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1 Zusammenfassung

Eine Infektion oder Reaktivierung des Humanen Cytomegalievirus (HCMV) in immun-
supprimierten Patienten (HIV-Patienten, Organtransplantatempfanger) kann zu schweren
Erkrankungen sowie Organschadigungen oder Organabstoyung fiihren. Die Aufklarung
molekularer Prozesse wahrend der Infektion ist entscheidend flr das Verstandnis viraler
Replikation sowie die Entwicklung antiviraler Interventionen. Wéhrend der spaten Phase
der Infektion wird das Kapsid aus dem Zellkern zum viralenAssembly Centertranspor-
tiert. Dort werden die vollstandigen Viruspartikel aus Kapsiden, Tegumentproteinen und
viralen Hullproteinen gebildet. Das Assembly Centerbesteht aus ringférmig angeord-
neten Vesikel, die aus dem Trans Golgi-Netzwerk und dem endosomalen Transportweg
stammen. Das HCMV-Gen UL35 kodiert fur zwei Proteine, ppUL35 und seine kurze
Form ppUL35A, die neben einer transaktivierenden Funktion in der initialen Phase
wichtige Funktionen in der spéaten Phase bei der Bildung der Partikel erfullen. In einem
Yeast-Two-Hybrid-Screenkonnten mehrere zellulére Interaktionspartner von ppUL35 iden-
ti ziert werden. Ziel dieser Arbeit war die Validierung und funktionelle Analyse einzelner
dieser Protein-Interaktionen, um daraus Erkenntnisse Uber die Rolle von ppUL35 bzw.
ppUL35A abzuleiten. Sorting Nexin 5 (SNX5), ein Bestandteil des Retromers und Teil
des retrograden Transportweges, konnte als Interaktor beider UL35-Proteine identi ziert
werden. Die transiente Expression von ppUL35 oder ppUL35A zeigte einen Ein uss
auf den endosomalen Weg, erkennbar an der Umverteilung des kationen-unabhangigen
Mannose-6-Phosphatrezeptors (CI-M6PR). Eine vergleichbare Umverteilung war fur die
Depletion von endogenem SNX5 beschrieben worden, so dass eine hemmende Funktion
der UL35-Proteine angenommen wurde. Entsprechend fiihrte die transiente Expression
von SNX5 in in zierten Zellen zu einem verringerten Virustiter. Mittels Pentapeptid-
Scanning-Mutagenese wurde eine SNX5-bindungsde zente UL35-Mutante identi ziert,
die nach Transfektion keine CI-M6PR-Umverteilung bewirkte. Somit ist die Interaktion
der UL35-Proteine mit SNX5 urséchlich fur die Stérung der zellularen Transportprozesse.
Die Deletion bzw. Mutation von UL35 bzw. UL35A im HCMV-Genom fuhrte zu einem
verringerten Virustiter und einer veranderten Lokalisation des Glykoproteins gpUL55(gB).
Dessen Reifungsprozess erfolgt, abweichend von anderen viralen Glykoproteinen, entlang
des sekretorischen und endsomalen Weges. Durch siRNA vermittelte Depletion von SNX5
konnten die Virusreplikation der UL35-Mutanten teilweise auf Wildtyp-Niveau angehoben
und die Lokalisation von gpUL55(gB) wiederhergestellt werden. Diese Arbeit zeigt, dass
ppUL35 und ppUL35A die Lokalisation des essentiellen gpUL55(gB) maygeblich durch
die Regulation eines retrograden Transportweges bestimmen.



2 Summary

An infection or reactivation of Human Cytomegalovirus (HCMV) in immunocompromised
individuals (HIV patients, organ transplant recipients) can lead to severe complications,
organ damage or transplant rejection. The elucidation of molecular processes during
infection is indispensable for our understanding of viral replication and the development
of antiviral intervention strategies. During the late phase of infection, the viral capsid
is transported out of the nucleus and is completed in the viral assembly center (AC)
with tegument proteins and envelope proteins. The assembly center consists of circular
rearranged vesicles from the trans golgi network and the endosomal pathway. The HCMV
gene UL35 encodes for two proteins, ppUL35 and its shorter form ppUL35A. In addition
to transactivation activity during the immediate early phase, UL35 full lls an important
role during the maturation of the virus particle. Several cellular proteins were identi ed
as interaction partners of ppUL35 in a yeast two hybrid screen. The aim of this thesis was
the validation and functional analysis of some of these protein interactions to gain insights
into the role of ppUL35 and ppUL35A. Sorting Nexin 5 (SNX5), a component of the
retromer and part of the retrograde transport pathway, was identi ed as an interaction
partner of both UL35-proteins. Transient expression of ppUL35 and ppUL35A a ected the
endosomal pathway, as evidenced by a redistribution of the cation independent mannose-
6-phosphate receptor (CI-M6PR). A comparable redistribution of CI-M6PR described
after depletion of SNX5 led to the assumption of an inhibitory role for the UL35 proteins.
Accordingly, the transient expression of SNX5 in infected cells resulted in a reduced virus
titer. Pentapeptide scanning mutagenesis generated a SNX5 binding de cient ppUL35
mutant, whose transfection did not induce a redistribution of CI-M6PR. Therefore, the
interaction of the UL35 proteins with SNX5 is the reason for the interference of the cellular
transport pathways. Deletion or mutation of UL35 or UL35A in the HCMV genome
led to a reduced virus titer and an altered localization of glycoprotein gpUL55(gB).
The maturation process of gpUL55(gB), which di ers from other viral glycoproteins,
occurs along the secretory and endosomal transport pathways. RNAIi induced depletion
of SNX5 was able to increase virus replication of UL35 mutants almost to wildtype
levels and to restore gpUL55(gB) localization. This thesis demonstrates that ppUL35 and
ppUL35A control the localization of the essential gpUL55 (gB) through the regulation of
a retrograde transport pathway.



3 Einleitung

Eine Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus (bzw. human herpesvirus 5 HHV5)
verlauft flir immungesunde Patienten meist ohne Symptome und fuhrt zu keinen bleiben-
den Schaden. Jedoch etabliert HCMV eine lebenslange Infektion. Eine Neuinfektion oder
Reaktivierung in immunsuprimierten Patienten, wie HIV-Patienten oder Transplantat-
empfangern, kann zu schweren Erkrankungen bzw. Organabstoyungen bei Transplantat-
empfangern fuhren. Eine kongenitale Infektion oder eine Infektion von Neugeborenen
kann zu schweren Entwicklungsdefekten, wie Gehorverlust, Gelbsucht oder Hepatospleno-
megalie fiuhren. HCMV gehoért in der Virusordnung der Herpesvirales zur Familie der
Herpesviridae und ist der wichtigste Vertreter der Unterfamilie der Betaherpesvirinae(Da-
vison et al., 2009). Durch die strikte Wirtsspezi tat der b-Herpesviren kann HCMV nur

in Zellkulturversuchen oder anhand von klinischen Proben untersucht werden. Klinische
Isolate von HCMV kénnen in vivo und in vitro ein breites Spektrum humaner Zelltypen
in zieren und in diesen replizieren. In akut in zierten Patienten konnte die Replikation
von HCMV in vielen Organen nachgewiesen werden (Sinzger et al., 1995; Sinzger et
al., 2008). Wirtszellen sind hauptsachlich Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen,
dendritische Zellen, Makrophagen und glatte Muskelzellen.

3.1 HCMV-Morphologie

Genom

Das HCMV-Virion hat eine Groye von 230 nm und besteht wie alle Herpesviren aus
Hille, Tegument und Kapsid mit dem DNA-Genom (Abb.3.1A). Das HCMV-Genom ist
ein doppelstrangiges, lineares DNA-Genom und umfasst ca. 230.000 Basenpaare. HCMV
hat im Vergleich mit anderen humanen Herpesviren das groyte und komplexeste Genom.
Einerseits konnte von den bislang annotierten 165 - 252 o enen Leserastern nicht fur alle
Leseraster ein Produkt und eine Funktion nachgewiesen werden(Chee et al., 1990; Murphy
et al., 2003; Davison et al., 2003), andererseits scheint die Kodierungskapazitat noch
weitaus umfangreicher zu sein als bisher angenommen (Stern-Ginossar et al., 2012). Das
HCMV-Genom wird in zwei Abschnitte unterteilt: long und short mit den Kernbereichen
unique long und unique short Diese Bereiche werden von den terminalen repetitiven
Sequenzen (TRL und TRS) und den internen repetitiven Sequenzen (IRL und IRS)
ankiert (Abb.3.1B). Die Gene werden nach ihrer Lokalisation in den unique long oder
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A HCMV-Viruspartikel

Hille mit Glykoproteinen

Kapsid
HCMV Genom
Tegument

TR, U, IR, IRg Ug TRg

unique long | unigue short
| |
I 1 |
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Abbildung 3.1 Schematische Darstellung des HCMV-Virions (A) und des
HCMV-Genoms (B) . (A) Das HCMV-Virion besteht aus einer Hillmembran, die mit
viralen Glykoproteinen besetzt ist, der Tegumentschicht zwischen Hulle und dem Kapsid. Das
Kapsid umschlieyt das doppelstréngige DNA-Genom. (B) Das Genom umfasst 230 kb und
besteht ausunique long (UL) und unique short (US) Bereichen, die durch interne (IRL/IRS)
und terminale repetitive Elemente (TRL/TRS) ankiert werden.

unique short Bereichen als UL oder US bezeichnet und nummeriert. Die Genprodukte
werden als p (Protein), pp (Phosphoprotein) oder gp (Glykoprotein) und der entspre-
chenden Genbezeichnung benannt. Parallel dazu besteht eine altere Nomenklatur, die
sich meist auf die Molekilmasse der Proteine bezieht und zusétzlich in Klammern ange-
geben wird (z.B. ppUL82(pp71)) (Landini und Spaete, 1993). In der Forschung werden
verschiedene HCMV-Stamme mit unterschiedlicher Herkunft verwendet. So genannte
HCMV-Laborstamme, wie AD169 (Rowe et al., 1956), wurden vor ihrer Klonierung
in kunstliche bakterielle Chromosomen (BAC) extensiv in Fibroblasten passagiert und
sind an die Replikation in Fibroblasten angepasst. Diese Anpassung fiuhrte teilweise
zu genomischen Veranderungen (Cha et al., 1996) und zu einem stark eingeschrankten
Zelltropismus. HCMV-Stamme, die von klinischen Isolaten abgeleitet wurden, wurden nur



3 Einleitung

kurz in Fibroblasten passagiert und in BACs kloniert. Diese Stamme (z.B. TB40E BAC4)
in zieren und replizieren in allen fur die Pathogenese relevanten Zelltypen (Sinzger et al.,
2008).

Kapsid

Das HCMV-Genom wird ohne DNA-bindende Proteine in ein ikosaedrisches Kapsid
verpackt. Das Kapsid wird aus den Strukturproteinen pUL86 (major capsid protein),
pUL85 (minor capsid), pUL46 (minor capsid protein-binding protein) und pUL48/49,
(smallest capsid proteir) zusammengesetzt und hat eine Groye von ca. 130 nm (Gibson,
2008). An einem Eckpunkt des Kapsids wird durch Portalproteine eine O nung gebildet.
Durch den so genannten Portalkomplex erfolgt die Ein- und Ausschleusung des viralen
Genoms (Dittmer et al., 2005a; Dittmer et al., 2005b; Holzenburg et al., 2009).

Tegument

Charakteristisch fur alle Herpesviren ist eine Proteinschicht zwischen Kapsid und Hille,
die Tegument genannt wird. Im Tegument von HCMV konnten virale Tegumentproteine,
Wirtszellproteine und virale als auch zellulare RNA nachgewiesen werden (Varnum et al.,
2004; Terhune et al., 2004). Tegumentproteine erfullen Funktionen beim Viruseintritt,
der Regulation der zelluldren und der viralen Genexpression, der Umgehung der Immun-
antwort und der Virionenreifung (Kalejta, 2008). Infektitése Viruspartikel setzen sich aus
ca. 71 viralen Proteinen in unterschiedlicher Anzahl (Varnum et al., 2004) zusammen,
von denen die Halfte wahrscheinlich Tegumentproteine sind. Wichtige Tegumentproteine
sind ppUL83(pp65), ppUL32(pp150) und ppUL82(pp71). Trotz der Identi zierung und
Charakterisierung von bis zu 21 Tegumentproteinen wurden bislang kaum Erkenntnisse
Uber die Struktur des Teguments gewonnen. Lange Zeit ging man von einer zufalligen
Anordnung im Viruspartikel aus. Spezi sche Interaktionen zwischen Tegumentproteinen
und Kapsidproteinen bzw. Tegumentproteinen und der Hulle deuten jedoch auf eine ge-
ordnete Struktur hin (Chen et al., 1999; Phillips und Bresnahan, 2011). Dreidimensionale
Rekonstruktionen aus cryo-elektronenmikroskopischen Bildern einzelner Viruspartikel
zeigten eine ikosaedrische netzartige Anordnung um das Kapsid und eine pleomorphe
Verteilung in der Nahe der Hille (Yu et al., 2011).

Hulle

Herpesviren sind von einer Hillmembran umgeben, die vom sekretorischen Apparat und
endosomalen Vesikeln der Wirtszelle abgeleitet wurde. Die Hulle enthalt virale Glykopro-
teinkomplexe, die fir den Viruseintritt, die Ubertragung von Zelle zu Zelle, die Reifung
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der Virionen und den Zelltropismus verantwortlich sind. Diese Membranproteinkomplexe
werden durch verschiedene virale Glykoproteine wéhrend des Transports entlang des
sekretorischen Weges gebildet. Der Glykoproteinkomplex gcl wird durch Homodimere
von gpUL55(gB) gebildet. Glykoproteinkomplex gcll setzt sich aus gpUL100(gM) und
gpUL73(gN), die Uber Disul dbriicken verbunden sind, zusammen. Die Glykoproteine
gpUL75(gH), gpUL115(gL) bilden mit gpUL74(gO) den Glykoproteinkomplex gclll (Eick-
mann et al., 2006; Mocarski et al., 2007). Ein alternativer Komplex von gpUL75(gH)
und gpUL115(gL) mit den Glykoproteinen gpUL128, gpUL130 und gpUL131 ist fur den
erweiterten Zelltropismus klinischer Isolate verantwortlich (Hahn et al., 2004; Wang und
Shenk, 2005). Das Glykoprotein gpUL55(gB) ist eines der evolutiondr konserviertesten
Hullproteine in der Familie der Herpesviren und ist in Viruspartikeln am h&u gsten
vertreten. HCMV gpUL55(gB) spielt als Hullprotein vorrangig eine Rolle wahrend des
Anhaftens des Virus an die Wirtszelle und der Fusion der viralen und der zellularen
Membran (Compton et al., 1992; Compton et al., 1993; Kari und Gerhz, 1993). Im
endoplasmatischen Retikulum bilden sich Gber Disul d-Bindungen Homodimere (Britt
und Vugler, 1992), die spéater durch proteolytische Spaltung mittels Furin in die konvalent
verbundenen Fragmente gpl116 und gp55 konvertiert (Britt und Auger, 1986) werden.
Das Glykoprotein gpUL55(gB) wird Uber den sekretorischen Weg zur Zellmembran trans-
portiert und Uber Endozytose und friihe Endosomen zurtick in das TGN transportiert
(Radsak et al., 1996; Sanchez et al., 2000; Jarvis et al, 2002).

3.2 Replikationszyklus von HCMV

HCMYV dringt je nach Zelltyp tber Membranfusion oder Uiber Endocytose in Wirtszellen
ein. Mehrere Rezeptorkandidaten wurden beschrieben, doch die Rolle dieser Proteine ist
noch umstritten (Isaacson et al., 2008). Nach dem Eindringen in die Wirtszelle wird das
Kapsid mit dem Virusgenom zum Zellkern transportiert und das virale Genom in den
Zellkern geschleust. Charakteristisch flr Herpesviren ist die koordinierte kaskadenartige
Genexpression, die sich in drei aufeinander folgende Abschnitte unterteilt: sehr friihe
(immediate early; IE), friihe (early; E) und spate Phase (ate; L) (Michelson-Fiske et
al., 1977; Stinski, 1978). Unmittelbar nach dem Einschleusen des viralen Genoms in den
Kern beginnt, unabhéngig von der Expression viraler Gene, die sehr frilhe Phase und
halt ungefahr 6 Stunden an. Wahrend derimmediate early Phase werden regulatorische
Proteine translatiert, welche neben der Aktivierung der frihen Phase zellulare Prozesse
wie die Immunantwort, den Zellzyklus, die Antigenprasentation und anschlieyende vira-
le Replikationsschritte steuern (Castillo und Kowalik, 2002; Stinski und Meier, 2007).

11
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Wichtige IE-Genprodukte sind pUL123(IE1) und pUL122(IE2) (Mocarski et al., 1996;
\ £

Assembly Center

S f
&

Zellkern DNA- Repllkatlon Assembly /

HCMV-DNA

IE-mRNA E- mRNA L- mRNA
IE-Proteine E-Proteine L-Proteine
» 6h » 48h » 96h
Immediate early Early Late
Abbildung 3.2 Replikationszyklus von HCMV. Nach dem Eindringen des HCMV-

Virions in die Zelle wird das Kapsid zum Zellkern transportiert und die virale DNA in den
Zellkern geschleust. Wahrend deiimmediate early-Phase werden Proteine zur Regulation der
viralen und zellularen Genexpresssion translatiert. In derearly-Phase werden Proteine flr die
Genom-Replikation und den Nukleotidsto wechsel translatiert. Wahrend der spaten (late)
Phase werden vorrangig virale Strukturproteine translatiert, das virale Genom in die Kapside
verpackt und aus dem Zellkern geschleust. ImAssembly Centererhélt das Viruspartikel die
Tegumentschicht und die endgultige Hulle und wird anschlieyend aus der Zelle freigesetzt.

Marchini et al., 2001), die virale und zellulare Promotoren regulieren. In der friihen
Phasen arly) werden vorrangig Proteine fiir die DNA-Replikation und den Nukleo-
tidsto wechsel translatiert (White und Spector, 2007). Wichtige Proteine der friihen
Phase sind die virale Polymerase pUL54, der Polymerase-Prozessivitatsfaktor ppUL44

12
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oder die Kinase pUL97. Etwa 14 Stunden nach der Infektion beginnt die Replikation des
HCMV-Genoms. Die spate Phase der Infektion setzt nach etwa 30 Stunden ein. Gen-
produkte der spaten Phase sind Uberwiegend Strukturproteine wie Kapsid-, Tegument-
und Glykoproteine (Anders et al., 2007). In dieser Phase wird das virale Genom in das
Kapsid verpackt und aus dem Kern transportiert. Im Cytoplasma folgt die Anlagerung
von Tegumentproteinen (Mettenleiter et al., 2009). Die Umhullung mit der Hillmembran
ndet bei Eintritt in cytoplasmatische Vesikel, welche vom Trans-Golgi Netzwerk (TGN)
und endosomalen Vesikel abgeleitet wurden, statt. Das Cytomegalievirus verfligt hierbei
Uber eine Besonderheit unter den Herpesviren. Das TGN und endosomale Vesikel werden
in in zierten Zellen neu arrangiert und bilden eine konzentrisch aufgebaute Struktur mit
dem TGN als auyere Schicht und endosomalen Vesikel als Zentrum (Das et al., 2007).
Dieses Gebilde wird auch viralesAssembly Centergenannt (Sanchez et al., 2000; Das
und Pellett, 2011; Tandon und Mocarski, 2012). Die umhullten Viruspartikel werden in
Vesikeln zur Plasmamembran beférdert und freigesetzt (Mettenleiter et al., 2009). Neben
der Infektion mit lytischer Replikation kdnnen Wirtszellen auch latent in ziert werden.
Das Genom verbleibt als episomale DNA in der Zelle und die virale Genexpression ist auf
wenige Gene beschrénkt. Dadurch etabliert sich eine lebenslange Infektion mit HCMV.
Die lytische Replikation kann durch unterschiedliche Faktoren reaktiviert werden und
stellt vor allem bei immunsupprimierten Patienten eine groye Gefahr dar. Wichtige
Reservoire fur die Latenz sind Endothelzellen und bestimmte myeloide Zellpopulationen,
wie Monozyten oder dendritische Zellen (Sinclair und Sissons, 2006).

