Strukturelle und funktionelle Charakterisierung
der Interaktion des humanen Cytomegalievirus

IE1-Proteins mit zellularen Histonen

DISSERTATION
ZUR ERLANGUNG DER WURDE DES DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN
DES FACHBEREICHS BIOLOGIE,
DER FAKULTAT FUR MATHEMATIK, INFORMATIK UND NATURWISSENSCHAFTEN,

DER UNIVERSITAT HAMBURG

vorgelegt von

Katrin Mlicke aus Regensburg

Hamburg 2014



Geneshimigt vom Fachbersich Biclogie

der Fakultét fiir Mathematik, Informatik und Maturwissonschallan
an der Universitdt Hamburg

auf Antrag von Herm Professor Dr. T, DOBNER

Weitarar Gutachier der Digserlation:

Priv. Doz Or. M. NEVELS

Tag der Disputation: 10. Oktober 2014

&
Professor Dr. C. Lohr

Vorsitzender das
Fach-Promotionzausschusscs Biologie



Fir meine groBe und kleine Familie.



Inhaltsverzeichnis

A ZusammeENfasSSUNQ .. i uiirrantransmsesmrassrassrassrssssssnssasssasssssssssnssanssnnsnnnnnsnns 1
B EINleitUNg . ccciiciiiiii i snse s s ssa s s s sssa s ssansansnansssnnsnmnsnnnsnnnnsnnnsnnns 3
1 Das humane CytomegalieVirus ......oeeiiiiii e e e enes 3
1.1 Klassifizierung und medizinische Bedeutung .........c.ccvvviiiiiiiiiiiic e 3
1.2 Morphologie und Genomorganisation......ccvvviiiiiiiii i e 4
1.3 Aspekte der lytischen und persistierenden hCMV-Infektion ..........ccovvviveennn 5
2 Genompersistenz-Mechanismen humanpathogener a- und y-Herpesviren ....... 11
3 Latenz-assoziierte hCMV-GenproduKte.........ccoiiriiiiiii i 13
4 Das hCMV-kodierte IEL1-Protein ......ccoiiiiiiiii e e 14
oA 1< £ = w4 U ) T P 17
C Material und Methoden .........cccviiirineri s sr s s s s s s n s nn 19
1 Materialien o s 19
1.1 Puffer Und LOSUNGEN . .uiiee ittt et s e e e st s e e s nneaaneaaneans 19
1.2 Agarose- und Sepharose-Matrizes.....ccooiiiiiiii e 20
1.3 BaKterienstamMme ..o e 20
1.4 HUMANE ZEell@n .. e et e e e e aneas 20
TV A T = o 21
T AN 1o o Y ol 22
B [0 L= [ g 7= 10 = o 22
1.7.1 OligonuKIEOtide .. .o e 22
1.7.2 Plasmide und Bacmide .......ccooieiiiiiii i 26
1.7.2.1 Gebrauchsfertige Plasmide und Bacmide..........ccvevviviinviininnnnns 26
1.7.2.2 Herstellung neuer Plasmide und Bacmide.........c.cccvvivviiiiiinennnen, 27
1.7.2.2.1 AllgeMINES «. ittt e e e 27
1.7.2.2.2 Herstellung neuer eukaryotischer Expressionsplasmide ........ 28
1.7.2.2.3 Herstellung neuer prokaryotischer Expressionsplasmide........ 30
1.7.2.2.4 Herstellung neuer TB40/E-Bacmide mittels en passant-
N TU Y= Ta =T o =TT = 30
2 Standard Zellkultur-Methoden ........c.ooviiiiiii e 34
2.1 Kultivierung humaner Zellen .......ccvviiiiiiii i i i e eeas 34
2.2 Transfektion humaner Zellen..... ..o e 35
3 Infektionsexperimente in MRC-5- und KG-1-Zellen.........cccvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn 35
3.1 VirusrekonstitUution ..o e 35
3.2 Infektion humaner Zellen ..o e 35
3.3 HCMV-Wachstumskurven und -Endpunkttiter........ccooviiiiiiiiiiiiiiin i, 36
4 Nukleinsaure-Methoden.......c.viiiiiiii s eas 37
4.1 Quantifizierung zellassoziierter viraler DNA ......ooiiiiiiiiiiiiiiieeieenens 37

4.2 Isolierung von RNA und reverse Transkription in Einzelstrang-DNA.......... 37



Inhaltsverzeichnis

D

1

4.3 Quantitative real-time PCR ...ttt i i i i e 38
4.4 Fluoreszenz in situ-HybridiSiErUNg.......cviiiiiei i 38
Protein-Methoden ... e 42
oI Y [ =T o =1 | 1= 42
5.2 LUCIferase REPOM e ASSaY . vttt ittt i i rt et raae e eanes 42
5.3 Gewinnung von Gesamtzellextrakten........ccvviiiiiiiiii i 43
5.4 Chromatinimmunprazipitation .....ccoviiiiiiiiiii i i e 43
5.5 Produktion und Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli ................. 45
5.6 Produktion und Reinigung rekombinanter Proteine aus H1299-Zellen ....... 46
5.7 Saureextraktion von Histonen fir in vitro-Bindungsstudien..................... 46
5.8 In vitro-Bindungsstudien ........ciiiiiiiiii i e 47
5.9 CoimmuNpPrazipitation .....eeeeiiiiiiiiiii e i i e 48
5.10 Proteinauftrennung und —detektion ........ccoiiiiiiiiiiiii i 49
5.11 Immunfluoreszenzfarbung .......ccoviiiiiiii 49
5.12 Molecular Modeling ... .o e e 50
ErgebnisSSe....ivciiiiiii i s s s s na s n s 51
Charakterisierung der IE1-Histon-Interaktion ........c.cooiiiiiiiiiiii i 51
1.1 Das IE1-Protein besitzt zwei Histon-bindende Bereiche mit

unterschiedlichen Spezifitaten fir H2A/H2B und H3/H4 ...l 51
1.2 Drei saure Domanen innerhalb des IE1-Carboxy-Terminus bilden neben

der CTD das zweite Histon-BindemotiV ........ccoovviiiiiiiiiiiiii e 53
1.3 Die Interaktion von IE1 mit zellularen Nukleosomen erfolgt auch in

Interphase-Zellen. ... e 55
1.4 Die IE1-CTD enthalt ein zehn Aminosauren umfassendes Nukleosom-

bindendes MOTIV .....vieii 57
1.5 Die Interaktion zwischen der IE1-CTD und zellularen Nukleosomen ist

abhangig von sauren Resten innerhalb des H2A-Molekdlls..........cc.coeveii 62
1.6 Die IE1- und LANA-CTD konkurrieren um die Bindung an zellulares

(1 o 0 0= ol o 65
1.7 In silico-Modell des IE1-CTD/Nukleosom-KompleXes.......coevvviivviiiinniinnnn. 66
Funktionelle Untersuchungen zur IE1-Histon-Interaktion............ccooovviiniiinnnns 69
2.1 Charakteristika der verwendeten hCMV-Stadmme.........ccviiiiiiiiiiiennnen. 69
2.2 Histon-bindende Bereiche im IE1-Protein haben keinen Einfluss auf die

Nukleosomen-Dichte am viralen GenomM........coviviiiiiiiiiiiii e 70
2.3 Histon-bindende Bereiche im IE1-Protein haben einen Einfluss auf die

transaktivierenden Eigenschaften von IEL.......ccoiviiiiiiiiiiiiiiii e 73
2.4 Bedeutung der IE1-CTD fir die produktive und nicht produktive Infektion

mit klinischen hCMV-IS0laten .......oviiiiiiiii e 75

2.4.1 Herstellung CTD-defizienter und revertierter TB40/E-Viren ............... 75



Inhaltsverzeichnis

2.4.2 Vergleichende Analyse der IE1- und IE2-Expressionskinetiken sowie

der IE1-Lokalisation in produktiv infizierten Zellen ............ccccieviinins 77

2.4.3 Bedeutung des IE1-Proteins und dessen CTD fir die Replikation des
klinischen TB40/E-Stammes in produktiv infizierten Zellen ............... 79

2.4.4 Die CTD stellt einen selektiv hoch konservierten Bereich innerhalb
des IEL-Proteins dar ...coeiii i e e 81
2.4.5 IEl-abhéangige intrazellulare Lokalisation von hCMV-Genomen.......... 83
2.4.6 Physikalische Interaktion zwischen IE1 und dem viralen Genom........ 85

2.4.7 Bedeutung der IE1-CTD flr die nicht produktive hCMV-Infektion in
myeloiden Zellen und hamatopoetischen Vorlauferzellen .................. 88
E DiSKUSSION ...iiuciiiii i i ssm s s s sssmsssassaassssansaanssnssunnsssnnsnnnsnnnsnnnnss 94
1 Strukturelle Grundlagen der IE1-Histon-Interaktion..........ccooviiiiiiiiiiiiiinnns 94
1.1 Die CTD des IE1-Proteins bindet in die saure Tasche des Nukleosoms...... 94
1.2 Saure Abschnitte im IE1-Protein binden vermutlich DNA-freie Histone...... 98
2 Funktionelle Konsequenzen der IE1-Histon-Interaktion .........ccovvvivviiiiinnnnnn, 100

2.1 Mdoglicher Einfluss der IE1-Histon-Interaktion auf die virale Chromatin-

1o 81 oL 100
2.2 Einfluss der IE1-Histon-Interaktion auf die virale Transkription .............. 102
2.3 Bedeutung der IE1-Nukleosom-Interaktion fur die hCMV-Infektion ......... 104
3 Die IE1-CTD als potentieller Pathogenese-Faktor .........cocviiviiiiiiiiiciiiennnnn, 108
F ANnhang.....ccciioiiiiiii i s s s s s s ssassaansnasssnnnsnnnsnnnsnnnnsnnnnnnns 110
1 LiteratUrVerZeiChNIS ... e e 110
2 ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ... e e e e ane e nes 122
3 VerdffentlichUNnNgen ... e 124

B L= ] o) 1= T 11 o o [ PP 126



A Zusammenfassung

Das humane Cytomegalievirus (hCMV) ist ein weltweit verbreitetes, medizinisch hoch
relevantes Herpesvirus, das nach Primarinfektion lebenslang im menschlichen
Wirtsorganismus persistiert. Das Virus ist dafir bekannt zum Teil schwerwiegende
Entwicklungsdefekte bei ungeborenen und neugeborenen Kindern zu verursachen.
Zudem stellt es besonders flir immunsupprimierte Patienten ein groBes Risiko dar, da
die Primarinfektion oder Virus-Reaktivierung aus dem latenten Infektionszustand bei
eingeschrankter Immunkontrolle zu lebensbedrohlichen Krankheiten fiihren kann.
Jedoch sind die molekularen Grundlagen, welche die lebenslange hCMV-Infektion
ermoglichen bisher weitgehend ungeklart. Im Gegensatz zu den «- und
y-Herpesviren ist fiUr hCMV (B-Herpesvirus) beispielsweise nicht bekannt, wie die
Persistenz viraler Genome im Wirtsorganismus gewahrleistet wird. In der
vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass das hCMV-kodierte,
72 kDa schwere immediate-early 1-Protein (IE1) an der Erhaltung viraler Genome in
infizierten humanen Zellen beteiligt ist. Bis dato wurde die Funktion dieses nuklear
lokalisierten Proteins vor allem in der lytischen Phase der hCMV-Infektion untersucht,
bei der IE1 als promiskuitiver Regulator der viralen und zelluldren Transkription
sowie als Antagonist angeborener Abwehrmechanismen der Wirtszelle gilt. Seit
langem ist zudem bekannt, dass das virale Protein wahrend der Mitose mit
zelluldarem Chromatin assoziiert ist, wobei der Mechanismus dieser Interaktion bisher
nicht untersucht wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass
IE1 mit zelluldren Chromosomen assoziiert indem es, unabhangig von Nukleinsauren,
direkt an core-Histone (H2A, H2B, H3 und H4) bindet. Dabei besitzt das virale
Protein zwei unabhangige Histon-bindende Bereiche, mit unterschiedlichen
Spezifitéaten fir H2A/H2B und H3/H4. Der praferentiell H3/H4-bindende Bereich setzt
sich aus drei sauren Domanen im carboxy-terminalen Abschnitt des IE1-Proteins
zusammen, die zudem flr die Transaktivierung viraler Gene von Bedeutung sind. Die
spezifische Interaktion mit H2A/H2B-Dimeren erfolgt hingegen Uber ein
konserviertes, zehn Aminosduren umfassendes Motiv innerhalb der chromatin-
tethering domain (CTD), die den auBersten Carboxy-Terminus des viralen Proteins
bildet. Ergebnisse aus biochemischen Bindungsstudien und Computer-gestitzten
Strukturberechnungen ergaben, dass die IE1-CTD eine p-Haarnadelstruktur
annimmt, die in eine saure Tasche bindet, welche durch das H2A/H2B-Dimer
ausgebildet wird und auf der Nukleosomen-Oberflache exponiert ist. Daneben stellte
sich heraus, dass die Bindung der CTD an H2A/H2B-Dimere flr die IE1-Nukleosom-
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Interaktion und IE1-Chromatin-Assoziation notwendig und ausreichend ist. IE1
bindet in einer Weise in die nukleosomale saure Tasche, die sehr stark der
Interaktion zwischen dem Latenz-assoziierten nukledren Antigen (LANA) des Kaposi-
Sarkom assoziierten Herpesvirus (KSHV) mit der sauren Tasche ahnelt, sodass die
CTDs dieser beiden viralen Proteine folglich um die Bindung an Nukleosomen und
zellulares Chromatin konkurrieren. Neben den Analogien in der Nukleosom-
Interaktion zwischen LANA und IE1, deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin,
dass diese beiden Proteine ahnliche Funktionen wahrend der persistierenden
Infektion der entsprechenden Viren Ubernehmen. So konnte erstmals gezeigt
werden, dass virale Genome in hCMV-infizierten humanen Zellen mit den
Chromosomen der Wirtszelle assoziieren, wobei IE1 und dessen CTD zu dieser
Assoziation beitragen. Da IE1 nicht nur mit dem zelluldren sondern auch mit dem
viralen Genom in Wechselwirkung tritt, fungiert IE1 vermutlich - analog zu LANA -
als Adaptor-Protein, welches die Anheftung viraler Episome an die Chromosomen
sich teilender Zellen gewahrleistet. Zudem hat die IE1-CTD positiven Einfluss auf die
Erhaltung viraler Genome in latent bzw. latenzdhnlich infizierten hamatopoetischen
Stammzellen und myeloiden Zellen, wahrend die CTD-vermittelte IE1-Nukleosom-
Interaktion fur die lytische hCMV-Infektion irrelevant ist. Diese Arbeit beschreibt also
erstmals im molekularen Detail, wie das virale IE1-Protein mit zellularem Chromatin
interagiert und deutet zudem auf eine unerwartete Rolle dieses Proteins bei der
Sicherstellung der lebenslangen Genompersistenz des hCMV im menschlichen

Organismus hin.
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1 Das humane Cytomegalievirus

1.1 Klassifizierung und medizinische Bedeutung

Das humane Cytomegalievirus (hCMV) ist einer von acht humanpathogenen
Vertretern der Familie der Herpesviridae, die sich anhand ihrer biologischen
Eigenschaften in die drei Subfamilien a-, - und y-Herpesvirinae einteilen lassen. Zu
den a-Herpesviren zahlen die Herpes Simplex Viren 1 und 2 (HSV 1 bzw. HSV 2)
sowie das Varizella-Zoster-Virus (VZV). Das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das
Kaposi-Sarkom assoziierte Herpesvirus (KSHV) bilden die Unterfamilie der humanen
y-Herpesviren. Das hCMV ist, neben den humanen Herpesviren 6 und 7 (HHV 6 bzw.
HHV 7), der klassische Vertreter der p-Herpesviren, die sich unter anderem durch
einen strikten Wirtstropismus sowie eine vergleichsweise langsame Replikation in
Zellkultur auszeichnen (Roizman und Baines, 1991; Modrow et al., 2010).

Infektionen mit hCMV sind weltweit sehr haufig, sodass die Seropravalenz je nach
Land, Lebensstandard und Alter 40 bis knapp 100% betragt (Mocarski et al., 2013;
Boeckh und Geballe, 2011). In Deutschland sind etwa 40% der Menschen mit hCMV
infiziert (Enders et al., 2012). Die Ubertragung erfolgt durch Kérperfliissigkeiten aller
Art, im Rahmen von Bluttransfusionen, bei Transplantationen von soliden Organen
oder Knochenmark sowie pranatal durch transplazentare Infektion des Fétus (Kurath
et al.,, 2010; Boeckh und Geballe, 2011). Wahrend eine hCMV-Infektion in
immunkompetenten Individuen meist inapparent verlauft, kédnnen schwerwiegende
und teils tddliche Erkrankungen bei immunsupprimierten Transplantations-, AIDS-
sowie manchen Krebs-Patienten auftreten. Durch die Infektion eines breiten
Spektrums an Zielzellen und hamatogene Dissemination kann praktisch jedes Organ
vom Virus befallen werden (Sinzger und Jahn, 1996), was bei immunsupprimierten
Patienten zu lebensbedrohlichen Organmanifestationen, beispielsweise in Form einer
Enzephalitis, Hepatitis, Kolitis oder interstitiellen Pneumonie, fiihren kann (Drew,
1992a, 1992b; Vancikova und Dvorak, 2001; Boeckh und Geballe, 2011). Daneben
ist hCMV mit einer Infektionsrate von 0,15 bis 2% aller Lebendgeburten die haufigste
kongenitale virale Infektion und stellt gleichzeitig die haufigste infektidse Ursache flir
Defekte bei ungeborenen Kindern dar (Malm und Engman, 2007). Die Entwicklung

eines wirksamen Impfstoffes gelang bisher nicht und auch zur Therapie apparent
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hCMV-Infizierter stehen nur wenige Medikamente zur Verfligung (Paulus und Nevels,
2009; Bernstein, 2011; Boeckh und Geballe, 2011).

1.2 Morphologie und Genomorganisation

Die Morphologie der hCMV-Virionen ist typisch flir alle Herpesviren, die zu den
komplexesten bekannten Viren zahlen (Abbildung B.1 A). Das im Viruspartikel linear
vorliegende, doppelstrangige, ca. 235 Kilobasenpaare (Kb) umfassende DNA-Genom

gehort zu den gréBten Virusgenomen uberhaupt.
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Abbildung B.1: Schematische Darstellung eines hCMV-Partikels und der hCMV-Genomorganisation.

(A) Das Virus ist von einer Lipiddoppelschicht mit eingebetteten viralen Glykoproteinen umhillt. Darunter

befindet sich das vom Tegument umgebene ikosaedrische Nukleokapsid, welches das doppelstréngige, lineare

DNA-Genom enthalt. (B) Dieses besteht aus zwei nicht repetitiven Regionen, dem U, (unique long)- und dem Us

(unique short)-Segment, die an den Enden von repetitiven Sequenzen, den terminal repeats (TR) und den
internal repeats (IR), flankiert werden (jeweils long oder short).

Es wird von internal repeat Sequenzen (IR., IRs) in die beiden Segmente unique long
(UL) und unique short (Us) geteilt, die wiederum von terminal repeat Bereichen (TR,
TRs) flankiert werden (Abbildung B.1 B). Basierend auf dieser Nomenklatur der
Genomabschnitte werden die entsprechenden viralen Gene mit den Prafixen UL, US,
TRL, TRS, IRL oder IRS bezeichnet (Spaete et al., 1994). In jedem Virion ist ein
virales DNA-Molekil in einem ikosaedrischen Protein-Kapsid verpackt, das wiederum
vom sogenannten Tegument umgeben ist. Diese Matrix setzt sich aus ca. 40 viralen
Proteinen, darunter dem Haupt-Tegument Protein pp65 und dem regulatorischen
Protein pp71, sowie aus ca. 70 zellularen Proteinen zusammen. Des Weiteren sind
diverse virale und zelluldre mRNAs im Tegument inkorporiert (Terhune et al., 2004;
Varnum et al., 2004; Kalejta, 2008). Nach auBen wird die Tegumentschicht durch
eine Lipid-Doppelmembran zelluldaren Ursprungs abgegrenzt, in die Vvirale
Glykoproteine eingelagert sind (Knipe und Howley, 2013; Mocarski et al., 2013).
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1.3 Aspekte der lytischen und persistierenden hCMV-Infektion

Die viralen Glykoproteine formen Membran-stédndige Proteinkomplexe, mit denen das
Virion an Oberflachenrezeptoren der Zielzelle bindet. Dadurch kommt es, je nach
Zelltyp, entweder zur Fusion der viralen Hilllmembran mit der zelluldren
Plasmamembran oder zur Rezeptor-vermittelten Endocytose, wobei flr die zwei
genannten Eintrittswege unterschiedliche Glykoproteinkomplexe notwendig sind
(Compton et al., 1992; Ryckman et al., 2006, 2008). Nach Penetration der
Zielzellmembran werden das virale Kapsid und die Tegumentproteine ins Cytoplasma
entlassen. Das Nukleokapsid wird mit Hilfe des zelluldren Cytoskeletts zum Kern
transportiert und das lineare DNA-Genom durch eine Kernpore in das Nukleoplasma
entlassen (Miller und Hertel, 2009). Dort zirkularisiert die virale DNA etwa vier
Stunden nach Infektion. Zudem wird das im Viruspartikel frei von Histonen
vorliegende virale Genom sofort nach Eintritt in den Zellkern mit zelluldren Histonen
teilweise in Nukleosomen verpackt (McVoy und Adler, 1994; Nitzsche et al., 2008;
Zalckvar et al., 2013).

Das Nukleosom ist die grundlegende, sich wiederholende Einheit des eukaryotischen
Chromatins, in dem 146 bis 147 Basenpaare (Bp) doppelstrangige DNA 1,65 mal
linksgangig um ein Histon-Oktamer, welches auch als nukleosomaler Kern (core)
bezeichnet wird, gewickelt sind (Kornberg, 1974; Luger et al., 1997). Das Histon-
Oktamer besteht aus einem zentralen H3/H4-Tetramer, das von zwei H2A/H2B-
Dimeren flankiert wird (Abbildung B.2). Zudem bindet das linker-Histon H1 an die
Ein- und Austrittsstellen der DNA an der AuBenseite des Histon-Oktamers. Die
gleichmaBige Aufreihung der einzelnen Nukleosomen entlang der DNA wird als
~Perlenkettenstruktur® bezeichnet. Diese kann zZu héher  geordneten
Chromatinstrukturen kondensieren, wobei der kompakteste Zustand des
eukaryotischen Chromatins wahrend der Zellteilung in Form von Metaphase-
Chromosomen erreicht wird (Andrews und Luger, 2011; Luger et al., 2012).
Nukleosomen haben eine hdhere intrinsische Affinitat flur bestimmte DNA-
Sequenzen, namlich flir solche, die sich aus sterischen Griinden eng um das Histon-
Oktamer biegen lassen (Segal und Widom, 2009; Kaplan et al., 2010). Jedoch
werden die Nukleosomen-Besetzung und -Positionierung nicht nur durch die DNA-
Sequenz vorgegeben, sondern zudem beispielsweise durch chromatin-remodeling-
Komplexe kontrolliert, die ATP-abhangig die Positionierung von Nukleosomen entlang
des DNA-Doppelstranges verandern oder Histon-Komplexe vollstdndig von der DNA
ablésen (Rippe et al., 2007; Clapier und Cairns, 2009). Auch der Austausch
kanonischer core-Histone durch Histon-Varianten (Histon-Isoformen) oder

posttranslationale Modifikationen (z.B. Acetylierung, Methylierung, etc.) des flexiblen

5
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Aminoterminus der Histone tragen direkt oder indirekt, durch Rekrutierung
Chromatin-modifizierender Proteine, zur Umstrukturierung des Chromatins bei
(Talbert und Henikoff, 2010; Bell et al., 2011; Bannister und Kouzarides, 2011). Der
Austausch von nukleosomalen Histonen erfolgt Uber Histon-Chaperone, die
auBerdem an der Assemblierung und Deassemblierung von Nukleosomen, am
Transport sowie der transienten Lagerung von Histonen beteiligt sind (Park und
Luger, 2008).

