Absittigung tiberschiissiger Proteinbindestellen der Membran zu vermeiden. Nach dem
Blocken wurde die Membran in der Erst-Antikorper-Losung (Antikorper in PBS, 3%
BSA, 0,05% Thiomersal) iiber Nacht im Rotorinkubator bei RT inkubiert. Die
Entfernung nicht gebundener Antikorper erfolgte durch dreimaliges Waschen fiir
jeweils 5min. Der Puffer fiir die Waschschritte und die folgenden Verdiinnungen
bestand aus PBS mit 3% BSA und 0,05% Thiomersal. Die Nachweisreaktion wurde mit
der Detektion des Antigen-Antikorper-Komplexes fortgesetzt. Diese erforderte einen
Biotin-gekoppelten Zweitantikorper (goat-antimouse biotin bzw. goat-antirabbit biotin),
der an die konstanten Bereiche des Erst-Antikorpers bindet und in der Verdiinnung

1:1000 fiir 1h bei RT auf die Membran gegeben wurde. AnschlieBend folgten 3
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Waschschritte und die Inkubation fiir 30-45min auf dem Schiittler in 1:1000 verdiinnter
Streptavidin-Peroxidase. Die Blotmembran wurde dreimal wie zuvor und einmal mit
PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Entwicklung des Blots
Substratlosung (PBS, 10% Methanol, 0,03% (w/v) 4-Chloronaphthol, 0,03% (w/v)

mit der

H,0,). Die Farbreaktion wurde durch aqua bidest. gestoppt und die Membran zwischen
Filterpapieren (Whatman 3MM, Whatman Ltd.) getrocknet. Das Molekulargewicht der
von den Antikérpern erkannten Proteine konnte durch Vergleich mit den vorgefdrbten

Standardproteinmolekulargewichten (BioRad) bestimmt werden.

Einsatz fiir Hersteller Exzitation Beamsplitter Emission
GFP Zeiss 470 493 505

FITC Zeiss 450-490 510 520

TRITC Zeiss 530-585 600 615

DAPI Zeiss 365 395 420
DAPI/FITC/TRITC | Zeiss 400/495/570 410/505/585 460/530/610
ECFP AHF 436 460 480

EGFP AHF 470 495 525
ECFP/EYFP/DsRed | AHF 435/495/575 470/540/625 460/525/630
Cy3 AHF 545 565 610

EYFP AHF 500 515 535

DsRed AHF 565 585 620

Tab. 4 Fluoreszenzmikroskopfilter mit den jeweiligen Exzitations- und Emissions-

maxima.

3.4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die mit den

autofluoreszierenden Fusionsproteinen

transfizierten und ggf.

virusinfizierten Zellen befanden sich auf Deckgldschen in 24-Lochplatten. Nach

zweimaligem Waschen mit 500ul PBS wurden die Zellen zur Fixation mit Losung
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Reagenz C (Argene Biosoft) in einer 1:5-Verdiinnung fiir 10min bei RT inkubiert. Auf
ein erneutes Waschen mit PBS folgten eine Sminiitige Inkubation in der
Permeabilisationslosung Reagenz E (Argene Biosoft) bei RT und ein abschlieBendes
Waschen. Zur Mikroskopie wurden die Deckglédschen auf Objekttragern mit der
zellbeschichteten Seite in Glyzerol/PBS-Losung (9:1) mit 2,5% (w/v) DABCO (Sigma)
eingebettet und mit Histofluid (Engelbrecht/Edermiinde) an den Réindern befestigt.
Nach Saubern der Deckgldschenoberseite mit aqua bidest. konnte die Verteilung der
fluoreszierenden Proteine in Vero- und HeLa-Zellen mit entsprechenden Filtern der
Firmen Zeiss und AF (Tab. 4) unter dem Axioplan 2 Mikroskop dargestellt und

dokumentiert werden.
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4. Ergebnisse

4.1 PCR-Amplifikation

Bei der Amplifikation der ausgewéhlten Virusnukleinsduresequenzen diente das Genom
des HSV-1 Stammes 17synt als Zielsequenz. Position und Orientierung dieser
Sequenzen sind in der Abb. 3 dargestellt. Die forward- und backward-Primer (Tab. 5, 6,
7) fiir die jeweilige Protein-kodierende DNA-Region wurden so zusammengestellt, dass
die fiir die Insertion in den Expressionsvektor benétigten Restriktionsenzymschnitt-
stellen an den 5°- und 3’-Termini der Amplifikate zur Verfiigung standen. Dabei musste
darauf geachtet werden, dass die Enzyme ein Zusammenfiigen der Virusprotein- und
Autofluoreszenzmarkerproteinsequenzen im intakten Leserahmen erlaubten.

Die PCR-Amplifikate wurden mit dem PCR-Purification Kit aufgereinigt und
anschlieBend in die Vektoren pGEM-T® easy und pCR®2.1-TOPO® zwischenkloniert.

UL35 US 8 US 11
Bngco I Spe I Spe I Bglg-ﬁco I
U ‘I : \ : U N !
L \ ' \\ | S “ /
\ 1 \ | \,/
\ 1 \ 1 A
\ f \ | 143313bp AN
\ 1 A | ’ \
e — IR, -

70566bp 141304bp 145246bp

1
1
1
1
1
1

UsS9

1
1
1
1
1
1
1
1

Abb. 3 Position und Orientierung von UL35, US9, US11 und USS innerhalb
des HSV-1 Stammes 17syn+.

4.1.1 UL35

Die 336bp grofle Genregion UL35 trigt die Information fiir das Kapsidprotein VP26
und erstreckt sich von Position 70566 bis 70904 des HSV-1-Genoms (Stamm 17syn+).
Mit den Primern (Tab. 5) wurden den Sequenzen die Schnittstellen BglIl (5"-Ende bzw.
N-terminal) und Ncol (3’-Ende bzw. C-terminal) angefiigt.
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fw: UL35 BGL
— Bglll—
5’-GGC C AGATCT ATG GCC GTC CCG CAATTT CAC C-3°

bw: UL35 NCO
— Ncol—

5’-GCG C CCATGG GGG TCC CGG GCG TCG AAG G-3

Tab. 5 forward(fw)- und backward(bw)-Primer zur Amplifikation der UL35-Sequenz.

Um bei der Vervielfiltigung der DNA-Region mittels PCR die Anzahl fehlerhafter
DNA-Fragmente niedrig zu halten, wurde bei der Durchfithrung der PCR zunichst eine
Zyklenzahl von 10 gewihlt. In der elektrophoretischen Analyse zeigte sich jedoch eine
schwache Bandenintensitét als Hinweis auf eine geringe Amplifikatanzahl. Es wurden
daraufhin 10 weitere Zyklen durchgefiihrt mit nachfolgend ausreichendem Anstieg der
Konzentration des ca. 360bp-Fragmentes (Abb. 4).

Abb. 4
Analytische Agarosegelelektro-
phorese des PCR-Amplifikates
UL35 nach 10 Zyklen (links) und
20 Zyklen (rechts).

4.1.2 US9 und US11

Die kodierenden Sequenzen fiir die Tegumentproteine US9 und USI1 besitzen eine
GroBe von 270bp (US9, Position 143313 bis 143585) und 483bp (US11, Position
145246 bis 144761). An den 5'-Terminus der Primer-DNA wurde die Sequenz fiir die
BgllI-Schnittstelle addiert, das 3’-Ende wurde mit der Ncol-Sequenz versehen. Eine
ausreichende Konzentration der gewlinschten DNA-Fragmentgroen wurde nach 20

Amplifikationszyklen erzielt (Abb. 5).
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(1) fw: US9 BGL
— BglII—
5-GGC C AGATCT ATG ACG TCC CGG CTC TCC GAT CC-3

bw: US9 NCO
— Ncol—

5’-GCG C CCATGG GGC GGA GCA GCC ACA TCA GGA GC-37

(2) fw: US11 BGL
— BglII—
5’-GGC C AGATCT ATG AGC CAG ACC CAA ACC CCC G-3

bw: US11 NCO
— Ncol—

5’-GCG C CCATGG GTA CAG ACC CGC GAG CCG TAC G-3°

Tab. 6 Sequenzen der Primerpaare zur Amplifikation von US9 (1) und US11 (2). Die
fiir die Klonierungen eingefiigten Enzymschnittstellen sind markiert.

fw: forward-Primer, bw: backward-Primer

4.1.3 US8

Der kodierende Bereich fiir das Hiillprotein gE nimmt auf dem HSV-1-Genom (Stamm
17) den Bereich von Position 141243 bis 142895 ein. Fiir das Fusionsprotein gEEGFP

wurde die gE-kodierende DNA-Region nicht vom Startcodon aus, sondern ab Position

+61, bezogen auf die Transkriptionsinitiationsstelle (141243) per PCR amplifiziert. Der

deletierte Bereich kodiert fiir das Signalpeptid, das in den folgenden Klonierungs-
schritten durch das funktionell vergleichbare Signalpeptid des Glykoprotein H ersetzt

wurde.

fw: gE FOR
— Spe [—
5’-GCG C ACTAGT AGG AAC GCC CAA AAC GTC CTG G-3°

bw: gE REV
— Spel—
5"-CGC G ACTAGT TTA CCA GAA GAC GGA CGA ATC GGA-3’

Tab. 7 Primerpaar zur Amplifikation der US8-(gE-)Sequenz.

fw: forward-Primer, bw: backward-Primer
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Die Amplifikation der gE-Sequenz ohne Signalpeptid erfolgte mit Spel-Schnittstellen
tragenden Primern und fiihrte nach 25 Zyklen und einer Elongationszeit von 90sec zu

einer ausreichenden Menge des ca. 1610bp groBen DNA-Fragmentes (Abb. 6)

Abb. 5 2.0 kb— Abb. 6
Analytisches Gel des 4 gy gE-DNA im analytischen
PCR-Ansatzes von Gel nach PCR im

US9(a) und US11(b). 0.5 kb Vergleich mit kb-ladder.