3.3 Pathogenese und Therapie

Anfang des 20. Jahrhundert berichteten Pathologen von au allig morphologisch ver-
anderten Zellen von verstorbenen Neugeborenen. Speicheldrisen und andere Organe
wiesen cytoplasmatische Einschlusskorperchen auf und besayen eine Morphologie, die
als Eulenaugen beschrieben wurde. Aufgrund dieser charakteristischen Befunde wurde
diese Erkrankung als cytomegalische Einschlusskrankheitcfytomegalic inclusion diseasge
CID) benannt. CID erwies sich auch als Ursache flir neurologische Entwicklungsde zite
bei Neugeboren. Ahnliche Organschadigungen und Entwicklungsstérungen wurden in
verschiedenen Tieren beobachtet. Die Ahnlichkeit der Gewebsveranderungen mit Lasionen
des Herpes Simplex Virus fuhrte bald zur Schluyfolgerung, dass eine Virusinfektion fur
die Veranderungen verantwortlich ist. Als Ursache wurde in den 1950er Jahren schlieylich
das Humane Cytomegalievirus isoliert (Smith, 1956, Rowe, 1956).

HCMV kann kongenital, perinatal, Gber Muttermilch oder tGber Blut und Blutpro-
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dukte, sowie durch Kontakt mit Urin, Speichel oder Sperma uUbertragen werden. Fir
immunkompetente und gesunde Menschen verlauft eine Infektion mit HCMV meist ohne
Symptome und ohne gesundheitliche Folgen. Jedoch halt HCMV nach der Primarinfektion
eine lebenslange Infektion aufrecht. Bei Primarinfektion oder Reaktivierung von HCMV
in immunkompromittierten Patienten wirkt HCMV als klassischer opportunistischer
Krankheitserreger. Die Schwere der Erkrankungen korrespondiert mit dem Grad der
Virusreplikation, wobei eine starke Replikation zu einer massiven Organschadigung flhren
kann. Eine Reaktivierung erfolgt meist, wenn durch beeintrachtigte (HIV-Patienten)
oder unterdriickte Immunantwort (Transplantatempfanger) die Virusreplikation mdglich
ist. Die genauen Mechanismen der Reaktivierung sind bisher nicht verstanden. Es wird
vermutet, dass proin ammatorische Cytokine und Stresshormone (Mehta et al., 2000;
Sinclair und Sissons, 2006; Reeves und Sinclair, 2008) zu einer Di erenzierung von latent
in zierten Zellen und somit zur Virusreplikation fiihren.

Eine Infektion oder Reaktivierung von HCMV in AIDS-Patienten kann Hepatitis,
Retintis oder Colitis zur Folge haben. Durch die Einfuhrung einer e ektiven antiretrovi-
ralen Therapie und die damit einhergehende Verbesserung des Immunstatus konnte die
Inzidenz bei HIV-positiven Patienten gesenkt werden. Eine Priméarinfektion oder Reak-
tivierung von HCMV bei Transplantatempfangern kann zu Organschadigungen bis zur
Transplantatabstoyung fiihren. Bei Foten und Neugeborenen kann eine HCMV-Infektion
zu Gehorverlust, Organschadigungen (lkterus, Hepatosplenomegalie etc.) und in einigen
Fallen auch zu Schéadigungen des zentralen Nervensystems (Mikrozephalie etc.) kommen.

Fur die Therapie von HCMV-Infektionen stehen verschiedene Wirksto e zur Verfligung.
Ganciclovir (GCV) (Martin et al., 1983) ist ein Nukleosidanalog, das in in zierten Zellen
durch die virale Kinase pUL97 monophosphoryliert und durch zelluldre Kinasen in ein
Triphosphat umgewandelt wird. In dieser Form inhibiert GCV die virale Polymerase
(Biron, 2006). Die Spezitat fur in zierte Zellen wird dabei durch die Phosphorylierung
durch pUL97 und die spezi sche Hemmung der viralen Polymerase, im Gegensatz zu
zellularen Polymerasen, erreicht. In der klinischen Therapie wird meist sowohl GCV als
auch sein Derivat val-GCV eingesetzt (Torres-Mariz und Boucher, 2008; Jacobsen und
Sifontis, 2010). Das antisense Oligonukleotid Fomivirsen (Anderson et al., 1996) bindet
an immediate-early-mRNA und verhindert die Translation von IE2. Fomivirsen wird
bei HCMV-induzierter Retinitis intravitreal injiziert und kommt nicht zur systemischen
Behandlung von HCMV-Infektionen zum Einsatz. Ein weiterer Wirksto ist Foscarnet
(Eriksson et al, 1982), ein Pyrophosphatanalog, welches die Freisetzung von Pyrophosphat
durch die virale Polymerase inhibiert und dadurch einen Kettenabbruch bewirkt. Die
bisher zugelassenen Wirksto e zur Therapie von HCMV-Infektionen sind nicht fur alle
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Patienten vertraglich (Torres-Mariz und Boucher, 2008; Jacobsen und Sifontis, 2010 ) und
kénnen durch Resistenzbildung wirkungslos werden. Die Entwicklung von Resistenzen
ist abhangig von der Lange der Behandlung und vom Status der Immunsuppression
des Patienten. Resistenzen gegen eine HCMV-Therapie werden durch Mutationen in
den Genen UL54 (virale DNA-Polymerase) und UL97 (virale Kinase) hervorgerufen.
Eine Aufgrund von Resistenzmutationen nicht behandelbare HCMV-Infektion kann
je nach Immunstatus des Patienten von asymptomatischen bis zu lebensbedrohlichen
Erkrankungen fuhren. (Gilbert und Boivin, 2005; Lurain und Chou, 2010).

Seit den 1970er Jahren wurde versucht mit attenuierten HCMV-Stdmmen Impfsto e
zu entwickelt. Die Weiterentwicklung dieser Strategie wurde jedoch auf aufgrund von
Bedenken einer latenten Infektion durch die attenuierten Virusstamme verlangsamt.
Aktuelle Impfsto kandidaten basieren auf der Expression von HCMV-Proteinen durch
Vektorsysteme, rekombinanten HCMV-Proteinen oder Peptiden (Schleiss, 2008; Sung
und Schleiss, 2010). Trotz fortlaufender Forschung konnte bisher kein Impfsto gegen
HCMV eingefiihrt werden.

3.4 Die HCMV-Tegumentproteine ppUL35 und ppUL35A

Das HCMV Gen UL35 kodiert fur zwei 3'-coterminale mRNASs, welche in die Protei-
ne ppUL35 (75 kDa) und ppUL35A (22 kDa) translatiert werden (Liu und Biegalke,
2002). Das 640 Aminosauren umfassende ppUL35 wird nur wéhrend der spaten Phase
translatiert und im Gegensatz zu ppUL35A in das Viruspartikel verpackt. ppUL35A,
welches dem Carboxy-Terminus von ppUL35 (AS 448-640) entspricht, ist wahrend der
friihen Phase bis in die spate Phase nachweisbar (Liu und Biegalke, 2002). Beide Proteine
sind sowohl im Kern als auch im Cytoplasma nachweisbar (Liu und Biegalke, 2002;
Schierling et al., 2004; Salsman et al., 2011). In transient trans zierten Zellen konnte eine
Aktivierung des major immediate early promoter/enhancer (MIEP) durch ppUL35 in
Luciferase-Reporteranalysen nachgewiesen werden. Diese Aktivierung konnte durch die
Kotransfektion von ppUL35 und ppUL82(pp71) verstarkt werden (Liu und Biegalke, 2002;
Schierling et al., 2004). Fur die kooperative Aktivierung des MIEP durch ppUL35 und
ppULB2(pp71) ist moglicherweise die physikalische Interaktion zwischen beiden Proteinen
verantwortlich (Schierling et al., 2004). Experimente in transient trans zierten humanen
Fibroblasten ergaben, dass ppUL35 in Anwesenheit von ppUL82(pp71) in Kernkdrperchen
(nuclear bodies NB) bzw. PODs (promyelocytic leukemia oncogene domainrekrutiert
wird (Schierling et al., 2004). Bei Untersuchungen mit transient trans zierten Zellen der
Osteosarcom-Zellinie U20S konnte nachgewiesen werden, dass ppUL35 Kernkorperchen
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formt und in diese NBs verschiedene Proteine von anderen Kernkdrperchen rekrutiert,
wie beispielsweise PML, SP100 oder DAXX. Die Kotransfektion von ppUL82(pp71)fuhrte
zu einer vermehrten Bildung dieser ppUL35-NBs (Salsman et al., 2011). Mittels Massen-
spektrometrie konnte USP7, eine Ubiquitin-spezi sche Protease, und DCAF1, DDB1 und
DDA1, Komponenten des Cul4-DCAF1-E3 Ubiquitin-Ligase Komplexes und der DNA-
Reparatur-Antwort, als zellulare Interaktoren von ppUL35 identi ziert werden (Salsman

et al., 2012). In transient trans zierten Zellen interagiert nur ppUL35 mit DCAF1, DDB1
und DDAL, jedoch nicht ppUL35A. Interessanterweise fihrt die Expression von ppUL35
in HeLa-Zellen zu einer Akkumulation der Zellen in der G2-Phase und der Aktivierung
weiterer Komponenten der DNA-Reparatur. Die Expression von ppUL35A allein hat
jedoch keine Auswirkungen. Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass ppUL35
durch die Interaktion mit Komponenten der DNA-Reparatur und Zellzykluskontrolle die
virale Replikation unterstutzt (Salsman et al., 2012). Rekombinante Viren mit Deletion
des gesamten UL35 Leserahmens weisen ein deutliches Replikationsde zit bei niedrigem
Verhéltnis von infektiosen Viruspartikeln zu Zielzellen (multiplicity of infection , MOI) auf
(Schierling et al., 2005). Auch bei héheren MOI konnte der Virustiter des Wildtyps nicht
erreicht werden, was fur eine weitere Stérung in der spaten Phase spricht. HFF Zellen,
die mit diesem Virus in ziert wurden, zeigen in spaten Phasen der Infektion (96hpi) eine
nukleére Lokalisation von ppUL83(pp65) und ppUL82(pp71) auf, wahrend diese Proteine
in Wildtyp-in zierten Fibroblasten im Cytoplasma vorliegen (Schierling et al., 2005).
Dies deutet auf eine Rolle von ppUL35 und ppUL35A wéhrend des Zusammensetzens
der Viruspartikel hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ppUL35 in der friilhen Phase der Infektion
gemeinsam mit ppUL82(pp71) in PML- Kernkdrperchen zum einen die Aktivierung
der viralen Genexpression fordert und zum anderen durch Bindung zellularer Proteine
zellulare Prozesse moduliert. In der spéaten Phase erfiillen ppUL35 und ppUL35A Aufgaben
wahrend des Zusammensetzens der Viruspartikel.

3.5 Die Proteinfamilie der Sorting Nexine und der Retromerkomplex

Sorting Nexine gehdren zu einer groyen Gruppe von evolutiondr konservierten Proteinen,
welche die Phox-homologe Doméane (PX) gemeinsam haben. Die PX-Proteindoméne
ist eine lipidbindende Doméne und bindet an Phosphoinositole (Ellson et al., 2002). In
Saugern konnten 33 verschiedene Sorting Nexine identi ziert werden (Cullen, 2008).
Die Familie der Sorting Nexine kann in drei verschiedene Untergruppen unterteilt
werden (Tabelle 3.1): eine Gruppe Proteine mit einer zusatzlichen BAR-Domane, eine
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Tabelle 3.1  Einteilung der humanen Sorting Nexine in Untergruppen

Sorting Nexine mit Sorting Nexine ohne Sorting Nexine mit
BAR-Domaéane zusatzliche Domane sonstigen Domanen
SNX 1,2,4,5,6,7,8,9, SNX 3, 10, 11, 12, 16, 20, SNX 13, 14, 15, 17, 19,
18, 30, 32, 33 21, 22, 24, 29 23, 25, 26, 27, 28, 3

Gruppe ohne zusétzliche Proteindoménen und eine Gruppe Sorting Nexine mit weiteren
Proteindomé&nen, wie z.B. Mikrotubuli-interagierenden Doménen (Cullen, 2008). Obwohl
hauptséchlich an endosomalen Membranen lokalisiert, konnten Sorting Nexine auch
an anderen Organellen bzw. Membranen nachgewiesen werden. Die Lokalisation an
unterschiedlichen Membranen und Subdoménen wird durch die Spezi tat der PX-Doméne
fur unterschiedliche Phosphoinositol-Lipide erzielt (Cullen, 2008). Die BAR-Doméne
(Bin, Amphiphysin, Rvs) hat eine langliche, halbmondférmige Struktur, die aus alpha-
helikalen Elementen zusammengesetzt ist. Dimerisierung mit einem anderen BAR-Modul
fuhrt mittels elektrostatischer Wechselwirkungen zur Bindung an stark gekrimmte
Membranen (Peter et al., 2004; Mim und Unger, 2012). Sorting Nexine mit BAR-Doméne
kénnen durch die Bindung an tubulare Subdoménen von endosomalen Vesikel diese
gekrimmten Membranen ausbilden und stabilisieren. Die endosomalen Vesikel gehéren
zum endosomalen Netzwerk, in welchem auch Proteine von der Plasmamembran zum
Trans-Golgi-Netzwerk transportiert werden. Proteine kdnnen vom frihen Endsom zum
TGN Uber drei Wege gelangen: direkter retrograder Transport vom frihen Endosom,
vom friihen Endosom lber das spate Endosom zum TGN und vom frihen Endosom uber
das Recycling-Endosom zum TGN. Fir den retrograden Transport von frihen Endosom
direkt zum TGN konzentriert der Multiproteinkomplex Retromer aufgenommene Proteine

in den tubularen Doméanen der friihen Endosomen. Durch Anlagerung weiterer Proteine
an diese tubularen Doméanen wird die Membran abgeschniirt und es entsteht ein Vesikel,
das zum TGN transportiert wird. Der Retromerkomplex besteht aus zwei Subkomplexen:
dem Erkennungskomplex fur die Erkennung der Ladung und dem SNX-BAR-Komplex
zur Modulation der Membran von frihen Endosomen (Abb. 3.3).Der Erkennungskomplex
ist ein Trimer aus den Untereinheiten Vps26A bzw. Vps26B, Vps29 und Vps35 (Haft et
al., 2000; Kerr et al., 2005; Burgagcic et al. 2010). Der SNX-BAR-Komplex besteht aus
SNX-Dimeren aus SNX1 oder SNX2 mit SNX5 oder SNX6 (Carlton et al., 2004; Grin

et al., 2005; Rojas et al., 2007; Wassmer et al., 2007). Als Teil des Retromer-Komplexes
bindet SNX5 an die Membran von frihen Endosomen (Merino-Trigo et al., 2004). Durch
biochemische und strukturbiologische Untersuchungen konnte nachgewiesen werden,
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Abbildung 3.3 Modell des Retromerkomplexes . Der Retromerkomplex besteht aus
SNX5 bzw. SNX6 und SNX1 bzw. SNX2 fir die Moddulation der endosomalen Membran
und Vps35, Vps29 und Vps26A,B fir die Substraterkennung. Die PX-Domanen der Sorting
Nexine erkennen Phosphoinositolgruppen (PI3P) in der endosomalen Membran.

dass SNX5 an Phosphatidylinositol-4-Phosphat, Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat
(Merino-Trigo et al., 2004) und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (Koharudin et
al., 2009) bindet. SNX5 interagiert mit SNX1, SNX2 und mit SNX6 (Wassmer et al.,
2009). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass SNX5 auch mit Proteinen des Retromer-
Subkomplex fir die Erkennung der Ladung interagiert (Wassmer et al., 2009). Als weitere
Interaktoren von SNX5 wurden p150 glued (Wassmer et al., 2009), Dock180 (Hara et
al., 2008) und Mind bomb (Yoo et al., 2006) beschrieben. Eine Depletion von SNX5
fuhrte zu einem gestorten retrograden Transport des Kationen-unabhangigen Mannose-
6-Phosphatrezeptors (Wassmer et al., 2007) und einer veranderten Lokalisation von
Indikatorproteinen des Trans-Golgi-Netzwerks (Hara et al., 2008). Neben der Funktion als
Teils des Retromerkomplexes wurde fir SNX5 auch eine Funktion in der Makropinocytose
beschrieben. Stabil mit SNX5 trans zierte Zellen zeigten eine hohere Aufnahme von
FITC-Dextran nach Stimulation mit EGF als entsprechende Kontrollexperimente (Lim

et al., 2008). Weiter konnte auch gezeigt werden, dass SNX5 auch fur Makropinozytose
in Makrophagen wichtig ist (Lim et al., 2012).

3.6 Zielsetzung

Aufgrund der schweren klinischen Komplikationen einer HCMV-Infektion bei immun-

suprimierten Patienten ist es wichtig die Pathogenese und die Auswirkungen auf den
Wirt zu untersuchen. Umfangreiche Untersuchungen des HCMV-Genoms konnten zahl-
reiche virale Genprodukte identi zieren. Fur viele dieser Proteine konnte noch keine
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Funktion nachgewiesen werden. Das Tegumentprotein ppUL35 hat in der frihen Phase
der Virusinfektion eine transaktivierende Funktion und rekrutiert zellulare Proteine

in Kernkdrperchen. Rekombinante HCMV-Stamme, bei denen das UL35-Gen deletiert
wurde, zeigen jedoch auch deutliche Defekte wahrend der spaten Phase der Infektion
und des Zusammensetzen des Virions. Daher sollte die Frage untersucht werden, welche
Rolle ppUL35 und ppUL35 wéhrend der spaten Phase der HCMV Infektion spielen und
welche Aufgabe sie in der Regulation zellularer Prozesse erfillen. Die Identi kation von
zellularen Proteinen, die mit ppUL35 bzw. ppUL35A interagieren, und die Aufklarung der
funktionellen Rolle dieser Protein-Protein-Interaktion sollten als Ausgangspunkt Hinweise
auf zellulare Prozesse liefern. Diese Erkenntnisse sollten mittels rekombinanten Viren auf
ein Zellkulturmodell Ubertragen werden und weitere Zusammenhé&nge Uber die Rolle von
ppUL35 und ppUL35A wahrend des Zusammensetzens des Viruspartikels aufzeigen.
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4.1 Bakterienst mme

DH10B (Grant et al., 1990) DH10B TB40/E (Sinzger et al., 2009)

4.2 Plasmide

Tabelle 4.1 Plasmide

Plasmid

Referenz

PENTR3C-CIAPIN1

pDest-YFP-CIAPIN1

pDest-mRFP-CIAPIN1

pDest-FLAG-CIAPIN1

PCAGGS-FLAG-SNX5-H1
PCAGGS-FLAG-SNX5-H2
PCAGGS-FLAG-SNX5-PX
PCAGGS-FLAG-SNX5-BAR
PCDNA3-FLAG-SNX5
PCDNA3-UL82
pcDNA3-UL35

eigene Klonierung. PCR-Produkt aus cD-
NA von humanen Fibroblasten (HFF) wur-

de in pENTR3C ligiert
eigene Klonierung, CIAPIN1-Kassette

wurde mittels Gateway-Rekombination
(Invitrogen) aus pENTR3C in pDest-491

Ubertragen.
eigene Klonierung, CIAPIN1-Kassette

wurde mittels Gateway-Rekombination
(Invitrogen) aus pENTR3C in pDest-733

Ubertragen.
eigene Klonierung, CIAPIN1-Kassette

wurde mittels Gateway-Rekombination
(Invitrogen) aus pENTR3C in pDest-733

Ubertragen
Hara et al., 2008

Hara et al., 2008
Hara et al., 2008
Hara et al., 2008
Teasdale et al., 2001
Schierling et al., 2004
Schierling et al., 2004
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Plasmid

Referenz

pcDNA3-UL35A
pcDNA3-UL35Ad3ATG
pCMV71

pDest-433

pDest-515

pDest-733
pDEST-mRFP-UL35
pDEST-mRFP-UL35A

pEPkan-S2
pHM287
pKD46S

AdenoAdTrackCMV

AdenoAdTrackCMV-UL82

AdenoAdTrackCMV-UL35

AdenoAdTrackCMV-UL35A

Schierling et al., 2004

K. Schierling, unverd entlicht

Liu und Stinski, 1992

Domenic Esposito, National Laboratory

for Cancer Research, Frederick, USA
Domenic Esposito, National Laboratory

for Cancer Research, Frederick, USA
Domenic Esposito, National Laboratory

for Cancer Research, Frederick, USA
M. Winkler, Deutsches Primatenzentrum,

Gottingen

M. Winkler, Deutsches Primatenzentrum,
Gottingen

Tischer et al., 2006

Winkler et al., 1994

Datsenko und Wanner, 2000; M. Winkler,

Deutsches Primatenzentrum, Géttingen
He et al., 1998

M. Winkler, Deutsches Primatenzentrum,

Gottingen
M. Winkler, Deutsches Primatenzentrum,

Gottingen
M. Winkler, Deutsches Primatenzentrum,
Gottingen

4.3 Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers.net bezogen.