Abbildung B.2: Kristallstruktur eines
Nukleosoms. Der nukleosomale Kern,
bestehend aus je zwei Kopien der Histone
H2A (gelb), H2B (rot), H3 (grin) und H4
(blau), wird von 146 bis 147 Bp doppel-
stréngiger DNA (grau/blau) umwunden. Ein
H3/H4-Tetramer wird dabei von zwei
H2A/H2B-Dimeren flankiert. PDB-ID 2CV5

Durch die dynamische Regulation der Nukleosomen-Struktur und folglich der
Zuganglichkeit der Nukleotid-Sequenz werden DNA-basierte Prozesse, wie
beispielsweise die Transkription von Genen, gesteuert. Die beschriebenen
Mechanismen, die zur Anderung der Chromatinstruktur und somit zur mdglichen
Anderung der Aktivitét eines Genlocus filhren, ohne dass dabei die zugrundeliegende
DNA-Sequenz verandert wird, werden unter dem Begriff ,Epigenetik"
zusammengefasst (Goldberg et al., 2007).

Die Chromatinisierung des Genoms des nuklear replizierenden hCMV stellt demnach
die Voraussetzung flr die epigenetische Regulation der Infektion auf Seiten des Virus
dar. So kommt es im Lauf der produktiven hCMV-Infektion zu Veranderungen der
Histon-Okkupanz des viralen Genoms sowie der Reprimierungs- und Aktivierungs-
marker an den core-Histonen viraler Promotoren und transkribierter Bereiche. Bei
der Untersuchung der lokalen und globalen Besetzung des viralen Genoms mit
Nukleosomen im zeitlichen Verlauf der lytischen hCMV-Infektion zeigte sich, dass das
virale Genom zu frihen Zeitpunkten nach Infektion unregelmaBig mit Nukleosomen
besetzt ist und die Besetzungsdichte zudem deutlich unter der des zelluldren Genoms
bleibt. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die durchschnittliche
Besetzung der viralen DNA mit Nukleosomen durch ein in dieser Phase

akkumulierendes virales Protein aktiv niedrig gehalten wird. Zudem folgt die
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Assoziation des hCMV-Genoms mit Nukleosomen in der friihen Phase der Infektion
intrinsischen DNA-Sequenz-Praferenzen und ist somit vorhersagbar. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass die initiale Nukleosomen-Besetzung des viralen
Genoms genetisch, also in der viralen DNA-Sequenz, determiniert ist. Zu spateren
Zeitpunkten nach Infektion kommt es jedoch zu einem globalen Anstieg der
Nukleosomen-Besetzung sowie zu einer dramatischen Reorganisation von
Nukleosomen entlang des viralen Genoms, die weitgehend nicht durch die virale
DNA-Sequenz vorgegeben ist, sondern unter anderem durch Virus-kodierte Faktoren
gesteuert wird (Nitzsche et al., 2008; Zalckvar et al., 2013).

Wahrend der produktiven hCMV-Infektion kommt es zudem zu dynamischen
Veranderungen des Histon-Modifikations-Musters am viralen Chromosom. Im
lytischen Infektionszyklus wird ein GroBteil des viralen Genoms exprimiert, wobei die
Transkription der viralen Gene wie bei allen Herpesviren einem dreiphasigen,
kaskadenartigen Verlauf folgt: der sehr friihen Phase (immediate early, IE), der
frihen Phase (early, E) und der spaten Phase (late, L) (Stinski, 1978). Die im
zeitlichen Verlauf der Infektion auftretenden Veranderungen der Reprimierungs- und
Aktivierungsmarker an den core-Histonen viraler Gene der verschiedenen kinetischen
Klassen korrelieren dabei weitgehend mit dem kaskadenartigen Expressionsmuster
der entsprechenden Proteine (Murphy et al., 2002; Cuevas-Bennett und Shenk,
2008; Groves et al., 2009; Nitzsche et al., 2012).

Die IE-Proteine werden im lytischen Infektionszyklus sofort nach Eintritt des Genoms
in den Wirtszellkern unabhangig von de novo-Proteinsynthese exprimiert und wirken
unter anderem als Transaktivatoren auf die Expression der E- und L-Gene. Die
E-Gene, welche typischerweise flir essentielle Faktoren der viralen Replikations-
maschinerie kodieren, werden ab ca. acht Stunden nach Infektion gebildet. Nach
dem Einsetzten der DNA-Replikation ca. 24 Stunden nach Infektion beginnt
definitionsgemaB die L-Phase, im Rahmen derer die Expression von Struktur-
proteinen zur Bildung von Tegument und Kapsid sowie flr virale Glykoproteine im
Vordergrund steht (Mocarski et al., 2013). Der lytische Infektionszyklus beginnt also
mit der Adsorption der Viruspartikel an die Oberflache der Zielzelle und endet zwei
bis drei Tage spater mit der Freisetzung infektidser Nachkommenviren.

Wie oben bereits erwahnt, ist ein typisches Charakteristikum des hCMV dessen
breiter Zelltropismus, weshalb sich eine Ilytische hCMV-Infektion in den
verschiedensten Geweben und Zelltypen manifestieren kann. Neben Fibroblasten, die
als Standardzellkultursystem fir die produktive hCMV-Infektion verwendet werden,

gelten auch Epithelzellen, Endothelzellen, Hepatozyten, Neuronen sowie (glatte
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Muskelzellen als permissiv flir die lytische Virusreplikation (Rubin, 1990; Sinzger et
al., 1995; Sissons und Carmichael, 2002).

Nach der produktiv verlaufenden Erstinfektion mit hCMV, die in immunkompetenten
Individuen sowohl von Zellen und Molekiilen des angeborenen als auch des
erworbenen Immunsystems unter Kontrolle gebracht wird, kommt es jedoch, wie bei
allen Herpesviren, zur Etablierung einer lebenslangen Persistenz des Virus im Wirt
(Boeckh und Geballe, 2011). Zu dieser tragen vermutlich sowohl chronisch aktive als
auch latente Infektionen bei (Sinclair, 2008; Goodrum et al., 2012). Uber die
molekularen Mechanismen der chronischen hCMV-Infektion ist wenig bekannt, jedoch
ist diese klinisch durch die kontinuierliche, liber einen langeren Zeitraum andauernde
Freisetzung von Nachkommenviren in bestimmten Kérperregionen definiert. Vor
allem Endothel- und Epithelzellen scheinen die chronische hCMV-Infektion zu
unterstitzen, sodass es beispielsweise bei hCMV-positiven Mittern bzw. Padiatrie-
patienten zu einem Uber Monate bzw. Jahre andauernden Ausscheiden von Viren
Uber die Muttermilch bzw. die Harnwege kommen kann (Stagno et al., 1980; Britt,
2008). Im Gegensatz dazu produzieren latent infizierte Zellen keine infektiésen
Nachkommenviren, obwohl diese die vollstdandigen viralen Genome enthalten. Ein
weiteres definierendes Charakteristikum der Latenz ist deren reversible Natur, was
bedeutet, dass das Virus aus dem latenten Infektionsstadium reaktivieren und erneut
in den produktiven Infektionszyklus Ubergehen kann. Dieser Punkt ist besonders
wichtig, da er eine latente, die auch als reversible nicht-produktive Infektion definiert
wird, von einer abortiven Infektion unterscheidet (Goodrum et al., 2012).

Sporadisch auftretende Reaktivierungen aus der Latenz in immunkompetenten
Wirten werden durch die T-Zell-vermittelte Immunitat effektiv kontrolliert und treten
klinisch praktisch nicht in Erscheinung. Dahingegen rihren schwerwiegende
Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten haufig nicht etwa aus einer hCMV-
Primarinfektion, sondern vielmehr aus der Reaktivierung des Virus aus der Latenz,
die durch die mangelnde T-Zell Kontrolle in den Patienten beglinstigt wird (Reeves
und Sinclair, 2008; Boeckh und Geballe, 2011; Goodrum et al., 2012). Zudem gibt
es vermehrt Hinweise darauf, dass die persistierende hCMV-Infektion eine Rolle bei
der altersbedingten T-Zell Immunseneszenz spielt sowie in mdoglicher kausaler
Beziehung zu verschiedenen Tumorerkrankungen (z.B. Glioblastoma multiforme) und
Entzindungserkrankungen (z.B. Arteriosklerose) auch bei immunkompetenten
Individuen stehen kdnnte (Mitchell et al., 2008; Scheurer et al., 2008; Pawelec et
al., 2010; Caposio et al., 2011).

Um die Biologie und Pathogenese des hCMV vollstandig zu erfassen, ware es daher

von groBer Bedeutung, die molekularen Mechanismen der hCMV-Latenz und
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Reaktivierung aufzuklaren. Jedoch gibt es trotz intensiver Forschungsbemihungen
der letzten Jahrzehnte wenige gesicherte Erkenntnisse bezlglich der Latenz-
etablierung, Reaktivierung und Genomerhaltung des hCMV. Wahrend, wie bereits
erwahnt, viele verschiedene Zelltypen fir die produktive Infektion permissiv sind,
scheint sich eine latente Infektion nur in einigen wenigen Zelltypen zu manifestieren,
wenngleich bis heute nicht alle hCMV-Latenzorte im menschlichen Kérper identifiziert
werden konnten (Sinclair, 2008). Jedoch herrscht groBer Konsens dariber, dass
hCMV latent in Zellen der myeloiden Linie auftritt. So konnte hCMV-DNA zundachst in
mononukledren Zellen des peripheren Blutes hCMV-positiver, asymptomatischer
Blutspender nachgewiesen werden (Schrier et al., 1985; Stanier et al., 1989), wobei
sich zeigte, dass CD14" Monocyten und nicht etwa B- oder T-Zellen Tréager latenter
hCMV-Genome sind (Bevan et al., 1991; Taylor-Wiedeman et al., 1991). Aufgrund
der Kurzlebigkeit der peripheren Monocyten (Hume et al., 2002) kdnnen diese jedoch
nicht das primdre Reservoir fir latente hCMV-Infektionen darstellen. Stattdessen
spielen wohl eher langlebige, unreife myeloische Vorlauferzellen eine Rolle fir die
lebenslange hCMV-Persistenz. In Ubereinstimmung dazu konnte gezeigt werden,
dass pluripotente CD34% Knochenmarksstammzellen, welche Vorldufer der
Monocyten und anderer hamatopoetischer Zellen darstellen, ebenfalls latente hCMV-
Genome in vivo tragen (Minton et al., 1994; Mendelson et al., 1996) und diese in
latenter Form selektiv an Zellen der myeloiden Linie weitergeben (Khaiboullina et al.,
2004). Latent infizierte myeloide Vorldauferzellen scheinen demnach essentiell fir die
Aufrechterhaltung des Pools an infizierten Monocyten im peripheren Blut zu sein
(Sinclair und Sissons, 1996; Reeves und Sinclair, 2008).

Es ist weiterhin bekannt, dass der Differenzierungsstatus der infizierten Zelle einen
Einfluss darauf hat, ob die hCMV-Infektion produktiv oder nicht-produktiv verlauft.
Dabei wird der Ausgang der Infektion vermutlich durch die Differenzierungs-
abhangige Regulation des major immediate early-Promotors (MIEP) bestimmt. Die
Differenzierung latent infizierter CD34% oder CD14* Zellen zu Makrophagen oder
Dendritischen Zellen fuhrt zur Reaktivierung des Virus und damit zum Eintritt in den
lytischen Zyklus, was schlieBlich die Produktion infektioser Nachkommenviren zur
Folge hat (Abbildung B.3) (Hahn et al., 1998; Ibanez et al., 1991; Sdéderberg-
Nauclér et al., 1997, 2001; Reeves et al., 2005b).

Latent hCMV-infizierte, im Blut zirkulierende Monocyten, die sich zu gewebsstandigen
Makrophagen differenzieren kdnnen, tragen demnach scheinbar zur Dissemination
des Virus im Korper bei (Smith et al., 2004).



B Einleitung

latentes hCMV-Genom Makrophage
replizierendes hCMV-Genom
Viruskapsid

virales Genprodukt

a@s-og@

.
. "
Nachkommenvirus o e 'a_,g“j";%

Monocyt

Reaktivierung

/
myeIoideLinie;' \

T-Zelle

.
i
7
i
i
¥
. e
T o
Knochenmarks- s Dendritische Zelle
stammzelle
N

lymphoide Linie B-Zelle

Abbildung B.3: Orte der hCMV-Latenz. Pluripotente CD34%* Knochenmarksstammzellen stellen
wahrscheinlich ein Reservoir fur latente hCMV-Infektionen dar. Von ihnen ausgehend werden die latenten
Virusgenome selektiv an Zellen der myeloiden Linie weitergeben, deren Differenzierung zu Makrophagen oder
Dendritischen Zellen jedoch die Reaktivierung des latenten Virus und somit den Ubergang in den lytischen
Zyklus zur Folge hat (modifiziert nach Reeves und Sinclair, 2008).

Neben der Untersuchung der natlrlichen Latenz in vivo, wurden diverse
experimentelle in vitro Zellsysteme zur Erforschung der hCMV-Latenz und -Reaktivie-
rung etabliert. Dafiir werden hauptséachlich kultivierte CD14* Monocyten und CD34™
Knochenmarksstammzellen herangezogen, die sich in vitro mit klinischen hCMV-
Isolaten latent infizieren lassen (Goodrum et al., 2002; Cheung et al., 2006; Hargett
und Shenk, 2010; Rossetto et al., 2013). Auch primare CD33"* Vorlduferzellen der
myeloiden Linie wurden flir experimentelle hCMV-Latenzstudien verwendet (Kondo et
al., 1994; Hahn et al., 1998). Nachteile dieser primaren Zellsysteme sind das
aufwendige Isolieren der Zellen aus dem Blut bzw. dem Knochenmark hCMV-
negativer Spender, die niedrigen Infektionsraten ex vivo sowie deren Heterogenitat.
Zudem muss die Differenzierung der primaren Zellen ex vivo aufwendig, mit Hilfe
geeigneter Cytokin-Cocktails unterbunden werden, da es sonst zur Virus-
Reaktivierung und somit zum Ubergang in den lytischen Replikationszyklus kommt
(Albright und Kalejta, 2013). Leichter zu handhabende Zellkulturmodelle fir eine
nicht-produktive, latenzartige hCMV-Infektion stellen die Teratokarzinomzellinie NT2
sowie myeloide Leukamiezelllinien, wie die THP-1- und die CD33%/CD34" KG-1-
Zelllinie dar (Murphy et al., 2002; Ioudinkova et al., 2006; Albright und Kalejta,
2013).

Die Anzahl hCMV-Genom positiver mononukledrer Zellen des peripheren Blutes bzw.
Knochenmarksstammzellen wahrend der natirlichen Latenz liegt geschatzt bei nur

0,004 bis 0,01%, was bedeutet, dass eine aus 10* bis 10> Zellen latente Genome
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tragt. Dabei variiert die Kopienzahl der hCMV-Genome zwischen 2 und 13 pro
infizierter Zelle (Slobedman und Mocarski, 1999). Analog zu anderen Herpesviren,
wie dem EBV und KSHYV, integrieren die viralen Genome wahrend der latenten Phase
der hCMV-Infektion nicht in die zelluldare DNA, sondern liegen in zirkuldrer Form als
extrachromosomale Episome im Kern der Wirtszelle vor (Gardella et al., 1984;
Decker et al., 1996; Bolovan-Fritts et al., 1999). Im Gegensatz zu den o- und
v-Herpesviren, flir die die Mechanismen der viralen Genomerhaltung wahrend der
Viruslatenz grdBtenteils aufgeklart werden konnten, sind die molekularen
Mechanismen, welche zur lebenslangen hCMV-Genompersistenz beitragen bislang

ungeklart.

2 Genompersistenz-Mechanismen humanpathogener o- und

y-Herpesviren

Die humanpathogenen Vertreter der oa-Herpesviren, HSV 1, HSV 2 und VZV,
etablieren in terminal differenzierten, neuronalen Zellen sensorischer Ganglien
latente Infektionen, wobei die als Episome vorliegenden Virusgenome im Kern der
Wirtszelle nicht mehr repliziert werden (Bloom und Kwiatkowski, 2011; Zerboni und
Arvin, 2011). Die humanpathogenen y-Herpesviren EBV und KSHV hingegen
etablieren latente Infektionen in proliferierenden peripheren B-Gedachtniszellen
(Thorley-Lawson, 2005) bzw. in durch die Infektion transformierten Tumor-Zellen
(z.B. primary effusion lymphoma-Zellen und Kaposi-Sarkom-Zellen) (Decker et al.,
1996; Ballestas et al., 1999). Die y-Herpesviren liegen in latent infizierten Zellen,
genau wie das hCMV, als extrachromosomale Multikopien-Episome vor. Da EBV und
KSHYV in teilungsfahigen Zellen latent persistieren und virale Genome generell nicht
Uber Zentromere verfiigen, haben diese Viren molekulare Mechanismen entwickelt,
welche die gezielte Ubertragung der viralen Genome von der Wirtszelle auf deren
Tochterzellen sowie die nukledre Lokalisation des viralen Erbguts nach erfolgter
Zellteilung gewahrleisten (Thorley-Lawson, 2005; Feeney und Parish, 2009; Ohsaki
und Ueda, 2012). So kodieren beide Viren fir Latenz-assoziierte Proteine, denen
herausragende Funktionen bei der Aufrechterhaltung der lebenslangen viralen
Genompersistenz zukommen (Abbildung B.4).

Im Fall des KSHV Ubernimmt diese Aufgabe das Latenz-assoziierte nukledre Antigen
oder kurz LANA. Das LANA-Protein sorgt zum einen fir die Replikation der viralen
DNA parallel zu der des zellularen Genoms in der S-Phase des Zellzyklus (Garber et
al., 2002; Hu et al., 2002; Stedman et al., 2004; Verma et al., 2006), zum anderen
bindet es Uber eine amino-terminale Doméane an zellulare Chromosomen und Uber

eine carboxy-terminale Domadne an spezifische, repetitive Sequenzen des viralen
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Genoms, wodurch die einmal replizierten viralen Episome wahrend der Mitose an die
Chromosomen der Wirtszelle angeheftet werden (Ballestas et al., 1999; Ballestas
und Kaye, 2001; Cotter et al., 2001; Barbera et al., 2004, 2006). Der genaue
Mechanismus der Interaktion zwischen dem viralen Protein und zelluldrem
Chromatin, der fiur die Anheftung der viralen Episome an die Chromosomen der
Wirtszelle verantwortlich ist, konnte 2006 von Barbera und Kollegen unter anderem
anhand von Roéntgenkristallstruktur-Analysen detailliert und Gberzeugend aufgeklart
werden. Dabei zeigte sich, dass der Amino-Terminus des LANA-Proteins (Amino-
sauren 1-23) eine B-Haarnadelstruktur ausbildet, die in eine saure Tasche bindet,
welche durch negativ geladene Reste der Histone H2A und H2B ausgebildet wird und

auf der Nukleosomen-Oberflache exponiert ist (Barbera et al., 2006).

XZeIIuIéresChromosom O virales Episom @ LANAbzw. EBNA1 .

Abbildung B.4: Segregations-Mechanismus latenter y-Herpesvirus-Genome. Durch die Assoziation der
viralen extrachromosomalen Episome mit den Chromosomen der Wirtszelle wird die gleichméaBige Verteilung
der viralen Genome auf die Tochterzellen sowie deren nukledare Retention nach erfolgter Zellteilung
gewahrleistet. Diese Assoziation wird Uber virale Adaptor-Proteine vermittelt, die Uber eine carboxy-terminale
Domaéne an spezifische, repetitive Sequenzen des viralen Genoms und (ber eine amino-terminale Domane an
das zellulare Chromatin binden. Fir KSHV Ubernimmt diese Aufgabe das LANA-Protein, fiir EBV das EBNA1-
Protein (modifiziert nach Feeney und Parish, 2009).

Wahrend der latenten Infektion peripherer B-Gedachtniszellen mit EBV wird das EBV
nukledare Antigen 1 (EBNA1l) exprimiert, das beziglich der viralen Genomerhaltung
analoge Funktionen zum KSHV LANA erflllt (Lindner und Sugden, 2007; Nanbo et
al., 2007). Im Gegensatz zu LANA interagiert EBNA1 jedoch nicht Gber nukleosomale
Histone mit den Chromosomen der Wirtszelle. Stattdessen wurde lange Zeit
postuliert, dass die amino-terminale Chromatin-bindende Domane des EBNA1l die
replizierten viralen Episome Uber Interaktion mit dem Chromatin-assoziierten Nicht-
Histon-Protein EBNA1 binding protein 2 (EBP2) ans zellulare Chromatin heftet (Wu et
al., 2000; Kapoor et al., 2001; Kapoor und Frappier, 2003). Neuere Arbeiten weisen
jedoch darauf hin, dass eine amino-terminal lokalisierte DNA-bindende Domane (AT-
hook) im EBNA1-Protein direkt an A/T-reiche Sequenzen der zelluldren DNA bindet
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und so die Verteilung der latenten EBV-Episome an die Tochterzellen gewahrleistet
(Sears et al., 2004; Altmann et al., 2006).

Bisher war nicht bekannt, ob es einen derartigen Segregation-Mechanismus latenter
viraler Episome bei B-Herpesviren gibt oder welche Genprodukte mdéglicherweise

daran beteiligt sein kdnnten.

3 Latenz-assoziierte hCMV-Genprodukte

Das hCMV-Genom gehdrt, wie bereits erwahnt, zu den gréBten bekannten viralen
Genomen und besitzt nach jlingsten Erkenntnissen eine Kodierungskapazitat von
Uber 700 Genprodukten, unter denen nicht nur Proteine sondern auch zahlreiche
nicht-kodierende RNAs zu finden sind (Stern-Ginossar et al., 2012). Anders als bei
den a-Herpesviren HSV 1 und HSV 2 und den y-Herpesviren EBV und KSHV, die
wahrend der Latenz ein definiertes, limitiertes Set an spezifisch Latenz-assoziierten
Transkripten exprimieren, konnte fir hCMV bis heute kein derartiges Set an viralen
Genprodukten identifiziert werden. Zwar ist das virale Transkriptionsprofil in latent
hCMV-infizierten Zellen gegenuber lytisch infizierten Zellen deutlich eingeschrankt,
jedoch werden fast alle Transkripte, die wahrend der natlirlichen und
experimentellen Latenz detektiert werden konnten, auch im lytischen Stadium der
hCMV-Infektion exprimiert (Sinclair, 2008). Die drei viralen Gene, deren Expression
in latent hCMV-infizierten Zellen von mehreren unabhangigen Arbeitsgruppen
Ubereinstimmend bestatigt wurde sind UL138, ein Modulator der Tumornekrosefaktor
(TNF)-abhangigen Signaltransduktion, UL111A, ein CMV Homolog des humanen
Interleukin-10 (cmvIL-10) und das UL81-82 antisense-Transkript latent undefined
nuclear antigen (LUNA) (Bego et al., 2005; Goodrum et al., 2007; Jenkins et al,,
2008). Wahrend UL138 wund cmvIL10 wahrscheinlich immunmodulatorische
Funktionen erflillen, ist die Funktion von LUNA fir die latente Infektion weitgehend
ungeklart (Petrucelli et al., 2009; Cheung et al., 2009; Umashankar et al., 2011;
Bego et al., 2011). Diesen viralen Genprodukten scheint jedoch keine Rolle fiir die
Erhaltung latenter hCMV-Genome zuzukommen.