4.2 Insertion der PCR-Amplifikate in Klonierungsvektoren

Die Zwischenklonierung der gereinigten PCR-Produkte in die High copy-Plasmide
pGEM®-T easy (Promega) oder pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) erfolgte, um die
folgenden Klonierungsexperimente zu erleichtern.

Die Durchfiihrung der Ligation der ungeschnittenen amplifizierten Sequenzen in die
Vektoren orientierte sich an den Protokollen der Hersteller. Die Fragmente UL35, US9
und US11 wurden jeweils in pPGEM®-T easy inseriert und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Demgegeniiber reichte fiir die Insertion von gE in pCR®2.1-TOPO® nach der TOPO-
TA-Technologie eine flinfminiintige Inkubation bei RT aus.

Nach der Ligation folgte die Transformation der Plasmide in kompetente Bakterien (E.
coli JM109 fiir pPGEM®-Teasy und E. coli One Shot®-Zellen fiir pCR®2.1-TOPO®) mit
anschliessender Ausplattierung auf Ampicillin/IPTG/X-Gal-haltigen Agarplatten. Beide
Vektorsysteme benutzen das Prinzip der Blau/Weiss-Selektion, welches auf der
Unterbrechung der kodierenden Sequenz des a-Peptids der [-Galactosidase basiert.
Durch Einfligen der DNA-Fragmente in den Bereich des lacZ-Gens wird dieses
inaktiviert und der enzymatische Abbau von X-Gal zu einem blauen Produkt bleibt aus.
Insert-haltige Klone erscheinen daher weill und lassen sich so einfach von Klonen mit

Vektorreligation unterscheiden.
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In der Folge wurden ca. 10 weille Kolonien gepickt, in Ampicillin-haltigem
Néahrmedium kultiviert und eine Plasmidisolation durchgefiihrt. Um den Erfolg der
Klonierung und die Orientierung des Inserts im Plasmid zu iiberpriifen, wurde die
Vektor-DNA  mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Fiir die anschlieBenden Klonierungsschritte

konnten so die Klone mit dem gewiinschten PCR-Fragment ausfindig gemacht werden.

4.3 Klonierung der Virusproteinsequenzen in fluoreszenzmarkertragenden

Transfervektoren

4.3.1 Transfervektor pBacMam2gDproEGFP

Als Ausgangsvektor fiir die folgenden Klonierungen wurde mir von A. Heid der von
ithm konstruierte pBacMam2gDproEGFP-Vektor (Abb. 8) zur Verfiigung gestellt. Das
7121bp grosse Plasmid bietet die Moglichkeit, iber die singuléren Schnittstellen
beidseits der EGFP-Sequenz fremde DNA aufzunehmen. Die Virusproteinsequenzen
konnten so entweder an ihrem N- oder C-terminalen Ende markiert und in Kombination
mit dem autofluoreszierenden Reportergen unter Kontrolle des gD-Promotors
exprimiert werden. Da das Plasmid zur Selektion transformierter Bakterien das
Ampicillingen tridgt, wurde den bei den Klonierungsschritten benodtigten Nahrmedien

dieses Antibiotikum zugesetzt.

4.3.2 Konstruktion von pBacMam2gDproEYFP, pBacMam2gDproECFP und

pBacMam2gDproDsRed1

Ausgehend von pBacMam2gDproEGFP wurden Transfervektoren mit Fluoreszenz-
proteinen unterschiedlicher Emissionsspektren konstruiert. Durch Austausch von EGFP
gegen EYFP, ECFP oder DsRedl lieBen sich die einzelnen Virusproteine
verschiedenfarbig markieren. Dieses ermoglichte die gleichzeitige Detektion mittels

Fluoreszenzmikroskopie bei Expression verschiedener Fusionsproteine in einer Zelle.
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Die Konstruktion von pBacMam2gDproEYFP zur Insertion der Tegumentprotein-DNA
wird in 4.3.4 erldutert. Analog hierzu wurde auch der Austausch des EGFP-Fragmentes
in pBacMam2gDproEGFP durch die ECFP-Sequenz aus pECFP-1 (Clontech) zwischen
den Ncol- und Notl-Schnittstellen vorgenommen.

Zur Herstellung von pBacMam2gDproDsRed (Abb. 7) wurde die fiir das DsRedl
codierende Sequenz durch Verdau des Plasmids pDsRed1-N1 (Clontech) mit BglII und
Notl herausgeschnitten. Das ca. 670bp groBBe Fragment ersetzte bei der Ligation die
EGFP-enthaltene DNA-Region, die durch Offnen des Vektors pBacMam2gDproEGFP

mit BglIl und Notl ausgenommen wurde.

MCS Not I

DsRed1
%J—Ei pDsRed1-N1
\  Svdo

Bgl II

Neo I

1

1

\ Verdau von pDsRed1-N1 mit BglIII und NotI
‘| und Insertion in pBacMam2gDproEGFP

1

Neo I
EGFP

(1T pBacMam2gDproEGFP
HSV gD-

Promoter Bl Not I Rabbit §§ globin

l terminator
HSV gD- \ MCS,
Promoter : ; DsRed1

Neo I
Bgl I Not I

Exon 2

(1T pBacMam2gDproDsRed1

Rabbit B globin
terminator

Abb. 7 Klonierung von pBacMam2gDproDsRed]1.

4.3.3 Klonierung der Fusionsproteine UL3SEGFP und UL35ECFP
4.3.3.1 pBacMam2gDproUL35EGFP

Zur Konstruktion von pBacMam2gDproUL35EGFP wurde das in pGEM-Teasy
zwischenklonierte UL35-Fragment mit den Enzymen BglII und Ncol herausgeschnitten,
durch ein priparatives Gel aus dem Verdauansatz isoliert und anschlieend in den mit

Bglll und Ncol geoéffneten Vektor pBacMam2gDproEGFP N-terminal zur EGFP-
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Sequenz in frame inseriert. Nach Transformation in E.coli DM1 wurden Plasmide aus
10 Bakterienklonen isoliert und durch einen Verdau mit Bglll und Ncol iiberpriift,
wobei im analytischen Gel (Abb. 10) neben der DNA des linearisierten Vektors (ca.
7050bp) ein ca. 350bp grosses Fragment (UL35) sichtbar werden musste. Die Insert-

tragenden Plasmide wurden fiir die Transfektion verwendet.

4.3.3.2 pBacMam2gDproUL3SECFP

Da sich aufgrund der dhnlichen Emissionsspektren die EYFP-markierten Proteine mit
dem UL35EGFP-Konstrukt bei simultaner Expression in einer Zelle mit herkdmmlicher
Technik nicht unterscheiden lassen, wurde das UL35-Protein zuséitzlich noch mit ECFP
fusioniert. Das EGFP in pBacMam2gDproUL35EGFP wurde iiber die Schnittstellen
Ncol und Notl durch die ECFP-Sequenz aus p-ECFP1 (Clontech) ersetzt (Abb. 9). Nach
Inkubation der Klone mit den Enzymen Ncol und Notl war in der Auftrennung mittels
Gelelektrophorese ein ca. 700bp grofles Fragment zu sehen (Abb. 11). Dass es sich
dabei tatsichlich um das ECFP-Gen handelt, konnte bei der Expression des

Reportergens tiber die blaue Autofluoreszenz in Vero-Zellen nachgewiesen werden.

Abb. 8 pBacMam2gDproUL35EGFP- Abb. 9 pBacMam2gDproUL35ECFP-
Verdau mit BglII und Ncol. Verdau mit Ncol und Notl.
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BglIl Ncol
i UL35 / pGEM-T-UL35
v EGFP Exon 2
— W == | —  pBacMam2eDproEGFP
HSVgD- Bglll N ] .
Promoter col Rabbit B globin
terminator
v
UL35 EGFP Exon 2
pBacMam2gDproUL3SEGFP
HSV gD- Rabbit B globin
Promoter terminator

Abb. 10 Konstruktion des Vektors pBacMam2gDproUL35EGFP.

Nco I Not I

gyl T pECEPI

v .
UL35 EGFP Exon 2
—{ Op===p ] | pBicMam2eDproULISEGFP
HSV gD- Rabbit B globin
Promoter Neo I Not I terminator
v
UL35 ECFP Exon 2
pBacMam2gDproUL3SECFP
HSV gD- Rabbit B globin
Promoter terminator

Abb. 11 Klonierung von pBacMam2gDproUL35ECFP.
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4.3.4 Markierung der Tegumentproteinsequenzen US9 und US11 mit EYFP

Um die aus den einzelnen Tegumentproteinen und EYFP bestehenden Fusionsproteine
zu klonieren, erfolgte zunichst die Herstellung von pBacMam2gDproEYFP (Abb. 12).
Das EYFP-Gen stammte aus dem Vektor pEYFP-1. Da dieser durch Verdau mit Ncol
und Notl in ungefdhr gleich groBe Fragmente zerfiel, die eine genaue Identifikation der
EYFP-Bande in der Gelelektrophorese nicht gestattete, wurde ein sequentieller Verdau
vorgenommen. Das EYFP-Fragment wurde zundchst durch Notl und EcoRI aus
PEYFP-1 herausgeschnitten, nach Aufreinigung mit Ncol verdaut und als Ncol/Notl-
Fragment in den Vektor pBacMam2gDproEGFP an die Stelle des EGFP-Gens kloniert.
Die korrekte Insertion von EYFP wurde durch Schneiden der Plasmidklone mit Ncol
und Notl gepriift und durch die mit einem EYFP-Filter erfasste gelb-griine Fluoreszenz

transfizierter Vero-Zellen bestitigt.