Tabelle 4.2  Oligonuklotide

Oligonukleotide

Sequenz

ON1 (UL35kon5)
ON2 (UL35kon3)

CTG GAG AAC AAT AAA GCG
CTG TGT ACT TCG CTA GTC
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Oligonukleotide

Sequenz

ON3 (UL35int5)

ON4 (UL35int3)

ONS5 (UL35s1)

ONG6 (UL35s3)

ON7 (UL35s3r)

ON8 (UL35s4)

ON9 (UL35s5)

ON10 (T7)

ON11 (Sp6)

ON12 (epm_fwd_UL35 dATG)

ON13 (epm_bwd_UL35_dATG)

ON14 (epm_fwd_UL35revATG)

ON15 (epm_bwd_UL35revATG)

ON16 (epm_delUL35_fwd)

GTA TAC GCG CTG GAG GCC
GGC TAC CGA GTA GGG CGA
CTA AGC AGC CGC GTC TTA AG
GCA GAG GTA CAC GTT GGC C
GGC CAA CGT GTA CCT CTG C
CTG GGC TGT TCT GGC ACG CG
GCA CGG CAT TAG CTC CGC GG
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
GCA TTT AGG TGA CAC TAT AG
TCC GCT CTG GTT TTG GTT TCG
TTT TCA AAG GGA GCC CCA TCG
CGG CCC AAG GAT CGC GAG CTA
GGG ATA ACA GGG TAA TCG ATT

T
CGG GCA GTG GCG GGC CCG ATG

GGG CTC GCG ATC CTT GGG CCG
CGA TGG GGC TCC CTT TGA AAA
CGG CCA GTG TTA CAA CCA ATT

AAC C
GGT TTT GGT TTC GTT TTC AAA

GGG AGC CCC ATC ATG GCC CAA
GGA TCG CGA GCT AGG GAT AAC

AGG GTA ATC GAT TT
GGC GGG CCC GAT GGG GCT CGC

GAT CCT TGG GCC ATG ATG GGG
CTC CCT TTG AAA ACG GCC AGT

GTT ACA ACC AAT TAA CC
ATG GCC CAA GGA TCG CGA GCC

CCA TCG GGC CCG CCA CTG cccC
GTT CTC CTA GGG ATA ACA GGG
TAA TCG ATT T
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Tabelle 4.2  Oligonuklotide

Oligonukleotide Sequenz

ON17 (epm_delUL35_bwd) GAG ATT CCG TAG GTT TTC GGC
CAG ATC GTC CCG CGG GTC TTC
GAC GTC GGC CAG TGT TAC AAC
CAA TTA ACC

4.4 siRNA

Die verwendeten siRNAs wurden von der Firma Ambion bezogen. Als Negativkontrolle
wurde die unspezi scheNegative Control SIRNA#1 (Ambion) verwendet.

SNX5 siRNA (s25878) sense CGA UAC UAC AUG CUC AAC ATT
antisense UGU UGA GCA UGU AGU AUC GGA

4.5 Antik rper

Tabelle 4.3  sekundare Antikdrper

Antikorper Spezies Hersteller/Referenz
Protein-A Meerrettichper- BD Bioscience Pharmingen
oxidase (HRP)-gekoppelt

anti-Maus-HRP Ziege Dianova
anti-Kaninchen-HRP Ziege Dianova
anti-Maus-AlexaFluor488  Ziege Invitrogen
anti-Maus-AlexaFluor586  Ziege Invitrogen
anti-Kaninchen- Ziege Invitrogen
AlexaFluor488

anti-Kaninchen- Ziege Invitrogen
AlexaFluor586

anti-Ziege-HRP Esel Dianova
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Tabelle 4.4  priméare Antikérper

Antikdrper Spezies Hersteller/Referenz

mAb anti-FLAG-Tag (M2) Maus Sigma-Aldrich

mAb anti-myc-Tag (9E10) Maus Evan et al., 1985

mAb anti-CI-M6PR Maus Novus Biologicals

mAb anti-GAPDH Maus Ambion

mAb anti-gH (14-4B) Maus Simpson et al., 1993

mAb anti-gM (IMP91-31) Maus Mach et al., 2000

mAb anti-gN (14-16A) Maus Britt und Auger, 1985

mAb anti-gpUL55(gB) (27-287) Maus Schoppel et al., 1996

mAb anti-ppUL83(pp65) (65-33) Maus W. Britt, Department
of Pediatrics, Univer-
sity of Alabama

mAb anti-IE1(63-27) Maus Andreoni et al., 1989

mAb anti-ppUL82(pp71) (CMV355) Maus Nowak et al., 1984

anti-ppUL82(pp71)

mAb anti- b-Aktin(13E5)
anti-SNX5

anti-SNX5

anti-ppUL35

anti-ppUL32(pp150) XP1(VIII)

Kaninchenserum

Kaninchen
Ziege, polyklonal
Kaninchen, polyklonal

Kaninchenserum

Kaninchenserum

M. Winkler,
sches

Deut-
Primatenzen-

trum, Gottingen

Cell Signaling Techno-
logies

Santa Cruz Biotechno-
logies

Santa Cruz Biotechno-
logies
Liu
2002
B. Plachter, Institut
far Virologie, Univer-
sitatsmedizin Mainz

und Biegalke,

4.6 Verbrauchsartikel

Pipettenspitzen, ge ltert (20, 200 und 1250 i) (Sarstedt)

Petrischalen (10 cm; 3,5 cm Durchmesser) (Sarstedt)
Mikrotiterplatten (96, 48, 24, 6 Kavitaten) (Greiner Bio One)
Mikrotiterplatten, weiy, 96 Kavitaten (Corning)
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serologische Pipetten 5, 10 und 25 ml (Greiner Bio One)
Zellschaber (Greiner Bio One)

Zellkultur aschen (25, 75 und 175 cn?) (Greiner Bio One)
Zellkulturschalen (10 cm) (Greiner Bio One)

4.7 Zellkulturmedien, Medienzus tze und Zelllinien

DMEM (Dulbecco's Modi ed Eagle's Medium), high glucose(PAA)
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (PAA)

RPMI 1640 ohne Phenolrot (Biochrom)

Opti-MEM (Gibco)

Trypsin/EDTA in PBS (Biochrom)

Penicillin/Streptomycin (PAA)

fetales Kalberserum (PAA)

Natriumpyruvat (Gibco)

MEM-Vitamine (Gibco)

humanes AB-Serum (Sigma Aldrich)

nichtessentielle Aminosauren (Gibco)

PBS (phosphate-bu ered saling (PAA)

humanes M-CSF{nacrophage colony-stimulating facto) (Orfgenetics)
humanes EGF (epidermal growth factor) (Peprotech)

Transfektionsreagenzien

Lipofectamin LTX (Invitrogen)
Lipofectamin 2000 (Invitrogen)
RNAiMax (Invitrogen)

Zelllinien

HelLa (Gey et al., 1952)

HEK293T (Graham et al., 1977)
HEK293A (Life Technologies)

U373MG (Pontén und Macintyre, 1968)

primére Zellen

HFF (human foreskin broblasts humane Vorhaut-Fibroblasten)
MDM ( monocyte derived macrophagesMonozyten abgeleitete Makrophagen)

25



4 Material

4.8 Virusst mme

HCMV-Virusstamme

In der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante Viren verwendet, die aus BAC-Konstrukten
rekonstituiert wurden. Sie basieren auf TB40E-BAC4 (Sinzger et al., 2009), der aus dem
klinischen Isolat TB40/E (Sinzger et al., 1999) hergestellt wurde. Diese Viren sind in der
Lage auch Endothelzellen und Makrophagen zu in zieren.

adenovirale Vektoren
Fur die Transduktion von humanen Macrophagen wurden adenovirale Vektoren des
AdEasy-Systems (He et al., 1998) verwendet.

4.9 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Chemikalien von den Firmen
Merck, Sigma-Aldrich, Carl-Roth, Fluka oder Serva bezogen.

Restriktionsenzyme
Restriktionsenzyme und die passenden Reaktionspu er wurden von der Firma Fermentas
bezogen

Immunblot-Detektionsreagenzien
Super Signal West Pico Chemiluminescence Substrate (Thermo) und Femto Maximum
sensitive Substrate (Thermo) im Verhéltnis 10:1 gemischt.

4.9.1 Reagenzsysteme

Nucleobond AX PC500 Kit fiir groye Plasmid- und BAC-Aufreinigung (Macherey-
Nagel)

Nucleospin PCR Aufreinigungskit (Macherey-Nagel)

Mutation Generation System (Finnzyme)

GPS-LS Linker Scanning System (New England Biolabs)

Beetle-Juice Fire y-Luciferase Kit (PJK)

4.9.2 Pu erl sungen

Soweit nicht anders angegeben, sind die Angaben fir einfach konzentrierte Losungen.
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Tabelle 4.5 Pu erlésungen

4 Material

Puer

Zusammensetzung

ColP-Lysepu er

ColP-Waschpu er

Homogenisierungspu er

SDS-PAGE-Laufpu er
Immunblot-Transferpu er

Protein-Ladepuer (5 )

PCR-Pu er fur Kolonie-PCR

DNA-Ladepuer (6 )

LB-Bakterienkulturmedium
PBS

RIPA-Pu er

Sucrose-Phosphatpu er (2 )

50 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; 150 mM NacCl;
0,5% Nonidet P40; pH 8

10 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; 300 mM NacCl;
1% Triton X-100; pH 8

20 mM HEPES-KOH; 250 mM Sucrose; 10 mM
NaCl; 1,5 mM MgCl,; 1 mM EGTA; 1 mM DTT

250 mM Tris; 1,92 M Glycin; 1% SDS

4,8 mM Tris; 3 mM Glycin; 0,004% SDS; 10%
Methanol

5% SDS; 5% 2b-Mercaptoethanol; 50% Glycerin;
0,02% Bromphenolblau

(10x) 100 mM TrisHcl; 500 mM KCI; 15 mM
MgCl»; 0,01% Gelatine; pH 8,3

30% Glycerin; 0,2% Xylencyanol; 0,2% Brom-
phenolblau

5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl

137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na;HPOy;
1,47 mM KH,;PO 4 pH7,4

50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,1% SDS; 0,5%
Natriumdeoxycholat; 1% Triton X-100

149,24 g/l Sucrose; 2,346 g/l KHPO4; 1,02 g/l
KH,PO4
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4.10 Gerte

Ultrazentrifuge L8-70 (Beckman) mit Rotor SW28

Ultrazentrifuge Optima TLX (Beckman Coulter) mit Rotor TLA 100.3

digitale Chemilumineszenz-Detektionsanlage Intelligent Dark Box LAS 3000 (Fuiji
Film)

Thermocycler T3000 (Biometra)

Blotkammer Trans-Blot 2D Cell (Biorad)

Elektroporator GenePulser Xcell (Biorad)

FACS Canto Il (Becton Dickinson)

Fluoreszenzmikroskop IX 81 mit MT10 Lichtquelle (Olympus)

Sonicator W220F mit Microtip (Heat Systems-Ultrasonics)
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5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Plasmid-DNA-Pr paration

Die kleine Plasmid-Praparation wurde nach der Methode von Zagursky et al. (1985)
durchgefuhrt. Plasmid-Praparation in groyem Maystab wurde mittels Nucleobond PC
500-Kit der Firma Macherey-Nagel durchgefihrt

5.1.2 DNA-Sequenzierung

Nukleotidsequenzierungen von Plasmiden und BACs wurden mittels Sanger-Kettenab-
bruchsynthese mit dem BigDye-Kit Version 1.1 (Applied Biosystems) am Institut fr
Klinische Molekularbiologie in Kiel durchgefiihrt. Die Chromatogramme wurden mit dem
Programm Vector NTI (Invitrogen) ausgewertet.

5.1.3 Mutation des HCMV-Genoms im k nstlichen bakteriellen Genom

Fur die Vermehrung und Manipulation des HCMV Genoms wurden kinstliche bakterielle
Chromosomen pacterial arti cial chromosomes, BACs) verwendet. Diese Plasmide mit
einer Kapazitat bis zu 300 kb wurden aus dem Mini-F-Plasmid abgeleitet und enthalten
das gesamte HCMV Genom (Ruzsics und Koszinowski, 2008). In der vorliegenden Arbeit
wurde das HCMV TB40E-BAC4 (Sinzger et al., 2009) verwendet. Zum Einbringen von
Mutationen wurde ein leicht veréndertes Verfahren zur riickstandsfreien homologen Re-
kombination (Tischer et al., 2006) verwendet. Im ersten Schritt wird durch homologe
Rekombination ein PCR-Produkt der Kanamycinresistenzkassette mit ankierenden
Sequenzen des viralen Zielgens und einéiScel Restriktionsschnittstelle in das BAC
eingesetzt. Wahrend des zweiten Schritts wird ein DNA-Doppelstrangbruch durchl-Scel
induziert und die Resistenzkassette aus dem BAC entfernt. Je nach Gestaltung der
PCR-Oligonukleotide und des PCR-Produkts kénnen einzelne Basen mutiert sein, Gene
deletiert oder uoreszierende Proteine oder Epitopmarkierungen angefuigt werden.

Herstellen von elektrokompetenten Bakterien fur die erste Rekombination
Das HCMV-BAC TB40E BACA4 liegt in E.coli DH10B gemeinsam mit dem Plasmid
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pKD46S vor, welches fiir die Red-Rekombinaseia, b, g unter Kontrolle eines Arabinose-
induzierbaren Promotors kodiert. Aufgrund eines temperaturabhéngigen Replikations-
startpunkts wird das Plasmid bei 30 C repliziert, jedoch nicht bei Temperaturen héher
als 37 C (Hashimoto-Gotoh et al., 1981). Des Weiteren besitzt pKD46S eine Expressions-
kassette fur die Homing-Endonukleasd-Scel unter Kontrolle eines Tetracyclin-abhangigen
Promotors. Von einer Ubernachtkultur E.coli TB40E-BAC4/pKD46S in LB-Medium
mit Chloramphenicol und Ampicillin (LB/Cm/Amp) wurde 500 m in 50 ml verdunnt
und fur 1,5 h bei 30 C bis zu einer optischen Dichte (OD 600 nm) von 0,15 inkubiert.
Bei Erreichen der optischen Dichte wurde die Expression der Rekombinasen durch 0,1%
L-Arabinose induziert. Nach einer Stunde Induktion wurden die Bakterien fur 20 Mi-
nuten auf Eis gekihlt, bei 3500 rpm,4 C, 10 Minuten sedimentiert und anschlieyend
in sterilem H20O bidest resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Bakterien in 10 ml eiskaltem 10% Glycerol
resuspendiert und wieder sedimentiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die im Zen-
trifugenréhrchen zuriickbleibende Flussigkeit zum Resuspendieren der Bakterien genutzt.
Die Bakteriensuspension wurde in Anséatze zu je 1064 aufgeteilt und bei 80 C gelagert.

Erstellen des PCR-Produkts fur die homologe Rekombination

Fir die erste homologe Rekombination wurde die Kanamycinresistenz-Kassette KanR
mit den spezi schen Oligonukleotiden vom Plasmid pEP-KanS2 ampli ziert. Das PCR-
Produkt enthielt ankierend zur KanR-Kassette die homologen Sequenzen de nierter
HCMV-BAC-Sequenzen und am 5'-Ende derKanR-Kasette eine I-Scel Restriktions-
schnittstelle. Fir die PCR Reaktion wurden 20 ng pEP-KanS2; 1n 25 mM dNTP-Mix; 4
nt 25 mM MgCl,; jeweils 0,5m der spezi schen Oligonukleotide; 2m Tag-DNA-Polymerase
und 5 nh 10x PCR-Pu er eingesetzt und mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 50 n aufgefillt. Als erster Schritt des PCR-Programms wurden die PCR-Ansétze in
einem PCR-Thermocycler fur 2 Minuten auf 95 C erhitzt und anschlieyend in 34 Zyklen
mit 30 s bei 95 C, 30 s bei55 C und 2 Minuten bei 72 C ampli ziert. Das Programm
wurde abgeschlossen durch eine funfmindtige Inkubation ber2 C. Die PCR-Produkte
wurden mittels 1% Agarosegel aufgetrennt, die Banden ausgeschnitten und mit einem
PCR-Aufreinigungskit (Machery -Nagel) mit 10 m Pu er eluiert.

1.Rekombination

Fur die Elektroporation wurden 5 mt PCR-Produkt mit 50 ni kompetenten Bakterien
gemischt und in eine gekihlte Elektroporationskivette (4 mm Spaltbreite) Gberfuhrt.
Die Parameter fur die Elektroporation betrugen 2500 Volt, 200 W und 25 n¥. Nach
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der Elektroporation wurde 1 ml LB-Medium hinzugegeben, die Bakterien in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefay tuberfihrt und fir 2 Stunden bei30 C inkubiert. Auf eine LB-Agar-Platte
mit Chloramphenicol und Kanamycin wurden 100 ni Bakteriensuspension ausgestrichen,
die restliche Suspension auf einer weiteren LB-Agar-Platte ausgestrichen und fir 2 Tage
bei 30 C inkubiert. Die Bakterien-Kolonien wurden durch Kolonie-PCR auf Insertion
der KanR-Kassette charakterisiert. Dazu wurden die Oligonukleotide ON1 und ON6
verwendet, deren Bindestellen auyerhalb des fiir die Rekombination verwendeten Bereichs
lagen.

2.Rekombination

Positive Kolonien wurden tber Nacht in 5 ml LB-Medium mit Chloramphenicol und
Kanamycin bei 30 C inkubiert. Je 1 ml Ubernachtkultur wurden in LB-Medium mit
Chloramphenicol, Ampicillin, Anhydro-Tetracyclin und 0,1% L-Arabinose Uberfiihrt
und 5 Stunden inkubiert und anschlieyend 10m auf LB-Agar-Platten ausgestrichen.
Durch Kolonie-PCR wurden die Kolonien auf die KanR-Kassette Uberprift. Aus ne-
gativen Kolonien wurde das UL35-Gen ampli ziert und mittels Sanger-Sequenzierung
Uberprift. Kolonien, welche die gewlinschte Mutation aufwiesen, wurden tber Nacht in
LB-Medium mit Chloramphenicol bei 42 C inkubiert und anschlieyend auf LB-Agar-
Chloramphenicol-Platten ausgestrichen, um die Replikation des Plasmids pKD46S zu
inhibieren und Kolonien ohne pKD46S zu erhalten.
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Tabelle 5.1  Fir Mutation von HCMV TB40E BAC4 durchgefiihrte Schritte

BAC -Mutante

Schritte

TB40OEdUL35

TB40OEdUL35Rev

TB40EdelUL35

TB40EdUL35A

TB40EUL35Tn71

TB40EdelUL35rev

PCR-Produkt fur 1. Rekombination aus ON12, ON13 und pEP-
KanS2

eingefligt in TB40E BAC4

nach 2. Rekombination erstes Startcodon von UL35 mutiert

PCR-Produkt fur 1. Rekombination aus ON14, ON15 und pEP-
KanS2

eingefligt in TB40E BAC4

nach 2. Rekombination erstes Startcodon von UL35 wiederherge-

stellt

PCR-Produkt fur 1. Rekombination aus ON16, ON17 und pEP-
KanS2

eingefiigt in TB40E BAC4

nach 2. Rekombination UL35 durchKanR ersetzt, ankiert von

je 50 Basenpaaren von UL35

Restriktionsenzymverdau von Plasmid pcDNA3-UL35Ad3ATG
Elektroporation von UL35Ad3ATG in TB40EdelUL35

Ersetzen vonKanR durch UL35Ad3ATG-Fragment

UL35 wiederhergestellt mit mutierten alternativen Startcodons

far UL35A

Restriktionsenzymverdau von Plasmid pcDNA3-UL35Tn71
Elektroporation von UL35Tn71 in TB40EdelUL35
Ersetzen vonKanR durch UL35Tn71-Fragment

UL35 wiederhergestellt mit mutierter SNX5 Bindestelle

Restriktionsenzymverdau von Plasmid pcDNA3-UL35
Elektroporation von UL35-Fragment in TB40EdelUL35
Ersetzen vonKanR durch UL35

UL35 wiederhergestellt
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5.2 Protein-Techniken

5.2.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Far die Auftrennung von Proteinen mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden SE250-Elektrophoreseeinheiten (Amersham Bioscience) verwendet. Laufpu er
und Polyacrylamid-Gele wurden nach Sambrook und Russell (2000) angesetzt.