Die Expression von MIE-Genen wahrend einer latenten Infektion mit hCMV hingegen
ist umstritten. Einige Arbeiten zeigen, dass diese nicht exprimiert werden, da der
MIEP durch epigenetische Reprimierung stillgelegt ist (Reeves et al., 2005a, 2005b).
Jedoch wurden sowohl in experimentell infizierten myeloiden Vorlauferzellen als auch
in gesunden hCMV seropositiven Tragern Transkripte nachgewiesen, die von beiden
Strangen der MIE-Region kodiert sind (Kondo et al., 1994, 1996; White et al., 2000).
Auch in experimentell latent infizierten hamatopoetischen Vorlauferzellen konnte
UL123 mRNA zumindest transient detektiert werden (Goodrum et al., 2002, 2004;
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Cheung et al., 2006; Petrucelli et al., 2009). Eine kirzlich durchgefiihrte detaillierte
Genom-weite Expressionsanalyse bestdtigte die Anwesenheit von UL123 mRNA
sowohl in experimentell als auch in natirlich latent infizierten CD34" Zellen (Rossetto
et al., 2013).

4 Das hCMV-kodierte IE1-Protein

PUL123, besser bekannt als das 72 kDa schwere IE1-Protein, ist eines der ersten
Genprodukte, das wahrend der lytischen hCMV-Infektion exprimiert wird. IE1 ist ein
regulatorisches Phosphoprotein, das zusammen mit dem 86 kDa IE2-Protein
(pUL122) zu den bedeutendsten MIE-Genprodukten zahlt. Die beiden Proteine
entstehen ausgehend von einem differentiell gespleiBten Primartranskript, das unter
der Kontrolle des MIEP steht. IE1 und IE2 teilen sich 85 Aminosauren im amino-
terminalen Bereich, kodiert durch Exon 2 und 3, unterscheiden sich jedoch in den
carboxy-terminalen Abschnitten, kodiert durch Exon 4 (IE1) bzw. Exon 5 (IE2).
Beiden Proteinen werden kritische Funktionen fur die Virus-Wirt-Interaktion im
produktiven Infektionszyklus zugeschrieben (Mocarski et al., 2013; Meier und
Stinski, 2013). Das 491 Aminosauren umfassende IE1 ist das erste nach Infektion
nachweisbare, neusynthetisierte virale Protein und akkumuliert in groBen Mengen im
Kern der Wirtszelle, wo es vielfaltige Funktionen ausiibt.

Die zwei bisher aufgeklarten Schlisselfunktionen von IE1 sind die Blockierung
innater und intrinsischer Abwehrmechanismen der Wirtszelle sowie die
transkriptionelle Aktivierung viraler E-Gene. So gilt IE1, neben IE2, im Allgemeinen
als promiskuitiver transkriptioneller Regulator und ist von Bedeutung flir eine
effiziente Virusvermehrung. Virusmutanten des laboradaptierten Towne-Stammes
mit spezifischen Deletionen in der IE1-Sequenz weisen, zumindest unter niedrigen
Infektionsmultiplizitaten, eine partielle Expressionsblockade viraler E-Gene auf, was
eine starke Attenuierung der viralen Replikation zur Folge hat (Mocarski et al., 1996;
Greaves und Mocarski, 1998). Zudem reqguliert IE1 die Aktivitdt verschiedener
zellularer Gene. Die IE1-abhangige transkriptionelle Regulation von Genen wird zum
einen durch die Interaktion von IE1 mit =zelluldaren Transkriptionsfaktoren
gewahrleistet. Zu den bedeutendsten zahlen wohl Proteine der signal transducer und
activator of transcription (STAT)-Familie, da beispielsweise die Interaktion zwischen
IE1 und STAT2 zur Blockierung der antiviralen zelluldaren Typ I Interferon-Antwort
fihrt (Paulus et al., 2006; Huh et al., 2008; Krauss et al., 2009). Auch die
Interaktion von IE1 mit STAT3 hat einen proviralen Einfluss auf die infizierte Zelle
(Reitsma et al., 2013). Zudem kommt es nach ektopischer Expression von IE1 zu
einer von aktiviertem STAT1 abhdngigen Induktion einer pro-inflammatorischen Typ
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II-dhnlichen Interferon-Antwort (Knoblach et al., 2011). Neben den STAT-Proteinen
wurden auBerdem die zelluldaren Transkriptions-Faktoren E2F1, CTF1 und Spl als
IE1-Interaktionspartner beschrieben, was neben der Aktivierung viraler Gene auch
die Aktivierung zahlreicher zelluldrer Gene nach sich zieht (Margolis et al., 1995;
Hayhurst et al., 1995; Yurochko et al., 1997).

Die IE1-abhangige Regulierung der Transkription viraler Gene erfolgt jedoch nicht
nur Uber Wechselwirkungen zwischen IE1 und zelluldren Transkriptionsfaktoren,
sondern findet auch auf epigenetischer Ebene des viralen Chromosoms statt. So
konnte gezeigt werden, dass IE1 physikalisch mit der Histondeacetylase (HDAC) 3
interagiert, wobei die Wechselwirkung mit diesem Histon-modifizierenden Enzym zur
Hyperacetylierung von H3 und H4 an viralen Promotoren und damit zur Aktivierung
der E- und L-Gen-Transkription flihrt (Nevels et al., 2004a). Daneben scheint das
IE1-Protein eine entscheidende Rolle bei der Chromatinisierung des hCMV-Genoms
zu spielen. Wie bereits erwahnt, liegt die virale DNA im Nukleokapsid frei von
Histonen vor, wird jedoch unmittelbar nach Eintritt in den Wirtszellkern mit zellularen
Histonen zumindest teilweise in Nukleosomen verpackt (Nitzsche et al., 2008;
Zalckvar et al., 2013), was eine intrinsische, antivirale Strategie der Zelle darstellen
konnte (Kutluay und Triezenberg, 2009). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass Genome IEl-defizienter Viren im Vergleich zu Wildtyp Viren wahrend
der produktiven hCMV-Infektion eine global erhéhte Nukleosomen-Dichte aufweisen,
was auf eine antagonistische Wirkung von IE1 auf die Nukleosomen-Besetzung des
hCMV-Genoms schlieBen lasst. Zudem weisen die Genome der IE1-Deletionsmutante
im Vergleich zu Wildtyp Genomen eine reduzierte dynamische Nukleosomen-
Reorganisation im Verlauf der Infektion auf. Die Unterschiede in der Nukleosomen-
Organisation zwischen Wildtyp und IE1l-defizienten Viren korrelieren dabei
interessanterweise mit der verzdgerten Transkription viraler Gene im Lauf der
lytischen Infektion mit IE1-defizienten Viren (Zalckvar et al., 2013).

Des Weiteren kolokalisiert IE1 zu Beginn der Ilytischen hCMV-Infektion mit
intranuklearen, antiviralen Strukturen, den sogenannten promyelocytic leukemia
(PML)-Kérpern, auch bekannt als nuclear domain 10 (ND10). Diese
Multiproteinkomplexe beinhalten, neben dem namensgebendem Promyelozytischen
Leukéamie (PML)-Protein, einige an epigenetischen Regulationsmechanismen
beteiligten Proteine, wie etwa das Histon-Chaperon hDaxx, den chromatin-
remodeling-Faktor ATRX sowie HDACs und DNA-Methyltransferasen und gelten daher
als Orte transkriptioneller Reprimierung (Drané et al., 2010; Everett und Chelbi-Alix,
2007; Tavalai und Stamminger, 2008; Saffert und Kalejta, 2008). PML-Koérper

assoziieren mit in den Wirtszellkern eintretenden viralen Genomen, wodurch es zu
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Beginn der hCMV-Infektion zur hDaxx-vermittelten Assoziation des MIEP mit
modifizierten Histonen kommt, die einen Transkriptions-reprimierenden Chromatin-
Status erzeugen (Woodhall et al., 2006). Zu Beginn der lytischen Infektion induziert
das Tegumentprotein pp71 den proteasomalen Abbau von hDaxx und hebt so die
Inhibierung des MIEP auf (Saffert und Kalejta, 2006; Cantrell und Bresnahan, 2006;
Hwang und Kalejta, 2007). Das infolgedessen exprimierte IE1 interagiert vermutlich
Uber PML mit den ND10-Strukturen und flihrt nach De-SUMOylierung einzelner
Komponenten schlieBlich zu deren Auflésung (Paulus und Nevels, 2009; Tavalai und
Stamminger, 2011), wodurch IE1 vermutlich die Etablierung eines antiviralen
Zustands in der Zelle verhindert (Lieberman, 2006; Kutluay und Triezenberg, 2009).
Wadhrend IE1 im Verlauf der produktiven Infektion also verschiedenste Funktionen
erflllt, wurde bisher nicht untersucht, ob diesem viralen Protein méglicherweise auch
eine Rolle bei der Persistenz des hCMV zukommt.

Bereits vor 25 Jahren jedoch wurde eine Assoziation von IE1 mit kondensiertem
zellularem Chromatin beschrieben (Lafemina et al., 1989), wobei diese sowohl nach
ektopischer Expression von IE1 (Abbildung B.5), als auch wahrend der produktiven
hCMV-Infektion zu beobachten ist (Reinhardt et al., 2005; Shin et al., 2012).

Abbildung B.5: Globale Colokalisation von IE1 mit zellularem mitotischem Chromatin. Die
Fluoreszenz-Bilder zeigen, dass ein EGFP-IE1-Fusionsprotein (griin, Mitte) in Plasmid-transfizierten, lebenden
humanen Zellen mit zellularem mitotischem Chromatin (blau, links) assoziiert (Uberlagerung, rechts).

Zunachst wurde die Chromosomen-Assoziation des IE1-Proteins grob auf IE1-
spezifische Exon 4-Sequenzen eingeschrankt (Lafemina et al., 1989), spater auf die
Aminosdauren 421 bis 486 (Wilkinson et al., 1998). Erst 16 Jahre nach der
erstmaligen Entdeckung der Colokalisation von IE1 mit zelluldren Metaphase-
Chromosomen wurde der Proteinbereich identifiziert, der fir diese Assoziation
essentiell und zugleich ausreichend ist. Bei der Region handelt es sich um die
auBersten 16 carboxy-terminalen Aminosauren (As 476-491) des IE1-Proteins, die
daraufhin die Bezeichnung chromatin-tethering domain (CTD) erhielt (Reinhardt et
al., 2005).
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Bisher war jedoch nicht bekannt, Gber welche Komponente des Chromatins IE1 mit
zellularen Chromosomen interagiert. Prinzipiell sind drei Mdglichkeiten denkbar: Das
virale Protein konnte direkt an DNA binden, wobei IE1 bis heute nicht als DNA-
bindendes Protein beschrieben wurde (Lafemina et al., 1989; Milinch et al., 1992;
Reinhardt et al., 2005). AuBerdem kdnnte die Assoziation auf Wechselwirkungen mit
Protein-Komponenten des Chromatins beruhen, also entweder auf der Interaktion
mit Chromatin-assoziierten Nicht-Histon-Proteinen oder, wie im Fall des KSHV LANA-
Proteins, Uber Interaktion mit Histonen. Tatsachlich konnte unsere Forschungsgruppe
im Vorfeld dieser Arbeit zeigen, dass IE1 sowohl in Plasmid-transfizierten Zellen als
auch in hCMV-infizierten Fibroblasten physisch mit den core-Histonen H2A, H2B, H3
und H4 in Wechselwirkung tritt (Micke, 2010; Miicke et al., 2014). Anhand von
Bindungsstudien mit gereinigtem IE1 und sdureextrahierten Histonen, die in Ab-
bzw. Anwesenheit von Nukleasen durchgefihrt wurden, konnte zudem nachgewiesen
werden, dass IE1 Nukleinsdure-unabhdngig und hdéchstwahrscheinlich Gber direkte
Proteininteraktion an die vier core-Histone bindet (Miicke, 2010; Bernhardt, 2010;
Micke et al., 2014). Die Assoziation des IE1-Proteins mit zelluldrem Chromatin
kdénnte also Uber die Bindung von IE1 an nukleosomale Histon-Oktamere vermittelt

werden.

5 Zielsetzung

Das hCMV-kodierte IE1 ist ein nuklear akkumulierendes Protein, dem bisher zwei
Schlisselfunktionen im Rahmen der lytischen Virusinfektion zugeschrieben wurden.
So fungiert es zum einen als promiskuitiver Regulator der viralen und zelluldren
Transkription, zum anderen als Antagonist innater und intrinsischer Abwehr-
mechanismen der Wirtszelle. Seit langem ist zudem bekannt, dass das IE1-Protein
Uber seine carboxy-terminal lokalisierte CTD mit zelluldren Metaphase-Chromosomen
assoziiert. Bislang gab es jedoch keine Untersuchungen zum molekularen
Mechanismus, Uber den sich die CTD an das zelluldare mitotische Chromatin heftet
und auch die funktionellen Konsequenzen dieser Interaktion waren voéllig ungeklart.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher zunachst der detaillierte molekulare
Mechanismus, welcher der physischen Interaktion der IE1-CTD mit zellularen
Chromosomen zugrunde liegt, aufgeklart werden. Im Anschluss sollte die Funktion
der CTD-vermittelten IE1-Chromatin-Interaktion hinsichtlich  ihrer  bisher
unbekannten Rolle fiir die produktive hCMV-Infektion untersucht werden. Dies sollte
insbesondere im Hinblick auf die IEl-abhangige Transkriptionsaktivierung, die
antagonistische Wirkung von IE1 auf die Chromatinisierung des viralen Episoms und
das Replikationsverhalten des klinischen hCMV-Stammes TB40/E erfolgen. Ein
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weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, mdgliche funktionelle Konsequenzen der
IE1-Chromatin-Interaktion fir die persistierende hCMV-Infektion zu beleuchten. Zu
diesem Zweck sollte zum einen die mdgliche IE1- bzw. IE1-CTD-abhangige
Assoziation viraler Genome mit zellularen Chromosomen, zum anderen der Einfluss
der IE1-CTD auf die Persistenz viraler Episome in latent bzw. latenzahnlich infizierten

Zellen untersucht werden.
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C Material und Methoden

1 Materialien

1.1 Puffer und Losungen

In Tabelle C.1 sind Puffer und Lésungen aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit

verwendet wurden.

Tabelle C.1: Verwendete Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Phosphate buffered saline (PBS)

Trypsin/EDTA-L6sung

10x Nick Translations Puffer

20 x SSC
Dextransulfat-Losung
Zitratpuffer
Denaturierungslésung
Formamid-Waschlésung
Fixativ-Losung
Pepsin-Ldsung

Tween 20-Waschldsung

DAPI-L6sung
MIPA-Puffer
ChIP-SDS-Lysepuffer
ChIP-Verdlinnungspuffer
ChIP-Niedrigsalzpuffer
ChIP-Hochsalzpuffer
ChIP-LiCl-Puffer

TE-Puffer

FastChIP-Puffer

GST-Waschpuffer

GST-Equilibrierungs-Puffer

GST-Niedrigsalzpuffer
GST-Hochsalzpuffer

CoIP-Lysepuffer

CoIP-Waschpuffer

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH,PO,4, 10 mM Na,HPO, (pH 7,4)
0,05% [w/v] Trypsin, 0,02% [w/v] EDTA in PBS

500 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM MgCl,, 0.5 mg/ml BSA

3 M NaCl, 300 mM Natriumzitrat (pH 7,0)

20% [w/v] Dextransulfat in 4 x SSC

10 mM KCI, 135 mM NaCl, 40 mM Zitronensdure/Natriumzitrat (pH 3.0)
70% entionisiertes Formamid in 2 x SSC

50% [v/v] entionisiertes Formamid in 2 x SSC
Methanol-Eisessig-Mischung (3:1)

0.005% [w/v] Pepsin in 0.01 M HCI

0,1% [v/v] Tween 20 in 4 x SSC

0,33 pg/ml DAPI in PBS

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50mM NacCl, 0,1% [w/v] SDS, 1% [v/v] Igepal
CA-630, 0,5% [w/v] Natriumdeoxycholat

50 mM Tris-HCl (pH 8,1), 10 mM EDTA, 1% [w/v] SDS
16,7 mM Tris-HCI (pH 8,1), 167 mM NaCl, 1,2 mM EDTA, 1,1% [v/v]
Triton X-100, 0,01% [w/v] SDS

20 mM Tris-HCI (pH 8,1), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% [v/v] Triton X-
100, 0,1% [w/v] SDS

20 mMTris-HCI (pH 8,1), 0,5 M NaCl, 2 mM EDTA, 1% [v/v] Triton X-
100, 0,1% [w/v] SDS

10 mM Tris-HCI (pH 8,1), 0,25 M LiCl, 1 mM EDTA, 1% [v/v] Igepal CA-
630, 1% [w/v] Natriumdesoxycholat
10 mM Tris-HCI (pH 8,1), 1 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 333 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% [v/v] TritonX-
100, 0,5% [v/v] Igepal CA-630

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl;,1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 1% [v/v] Triton X-100

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM NaCl, 2 mM MgCl;, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 1% [v/v] Triton X-100

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 10% [v/v] Glyzerin, 0,5% [v/V]
Triton X-100

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,1% [v/v] Igepal CA-630
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Bezeichnung Zusammensetzung

10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 3mM MgCl,, 10 mM NacCl, 0,5% [v/v] Igepal
CA-630, 1 mM DTT

60 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% [w/v] SDS, 10% [v/v] Glycerin, 0,001%
[w/v] Bromphenolblau, 200 mM B-Mercaptoethanol

PBS-T 0,05% [v/v] Tween 20 in PBS

hypotoner Lysepuffer

2 x Proteinauftragspuffer

IF-Blockierungslésung 2% [w/v] BSA, 0,05% [v/v] Tween 20 in PBS

1.2 Agarose- und Sepharose-Matrizes

Die folgenden Matrizes wurden zur Affinitatsreinigung von Glutathion-S-Transferase
(GST)-Fusionsproteinen bzw. fur die Prazipitation von Antigen/Antikdrper-Komplexen
verwendet (Tabelle C.2).

Tabelle C.2: Verwendete Matrizes

Bezeichnung Quelle
Glutathion-Sepharose™ 4B GE Healthcare Life Sciences
Protein A-Agarose/Lachs Sperma DNA Millipore

Maus-IgG-Agarose Sigma-Aldrich
Anti-HA-Agarose (HA-7) Sigma Aldrich
Anti-Flag-Agarose (M2) Sigma Aldrich

1.3 Bakterienstamme

Die in Tabelle C.3 aufgefiihrten Escherichia coli (E. coli)-Stamme wurden fir
Klonierungen, die Herstellung rekombinanter TB40/E-Bacmide, Plasmid-DNA-

Praparationen und zur Produktion von GST-Fusionsproteinen herangezogen.

Tabelle C.3: Verwendete Bakterienstamme

Bezeichnung Genotyp Quelle/Referenz

Bethesda Research Laboratories
DH10B E. coli K12 A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl (Washington, USA)
Grant et al., 1990

Wagner (Universitat Regensburg)

ClHLED fe. @ty LlZ slam- McGraw und Marinus, 1980

] oo _ _ Tischer (Freie Universitat Berlin)
GS1783 E. coli DH10B A cI867 A(cro-bioA)<>araC-Pgapl-scel Tischer et al., 2010
Rosetta E. coli BL21 A(lacYZ) Ion ompT pRARE NOUEEE

Novy et al., 2001

1.4 Humane Zellen

In Tabelle C.4 sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten humanen Zellen
aufgelistet. MRC-5- und KG-1-Zellen wurden fur Infektionsstudien herangezogen.
MRC-5-abgeleitete Zellen, die induzierbar verschiedene IEl-Varianten exprimieren
und IEl-negative TetR-Kontrollzellen wurden fir Chromatinimmunprazipitations-

Experimente verwendet. Mit Expressionsplasmiden transfizierte H1299-Zellen
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dienten flr in vitro- und in vivo-Bindungsstudien, sowie fir Immunfluoreszenz-
Analysen. Mit Expressionsplasmiden transfizierte MRC-5-Zellen wurden fir Luciferase

Reporter Assays herangezogen.

Tabelle C.4: Verwendete humane Zellen

Bezeichnung

Beschreibung

Quelle/Referenz

MRC-5

TetR-IE1
TetR-IE11.475
TetR-IE1dI373-386
TetR-IE1dI395-409
TetR-IE1dl421-445
TetR-IE1dl451-475
TetR-IE1dI373-420
TetR-IE1dl421-475

TetR-HA-IE1

TetR-HA-IE1CBM

TetR

H1299

KG-1

1.5 Viren

Primdre humane embryonale Lungenfibroblasten

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar Wildtyp IE1

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar ein um die CTD verkiirztes IE1

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1AAD1

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1AS/P

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1AAD2

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1AAD3

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1IAAD1-S/P

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar IE1AAD2-AD3

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar ein N-terminal HA-markiertes IE1

MRC-5-abgeleitete Zellen; exprimieren
induzierbar ein N-terminal HA-markiertes
IE1K478A/H481A

MRC-5-abgeleitete, IE1-negative Kontrollzellen

Humane Lungenkarzinomzelllinie

Humane CD34* myeloide Leukémiezellinie

European Collection of Cell
Cultures
Jacobs et al., 1970

Knoblach et al., 2011

Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)
Zenger (unveroffentlicht)

Marxreiter (unveroffentlicht)

Paulus (unveroffentlicht)

Knoblach et al., 2011

American Type Culture
Collection
Mitsudomi et al., 1992

Sinclair (University of
Cambridge, UK)
Koeffler und Golde, 1978

Die im Rahmen dieser Arbeit fur Infektionen verwendeten Virus-Stdmme sind in der
nachfolgenden Tabelle aufgelistet. Flr diese Arbeit kam hauptsachlich das klinische
hCMV-Isolat TB40/E mit endothelotropem Phanotyp (Sinzger et al., 2008) und davon
abgeleitete rekombinante Virusmutanten und -revertanten zum Einsatz. Die
verwendeten FIX-Viren kodieren fiir das enhanced green fluorescent protein (EGFP)

unter der Kontrolle des Simian Virus (SV) 40-Promotors.

Tabelle C.5: Verwendete hCMV-Stamme

Bezeichnung Beschreibung

TBwt Klinisches Isolat TB40/E, Wildtyp
TBdIIE1-1 IE1-Deletionsmutante des TB40/E-Stammes, Klon 1
TBdIIE1-2 IE1-Deletionsmutante des TB40/E-Stammes, Klon 2

TBIE1l;.475-1 CTD-Deletionsmutante des TB40/E-Stammes, Klon 1
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Bezeichnung Beschreibung

TBIE1;.475-2 CTD-Deletionsmutante des TB40/E-Stammes, Klon 2

TBrvIE1l Revertante der TB40/E IE1-Deletionsmutante (Klon 1)
TBrvIEl 475 Revertante der TB40/E CTD-Deletionsmutante (Klon 1)
FXwt Klinisches Isolat FIX, Wildtyp

FXdIIE1 IE1-Deletionsmutante des FIX-Stammes

FXIE1:-475 CTD-Deletionsmutante des FIX-Stammes

TNdIIE1 IE1-Deletionsmutante des laboradaptierten Towne-Stammes

1.6 Antikorper

Die folgenden Antikdérper wurden zum immunologischen Nachweis von Proteinen
durch Western Blot- (WB) und Immunfluoreszenz-Verfahren (IF), sowie zur

Immunprazipitation (IP) bzw. Chromatinimmunprazipitation (ChIP) eingesetzt.