EcoRI Ncol Not I Nco I Nco I

EYFP

pEYFP-1

SV40

;MCS; l poly A
|_ col EYFP Not I

Neo I i l E Not I
Bgl II : : Xba I
i EGFP
M pBacMam2gDproEGFP

HSV gD- Exon2 Rabbit § globin

Promoter l terminator
Bglll Nco I Not I
- EYFP
WU 1S :|:|— pBacMam2gDproEYFP
gD-

Exon 2 Rabbit B globin

Promoter .
terminator

Abb. 12 Schema zur Konstruktion von pBacMam2gDproEYFP.
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4.3.4.1 pBacMam2gDproUS9EYFP und pBacMam2gDproUS11EYFP

Ausgehend von einem korrekten pBacMam2gDproEYFP-Klon und den in pGEM-T
easy zwischenklonierten US9- und USI11-Fragmenten konnten die codierenden
Sequenzen der Tegumentproteine mit EYFP fusioniert werden (Abb. 13). Die
Klonierung der einzelnen DNA-Fragmente in pBacMam2gDproEYFP setzte sich aus
den iiblichen Schritten zusammen und fiihrte zu den rekombinanten Plasmiden
pBacMam2gDproUS9EYFP und pBacMam2gDproUSI11EYFP. Die Insertion erfolgte
dabei iiber Bglll- und Ncol-Schnittstellen am N-Terminus von EYFP.

Bgl 1T Nco I

L. 7 pGEM-Teasy mit insert
\ / (US9, US11 oder UL48)

K Not I
X 1+ EYFP

—q—’::>_|_|— pBacMam2gDproEYFP
HSV gD- Exon 2 Rabbit 3 globin

Promoter Bgl II Neol terminator

l

Bglll, | Neo I Not I
insert EYFP )
———>{ [ }—— pBacMam2gDpro(insert) EYFP
HSV gD- Exon2 Rabbit b globin insert = US9, US11 oder UL48

Promoter terminator

Abb. 13 Klonierungsschema der rekombinanten Plasmide
pBacMam2gDproUS9EYFP und pBacMam2gDproUS11EYFP.
Der mit Insert beschriftete Balken steht stellvertretend fiir die einzelnen
Sequenzen von US9 und USI11.
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4.3.5 Klonierung der Hiillproteine gL, und gE in Expressionsvektoren

4.3.5.1 Herstellung von pBacMam2gDprogLDsRed1

Zur Konstruktion eines Fusionsproteins mit dem HSV-1-Glykoprotein L wurde das im
Institut  hergestellte Plasmid pGEM-T-gL zur Verfiigung gestellt. Die bei der
Amplifikation mit den Enzymschnittstellen EcoRI und BamHI versehene gl-Sequenz
sollte mit DsRedl verbunden werden, um bei der Expression zusammen mit Kapsid-
und Tegumentproteinen zwischen den Fusionskonstrukten differenzieren zu kénnen. Da
die Enzyme EcoRI und BamHI mehrfach in pBacMam2gDproEGFP oder auch
pBacMam2gDproDsRed]1 schneiden, war ein direktes Einsetzen des gL-Fragmentes in
diese Vektoren nicht mdglich. Dieses machte einen Zwischenschritt mit Subklonieren

des glL-Fragmentes in pDsRed1-N1 notwendig (Abb. 14).

Subklonierung des gL.-Fragmentes in pDsRed1-N1

Die gl.-Sequenz wurde durch Schneiden mit EcoRI und BamHI des Vektors pGEM-T-
gL und Auftrennung per Gel mit Fragmentelution isoliert und in den mit gleichen
Enzymen gedffneten pDsRed1-N1-Vektor in die zu DsRed1-Gen N-terminal gelegene
multiple cloning site ligiert. Da pDsRedl-N1 das Kanamycin-Resistenzgen tréigt,
wurden die transformierten DMI-E.coli-Zellen auf kanamycinhaltigen Agar-Platten
bzw. Nihrmedium geziichtet. Die pDsRedl-N1-gL-Klone wurden durch einen
Bglll/Notl-Verdau kontrolliert und die fiir richtig befundenen Plasmide in Vero-Zellen
eingeschleust. Bei unverschobenem Leseraster kam es unter Kontrolle des CMVie-
Promotors zur Expression einer dem gL-Verteilungsmuster entsprechenden roten

Fluoreszenz in den Zellen.

Konstruktion von pBacMam2gDprogL.DsRed1

Ein  stark  fluoreszierender = pDsRedl-Nl1-gl-Klon  und  der  Vektor
pBacMam2gDproEGFP stellten die Ausgangsvektoren fiir die Konstruktion von
pBacMam2gDprogl.DsRed1 dar (Abb. 14).
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EcoRI BamHI
gl

pGEM-T-gL

Zwischenklonierung von gL in pDsRed1-N1

DsRed1
pDsRed1-N1

SV40
poly A

MCS

Bglll gL Notl

|: DsRed1 . | pDsRed1-N1-gL.

l Einbau von gL.DsRed1 in pBacMam2gDpro

% UL35
AL pBacMam2gDproUL35EGFP

HSV gD- Bal II Not I Exon 2 Rahl?lt 3 globin
Promoter terminator

gL DsRed1

— -S| | PucMam2eDproglDsRed!

HSV gD- Exon 2 Rabbit 8 globin
Promoter terminator

Abb. 14 Schema der Konstruktion von pBacMam2gDprogl.DsRed]1.

Aus pDsRedl1-N1-gL. wurde mit Bglll und Notl das gl-DsRedl-Insert herausge-
schnitten. Die gleichen Restriktionsendonukleasen fiihrten bei pBacMam2gDproEGFP
zur Deletion des EGFP-Fragmentes inklusive MCS, an dessen Stelle sich dann das gL-
Fusionsgen klonieren lieB. Nach Doppelverdau der rekombinanten Plasmide mit BglII
und Notl entstanden ein 6.350bp-Fragment und das 1.360bp grofle gl-DsRedl-
Fragment (Abb. 15).

Abb. 15
Analytisches Gel des Verdaus des Vektors
pBacMam2gDprogL.DsRed1 mit BglII und
Notl.
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4.3.5.2 Klonierung von pBacMam2gDprogHspEGFPgE

Im Gegensatz zu den C-terminal markierten UL35-, US9-, US11- und gL-Sequenzen
wurde in Anlehnung an den von E. Lorentzen konstruierten Vektor pUCgHBgI2mEGFP
(90) das EGFP direkt hinter der Signalpeptidsequenz am N-terminalen Ende der gE-
Sequenz inseriert. Da die Signalpeptidsequenz des gE funktionell mit der des gH
tibereinstimmt und bereits EGFP-markiert aus pUCgHBgI2mEGFP {ibernommen
werden konnte, wurde zur Herstellung des gE-Fusionsproteins die Signalpeptidsequenz
von gH verwendet.

Die Klonierung von pBacMam2gDprogHspEGFPgE erfolgte in zwei Schritten. Zuerst
wurde das EGFP-markierte Signalpeptid in pBacMam2gDproEGFP kloniert und

anschlieBend die gE-Sequenz in das rekombinante Plasmid eingefiigt.

pUCgHBgI2mEGFP

HSY gb- [ pBacMam2gDproEGFP
Promoter Ncol Xbal Ei:)nt::al:ogrhbin
Sphi gHsp oo SPL Lorp exon2  pBacMam2gDprogHspEGFP2
HSV gD- Ncol Ncol Xbal Rabbit B globin

Promoter terminator

Abb. 16 Herstellung von pBacMam2gDprogHspEGFP2.
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Konstruktion von pBacMam2gDprogHspEGFP2

Das Fragment gHspEGFP wurde mit Ncol aus pUCgHBgI2mEGFP herausgeschnitten
und mit dem Vektor pBacMam2gDproEGFP (Abb. 16), der durch das Enzym Ncol
linearisiert und nachfolgend dephosphoryliert wurde, ligiert. Die
pBacMam2gDprogHspEGFP2-Klone mussten auf korrekte Orientierung der
Signalpeptidsequenz iiberpriift werden, was mit Spel und Sphl gelang. Richtig
orientierte Insert-tragende Klone wurden fiir den néchsten Klonierungsschritt verwendet

und auch zur Transfektion von Zellen benutzt.

Spel Spel

gk
— pCR2.1-TOPO-gE

eonz  pBacMam2gDprogHspEGFP2

Spel

gHsp EGFP EGFP :I:l—
HSV gD- Bng Xbal Rabbit B globin
Promoter terminator

Bglll

gHsp b Spel g | P pBacMam2gDprogHspEGFPgE
HSV gD- Bng Xbal/ Rahlfit B globin
Promoter SpeI terminator

Abb. 17 Konstruktion des Expressionsvektors
pBacMam2gDprogHspEGFPgE.