5.2.2 Koimmunpr zipitation

In eine 6-Kavitaten-Platte wurden je Vertiefung 2,5 10° HEK293T-Zellen ausgesét.
Die Zellen wurden mittels Calcium-Phosphat-Préazipitation mit 1 ng DNA je Plasmid
trans ziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen,
mit 500 m PBS abgespdlt und sedimentiert. Die Zellen wurden in 500m ColP-Lysepu er
resuspendiert und 20 Minuten bei4 C lysiert. Genomische DNA und unldsliche Zell-
trummer wurden bei 13.300 rpm fiir 30 Minuten bei4 C abgetrennt und der Uberstand
in neue Reaktionsgefaye uUberfuhrt. FUr die Lysatkontrolle wurden 80n Lysat mit 20
M5 SDS-Ladepu er vermischt und bei 30 C gelagert. Je 500nt Lysat wurden fur
einen ColP-Ansatz verwendet. Fir die ColP wurden je Ansatz 50m Protein-G-Sepharose
(GE-Healthcare) zweimal mit Lysepu er gewaschen und in Lysepu er mit 5% Gelatine
aus der Haut von Kaltwasser schen (Sigma-Aldrich) bei4 C auf einem Uberkopfmi-
scher 1 - 2 Stunden inkubiert. Anschlieyend wurde die Protein-G-Sepharose mit by
Antikorper bzw. 1 ml Hybridomiberstand fir die Prézipitation bzw. mit unspezi schem
Antikorper fiir die Negativkontrolle fiir 1 - 2 Stunden bei 4 C auf einem Uberkopfmischer
inkubiert und danach zweimal mit Lysepu er gewaschen. Fir die ColP wurden 500ni
Lysat mit 40 nm vorbereiteter Protein-G-Sepharose-Suspension vermischt und 10 Minuten
auf einem Uberkopfmischer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieyend wurden die
Ansatze achtmal mit Waschpu er gewaschen und in 10nt 2 SDS-Ladepu er eluiert.
Das Eluat wurde auf einem 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und die kopréazipitierten Proteine mittels Immunfarbung nachgewiesen

5.2.3 Immunblot

Die Zelllysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
(ImmobilonP, Milipore) Ubertragen. Die Membran wurde fur eine Stunde mit Blockie-
rungspu er (5% Magermilchpulver/0,5% Tween20/PBS) inkubiert und anschlieyend mit
dem Primarantikérper in Blockierungspu er fur eine Stunde inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte mit PBS und die Inkubation mit dem Sekundéarantikérper fir eine Stunde.
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Nicht gebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
Membran wurde mit Chemilumineszenz-Reaktionssubstrat (Thermo) Gberschichtet und
das Signal in der digitalen Dokumentationsanlage LAS-3000 (Fuji-Film) detektiert.

5.2.4 Zellfraktionierung

In Gewebekulturschalchen (Durchmesser 10 cm) wurden 210° HEK293T-Zellen je
Schale ausgesat und mit 6mg der jeweiligen Plasmide trans ziert. 48 Stunden nach
der Transfektion wurden die Zellen mit eiskaltem PBS abgespilt und sedimentiert. Die
Zellen wurden in 3 ml Homogenisationspu er resuspendiert und zehn Minuten bed C
inkubiert. Die Zelllyse erfolgte durch Ultraschall (3 10 s, mit 5 Minuten Unterbrechung
auf Eis). Intakte Zellen, Zellkerne und groyere Zelltrimmer wurden bei 800 g und
4 C fur 15 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde in 3 ml-Ultrazentrifugenrérchen
(Polyallomer, dickwandig, Beckman Coulter) tGberfihrt und bei 50.000 g und 4 C fir
50 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde als cytosolische Fraktion abgenommen
und bei 80 C gelagert. Das Sediment stellt die Membranfraktion dar und wurde in
RIPA-Pu er gelost. Der Proteingehalt wurde mittels Bradford-Verfahren (Quickstart
Bradford Dye Reagent 1 , Biorad) bestimmt. Gleiche Proteinmengen wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran tbertragen und mit Immunfarbung
nachgewiesen.

5.3 Zellkultur-Techniken

5.3.1 Zellkultur

HEK293T-, HelLa-, U373MG- und HFF-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FKS,
Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin kultiviert. MDMs wurden in RPMI 1640 Medium
mit 4% humanem AB-Serum, Penicillin/Streptomycin, L-Gluthamin, Natriumpyruvat,
nicht essentiellen Aminoséuren und 0,4 MEM-Vitaminen kultiviert

5.3.2 Makropinozytosexperimente

In 6-Kavitaten-Platten wurden 3 10° HelLa-Zellen je Kavitat ausgesat und mit je 1,25
ng Plasmid mit Lipofectamin LTX nach Angaben des Herstellers trans ziert. 30 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit DMEM
Medium ohne FKS, Glutamin und Penicillin/Streptamycin tberschichtet und fir weitere
12 Stunden uUber Nacht inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit 100
ng/ml FITC-Dextran (durchschnittliches Molektlgewicht: 70 kDa) und 100 ng/ml EGF
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fur drei Minuten stimuliert. Anschlieyend wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und mittels Trypsin/EDTA bei 4 C abgeldst und in 2% PFA/PBS xiert.
Die zellulare Aufnahme des FITC-Dextran wurde mittels Durch usszytometrie gemessen.
Als Kontrolle dienten Zellen, die mit FITC-Dextran ohne EGF inkubiert wurden.

5.3.3 Gewinnung von Monozyten abgeleiteten Makrophagen

Spenderblut aus der Thrombozytenspende wurde 1:1 mit PBS gemischt, geschittelt und
je 30 ml auf 15 ml Biocoll Trennlésung (Biochrom) geschichtet. Dieses System wurde bei
960 g, niedrigster Beschleunigung und ohne Bremse fir 35 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Interphase mit den mononuklearen Zellen wurde abgenommen, auf zwei
50 mI-R6hrchen aufgeteilt, mit PBS auf 50 ml aufgefillt und mit Bremse bei 470 g5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 35 ml PBS
gewaschen und bei 350 g sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen
in 10 ml MDM-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. In unbeschichtete
Kunststo -Petrischalen wurden 5 10° - 8 10° Zellen in 10 ml MDM Medium ausgesét.
Zur Di erenzierung wurde 100 ng/ml humanes M-CSF (Macrophage colony stimulating
factor) hinzu gegeben. Nach drei Tagen Inkubation wurden der Uberstand verworfen, die
adharenten Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fir weitere vier Tage inkubiert.

5.3.4 Makropinozytosexperimente mit humanen Makrophagen

Monozyten-abgeleitete-Makrophagen (MDM) in 35 mm-Petrischalen wurden in MDM-
Medium ohne Phenolrot kultiviert. Die MDMs wurden mit 25 nM Alexa647 in Kulturme-
dium Uberschichtet und fir 30 Minuten bei 37 C inkubiert, bzw. als Negativkontrolle bei
4 C. Anschlieyend wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA ab-
gel6st und mit kaltem Paraformaldehyd (2% in PBS) xiert. Die Aufnahme von Alexa647
wurde mittels Durch usszytometrie nachgewiesen

5.4 Virus-Techniken

5.4.1 HCMV-Replikationskinetik

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Virusreplikation wurden 2,5 10* Zellen
pro Kavitét in einer 48-Kavitaten-Platte ausgesat und mit MOI 1 in ziert. Die Platten
wurden bei 2000 g fur 30 Minuten zentrifugiert und 3 Stunden im CO,-Inkubator
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und anschlieyend mit 0,5 ml Zellkulturmedium Gberschichtet. Nach 1, 3, 5, 7, 9, 11 und
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13 Tagen wurden von jeweils 0,5 ml Zellkulturmedium von einer Kavitat entnommen und
die Zelltrimmer bei 8000 rpm fiir 5 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein
neues 1,5 ml-Reaktionsgefay tberfihrt und bei 80 C gelagert. Abschlieyend wurden
die Virustiter der Uberstande bestimmit.

5.4.2 HCMV-Titration

In eine Mikrotiterplatte wurden 1 10* HFF-Zellen pro Ansatz in 100 m Medium ausgesét
und 24 Stunden inkubiert. Vom virushaltigen Zellkulturmedium wurden serielle 1:10
Verdlinnungen mit einem Endvolumen von 500m angelegt. 100m der Verdiinnungen
wurden zu den ausgesaten HFF gegeben und fir 96 Stunden inkubiert. Anschlieyend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit eiskaltem Methanol fiir 5 Minuten bei

20 C xiert. Das Methanol wurde abgesaugt und die Platten bei Raumtemperatur ge-
trocknet. Die Zellen wurden fir 10 Minuten mit PBS rehydriert und anschlieyend zweimal
mit PBS gewaschen. Zum Farben der in zierten Zellen wurden 50m des monoklonalen
Antikérpers 63-27 (Maus anti-IE1) hinzugegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Die
Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlieyend mit 5é4 des Sekundéaran-
tikbrpers Ziege-anti-Maus-HRP in 1% BSA/PBS fur 30 Minuten inkubiert. Die Zellen
wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit 100m Farbelésung (eine AEC-Tablette in
4 ml DMF gel6st, 16 ml 50 mM Natriumacetatpu er (pH 5), 30 m Wassersto peroxid)
Uberschichtet. Die Mikrotiterplatten wurden fir 5 - 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, die Farbeldsung abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Mittels
Durchlichtmikroskopie wurden die positiven Zellkerne gezahit. Aus Anzahl positiver
Kerne und Verdiinnungsstufe wurde der Virustiter in pfu/ml berechnet.

5.4.3 HCMV-Rekonstitution

Fur die Elektroporation wurde BAC-DNA aus einer 200 ml Kultur mit einem Plasmid-
DNA-Maxipraparationskit (Machery-Nagel) isoliert und in 100 m H,O bidest rekonstitu-
iert. 4 10° HFF-Zellen wurden in 100 m DMEM-Medium aufgenommen und mit 50 m
des BACs und 4ng pCMV71 vermischt und in eine Elektroporationskiivette (Spaltbreite
10 mm) gegeben. Die Elektroporation erfolgte bei 280 V, 150@F und unbegrenztem
Widerstand. Anschlieyend wurden die Zellen in eine 75 cfZellkultur asche mit 15 ml
Kulturmedium tberfuihrt. Ein Tag nach der Elektroporation wurde das Medium gewech-
selt. Die Zellen wurden regelméayig auf die Bildung von zytopathischen E ekten (CPE)
untersucht. Nach Erreichen eines CPE von 100% wurde der Uberstand abgenommen, bei
80 C gelagert und fur weitere Infektionsversuche verwendet.
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5.4.4 Pr paration von zellfreien HCMV-Partikeln

In einer 25 crr?-Zellkultur aschen wurden HFF mit HCMV in ziert. Nach Erreichen von
90% in zierten Zellen wurden die HFF abgel6st, mit 1 10’ abgeldsten, nicht in zierten
HFF-Zellen vermischt und auf finf 175 cn?-Zellkultur aschen aufgeteilt. Die Zellen
wurden bis zur Lyse kultiviert. Der Zellkulturiberstand wurde gesammelt und die
Zelltrimmer bei 2500 g fur funf Minuten abgetrennt. Der Uberstand wurde in sterile
Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt. Die Viruspartikel wurden bei 28.000 rpm in einem SW28-
Rotor fur eine Stunde und zehn Minuten bei 15 C in einer L8-70 Ultrazentrifuge
(Beckman) abgetrennt. Der Uberstand wurde dekantiert und die Viren bei4 C fir drei
bis vier Stunden in dem verbleibenden Uberstand resuspendiert. Die Virionen wurden im
gleichen Verhaltnis mit Sucrose-Phosphatpu er gemischt und in Probenvolumen von 200
nt aufgeteilt und bei 80 C gelagert

5.4.5 Rekonstitution von Adenoviren

Die Plasmid-DNA des adenoviralen Vektors wurde mit dem RestriktionsenzymPacl

linearisiert, auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit dem Nucleospin PCR-Kit
(Macherey-Nagel) aufgereinigt. In eine 25 cr-Zellkultur asche wurden 3 10° HEK

293A-Zellen ausgesat und mit 4ng des linearisierten Vektors trans ziert. Die Zellen

wurden regelméayig auf Expression von GFP untersucht.

5.4.6 Pr paration von zellfreien Adenoviren

Zellkulturiberstand und in zierte Zellen wurden mit nicht in zierten HEK 293A-Zellen

in einer 175 cn?-Zellkultur asche ausgeséat. Nach sieben bis zehn Tagen wurde das
Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS abgespilt und sedimentiert. Die
Zellen wurden in 0,5 ml Medium resuspendiert und durch vier Gefrier-und-Tau-Zyklen in
einem Ethanol-Trockeneisbad aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden sedimentiert und
der Uberstand bei 80 C gelagert.

5.4.7 Titration von Adenoviren

In einer 96-Mikrotiterplatte wurden 1 10* HelLa-Zellen pro Ansatz ausgesat und am
nachsten Tag mit seriellen zehnfachen Verdiinnungen der Adenoviruspraparation in ziert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 4% PFA/PBS xiert, die Zellkerne mit DAPI
gefarbt, die GFP-positiven Zellen gezahlt und der Virustiter in pfu/ml berechnet. Niedrige
Viruspassagen ergaben Titer zwischen 110°- 1 10° pfu/ml.
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5.4.8 Infektion von humanen Makrophagen mit Adenoviren

Mit humanem M-CSF di erenzierte MDMs wurden in Petrischalen (Durchmesser: 6 cm)
ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und die MDMs mit
Adenoviren (MOI 10) in 500 m Wachstumsmedium tberschichtet. Die Petrischalen wurden
vier Stunden auf einem Wipp-Schuttler in einem CQO,-Inkubator inkubiert, anschlieyend
dreimal mit PBS gewaschen und mit MDM-Medium ohne Phenolrot weiter kultiviert.
Vier Tage nach der Infektion wurden die Aufnahmeexperimente durchgefihrt.

5.4.9 Transfektion von siRNA

Fur die Transfektion von siRNA wurde das Transfektionsreagenz RNAIMAX (Invitrogen)
nach Herstellerangaben verwendet. Fir eine 24-Kavitaten-Platte wurden 20 pmol siRNA
je Ansatz, fur eine 48-Kavitaten-Platte wurden 12 pmol je Ansatz und fir 6-well-Platte
50 pmol siRNA je Ansatz verwendet

5.4.10 Luciferase-Reporter-Experimente

In 6-well-Platten wurden 2,5 10° U373MG-Zellen pro Kavitéit ausgeséat und am folgenden
Tag mit 0,8 ng Aktivator-Plasmid-DNA und 0,2 ng Reporter-Plasmid-DNA (phM287)
trans ziert. Die Transfektion erfolgte mit Lipofectamin LTX (Invitrogen) nach Herstel-
lerangaben. Zwei Tage nach Transfektion wurde das Wachstumsmedium abgenommen
und die Zellen dreimal mit PBS gespult. Die Zellen wurden mit 400m Passive Lysis
Bu er (Promega) lberschichtet und 30 Minuten auf einem Schittler lysiert. Je 50m
des Uberstands wurde in weiye Mikrotiterplatten tberfiihrt und unter Zugabe von 50
Beetle Juice (PJK) in einem Luminometer (Berthold Technologies) gemessen.

5.4.11 Indirekte Immun uoreszenzf rbung

Auf sterilen Deckglaschen wurden Zellen ausgeséat und am folgenden Tag trans ziert bzw.
in ziert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd

in PBS fur zehn Minuten xiert. Die Deckglaschen wurden dreimal mit PBS gewaschen
und fur funf Minuten mit 0,2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert, gefolgt von drei
Waschschritten mit PBS. Die Sattigung unspezi scher Bindestellen erfolgte durch Inku-
bation mit 10% FKS in PBS fur 30 Minuten. Die Anfarbung mit dem Primarantikdrper
erfolgte fur 30 Minuten bei 37 C. Anschlieyend folgten drei Waschschritte mit PBS und
die Inkubation mit dem Sekundérantikdrper bei 37 C fir 30 Minuten. Die Deckglaschen
wurden dreimal gewaschen und mit VectaShield Mounting Medium mit DAPI (Vector
Labs) auf Objekttragern xiert.
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5.4.12 Herstellerregister

Die Hersteller-Standorte der verwendeten Produkte werden hier einmalig in alphabeti-
scher Reihenfolge aufgefiihrt.

Ambion/Life Technologies Corporation (Carlsbad, Kalifornien, USA)  Applied Biosys-
tems/Life Technologies Corporation (Carlsbad, Kalifornien, USA) Amersham Bioscience
(Amersham, Groybritannien)  Becton und Dickinson (Franklin Lakes, New Jersey, USA)

Beckman Coulter (Brea, Kalifornien, USA) Berthold Technologies (Bad Wildbad,
Deutschland) Biochrom (Berlin; Deutschland) Biomers.net (Ulm, Deutschland) Bio-
metra (Goéttingen, Deutschland) Bio-Rad Laboratories (Hercules, Kalifornien, USA)

Carl Roth GmbH+CoKG (Karlsruhe, Deutschland)  Cell Signaling Technologies (Be-
verly, Massachusetts, USA) Corning (Corning, New York, USA) Dianova (Hamburg,
Deutschland) Finnzymes (Espoo, Finnland) Fluka (Buchs, Schweiz) Fuji Im (Tokio,
Japan) GE-Healthcare (Chalfont St. Giles, Groybritannien)  Gibco/Life Technologies
Corporation (Carlsbad, Kalifornien, USA)  Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutsch-
land) Heat systems Ultra Sonics (Plainview, New York, USA, Firma existiert nicht
mehr) Invitrogen/Life Technologies Corporation (Carlsbad, Kalifornien, USA)  Mache-
ry Nagel (Duren, Deutschland) Merck (Schwalbach am Taunus, Deutschland) Merck
Milipore (Billerica, Massachusetts, USA) Novus Biologicals (Littleton, Colorado, USA)

Olympus Life Science (Hamburg, Deutschland) Orf genetics (Kopavogur, Island)

Peprotech (Hamburg, Deutschland) PJK (Kleinblittersdorf, Deutschland)  Promega
(Fitchburg, Wisconsin, USA)  PAA (Colbe, Deutschland) Santa Cruz Biotechno-
logy (Dallas, Texas, USA) Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland) Serva (Heidelberg,
Deutschland) Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) Thermo Scienti ¢ (Idstein,
Deutschland) Vector Labs (Burlingame, Kalifonien, USA)
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6.1 Sorting Nexin 5 interagiert mit ppUL35 und ppUL35A

Die Funktion des Tegumentproteins ppUL35 und dessen kirzerer Form ppUL35A ist bis
heute noch nicht genau aufgeklart. Mit Hilfe einesYeast-Two-Hybrid-Screenskonnten
verschiedene zelluldre Proteine identi ziert werden, die mit ppUL35 interagieren (M.
Winkler, unverg entlicht). Diese Proteine haben Funktionen in intrazellularen Trans-
portprozessen, der Regulation von Apoptose, der NKB Signaltransduktion und der
Transkription. In Tabelle 6.1 sind die aussichtsreichen Proteine, die mehrmals im Yeast-
Two-Hybrid-Screen identi ziert wurden, aufgefuhrt. In der vorliegenden Arbeit sollten

Tabelle 6.1 In Yeast-Two-Hybrid Screen identi zierte Interaktoren von ppUL35.