Tabelle C.6: Verwendete Antikérper

Nr.* Bezeichnung Quelle Eingesetzte Verdiinnung/Menge
178 rt-anti-HA (3F10) Roche, 1867423 1:1000 (WB)

180 m-anti-Flag (M2) Sigma-Aldrich, F3165 1:500 (WB)

127 m-anti IE1/IE2 Millipore, MAB810R 1:1000 (WB), 10 pg (IP)
215 m-anti-IE1 (IE1 G10) Abcam, ab30924 1:500 (IF)

216 m-anti-IE1 (6E1) Santa Cruz, sc-69834 1:500 (IF)

77 rb-anti-GAPDH Abcam, ab9485 1:1000 - 1:4000 (WB)
124 rb-anti-GFP Abcam, ab290 1:2500 (IF)

40 rb-anti-H3 Abcam, ab1791 5 pg (ChIP)

42 rb-antiH2B Abcam, ab1790 1:1000 - 1:5000 (WB)
128 rb-anti-H2A Abcam, ab13923 1:250 (WB)

222 IgG aus m-Serum Sigma-Aldrich, I-5381 10 ug (IP)

199 IgG aus rb-Serum Sigma-Aldrich I-5006 5 ug (ChIP)

202 gt-anti-mIgG + HRP Dianova, 115-036-003 1:10000 - 1:50000 (WB)
203 gt-anti-rbIgG + HRP Millipore, AP156P 1:10000 - 1:50000 (WB)
223 gt-anti-rtIgG + HRP Dianova 112-035-003 1:5000 - 1:25000 (WB)
204 gt-anti-mIgG + Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11001 1:1000 (IF)

205 gt-anti-mIgG + Alexa Fluor 594 Invitrogen, A11032 1:1000 (IF)

206 gt-anti-rbIgG + Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11008 1:1000 (IF)

Griingraue Schattierung: monoklonale Antikérper, hellgriine Schattierung: polyklonale Antikérper, dunkelgriine
Schattierung: Sekundérantikdrper, Speziesbezeichnungen: gt = Ziege, m = Maus, rb = Kaninchen, rt = Ratte,
IgG = Immunglobulin G, * Nummer in der Antikdrper-Datenbank der Arbeitsgruppe

1.7 Nukleinsauren

1.7.1 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden in der Regel in Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie-gereinigter Form bezogen. Alle Oligonukleotidsequenzen sind in

5°>3"-Orientierung angegeben.
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Tabelle C.7: Verwendete Oligonukleotide fir die Herstellung prokaryotischer und eukaryotischer
Expressionsplasmide

Nr.*  Sequenz Verwendung
635  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG

636  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG PIEEAPE e
639 _T_SQECCGGAATGCGCCTGAGGTCGGGACGGAGCACCGGCGCGCCC‘I‘I’AACGAGAGGAAGT

640 EéA‘I‘I’C‘I‘I’AAC‘I‘I’CCTCTCGTI’AAGGGCGCGCCGGTGCTCCGTCCCGACCTCAGGCGCA'I‘I'C PEGFP-LANAs 22
703  pGATCCGCCGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
704  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCGGCG IE1476-491G476A
705  pGATCCGGAGCCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
706  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGGCTCCG IE1476-491G477A
707  pGATCCGGAGGCGCCAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
708  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTGGCGCCTCCG IE1476-491K478A
709  pGATCCGGAGGCAAGGCCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
710  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGGCCTTGCCTCCG IE1476-4915479A
711 pGATCCGGAGGCAAGAGCGCCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
712 pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGCGCTCTTGCCTCCG IE1476-401T480A
713 pGATCCGGAGGCAAGAGCACCGCCCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
714  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGGCGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-40:H481A
715  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACGCCATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
716  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATGGCGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-401P482A
717  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTGCCGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTA G PEGFP/pGEX-
718  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACGGCAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-40:M483A
719  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGCCACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
720  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTGGCCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-401V484A
721  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGGCCAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
722 pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTGGCCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-401T485A
723  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTGCCAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
724  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTGGCAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-491R486A
725  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAGCCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
726  pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGGCTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-4915487A
727  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCGCCGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
728  pAATTCTTACTGGTCAGCGGCGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-491K488A
729  pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGGCGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
730  pAATTCTTACTGGTCGCCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-491A489G
731 pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGCCCAGTAAG PEGFP/pGEX-
732 pAATTCTTACTGGGCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-401D490A
733 pGATCCGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACGCCTAAG PEGFP/pGEX-
734  pAATTCTTAGGCGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTGCCTCCG IE1476-401Q491A
737  pGATCCTAATGAAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAG PEGFP/pGEX-
738 pAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCATAGGGTGGGTGCTCTTTCATTAG Stopp

145  CGCGGCAAGCTTGGATCCACCATGGAGTCCTCTGCC PCDNA-HA-
146  GGCGCGAAGCTTGAATTCTTACTGGTCAGCCTTG Konstrukte
695  GATACTGAATTCTTAAGAGGCGGTGGGTTCCTCAGCACC ?Echl'j/js'HA'
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Nr.*  Sequenz Verwendung

743  TCTCCTAGTGTGGATGACCTACGGGGAGGCAAGAGCACCCACCCTATGGTGACTA DCDNA-HA-

744  AGAGCACCCACCCTATGGTGACTAGAAGCAAGGCTGACCAGTAAGAATTCGACTG IE1dI373-475

747  TCCTAGTGTGGATGACCTACGG/ACTGTGTCTGTCAAGTCTGAGC DCDNA-HA-

748  GCTCAGACTTGACAGACACAGT/CCGTAGGTCATCCACACTAGGA IE1dI373-445

787  GGCAACTACTCCGCACGAGTCGGGGCC DME-Flag-

788  GGCCCCGACTCGTGCGGAGTAGTTGCC H2AE41A

789  GCAGCGGTGCTGGCATATCTGACGGCC pME-Flag-

790  GGCCGTCAGATATGCCAGCACCGCTGC H2AE56A

791  GAATATCTGACGGCCGCGATCTTAGAGCTAGCTG DME-Flag-

792  CAGCTAGCTCTAAGATCGCGGCCGTCAGATATTC H2AE61A

793  GGCCGAGATCTTAGCGCTAGCTGGCAACG pME-Flag-

794  CGTTGCCAGCTAGCGCTAAGATCTCGGCC H2AE64A

795  CAACGCGGCTCGCGCCAATAAGAAGACCCG DME-Flag-

796  CGGGTCTTCTTATTGGCGCGAGCCGCGTTG H2AD72A
pME-Flag-

797  CTAGCCATCCGCAACGCCGAGGAGCTAAATAAG H2AD90A;
pME-Flag-

798  CTTATTTAGCTCCTCGGCGTTGCGGATGGCTAG gg/SEGlA/ E64A/

799  GCCATCCGCAACGACGCGGAGCTAAATAAGCTT DME-Flag-

800  AAGCTTATTTAGCTCCGCGTCGTTGCGGATGGC H2AE91A

801  ATCCGCAACGACGAGGCGCTAAATAAGCTTCTAG pME-Flag-

802  CTAGAAGCTTATTTAGCGCCTCGTCGTTGCGGAT H2AE92A

803  TGCCTAAGAAGACGGCGAGCCACCATAAGGC pME-Flag-

804  GCCTTATGGTGGCTCGCCGTCTTCTTAGGCA H2AE121A

805 ATATCTGACGGCCGCGATCTTAGCGCTAGCTGGCAACG pME-Flag-
H2AE61A/E64A/

806  CGTTGCCAGCTAGCGCTAAGATCGCGGCCGTCAGATAT D90A

807  GCTAGCCATCCGCAACGCCGCGGCGCTAAATAAGCTTCTAGG pME-FIag-/
H2AD90A

808  CCTAGAAGCTTATTTAGCGCCGCGGCGTTGCGGATGGCTAGC E91A/E92A

483  TTGCAAAGCTTATGGAGTCCTCTGCCAAGAGAAAG PAEVIETE i)
Konstrukte
pCMV.TetO.IE1.

1085 GATACTGAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTCTAGTCACCGCAGGGTGGGTGCTCTTGCC MAS3A

GATACTGAATTCTTACTGGTCAGCCTTGCTTGCAGCCACCGCAGGGGCGGTGCTCTTGCCT  pCMV.TetO.
CCAGAGG IEINBM
p = Phosphatgruppe am C5 der Desoxyribose, " Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der Arbeitsgruppe

1086

Tabelle C.8: Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzierung neu generierter Expressionsplasmide

Nr.* Sequenz Verwendung
143 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

Sequenzierung von pGEX-Konstrukten
144 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
194 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG

Sequenzierung von pEGFP-Konstrukten
202 GTGAAATTTGTGATGCTATTGC
149 GGTGCGGCATAGAATCAAGG
164 CAATACACTTCATCTCCTCGAAAGG

Sequenzierung von pcDNA-HA-Konstrukten
- TAGAAGGCACAGTCGAGG*

= CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG'
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Nr.* Sequenz Verwendung
701 CAGAGCTCTCCCTATCAGT
Sequenzierung von pCMV.TetO-Konstrukten
1046 GTGGTATGGCTGATTATGATC
784 CTCCTCAGTGGATGTTGC Sequenzierung von pME-Flag-H2A-Konstrukten

# Oligonukleotid BGHrev bzw ' CMVfw von GeneArt, ~Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der
Arbeitsgruppe

Tabelle C.9: Verwendete Oligonukleotide fir die Herstellung neuer TB40/E-Bacmide

Nr.* Sequenz Verwendung

870 AGAGGAAGAGGAGGATGGTGCTGAGGAACCCACCACCTCTTAAACATTGTGTGTAT
ATATAGGATGACGACGATAAGTAGGG TBIEL

871 GGGATCCATAACAGTAACTGATATATACACACAATGTTTAAGAGGTGGTGGGTTCCT P 1475
CAGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG

876 AACGTGAATTCGTCCTGGCAGAACTCGGTAAGTCT e

p -

877 AACGTAAGCTTTTGAGTAGGATTACAGAGTATAAC

878 AAGCTCCATGGCCTGACTGCAGCCATTGGTGGTCTTAGGGAAGGCTGAGTTCTTGG
TAAAGAGGATGACGACGATAAGTAGGG pUC-MIE-I-Scel-Kan

879 AAGCTCCATGGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG

880 AAACCTTTGAACAAGTGACCGAGGATTGCAACGAGAACCCCGAAAAAGATGTCCTG
GCAGAACTCGGTAAGT pTBrvIEl; 475,

881 ATAAGAAGACACGGGAGACTTAGTACGGTTTCACAGGCGTGACACGTTTATTGAGT  pTBrvIE1
AGGATTACAGAGTATA

* Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der Arbeitsgruppe

Tabelle C.10: Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzierung neu hergestellter TB40/E-Bacmide

Nr.* Sequenz Verwendung

927 GGCCGGTGCTACTGGAATCGATAC

928 GGCCACGACGTTCCTGCAGACTAT Sequengzierung von pTBrvIEL
149 GGTGCGGCATAGAATCAAGG und pTBrvIEL; .47

150 CTAAGACCACCAATGGCTGC

* Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der Arbeitsgruppe

Tabelle C.11: Verwendete Oligonukleotide flir quantitative real-time PCR-Analysen

Produkt-

Bezeich- Temp. Zeit o PCR-
*
Nr. nung Sequenz (°C)t (s)* lange Effizienz
(Bp)

363 TATCAGCAGTACCAGGATGC

TUBB-T 66-56 8 102 1,92
364 TGAGAAGCCTGAGGTGATG
409 GCCTTGACCAATAGCCTTGACA

HBG-P 68 10 187 1,85
410 GAAATGACCCATGGCGTCTG
494 CAAGGCAAAGCGAAATTGGT

RPL30-T 66-56 8 73 1,95
495 GCCCGTTCAGTCTCTTCGATT
498 ATCGAATGGAAATGAAAGGAGTCA

Sat2 66-56 10 160 1,82

499 GACCATTGGATGATTGCAGTCA
539 AGGGAAATTCCGTAACTTGGA

CXCL10-P 66-56 10 180 1,9%
540 TCAGAAAACGTGGGGCTAGT
612 GCAGGCCACTTTTGGAAGTA

TAP1-P 66-56 10 119 1,9%
613 GGAAAGTCCCAGGAACAGG
759 CAGCGAAGTGAGTTCAATGG

RPPH1-T 66-56 8 83 1,99
765 AATGGGCGGAGGAGAGTAGT
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Nrx  Bezeich- Sequenz Temp. Zeit P';g:u:;t- PCR-
) nung a (°c)t (s)#* 9 Effizienz
(Bp)
84 CTTACGGGACTTTCCTACTTG
MIE-P 58 15 284 1,87
85 CGATCTGACGGTTCACTAA
294 CACCAAAGACACGTCGTT
uL54-pP 66-56 8 71 1,95
295 GTCCTTTGCGACCAGAAT
471 TCCCTAAGACCACCAATG
UL123-T 66-56 8 64 1,9*
472 GAGCACTGAGGCAAGTTC
475 CCAGTATGCACCAGGTGTTAG
UL122-T 60 8 74 1,9%
476 CTGGATGCCCTTGTTGTTC
523 AGTGTTGTTGCGGGTCTG
UL32-P 66-56 8 116 1,9%
524 TCATCCACAACTCGGTGA
753 GATGCGGGGTCGACTGCGTG
LUNA-T 66-56 8 110 1,94
754 TGCGTACCGCGGCAGACATC
1035 ACACCTCCGACGTCCACTAT
TR 66-56 8 62 1,9%
1036 ATGTGTAAACGGCGTGGTC
1073 ATGCGCACCAGTTTGAAG
UL138-T 68-56 8 63 1,9*
1074 GATCGTGGCCATTCTCTG

Hellgriine Schattierung: Primer flir zelluldare Gene, dunkelgriine Schattierung: Primer fir virale Gene, P =
Promotor, T = transkribierter Bereich, ' Hybridisierungstemperatur, * Polymerisationszeit, * PCR-Effizienz wurde
nicht bestimmt, sondern ein Faktor von 1,9 angenommen, * Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der
Arbeitsgruppe

Tabelle C.12: Verwendete Oligonukleotide fiir Gen- und Strang-spezifische cDNA-Synthesen

Nr.* Sequenz Verwendung
364 TGAGAAGCCTGAGGTGATG B-Tubulin-spezifische cDNA-Synthese
472 GAGCACTGAGGCAAGTTC IE1-spezifische cDNA-Synthese

* Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der Arbeitsgruppe

1.7.2 Plasmide und Bacmide

1.7.2.1 Gebrauchsfertige Plasmide und Bacmide

Die in der nachfolgenden Tabelle aufgelisteten Plasmide lagen Dbereits
gebrauchsfertig in der Arbeitsgruppe vor und wurden fiir die Expression von
Proteinen in Bakterien und humanen Zellen, fir Luciferase Reporter Assays sowie fir
Klonierungszwecke eingesetzt. Die angegeben Bacmide kamen bei der Herstellung
von Viruspraparationen und als Ausgangskonstrukte fiir die Generierung neuer

Bacmide zum Einsatz.

Tabelle C.13: Verwendete, gebrauchsfertige Plasmide und Bacmide

Nr.* Bezeichnung Verwendung Quelle/Referenz

29 GEX-KG Expressionsvektor fur GST-Fusionsproteine in Guan und Dixon,
P E. coli 1991

764  pGEX-IE1 Expression von GST-IE1 in E. coli gg‘é'gs ais el

773 pGEX-IE14.475 Expression von GST-IE1l;.475 in E. coli Micke, 2010
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Nr.* Bezeichnung Verwendung Quelle/Referenz
774 pGEX-IE1476-491 Expression von GST-IE1476-491 in E. coli Micke, 2010
775 pGEX-LANAs.>> Expression von GST-LANAs.,; in E. coli Micke, 2010
533 DCDNA-HA-N E>.<.preSS|onsvektor fir HA-Fusionsproteine in Krauss et al.,
Sdugerzellen 2009
628  pcDNA-HA-IE1dI373-386 Expression von HA-IE1AAD1 in Saugerzellen gg%‘gss etal.,
629 pcDNA-HA-IE1dI395-409 Expression von HA-IE1AS/P in Saugerzellen g(r)a(])l,éss etal.,
630  pcDNA-HA-IE1dI421-445 Expression von HA-IE1AAD2 in Saugerzellen 55%‘355 etal.,
631  pcDNA-HA-IE1dI451-475 Expression von HA-IE1AAD3 in Saugerzellen 55%‘355 etal.,
632 pcDNA-HA-TE1dI373-420 E>.<.preSS|on von HA-IE1AAD1-S/P in Krauss et al.,
Sdugerzellen 2009
633 pcDNA-HA-IE1 Expression von HA-IE1 in Sdugerzellen ggaolgss St 6l
344 pSG5-HA-IE1;.475 Expression von HA-IE1;.475 in Saugerzellen Huh et al., 2008
470  pSG5-HA-IE1dI421-475 DTG Ve (R M2 ANDZALE) ) Huh et al., 2008
Saugerzellen
35 PEGFP-C1 !Expr_essmnsvektor flir EGFP-Fusionsproteine Clontech
in Saugerzellen
80 pEGFP-IE1 Expression von EGFP-IE1 in Saugerzellen ggalzls HEE
419 pME-Flag-H2A Expression von Flag-H2A in Saugerzellen Egg#\gﬂ 2003
976 pME18S Leerer Kontrollvektor Egg#\gﬂ 2003
695 pCMV.TetO.IE1 Expression von IE1 in Sdugerzellen ggcl)lilach el
. . - Zenger
817 pCMV-TetO.IE1;.475 Expression von IE1;.475 in Saugerzellen (unverbffentlicht)
A _ Zielvektor fur die Herstellung neuer pcDNA- Tatham et al.,
226 pcDNA-HA-SUMO1-GG #2 HA-Konstrukte 2001
g Matrize fur die Amplifizierung der DNA- Krauss et al.,
473 PEGFP-TNIE1 Fragmente IE1M483A und IEINBM 2009
. - Everett
688 PCMV.TetO.cICPO Zielvektor fir die Herstellung neuer (University of
pCMV.TetO-Konstrukte
Glasgow, UK)
_ Matrize fur die Amplifizierung des Zenger
830 PpLKO.DCMV.Tet.cIE1dI421-475  1£1)aAD2-AD3 DNA-Fragments (unverdffentlicht)
_ Firefly Luciferase Reporterplasmid mit hCMV Shenk (University
1 e UL112-Promotor of Princeton, USA)
354 pGL3-Control Firefly Luciferase Reporterplasmid mit SV40- Promega
Promotor
Zielvektor fur die Herstellung des Transfer-
20 B E1E Konstrukts pUC-MIE-I-Scel-Kan FETETES
Matrize fir die Amplifizierung der Tischer et al.,
G LA I-Scel-Kan-Kassette 2006
_ Herstellung von TBdIIE1-1 Viruspraparationen  Zalckvar et al.,
2L o EellEd- und des Bacmids TBrvIE1 2013
242 pTBdIIE1-2 Herstellung von TBdIIE1-2 Viruspraparationen g(a)llcgvar ctall,
Herstellung von TBwt Viruspraparationen und Sinzger et al.,
Zie | el BRE (i) der Bacmide pTBIE1;s-1 und pTBIEL;475-2 2008

* Nummer in der Plasmid-Datenbank der Arbeitsgruppe

1.7.2.2 Herstellung neuer Plasmide und Bacmide

1.7.2.2.1 Alilgemeines

Soweit nicht anders angegeben wurden fir Klonierungszwecke Standardmethoden

(Ausubel

et al., 1988;

Green und Sambrook, 2012) angewendet.

Phusion

Polymerase, Nukleotide, Restriktionsenzyme, Bovines Serum Albumin (BSA), Calf
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Intestinal Alkaline Phosphatase und Quick T4 DNA Ligase wurden von der Firma New
England Biolabs (NEB) bezogen und mit den empfohlenen Puffern nach
Herstellerangaben verwendet. RNase (DNase frei, aus Rinder Pankreas) wurde von
der Firma Roche bezogen. Zur Reinigung von Restriktionsenzym-verdauten PCR-
Produkten und Zielvektoren aus Agarosegelen wurde das QIAEX II Gel Extraktion Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben herangezogen. Zur Saulen-Reinigung von PCR-
Produkten hingegen diente das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

FUr Plasmid-Praparationen im kleinen MaBstab wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) verwendet. Bacmid-Praparationen im kleinen MaBstab erfolgten mittels
alkalischer Schnelllyse und Phenol-Chloroformextraktion nach Standardprotokollen
(Ausubel et al., 1988; Green und Sambrook, 2012). Plasmid- bzw. Bacmid-
Praparationen im groBen MaBstab wurden mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit
(Qiagen) bzw. NucleoBond Xtra BAC Kit (Macherey & Nagel) durchgefihrt.

Tabelle C.7 beinhaltet alle Oligonukleotide, die flir die Generierung von Expressions-
plasmiden, Tabelle C.9 diejenigen, die fir die Herstellung neuer Bacmide verwendet
wurden. Die Sequenzierungen neuer Konstrukte im Bereich des Fremdgens wurden
von der Firma GeneArt, mit den in Tabelle C.8 undTabelle C.10 angegebenen Primern

vorgenommen.

1.7.2.2.2 Herstellung neuer eukaryotischer Expressionsplasmide

Zur Generierung der Plasmide pCMV.TetO.IE1M483A und pCMV.TetO.IEINBM wurden
die jeweiligen mutierten IE1-Fragmente liber PCR mit dem Plasmid pEGFP-TNIE1l
(80) als Matrize und den Oligonukleotiden 483 und 1085 bzw. 483 und 1086
amplifiziert und Uber HindIII- und EcoRI-Schnittstellen in das pCMV.TetO.cICPO-
Plasmid eingefiigt. Auf diese Weise wurde das cICPO-Insert durch die jeweils
mutierte IE1-Sequenz ersetzt.

Fir die Herstellung neuer pcDNA-HA-Konstrukte wurde zunachst das Insert aus dem
Plasmid pcDNA-HA-SUMO1-GG #2 (226) mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
BamHI ausgeschnitten. Das im Anschluss gereinigte Plasmid-Rlickgrat diente als
Zielvektor fir verschiedene mutierte IE1-Sequenzen.

Um das Plasmid pcDNA-HA-IE1dl421-475 zu generieren wurde die verklrzte IE1-
Sequenz Uber PCR mit dem Plasmid pLKO.DCMV.Tet.cIE1dI421-475 (830) als Matrize
und dem Primerpaar 145/146 amplifiziert und (ber EcoRI- und BamHI-
Restriktionsschnittstellen in den oben genannten Zielvektor eingefligt. Der
Expressionsvektor pcDNA-HA-IE1; 475 wurde auf dhnliche Weise erzeugt. Das um die
CTD verkirzte IE1-Fragment wurde Uber PCR mit dem Plasmid pcDNA-HA-IE1 (633)
und dem Primerpaar 145/695 hergestellt und mit dem EcoRI- und BamHI-verdauten
Zielvektor ligiert. Fur die Generierung von pcDNA-HA-IE1dI373-475 wurde zunachst
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mit dem Plasmid pcDNA-HA-IE1 (633) und den Oligonukleotiden 145 und 743 ein
PCR-Produkt amplifiziert, das wiederum als Matrize fiir eine zweite PCR mit den
Oligonukleotiden 145 und 744 diente. Das so entstandene mutierte IE1-Fragment
wurde schlieBlich ebenfalls Gber EcoRI- und BamHI-Restriktionsschnittstellen in den
Zielvektor pcDNA-HA eingeflgt.