Konstruktion von pBacMam2gDprogHspEGFPgE

Die mit Spel-Schnittstellen flankierte und ohne Signalpeptidsequenz amplifizierte gE-
Sequenz wurde in pCR2.1-TOPO ligiert und aus diesem Klonierungsvektor mit Spel

herausgeschnitten. Zielvektor fiir die Insertion der gE-Sequenz war der mit Spel und
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Xbal gedffnete und anschlieBend gezippte Vektor pBacMam2gDprogHspEGFP2 (Abb.
17). Die Restriktionsenzyme Spel und Xbal erzeugen kompatible Baseniiberhidnge,
wodurch eine Verkniipfung der Fragmente auf diesem Wege moglich, die Xbal-site im
pBacMam2gDprogHspEGFPgE allerdings eliminiert wurde. Da das mit Spel-
Schnittstellen versehene Fragment gE beim Einsetzen in die Vektor-DNA eine beliebige
Orientierung annehmen kann, musste diese anschlieBend getestet werden. Hierfiir war
das Enzym Bglll ideal, da es sowohl in der Plasmid-DNA als auch im Bereich des C-
terminalen Endes die gE-Sequenz einmal schneidet. Die Klone, die die erwarteten
Fragment mit der entsprechenden GroBe zeigten, wurden zur Expression des

Fusionsproteins verwendet.

4.4 Charakterisierung der autofluoreszierenden Proteine mit Fluoreszenz-

mikroskopie und Western-Blot

In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen autofluoreszierenden
Fusionsproteine durch die transiente Expression in Kulturzellen mit nachfolgender
fluoreszenzmikroskopischer Analyse des Verteilungsmusters sowie Nachweis per
Western-Blot charakterisiert. Die Transfektion von Vero- und HeLa-Zellen mit der
Fusionsprotein-DNA erfolgte jeweils durch die Lipofektionsmethode. Die Zellen
wurden mit dem HSV-1-Stamm17syn+ infiziert, dann in der Regel 12-16h bei 37°C
inkubiert und im Anschluss der Fluoreszenzmikroskopie oder der Western-Blot-
Analyse unterzogen. Fiir die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte die Fixierung
der Zellen, das Uberfiihren auf Objekttriger und dann die Betrachtung unter dem
Mikroskop mit speziellen Filtern. Fiir den Western-Blot wurden die transfizierten und
infizierten Zellen geerntet und lysiert. Nach Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese und Transfer auf eine
PVDF-Membran waren die exprimierten Fusionsproteine der Detektion durch

spezifische Antikorper gegen GFP bzw. DsRed zuginglich.
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4.4.1 Expressionsvektoren

Die Vektoren pBacMam2gDproEGFP, pBacMam2gDproECFP und
pBacMam2gDproEYFP konnten erfolgreich in Kulturzellen exprimiert werden und
wiesen dabei ein homogenes, unspezifisches Fluoreszenzmuster auf. Der Nachweis der
Expression in infizierten Zellen wurde im Western-Blot mit dem GFP-Antikorper
erzielt, der nach Inkubation mit dem entsprechenden Zweit-Antikdrper und Entwicklung

mit der Substratlosung die Banden im Bereich von 35kDa sichtbar machte (Abb. 18).

83.0 -
Abb. 18
50.7 - Nachweis der Expression von
- - EGFP, EYFP, ECFP, UL35-
EGFP und UL35-ECFP per
357~ L — Western-Blot.
29.6 -
EGFP EYFP ECFp UL35- UL35-
EGFP ECFP

4.4.2 Kapsidprotein UL3SEGFP und UL3SECFP

Die Konstruktion wund Expression von pBacMam2gDproUL35EGFP und
pBacMam2gDproUL35ECFP lieferte ein Protein, das mit dem GFP-Antikorper als ca.
50kDa-Bande im Western-Blot detektierbar war (Abb. 18). Auch die Beobachtung der
fluoreszierenden Proteine mit den entsprechenden Einfachbandfiltern fiir GFP bzw.
EGFP und ECFP unter dem Mikroskop gelang. Es zeigte sich ein fiir das UL35-Protein
charakteristisches intrazellulires Muster. Die Abbildung 19 ldsst neben einer
homogenen zytoplasmatischen und nukleoplasmatischen Verteilung eine Fokussierung
des UL35EGFP-Proteins in intranukledre Punkte als Ort der Kapsidbildung erkennen.
Das blau fluoreszierende UL35-Protein fithrte zu einem vergleichbaren intrazelluldren

Verteilungsmuster.
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UL35EGFP UL35ECFP

Abb. 19 Expression der Fusionsproteine UL35EGFP und UL35ECFP in Kulturzellen.

4.4.3 Tegumentproteine US9EYFP und US11EYFP

Die Transfektion von Zellen mit den Expressionsvektoren pBacMam2gDproUS9EYFP
und pBacMam2gDproUS11EYFP fiihrte zur Expression intensiv fluoreszierender
Proteine. Das US9-Protein verteilte sich unter Aussparung des Nukleus homogen in der
Zelle und akkumulierte stellenweise im Zytoplasma, mdglicherweise in Proteasomen,

den Orten der Ubiquitinylierung.

US9EYFP US11EYFP

Abb. 20 Intrazelluldres Verteilungsmuster von USO9EYFP und US11EYFP.
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Das Fluoreszenzverhalten des USI11-Proteins richtete sich vermutlich nach der
Lokalisation der Ribosomen, so dass sich die gelbe Fluoreszenz sowohl im Nukleus in
Konglomeraten konzentrierte als auch im Zytoplasma verteilte.

Beide Tegumentproteine waren im Western-Blot mit dem monoklonalen GFP-
Antikorper nachzuweisen, das US9EYFP-Protein als eine Bande in der Néhe der
50kDa-Markierung und das US11EYFP-Protein im Bereich von 60kDa.

83.0
e
50.7 Abb. 21
- - Nachweis der zelluldren Expression
von USOEYFP und UST1EYFP im

35.7 Western-Blot.
29.6

US9- US11-

EYFP EYFP

4.4.4 Glykoproteine gL DsRed und gHspEGFPgE

Das Glykoprotein gl. wurde mit dem rot fluoreszierenden DsRedl markiert und in
Vero-Zellen exprimiert. Das gl.DsRed erzeugte ein ausschlieBlich zytoplasmatisches
Fluoreszenzmuster, welches mit der TGN-Lokalisation vereinbar ist. Diese
Beobachtung findet Ubereinstimmung mit der Funktion von Hiillglykoproteinen
innerhalb des replikativen Zyklus.

Auch der Nachweis der Expression in infizierten Zellen per Western-Blot war
erfolgreich. Die Transfektion mit pBacMam2gDproDsRed fiihrte zur zelluldren
Expression des DsRed-Proteins mit homogener Verteilung und konnte mit dem DsRed-
Antikdrper sichtbar gemacht werden. Die Fusion des Glykoproteins gl. mit dem DsRed-
Molekiil erzeugte ein Protein mit einem ca. 40kDa groBeren Molekulargewicht (Abb.

22).
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83.0 -
50.7 -
@)
35.7 -
DsRed gL-
DsRed

gl.DsRed

Abb. 22 Transiente Expression des Fusionsproteins gl.DsRed und Nachweis
von DsRed und gl.DsRed im Western-Blot.

Ergénzend wurden in HeLa-Zellen von E. Lorentzen in der Arbeitsgruppe parallel zur
gL.DsRed-Transfektion subzelluldre Strukturen mit Markerproteinen versehen. Fiir die
Darstellung des Golgi-Apparates wurde ECFP und fiir die Darstellung von Aktin-
filamenten EYFP verwendet. Nach Kotransfektion von Zellen mit pECFP-Golgi,
pEYFP-Actin und pDsRed-N1-gL konnten die markierten Proteine und zelluliren Kom-

ponenten unter dem speziellen Dreifachbandfilter simultan betrachtet werden (Abb. 23).

EYFP-
Aktin

%
Q -3
&

gLDsRed

Abb. 23 Markierung des Golgi-Apparates mit ECFP, der Aktinfilamente mit EYFP
und Expression von gl.LDsRed in HeLa-Zellen.
Simultane Betrachtung (Triple) unter einem Dreifachbandfilter.
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Das glLDsRed-Protein hielt sich auch hier in der TGN-Region auf. Diese Lokalisation
wurde mit der ECFP-Markierung bestitigt. Ebenso ergab ein Vergleich der glL-
Lokalisation mit den Aktinmarkierungen Hinweise auf eine Assoziation von gL mit den

Aktinfilamenten.

Mit dem Vektor pBacMam2gDprogHspEGFPZE sollte das intrazelluldre Verhalten des
Glykoproteins gE untersucht werden. Das griin fluoreszierende gE wies, wie erwartet
fiir ein Glykoprotein, eine zytoplasmatische Verteilung auf. Diese Fluoreszenz
verdichtete sich punktuell im perinukledren Areal. Dieses Verteilungsmuster spricht flir
eine gE-Lokalisation im TGN.

In der Western-Blot-Analyse wies das Fusionsprotein aus dem 80kDa groflen gE-
Protein und EGFP ein Molekulargewicht von ca. 120kDa auf (Abb. 24).