Protein

Funktion

Referenz

CIAPIN1

(Cytokine independent apoptosis

inhibitor )/Anamorsinl

IKIP
(IKK interacting Protein )

RED (IK-Cytokin)

SNX5 (Sorting Nexin 5)

TRAIP TRAF-interacting prote-

In

DP97-Helikase
DNA/RNA- Helikase)

Karyopherin bl/Importin 1

(DEAD-Box-

Apoptose-Inhibitor, Zellprolifera-

tion

pro-apoptotische Aktivitat

notwendig fir die Lokalisierung
von MAD1 am Kinetochor, Akti-
vierung des Spindel-Checkpunkts

Retromer-Komponente, retrogra-

der Transport

Inhibitor der TNF- a-vermittelten
Aktivierung von NF- kB, Regula-

tion der Zellproliferation

Regulation der transaktivieren-
den Aktivitat von nukleédren Re-

zeptoren

Shibayama et al., 2004

Hofer-Warbinek et al.,
2004

Yeh et al., 2012
Assier et al., 1999

Wassmer et al., 2007

Lee et al., 1997
Besse et al., 2007
Almeida et al., 2010

Rajendran et al., 2003

Erkennung von Aminsosaure- Chook and Suel, 2011

Signalsequenzen fur den Kern-

transport
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diese Interaktionen veri ziert und funktionell untersucht werden. Als erster Schritt wurde
RNA aus humanen Fibroblasten isoliert und mittels reverser Transkriptase in cDNA
transkribiert. Anschlieyend wurde die cDNA fir CIAPIN1, RED und TRAIP mittels
PCR ampli ziert, mit Endonukleasen verdaut und in den pENTR-3C Vektor (Invitro-
gen) kloniert. Die DNA-Sequenz wurde durch DNA-Sequenzierung bestétigt. Mittels
Gateway-Rekombination (Invitrogen) wurde die jeweilige Expressionskassette in den Ex-
pressionsvektor pDEST-515 fir die Expression von FLAG-Fusionskonstrukten tberfiihrt.
Zur Validierung der Ergebnisse aus demyeast-Two-Hybrid-Screen wurde die Interaktion
mehrere Interaktionspartner mit ppUL35 in humanen Zellen mittels Koimmunprazipitati-
on untersucht. HEK-293T Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fur das jeweilige
zellulare Protein und dem Expressionsvektor fir ppUL35 bzw. ppUL35A kotrans ziert.
Aus dem Lysat wurden die zelluldaren Proteine préazipitiert, das Eluat mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Immunblot ppUL35A bzw. ppUL35 nachgewiesen (Abb. 6.1).
Fur die Prazipitation wurde der monoklonale Antikérper gegen das FLAG-Peptid (M2)
verwendet. Als Negativkontrolle wurde der monoklonale Antikbrper gegen das myc-
Epitop (9E10) verwendet. Der Immunblot zeigte, dass ppUL35 mit FLAG-CIAPIN1 und
FLAG-Sorting Nexin 5 mit anti-FLAG-Antikdrper koprazipitiert wurde. ppUL35A wurde

mit FLAG-Sorting Nexin 5 koprazipitiert, wohingegen ppUL35A mit FLAG-CIAPIN1
nicht koprazipitiert wurde. Es erfolgte keine Koprazipitation mit Kontrollantikdrper,
dies schlieyt eine Kreuzreaktion aus. Vorlau ge Daten zeigten, dass ppUL35 auch mit
FLAG-RED und FLAG-TRAIP prazipitiert wurden, ppUL35A jedoch nicht (Daten nicht
gezeigt).

Fir RED, TRAIP und CIAPIN1 konnte bisher keine eindeutige Funktion beschrieben
werden. Fir Sorting Nexin 5 (SNX5) gibt es Belege, dass es als Teil des Retromerkomplexes
an intrazellularer Vesikelsortierung und Makropinozytose beteiligt ist. SNX5 hat eine
Molekularmasse von 43 kDa und besteht aus einer N-terminalen Phox- und einer BAR-
Domane am C-Terminus. Die BAR-Doméne besteht aus einecoiled-coil-Struktur, die
aus 3 Helices gebildet wird. Zur Eingrenzung der Interaktionsdomane von SNX5 wurden
die verkirzten SNX5-Mutanten PX (Aminosaure 1-168), H1 (AS 1-261), H2 (AS 1-343)
verwendet (Abb. 6.2A). Die PX-Mutante entspricht der PX-Doméane, H1 entspricht der
PX-Domane und der angrenzenden ersten Helix der BAR-Domane und H2 entspricht der
PX-Doméane zuzuglich der beiden ersten Helices der BAR-Doméne. Die BAR-Domane
konnte nicht in I6slicher Form exprimiert werden. Die SNX5-Mutanten wurden mit
ppUL35 in HEK-293T Zellen kotrans ziert und in einer Koimmunprazipitation mit FLAG-
Antikérpern prazipitiert. ppUL35 wurde mittels Immunblot nachgewiesen (Abb. 6.2B).
Der Immunblot zeigte eine spezi sche ppUL35-Bande bei der Koimmunpréazipitation mit
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+ ppUL35A
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FLAG-SNX5
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Koimmunprazipitation von FLAG-CIAPIN1 und FLAG-SNX5
mit ppUL35 und ppUL35A.

Aus Lysaten von transient trans zierten HEK 293T-Zellen
wurde mit mAb M2 (anti-FLAG) FLAG-CIAPIN1 bzw. FLAG-SNX5 prazipitiert und

die Koprazipitation von ppUL35 bzw. ppUL35A mittels Immunblot und Immunfarbung
mit Antiserum gegen ppUL35 nachgewiesen. Als Negativ-Kontrollen dienten unspezi sche
Antikérper gegen ppUL82 (mAb CMV355) bzw. myc-Peptid (mAb M2)

der H1- und der H2-Mutante. FUr die PX-Mutante konnte keine Kopréazipitation von
ppUL35 nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die verantwortliche
Domane fur die Interaktion mit ppUL35 zwischen den Aminosauren 168 und 261 liegt
und ppUL35 mit der ersten Helix der BAR-Domane interagiert.
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A BAR-Domane

( PX H Helix 1 J—{ Helix2 J—{ Helix3 |

H2 ( PX H Helix 1 J—{ Helix2 J—
H1 ( PX H heix1 J—
ox

B SNX-H2 SNX-H1 SNX-PX
+UL35 +UL35 +UL35
anti FLAG + -4+ - 4+ -
anti myc - 4+ - 4+ - 4+

Immunprazipitation:

Blot: uL35 -— .

VI T —

Lysatkontrolle:

FLAG-SNX

Abbildung 6.2 Kartierung der Interaktionsdoméne von SNX5 mit ppUL35.

(A) Schematische Darstellung der Doménenstruktur von SNX5 und der verkiirzten SNX5-
Konstrukte. (B) Koimmunpréazipitation der FLAG-SNX5-Konstrukte aus trans zierten HEK
293T Zellen. Die Koimmunprazipitation erfolgte mit einem Antikérper gegen das FLAG-

Peptid (mAb M2) bzw. als Kontrolle gegen das myc-Peptid (mAb 9E10). Der Immunblot
wurde mit Antiserum gegen ppUL35 gefarbt.
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6.2 Die Membranassoziation von Sorting Nexin 5 bleibt bei Interaktion mit
ppUL35 oder ppUL35A unver ndert

Da ppUL35 an die Membran-bindende BAR-Doméane von SNX5 bindet, sollte die Auswir-
kung dieser Protein-Protein-Interaktion auf die Membranassoziation von SNX5 untersucht
werden. HelLa-Zellen wurden mit Plasmiden fiir die Expression von FLAG-SNX5 und
UL35 bzw. UL35A trans ziert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit FLAG-SNX5-
Plasmid oder mit dem Leervektor pcDNAS trans ziert wurden. Die Zellen wurden 48
Stunden nach der Transfektion geerntet.

FLAG-SNX5 FLAG-SNX5 FLAG-SNX5
+ pcDNA3 + ppUL35 + ppUL35A

(¢} M C M C M

FLAG-SX5 — -—— @—

WS — —

Na/K-ATPase . , ' -

GAPDH —

Abbildung 6.3 Auswirkung von ppUL35 und ppUL35A auf die Membranloka-

lisation von SNX5. HelLa-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fur FLAG-SNX5 und
ppUL35, ppUL35A bzw. Leervektor (pcDNA3) trans ziert. Jeweils 10 ng der Cytosol- (C) und
Membranfraktion (M) wurden auf einem 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Der Immunblot
wurde mit FLAG-Antikdrpern gefarbt. Als Kontrolle fiir die Membranfraktionen diente ein
Antikorper gegen Na/K-ATPase und als Kontrolle fir die cytosolischen Fraktionen diente
ein Antikdrper gegen GAPDH.

Nach Resuspension in Homogenisationspu er, 30 mindtiger Inkubation auf Eis und Lyse
mit Ultraschall wurden Zellkerne und groye Zelltrimmer abgetrennt. Die Membranfrakii-
on wurde mittels Ultrazentrifugation sedimentiert und der Uberstand als cytosolische
Fraktion gewonnen. Gleiche Mengen an Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE auf-
getrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen (Abb. 6.3A). Die Farbung erfolgte
mittels Antikorper gegen das FLAG-Peptid, die Na/K-ATPase als Kontrolle fir die
Membranfraktion und gegen die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
als Kontrolle fiir die cytosolische Fraktion. Die Ko-Expression von ppUL35 bzw. ppUL35a
hat daher keine Auswirkung auf die Bindung von SNX5 an endosomalen Membranen.
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6.3 ppUL35 und ppUL35A inhibieren die EGF-stimulierte Makropinozytose

Sorting Nexin 5 hat eine regulierende Funktion in der Makropinozytose (Lim et al., 2008).
Bei Uberexpression von SNX5 in HEK-Flipin Zellen konnte eine Erhéhung der Aufnahme
von FITC-Dextran nach EGF-Stimulation und damit eine Erhéhung der Makropinozyto-
seaktivitat nachgewiesen werden (Lim et al., 2008). Um einen funktionellen Ein uss der
Interaktion von ppUL35 und ppUL35A mit SNX5 zu untersuchen, wurden HelLa-Zellen
mit UL35 und UL35A mit FLAG-SNX5 kotrans ziert und mit epidermalen Wachstums-
faktor (EGF) und FITC-Dextran fur 3 Minuten inkubiert. Anschlieyend wurden die
Zellen abgeldst, xiert und die Aufnahme von FITC-Dextran mittels Durch usszytometer
analyisert (Abb. 6.4).

307
251

20 1

% FITC-positive Zellen
o S o

N \2) ) e & ) ) e
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$° o $° 0"
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2 %$+ @ >
-EGF +EGF
Abbildung 6.4 EGF-stimulierte Aufnahme von FITC-Dextran. HelLa-Zellen wur-

den mit Expressionsplasmiden fur SNX5, ppUL35, ppUL35A und Leervektoren kotrans ziert.
Die Zellen wurden mit FITC-Dextran inkubiert und die Makropinozytose mit EGF stimu-
liert. Inkubation ohne EGF diente als Kontrolle. Die Aufnahme von FITC-Dextran wurde
mittels Durch usszytomter gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen
Experimenten. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Als Kontrollen dienten untrans zierte HeLa-Zellen mit und ohne EGF-Stimulation.
Generell wiesen die HelLa-Zellen nach EGF-Stimulation eine héhere Aufnahme von FITC-
Dextran als ohne EGF-Stimulation auf. Die erhdhte Aufnahme von FITC-Dextran in
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SNX5-trans zierte Zellen im Vergleich zu nicht-trans zierten Zellen ist auf eine erhdhte
basale Makropinocytose durch die Uberexpression von SNX5 zuriickzufiihren. HeLa-Zellen,
die sowohl SNX5 als auch UL35 Uberexprimierten, wiesen eine verringerte Aufnahme
von FITC-Dextran nach EGF-Stimulation auf. Fir HeLa-Zellen, die SNX5 und UL35A
Uberexprimierten, ergab sich ein dhnliches Bild. Zusammenfassend zeigten Zellen, die eine
der beiden UL35 Proteinformen exprimierten, eine reduzierte Makropinozytoseaktivitat.

6.4 Die Makropinozytose in humanen Makrophagen wird nicht durch
ppUL35 oder ppUL35A inhibiert

Makrophagen weisen eine hohe Endozytoserate und eine hohe SNX5-Expression auf.
Durch Makropinozytose nehmen Makrophagen u.a. ihre Umgebung war. Da fir HCMV
Makrophagen wichtige Wirtszellen darstellen, war es von Interesse die Wirkung von
ppUL35 und ppUL35A auf die Makropinozytose-Aktivitat von Makrophagen zu untersu-
chen. Mittels M-CSF wurden Monozyten aus humanem Blut zu Makrophagen di erenziert
und mit rekombinanten Adenoviren, die UL35 bzw. UL35A exprimierten, in ziert. Als
Nachweis fiur eine positive Infektion exprimierten die Adenoviren zusatzlich zu dem jewei-
ligen viralen Protein GFP. Als Kontrolle wurden rekombinante Adenoviren verwendet, die
kein UL35 oder UL35A exprimierten. Die in zierten Makrophagen wurden mit Alexa647,
als Indikator fir Makropinozytose, inkubiert, anschlieyend xiert und die Aufnahme von
Alexa647 mittels Durch usszytometrie analysiert (Abb. 6.5).

Adenoviral-transduzierte Makrophagen, welche bei37 C inkubiert wurden, wiesen im
Gegensatz zu demt C-Kontrollen eine hohe Aufnahme von Alexa647 auf. Die Inkubation
bei 4 C diente als Kontrolle fiir eine vollstandige Inhibition aller zellularen Transport-
prozesse und damit auch der Makropinozytose. Adenoviral transduzierte Makrophagen,
die bei4 C inkubiert wurden, zeigten eine sehr geringe Aufnahme von Alexa647, die ver-
mutlich auf ein Anhaften des Fluorophors auf der Zellober &che zurtickzufihren ist. Die
Expression von UL35 bzw. UL35A hat folglich keinen Ein uss auf die Makropinozytose
in Makrophagen.
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Abbildung 6.5 Analyse der Makropinozytoseaktivitat von adenoviral transdu-

zierten Makrophagen.  Von Monozyten di erenzierte Makrophagen wurden mit adenovira-
len Vektoren fir ppUL35 (UL35), ppUL35A (UL35A) und Kontrollvektoren (GFP) in ziert.
Anschlieyend wurden die Zellen mit dem Flissigphasen-Indikator Alexa647 inkubiert und
die Aufnahme mittels Durch usszytometer analysiert. Die Inkubation bei 4 C diente als
Negativkontrolle. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment. Die Werte ergeben sich aus
dem Mittelwert dreier Ansatze. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

6.5 Die Lokalisation des Kationen-unabh ngigen Mannose-6-
Phosphatrezeptors wird durch ppUL35 und ppUL35A modi ziert

Sorting Nexin 5 bildet als Teil des Retromer-Komplex einen wichtigen Bestandteil des
retrograden Transportweges vom Endosom zum TGN. Eine Depletion von endogenem
SNX5 durch small interfering RNA (siRNA) fihrte dazu, dass der Kationen-unabhéngige
Mannose-6-Phosphatrezeptor (CI-M6PR) statt im TGN in friihen Endosomen lokalisiert
war (Wasmer et al., 2007; Hara et al., 2008). Um einen Ein uss von ppUL35 und ppUL35A
auf die Lokalisation von CI-M6PR zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen mit den Plasmiden
pPcDNA3-UL35-eYFP bzw. pcDNA3-UL35A-eYFP trans ziert. Als Kontrolle dienten
HelLa-Zellen, die mit dem Plasmid pcDNAS trans ziert wurden. Einen Tag nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 4% PFA/PBS xiert und mit einem Antikorper
gegen CI-M6PR angefarbt. Die Zellen des Kontrollexperiments zeigten eine konzentrierte
punktférmige Ansammlung von CI-M6PR in der Nahe des Zellkerns. Im Gegenteil dazu
zeigten Zellen, die ppUL35-GFP bzw. ppUL35A-GFP exprimierten, eine Umverteilung
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Abbildung 6.6 Wirkung von ppUL35 und ppUL35A auf die Lokalisation von
CI-M6PR. Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fur eYFP-ppUL35 und eYFP-
ppUL35A bzw. Leervektor (Kontrolle) trans ziert. Ein Tag nach der Transfektion wurden
die Zellen xiert, permeabilisiert und mit Antikérpern gegen CI-M6PR gefarbt.

von CI-M6PR. Statt einer punktuellen Ansammlung war CI-M6PR amorph um den
Zellkern verteilt (Abb. 6.6). Dies belegt, dass beide Formen von UL35 die intrazellulare

Verteilung von CI-M6PR verandern und der Prozess des retrograden Transports nachhaltig
beein usst wird.

6.6 Die Insertion von f nf Aminos uren im c-terminalen Bereich von

ppUL35 f hrt zur Strung der Interaktion von ppUL35 und Sorting
Nexin 5

Fur die Kartierung der Interaktionsdomane von UL35 mit den zellularen Proteinen
wurde mit der Pentapeptid-ScanningMethode Sammlung zufélliger Mutanten hergestellt.
Dabei integrierte ein Transposonin vitro an zufalliger Position in das Plasmid pcDNA3-
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UL35. Das fiur die Selektion der Transposon-Insertionen verwendete Chloramphenicol-
ResistenzgenCamR wurde anschliessend durch Restriktionsenzym-Verdau entfernt und
die Plasmide religiert. Aufgrund der Lage der Restriktionsschnittstellen in den Transpo-
sonenden blieben 15 Nukleotide zurtick. Diese Nukleotide kodieren fur funf zusatzliche
Aminosauren, die an Proteinober achen Erkennungssequenzen oder Bindestellen st6-
ren sollen. Insgesamt wurden 128 UL35-Mutanten erstellt. Die Position der Insertionen
wurde mittels Restriktionsenym-Verdau und DNA-Sequenzierung festgestellt. Von den
ursprunglich isolierten Mutanten wiesen 41 ein Stoppcodon auf und wurden nicht weiter
verwendet. Insgesamt 86 Mutanten (Tabelle 6.2) wiesen eine Insertion von 5 zusatzlichen
Aminosauren auf; 22 dieser Mutanten lagen gleichmayig verteilt im Leseraster von UL35A.
Bei der praktischen Durchfihrung wurden dasGPS-Linker Scanning Kit (New England
Biolabs) und fur eine zweite Runde dasMutation Generation System Kit (Finnzymes)
verwendet, da es keine Stoppcodons erzeugt.

Tabelle 6.2 UL35-Transposonmutanten

laborinterne Nummer  Nukleotidposition Aminosauresequenz Kit
3201 13 CLNTN NEB
3202 55 VFKHR NEB
3203 91 AAACG Finnzymes
3204 113 RPHLL Finnzymes
3205 137 CMFKH NEB
3206 143 CLNTN NEB
3207 150 AAAVG Finnzymes
3208 180 AAAPV Finnzymes
3209 186 CLNNA NEB
3210 235 NAAAV Finnzymes
3211 260 LFKHT NEB
3212 280 AAALT Finnzymes
3213 288 CGRNR Finnzymes
3214 295 CLNNS NEB
3215 304 VCLNS NEB
3216 353 MRPQL Finnzymes
3217 359 RCGRT Finnzymes
3218 429 AAASV Finnzymes
3219 445 DVAAA Finnzymes
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laborinterne Nummer Nukleotidposition Aminosauresequenz Kit
3220 457 GCGRI Finnzymes
3221 509 GAAAC Finnzymes
3222 513 RVFKQ NEB
3223 528 RVFKQ NEB
3224 563 NCLNI NEB
3225 595 VCLNS NEB
3226 608 DLLFK NEB
3227 613 LFKHL NEB
3228 622 CGRTQ Finnzymes
3229 6329 QLRPQ Finnzymes
3231 668 LTAAA Finnzymes
3232 702 EVFKQ NEB
3233 707 DACGR Finnzymes
3234 729 LLFKQ NEB
3235 775 QCGRI Finnzymes
3236 798 VCLNS NEB
3237 806 LFKQR NEB
3238 809 NCLNS NEB
3239 900 RLRPQ Finnzymes
3240 903 QLFKQ NEB
3241 949 HAARI Finnzymes
3242 991 PGAAA Finnzymes
3243 1020 MFKQL NEB
3244 1028 MFKQL NEB
3245 1038 AAAPT Finnzymes
3246 1095 CGGRK Finnzymes
3247 1099 TAAAA Finnzymes
3248 1112 RMFKQ NEB
3249 1116 AAARE Finnzymes
3250 1124 FKHQL NEB
3251 1139 DPCLN NEB
3252 1144 CLNNP NEB
3253 1175 SKCLN NEB
3254 1208 RVGPH Finnzymes

50



6 Ergebnisse

laborinterne Nummer Nukleotidposition Aminosauresequenz Kit
3255 1214 PDAAA Finnzymes
3256 1237 RAAAL Finnzymes
3257 1249 FVAAA Finnzymes
3258 1269 LLRPH Finnzymes
3259 1308 TECLN NEB
3260 1314 AAATE Finnzymes
3261 1328 LFKHL NEB
3262 1342 MIAAA Finnzymes
3264* 1351 EGAAA Finnzymes
3265* 1417 LGAAA Finnzymes
3266* 1422 AAACG Finnzymes
3267* 1441 ITAAA Finnzymes
3268* 1450 HRCLN NEB
3269* 1466 VCLNS NEB
3270* 1512 ALRPH Finnzymes
3271* 1529 SSCGR Finnzymes
3272* 1543 NAAAP Finnzymes
3273* 1559 SSCGR Finnzymes
3274* 1598 ASCLN NEB
3275* 1601 STCGR Finnzymes
3276* 1611 AAAAP Finnzymes
3277* 1630 AAASS Finnzymes
3278* 1635 AAATT Finnzymes
3279* 1654 SFAAA Finnzymes
3280* 1662 GLRPQ Finnzymes
3281* 1674 AAAHG Finnzymes
3282* 1724 FKHMV NEB
3283* 1731 AAASV Finnzymes
3284* 1739 CGRTL Finnzymes
3285* 1805 ACGRT Finnzymes
3286* 1825 CGRTH Finnzymes

* = |nsertion im UL35A-Leserahmen
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Abbildung 6.7 Koprézipitation von SNX5 mit Transposonmutanten von
ppUL35. Aus Lysaten von trans zierten HEK 293T-Zellen wurde mit mAb M2 (anti-
FLAG) SNX5 prazipitiert und die Koprazipitation der jeweiligen UL35-Transposonmutante
mittels Immunblot und Immunfarbung mit Antiserum gegen ppUL35 nachgewiesen.