Das IEl-Fragment mit interner Deletion fir das Plasmid pcDNA-HA-IE1dI373-445
wurde mittels ,Fusions-PCR"-Mutagenese (Ho et al., 1989) generiert. Als auBere
Primer dienten die Oligonukleotide 145 und 146. Die Einfihrung der Mutation
erfolgte durch die Mutagenese-Oligonukleotide 747 und 748. Zunachst wurden ein
langes PCR-Produkt mit dem Primerpaar 145/748 und pcDNA-HA-IE1 (633) als
Matrize sowie ein kurzes PCR-Produkt mit demselben Plasmid als Matrize und dem
Primerpaar 747/146 amplifiziert. Da die Mutagenese-Oligonukleotide kurze
komplementare Bereiche aufweisen, erhielten die beiden Teilfragmente (langes und
kurzes PCR-Produkt) Uberlappende Enden, Uber die sie in einer finalen PCR mit den
auBeren Primern 145 und 146 fusioniert werden konnten. Das so hergestellte
Fusionsprodukt wurde wiederum via EcoRI- und BamHI-Schnittstellen mit dem
Zielvektor ligiert.

Die Herstellung der Plasmide, die flr Flag-markierte H2A Varianten mit einer
Aminosdaure-Substitution (E41A, E56A, E61A, E64A, D72A, D90A, E91A, E9S2A und
E121A) bzw. mit drei Aminosdure-Substitutionen (E61A/E64A/D90A und
D90A/E91A/E92A) kodieren, erfolgte mittels ortsgerichteter QuickChange®-
Mutagenese (Stratagene) nach Herstellerangaben. Als Ausgangskonstrukt hierfir
diente pME-Flag-H2A (419). Die gewlinschte Mutation wurde durch komplementare
Primer mit integrierter Mutation eingefiigt. Hierzu wurden die Oligonukleotidpaare
787/788 bis 807/808 herangezogen.

FUr die Herstellung von pEGFP-IE1;.475 wurden zunachst die Oligonukleotide 635 und
636 zu Doppelstrangen zusammengelagert, wobei Einzelstrangiberhdnge
entstanden. Diese zusammengelagerten Oligonukleodide wurden anschlieBend Uber
BglII- und EcoRI-Schnittstellen mit dem pEGFP-C1-Plasmid (35) ligiert. Analog dazu
wurden pEGFP-Konstrukte erzeugt, die flir EGFP-CTD-Varianten kodieren, bei denen
je ein Aminosdure-Austausch in der CTD vorgenommen wurde (G476A, G477A,
K478A, S479A, T480A, M481A, P482A, M483A, V484A, T485A, R486A, S487A,
K488A, A489G, D490A und Q491A). Hierfir wurden jeweils paarweise die
Oligonukleotide 703/704 bis 733/734 verwendet. Als Kontrollplasmid wurde das
Konstrukt pEGFP-Stopp, bei dem die ersten beiden Basen-Tripletts der CTD durch
Stopp-Codons ausgetauscht wurden, mit Hilfe der Oligonukleotide 737 und 738

hergestellt.  GleichermaBen wurde pEGFP-LANAs.,, generiert, wobei die
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Oligonukleotide 639 und 640 zu Doppelstrangen zusammengelagert und mit dem
BglII- und EcoRI-verdauten pEGFP-C1-Plasmid ligiert wurden.

1.7.2.2.3 Herstellung neuer prokaryotischer Expressionsplasmide

Fur die Produktion rekombinanter Proteine in E. coli wurden ausschlieBlich der
bakterielle Expressionsvektor pGEX-KG (29) und davon abgeleitete Expressions-
vektoren verwendet. Neue pGEX-Plasmide, die flir GST-CTD-Varianten mit einer
Aminosaure-Substitution innerhalb der CTD kodieren, wurden analog zu den
entsprechenden pEGFP-Konstrukten, unter Verwendung derselben Oligonukleotide
hergestellt (siehe oben). Dies gilt auch fiir das Kontrollplasmid pGEX-Stopp. Jedoch
erfolgte die Ligation der zu Doppelstrangen zusammengelagerten Oligonukleotide mit
dem pGEX-Vektor Gber BamHI- und EcoRI-Restriktionsschnittstellen.

1.7.2.2.4 Herstellung neuer TB40/E-Bacmide mittels en passant-

Mutagenese

Fir die Herstellung neuer rekombinanter hCM-Viren wurden zunadchst neue pTB-
Bacmide mittels BAC-Mutagenese erzeugt. Da in ein Bacmid bis zu 300 Kb DNA
kloniert werden kénnen ist es méglich, das gesamte hCMV-Genom als Bacmid in
E. coli einzubringen. Verschiedenste Mutationen kénnen nun durch homologe
Rekombination eingefiihrt werden. Ein besonders elegantes System zur genetischen
Manipulation von Bacmiden ist die sogenannte en passant-Mutagenese, die von
Karsten Tischer und Kollegen vorgestellt wurde (Tischer et al., 2006, 2010). Die
Besonderheit hierbei ist, dass nach erfolgter Mutagenese keine ungewollten Fremd-
DNA-Sequenzen im mutierten Bacmid zuriickbleiben, wie es beispielsweise bei frt-
oder loxP-basierten Techniken der Fall ist. Die en passant-Mutagenese erfolgt im
E. coli-Stamm GS1783 (siehe Tabelle C.3), der vom EL250-Stamm abgeleitet ist und,
genau wie dieser, fur die Temperatur-induzierbaren A-Phagen-Gene Exo, Beta und
Gam kodiert, welche flir die homologe Rekombination (Red Rekombination) bendtigt
werden. Das Protein Gam inhibiert dabei den E. coli-eigenen RecBCD-Helikase-
Nuklease Komplex, der sonst elektroporierte lineare DNA abbauen wirde, die zur
homologen Rekombination bendtigt wird. Die Proteine Exo und Beta wiederum
stellen die Rekombinationsfunktion. Exo lagert sich zu Homotrimeren zusammen,
durch deren 5°-3° Exonuklease-Aktivitdst 3" Einzelstrangliberhange in der
elektroporierten linearen DNA erzeugt werden. Diese Einzelstrangliberhdnge werden
wiederum von dem Protein Beta gebunden, dadurch vor Abbau geschitzt und
schlieBlich mit der komplementdren Zielsequenz gepaart. Im Gegensatz zur friheren
BAC-Mutagenese Strategie (allelic exchange), bei der noch lange (ca. 1 Kb)
homologe Sequenzabschnitte fir die Rekombination benétigt wurden, sind fur die
Red Rekombination kurze (30 bis 50 Bp) homologe Sequenzbereiche ausreichend.
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Das im EL250-Stamm enthaltene Arabinose-induzierbare flp-Gen, wurde im GS1783-
Stamm durch ein Gen ersetzt, welches fiir die Homing-Endonuklease I-Scel aus
Saccharomyces cerevisiae kodiert. Das Enzym I-Scel hat eine 18 Bp lange
Erkennungssequenz, die in Genom-Sequenzen nur sehr selten vorkommt
(TAGGGATAACAGGGTAAT).

Die en passant-Mutagenese besteht im Prinzip aus zwei nacheinander ablaufenden
Red Rekombinationen (Tischer et al., 2010). Abbildung C.1 zeigt das Prinzip der

Herstellung des pTBIE1,.475 mittels en passant-Mutagenese im Detail.

GS1783 mit pTBwt

GS1783 mit pTBwt und PCR-Produkt

MIE Exon 4

a % Kan bcd

bc
I-Scel

—
Elektroporation
des PCR-Produkts

42°C: Expression
von Exo, Beta, Gam

MIE Exon 4 ACTD

Red
Rekombination Il

-—

1% L-Arabinose:
Expression von |-Scel

-

42°C: Expression
von Exo, Beta, Gam

GS1783 mit pTBIE11.475 GS1783 mit pTB-I-Scel-Kan nach I-Scel-Spaltung GS1783 mit pTB-I-Scel-Kan

Abbildung C.1: Schematische Darstellung der Herstellung des pTBIE1;.4;5-Bacmids. Zur Amplifizierung
der I-Scel-Schnittstelle und der Kan-Resistenzkassette wurden Primer verwendet, deren 5°-Enden ca. 40 Bp
Homologien zur viralen Zielsequenz (a+b bzw. c+d) aufweisen. Zusatzlich beinhalten die Primer 20 Bp lange
Sequenz-Verdoppelungen (c bzw. b), durch die das PCR-Produkt intramolekulare homologe Bereiche erhalt
(b+c). Der E. coli-Stamm GS1783, welcher das pTBwt-Bacmid sowie alle nétigen Rekombinationsenzyme
enthdlt, wurde mit dem amplifizierten PCR-Produkt elektroporiert. Durch die erste homologe Rekombination
(Red Rekombination I) wurde die IE1-CTD-Sequenz durch das PCR-Produkt ersetzt und das Bacmid pTB-I-Scel-
Kan erzeugt. Durch Expression des I-Scel-Enzyms entstehen doppelstrédngige DNA-Enden. Die durch das PCR-
Produkt eingefligte Sequenzhomologie ,stromauf* und ,-abwarts" der I-Scel-Kan-Kassette (b + c) ermdglicht
die intramolekulare Rekombination (Red Rekombination II) zwischen den beiden DNA-Enden. Dadurch wird die
I-Sce-I-Kan-Kassette vollstandig eliminiert und das fertige pTBIE1;.475 erzeugt.

Zunachst wurden elektrokompetente GS1783-Bakterien hergestellt, die das pTBwt-
Bacmid (285) tragen (Green und Sambrook, 2012), wobei die Expression von Exo,
Beta und Gam bei einer ODggy von 0,6-0,65 durch Erhdhung der Temperatur auf
42°C flr 15 min induziert wurde. Zur Herstellung des linearen PCR-Produkts flir die
erste homologe Rekombination wurden das Plasmid pLAY2 (726) als Matrize und das
Primerpaar 870/871 verwendet. Die Primer enthalten ca. 40 Bp homologe Sequenzen

,Sstromauf-, bzw. ,stromabwarts" der zu deletierenden IE1-CTD-Sequenz (a+b bzw.
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c+d). Die Besonderheit der Primer besteht darin, dass sie zusatzlich ca. 20 Bp lange
Sequenz-Verdoppelungen (¢ bzw. b) aufweisen. Dadurch werden im PCR-Produkt
intramolekulare homologe Bereiche (a+b+c und b+c+d) erzeugt, welche die I-Scel-
Schnittstelle und die Kan-Resistenzkassette einklammern.

Die elektrokompetenten GS1783-pTBwt-Zellen wurden mit 100 ng des Dpnl-
verdauten, Saulen-gereinigten und Kan-Resistenz-vermittelnden PCR-Produkts
transformiert (Ausubel et al., 1988; Green und Sambrook, 2012) und flir 36-48 h bei
30°C auf LB-Cam-Kan-Platten (LB-Medium (Green und Sambrook, 2012) mit
1,5% [w/v] Bacto-Agar, 25 pg/ml Kanamycin, 20 ug/ml Chloramphenicol) inkubiert.
Durch die erste Red Rekombination entstand ein hCMV-Bacmid, das anstelle der IE1-
CTD-Sequenz die I-Scel-Schnittstelle gefolgt von der Kan-Resistenzkassette und die
flankierenden Sequenz-Wiederholungen (b bzw. c) trégt. Zur Uberpriifung des neu
erzeugten rekombinanten pTBIE1l;.475-1-Scel-Kan-Bacmids wurde ein EcoRI-
Restriktionsverdau durchgefiihrt und mit dem ebenfalls EcoRI-verdauten pTBwt-
Bacmid verglichen (Daten nicht gezeigt).

Als Voraussetzung fur die zweite Red Rekombination wurde durch Zugabe von
Arabinose die Expression der Endonuklease I-Scel induziert, wodurch die Spaltung
der I-Scel-Schnittstelle im Bacmid erfolgte und zwei doppelstrangige DNA Enden mit
homologen Sequenzbereichen (b+c) entstanden. Diese wiederum stellen das
Substrat fir die zweite, intramolekulare Red Rekombination dar. Dazu wurden 100 pl
einer LB-Cam-Ubernachtkultur (LB-Medium mit 20 yg/ml Chloramphenicol) in 4 ml
frischem LB-Cam-Medium verdinnt und bis zu einer ODgyo von 0,4-0,6 bei 30°C
kultiviert. Nach Zugabe von einem Volumen LB-Cam-Medium mit 2% [w/Vv]
L-Arabinose wurden die Kulturen 1 h bei 30°C weiter geschiittelt (220 rpm). Fir die
anschlieBende Red Rekombination wurde wiederum die Expression von Exo, Beta und
Gam durch eine Temperaturerhohung auf 42°C fiir 30 min induziert. SchlieBlich
wurde die Bakteriensuspension fiir 2 h bei 30°C weiter kultiviert. Durch diese zweite
homologe Rekombination wurde sowohl die I-Scel-Schnittstelle, als auch die Kan-
Resistenzkassette vollstandig eliminiert, wodurch das Bacmid pTBIEl;.475 ohne
jegliche Fremd-DNA-Sequenzen entstand. Schlussendlich wurden 100, 10 und 1 pl
der Bakteriensuspension auf LB-Cam-Platten mit 1% [w/v] L-Arabinose ausplattiert
und bei 30°C bebritet. Die Bakterienkolonien wurden neben ihrer Cam-Resistenz
auch hinsichtlich ihrer Kan-Sensitivitdt getestet. Das neu generierte rekombinante
pTBIE1l;.4;5-Bacmid wurde ebenfalls mittels EcoRI-Restriktionsanalyse Uberpriift
(siehe Abbildung D.14).

Um ungewollte genetische Veranderungen im neu hergestellten pTBIE1l; 475 und im

bereits in der Arbeitsgruppe vorhandenen pTBdIIE1 (241) auszuschlieBen, wurden
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Bacmide generiert, bei denen die deletierten Bereiche der MIE-Region wieder
eingefligt wurden. Fir die Insertion dieser grdBeren Sequenzbereiche musste
zunachst ein Transfer-Konstrukt hergestellt werden (Abbildung C.2). Dazu wurde der
Zu insertierende Bereich der MIE-Region in einer PCR mit dem pTBwt-Bacmid (285)
als Matrize und dem Primerpaar 876/877 amplifiziert, welches mittels HindIII- und
EcoRI-Schnittstellen in das pUC18-Plasmid insertiert wurde, wodurch das Plasmid
pUC-MIE entstand. Als nachstes wurde eine Restriktionsschnittstelle gewahlt, die
genau einmal im pUC-MIE-Plasmid ca. in der Mitte des MIE-Inserts schneidet. Uber
diese Schnittstelle wurde ein zweites PCR-Produkt in den pUC-MIE-Vektor
eingebracht, das die flr die en passant-Mutagenese essentiellen Bestandteile
aufweist: Die kurze Sequenz-Wiederholung (a) gefolgt von der I-Scel-Schnittstelle
und der Kan-Resistenzkassette. Die Sequenz-Verdoppelung (a) entspricht einem
50 Bp langem Sequenzabschnitt ,stromabwarts® der Ncol-Schnittstelle in der MIE-
Sequenz. Dieses zweite PCR-Produkt wurde mit pLAY2 (726) als Matrize und dem
Primerpaar 878/879 amplifiziert und schlieBlich Gber die Ncol-Schnittstelle mit dem
pUC18-MIE-Plasmid ligiert, um das fertige Transfer-Konstrukt pUC-MIE-I-Scel-Kan
zu erzeugen. In diesem Konstrukt sind also die I-Scel-Schnittstelle und die Kan-
Resistenzkassette wiederum von homologen Bereichen (a) eingeklammert, was
spater die Eliminierung aus dem mutierten Bacmid ermdglicht (Red
Rekombination II). Zur Herstellung des linearen PCR-Produkts flr die erste Red
Rekombination, wurden schlieBlich das fertige Transfer-Konstrukt und das
Primerpaar 880/881 verwendet. Die Primer enthalten homologe Sequenzen
~Sstromaufwarts" bzw. ,stromabwarts" des deletierten Bereiches im pTBdIIE1-Bacmid.

Mool Abbildung C.2: Generierung des Transfer-
ICO

1 T - . / PUC-MIE Konstrukts pUC-MIE-I-SceI-Kan. Der zu insertie-
e e rende Bereich der MIE-Region wurde mittels PCR

¢I-Scel PCR-Produkt mit Sequenz- amplifiziert und in das pUC18-Plasmid eingebracht

| : ;ﬁﬂ?ﬁ;ﬁ:ﬁ.fz)Klaﬁc:;s.s (pUC-MIE). Ein zweites PCR-Produkt, das die

Ncol Ncol tenzkasette Sequenz-Verdoppelung (a), die I-Scel-Schnittstelle

und die Kan-Resistenzkassette aufweist, wurde Uber
die einzige NcoI-Schnittstelle im MIE-Insert mit dem
pUC-MIE-Plasmid ligiert. Fir die erste Red Rekom-
bination wurde das MIE-I-Scel-Kan-Fragment (ber
PCR amplifiziert, wobei die verwendeten Primer 40 Bp
Homologien zur viralen Zielsequenz aufwiesen.

~ I-Scel
[ vE B Kan EIMIE 7} pUC-MIE-I-Scel-Kan

GS1783-Bakterien, die das pTBdIIEl- bzw. das pTBIEl;.475-Bacmid enthielten,
wurden mit dem Dpnl-verdauten, Saulen-gereinigten PCR-Produkt elektroporiert.
Alle weiteren Schritte entsprachen denen der Herstellung des pTBIEl;.475 (siehe
oben). Die generierten Bacmide pTBrvIE1l und pTBrvIEl;.475 wurden nicht nur mittels
EcoRI-Restriktionsverdau analysiert (siehe Abbildung D.14), sondern zusatzlich im

Bereich der Insertion sequenziert.
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2 Standard Zellkultur-Methoden

2.1 Kultivierung humaner Zellen

Alle humanen Zellen wurden in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37°C und
5% [v/v] CO, kultiviert.

Die Saugerzelllinien H1299 und MRC-5 wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; 4 mM L-Glutamin, 4,5 mg/ml D-Glucose, 110 mg/l Natriumpyruvat)
mit 10% [v/v] fotalem Kalberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin
(100 pg/ml) gezogen.

MRC-5-Zellen mit integriertem Tetracyclin-Repressor (TetR) und Tetracyclin-Operon
wurden bis zum Beginn eines Experiments in DMEM-Vollmedium mit 300 pg/ml G418
Sulfat und 1 pg/ml Puromycin selektioniert. Die Induktion der IE1-Expression durch
Doxycyclin erfolgte entweder 24 h vor Beginn eines Experiments durch Zugabe von
1 pg/ml Doxycyclin zum Kulturmedium oder 72 h vor Beginn eines Experiments,
wobei in diesem Fall alle 24 h je 0,33 pg/ml Doxycyclin zum Kulturmedium gegeben
wurden.

Um MRC-5- oder MRC-5-abgeleitete Zellen in der Gp-Phase des Zellzyklus zu
arretieren, wurden diese im konfluenten Zustand entweder fiir sieben Tage ohne
Erneuern des Mediums oder flir zwei Tage in Serum-reduziertem (0,5% [v/v] FKS)
Medium kultiviert.

Adharente Zellen wurden bei Erreichen der Konfluenz mit einer Trypsin/EDTA-L&sung
von der Kulturschale abgelést und im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 (MRC-5- und MRC-5-
abgeleitete Zellen) bzw. 1:10 bis 1:20 (H1299) subkultiviert (Ausubel et al., 1988).
KG-1-Suspensionszellen wurden in RPMI-Medium (4,5 g/l Glucose, 2 mM L-Glutamin,
1 mM Natriumpyruvat, 2 g/l Natriumhydrogencarbonat) mit 10% [v/v] FKS, Penicillin
(100 U/ml) und Streptomycin (100 ug/ml) in einer Dichte von 4 x 10° bis
1,5 x 10° Zellen/ml in Zellkulturflaschen gezogen.

Gegebenenfalls wurden KG-1-Zellen vor der Infektion mit hCMV flir 24 h in RPMI-
Medium ohne FKS-Zusatz in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml kultiviert.

Die Selektion TB40/E-infizierter KG-1-Zellen erfolgte ab 24 h nach Infektion. Dazu
wurden die Zellen sedimentiert und in einem Kulturvolumen Selektionsmedium
(RPMI-Medium mit 10% [v/v] dialysiertem, Nukleotid-freiem FKS [Life Technologies],
25 uM Mycophenolsdure und 100 pM Xanthin) resuspendiert (Falkner und Moss,
1988; Mulligan und Berg, 1981). Das Selektionsmedium wurde alle zwei Tage

erneuert.
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2.2 Transfektion humaner Zellen

Fur Coimmunprazipitationen bzw. in vitro-Bindungsstudien wurden 1,5 x 10® H1299-
Zellen in 10 cm-Kulturschalen ausgesat. Die Transfektion erfolgte 24 h spater durch
Kalzium-Phosphat-Prazipitation (Graham und van der Eb, 1973) mit insgesamt 10 pg
Plasmid. Fir Immunfluoreszenzanalysen wurden 2 x 10° H1299-Zellen in 6-well-
Platten ausgesat und 24 h spater mit 5 ug Plasmid (entspricht einem halben
Transfektions-Ansatz) transfiziert.

FUr Luciferase Reporter Assays wurden MRC-5-Zellen im Verhaltnis 1:1,6 in 12-well-
Platten ausgesat. Nach 23 h wurde der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen und das
Kulturmedium durch Opti-MEM®-Medium (Life Technologies) ersetzt. Die
Transfektion der MRC-5-Zellen erfolgte 1 h nach Mediumwechsel durch Lipofektion
mit dem Lipofectamin™ 2000-Reagenz (Life Technologies) nach Herstellerangaben.
Pro Ansatz wurden 1,2 ug Reporterplasmid und 400 ng Effektorplasmid transfiziert.
Gegebenenfalls wurden parallel MRC-5-Zellen in 6-well-Platten transfiziert, um die
Expression der verschiedenen Effektorproteine zu Uberprifen.

3 Infektionsexperimente in MRC-5- und KG-1-Zellen

3.1 Virusrekonstitution

Zur Herstellung von TB40/E-Virusstocks wurden MRC-5- bzw. induzierte TetR-IE1-
Zellen (IE1-Deletionsmutanten) mit den verschiedenen pTB-Bacmiden transfiziert.
Dies geschah mittels Elektroporation wie bereits beschrieben (Knoblach, 2010). Die
Zellen wurden mehrfach subkultiviert, bis sie einen deutlichen zytopathischen Effekt
zeigten. Dann wurden die infizierten Zellen in KulturgefaBe verteilt, die konfluent mit
MRC-5 bzw. induzierten TetR-IE1-Zellen bewachsen waren. Nach frihestens 96 h
wurde der virushaltige Kulturiiberstand abgenommen, zur Abtrennung abgestorbener
Zellen zentrifugiert (6000 x g, 15 min, 4°C) und in geeigneten Aliquots bei -80°C
gelagert. Die Anzahl infektidser Partikel in den Praparationen wurde mittels Plaque-
Test (TBwt-Praparation) auf MRC-5-Zellen wie beschrieben (Knoblach, 2010)

ermittelt, sowie durch die Quantifizierung zellassoziierter Virusgenome (siehe C 4.1).

3.2 Infektion humaner Zellen

Far die Infektion von humanen Zellen mit hCMV wurde zunachst die bendtigte Menge
an Virusstock bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und zur Vereinzelung der Virionen im

Becherresonator des Branson-Sonifier 450 beschallt (duty cycle: 80%, output
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control: 8, 10 Pulse). AnschlieBend wurde die Virussuspension zentrifugiert
(3300 x g, 5 min) und der virushaltige Uberstand fiir die Infektion verwendet.
Adharente MRC-5-Zellen wurden fir 2 h mit der Virussuspension inkubiert.
AnschlieBend wurde das Inokulum von den Zellen abgesaugt und durch frisches
Vollmedium ersetzt.