123 -

e
83.0 -
50.7 -
35.7 -
29.6 -
gE-
EGFP

gE-EGFP

Abb. 24 Fluoreszenzmikroskopische Analyse des gE-Verteilungsmusters
und Nachweis des gE-EGFP-Proteins im Western-Blot.
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4.4.5 Simultane Expression von Virusproteinen

Durch die vorangegangenen Klonierungen konnten Virusproteine aus jeder der 3
Klassen von Strukturkomponenten (Hiille, Tegument, Kapsid) des HSV-1-Virus mit
verschiedenfarbigen Fluoreszenzproteinen markiert werden. Es standen nun zahlreiche
Fusionsproteine zur Verfiigung, die uns auf die Idee brachten, Kulturzellen parallel mit
unterschiedlichen Proteinen zu transfizieren. Es wurden verschiedene Zweifach- wie
auch Dreifachkombinationen ausprobiert. Diese Transfektionen wurden mit der Lipo-
fektionsmethode durchgefiihrt. Bei den Single-Transfektionen bestand ein Ansatz aus
ca. 0,5ug Vektor-DNA mit 3ul Lipofektamin. Bei den Doppel- und Dreifach-Trans-
fektionen wurde bei gleichbleibendem Lipofektaminvolumen von jeder Vektor-DNA
ca. 0,5ug hinzugefiigt. Nach der Transfektion erfolgte die Infektion mit dem HSV-1
synl7+ mit einer MOI von 5. Nach einer durchschnittlichen Inkubation von 12-16h bei

37°C wurde die Expression der Fusionsproteine fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

UL35-ECFP US11-EYFP gl-DsRed

Triple Triple/Durchlicht

Abb. 25 Co-Expression von UL35ECFP, UST1EYFP und gLLDsRed in einer Zelle.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse mit Singlebandfilter und mit speziellen
Triplebandfilter.
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In den zahlreichen Versuchen erwiesen sich die simultanen Expressionen als
erfolgreich. Unter dem Fluoreszenzmikroskop lieen die jeweiligen Virusproteine bei
der Betrachtung mit Einfachbandfiltern die charakteristischen, intrazelluldren
Verteilungen erkennen. Die Beobachtung des Verteilungsmusters mit Hilfe eines
speziellen Dreifachbandfilters zeigte die parallele Expression in einer Kulturzelle mit
den typischen intrazelluldiren Lokalisationen von 2 bzw. 3 verschiedenen
fluoreszierenden Proteinen. Die eindrucksvollsten Ergebnisse bzw. auch
Photodokumentationen lieferte die Co-Expression von gLDsRed, USI1EYFP und
VP26ECFP.

Anhand der Abb. 25 ist zu erkennen, dass das UL35-Protein die nukleo- und
zytoplasmatische Verteilung mit nukledren Foci behélt, das US11-Protein intranukleére
Konglomerate und ein homogenes zytoplasmatisches Muster aufweist und auch das gl-
Protein die zytoplasmatische, dem TGN entsprechende Lokalisation aufrechterhélt. Die
Betrachtung unter den speziellen Triplebandfiltern ermoglicht die simultane Analyse
der co-exprimierten Virusproteine in einer Zelle. Hier kommen dann auch die
charakteristischen Verteilungsmuster der einzelnen Virusproteine UL35, US11 und gL

zum Ausdruck.
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5. Diskussion

Zahlreiche veroffentlichte Forschungsergebnisse iiber die Funktion, die Expression und
den intrazelluldren Transport von Herpes simplex-Virus Typ 1-Proteinen sowie deren
Interaktion mit zelluldren Komponenten liefern wichtige Informationen iiber den Ablauf
der HSV-I1-Infektion. Eine vollstindige Kldrung bleibt jedoch noch aus. Diese noch
nicht erforschten Details der viralen Infektion erstrecken sich ebenso auf das
Zusammenfiigen der Viruskomponenten zu einem Partikel und die Virusausschleusung.
Nach dem derzeitigen Stand folgt nach dem Kapsidzusammenbau im Nukleus das
Aussprossen der Virionen {iber die innere nukleire Membran in den Perinuklearraum
(39, 99). Der weitere Weg der Partikelwanderung wird in 2 Modellen kontrovers
diskutiert.

Nach Johnson und Spear (79) ist diese innere Kernmembran die endgiiltige
Virushiillmembran, in der die zunéchst unreifen Glykoproteine wihrend des vesikuldren
Transportes im Golgi-Kompartiment prozessiert werden. Die umhiillten Virionen
erreichen iiber das ER und den Golgi-Apparat die Plasmamembran und werden dort aus
der Zelle geschleust. Dies bedeutet, dass perinukledre Virionen den vollen Satz der fiir
HSV-1 charakteristischen Tegument- und Hiillglykoproteine tragen. Diese Theorie
findet durch die Interpretation der Resultate von Campadelli-Fiume Bestitigung (26).
Auch die Studie von Torrisi (144) unterstiitzt teilweise das Johnson&Spear-Modell.
Demgegeniiber préasentierte Stackpole (138) ein Deenvelopment-reenvelopment-Modell,
in dem an der dufleren Kernmembran nackte Nukleokapside entlassen und durch die von
den Golgi-Zisternen abgeschniirten bilamelldren Vesikeln umschlossen werden. Die
innere Membran dieser Vesikel stellt die Virushiille nach Ausschleusung in den
Extrazelluldrraum dar und besitzt die im Golgi-Apparat prozessierten Glykoproteine. In
diesem Fall findet die Assoziierung von Tegumentproteinen und der Virushiille in
zytoplasmatischen Kompartimenten statt. Verschiedene Arbeiten, auch neueren Datums,
unterstiitzen das Modell von Stackpole. Virusmutanten, die gD oder gH im ER zuriick-
halten, zeigten in den Nachkommenviren einen Verlust dieser Glykoproteine. Dieses
Ergebnis deutet darauthin, dass das Virus seine finale Hiille von einem post-ER-Kom-
partiment erhilt (22, 135, 157). Ebenso konnten elektronenmikroskopische Studien das
Modell fiir verschiedene Alphaherpesviren dokumentieren, u.a. auch fiir HSV-1 (69).

Desweiteren wurde von van Genderen und Kollegen bewiesen, dass die
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Phospholipidzusammensetzung der extrazelluldren Virionen nicht mit der nukledren
Membran iibereinstimmt. Die Lipide der Virusmembran sind typischerweise im Golgi-
Apparat und der Plasmamembran angereichert (148). Eine weitere Veroffentlichung
zeigte, dass in lebenden, virusinfizierten Zellen die mit GFP markierte
Haupttegumentkomponente VP22 anscheinend ausschlieBlich im Zytoplasma
vorhanden ist (56). Zusétzlich unterstiitzen Untersuchungen in Nervenzellen den
Deenvelopment-reenvelopment-Weg und  zeigen, dass Nukleokapside und
Glykoproteine nach separatem Transport erst in den Axonenden zusammengefiigt
werden. Die nichtumbhiillten Nukleokapside werden direkt von der Kernmembran zu den
Mikrotubuli und die Glykoproteine via Golgi-Apparat ins terminale Axon transportiert
(9,57, 110).

Die Untersuchung rdumlicher und zeitlicher Transport- und Ausbreitungsmuster von
HSV-Typ-1- Proteinen und der Bildung des Viruspartikels ist auch {ibergeordnetes Ziel
unseres Forschungsprojektes. Hierzu werden autofluoreszierende Fusionsproteine
konstruiert und in intakten Zielzellen teilweise mit simultaner autofluoreszierender
Markierung subzelluldrer Organellen per Fluoreszenzmikroskopie und konfokaler
Lasermikroskopie analysiert. Als Teil dieses Forschungsprojektes war das Ziel dieser
Doktorarbeit die Konstruktion von autofluoreszierenden Fusionsproteinen, deren
transiente Expression in intakten Zielzellen und die fluoreszenzmikroskopische Analyse
der intrazelluldren Verteilung. Es wurden Strukturproteine der 3 Viruskomponenten
ausgewdhlt, das Kapsidprotein VP26, die Tegumentproteine US9 und US11 sowie die
Hiillglykoproteine gl. und gE. Der ebenfalls im Rahmen des {ibergeordneten
Forschungsprojektes von A. Heid hergestellte Vektor pBacMam2gDproEGFP diente
dabei als Transfer- und Expressionsvektor. Zwei multiple cloning sites umgeben die
EGFP-kodierende Sequenz und ermdglichen die C-terminale oder N-terminale
Verkniipfung der viralen Proteine mit EGFP. Zur simultanen Darstellung von Kapsid-,
Tegument- und Hiillproteinen mussten verschiedenfarbig autofluoreszierende
Fusionsproteine zur Verfiigung stehen. Daher wurden einige der ausgewihlten
Virusproteine mit den anderen Fluoreszenzmarkern ECFP, EYFP oder DsRed

fusioniert.
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5.1 Expression und Verteilungsmuster des Kapsidproteins UL35

VP26, Produkt des Leserahmens UL35, ist das kleinste der bekannten Kapsidproteine
und befindet sich an der Oberfliche der Kapsidstruktur an den Spitzen der VP5-
Hexamere. Hierbei ordnen sich jeweils 6 VP26-Molekiile um ein VP5-Protein. Die
exponierte Lokalisation an der KapsidauBenfliche regte Desai und Person zu der
Uberlegung an, dieses Polypeptid mit einem autofluoreszierenden Protein zu markieren.
Die Inkorporation des Fusionsproteins in die Kapsidstruktur sollte das Nukleokapsid
kennzeichnen und die Mdglichkeit erdffnen, die Bildung und den intrazelluldren
Transport des Nukleokapsids sowie die Ausschleusung reifer Viren zu visualisieren. Im
Jahr 1998 gelang Desai die Konstruktion des Fusionsproteins VP26GFP, die
nachfolgende Expression in Vero-Zellen und erstmals auch durch den Einbau von
EGFP ins Kapsid die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Viruspartikel-
ausschleusung. Die strukturelle Aktivitit des VP26-GFP-Fusionsproteins und die
biologische Aktivitit der infektidsen Nachkommenviren waren vergleichbar mit
derjenigen des wt-VP26-Proteins (43).