Durch die Koimmunprazipitation von ppUL35A mit FLAG-SNX5 war bekannt, dass
SNX5 mit dem C-terminalen Ende von ppUL35 interagiert. Deswegen wurden nur die
Transposon-Mutanten mit Insertionen im C-terminalen Teil bzw. im Leseraster von UL35A
fur die Analyse der Interaktion mit SNX5 herangezogen. Von 87 Mutanten hatten 23 die
Transposon-Insertion innerhalb des Bereichs von UL35A. HEK 293T-Zellen wurden mit
pPCAGGS-FLAG-SNX5 und Expressionsplasmiden fir je eine UL35-Mutante trans ziert.
Zwei Tage spater wurden die Zellen geerntet, lysiert und SNX5 mit Protein-G-Sepharose
und monoklonalen Antikérpern gegen das FLAG-Peptid préazipitiert. Das Eluat wurde
mittels Immunblot auf Kopréziptation der ppUL35-Mutanten untersucht. Einzig die
ppUL35-Mutante Nr. 3271 wurde nicht kopréazipitiert (Abb. 6.7). Diese UL35 Mutante
hat an Position 1529 des UL35-Leserasters eine Insertion von 15 Nukleotiden, welche fiir
die Aminoséduren SSCGR kodieren. Im Folgenden wird diese Mutante UL35Tn71 genannt.

6.7 Die transaktivierende Funktion von ppUL35Tn71 ist unabh ngig von
der Transposoninsertion

Bevor die Mutante UL35Tn71 fir die funktionelle Analyse der UL35-SNX5 Interaktion
eingesetzt wurde, sollte sichergestellt werden, dass die Insertion der flunf zusatzlichen
Aminosauren keinen generellen Aktivitatsverlust von ppUL35Tn71 hervorruft. Hierzu
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wurden zwei Kontrollexperimente, durchgefiihrt. Zum einen wurde die bereits bekannte
Interaktion von ppUL35 mit ppUL82(pp71) (Schierling et al., 2004) durch Koimmun-
prazipitation Uberpruft. Hierfir wurden HEK293T-Zellen mit den Expressionsplasmiden
pcDNA3-UL35Tn71 und pcDNA3-UL82 kotrans ziert, und die Lysate flr eine Immunpra-
zipitation von ppUL82(pp71) mit dem monoklonalen Antikbrper CMV355 bzw. dem nicht
spezi schen Kontrollantikérper 9E10 verwendet. Sowohl ppUL35 als auch ppUL35Tn71
wurden mit ppUL82(pp71) koprézipitiert (Abb. 6.8), wohingegen die Prazipitation mit
Kontrollantikdrpern keine Prazipitation von ppUL35 oder ppUL35Tn71 ergab. Dies be-
statigt, dass die funf zusatzlichen Aminosauren keinen Ein uss auf die Interaktion von
ppUL8B2(pp71) und ppUL35Tn71 haben.

Abbildung 6.8 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion von UL35Tn71

mit ppULB2(pp71). Aus Lysaten von trans zierten HEK293T-Zellen wurde mit mab
CMV355 (anti-ppUL82(pp71)) ppUL82(pp71) prazipitiert und die Koprazipitation jeweiligen
ppUL35 bzw. ppUL35Tn71 mittels Immunblot und Immunfarbung mit Antiserum gegen
ppUL35 nachgewiesen.

Als zweites Kontrollexperiment fur die Aktivitat von ppUL35Tn71 wurde die Aktivie-
rung des HCMV MIEP durch ppUL35Tn71 untersucht. Zellen der Glioblastom-Zelllinie
U373MG wurden mit dem Reporterkonstrukt pHM287 und pcDNA3-UL35, pcDNA3-
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UL35Tn71 bzw. pcDNAS3 trans ziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und die
Luciferaseaktivitat mittels Luminometer bestimmt. Die Messung der Luciferaseaktivitat
ergab eine 2,3-fache Erhéhung der Luciferaseaktivitat von Zellen, die mit pcDNA3-UL35
trans ziert wurden, im Vergleich zu Zellen, die mit dem Leervektor pcDNA3 trans ziert
wurden. Das Lysat aus Zellen, die mit pcDNA3-UL35Tn71 trans ziert wurden, wies eine
1,9-fache Erh6hung der Luciferaseaktivitat verglichen mit dem Leervektor auf (Abb. 6.9).
Die Kontrollexperimente konnten zeigen, dass weder die Interaktion mit ppUL82(pp71)
noch die transaktivierende Wirkung auf den HCMV MIEP durch die Insertion der zu-
satzlichen Aminosauren beein usst wird. Dies belegt, dass fur ppUL35Tn71, abgesehen
von der Interaktion mit SNX5, kein Funktionsverlust vorliegt.

Abbildung 6.9 Aktivierung des HCMV-MIEP durch ppUL35Tn71. U373 MG-
Zellen wurden mit Plasmiden fir UL35, UL35Tn71 und dem Leervektor (pcDNA3) trans ziert.
Die Messung der Luciferaseaktivitat erfolgte in einem Luminometer und ist hier als RLU
(relative light units) dargestellt.

Fur die Untersuchung der zellularen Lokalisation von ppUL35Tn71 wurden Hela-
Zellen mit den Plasmiden pcDNA3-UL35 bzw. pcDNA3-UL35Tn71 trans ziert. Die
Praparate wurden mit anti-ppUL35 Antiserum und entsprechendem Sekundarantikbrper
gefarbt. Es zeigte sich, dass die Lokalisation von ppUL35Tn71 im Vergleich zum Wildtyp
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ppUL35 unverandert ist. Beide Proteine sind kernlokalisiert mit leichter cytoplasmatischer
Lokalisation (Abb. 6.10).

Abbildung 6.10 Zellulare Lokalisation von ppUL35Tn71. HelLa-Zellen wurden mit
den Plasmiden fir ppUL35 und ppUL35Tn71 trans ziert und mit einem Kaninchen-Antiserum
gegen ppUL35 gefarbt (rot). Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).

6.8 Die intrazellul re Lokalisation von CI-M6PR ist unbeeintr chtigt durch
ppUL35Tn71

Sorting Nexin 5 ist als Teil des Retromerkomplexes an der Erkennung und am retro-
graden Transport von CI-M6PR beteiligt. Da die Expression von UL35 und UL35A
eine Umverteilung von CI-M6PR bewirkt, sollte die Auswirkung der SNX5-bindungs
de zienten UL35Tn71 Mutante auf die zellulare Verteilung von CI-M6PR untersucht
werden. HelLa-Zellen wurden mit Plasmiden fir ppUL35Tn71 trans ziert und 24 Stunden
nach der Transfektion mit xiert. Nach Permeabilisierung und Blockierung der unspe-
zi schen Bindestellen wurden die Zellen mit Kaninchen Antiserum gegen ppUL35 und
mit monoklonalen Maus Antikdrpern gegen CI-M6PR geféarbt. Sowohl Zellen, die mit
UL35Tn71 trans ziert wurden, als auch nicht-trans zierte Kontrollzellen zeigten eine
punktuelle kernnahe Lokalisation von CI-M6PR. Die Expression von UL35Tn71, das
nicht mehr mit SNX5 interagieren kann, hat also keine Auswirkung auf die zellulare
Verteilung des Kationen-unabhangigen Mannose-6-Phosphatrezeptors. Dies steht im
Kontrast zu ppUL35 und ppUL35A, die einen deutlichen Ein uss auf die Verteilung von
CI-M6PR in der Zelle haben (Abb. 6.11). Dariiber hinaus bestétigt dieses Experiment,
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dass die Interaktion von ppUL35 und ppUL35A mit SNX5 ursachlich fur die zellulare
Umverteilung von CI-M6PR ist.

Abbildung 6.11 Zellulare Lokalisation von CI-M6PR in Anwesenheit von
ppUL35Tn71. Hela-Zellen wurden mit dem Plasmid pcDNA3-UL35Tn71 trans ziert und
mit einem Antiserum gegen ppUL35 (griin) und monoklonalen Antikdrpern gegen CI-M6PR
(rot) gefarbt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).

6.9 Die Mutation von UL35 im viralen Genom f hrt zu Replikationsdefekten

Um zu untersuchen, ob die fehlende Interaktion von ppUL35 bzw. ppUL35A einen Ein uss
auf die HCMV-Replikation hat, sollten Virusmutanten generiert werden, die jeweils nur
eine Form von UL35 bzw. kein UL35 exprimieren. Darliber hinaus sollte ein Mdglichkeit
gescha en werden die Transposonmutanten aus dem Expressionsplasmid in ein HCMV-
BAC zu Uberfuihren, um die Wirkung von UL35Tn71 zu untersuchen. Zur Herstellung von
HCMV-Stammen mit mutiertem UL35-Gen wurde das BAC-Konstrukt TB40E-BAC4
(Sinzger et al., 2009) verwendet. Das TB40E-BAC4 beruht auf dem klinischen Isolat
TB40E, welches im Gegensatz zu Viren des Stamms AD169 eine Vielzahl von Zelltypen
in ziert. Die Einfihrung von Mutationen in das UL35-Gen wurde unter Verwendung
desRed-Rekombinasesystems durchgefuhrt. Dadurch konnten Verdnderungen im BAC
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vorgenommen werden, ohne dass zusatzliche Nukleotide oder Schnittstellen Uber die
gewollten Mutationen hinaus zuriickbleiben. Die Expression der langen Form von UL35
wurde durch Mutation des Startcodons ATG in ein Codon fur Alanin inhibiert. Das
resultierende BAC tragt den Namen TB40EdUL35. Die Revertante TB40dEUL35rev
wurde durch Mutation des Alanin-Codons zuriick in ein Startcodon hergestellt. Zur
Deletion des gesamten UL35-Leserahmens wurde der Leserahmen gegen eine Kanamycin-
Resistenzkassette KanR) ausgetauscht. Dieses BAC wurde TB40delUL35 benannt. Bei
der Herstellung blieben die ersten und letzten 50 Nukleotide des UL35 Leserasters
bestehen; sie dienten in den folgenden Schritten als homologe Sequenzen um UL35-
Sequenzen aus Expressionsplasmiden durch homologe Rekombination einzufiigen. Um eine
Mutante herzustellen, die nur die lange Form von UL35 exprimierte, wurde das UL35-Gen
des Plasmids pcDNA3-UL35Ad3ATG verwendet. In diesem Plasmid wurden die putativen
Startcodons von UL35A in Alanin-Codons mutiert (Karina Schierling, unverg entlicht).

Die mutierte Expressionskassette wurde mittels Restriktionsendonuklease ausgeschnitten
und mittels homologer Rekombination gegen die Kanamycin-Resistenzkassette im BAC
TB40EdelUL35 ausgetauscht. Das resultierende BAC wurde TB40EdUL35A benannt. Auf
die gleiche Weise wurden die Transposonmutante TB40EUL35Tn71 und die Revertante
TB40ERev zur Wiederherstellung der Expression von UL35 und UL35A in das BAC
eingefuhrt (Abb. 6.12).

Zur Uberpriifung der Integritat des BACs wurde BAC-DNA isoliert und mit der
RestriktionsendonukleaseEcoRI inkubiert. Die Fragmente wurden auf einem 0,8% Aga-
rosegel aufgetrennt und zeigten keine Veranderung im Fragmentmuster im Vergleich zum
Wildtyp-BAC (Abb. 6.13). Einzig TB40EdelUL35 wies aufgrund des Austausches von
UL35 gegen die Kanamycin-Resistenzkassette eine Veranderung des Fragmentmusters
auf, was jedoch durch Einsetzen der Expressionskassette von UL35 wiederhergestellt
werden konnte. Die Integritat der erzeugten BACs blieb also erhalten. Um infektitse
Viren aus den mutierten BACs zu generieren, wurde die BAC-DNA isoliert und in
HFF-Zellen trans ziert. Nach ca. zwei Wochen konnten die ersten Plaques mit in zierten
Zellen erkannt werden. Die Rekonstitution der UL35-Mutanten dauert im Vergleich zur
Rekonstitution des TB40E-BAC4 (3 Wochen) wesentlich l1anger (9 Wochen). Obwonhl die
Replikationskinetik fur die Mutante RvdUL35 sich nur gering vom Wildtypvirus unter-
scheidet, dauerte die Rekonstitution dieser Mutante auch 8 Wochen. Anfangliche Plaques
blieben sehr klein und breiteten sich nur sehr langsam aus. Die rekonstituierten Viren
wurden Rv (rekombinantes Virus) RvdelUL35, RvdUL35, RvdUL35A, RvdelUL35rev,
RvdUL35rev und RvUL35Tn71 genannt. Somit konnten mehrere Virusmutanten im
UL35-Gen hergestellt und rekonstituiert werden.
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Abbildung 6.12 Schematische Darstellung der eingefihrten Mutation im Le-
serahmens von UL35. Im BAC TB40E-BAC4 wurde mittels en passantMutagenese das
erste Startcodon im Leserahmen von UL35 in ein Alanin-Codon mutiert (TB40EdUL35). Fir
die Deletion von UL35 wurde der UL35-Leserahmen mittelsen passantMutagenese durch
die Expressionskassette des Kanamycinresistenz-Ge#sinR ersetzt (TB40EdelUL35). Durch
Marker Replacementwurde kanR gegen einen UL35-Leserahmen ersetzt, dessen Startcodons
fir UL35A in Alanin-Codons mutiert wurden (TB40EdUL35A). Ebenfalls durch Marker
Replacementwurde kanR gegen einen UL35Tn71-Leserahmen ersetzt (TB40EUL35Tn71).
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Abbildung 6.13 Restriktionsfragment-Analyse der mutierten BACs. Zur Uberprii-
fung der BAC-Integritat wurden BAC-DNAs aus Bakterienkulturen isoliert. Die BAC-DNA
wurde mit EcoRI verdaut und auf einem 0,8%-Agarosegel bei 40 V aufgetrennt. Pfeile weisen
auf die Veranderungen des Fragmentmusters von TB40EdelUL35 hin.
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Abbildung 6.14 Expression viraler Proteine in in zierten Fibroblasten. Zur
Untersuchung der Expression von ppUL35 und ppUL35A wurden humanen Fibroblasten mit
UL35-Mutanten und Wildtyp-Virus in ziert und 96 Stunden nach der Infektion lysiert. Die
Immunblots wurden mit Antiseren gegen die Tegumentproteine ppUL35 und ppUL82(pp71)

und monoklonale Antikdrpern gegen das Glykoprotein gpUL55(gB), das Tegumentprotein
ppUL83(pp65) und b-Aktin gefarbt.

60



6 Ergebnisse

Abbildung 6.15 Virusreplikationskinetiken der UL35-Mutanten. HFF wurden mit
dem HCMV-Wildtypvirus und den UL35-Mutanten in ziert und der Zellkulturtiberstand
wurde an den jeweiligen Tagen abgenommen und der Titer bestimmt.
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Zundchst sollte die Translation von ppUL35 und ppUL35A und der Mutante ppUL35Tn71
in in zierten Zellen Uberpriuft werden. Humane Fibroblasten wurden mit den UL35-
Mutanten in ziert (MOI 1) und die Zellen 96 Stunden nach Infektion abgeldst, lysiert,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran tbertragen. Die Immun-
farbung mit UL35-Antiserum zeigte fir den Wildtypvirus die Expression von ppUL35
und ppUL35A, die aber in RvdelUL35 in zierten Zellen fehlte (Abb. 6.14). Zellen, die
mit RvdUL35 in ziert wurden, zeigten keine Translation der langen Form, ppUL35,
jedoch konnte die kurze Form, ppUL35A, nachgewiesen werden. Umgekehrt konnte in mit
RvdUL35A in zierten Zellen ppUL35, jedoch nicht ppUL35A nachgewiesen werden. So-
wohl die Revertante fir RvdUL35 (RvdUL35rev) als auch die Revertante fiir RvdelUL35
(RvdelU35rev) wiesen die Translation von beiden Formen auf. Auch mit RvUL35Tn71
in zierte Zellen exprimierten beide Formen von UL35. Neben den UL35-Proteinen wurde
die Expression weiterer wichtiger Strukturproteine Uberprift. Die Tegumentproteine
ppUL83(pp65) und pUL82(pp71) sowie das Glykoprotein gpUL55(gB) wurden bei allen
Viren unverandert translatiert. Die als Ladekontrolle durchgefiihrte Immunféarbung far
b-Aktin zeigte eine gleichméayige Beladung der Gele. Somit zeigten alle Mutanten das
angestrebte Expressionsmuster fur die UL35-Proteine. Die Translation ausgewahlter
Strukturproteine zeigte in allen Viren keine signi kanten Anderungen. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob sich die jeweiligen UL35-Virusmutanten in ihrem Replikati-
onsverlauf vom Wildtyp-Virus unterscheiden. Hierzu wurden Replikationskinetiken mit
unterschiedlichen MOI untersucht. Humane Fibroblasten wurden mit MOI 1 in ziert
und die Zellkulturiberstédnde an festgelegten Zeitpunkten nach der Infektion geerntet
und titriert. Bei Infektionen mit MOI 1 zeigten RvdelUL35 und RvdUL35A im Vergleich
zum Wildtyp einen um einen Tag verzégerten Replikationsverlauf und einen zehnfach
verringerten Virustiter. Die Revertante RvUL35rev zeigte wieder einen mit dem Wildtyp
vergleichbaren Replikationsverlauf. Im Unterschied zu den anderen UL35-Mutanten zeigte
der zeitliche Verlauf der Replikation von RvUL35Tn71 verglichen mit dem Wildtyp keinen
verzdgerten Replikationsverlauf. Jedoch wies RvUL35Tn71 Uber den zeitlichen Verlauf
einen ca. zehnfach verringerten Titer auf (Abb. 6.15A). Der Replikationsverlauf der
dUL35-Mutante zeigte bei einer MOI 1 nur eine geringe Abweichung von der Replikati-
onskinetik des Wildtyps und der Revertante RvdUL35rev (Abb. 6.15B). Dagegen wurden
bei einer MOI 0,01 im Replikationsverlauf von RvdUL35 im Vergleich zum Wildtyp-Virus
etwa zehnfach niedrigere Virustiter festgestellt (Abb. 6.15C). Die Deletion des gesam-
ten UL35-Leserahmens bzw. die ausbleibende Translation von UL35A hat somit einen
negativen E ekt auf die Replikation von HCMV. Wohingegen die fehlende Translation
von ppUL35 nur einen schwachen inhibierenden E ekt auf die Replikationskinetik von
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HCMV hat. Die Mutante UL35Tn71 zeigte einen intermediaren Replikationsverlauf, der
keine E ekte im frihen Abschnitt aufweist, jedoch eine starke Hemmung im spéaten
Stadium erkennen lasst. Weiterhin konnte anhand der Mutante UL35Tn71 der Ein uss
der Interaktion von ppUL35 mit SNX5 auf die HCMV-Replikation nachgewiesen werden.