KG-1-Suspensionszellen wurden bei Erreichen einer Dichte von 8 x 10° bis
1x 10° Zellen/ml sedimentiert (300 x g, 10 min) und in der Virussuspension
resuspendiert, sodass eine Zelldichte von 1,25 x 10° Zellen/ml vorlag. Die
Virusverdinnung wurde zuvor mit 30 ug/ml Polybrene versetzt. Das Gemisch aus
Zellen und Virussuspension wurde in 6-well-Platten tberfiihrt (4 ml/well) und fir 2 h
bei RT oder 37°C zentrifugiert (1200 x g). SchlieBlich wurde der Uberstand von den
sedimentierten Zellen entfernt und durch 5 ml RPMI-Vollmedium ersetzt. Um die
Infektionsrate bei Bedarf zu verbessern, wurde 24 h nach Infektion mit der Selektion
auf Zellen mit transkriptionell aktiven viralen Genomen begonnen (siehe C 2.1).
Diese Zellen wurden schlieBlich nach 24-stiindiger Kultivierung in Selektionsmedium

reinfiziert.

3.3 HCMV-Wachstumskurven und -Endpunkttiter

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurden konfluente MRC-5-Zellen in 12-well-
Platten mit den zu untersuchenden Viruspraparationen in Duplikaten infiziert (siehe C
3.2). Bei Infektion mit hoher Multiplizitdat (hohe moi, ~3 PFU/Zelle) wurde das
Kulturmedium jeden Tag erneuert, bei Infektion mit niedriger Multiplizitat (niedrige
moi, ~0,003 PFU/Zelle) alle zwei Tage. Der abgenommene Uberstand wurde im
Branson-Sonifier 450 beschallt (duty cycle: 80%, output control: 8, 10 Pulse) und
zentrifugiert (3300 x g, 5 min, 4°C). Aus 200 ul des Kulturiiberstandes wurde virale
DNA mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) isoliert und mittels qPCR (siehe C
4.3) quantifiziert. Der restliche Uberstand wurde bei -80°C gelagert. Zur
Bestimmung der Endpunkttiter wurden die geernteten Ubersténde von Tag 7 (hohe
moi) bzw. Tag 16 (niedrige moi) nach Infektion herangezogen. Die Ermittlung der
Titer erfolgte mittels Plaque-Assay wie bereits beschrieben (Knoblach, 2010) in 12-
well-Platten. Dazu wurden die virushaltigen Uberstande mit Kulturmedium von 1073
bis 10® bzw. 10° bis 10 (IE1-Deletionsmutanten) logarithmisch verdiinnt und auf
MRC-5-Zellen bzw. komplementierenden TetR-IE1-Zellen (IE1-Deletionsmutanten)
titriert. Die IE1-Expression in den TetR-IE1-Zellen wurde 24 h vor Infektion mit
Doxycyclin induziert.
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4 Nukleinsaure-Methoden

4.1 Quantifizierung zellassoziierter viraler DNA

Fir die Quantifizierung infektioser Partikel in den verschiedenen TB40/E-
Viruspraparationen wurden MRC-5-Zellen in 12-well-Platten in Triplikaten flr 2 h
infiziert (siehe C 3.2). Nach zweimaligem Waschen des Zellrasens mit PBS wurden
die Zellen Uber Nacht in Anwesenheit von 1,4 mM Phosphonoessigsaure weiter
kultiviert. Nach erneutem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese in
Trypsin/EDTA-L6sung flir 5 min bei 37°C inkubiert, um extrazelluldar assoziierte
Viruspartikel zu entfernen und gleichzeitig die Zellen von der Kulturschale abzulésen.
Durch Zugabe von DMEM-Vollmedium wurde die Reaktion abgestoppt, die Zellen
sedimentiert (2500 x g, 1 min, 4°C), der Uberstand komplett verworfen und die
Gesamt-DNA in den Proben mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben extrahiert.

Zur Quantifizierung intrazellulérer viraler DNA in infizierten KG-1-Suspensionszellen
wurden diese sedimentiert (300 x g, 8 min) und wie oben beschrieben zunachst mit
PBS gewaschen und anschlieBend in einer Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert. Nach
Zugabe von RPMI-Vollmedium wurden die Zellen erneut sedimentiert und nochmals
mit PBS gewaschen. Die Aufreinigung der Gesamt-DNA erfolgte anhand des DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.

Die Quantifizierung der viralen und zelluldren DNA in den Proben erfolgte mittels
qPCR (siehe C 4.3).

4.2 Isolierung von RNA und reverse Transkription in Einzelstrang-DNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus infizierten Suspensions-Zellen wurden diese
zunachst sedimentiert und das Zellpellet in 350 pl RLT-Puffer resuspendiert. Die
Aufreinigung der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen), einschlieBlich
eines on column DNase-Verdaus (Qiagen), nach Herstellerangaben. Um DNA-
Kontaminationen in den RNA-Proben mdglichst vollstandig zu eliminieren, wurde das
TURBO DNA-free™ Kit (Ambion) nach Angaben des Herstellers herangezogen. Im
Anschluss wurden die Proben mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit (Quiagen)
konzentriert, sodass schlieBlich pro Probe 12 pl RNA-Lésung fiir die cDNA-Synthese
zur Verfligung standen.

Die Generierung der cDNA erfolgte mit Hilfe des AffinityScript Multiple Temperature
cDNA Synthesis Kit (Agilent) nach Herstellerangaben. Fir die IE1-spezifische cDNA-
Synthese wurden 5 pl RNA und 100 ng Primer 472 (Tabelle C.12) eingesetzt, ebenso
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flir Kontrollen ohne das Enzym Reverse Transkriptase (Minus-RT). Fur die p-Tubulin
(TUBB)-spezifische cDNA-Synthese wurden 2 pl RNA und 100 ng Primer 364 (Tabelle
C.12) eingesetzt. Falls Gesamt-mRNA in cDNA umgeschrieben werden sollte, wurden
2 pl RNA und im Kit enthaltene Oligo(dT)-Primer verwendet. Fur die Synthese der
Erststrang-cDNA wurden die Proben zunachst 5 min bei 42°C und anschlieBend 1 h
bei 50°C inkubiert.

4.3 Quantitative real-time PCR

Die Quantifizierung verschiedener DNA und cDNA Proben erfolgte mittels
quantitativer real-time PCR (qPCR) mit dem Light Cycler® FastStart DNA Master™Y®
SYBR Green I Kit (Roche) in einem LightCycler-Gerat (Roche LightCycler 1.5
Instrument) wie bereits vielfach beschrieben (Krauss, 2007; Knoblach, 2010;
Nitzsche, 2010). Die fiir gPCR-Analysen verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle
C.11, zusammen mit der jeweiligen Hybridisierungstemperatur, Elongationszeit, PCR-
Effizienz und Amplikonlange angegeben.

Flr die absolute Quantifizierung intrazellularer hCMV-Genome wurde folgende Formel
verwendet:

2 x [(36,575 - CPy) / 3,4833] / [(37,214 - CP;) / 3,5249]

CP = crossing point value, Zykluszahl bei Einsetzen der linearen Produktzunahme
v = virales Zielgen

z = zellulares Zielgen

Die Formel wurde aus einer Standardkurve ermittelt, fir deren Erstellung gqPCR-
Analysen mit definierten Kopien des Plasmids pCR-RPPH1-UL54P als Matrize und
dem viralen Primerpaar UL54P (294/295) bzw. dem zellulédren Primerpaar RPPH1
(759/765) durchgefiihrt wurden. Der RPPH1-Lokus wurde ausgewahlt, da es sich
hierbei um ein zellulares Einzelkopiegen handelt. Die Standardkurve ergibt sich aus
der Auftragung aufsteigender Plasmid-DNA-Mengen gegen den daraus resultierenden
CP-Wert. Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes eukaryotischer Zellen wird der
Faktor 2 in die Formel mit einbezogen.

4.4 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung

Sondenherstellung: Fir die Herstellung der, mit Alexa Fluor 488-markierten Bacmid-

Sonde wurden zundchst 10ug pTBwt-DNA in Anwesenheit von 0,5pug/ml RNase
(DNase frei, aus Rinder Pankreas; Roche) und 100 pg/ml BSA (NEB) mit dem
Restriktionsenzym Pacl (NEB) linearisiert. Zur Aufreinigung der linearisierten
Bacmid-DNA wurde diese zunachst zweimal mit je einem Volumen

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; AppliChem) und einmal mit einem
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Volumen Chloroform (Merck), unter Verwendung von 1,5 ml Phase Lock Gel Heavy-
GefaBen (Eppendorf) extrahiert. Die Fallung der DNA erfolgte mit 2,5 Volumen
Ethanol =99,8% (Merck), 20 pg Glykogen sowie 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-
Loésung (pH 5,2) bei -20°C uber Nacht. Die prazipitierte DNA wurde sedimentiert
(20000 x g, 30 min, 4°C), zweimal mit je 1 ml 70% [v/v] Ethanol gewaschen
(16000 x g, 15 min, RT), das Pellet in der Sterilbank getrocknet und schlieBlich in
20 ul H0pi4 geldst.

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten, soweit méglich, lichtgeschiitzt. Zur Markierung
der linearisierten Bacmid-DNA mit Alexa Fluor 488-5-dUTPs (Life Technologies)
wurde ein 50 ul Reaktionsansatz bestehend aus 1pg Bacmid-DNA, 5pul 40U/ml
DNase I (NEB), 1,5 ul 10000 U/ml DNA Polymerase I (aus E. coli; NEB), 1,5ul 1 mM
ChromaTide Alexa Fluor 488-5-dUTP, 4ul 0,5mM dATP/dCTP/dGTP (NEB), 5 ul
0,1 mM dTTP (NEB), 5ul 0,1 M DTT, und 5pul 10 x Nick Translations Puffer hergestellt,
der bei 15°C flir 2h inkubiert wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl
0,5M EDTA und durch Erhitzen des Ansatzes fir 10min auf 65°C abgestoppt.
AnschlieBend wurden unverbrauchte dNTPs von den nunmehr Fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmenten mit Hilfe von Quick Spin DNA Columns (Roche) nach
Herstellerangaben abgetrennt. Der Markierungsansatz wurde nun zum Fallen der
DNA mit 10 ug Cot-1 DNA (Life Technologies), 20 ug Lachs-Sperma DNA (Roche) und
2,5 Volumen Ethanol=99,8% gemischt, Uber Nacht bei -20°C inkubiert und die
prazipitierte DNA anschlieBend sedimentiert (20000 x g, 30 min, 4°C). Nach
zweimaligem Waschen mit 1 ml 70% Ethanol wurde das Pellet in der Sterilbank
vollstandig getrocknet und in 12,5pul >99% entionisiertem Formamid (Ambion) bei
37°C unter schitteln flir 2h geldst. SchlieBlich wurde ein Volumen einer
Dextransulfat-Lésung zugegeben, der Ansatz flir weitere 10 min bei 37°C geschittelt
und mehrfach auf- und abpipettiert. Direkt vor der Verwendung wurde SDS in einer
Endkonzentration von 0,1% [w/v] zugefiigt und der fertige Hybridisierungsansatz
zentrifugiert (16000 x g, 10 min, RT).

Chromosomenprdparation: Fur die Praparation von Metaphase-Chromosomen

wurden hCMV- und mock-infizierte MRC-5-Zellen in 10 cm-Kulturschalen 2 h nach
Infektion kurz mit PBS, anschlieBend flir genau 1 min mit einem Kulturvolumen
Zitratpuffer und daraufhin erneut kurz mit PBS gewaschen, um extrazellulare
Viruspartikel zu entfernen. Um die Anzahl an mitotischen Zellen in der Kultur zu
erhéhen, wurden die Zellen vor der Ernte Gber Nacht mit frischem Medium kultiviert,
das mit 0,025 pg/ml N-Desacetyl-N-Methylocolchicine (KaryoMAX® Colcemid™
Lésung in PBS; Life Technologies) versetzt war. Fiur die Ernte der Zellen wurde ein

paar Mal mit der Hand gegen den Rand der Kulturschale geklopft, das Kulturmedium
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anschlieBend flinfmal vorsichtig Gber den Zellrasen pipettiert und schlieBlich in einem
15 ml-ReaktionsgefaB gesammelt, bevor die Zellen erst zweimal mit PBS gewaschen
und schlieBlich mit 5 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung von der Kulturschale abgeldst
wurden. Die resuspendierten Zellen wurden mit dem gesammelten Kulturmedium
vereint und sedimentiert (250 x g, 10 min, RT). Zur méglichst quantitativen Zellernte
wurde die Kulturschale mit 10 ml PBS nachgewaschen, die Waschlésung zum
Zellpellet gegeben und die Zentrifugation wiederholt. KG-1-Suspensionszellen
hingegen wurden sedimentiert (181 x g, 10 min, RT), erst einmal mit PBS und
anschlieBend flir genau 1 min mit 4 ml Zitratpuffer gewaschen, um extrazelluldre
Viruspartikel zu entfernen. Nach Neutralisation mit 11 ml einer 0,1 M Natriumzitrat-
Lésung wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Im Anschluss wurde der
Uberstand abgegossen und das Pellet durch vorsichtiges Schnippen an die
GefaBwand vollstandig resuspendiert. Zum Schwellen der Zellen wurden diese
tropfenweise mit 1 ml einer auf 37°C vorgewarmten, hypotonen KCI-Lésung
(0,075 M) unter standigem leichten Schitteln versetzt, anschlieBend zligiger mit
weiteren 4 ml. Die Zellen wurden nun fir genau 17 min bei 37°C inkubiert, erneut
sedimentiert (250 x g, 10 min, 4°C), das Pellet durch vorsichtiges Schnippen
resuspendiert und die Zellen mit einer frisch hergestellten, eiskalten Fixativ-Lésung
fixiert. Dafur wurde erst 1 ml der Fixativ-Losung tropfenweise unter stetem Schitteln
zu den Zellen gegeben, danach zlgiger weitere 4 ml und die Suspension flr
mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Zum Waschen der Zellen wurden diese
sedimentiert (300 x g, 10 min, 4°C), das Pellet wie oben beschrieben vorsichtig
resuspendiert und 7,5 ml Fixativ-L6ésung zugegeben. Insgesamt wurden die Zellen
viermal gewaschen, bevor sie in Fixativ-Lésung im Kihlschrank auf Eis aufbewahrt
wurden.

Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen wie oben beschrieben viermal mit
frischer, eiskalter Fixativ-L6sung gewaschen und auf saubere, staubfreie SuperFrost
Plus-Objekttrédger aufgebracht. Dafiir wurde der Uberstand nach dem letzten
Waschschritt abgegossen und die Zellen in der verbleibenden Flissigkeit durch
Schnippen vorsichtig resuspendiert. Durch Zugabe eines geeigneten Volumens (50
bis 400 ul) Fixativ-Losung wurde eine leicht tribe Suspension hergestellt. Im
Anschluss wurden ca. 100 pl dieser Zellsuspension mit einer Pasteurpipette
aufgesaugt und auf einen Objekttrager gespritzt, welcher kurz zuvor durch
Anhauchen mit einem dinnen FlUssigkeitsfilm Uberzogen worden war. Im Anschluss
wurden die Praparate bei RT getrocknet. Durch das Verdunsten des Methanols
zerplatzt die Zytoplasmamembran und die Metaphase-Chromosomen breiten sich auf

dem Objekttrager aus. Die Praparate wurden nun mit 400 uyl einer RNase-
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Verdinnung (DNase frei, aus Rinder Pankreas; Roche; 10 ug/ml in 2 x SSC) unter
einem groBen Deckglaschen (24 x 60 mm; Carl Roth) fir 1 h bei 37°C in einer
feuchten Kammer inkubiert, nachfolgend dreimal fir 5 min mit 2 x SSC und einmal
fiir 2 min in 0,01 M HCI (Fulka) gewaschen. Zum Verdau von Proteinen wurden die
Praparate fir 15°min bei 37°C in einer Pepsin-Lésung inkubiert. Es folgten ein kurzer
Waschschritt mit H>Op4, sowie zwei Waschschritte mit 2 x SSC fiir je 5 min. Zum
Dehydratisieren der Zellkerne wurden die Praparate anschlieBend flr je 10 min
nacheinander in 70% [v/v], 80% [v/v], 90% [v/v] und 299,8% Ethanol
(Ethanolreihe) getaucht und schlieBlich fir 10 min bei 55°C auf einem Heizblock
getrocknet.

Denaturierung der DNA und Hybridisierung: Alle weiteren Arbeitsschritte wurden

soweit mdglich lichtgeschitzt durchgefiihrt. Die Denaturierung der Sonden-DNA und
der DNA auf den Objekttragern erfolgte entweder gleichzeitig oder getrennt
voneinander. Bei gleichzeitiger Denaturierung wurden zunachst 22yl der
zentrifugierten Hybridisierungs-Lésung vorsichtig auf die getrockneten Praparate
getropft, ein groBes Deckglaschen luftblasenfrei aufgebracht und die Praparate mit
Fixogum verschlossen. Nach dem Trocknen des Fixogums wurden diese, zum
Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange, in einer GeneAmp In Situ PCR Maschine
(Perkin Elmer) flir exakt 3 min bei 75°C inkubiert. Die Hybridisierung erfolgte direkt
im Anschluss in einer Metallbox im 37°C Wasserbad fur ca. 16 h. Alternativ wurde
die DNA auf den Objekttrédgern in geeigneten GlasgefaBen, geflllt mit 75 ml einer
frisch hergestellten Denaturierungs-Losung (pH-Wert auf 7,0 einstellen) fiir genau
2 min bei 72°C im Wasserbad denaturiert. Es wurden maximal vier Objekttrager
gleichzeitig inkubiert. Sofort danach wurden die Praparate erneut einer Ethanolreihe
(siehe oben) unterzogen, wobei die verschiedenen Ethanolverdinnungen auf -20°C
vorgeklhlt waren. SchlieBlich wurden die Prdaparate in der Sterilbank getrocknet.
Parallel wurde die Sonden-DNA fir 4 min bei 99°C im Heizblock denaturiert, direkt
danach in flissigem Stickstoff schockgefroren und langsam auf Eis aufgetaut. Nach
Zentrifugation wurden, wie oben beschrieben, je 22 pl des Hybridisierungsansatzes
auf den getrockneten Objekttragern verteilt und die Praparate mit einem
Deckglaschen und Fixogum verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte wie oben
beschrieben.

Stringenz-Waschungen, DAPI-Farbung und Konservierung der Praparate: Nach der

Hybridisierung wurde der Fixogum entfernt und die Praparate in 2 x SSC geschiittelt,
bis sich die Deckglaschen Iésten. Im Anschluss folgten drei Waschschritte fir je
5 min in einer frisch hergestellten Formamid-Waschlésung (pH-Wert auf 7,0
einstellen) bei 42°C, finf Waschschritte fir je 2 min in 2 x SSC bei 60°C und ein
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Waschschritt flir 2 min in einer Tween 20-Waschlésung bei 42°C. Nach einer kurzen
Equlibirierung in PBS, wurde die DNA auf den Praparaten mit einer 4,6-Diamidino-2-
phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI)-Lésung fir 15 min gefarbt, die Praparate erneut
kurz in PBS gewaschen und einer Ethanolreihe (RT) unterzogen. Das Trocknen der
Praparate erfolgte wiederum flir 10 min bei 55°C. Schlussendlich wurden 60 pl
SlowFade Gold Reagenz (Life Technologies) vorsichtig auf die Kerne gegeben,
Prazisions-Deckglaser (24 x 50 mm, Dicke: 0,17 mm +/- 0,005 mm; Carl Roth)
luftblasenfrei aufgebracht und die fertigen Praparate mit Nagellack verschlossen.

Dokumentation: Die Ubersichtsaufnahmen der FISH-Préparate wurden an dem

Epifluoreszenz-Mikroskop Keyence BZ 9000 (Generation II) mit dazugehoérigem
Software Programm BZ II Analyzer generiert. Die Detailaufnahmen hingegen
entstanden an einem Leica TCS SP8 Konfokal-Mikroskop, das mit einem 405 Dioden-
Laser/Photomultiplier Tube (PMT)-Dektektor (DAPI), einem Argon-Laser/Hybrid-
Detektor (Alexa 488) und der Leica Application Suite Advanced Fluorescence (LAS
AF) 3.1.0 Software ausgestattet ist. Zur weiteren Bearbeitung der aufgenommenen
Bilder diente die Adobe Photoshop CS4 Software.

5 Protein-Methoden

5.1 Allgemeines

Bei allen Protein-Methoden wurde, wenn nicht explizit anders angegeben, mit
eiskalten Puffern und Lésungen, sowie auf Eis oder bei 4°C gearbeitet. Zur Inhibition
prokaryotischer Proteasen wurde der cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-
frei) der Firma Roche herangezogen; zur Inhibition eukaryotischer Proteasen der
Protease Inhibitor Cocktail (Set III) der Firma Calbiochem. Als Phosphatase Inhibitor
diente der ebenfalls von Calbiochem bezogene Phosphatase Inhibitor Cocktail
(Set V). Die Dosierung der Inhibitoren erfolgte entsprechend der Angaben der
Hersteller.

5.2 Luciferase Reporter Assay

Nach Transfektion von MRC-5-Zellen in Duplikaten (siehe C 2.2) und 48-stlindiger
Inkubation wurden die Zellen in den Vertiefungen der 12-well-Platte mit 1 ml PBS
gewaschen. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 250 pl 1 x Passive Lysis Buffer
(Promega) und 15-mindtigem Schitteln des KulturgefaBes bei RT. AnschlieBend
wurde das Zelllysat quantitativ in ein 1,5-ml Reaktionsgefall UberfUhrt und die

Zelltrimmer sedimentiert (16100 x g, 1 min, RT). Je 20 pul des Zelllysats wurden in
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ein durchsichtiges 5 ml Polystyrol Rundbodenrdhrchen pipettiert. Nach Zugabe von
100 pl Luciferase-Assay-Reagenz (Promega) erfolgte die Messung der Lichtemission

im Luminometer (Lumat LB 9507; Berthold Technologies).

5.3 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

FUr die Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurde der Zellrasen zunachst zweimal
mit DMEM gewaschen. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber (Costar) in DMEM
mit Protease Inhibitoren abgekratzt und das KulturgefaB dreimal mit DMEM
nachgespilt. AnschlieBend wurden die vereinten Zellsuspensionen zentrifugiert
(2500xg, 10min) und das Medium komplett entfernt. Die sedimentierten Zellen
wurden in dem, flr den jeweiligen Versuch geeigneten Puffer lysiert.

Fir die Herstellung von Gesamtzellextrakten aus 6 x 10° infizierten oder
transfizierten MRC-5-Zellen wurde jedes Zellpellet in 30 ul MIPA-Puffer mit Protease
und Phosphatase Inhibitoren grindlich resuspendiert und fir 30 min inkubiert.
Unlésliche Zellbestandteile wurden sedimentiert (20000 x g, 30 min) und der
Uberstand mit einem Volumen 2 x Proteinauftragspuffer versetzt.