In Anlehnung an die Forschungsergebnisse von Desai konstruierten wir den Vektor
pBacMam2gDproUL35EGFP, der in Saugerzellen zur Expression des auto-
fluoreszierenden UL35-EGFP-Fusionsproteins fithren sollte. Im Gegensatz zu dem
VP26GFP von Desai et al. wurde die DNA-Sequenz UL35 am 5°-Ende der EGFP-
Sequenz in den Zielvektor inseriert. In HSV-1-iiberinfizierten Sidugerzellen konnte das
Fusionsprotein exprimiert werden und zeigte mit einem punktuellen, nukledren
Fluoreszenzmuster sowie einer zusétzlichen homogenen Fluoreszenz im Kern wie auch
im Zytoplasma ein rdumliches Verteilungsmuster, das weitgehend im Einklang stand
mit den publizierten Daten von Desai et al.. Diese Ubereinstimmungen bezogen sich
auch auf die =zeitliche Anderung des intrazelluliren Verteilungsmusters des
UL35EGFPs, die in den Versuchen von A. Heid (Doktorarbeit) dokumentiert wurden.
Friih nach der Infektion entstand eine homogene nukledre und zytoplasmatische
Fluoreszenz, gefolgt von einer =zusdtzlichen Ausbildung eines punktierten,
intranukledren Musters mit zunehmender Intensitit und im weiteren Verlauf eine
ausgepriagte Fluoreszenz im Zytoplasma mit Konzentration im Bereich der

Zellmembran. Die Lokalisation der intranukledren Foci korrespondiert mit den Orten
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der Kapsidbildung und reflektiert die Akkumulation des UL35 und somit den Zeitpunkt
zu dem es durch die Interaktion mit VPS5 und einem weiteren Protein, VP19¢ oder
preVP22a (117), in die Kapsidstruktur eingebaut wird. Die zunehmende zytoplasma-
tische Fluoreszenzintensitdt spiegelt den Transport des Nukleokapsids bzw. der
Virionen durch das Zytoplasma zur Zellmembran wieder, wo sich letztendlich die
Viruspartikel ansammeln und ausgeschleust werden.

Entsprechend den {ibereinstimmenden Ergebnissen scheint die Position des UL35
innerhalb des Fusionsproteins, ob N-terminal oder C-terminal zum EGFP, keine
sichtbaren Auswirkungen auf die Expression und das Fluoreszenzverhalten zu haben.
Ebenso blieb ein Austausch des EGFP durch das ECFP innerhalb des Fusionsproteins
ohne FEinfluss auf die rdumliche und zeitliche Ausbreitung des Fluoreszenzmusters. Der
Vektor pBacMam2gDproUL35ECFP wurde konstruiert, um die Dokumentation einer
simultanen Expression mit Tegument- und Hiillproteinen zu ermoglichen. In den
Versuchen konnten mit UL35ECFP vergleichbare Daten erhoben werden wie mit
UL35EGFP.

Die Aufgaben des VP26 sind unklar. Eine signifikante Funktion in der strukturellen
Stabilisierung des Kapsids konnte bereits ausgeschlossen werden (14, 145). Das VP26
ist zwar ein kleines, jedoch ein in hoher Anzahl an der Kapsidoberfliche
vorkommendes Protein. Diese Lokalisation kann fiir eine Rolle des VP26 in der
Interaktion mit Tegumentproteinen und der Verankerung der Tegumentmatrix an das
Kapsid spielen. Eine Funktion im intrazelluldren Nukleokapsidtransport wire denkbar,

ist aber in Nervenzellen schon fiir unwahrscheinlich erklart worden (44).

5.2 Expression und Verteilung des Fluoreszenzmusters von US9

Das US9 ist ein unter den Alphaherpesviren hochkonserviertes Protein, besitzt jedoch in
den Partikeln der verschiedenen Herpesviren unterschiedliche Positionen. Wahrend es
im Herpes simplex-Virus Typl mit noch nicht gekldrter Funktion einen Platz im
Tegument einnimmt (61), wurde es im PRV und CMV als Typll-Membranprotein
charakterisiert und als Protein mit wichtigen Funktionen in der Zell-zu-Zell-

Ausbreitung in polarisierten Zellen und in der axonalen Lokalisation von
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Virusmembranproteinen identifiziert (17, 92). Im HSV-1 wird das kleine Tegument-
protein US9 wihrend des Replikationszyklus ubiquitinyliert. Da es seine Stabilitdt unter
dieser Ubiquitinylierung beibehélt, wird dem US9 eine Rolle in der Blockade des
Abbaus von spezifischen Proteinen zugedacht (15).

Im Hinblick auf die intrazellulire Verteilung des US9 wurden korrelierend zu den
verschiedenen Charakterisierungen unter den einzelnen Herpesviren voneinander
abweichende Lokalisationen beschrieben. Als typisches Membranprotein sollte PRV-
und CMV-US9 im Golgi-Apparat lokalisiert sein. Brideau und Kollegen (17) sowie
Tomishima und Enquist (143) bestdtigten diese Lokalisation fiir PRV US9 und konnten
mit der Interpretation ihrer Ergebnisse das Deenvelopment-reenvelopment-Modell
unterstiitzen. Fiir HSV-1 existieren Daten, die das Vorhandensein des US9-Proteins im
Nukleus beweisen. Frame und Mitarbeiter entdeckten US9 zum Zeitpunkt der
Nukleokapsidformation im Kern von infizierten Zellen (61). Im Jahr 1997 konnte
Brandimarti die Ubiquitinylierung von US9 und die Assoziation mit Proteasomen durch
Immunprézipitationsanalysen sichern (15). Die zytoplasmatische und nukledre
Lokalisation der Proteasomen wére somit moglicherweise auch auf die intrazelluldre
USO9-Verteilung iibertragbar.

Eine etwas aktuellere Studie von Miranda-Saksena und Kollegen befasst sich mit der
Lokalisation von verschiedenen HSV-1-Tegumentproteinen, u.a. US9 und 2 HSV-1-
Glykoproteinen (100). Elektronenmikroskopisch konnten die mit Antikdrper versehenen
Tegumentproteine im Nukleus detektiert werden. Die Aufgaben der Proteine wéren
daher moglicherweise eher funktioneller Art, da ein groBer Teil der aus dem Nukleus
aussprossenden Nukleokapside nicht mit den genannten Tegumentproteinen assoziiert
waren. Weitere Versuche mit Golgi-Markierungen und Brefeldin A zeigten dann, dass
die freien Tegumentproteine mit dem Golgi-Apparat in Verbindung stehen und dass die
sekunddre Umhiillung in zytoplasmatischen Kompartimenten ablduft als weiterer
Beweis fiir das Modell von Stackpole. In unserer Arbeit sollte nun das HSV-1-US9
durch eine gelbe Fluoreszenz visualisiert werden. Mit Hilfe des Vektors
pBacMam2gDproUS9EYFP konnten wir das Fusionsprotein USO9EYFP erfolgreich in
HSV-1-infizierten Zellen exprimieren. Die Fluoreszenz verteilte sich dabei im
Zytoplasma unter Aussparung des Nukleus, zum Teil homogen, zum Teil gesprenkelt.

Die von Frame beobachtete nukledre Verteilung war in unseren Versuchen somit nicht
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nachvollziehbar. Im Gegensatz dazu wire die von Brandimarti beschriebene
Assoziation mit Proteasomen denkbar. Die posttranslational ubiquitinylierten US9-
Molekiile orientieren sich an den zytoplasmatischen Proteasomen und konnten so auf
den zelluldren Proteinabbau Einfluss nehmen, indem das US9-Protein z.B. den Abbau
schidlicher Proteine fordert oder denjenigen von wichtigen Proteinen fiir den viralen
Replikationsprozess verhindert bzw. hinauszogert. Zu diskutieren wire hinsichtlich der
zytoplasmatischen Prdsenz und im Zusammenhang mit den Beobachtungen von
Miranda-Saksena auch eine Assoziation mit dem Golgi-Apparat, dem TGN oder Golgi-
Vesikel, zusammengefasst mit den Orten, an denen sich die Tegumentproteine mit den
Nukelokapsiden verbinden und sich dann der endgiiltigen Umhiillung unterziehen.
Letztendlich sind aus unseren fluoreszenzmikroskopischen Aufzeichnungen keine
klaren Riickschliisse auf die intrazelluldare Verteilung und Funktion zu ziehen. Weitere
Analysen, z.B. die simultane Markierung subzelluldrer Organellen, konnten sicherlich

einen weiteren Aufschluss iiber das US9-Verhalten in der Zelle geben.