6.10 Die Mutation von UL35 ist verantwortlich fr eine Umverteilung von
HCMV-Tegumentproteinen und Glykoproteinen

In einer frlheren Publikation wurde beschrieben, dass die Deletion des UL35-Gens
im HCMV-Genom eine veranderte Lokalisation von viralen Proteinen wahrend der
spaten Phase der Infektion bewirkt (Schierling et al.,, 2004). Um den Ein uss von
UL35 auf die Lokalisation viraler Proteine in der spaten Phase zu untersuchen, wurden
Fibroblasten mit dem Wildtyp-Virus und den UL35-Mutanten in ziert und 96 Stunden
nach der Infektion die Lokalisation von ppUL83(pp65), ppUL82(pp71), ppUL32(pp150)
und gpUL55(gB) mit monoklonalen Antikdrpern detektiert (Abb. 6.10). In der spaten
Phase der Infektion werden die Tegumentproteine ppUL83(pp65) und ppUL82(pp71)
vom Zellkern in das Cytoplasma exportiert. In den Zellen, die mit dem Wildtyp-Virus
in ziert wurden, lagen die Proteine im Cytoplasma vor. Diese Verteilung wurde auch
in Zellen, die mit RvUL35Tn71 in ziert waren, festgestellt. In den Fibroblasten, die
mit den UL35-Mutanten RvdelUL35 bzw. RvdUL35A in ziert wurden, waren beide
Proteine groytenteils im Zellkern lokalisiert. Dies deckt sich mit Beobachtungen an
Virusmutanten des Laborstammes AD169 (Schierling, 2004). Auch ppUL82(pp71) wird
in der spaten Phase aus dem Zellkern in das Cytoplasma transportiert. In Zellen, die mit
RvdelUL35 oder RvdUL35A in ziert waren, konnte ppUL82(pp71) groytenteils im Zellkern
nachgewiesen werden. Fibroblasten, die mit RvUL35Tn71 in ziert waren, wiesen wie der
Wildtyp ppUL82(pp71) im Cytoplasma auf. Das Glykoprotein gpUL55(gB) ist in der
spaten Phase der Infektion in der Nahe des Kerns in einer kompakten und kreisformigen
Struktur, dem viralen Assembly Center lokalisiert. Zellen, die mit den UL35-Mutanten
RvdelUL35, RvdUL35, RvdUL35A oder RvUL35Tn71 in ziert wurden, wiesen dagegen
eine veranderte, stark di use Verteilung von gpUL55(gB) im Cytoplasma auf. Diese
di use Verteilung in mit RvUL35Tn71 in zierten Zellen zeigt, dass die Interaktion mit
SNX5 flr Lokalisation von gpUL55(gB) wichtig ist. Das Tegumentprotein ppUL32(pp150)
ist in der spaten Phase vorrangig kernnah imAssembly Centerlokalisiert.
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In den Virusmutanten RvdelUL35, RvdUL35 und RvdUL35A war ppUL32(ppl50)
di us lokalisiert wahrend bei RvUL35Tn71 die ringférmige Struktur des Assembly Centers
deutlich erkennbar blieb. Die Deletion des ganzen UL35-Gens aus dem HCMV-Genom
oder bereits die inhibierte Expression einer der beiden UL35 Formen fuhrt zu einer
Umverteilung von viralen Strukturproteinen wahrend der spaten Phase der Infektion. Bei
der RvUL35Tn71-Mutante tritt diese Umverteilung aber nur flr gpUL55(gB) auf. Dies
spricht dafiir, dass die Regulation von SNX5 bedeutsam flr das Zuasmmensetzen des
Viruspartikels ist und die fehlende Regulation von SNX5 durch ppUL35 oder ppUL35A
eine Umverteilung von gpUL55(gB) zur Folge hat.

6.11 Die Modulation der Expression von Sorting Nexin 5 beein usst die
Virusreplikation

Abbildung 6.17 Virusreplikation bei Uberexpression von SNX5. Humane Fibro-
blasten wurden mit Expressionsplasmiden fiir SNX5 oder Leervektor (Kontrolle) trans ziert
und 24 Stunden nach der Transfektion mit Wildtyp-HCMV in ziert. Sieben Tage nach der
Infektion wurde der Virustiter bestimmt. Abgebildet ist ein représentatives Experiment.

Zur Untersuchung der Bedeutung der Interaktion von Sorting Nexin5 mit ppUL35
fur die Virusreplikation wurde SNX5 in in zierten Fibroblasten tberexprimiert. Ein
Tag vor der Infektion wurden Fibroblasten mit pCAGGS-FLAG-SNX5 bzw. Leervektor
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trans ziert und am darauf folgenden Tag mit dem Wildtyp-Virus in ziert (Abb. 6.17).
Die Zellkulturiiberstande wurden nach sieben Tagen geerntet und titriert. Der Virustiter
von Zellen, die FLAG-SNX5 exprimierten, war um 50% verringert im Vergleich zu Zellen,
die nur mit dem Leervektor trans ziert wurden.Da die Uberexpression von Sorting Nexin
5 in in zierten Zellen zu einer Reduktion des Virustiters fiihrte, war es interessant, die
Auswirkung der Depletion von Sorting Nexin5 in in zierten Fibroblasten zu untersuchen.
Humane Fibroblasten wurden 24 Stunden vor der Infektion mit SiRNA gegen SNX5 bzw.
einer unspezi schen Kontroll-siRNA trans ziert und am folgenden Tag mit dem Wildtyp-
Virus, RvdelUL35, RvdUL35, RvdUL35A und RvUL35Tn71mit der MOI 1 in ziert. Die
Zellkulturiiberstdnde wurden nach sieben Tagen geerntet und titriert (Abb. 6.18B).

Abbildung 6.18 Wirkung der Depletion von endogenem SNX5 auf die Replika-

tion von HCMV mit mutiertem UL35-Leserahmen. (A) Depletion von SNX5 durch
eine siRNA gegen SNX5. (B) Humane Fibroblasten wurden mit sSiRNA gegen SNX5 und
Kontroll-siRNA trans ziert und 24 Stunden nach der Transfektion mit Wildtyp-Virus in-
ziert. Sieben Tage nach der Infektion wurde der Virustiter bestimmt. Abgebildet ist ein
reprasentatives Experiment von insgesamt drei Experimenten.

Auf den Titer des Wildtyp-Virus hatte die Depletion von SNX5 keinen signi kanten
Ein uss, wie zu erwarten, wenn die Funktion von UL35 die negative Regulation von
SNXS5 ist. Der Virustiter von RvdUL35 zeigte im Vergleich mit dem Wildtyp nur geringe
Abweichungen. Entsprechend flihrte die Depletion von SNX5 fiihrte bei RvdUL35 nur zu
einer minimalen Erhdéhung des Virustiters, wahrend sich bei den anderen UL35-Mutanten
der Virustiter nach Depletion von SNX5 zwischen ein und zwei Zehnerpotenzen erhoht.
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Der Virustiter von RvUL35Tn71 erreichte nach Depletion von SNX5 wieder die Hohe
des Wildtyp-Titers. Fur RvdelUL35 und RvdUL35A konnte allerdings der Titer des
Wildtyps nicht vollstandig wiederhergestellt werden, was auf zusatzliche Defekte hinweist.
Zusammenfassend konnte die Deletion bzw. Mutation der UL35-Proteine zumindest
partiell durch die Depletion von SNX5 kompensiert werden.

6.12 Die Depletion von Sorting Nexin 5 stellt nach Infektion mit UL35-
Mutanten die korrekte Lokalisation von gpUL55(gB) wieder her

Abbildung 6.19 Wirkung der Depletion von endogenem SNX5 auf die Repli-

kation von HCMV mit mutiertem UL35-Leserahmen. Humane Fibroblasten wurden
mit SiIRNA gegen SNX5 und Kontroll-siRNA trans ziert und 24 Stunden nach der Trans-
fektion mit Wildtyp-Virus in ziert. Sieben Tage nach der Infektion wurde der Virustiter
bestimmt. Abgebildet ist ein représentatives Experiment von insgesamt drei Experimenten

Das Glykoprotein gpUL55(gB) ist in der spaten Phase der Infektion im Assembly
Center mit endosomalen Vesikeln und Vesikeln des TGN kolokalisiert. Da die Depletion
von SNX5 mittels siRNA in transient trans zierten HelLa-Zellen zu Verédnderungen im
intrazellularen Transport und Aufbau des TGN fiihrte, sollte auch die Auswirkung der
Depletion von SNX5 in in zierten Zellen untersuchen werden. Hierfir wurden Humane
Fibroblasten mit einer siRNA gegen SNX5 bzw. einer Kontroll-siRNA trans ziert. Am
darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit Wildtyp-Virus, RvdelUL35, RvdUL35,
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RvdUL35A und RvUL35Tn71 mit einer MOI von 0,5 in ziert und nach 96 Stunden
mit Paraformaldehyd xiert. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen mit dem
monoklonalen anti gpUL55(gB)-Antikdrper 27-278 gefarbt. Mikroskopisch wurden jeweils
mindestens 100 Zellen analysiert und die Verteilung von gpUL55(gB) als di us oder
kompakt klassi ziert (Abb. 6.19). In Zellen, welche mit Wildtyp Virus in ziert wurden,
unterschied sich die Lokalisation von gpUL55(gB) kaum zwischen Zellen, die mit Kontroll-
siRNA oder SNX5-siRNA trans ziert waren. Ungefahr 25% der Zellen wies eine di use
Lokalisation von gpUL55(gB) auf. In Kontroll-siRNA trans zierten Zellen, die mit UL35-
Virusmutanten in ziert wurden, stieg der Anteil der Zellen mit di user Verteilung von
gpUL55(gB) auf annahernd 60%. Die Depletion von SNX5 konnte den Anteil der Zellen
mit di user Lokalisation wieder auf ca. 25% verringern. Die Depletion von SNX5 konnte
somit die di use Verteilung des Glykoproteins gpUL55(gB) in Fibroblasten, die mit den
UL35-Mutanten in ziert wurden, fast vollstandig umkehren.

6.13 Die Lokalisation der Glykoproteine gpUL75(gH), gpUL100(gM) und
gpUL73(gN) ist unabh ngig von UL35

Da HCMV neben gpUL55(gB) fur weitere Glykoproteine kodiert, die wahrend der spéaten
Phase in die Virushtille integriert werden, sollte der Ein uss von SNX5 auf die Lokalisation
anderer viraler Glykoproteine untersucht werden. Dazu wurden humane Fibroblasten auf
Deckglaschen ausgesat und mit dem Wildtypvirus und den UL35-Mutanten in ziert. 96
Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit Paraformaldehyd xiert, permeabilisiert
und mit monoklonalen Antikdrpern gegen die Glykoproteine gpUL55(gB), gpUL75(gH),
gpuUL100(gM) und gpUL73(gN) gefarbt (Abb. 6.13). Im Gegensatz zur Verteilung von
gpUL55(gB), die bei den UL35-Mutanten teils stark di us und abweichend von der
Lokalisation beim Wildtyp-Virus ist, zeigt sich keine Veranderung der Lokalisation von
gpUL75(gH), gpUL100(gM) oder gpUL73(gN) bei den UL35-Mutanten. Die fehlende
Translation von ppUL35 bzw. ppUL35A hat o enbar keinen E ekt auf die zellulare
Lokalisation von gpUL75(gH), gpUL100(gM) oder gpUL73(gN). Die Interaktion von
ppUL35 oder ppUL35A mit SNX5 wirkt sich nach diesen Erkenntnissen spezi sch nur
auf die Lokalisation von gpUL55(gB) aus.
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Das HCMV-Gen UL35 kodiert fur zwei Proteine, ppUL35 und die kurze Form ppUL35A.
Ab der frihen Phase wird ppUL35A translatiert, wohingegen ppUL35 erst in der spaten
Phase translatiert und in das Viruspartikel als Tegumentprotein verpackt wird (Liu und
Biegalke, 2002). Die Deletion des UL35 Gens in rekombinantem HCMV ergab, dass die Vi-
ren die initiale Phase in MOIl-abh&ngiger Weise modulieren und starke Replikationsdefekte
in der spaten Phase verbunden mit Stérungen bei der Lokalisation von viralen Proteinen
und des Zusammenbaus neuer Viruspartikel aufweisen (Schierling et al., 2005). Bislang
wurden vor allem die, regulatorischen E ekte in der initialen Phasen untersucht, in deren
Verlauf ppUL35 eine transaktivierende und ppUL35A eine reprimierende Wirkung auf
den HCMV MIEP haben (Schierling et al., 2004). In transienten Zellkulturversuchen
konnte nachgewiesen werden, dass ppUL35 zellulare Proteine muclear bodiesrekrutiert
(Salsman et al., 2011) und durch Interaktion mit Komponenten der DNA-Reparatur-
Antwort eine Inhibition des Zellzyklus auslost (Salsman et al. 2012). Eine Erklarung fur
die Defekte in der spaten Phase und wahrend der Reifung von Viruspartikeln konnte
noch nicht gefunden werden.

7.1 Die Protein-Interaktion von ppUL35 und ppUL35A mit Sorting Nexin 5
beein usst intrazellul re Transportprozesse

In einemYeast Two-Hybrid Screenkonnte neben anderen zellularen Proteinen Sorting
Nexin 5 als Bindungspartner von ppUL35 identi ziert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Protein-Protein-Interaktion mittels Koimmunprazipitation aus transient trans-
zierten Zellen bestatigt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die lange Form ppUL35
als auch die kurze Form ppUL35A mit SNX5 interagieren. Dies belegt, dass ppUL35
mit dem C-terminalen Ende mit SNX5 interagiert. Zur Eingrenzung der Bindestelle
in SNX5 wurden Koimmunprazipitationen von ppUL35 und verklrzten Varianten von
SNX5 durchgefuhrt. Hier wurde festgestellt, dass ppUL35 an die BAR-Domane von
SNX5 bindet. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Arbeiten Uberein, die zeigten, dass
zellulare Proteine vorrangig mit der BAR-Doméne von SNX5 interagieren (Towler et
al., 2004, Yoo et al., 2006; Hara et al., 2008). Als Teil des Retromerkomplexes ist SNX5
an der Erkennung und Sortierung von Proteinen fir den retrograden Transport von
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frihen Endosomen zum TGN beteiligt. Weiterhin konnte flir SNX5 eine Funktion in
der Makropinozytose nachgewiesen werden (Lim et al., 2008). Makropinozytose ist eine
Form der unspezi schen Aufnahme von Flissigkeit aus dem umgebenden Medium. Viele
Zelltypen nehmen umgebendes Medium tber Makropinozytose auf. Vor allem Makro-
phagen, wichtige Zielzellen der HCMV-Infektion, sind makropinozytostisch aktiv und
registrieren durch Makropinozytose ihre Umgebung. Darlber hinaus spielt die Makropi-
nozytose bei der Aufnahme von HCMV in einigen Zelltypen (z.B. Endothelzellen oder
Makrophagen) eine entscheidende Rolle (Haspot et al., 2012; Vanarsdall und Johnson,
2012). Daher sollte der Ein uss von ppUL35 und ppUL35A auf die SNX5-regulierte
Makropinozytose zunéchst in HeLa-Zellen untersuchen werden. Die transiente Expres-
sion von Sorting Nexin 5 mit UL35 oder UL35A zeigte, dass sowohl ppUL35 als auch
ppUL35A die SNX5-regulierte Makropinozytose in HeLa-Zellen inhibieren. Um diese
Erkenntnisse auf Zellen zu erweitern, die suszeptibel fir HCMV sind und eine Rolle in
der Infektion spielen, wurden humane Makrophagen aus Blutspenden verwendet. Jingste
Ver6 entlichungen (Lim et al., 2012) berichten von einer erheblichen Rolle des Sorting
Nexins 5 in der Makropinozytose in Makrophagen. Mittels adenoviraler Transduktion
wurde in den Makrophagen ppUL35 bzw. ppUL35A exprimiert und die Makropinozy-
toseaktivitdt gemessen. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede zwischen UL35 und
UL35A transduzierten Zellen und Kontrollzellen. Was darauf schlieyen lasst, dass unter
den verwendeten experimentellen Bedingungen weder ppUL35 noch ppUL35A einen
E ekt auf die Makropinozytose in Makrophagen haben. Ein kritischer Punkt bei der
Arbeit mit Makrophagen sind verschiedene Methoden zur Isolation von Makrophagen
und unterschiedlich gewonnene Makrophagenpopulationen. Dies erschwert es die hier
gewonnen Befunde mit denen anderer Arbeitsgruppen zu vergleichen. Daher kann die
Rolle von SNX5 in HCMV-Infektionen von Makrophagen nicht abschlieyend beurteilt
werden.

Als Bestandteil des Retromer-Proteinkomplexes spielt SNX5 auch eine Rolle im re-
trograden Transport, bei dem Membranproteine von der Plasmamembran endozytotisch
aufgenommen werden und von frihen Endosomen zum TGN transportiert werden. Der
Retromerkomplex ist dabei fur die Erkennung und Anreicherung von Membranproteinen
in bestimmten Regionen der friihen Endosomen verantwortlich (McGough und Cullen,
2011). Die Interaktion von Sorting Nexinen mit gekrimmten Membranen fuhrt zur Re-
krutierung weiterer Adapterproteine und der Abschniirung dieser tubulédren Bereiche in
Vesikel. Diese Vesikel werden weiter zum TGN transportiert. Bei der Erforschung des
Retromer-Komplexes wurde der Kationen-unabhéngige Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
(CI-M6PR) als Zielprotein identi ziert (Wassmer et al., 2007). CI-M6PR zirkuliert zwi-
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schen friihen Endosomen und TGN und steuert den Proteintransport vom Golgi-Apparat
zu spaten Endosomen und Lysosomen (Braulke und Bonifacino, 2009). Die Depletion
von SNX5 hat eine Storung des Transport von CI-M6PR von Endosomen zum TGN zur
Folge, was in einer di usen Verteilung zum Ausdruck kommt (Wassmer et al., 2007; Hara
et al., 2008). Die transiente Expression von UL35 bzw. UL35A ergab eine Umverteilung
von CI-M6PR von einer kernnahen, kompakten zu einer unregelméayigen, verstreuten Ver-
teilung. Dieses Muster ahnelt der Verteilung von CI-M6PR in SNX5-depletierten Zellen
(Hara et al., 2008). In diesen Versuchen mit siRNA gegen SNX5 konnte gezeigt werden,
dass CI-M6PR in frilhen Endosomen lokalisiert ist (Hara et al., 2008). Allerdings konnte
die genaue Lokalisation von CI-M6PR bei Anwesenheit von ppUL35 oder ppUL35A noch
nicht bestimmt werden. Jedoch zeigte sich, dass ppUL35 und ppUL35 einen E ekt auf
die Funktion von SNX5 im intrazellularen Sortierungsprozess haben und den retrograden
Transport von CI-M6PR stéren kénnen.