Fir Chromatinimmunprazipitationen wurden die Zellen vor der Ernte durch Zugabe
von 1% Formaldehyd (Thermo Scientific) zum Kulturtiberstand fir 10 min bei 37°C
fixiert. Fir Coimmunprazipitationen erfolgte die Fixierung fir 10 min bei RT, wobei
die Kulturen zuvor fir 10min auf RT gebracht wurden. Zum Abstoppen der
Quervernetzungs-Reaktionen wurden 125 mM Glycin zugegeben und die Kulturen flr

weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

5.4 Chromatinimmunprazipitation

Flr die Bestimmung der Nukleosomen-Okkupanz am viralen Genom in Abhangigkeit
verschiedener IEl-Varianten, wurden wachstumsarretierte Kontrollzellen (TetR-
Zellen) und Zellen, die Doxycyclin-induzierbar das Wildtyp-IE1 Protein (TetR-IE1-
Zellen) bzw. verschiedene IE1-Varianten exprimieren (siehe Tabelle C.4) verwendet.
Diese wurden mit einem IEl-defizienten hCMV-Stamm (TNdIIE1) mit einer moi von
ca. 0,5 PFU/Zelle infiziert. Pro Ansatz wurden die Zellen einer 15 cm-Kulturschale
72 h nach Doxycyclin-Behandlung und 8 h nach Infektion eingesetzt. Die ChIP wurde
im Wesentlichen wie in Nitzsche et al., 2008 beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen
eines Ansatzes wurden wie unter C 5.3 beschrieben fixiert, geerntet und
anschlieBend in 500 pyl ChIP-SDS-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren resuspendiert.
Nach 15-mindtiger Inkubation erfolgte das Fragmentieren des Chromatins durch
Beschallung im Bioruptor (Diagenode; Energieeinstellung: H (hoch), 30 s an/30 s
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aus) fir dreimal 5 min. Unldsliche Bestandteile wurden daraufhin sedimentiert
(20000 x g, 10 min). Jeder Ansatz wurde in drei IP-Proben geteilt und 1:10 mit
ChIP-Verdinnungspuffer versetzt. AuBerdem wurde ein Aliquot des Lysats als input-
Probe abgenommen, ein weiteres wurde flir Western Blot-Analysen (siehe C 5.10)
entnommen und mit 2 x Proteinauftragspuffer versetzt. Die IP-Ansatze wurden zur
Reduzierung des unspezifischen Hintergrundes mit 75 ul Protein A-Agarose/Lachs
Sperma DNA fir 30 min drehend inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation (100 x g,
1 min) wurde der Uberstand abgenommen und mit polyklonalem H3 Antikérper oder
rbIgG (siehe Tabelle C.6) versetzt und Uber Nacht unter Drehen inkubiert. Nach
Zugabe von 60 pl Protein A-Agarose/Lachs Sperma DNA wurden die Proben erneut
1 h drehend inkubiert. AnschlieBend wurde die Agarose-Matrix sedimentiert und
finfmal mit vier verschiedenen Waschpuffern in der Reihenfolge ChIP-Niedrig-
salzpuffer, ChIP-Hochsalzpuffer, ChIP-LiCl-Puffer und TE-Puffer (2 x) gewaschen. Zur
Reinigung der DNA wurden sowohl die IP-Proben (output-Proben) als auch die
gefallten input-Proben mit 100 pl einer 10%-igen [w/v] Chelex 100 (Bio-Rad)
Suspension versetzt und wie in Knoblach, 2010 beschrieben weiter prozessiert. Der
Anteil coimmunprazipitierter DNA an eingesetzter Gesamt-DNA wurde mittels qPCR
(siehe C 4.3) ermittelt.

Um eine mogliche CTD-abhangige Wechselwirkung zwischen IE1 und dem viralen
Genom mittels ChIP zu untersuchen, wurden wachstumsarretierte TetR-Zellen sowie
TetR-HA-IE1- bzw. TetR-HA-IE1CBM-Zellen (siehe Tabelle C.4) verwendet. Diese
wurden mit einem IEl-defizienten hCMV-Stamm (TBdIIE1) mit einer moi von ca.
2 PFU/Zelle infiziert. Pro Ansatz wurden die Zellen einer 15 cm-Kulturschale 72 h
nach Doxycyclin-Behandlung und 8 h nach Infektion eingesetzt. Das oben
beschriebene ChIP-Protokoll wurde wie folgt modifiziert: Die fixierten Zellen wurden
in 1 ml FastChIP-Puffer mit Protease Inhibitoren lysiert, das sedimentierte Chromatin
(12000 x g, 1 min) im selben Puffer einmal gewaschen und anschlieBend wie oben
beschrieben fragmentiert. Zur Entfernung von unspezifisch an Agarose bindendem
Material wurden pro Ansatz 75 pl Maus IgG-Agarose verwendet, die zuvor Uber Nacht
mit 0,2 pug/pl Lachs-Sperma DNA (Roche) inkubiert worden war. Nach Sedimentation
der Agarose-Matrix (100 x g, 1 min) wurde der Uberstand in zwei IP-Proben
aufgeteilt und zwei Aliquots als input-Proben abgenommen. Zum immunologischen
Nachweis (siehe C 5.10) der IE1-Proteine wurde ein weiteres Aliquot abgenommen
und mit 2 x Proteinauftragspuffer versetzt. Da die exprimierten IE1-Proteine eine
amino-terminale HA-Fusion besitzen, wurden flr die spezifische IP pro Ansatz 60 pl
Anti-HA-Agarose verwendet, die zuvor ebenfalls iber Nacht mit Lachs-Sperma DNA

inkubiert worden war (siehe oben). Als Negativkontrolle diente wiederum Maus IgG-
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Agarose/Lachs-Sperma DNA. Alle finf Waschschritte wurden mit FastChIP-Puffer
durchgefihrt. Die Reinigung der DNA erfolgte mit Chelex 100 (siehe oben).

5.5 Produktion und Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

Die Produktion von GST-Fusionsproteinen flir in vitro-Bindungsstudien erfolgte im
E. coli-Stamm Rosetta (siehe Tabelle C.3). Ein Einzelklon, transformiert mit pGEX-KG
oder mit einem pGEX-abgeleiteten Expressionsvektor, wurde in LB-Medium in
Gegenwart von 50 pg/ml Ampicillin, 20 pg/ml  Chloramphenicol und 2% [w/V]
Glukose Uber Nacht bei 28°C und 220 rpm kultiviert. Am nachsten Tag wurde die
Bakteriensuspension mit frischem Medium ohne Glukose auf eine ODgyp von 0,1
verdinnt und flir 2 bis 3 h bei 28°C und 220 rpm weiterkultiviert. Bei Erreichen einer
ODgoo von 0,6 wurde die Expression des Fremdgens durch Zugabe von 200 uM
Isopropyl B-D-Thiogalactosid induziert und die Bakterien fur 3 h (GST, GST-LANAs.,»
und GST-IE1476-491-Varianten) bzw. 6 h (GST-IE1 und GST-IE1;475) bei 28°C weiter
geschittelt, bevor diese schlieBlich geerntet wurden (2558 x g, 15 min). Die
sedimentierten Bakterien wurden in 1/5 Kulturvolumen GST-Waschpuffer mit
Protease Inhibitoren resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Bakterienpellet in 1/6 Kulturvolumen (bei Produktion im 125 ml-MaBstab) bzw. in
einem Kulturvolumen (bei Produktion im 1 ml-MaBstab) desselben Puffers
aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Nach dem Auftauen wurde die Bakteriensuspension zunachst mit 150 pg/ml Lysozym
und 25 U/ml Benzonase (Novagen) versetzt und 30 min inkubiert. Die anschlieBende
Bakterienlyse erfolgte durch Ultraschallbehandlung in RosettglaBchen mit der Makro-
Sonde eines Branson Sonifier 450 (duty cycle: 80%, output control: 2,5; 1 min
an/1 min aus) fir 10 min (bei Produktion im 125 ml-MaBstab) oder in 15 ml-
ReaktionsgefaBen im Eiswasserbad eines Bioruptors (Diagenode; Energieeinstellung:
H (hoch), 30 s an/30 s aus) fur 15 min (bei Produktion im 1 ml-MaBstab). Nach dem
Aufschluss wurden unldsliche Bakterienbestandteile sedimentiert (20000 bis
30600 xg, 30 min) und die Uberstdnde mit einem geeigneten Volumen 20% [v/V]
Triton X-100 auf eine Endkonzentration von 1% [v/v] Triton X-100 eingestellt. Zur
Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurde die Affinitdtsmatrix Glutathion-
Sepharose™ 4B verwendet. Diese wurde vor Gebrauch zundchst zweimal in 10
Bettvolumen GST-Equilibrierungs-Puffer gewaschen, fir 1 h in 10 Bettvolumen GST-
Equilibrierungs-Puffer mit 2% [w/v] BSA blockiert, erneut in 10 Bettvolumen
Equilibrierungs-Puffer gewaschen und in einem Bettvolumen desselben Puffers
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Bakterienlysate mit je 50 yl der

vorbereiteten Matrix pro 1 ml Lysat fir 2 h Uber Kopf gedreht. Die Affinitatsmatrix
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mit den gebundenen Fusionsproteinen wurde sedimentiert (500 xg, 5min) und
viermal mit mindestens 10 Bettvolumen Waschpuffer in der Reihenfolge GST-
Niedrigsalzpuffer (2 x), GST-Hochsalzpuffer (1 x) und erneut einmal mit GST-
Niedrigsalzpuffer gewaschen. Alle Waschpuffer waren mit Protease Inhibitoren
versetzt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die mit rekombinantem Protein
beladene Glutathion-Sepharose mit einem Bettvolumen GST-Niedrigsalzpuffer

Uberschichtet und bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank auf Eis gelagert.

5.6 Produktion und Reinigung rekombinanter Proteine aus H1299-
Zellen

Die Produktion von HA-Fusionsproteinen fiir in vitro-Bindungsstudien erfolgte in
H1299-Zellen. Etwa 48 h nach Transfektion (siehe C 2.2) mit den gewilnschten
Expressionsplasmiden wurden die H1299-Zellen geerntet (siehe C 5.3) und die
Zellpellets in 1 ml ColIP-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren resuspendiert. Nach 15-
minutiger Inkubation wurden unlésliche Bestandteile sedimentiert (20000 x g,
30 min) und der Uberstdnd mit Maus IgG-Agarose fir 1h drehend inkubiert. Nach
Zentrifugation (20000xg, 10 min) wurde der Uberstand mit Anti-HA-Agarose oder,
fir Negativkontrollen, mit Anti-Flag-Agarose (je 20 pl Bettvolumen) fir 1h unter
Drehen inkubiert. Die Protein-beladene Matrix wurde sedimentiert (1000x g, 1 min),
dreimal mit 1 ml CoIP-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren gewaschen und im selben

Puffer bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank auf Eis gelagert.

5.7 Saureextraktion von Histonen fiir in vitro-Bindungsstudien

Histone wurden in der Regel aus unbehandelten H1299-Lungenkarzinomzellen
mittels Saureextraktion gereinigt. Das Zellpellet einer konfluent bewachsenen 15 cm-
Kulturschale wurde vollstdndig in 1 ml hypotonem Lysepuffer mit Protease
Inhibitoren resuspendiert. Unter Mischen (Vortexer, Stufe 6,5) wurden weitere 4 ml
des hypotonen Lysepuffers zugegeben und das Lysat fir 5min inkubiert.
AnschlieBend wurden die isolierten Zellkerne sedimentiert (500xg, 5min) und
zweimal, wie oben beschrieben, mit demselben Puffer gewaschen (ohne die
finfminltige Inkubation dazwischen). Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Zellkerne in 1ml 0,2M H,SO, resuspendiert und fir 16h drehend inkubiert.
Unlésliche Bestandteile wurden sedimentiert (20000x g, 30 min), 900 ul
Saureextrakt zur Fallung der Histone mit 300ul 100%-iger Trichloressigsaure
(Sigma-Aldrich) versetzt und Uber Nacht bei -20°C inkubiert. Die ausgefallenen
Proteine wurden sedimentiert (20000xg, 15min), zunachst mit 1 ml Aceton mit
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0,05M HCI, anschlieBend mit 1 ml reinem Aceton gewaschen und an der Luft
getrocknet. Das Histonpellet wurde in einem geeigneten Volumen (675 bzw. 1000 pl)
ColP-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren aufgenommen, im Becherresonator eines
Branson Sonifier 450 beschallt (duty cycle: 80%, output control: 8, 10 Pulse) und
anschlieBend mehrmals auf- und abpipettiert.

Fir die Extraktion von Histonen aus mit pME-FLAG-H2A und davon abgeleiteten
Expressionvektoren transfizierten H1299-Zellen, wurde das oben beschriebene
Protokoll leicht modifiziert. Das Zellpellet einer 10 cm-Kulturschale wurde in 1 ml
FastChIP-Puffer mit Protease Inhibitoren Ilysiert, 5 min inkubiert und das
sedimentierte Chromatin (12000 x g, 1 min) im selben Puffer einmal gewaschen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 300 yl 0,2 M H,S04 resuspendiert und auf Grund der
schlechten Léslichkeit im Becherresonator eines Branson Sonifier 450 beschallt (duty
cycle: 80%, output control: 8, 10 Pulse). Alle weiteren Schritte wurden, wie oben
beschrieben, mit angepassten Volumina durchgefiihrt. Jedes Histonpellet wurde
schlieBlich in 250 pl ColP-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren geldst.

5.8 In vitro-Bindungsstudien

FUr in vitro-Bindungsstudien wurden die an Glutathion-Sepharose gebundenen GST-
Fusionsproteine (siehe C 5.5) oder die mit Anti-HA-Agarose immobilisierten HA-
Fusionsproteine (siehe C 5.6) mit saureextrahierten Histonen (siehe C 5.7) inkubiert.
Die Histonextrakte wurden vor Verwendung nochmals zentrifugiert (20000 x g,
30 min) um unlésliche Bestandteile zu sedimentieren. Je 20 pl Bettvolumen der
Protein-beladenen Glutathion-Sepharose wurden zur Equilibrierung zweimal mit 1 ml
ColP-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren gewaschen. Die immobilisierten GST- bzw.
HA-Fusionsproteinen wurden je nach Experiment mit 200 bis 900 pl Histonextrakt
versetzt. Nach grindlichem Mischen wurde ein Aliquot als input-Probe abgenommen
und mit 2 x Proteinauftragspuffer versetzt. Der restliche Bindungsansatz wurde flr
90 min drehend inkubiert. Nach der Bindungsreaktion wurden die Proben viermal im
gréBtmadglichen Volumen ColP-Waschpuffer mit Protease Inhibitoren gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand komplett entfernt und ein
geeignetes Volumen 1 x Proteinauftragspuffer zur Matrix gegeben (output-Proben).
Sowohl die input- als auch die output-Proben wurden flir 8 min bei 95°C erhitzt.
SchlieBlich wurden die Proben zentrifugiert (16162 x g, 5min), der Uberstand mit den
freigesetzten Proteinen abgenommen und in die SDS-PAGE (siehe C 5.10)
eingesetzt.
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5.9 Coimmunprazipitation

Flr Coimmunprazipitationen (ColIPs) wurden transfizierte H1299-Zellen einer 10 cm-
Kulturschale (siehe C 2.2) oder wachstumsarretierte TetR-, TetR-IE1- und TetR-
IE1;.475-Zellen (siehe Tabelle C.4) einer 15cm-Kulturschale eingesetzt. Circa 48h
nach Trensfektion bzw. 78 h nach Induktion wurden die Zellen geerntet (siehe C
5.3). Das fixierte Zellpellet wurde in 1 ml FastChIP-Puffer mit Protease Inhibitoren
resuspendiert und fir 5min inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat zentrifugiert
(12000 xg, 1 min), das Pellet in 1 ml FastChIP-Puffer gewaschen und schlieBlich in
1 ml desselben Puffers resuspendiert. Nach 10-minutiger Inkubation wurde das Lysat
dreimal 5min im Bioruptor (Diagenode; Energieeinstellung: H (hoch), 30 s an/30 s
aus) beschallt, um Nukleosomen zu solubilisieren. Im Anschluss wurden unldsliche
Bestandteile sedimentiert (20000xg, 30min) und der Uberstand mit 100 pl
equilibrierter Maus IgG-Agarose (entspricht 20 ul Bettvolumen, transfizierte H1299-
Zellen) oder mit 75pl Protein A-Agarose/Lachs Sperma DNA (MRC-5-abgeleitete
Zellen) 1h drehend inkubiert. AnschlieBend wurde die Matrix sedimentiert
(20000 xg, 10min), ein Aliquot als input-Probe abgenommen und der restliche
Uberstand wie folgt weiter prozessiert: Die Uberstande, die aus induzierten TetR,
TetR-IE1 und TetR-IE1l;.475-Zellen gewonnen wurden, wurden Uber Nacht mit
o-IE1/IE2 Antikérper bzw. mIgG (siehe Tabelle C.6) fiir 16 h und anschlieBend fir 1 h
mit 60 pul Protein A-Agarose/Lachs Sperma DNA drehend inkubiert. Dahingegen
wurden die Ubersténde, welche aus transfizierten H1299-Zellen gewonnen wurden,
mit 100yl equilibrierter Anti-HA- oder Anti-Flag-Agarose (entspricht 20 pl
Bettvolumen) inkubiert. Nach dem Sedimentieren der Protein-beladenen Agarose
(100xg, 1min) wurde der Uberstand abgesaugt und die Proben einmal mit 1 ml
FastChIP-Puffer mit Protease Inhibitoren gewaschen, welcher anstatt EDTA 2 mM
MgCl, enthielt. Zum Abbau von DNA in den Proben wurde die Matrix erneut
sedimentiert (100xg, 1min), trocken-gesaugt und mit 100 pul 1 x DNase Puffer
(Ambion) mit 2pul (4U) DNase I (Ambion) fir 15min bei RT inkubiert. Daraufhin
wurde 1 ml FastChIP-Puffer mit Protease Inhibitoren zu den Proben gegeben und die
Matrix weitere finfmal mit 1 ml desselben Puffers gewaschen. Nach der letzten
Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und 45 pl 1 x Proteinauftragspuffer zu
den Protein/Matrix-Komplexen gegeben. Schlussendlich wurden die output-Proben
fir 10 min, die input-Proben fir 5min bei 95°C inkubiert, alle Proben zentrifugiert
(16162 x g, 5min) und die Uberstande mittels Western Blot (siehe C 5.10) analysiert.
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5.10 Proteinauftrennung und -detektion

Soweit nicht anders angegeben, wurden Protein-Proben in 1 x Proteinauftragspuffer
fir 5min bei 95°C erhitzt. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine
entsprechend ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS-PAGE) nach Laemmli, 1970. Zum Nachweis der aufgetrennten Proteine
wurden diese entweder direkt im Gel mit Coomassie Brilliant Blue (PlusOne
Coomassie Blue PhastGel R-350, GE Healthcare) nach Herstellerangaben angefarbt
oder mittels Western Blot analysiert. Dazu wurden die Proteine, wie beschrieben
(Krauss, 2007), auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und immunologisch,
detektiert. Fur die Chemilumineszenzreaktion wurde das SuperSignal West Pico bzw.
SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrat (Thermo Scientific) nach
Anleitung des Herstellers verwendet. Die flr den immunologischen Nachweis
verwendeten Primar- und HRP-gekoppelten Sekundarantikérper kénnen der Tabelle
C.6 entnommen werden.

Um die Intensitat von Protein-Banden quantifizieren zu kénnen, wurden Coomassie-
gefarbte Gele bzw Roéntgenfilme mit 72 dpi gescannt. Die Banden wurden
anschlieBend mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogrammes Scion-Image 4.0 (Scion

Corporation) und der Programmerweiterung GelPlot2 densitometrisch quantifiziert.

5.11 Immunfluoreszenzfirbung

Fir die Immunfarbung von Proteinen wurden H1299- oder MRC-5-Zellen in 6-well-
Platten auf Prazisions-Deckglaser (1,5 H, 24 mm Durchmesser, Carl Roth) ausgesat.
Die H1299-Zellen wurden wie unter C 2.2 beschrieben transfiziert. MRC-5-Zellen
hingegen wurden bei Erreichen der Konfluenz mit hCM-Viren oder mock infiziert
(siehe C 3.2). Ungefahr 48 h nach Transfektion bzw. Infektion wurden die Zellen
zunachst dreimal kurz mit PBS-T gewaschen und anschlieBend flr 20 min bei -20°C
mit Methanol (Merck) fixiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei RT
durchgefihrt. Nach zweimaligem kurzem Waschen mit PBS-T wurden die Zellen
zunachst fur 1 h in IF-Blockierungsldsung inkubiert, danach flr eine weitere Stunde
in der jeweiligen Primarantikérperverdiinnung. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal fir 5 min mit PBS-T gewaschen, mit entsprechender Sekundar-
antikdrperverdinnung fir 1 h inkubiert und nochmals dreimal fiir 5 min gewaschen,
bevor die Praparate schlieBlich mit ProLong Gold Reagenz mit DAPI (Life
Technologies) eingedeckt wurden. Die verwendeten Primar- und Fluorochrom-
gekoppelten Sekundarantikérper sind in Tabelle C.6 aufgelistet und wurden im
angegebenen Verhdltnis mit PBS verdinnt.
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Die IF-Praparate wurden mit Epifluoreszenz-Mikroskopen betrachtet und fotografiert.
Dazu wurde entweder ein Keyence BZ 9000 (Generation II) oder ein Leica DMRX mit
eingebauter Digitalkamera (Retiga-SRV, Q-Imaging) und die dazugehdrigen Software
Programme BZ II Analyzer bzw. Image-Pro Plus 2.6 (Q-Imaging) verwendet. Zur
weiteren Bearbeitung aller aufgenommenen Bilder diente die Adobe Photoshop CS4
Software. Von einigen IF-Bildern wurde der Grad der Ubereinstimmung zwischen
Pixeln im grinen und blauen Kanal mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogrammes
Image J (National Institutes of Health) und der Programmerweiterung
Colocalization_Finder (Version 1.2) quantifiziert. Dazu wurde die Pearson Korrelation

von autokontrastierten Bildern mit acht Bit Farbtiefe berechnet.

5.12 Molecular Modeling

Das in silico-Modell des IE1-CTD/Nukleosom-Komplexes wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Hans Robert Kalbitzer (Universitdt
Regensburg) generiert. Es basiert auf einem Alignment der LANA-CTD (Aminosduren
4-17) mit der IE1-CTD (Aminosauren 476-491) und der publizierten Réntgenkristall-
struktur des LANA,.17/Nukleosom-Komplexes (Barbera et al., 2006; PDB: 1zla). Das
zugrunde liegende Alignment wurde mit dem PERMOL Modul (Méglich et al., 2005)
der Software AUREMOL (Gronwald et al., 2004) generiert und durch die Programme
ClustalW2 und EMBOSS Stretcher bestatigt. Fur die Berechnung des Modells wurden
die beiden Programme PERMOL und Crystallography & NMR System (Briinger et al.,
1998; Bringer, 2007) verwendet. Die detaillierte Vorgehensweise ist in Mlicke et al.,
2014 beschrieben.
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1 Charakterisierung der IE1-Histon-Interaktion

1.1 Das IE1-Protein besitzt zwei Histon-bindende Bereiche mit
unterschiedlichen Spezifitaten fiir H2A/H2B und H3/H4

Wie in der Einleitung beschrieben, konnte in friheren Interaktionsstudien der
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass das hCMV IE1-Protein Nukleinsdure-unabhangig
an die vier core-Histone H2A, H2B, H3 und H4 bindet (Mlcke, 2010; Bernhardt,
2010; siehe auch Mlcke et al., 2014). Des Weiteren ist seit langem bekannt, dass
IE1 Uber die carboxy-terminale CTD mit zelluldrem mitotischem Chromatin
colokalisiert (Reinhardt et al., 2005). Es schien daher interessant zu untersuchen, ob
der Bereich im IE1-Protein, der die Interaktion mit mitotischem Chromatin vermittelt
auch fur die Bindung von IE1 an die vier core-Histone bendtigt wird.