5.3 Expression und Verteilungsmuster des Tegumentproteins US11

Fiir unsere Arbeit wéhlten wir als Vertreter des HSV-1-Teguments das US11. Ein
21kDa grosses, in hoher Kopierzahl vorkommendes Protein, das erst in jlingerer Zeit in
etlichen Studien in seiner intrazelluldiren Lokalisation und Funktion nédher
charakterisiert werden konnte. Das US11-Protein besitzt die Fahigkeit mit zahlreichen
intrazelluldren Molekiilen in Interaktion zu treten und so auf eine vielfiltige Art und
Weise in die Prozesse des replikativen Zyklus einzugreifen. Als sequenz- und
konformationsspezifisches RNA-Bindungsprotein mit regulatorischer Funktion wird das
Protein spiat im Infektionszyklus gebildet und bindet an die RNA der 60S-
Ribosomenuntereinheit (114, 122, 124). Diese Information ldsst vermuten, dass sich die
intrazelluldre Lokalisation des US11 an der Verteilung der Ribosomen orientiert. So
wiirde US11 zum einen im Zytoplasma zu finden sein und zum anderen im Nukleolus
akkumulieren, dort wo Ribosomenbestandteile aufgebaut werden. Moglicherweise kann
das USI1-Protein gerade eben durch die enge Assoziation mit dem Ort der

Proteinbiosynthese mit zelluldren oder viralen Proteinen interagieren und auf deren
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Funktion Einfluss nehmen. Zur Charakterisierung der intrazelluldren Verteilung des
US11-Proteins diente der Vektor pBacMam2gDproUSI1IEYFP. Das gelb
fluoreszierende Fusionsprotein US11EYFP zeigte sowohl eine zytoplasmatische wie
auch nukledre Expression. Im Zytoplasma verteilte sich das Fusionsprotein relativ
homogen, im Gegensatz dazu konzentrierte sich die Fluoreszenz im Kern auf die
Nukleoli. Diese Ergebnisse finden Ubereinstimmungen mit den Publikationen von
Puvion-Dutilleul (114) oder auch Roller und Roizman (124), die in immunfluoreszenz-
mikroskopischen  Arbeiten ebenfalls diese intrazellulire = US11-Lokalisation
beobachteten. Neben der ribosomalen 60S-Untereinheit konnten bereits weitere
Substrate der RNA-Bindungsdomine identifiziert werden, die einen regulatorischen
Einfluss von US11 in dem PKR-vermittelten Abbruch der Proteinsynthese im Rahmen
der Infektion bewirken. Es konnte eine direkte Interaktion von USI11 mit der
wirtszelleigenen Proteinkinase R in Anwesenheit von RNA gesichert werden (30).
Weiterhin verhindert das US11-Protein die PKR-Aktivierung iiber PACT (111).

Beziiglich des Aspektes der zelluldiren Ausschleusung viraler Komponenten ist die
Wechselwirkung von USI11 mit Bestandteilen des Zytoskeletts von Interesse. In der
Literatur findet man Daten, die eine Interaktion zwischen US11 wund den
Kinesinmolekiilen bestdtigen. Diefenbach und Kollegen konnten 2003 eine direkte
Interaktion von US11 mit der schweren Kinesinkette nachweisen (49). Ebenso besteht
nach der Arbeit von Benboudjema et al. eine Verbindung tiber PACT1 mit der leichten
Kinesinkette (11). Diese Féhigkeit an Zytoskelettmolekiile zu binden, kann
moglicherweise eine wichtige Funktion fiir US11 bei dem intrazelluldren Transport von
viralen Molekiilen bedeuten. Als Komponente des Tegumentes wiirde z.B. auch eine
Funktion im Nukleokapsidtransport in Frage kommen. Die Beobachtung von Ward und
Roizman, dass USI1 sich in der Ndhe von Assemblons aufhélt (153), kann dafiir
sprechen, dass US11 z.B. iiber VP5 mit dem Nukleokapsid in Wechselwirkung tritt und
dann tiiber die Bindung an die schwere Kinesinkette fiir den anterograden axonalen

Transport von Nukleokapsiden sorgt.
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5.4 Expression und Verteilung des Fluoreszenzmusters von gL

Die  Glykoproteine sind niitzliche @ Werkzeuge in der Analyse des
Ausschleusungsprozesses von HSV-1 aus infizierten Zellen. So konnten durch
verschiedene Arbeiten mit Virusmutanten Riickschliisse auf den Ort der endgiiltigen
Virusumhiillung gezogen werden. Zum Beispiel konstruierten Whiteley und Kollegen
eine Virusmutante, die gD im ER zuriickhélt. In der Folge war gD in den sezernierten,
reifen Virionen nicht detektierbar (157). Eine vergleichbare Studie lieferten Browne et
al mit einem im ER zuriickgehaltenen Glykoprotein H, indem das Retentionssignal am
Carboxyterminus durch Addition von 2 Aminosduren verdndert wurde (22). In den
rekombinanten Viren wurden gH und gL nicht zu der reifen Form prozessiert, nicht auf
der Zelloberfldche exprimiert und bewirkte dadurch eine 100fach geringere Infektidsitét
der Nachkommenviren. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die
endgiiltige Umhiillung in einem Post-ER-Kompartiment stattfindet, méglicherweise im
Golgi-Komplex oder auch in vom Golgi-Apparat abstammenden Vesikeln. Da
Glykoproteine im TGN prozessiert werden und sich dort vermutlich, eingefiigt in einer
vom TGN abstammenden Membran, um das Nukleokapsid und das Tegument
schlieBen, wire eine Anhdufung der mit einem Fluoreszenzmarker versehenen
Glykoproteine im TGN zu erwarten.

Fiir unsere Arbeit wihlten wir das Glykoprotein L aus, das mit gH einen stabilen
Heterokomplex bildet. Eine gegenseitige Abhédngigkeit besteht insofern, als einerseits
gL fir die korrekte Faltung und den intrazelluldren Transport von gH notwendig ist und
andererseits gH die Hiillmembranassoziation von gL ermdglicht. Zusammen sind sie
essentiell fiir die Penetration und Infektiositdt der HSV-1-Partikel. Das Glykoprotein L
wird wihrend des intrazelluldren Transportes durch Addition von Zuckerresten im
Golgi-Apparat von einer ca. 25kDa- zu einer reifen 40kDa-Form modifiziert (75).

Wir markierten das gl mit dem rot fluoreszierenden DsRed1-Protein und klonierten es
zur Expression in den Vektor pBacMam2gDproglLDsRedl. In der fluoreszenz-
mikroskopischen Analyse zeigte sich eine zytoplasmatische Fluoreszenz unter
Aussparung des Zellkernes und der Kernmembran, die sich zumindest in dem
Verteilungsmuster nicht deutlich abgrenzte. Dagegen konzentrierte sich, wie zu

erwarten, die Fluoreszenz auf ein Areal im Zytoplasma, das dem TGN entspricht. Dort
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wo gL einer Prozessierung unterliegt und sich vermutlich in Anwesenheit von gH in die
Hiillmembran einfiigt. Eine weitere Intensitdtszunahme der Fluoreszenz findet man an
der Plasmamembran. Diese tritt punktformig als Ausstlilpung bzw. Anhangsgebilde in
Erscheinung. Eine Interpretation dieser Beobachtung konnte so aussehen, dass die gL-
DsRed1-Fusionsproteine nach Transport via Zytoskelett an der Zellperipherie
akkumulieren und dann in den Extrazelluldrraum sezerniert werden. Denkbar wire auch
ein Einbau des gl.DsRedl in die Zellmembran unter Komplexbildung mit gH. Davon
ausgehend, dass das Fusionsprotein in reife Virionen inkorporiert wird, kann die
punktuelle Fluoreszenz an der Zellmembran auch Ausdruck von Virionen sein, die kurz
vor der Zellausschleusung durch budding stehen.

Interessant sind die Resultate der simultanen Darstellung von Zellorganellen und
Komponenten des Zytoskeletts durch Fluoreszenzproteine. In der Arbeitsgruppe wurde
von E. Lorentzen parallel zur Expression von gLDsRed1 der Golgi-Apparat mit ECFP
und die Aktinfilamente mit EYFP markiert. Die simultane Betrachtung unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit dem FITC-Filter und die separate Darstellung mit Hilfe
entsprechender Filter lassen deutliche Ubereinstimmungen erkennen. Die Lokalisation
des Golgi-Apparates entspricht derjenigen zytoplasmatischen Fluoreszenzansammlung
in den gLDsRedl-exprimierenden Zellen. Die Visualisierung der Aktinfilamente durch
EYFP zeigte eine flichige, zytoplasmatische Verteilung mit Konzentration dicht unter
der Zellmembran. Dies kann Hinweis dafiir sein, dass gL bzw. der gH/gL-Komplex

oder reife Virionen u.a. iiber die Aktinfilamente zur Zellperipherie transportiert werden.

5.5 Expression und Verteilung des Fluoreszenzmusters von gE

Im Mittelpunkt unseres Interesses stand ein weiteres Glykoprotein, das gE. Es bildet mit
gl einen stabilen Heterokomplex und iibernimmt als Virusbestandteil in der Hiille
wichtige Funktionen zum Schutz des Virions gegeniiber der Immunabwehr des Wirtes
und in der Zell-zu-Zell-Ausbreitung. Zur Charakterisierung des rdumlichen Verteilungs-
musters von gE konstruierten wir den Vektor pBacMam2gDprogHspEGFPgE.
Aufgrund des von wuns fiir die Klonierung gewdhlten Ausgangsvektors

pUCgHBgI2mEGFP (90) erscheint die funktionell vergleichbare Signalpeptidsequenz
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von gH anstelle der von gE und die EGFP-Sequenz am 5’-Ende der gE-DNA, so dass
nach Abspalten der Signalpeptidsequenz das EGFP bei der Expression des
Fusionsproteins eine N-terminale Position einnimmt. Wie zu erwarten fand sich bei der
Expression in HSV-1-infizierten Vero-Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop eine
zytoplasmatische Fluoreszenz mit punktuellen Verdichtungen im perinukledren Bereich,
die charakterisitisch ist fiir die TGN-Lokalisation. Dieses Fusionsprotein bot damit ein
vergleichbares intrazelluldres Verteilungsmuster wie die immunfluoreszenz-
mikroskopischen Studien von Alconada und Kollegen (2) sowie McMillan und Johnson
(96), die das gE mittels Antikorper detektierten. Zwei Sortiersignale in der
zytoplasmatischen gE-Domine sorgen fiir die Akkumulation des gE/gl-Komplexes im
TGN, in dem die Glykoproteine posttranslational modifiziert werden. Ausgehend von
einem Deenvelopment-reenvelopment-Modell kann das Auftreten von gE im Golgi-
Komplex fiir den Prozess der Virusumhiillung von Bedeutung sein. Einen Hinweis fiir
eine wichtige Funktion bei diesem Vorgang konnte die im Jahr 2003 veroffentlichte
Arbeit von Farnsworth und Kollegen geben, die das Verhalten von gD-/gE-Doppel- und
gD-/gE-/gl-Dreifachdeletionsmutanten unter dem Elektronenmikroskop betrachteten
(58). Der kombinierte Verlust von gD und gE loste eine deutliche zytoplasmatische
Akkumulation von nicht-umhiillten Nukleokapsiden aus. Noch deutlicher fiel dieser
Effekt bei einer Dreifachdeletion gD/gE/gl aus. Diese Beobachtung lédsst einen
Riickschluss auf eine essentielle Funktion des gE/gl-Komplexes im Zusammenwirken
mit gD bei der zytoplasmatischen Umhiillung zu, vermutlich durch Interaktion von
Tegument-umhiillten Nukleokapsiden mit der zytoplasmatischen Doméne von den
HSV-1-Glykoproteinen, die sich im TGN oder Endosomen ansammeln.