Fur die Kartierung der Bindestelle von SNX5 an ppUL35 und ppUL35A wurde eine
Pentapeptid-ScanningMutagenese (Hayes und Hallet, 2000) durchgefiihrt, bei der mittels
in vitro Transposon-Mutagenese zuféllig 15 Nukleotide in die Expressionskassette des
Plasmid pcDNA3-UL35 eingefugt wurden. Die daraus resultierenden funf zuséatzlichen
Aminosauren kénnen je nach Insertionsstelle eine Erkennungssequenz stdren oder die
Faltung von Interaktionsdomanen verédndern (Haapa et al., 1999; Baker et al., 1993).
Nach der Durchfiihrung der Mutagenese konnten 85 UL35-Mutanten isoliert werden. Von
diesen Mutanten wiesen 24 Mutanten eine Insertion innerhalb des UL35A-Leserrasters auf.
Da von vorangegangenen Experimenten bekannt war, dass SNX5 im C-teminalen Bereich
von ppUL35 bindet, wurden fiir die Kartierung der Bindestellen von SNX5 nur diese 24
Mutanten weiter analysiert. Lediglich fir eine (UL35Tn71) der 24 untersuchten UL35-
Mutanten konnte keine Interaktion mit SNX5 nachgewiesen werden. Eine anschlieyende
Analyse bereits bekannter biologischer Funktionen von ppUL35 bzw. ppUL35A, wie die
Interaktion mit ppUL82(pp71) oder die Aktivierung des HCMV-Promotors ergab keine
Beeintrachtigung von ppUL35Tn71 auf diesem Gebiet. Auch waren keine Unterschiede
in der Kernlokalisierung von ppUL35Tn71 erkennbar. Daraus kann geschlossen werden,
dass durch die Insertion der der zuséatzlichen Aminosauren nur die Interaktion mit
SNX5 unterbunden wird und keine generellen strukturellen Veranderungen innerhalb von
ppUL35 fiir den beobachteten Funktionsverlust verantwortlich sind.
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7.2 Die Regulation von Sorting Nexin 5 durch ppUL35 und ppUL35A ist
wesentlich fr die Virusreplikation

Um die bis hier gemachten Erkenntnisse tUber die Protein-Protein-Wechselwirkung von
ppUL35 und SNX5 auf ihre Rolle wahrend einer HCMV-Infektion zu Gbertragen, wurden
rekombinante HCMV-Stamme hergestellt, bei denen die Translation von ppUL35 bzw.
ppUL35A, die Translation beider Isoformen ppUL35 und ppUL35A durch die Mutation
der entsprechenden Startcodons ausgeschaltet wurde. Weiterhin wurde ein Virusstamm
fur die Translation der SNX5-bindungsde zienten Mutante ppUL35Tn71 hergestellt. Fr
die Ausschaltung der Translation von ppUL35 (dUL35) wurde im endotheliotropen BAC
TB40E mittels en passantMutagenese das erste Startcodon von UL35 mutiert. Um die
Translation von ppUL35A auszuschalten, wurde zunéchst der UL35-Leserahmen gegen
die KanR-Expressionskassette (Kanamycinresistenz) ausgetauscht. Auf beiden Seiten
der KanR-Kassette verblieben 50 Nukleotide des UL35-Leserahmens. In diesem BAC
wurde anschlieyend dieKanR-Kassette gegen ein UL35-Gen mit mutierten Startcodons
fir UL35A (dUL35A) ausgetauscht. Diese neue Strategie wurde erstmalig in dieser Arbeit
angewendet und bietet den Vorteil, dass verschiedene Varianten des zu erforschenden
Gens mit nur einem Selektionsschritt in das BAC eingesetzt werden konnten, wie das
UL35Tn71-Gen. Die Varianten wurden durch Restriktion aus Plasmiden gewonnen, so
dass eine komplette Ampli kation des UL35-Leserahmens mit nachfolgender kompletter
Sequenzierung nicht notwendig war Aus allen BACs konnten infektiose Viren rekonstitu-
iert werden. Die Expression von ppUL35 und ppUL35A wurde mittels Immunblots von
in zierten HFF nachgewiesen und zeigte in allen Féllen das erwartete Muster. Die Im-
munblots zeigten auch, dass die Expression anderer viraler Proteine durch die veranderte
Expression von UL35 nicht beein usst wird.

Die Analyse der Replikationskinetiken der UL35-Mutanten in humanen Fibroblasten
bei einer MOI 1 zeigte, dass die Viren bei denen die Expression von ppUL35A (RV-
dUL35A) bzw. ppUL35A und ppUL35 (RvdelUL35) inhibiert wurde, einen verzégerten
Replikationsverlauf und eine ca. zehnfach verringerte Replikationsrate haben. Die Replika-
tionskinetiken entsprechen den verd entlichten Replikationskinetiken des Laborstammes
AD169 mit einer Deletion des gesamten UL35-Gens (Schierling et al., 2005). Jedoch
zeigten sich bei dieser Mutante die Unterschiede in der Replikationskinetik bei einer
niedrigen MOI (0,1 und 0,01), wahrend sie bei den hier erstellten und beschriebenen
Mutanten bereits bei einer MOI von 1 auftraten. Diese Abweichung liegt méglicherweise
in der unterschiedlichen Herkunft der beiden Virusstamme begriindet. Wahrend HCMV
TB40E aus einer klinischen Probe isoliert wurde und nur kurz in Zellkultur passagiert
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wurde (Sinzger et al., 2009), wurde AD169 nach der Isolation wiederholt in Fibroblasten
passagiert. Dies fuhrte zu Verdnderungen im viralen Genom (Cha et al., 1996), eine
Einschrankung der suszeptiblen Zellen auf Fibroblasten und eine Anpassung an die Repli-
kation in Fibroblasten. Die Virusmutanten ohne ppUL35-Expression (RVdUL35) zeigten
bei der MOI 1 nur geringe Unterschiede im Vergleich zum Wildtypvirus. Bei einer MOI
von 0,1 zeigte sich die Replikation von RVdUL35 jedoch deutlich abgeschwécht. Scheinbar
ist die virale Replikation starker abhéangig von ppUL35A als von ppUL35. Die Viren
mit der Insertion von finf Aminoséuren in der Bindestelle von SNX5 in ppUL35 zeigten
eine verringerte Replikationsrate, jedoch keinen verzdgerten Anstieg der Replikation. Der
Verlauf der Replikationskinetik lasst dabei auf einen Defekt in der spaten Phase der
Virusinfektion schlieyen.

Bei der weiteren Charakterisierung der UL35-Virusmutanten wurde die Lokalisation der
viralen Strukturproteine ppUL83(pp65), ppUL82(pp71), ppUL32(pp150) und gB(gpUL55)
in in zierten Fibroblasten untersucht. Die mit UL35-Mutanten in zierten Zellen wiesen
eine nuklare Lokalisation der Tegumentproteine ppUL83(pp65) und ppUL82(pp71) auf.
Beide Proteine sind in Wildtyp-in zierten Zellen in der spaten Phase im Cytoplasma
lokalisiert. Darliber hinaus konnte beobachtet werden, dass gpUL55(gB) statt einer
kompakten cytoplasmatischen Verteilung eine stark di use Verteilung bei den UL35-
Mutanten aufweist. Besonders interessant war die di use Verteilung von gpUL55(gB),
da dieses Glykoprotein wéhrend seines Reifungsprozesses entlang des sekretorischen
Weges transportiert wird und auf dem Ruckweg uber den endosomalen Weg in das TGN
gelangt. Bei diesem Transport wird es moglicherweise von SNX5 und dem Retromer
rekrutiert und reguliert. Die beschriebene Umverteilung von viralen Strukturproteinen
konnte auch bei Versuchen mit einer UL35-Deletionsmutante im Laborstamm AD169
(Schierling et al., 2005) beobachtet werden. In dieser Publikation wurde gezeigt, dass
durch die Deletion von UL35 die Lokalisation verschiedener viraler Proteine in der spaten
Phase verandert und auch das Zusammensetzen der Viruspartikel gestort ist. Die hier
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass durch die Deletion von ppUL35 oder ppUL35A
das Tegumentprotein ppUL32(ppl50) im Kern lokalisiert ist statt im Cytoplasma. Da
sowohl ppUL82(pp71) als auch ppUL32(pp150) mit ppUL35 interagieren (Schierling, 2004;
Phillips und Bresnahan, 2010), lasst sich daraus schlieyen, dass die fehlende Interaktion
mit ppUL35 den Export aus dem Kern ins Cytoplasma beeintréchtigt. Fir die Lokalisation
von ppUL83(pp65) wahrend der spaten Phase der Infektion kann ppUL35 indirekt Gber
eine Interaktion mit Kernimport-Proteinen beteiligt sein.

Interessanterweise zeigte die SNX5-bindungsdefekte UL35-Virusmutante RvUL35Tn71
nur eine di use Lokalisation von gpUL55(gB), wahrend die Lokalisation von ppUL82(pp71),
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ppUL83(pp65) oder pUL32(ppl50) im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert war. Die
Lokalisation anderer untersuchter HCMV-Glykoproteine war bei keiner der Virusmutan-
ten beeintréchtigt. Dies lasst darauf schlieyen, dass die Interaktion von ppUL35 und SNX5
keinen Ein uss auf die Lokalisation dieser Tegumentproteine hat und die unterschiedliche
Lokalisation wohl auf einer direkten Interaktion mit ppUL35 zuruckzufiihren sein kdnnte.
Die veranderte Verteilung von gpUL55(gB) in den von den UL35-Mutanten in zierten
Zellen lasst sich auf die fehlende Regulation der Aktivitat von SNX5 durch ppUL35 bzw.
ppUL35A zurlckfihren. Daraus lasst sich schlieyen, dass ppUL35 und ppUL35A die
Lokalisation von gpUL55(gB) und damit die Zusammensetzung derAssembly Centersund
die Zusammensetzung der Viruspartikel beein ussen. Da diese Stdrung der Lokalisation
von gpUL55(gB) auch bei der SNX5-bindungsde zienten Mutante UL35Tn71 auftrat.
Das Glykoprotein gpUL55(gB) reift im Endoplasmatischen Reticulum und im sekretori-
schen Weg, wahrend es zur Zellmembran transportiert wird. Uber Endozytose und friihe
Endosomen gelangt gpUL55(gB) zurtick in das TGN (Radsak et al. 1996; Sanchez et al.,
2000; Jarvis et al, 2002). Da SNX5 als Teil des Retromers am retrograden Transport
von frihen Endosomen beteiligt ist, stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage,
welche Rolle SNX5 in der zellularen Lokalisation von gpUL55(gB) und der viralen Re-
plikation spielt. Die siRNA vermittelte Depletion von SNX5 fihrte in in zierten Zellen
mit UL35-Mutanten in der spaten Phase zu einer Akkumulation von gpUL55(gB) im
Assembly Center wahrend in Kontrollexperimenten gpUL55(gB) weiterhin eine di use
Lokalisation aufwies. Diese Befunde weisen darauf hin, dass UL35 durch die Regulation
von SNX5 einen Ein uss auf die Lokalisation von gpUL55(gB) hat. In Folge von siRNA
induzierter Depletion von SNX5 konnte der Replikationsdefekt der UL35-Mutanten teil-
weise aufgehoben werden. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
SNX5 in Fibroblasten zu einer verringerten Replikation flihrten. Zusammengefasst zeigen
diese Daten, dass SNX5 Ein uss auf die Replikation von HCMV hat. Ob dieser Ein uss
allein auf der Lokalisation von gpUL55(gB) beruht oder aber auf der Mislokalisation
verschiedener zellularer und viraler Proteine bei der Bildung desAssembly Centers
bleibt noch zu klaren. Fraglich ist auch, in wie weit die Endozytose von gpUL55(gB)
essentiell fur die Lokalisation im Assembly Centerund damit auch fir den Einbau in die
Virushulle ist. Mehrere Publikationen machen geltend, dass die endozytotische Aufnahme
von gpUL55(gB) keine Rolle fiir die Virusreplikation spielt. Zum einen konnte durch
die Verwendung von dominant-negativen Dynamin I-Mutanten gezeigt werden, dass die
Inhibition der Endozytose keinen Ein uss auf die HCMV-Replikation hat (Jarvis et al.,
2002). Weiterhin veranderte die Entfernung des C-Terminus und damit die Entfernung von
moglichen Endozytose-Signalsequenzen aus dem Pseudorabiesvirus gB nicht den Einbau

75



7 Diskussion

in die Hllle und die Infektiositat (Nixdorf et al., 2000). Auch fir Glykoproteine anderer
Herpesviren konnte gezeigt werden, dass die Endozytose keine Rolle flr den Einbau in
die Viruspartikel spielt (Tirabassi, et al., 1999; Brideau et al., 2000; Ortiz de Zarate et
al., 2007). Andererseits enthalt HCMV gpUL55(gB) neben Di-Leucin-Motiven auch einer
Haufung von sauren Aminosauren &cidic cluster) als Erkennungssequenz fir PACS-1,
einen Regulator fur den Transport von Endosomen zum TGN. Bei Depletion von PACS-1
ist gpUL55(gB) in di us verteilten Vesikeln statt im TGN lokalisiert und es kommt zu
einer Verringerung des Virustiters (Crump et al., 2003). Einen weiteren Anhaltspunkt
fur die Relevanz der Endozytose von herpesviralen Hillproteinen fur die Virusreplikation
zeigte die Korrelation von optimaler HCMV-Replikation mit der Endozytose von gpUL132
(Krop et al., 2010). Wie schon von Krop et al. erortert, muss man bei der Diskussion
um die Notwendigkeit der Endozytose von viralen Hullproteinen fur die Virusreplikation

im Auge behalten, dass die Hemmung bzw. der Ausfall eines Endozytoseweges durch
andere Aufnahmewege ausgeglichen werden kann. Zusatzlich kann gpUL55(gB) und
andere virale Hillproteine vom TGN direkt in friihe Endosomen transportiert werden,
ohne den Umweg Uber die Plasmamembran (Crump et al., 2003; DeMatteis und Luini,
2008). Generell scheinen die intrazellularen Transportwege und Sortierungsmechanismen
fur Herpesviren von groyer Bedeutung fur die Reifung der Viruspartikel zu sein. Dies wird
deutlich durch die Anzahl verschiedener Transportwege und zellularer Transportproteine,
die fur die spate Phase der Infektion wichtig sind. Mehrere Ver6 entlichungen weisen
auf die Bedeutung von regulatorischen Proteinen des sekretorischen Transportweges
wie rab27a (Fraile-Ramos et al., 2010) Bicaudal D1 (Indran et al., 2010); rab6 (Indran
und Britt, 2011), Syntaxin3 (Cepeda and Fraile-Ramos, 2011), Snapin 23 (Shen et al.,
2011) fur die HCMV-Replikation hin. Dartiber hinaus wurden auch Komponenten des
endosomal-retrograden Transportweges wie Dynein (Bukovich et al., 2010) und Teile
des ESCRT-Weges (Tandon et al., 2009) als wichtig fur die Replikation von HCMV
beschrieben. Depletion oder Inhibierung dieser Proteine flihrte meist zu verringertem
Virustiter.

7.3 Sorting Nexine regulieren wichtige Prozesse in der viralen Replikation

Die Bedeutung von Sorting Nexinen im intrazellularen Transport und als wichtiger Faktor
fur virale Infektionen konnten auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen mit VSV
(Vesikulares Stomatitis Virus) und HPV (Humanes Papillomvirus) zeigen. Die Uberexpres-
sion von SNX16 fuihrte zu einer signi kant verringerten Infektionsrate von VSV. (Le Blanc
et al., 2005). VSV wird durch Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen und fusioniert
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nach Ansauerung des Endosom die virale Hillmembran mit der endosomalen Membran,
infolgedessen gelangt das Nukleokapsid in das Cytosol und die virale Replikation beginnt.
Die Messung von freigesetzter viraler RNA aus Endosomen in zierter Zellen legte nahe,
dass SNX16 den Nukleokapsid-Export aus dem spaten Endosom reguliert. Sorting Nexin
16 gehort zur Untergruppe der Sorting Nexine ohne zusétzliche Proteindoménen neben
der PX-Domane und ist an spaten Endosomen vertreten (Brankatschk et al., 2011).
Untersuchungen mit HPV-11 und HPV16 zeigten, dass SNX17 mit dem Kapsidprotein
L2 interagiert (Maruz£ et al., 2012). SNX17 besitzt neben der PX-Doméne eine FERM-
Domaéne (Protein4.1, Ezrin, Radixin, Moesin) und bindet an die N-P-X-Y-Signalsequenz
von Transmembranproteinen in Endosomen und verhindert deren Degradation im Lyso-
somen (Knauth et al., 2005). Eine siRNA vermittelte Depletion von SNX17 flhrte zu
einer signi kanten Verringerung der Infektionsrate von HPV. Es konnte gezeigt werden,
dass SNX17 fur die Freisetzung der viralen DNA aus dem Endosomen bendtigt wird.
Beide Vero entlichungen unterstreichen die Bedeutung von Sorting Nexinen flr virale
Infektionen. Wahrend in den beschriebenen Verd entlichungen die Sorting Nexine in der
ersten Phase (Eindringen, Entpacken) wichtig sind, konnte in der vorliegenden Arbeit
erstmals gezeigt werden, dass Sorting Nexine auch in der spaten Phasaséembly einer
viralen Infektion eine Rolle spielen kénnen.

Far die Aufklarung des molekularen Mechanismus, tber den ppUL35, ppUL35A und
SNX5 die Virusreifung regulieren, sind weitere umfangreiche Untersuchungen notwendig.
Zur Erklarung sind mehrere Modelle (Abb. 7.1) mdoglich. 1) Durch Interaktion mit SNX5
wird die Funktion des gesamten Retromerkomplexes inhibiert. 1) Die Inhibition von
SNX5 fuhrt nicht zur vollstandigen Inhibition des Retromer. Nur bestimmte SNX5-
abhangige Transportprozesse sind unterbunden (Exklusion). Es kommt zur Anhaufung
bestimmter Proteine im frihen Endosomen. Ill) Die Funktion von SNX5 wird nicht
inhibiert, sondern von ppUL35 bzw. ppUL35A gesteuert, und Proteine werden spezi sch
vom frilhen Endosomen ins TGN transportiert (Selektion). Es kommt zur Anhaufung
bestimmter Proteine im TGN. Die ersten beiden Modelle sind sehr ahnlich und beruhen
auf der Inhibition des Retromer bzw. von Komponenten des Retromers. Jedoch ist es
aufgrund der Moglichkeit der Kompensation von SNX5 durch andere Sorting Nexine, eher
unwahrscheinlich, dass das gesamte Retromer inhibiert wird. Plausibler erscheinen daher
die Modelle Il und Ill. Wobei auch fir die Exklusion bestimmter Proteine vom Transport
ins TGN (Modell 1) wieder die Mdglichkeit des Ausgleichs durch andere Transportwege
bzw. -mechanismen besteht. Allgemein kann die Nutzung bestimmter Transportwege und
die Akkumulation viraler Protein in bestimmten Transportwegen oder Transportvesikeln
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Abbildung 7.1 Schematische Darstellung mdoglicher Modelle der SNX5-
ppUL35/ppUL35A Interaktion. Inhibition: Die viralen Proteine ppUL35 und ppUL35A
inhibieren durch Interaktion mit SNX5 den gesamten Retromer-Komplex. Der retrograde
Transport vom Endosom zum TGN ist vollstandig inhibiert. Exklusion: SNX5 wird durch
ppUL35 und ppUL35A gehemmt. Bestimmte Proteine werden nicht mehr ins TGN trans-
portiert. Der retrograde Transport kann Uber einen alternativen Transportweg verlaufen.
Selektion: Die Substraterkennung des Retromers wird von ppUL35 bzw. ppUL35A reguliert
und bestimmte Proteine werden bevorzugt vom frihen Endosom ins TGN transportiert.

durch die drei beschriebenen Modelle fir das Zusammensetzen der Viruspartikel von
Vorteil sein.
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7.4 Ausblick

Eine Untersuchung der Zusammensetzung der Viruspartikel der UL35-Mutanten kann ent-
scheidende Ruckschlisse auf die tatséchliche Wirkung von ppUL35, ppUL35A und SNX5
auf die Reifung der Viruspartikel geben. Weiterhin kdnnten dadurch weitere Proteine iden-

ti ziert werden, deren Rekrutierung von ppUL35 oder ppUL35A beein usst werden. Um
die Rolle von SNX5, des Retromers und UL35 in der Virionenreifung weiter zu beleuchten,
ware es interessant zu untersuchen, ob weitere Sorting Nexine oder Retromerkompo-
nenten mit ppUL35 oder ppUL35A interagieren. Dazu kdnnte auch eine mechanistische
Untersuchung der Interaktion zwischen SNX5 und ppUL35 bzw. ppUL35A beitragen. Da
gpUL55(gB) mehrere Di-Leucin-Motive im cytoplasmatischen Teil enthélt und einige Ami-
nosauresequenzen Ahnlichkeiten mit den beschriebenen Retromer-Erkennungssequenzen
aufweisen, ware es interessant, gpUL55(gB) und andere virale Membranproteine auf
eine Interaktion mit dem Retromer zu untersuchen. Zusammengefasst, konnte in der
vorliegenden Arbeit die regulierende Wirkung der Proteininteraktion zwischen den viralen
Proteinen ppUL35 und ppUL35A und dem zelluldren Protein SNX5 auf die Lokalisation
des Glykoproteins gpUL55(gB) und die Virusreplikation nachgewiesen werden. Eine
Aufklarung der Rolle des Retromer-Komplexes, bzw. des retrograden Transportes im
Allgemeinen, wahrend der spaten Phase der Virusinfektion kénnte wichtige Informationen
Uber die noch immer unverstandene Virionenreifung liefern
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