Eine weitere wichtige Funktion wird dem gE/gl-Komplex in der Zell-zu-Zell-
Ausbreitung zugeschrieben. McMillan und Johnson beschrieben in ihrer Publikation
nach der frithen perinukledren Lokalisation zusdtzlich noch eine Orientierung von gE/gl
an die laterale Zelloberflache in der spiten Phase des Infektionszyklus. Erklart wird
dieses Phdanomen durch die Bindung eines Areals der intrazytoplasmatischen gE/gl-
Domine an den zelluldren AP-1-Clathrin-Adapter-Komplex, durch die die Virionen zu
den Zellverbindungen transportiert werden und dort mit der extrazelluliren gE/gl-
Doméne mit zelluldren Liganden in Interaktion treten (96). Diese Beobachtung erfolgte

allerdings in polarisierten Zellen, die ausgedehnte Zellverbindungen besitzen. In
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unseren Versuchen mit Vero- und HelLa-Zellen konnten wir daher keine Akkumulation
der Fluoreszenz an der Zellmembran finden und somit Hinweise auf eine Einwirkung

auf die Zell-zu-Zell-Ausbreitung nicht beobachten.

5.6 Die simultane Expression von verschiedenen autofluoreszierenden Virus-

proteinen

Das Ziel der vorausgegangenen Versuche war es, expressionskompetente,
autofluoreszierende Proteine zu konstruieren, die eine Darstellung der intrazelluldren
Ausbreitungen und somit Riickschliisse auf den Transport der ausgewihlten
Virusproteine ermoglichen. Die Fusionsproteine UL35SEGFP, UL35ECFP, US9EYFP,
US11EYFP, EGFPgE und glLDsRed erfiillten diese Zielsetzung. Die Tatsache, dass eine
erfolgreiche Expression in Kulturzellen gelang und die intrazelluldre Verteilung sowohl
weitgehend charakteristisch war fiir die Lokalisation innerhalb der Virusstruktur als
auch mit in der Literatur publizierten Daten korrelierte, sprechen gegen
schwerwiegende Fehler bei der Replikation und Translation der kodierenden
Sequenzen. Es standen nun verschiedenfarbige fluoreszierende und zur Expression
fahige Virusproteine der drei HSV-1-Strukturkomponenten Hiille, Tegument und
Kapsid zur Verfiigung. Darauthin stellte sich die Frage, ob eine simultane Infektion und
Expression der Fusionsproteine in einer Zelle moglich sein wiirde. In der Literatur
existierten bislang keine Verdffentlichungen, die diese Thematik behandelten und
Vergleiche zuliefen. SchlieBlich folgte eine Reihe von Versuchen, in denen die
gleichzeitige Transfektion von Zellen mit zwei oder drei verschiedenen
Fusionsproteinen und die anschlieBende HSV-1-Infektion getestet werden sollte. Die
Koexpression von UL35ECFP mit gLDsRed sowie von UL35ECFP mit USI1EYFP
und gl.DsRed lieferten die eindrucksvollsten Resultate. Fluoreszenzmikroskopfilter mit
den spezifischen Exzitations- und Emissionsmaxima fiir die autofluoreszierenden
Proteine ermoglichten eine separate Visualisierung der intrazelluldren Lokalisation der
jeweiligen Virusproteine. Die Proteinverteilungen waren vergleichbar mit denjenigen,
die in den vorangegangenen Einzelexpressionen dokumentiert wurden. Fiir das
Glykoprotein L war es die dem TGN entsprechende Konzentrationen der roten

Fluoreszenz im Zytoplasma. Das US11EYFP akkumulierte in den Nukleoli und im
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Zytoplasma und das blau fluoreszierende UL35 zeigte ein punktuelles, nukleéres
Verteilungsmuster. Die parallele Betrachtung der Fusionsproteine in der Zelle erlaubte
ein eigens fiir diesen Zweck hergestellter Dreifachbandfilter von der Firma AHF. Die
Fluoreszenzmuster lieBen die bekannten intrazelluldren Lokalisationen erkennen. So
ergaben die separaten wie die simultanen zelluldren Expressionen der Virusproteine
vergleichbare Ergebnisse. Anhand dieser Betrachtungen lésst sich vermuten, dass eine
bedeutende gegenseitige Beeintrachtigung der autofluoreszierenden Virusproteine in der
intrazelluldren Ausbreitung unwahrscheinlich ist bzw. zumindest ohne groBere
Auswirkungen bleibt. So bietet die simultane Expression verschiedener Virusproteine
prinzipiell die Moglichkeit, den Transport der Proteine, speziell auch deren Inter-
aktionen sowie deren Rolle in der intakten, virusinfizierten Wirtszelle direkt

darzustellen und zu analysieren.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit der Analyse des intrazelluldren
Verteilungsmusters von verschiedenen Proteinen des HSV-1, die Riickschliisse auf die
Proteinfunktion innerhalb des replikativen Zyklus wie auch auf den intrazelluldren
Transport von Nachkommenviren ermdglichte. Im Mittelpunkt des Interesses standen
das Kapsidprotein UL35, die Tegumentproteine US9 und US11 sowie die
Hillglykoproteine gE wund gL. Als Transfer- und Expressionsvektor wurde
pBacMam2gDproEGFP  verwendet, der eine hocheffiziente, HSV-spezifische
Genexpression bietet und die Virusproteine mit dem autofluoreszierenden Protein EGFP
markiert. Durch weitere Zwischenklonierungsschritte konnten die unterschiedlichen
Virusproteine mit weiteren andersfarbigen Autofluoreszenzproteinen fusioniert und
mittels pBacMam2gDpro in die Zellen libertragen und exprimiert werden. Im Anschluss
wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop die intrazellulire Verteilung der
autofluoreszierenden Virusproteine beobachtet und dokumentiert. Fiir alle ausgewihlten
Virusproteine gelang die Konstruktion eines autofluoreszierenden Fusionsproteins, die
separate Expression in Sdugerzellen wie auch die simultane Expression verschiedener
Virusproteine in einer Zelle.

Das kleinste der bekannten HSV-1-Kapside, das UL35, wurde mit EGFP sowie ECFP
fusioniert und zeigte in beiden Fillen eine punktierte, intranukledre Fluoreszenz und im
weiteren Verlauf eine zytoplasmatische Verteilung mit Konzentration an der
Zellmembran. Das UL35-Protein akkumuliert an den Orten der Kapsidbildung und tragt
vermutlich eher eine funktionelle Aufgabe, indem es mit Tegumentproteinen interagiert.
Die beiden Tegumentproteine US9 und US11 wurden mit EYFP markiert. Das
US9EYFP zeigte eine zum Teil homogene und zum Teil gesprenkelte zytoplasmatische
Verteilung, die eine Assoziation mit Proteasomen vermuten ldsst. Das vielseitig mit
intrazelluldren Molekiilen in Interaktion tretende US11-Protein wurde mittels EYFP im
Zytoplasma wie auch in den Nucleoli detektiert. Es orientiert sich an der Verteilung von
Ribosomen bzw. Ribosomenbestandteilen und steht damit in Assoziation mit dem Ort
der Proteinbiosynthese. Das griin fluoreszierende gHspEGFPgE und das rot
fluoreszierende gl.DsRed zeigten die fiir Glykoproteine typische Lokalisation im TGN.
Die Glykoproteine werden dort prozessiert, fligen sich in die endgiiltige

Virushiillmembran ein und umschliessen mit dieser dann das Kapsid und Tegument.
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Versuche, in denen subzelluldre Organellen mit Markerproteinen versehen wurden,
bestétigen die glL-Lokalisation im TGN.

Erfolgreiche Expressionen konnten auch bei der simultanen Transfektion einer Zelle mit
Kapsid-, Tegument- und Hiillproteinen beobachtet werden, die bis dato in der Literatur
noch nicht beschrieben worden waren. Bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse
zeigte sich weder bei der Expression noch bei der intrazelluldren Lokalisation der
einzelnen Virusproteine eine gegenseitige Beeintrachtigung. Die intrazelluldren
Verteilungsmuster waren vergleichbar mit derjenigen der separaten Expression. Die Co-
Expression viraler Proteine oder auch die gleichzeitige Markierung zelluldrer sowie
viraler Proteine und subzelluldrer Strukturen bietet die Mdglichkeit, parallele Ablaufe

und Interaktionen innerhalb des Replikationszyklus zu beobachten und zu analysieren.
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