Dazu wurde ein um die CTD verklrztes IE1-Protein (IE1l;.475) sowie ein amino-
terminal verkulrztes IE1-Protein, welches nur die CTD (IE1476-491) umfasst, zusammen
mit dem Volllange IE1 in einer in vitro-Bindungsstudie auf Interaktion mit zelluldren
Histonen getestet (Abbildung D.1). Als Kontrolle diente die amino-terminale KSHV
LANA-CTD (LANAs.»,), da bekannt ist, dass diese an H2A/H2B-Dimere auf der
Nukleosomen-Oberflache bindet (Barbera et al., 2006). Die genannten Proteine
wurden, neben unfusionierter Glutathion-S-Transferase (GST), als GST-Fusions-
proteine im E. coli-Stamm Rosetta produziert und mit Glutathion-Sepharose
affinitatsgereinigt (siehe C 5.5). Im Anschluss wurden die gereinigten, an Glutathion-
Sepharose gebundenen Proteine GST, GST-IE1, GST-IEl;.475, GST-IEl476.491 und
GST-LANAs.,, sowie proteinfreie Glutathion-Sepharose als weitere Spezifitats-
kontrolle, mit saureextrahierten Histonen aus H1299-Zellen inkubiert (siehe C 5.7
und C 5.8). Um Wechselwirkungen zwischen den genannten Proteinen und Histonen
zu analysieren, wurden die Proben in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen elektro-
phoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Zum
GroBenvergleich wurden auBerdem je 1,5 pug rekombinante Histone H2A, H2B, H3.1
und H4 der Firma NEB auf das Gel aufgetragen.

In Abbildung D.1 B ist zu erkennen, dass das Volllange GST-IE1 mit allen vier core-
Histone in aquimolaren Mengen interagierte, wahrend das um die CTD verkirzte
GST-IE1; 475 im Vergleich eine schwachere Bindung an die Histone H2A und H2B
zeigte. Die Interaktion mit H3 und H4 jedoch war zwischen GST-IE1 und GST-IE1;.475
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vergleichbar. Im Gegensatz dazu konnte sowohl fUr GST-IEl476.491 als auch GST-
LANAs.», keine spezifische Interaktion mit H3 und H4 beobachtet werden, stattdessen
zeigten die beiden CTDs eine selektive Affinitdt fir H2A und H2B. Die
Wechselwirkung zwischen GST-IE1l476.491 und H2A/H2B war weniger ausgepragt als
die zwischen GST-IE1 und den beiden Histonen, aber vergleichbar mit der
Wechselwirkung zwischen GST-IE1; 475 bzw. GST-LANAs_,>, und H2A/H2B. Keines der
getesteten GST-Fusionsproteine zeigte eine spezifische Interaktion mit dem linker-
Histon H1.

A 1 100
L | amino acids
CTD
IE1 e \|
1E1476.401 N
IE1, ., (e — Abbildung D.1: In vitro-Bindungsstudie zur
CcTD Identifizierung Histon-bindender Bereiche im
LANA IE1-Protein. (A) Schematische Ubersicht der
Volllange sowie der verklrzten hCMV IE1- und
LANA; 5, KSHV LANA-Proteine, mit relativer Lokalisation der
jeweiligen CTD. (B) Unfusionierte GST und die
B o - angegebenen GST-Fusionsproteine wurden in E. coli
6 0 % q produziert und mittels Glutathion-Sepharose
‘g‘_ J:] § ¢ < affinitdtsgereingt. Proteinfreie Glutathion-Sepha-
_ c g = E‘_ E“ % rose-Matrix und die mit GST bzw. den
o o B ﬁ Er B R E B verschiedenen  GST-Fusionsproteinen  beladene
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il L T T 2 0 0 0 © O T T |Histonen aus H1299-Zellen inkubiert. Gleiche
80 | —— — s Proteinmengen der jeweiligen Kdderproteine sowie
ig - der Histon-input und, als Histon-GroBenstandard, je
1,5 pg rekombinante Histone H2A, H2B, H3.1 und
30 — H4 der Firma NEB wurden in einem 15%-igen SDS-
25 - — — Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Der Stern (*)
17 kennzeichnet Histon H1-Varianten.
; o —

Bei der Wiederholung dieses Experiments mit denselben Kéderproteinen und
Histonfraktionen, die hauptsachlich H2A/H2B-Dimere oder H3/H4-Dimere
bzw. -Tetramere enthielten, konnten die oben beschriebenen Bindungsspezifitdten
reproduziert werden (Bernhardt, 2010; siehe auch Micke et al., 2014).

Aus den Beobachtungen der in vitro-Bindungsstudien kénnen mehrere
Schlussfolgerungen gezogen werden. Zum einen interagiert das IE1-Protein mit den
core-Histonen Uber mindestens zwei verschiedene Proteinbereiche mit
unterschiedlichen Praferenzen fir H2A/H2B und H3/H4. Wahrend die IE1-CTD
selektiv nur an H2A und H2B bindet, interagiert die zweite, weiter amino-terminal
gelegene Histon-bindende Region mit allen vier core-Histonen, wobei eine Praferenz
fir H3/H4 erkennbar ist. Zum anderen gibt es eine auffallende Ahnlichkeit zwischen
der Histon-Bindung der LANA- und der IE1-CTD.
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1.2 Drei saure Domadnen innerhalb des IE1-Carboxy-Terminus bilden
neben der CTD das zweite Histon-Bindemotiv

Nachdem aus den vorangegangenen Bindungsstudien zweifelsfrei hervorging, dass
das IE1-Protein neben der CTD mindestens eine weitere Histon-bindende Domane
besitzt, wurde im Weiteren versucht diese(n) Proteinbereich(e) zu kartieren. Bei den
folgenden Analysen wurde ein besonderes Augenmerk auf den carboxy-terminalen
Abschnitt des IE1-Proteins gelegt, da sich hier mehrere saure Domanen (acidic
domains, AD) befinden und der Schluss nahe lag, dass die basischen, positiv
geladenen Histon-Moleklle mit sauren, negativ geladenen Bereichen im IE1-Molekil
wechselwirken. Die verwendeten internen IE1-Deletionsmutanten sind in Abbildung
D.2 dargestellt. Die Proteine waren alle amino-terminal mit dem neun Aminosauren

umfassenden Hamagglutinin (HA)-Epitop fusioniert.
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Abbildung D.2: Schematische Ubersicht des Wildtyp hCMV IE1-Proteins mit wichtigen
regulatorischen Domanen und der verwendeten IEl-Deletionsmutanten. Neben dem Wildtyp IE1-
Protein (hCMV TN-Stamm) mit einer Gesamtldnge von 491 Aminosduren (As) sind die verwendeten verkirzten
IE1-Proteinmutanten dargestellt. Der gestrichelt umrandete weiBe Bereich entspricht der jeweils deletierten
Region. NLS, nukledres Lokalisationssignal; AD1, acidic domain 1: As 373-386; S/P, Serin/Prolin-reiche
Domaéne: As 395-409; AD2, acidic domain 2: As 421-445; AD3, acidic domain 3: As 451-475; CTD, chromatin-
tethering domain: As 476-491.

Neben den bereits in der Arbeitsgruppe vorliegenden Plasmiden, die fir HA-IE1AAD1,
HA-IE1AAD2, HA-IE1AAD3 und HA-IE1AAD2-AD3 kodieren, wurden Konstrukte
hergestellt, die fir HA-IE1-Fusionsproteine mit internen Deletionen der AD1-AD2-
(pcDNA-HA-IE1dI373-445), sowie der AD1-AD2-AD3-Domdnen (pcDNA-HA-
IE1dI373-475) kodieren (siehe C 1.7.2.2.2). Die genannten HA-IE1-Fusionsproteine
wurden, zusammen mit dem Volllange IE1 und einem um die CTD verklrzten IE1 als
Kontrollen, in H1299-Zellen exprimiert, anschlieBend mit Anti-HA-Agarose

immunprazipitiert und mit saureextrahierten Histonen aus H1299-Zellen inkubiert
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(siehe C 5.6 bis C 5.8). Um Interaktionen zwischen den getesteten IE1-Proteinen
und Histonen zu analysieren, wurden die Proben in 15%-igen SDS-
Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue
gefarbt. Da sich die getesteten IE1-Proteine unterschiedlich gut mit Coomassie
Brilliant Blue anfarben lieBen und das HA-IE1AAD1-AD2-Protein im Gel zudem auf
gleicher Héhe mit der schweren Antikérperkette lauft, wurden die Kdderproteine
zusatzlich mittels Western Blot hachgewiesen (Abbildung D.3).

Alle eingesetzten HA-IE1-Proteine konnten erfolgreich exprimiert und immun-
prazipitiert werden. Aufgrund unterschiedlicher Transfektions-Effizienzen, Protein-
stabilitdten und/oder Immunprazipitations-Effizienzen konnten jedoch, selbst bei
mehrmaliger Wiederholung des Experiments, keine ganz gleichmaBigen IE1-Protein-
Mengen erreicht werden. Dennoch ist gut zu erkennen, dass die eingesetzte IE1-

Menge nicht mit der Fahigkeit Histone zu binden korreliert.
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Abbildung D.3: Identifizierung des zweiten Histon-bindenden Bereiches des hCMV IE1-Proteins. (A)
H1299-Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert. Die entsprechenden HA-IE1-
Fusionsproteine wurden 48 h spater mit Anti-HA-Agarose oder Anti-Flag-Agarose (Negativkontrolle)
immunprazipitiert und mit sdureextrahierten Histonen aus H1299-Zellen oder mit Puffer inkubiert. Jeweils
gleiche Anteile der output- bzw. input-Proben wurden in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und
anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. (B) Die Kdderproteine in den output-Proben wurden
zusatzlich mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers 3F10 (178), welcher gegen
den HA-Fusionsanteil gerichtet ist, detektiert.

In diesem experimentellen Ansatz konnten zunachst die Ergebnisse des GST-
capture-Assays bestatigt werden (vgl. Abbildung D.1). Wahrend das Volllange IE1
mit allen vier core-Histonen in etwa aquimolaren Mengen interagierte, zeigte das um
die CTD verkirzte IE1;.475 eine im Vergleich schwachere Bindung an die Histone H2A
und H2B. Zudem war klar erkennbar, dass die Deletion je einer sauren Domane

(IE1AAD1, IE1AAD2 und IE1AAD3) im IE1-Protein einen kaum merklichen Effekt auf
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die Histon-Interaktion hatte. Bei gleichzeitiger Deletion zweier (IE1AAD1-AD2 und
IE1AAD2-AD3) oder aller (IELIAAD1-AD3) sauren Bereiche jedoch, war die Histon-
Bindung deutlich reduziert und lag kaum bzw. Gberhaupt nicht Gber der Hintergrund-
Bindung der Anti-Flag-Kontrolle.

Zusammenfassend kann man anhand der Ergebnisse schlussfolgern, dass der zweite
Histon-bindende Bereich im IE1-Protein die sauren Domanen AD1, AD2 und AD3
umfasst, wobei diese additiv oder synergistisch zur IE1-Histon-Interaktion beitragen.
Da die Bindung wahrscheinlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den
basischen Histonen und den sauren Proteinabschnitten des IE1 beruht, kommt es
wohl bei Unterschreitung einer kritischen Anzahl negativer Ladungen im IE1-Protein

zum Verlust der Interaktion.

1.3 Die Interaktion von IE1 mit zellulairen Nukleosomen erfolgt auch in
Interphase-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass das um die CTD-verkilirzte IE1-Protein zwar
noch an core-Histone bindet (siehe Abbildung D.1 und Abbildung D.3), jedoch nicht
mehr in der Lage ist, mit zelluldrem mitotischem Chromatin zu assoziieren
(Reinhardt et al., 2005). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die IE1-CTD-
vermittelte Bindung an die Histone H2A und H2B eine spezifische Rolle wahrend der
Mitose spielen koénnte. Da flr die bisher durchgefiihrten Interaktionsstudien
Histonpraparationen aus Kulturen verwendet wurden, die einen sehr geringen Anteil
an mitotischen Zellen aufwiesen (ca. 3%), die Bindung von IE1 und im Speziellen
von IEl476-491 an Histone jedoch sehr robust nachweisbar war, ist es jedoch
wahrscheinlich, dass das IE1-Protein auch wahrend der Interphase Uber die CTD mit
zellularem Chromatin interagiert. Auch flir die LANA-CTD ist eine Zellzyklus-
unabhangige Bindung an zelluldre core-Histone beschrieben (Barbera et al., 2006).
Im Folgenden sollte nun Uberprift werden, ob die Deletion der CTD einen Einfluss
auf die Chromatin-Bindung des IE1-Proteins in Interphasezellen hat.

Um dieser Frage nachzugehen wurden Coimmunprazipitationen mit Zellen, die
induzierbar das Volllange IE1-Protein (TetR-IE1-Zellen) bzw. ein um die CTD-
verklrztes Protein (TetR-IE1l;475-Zellen) exprimieren und in der Gp-Phase des
Zellzyklus arretiert waren durchgefihrt (siehe C 5.9). Als Kontrollzellen dienten IE1-
negative TetR-Zellen. Zweiundsiebzig Stunden nach Induktion mit Doxycyclin wurden
die Zellen mit Formaldehyd fixiert und anschlieBend geerntet. Nach Zelllyse und
Solubilisierung der Nukleosomen durch Ultraschallbehandlung wurden die |6slichen
Extrakte in die Immunprazipitation mit einem Antikérper, der sowohl das Volllange
IE1-, als auch das carboxy-terminal verkirzte IE1l;475-Protein erkennt, eingesetzt.
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Um zu gewadhrleisten, dass nur Protein-Protein-Wechselwirkungen detektiert werden,
wurde die verbleibende DNA in den Proben in einem DNase-Schritt, welcher zwischen
der Immunprazipitation und den Wasch-Schritten durchgefihrt wurde, verdaut.
Durch Western Blot-Analyse wurden die IE1-Proteinvarianten schlieBlich auf
coprazipitiertes Histon H2A und H2B untersucht.

Aus Abbildung D.4 ist klar zu erkennen, dass das Volllange IE1-Protein auch unter
den hier gewahlten experimentellen Bedingungen mit den beiden untersuchten
Histonen interagierte, wahrend das verkilirzte IE1l;.475-Protein wenig (H2A) bzw.

keine (H2B) Bindung an die Histone zeigte.
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Abbildung D.4: Interaktion zwischen der IE1-CTD und den Histonen H2A und H2B in Interphase-
Zellen. TetR-, TetR-IE1- und TetR-IE1;.475-Zellen wurden in der Go-Phase des Zellzyklus arretiert. Dazu wurden
die Zellen im konfluenten Zustand fir sieben Tage im selben Medium und 48 h vor Zellernte in Serum-
reduziertem Medium (0,5% statt 10% FKS) kultiviert. Die Expression der IE1-Proteine wurde 72 h vor der
Fixierung der Zellen mit Doxycyclin (insgesamt 1 pg/ml) induziert. Die Proteine in den Zellen wurden durch
Formaldehyd quervernetzt, die Zellen lysiert und die Gesamtzellextrakte sonifiziert, um Nukleosomen zu
solubilisieren. Die anschlieBende Immunpréazipitation wurde mit einem IE1/IE2-spezifischen Antikdrper
(MAB810R, 217) bzw. unspezifischem mIgG durchgefihrt, wobei zur Prazipitation der Antigen/Antikdrper-
Komplexe Protein A-Agarose diente. Die input- und output-Proben wurden zum Nachweis der Histone in
15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen und zum Nachweis von IE1 in 10%-igen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. Die Detektion von IE1, H2A und H2B erfolgte durch Western Blot-Analyse mit monoklonalen
(a-IE1/IE2, 217) bzw. polyklonalen (a-H2A, 128; a-H2B, 42) Antikorpern.

Analog zum KSHV LANA-Protein bindet IE1 also auch in der Interphase und nicht nur
wahrend der Mitose Uber die CTD an H2A und H2B und folglich an Chromatin.
Wahrend die CTD flr die IE1-Chromosomen-Interaktion notwendig und ausreichend
ist (Reinhardt et al., 2005), scheint der zweite Histon-bindende Bereich fir die
Interaktion mit Nukleosomen keine Rolle zu spielen. Vielmehr ist aufgrund der
bisherigen experimentellen Daten zu vermuten, dass die sauren Domanen im IE1-

Protein eher an DNA-freie Histone binden.
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1.4 Die IE1-CTD enthalt ein zehn Aminosauren umfassendes
Nukleosom-bindendes Motiv

Um die IE1-CTD-Nukleosom-Interaktion genauer zu charakterisieren und so einen
Einblick in die molekularen Details dieser Interaktion zu bekommen, sollten mittels
Alanin-Mutagenese individuelle Aminosaurereste innerhalb der CTD identifiziert
werden, die an der Histon-Bindung beteiligt sind.

Dazu wurden verschiedene pGEX-IE1476-491-Konstrukte generiert, die fur IE1476-491-
Varianten kodieren, bei denen der Reihe nach jede Aminosdure einzeln durch Alanin
ersetzt wurde. Das einzige Alanin innerhalb der CTD wurde durch Glycin ersetzt
(Abbildung D.5).
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Abbildung D.5: Darstellung der verwendeten CTD-Varianten fiir in vitro-Bindungsstudien und
Immunfluoreszenz-Analysen. Die Wildtyp (wt) CTD Aminosdure-Sequenz und die Aminosaure-Sequenzen
der verschiedenen mutierten CTD-Peptidvarianten mit Angabe der jeweiligen Bezeichnung sind untereinander
aufgelistet. Die durch Alanin bzw. Glycin ersetzten Aminosauren sind grin hinterlegt.

Als Negativkontrolle wurde auBerdem ein pGEX-Konstrukt generiert, bei dem die
ersten beiden kodierenden Basen-Triplets der CTD durch Stopp-Codons ersetzt
wurden (siehe C 1.7.2.2.3). Samtliche mutierte IE1-CTD-Varianten wurden, neben
der Wildtyp CTD als Positivkontrolle, zunachst als GST-Fusionsproteine in E. coli
exprimiert, mit Glutathion-Sepharose gereinigt und in in vitro-Bindungsstudien mit
saureextrahierten Histonen aus H1299-Zellen eingesetzt (siehe C 5.5, C 5.7 und C
5.8). Die CTD-Stopp-Mutante, also unfusionierte GST, diente als Negativkontrolle.
Zur Analyse der Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen CTD-Varianten und
den Histonen, wurden die Prdazipitate in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen elektro-
phoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. AuBerdem wurde
die Histon-Bindungs-Effizienz aller CTD-Mutanten im Vergleich zur Wildtyp CTD
quantifiziert (Abbildung D.6).
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Abbildung D.6: Identifizierung eines Histon-bindenden Motivs innerhalb der IE1-CTD mittels
in vitro-Bindungsstudien. (A) GST fusioniert mit der Wildtyp CTD bzw. den verschiedenen IEl.76-491-
Peptidvarianten sowie unfusionierte GST wurden in E. coli produziert und anschlieBend mit Glutathion-
Sepharose affinitdtsgereinigt. Die verschiedenen immobilisierten Proteine wurden mit sdureextrahierten
Histonen aus H1299-Zellen inkubiert. SchlieBlich wurden jeweils gleiche Anteile der input- bzw. output-Proben
in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. (B) Die H3-, H2A-,
H2B- und H4-output-Banden, sowie die dazugehdrigen IE1l476.491-output-Banden aus (A) wurden densito-
metrisch quantifiziert. Aus dem Quotienten wurde jeweils die Histon-Bindungs-Effizienz im Vergleich zur Wildtyp
CTD auf demselben Gel (100%) berechnet und prozentual aufgetragen. Diese Abbildung entstand in
Zusammenarbeit mit Katrin Gerrer im Rahmen ihrer Bachelor-Arbeit.

Erstaunlicherweise stellte sich heraus, dass nur vier Aminosauren innerhalb der CTD
flir die Bindung an Histone essentiell sind, namlich H481, M483, T485 und R486.
Ersetzte man einen dieser Reste durch Alanin, zeigten die entsprechenden CTD-
Varianten keinerlei Wechselwirkung mehr mit den Histonen. AuBerdem konnten
weitere sechs Aminosdurereste (S479, T480, P482, V484, S487 und K488)
identifiziert werden, die unterstitzend auf die IE1-CTD-Nukleosom-Interaktion
wirkten. Tauschte man einen dieser Reste gegen Alanin, so war die Bindung der
entsprechenden CTD-Varianten an die Histone im Vergleich zur Wildtyp CTD deutlich
abgeschwacht. Alle Aminosduren ,stromaufwarts™ des S479 (G476, G477 und K478)
und ,stromabwarts® des K488 (A489, D490 und Q491) hingegen hatten keinen
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nennenswerten negativen Effekt auf die IE1-CTD-Histon-Bindung. Tatsachlich zeigte
die D490A-Variante sogar eine starkere Bindung an Histone als die Wildtyp CTD.
Auffallig war, dass die IE1-CTD bei diesem Experiment nicht wie zuvor (vgl.
Abbildung D.1) nur mit den Histonen H2A und H2B interagierte, sondern mit allen
vier core-Histonen. Das liegt wahrscheinlich an den leicht modifizierten
experimentellen Bedingungen, die dazu gefihrt haben kdnnten, dass bei dieser
Versuchsreihe die Konzentration der Histone in den Sdureextrakten hoéher war,
weshalb mehr Histone als Oktamere vorlagen. Dadurch kam es vermutlich nicht nur
zur direkten Wechselwirkung zwischen der IE1-CTD und den H2A/H2B-Dimeren,
sondern auch zu indirekten Wechselwirkungen mit den Histonen H3 und H4. Eine
Interaktion mit dem linker-Histon H1 konnte auch bei diesem Experiment nicht
beobachtet werden.

Um den Zusammenhang zwischen der Histon-Bindung der IE1-CTD und der
Assoziation mit zellularem mitotischem Chromatin genauer zu untersuchen, wurden
die beschriebenen 1E1l476-491-Peptidvarianten als EGFP-Fusionsproteine in H1299-
Zellen exprimiert. Als Positivkontrolle diente die amino-terminal an EGFP fusionierte
Wildtyp CTD, als Negativkontrolle wiederum unfusioniertes EGFP (CTD-Stopp-
Mutante). Die mit den entsprechenden pEGFP-Expressionsvektoren (siehe C
1.7.2.2.2) transfizierten H1299 Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit Methanol
fixiert. Im Anschluss wurden die EGFP-Fusionsproteine immunologisch gefarbt und
schlieBlich die Lokalisation der verschiedenen CTD-Varianten relativ zu zellularem
mitotischem Chromatin mittels IF-Mikroskopie analysiert (siehe C 5.11). Des
Weiteren wurden die Ergebnisse der Colokalisationsstudie durch Berechnung des
Pearson-Korrelationskoeffizienten quantifiziert (Abbildung D.7 A und B).
Interessanterweise waren die vier selben Aminosauren innerhalb der CTD, die sich
bereits flr die Interaktion mit Histonen als unabdingbar erwiesen hatten, auch
essentiell fur die Colokalisation der IE1-CTD mit mitotischem Chromatin. Tauschte
man diese Aminosauren (H481, M483, T485 und R486) einzeln gegen Alanin, wurde
die CTD nicht mehr ans mitotische Chromatin rekrutiert. Auch die sechs Amino-
sdurereste, welche die Histon-Bindung maBgeblich unterstiitzen (S479, T480, P482,
V484, S487 und K488), trugen zur Colokalisation der IE1-CTD mit dem zelluldren
mitotischen Chromatin bei. Bei Ersetzen einer dieser Aminosauren wurde ein
intermediarer Phanotyp beobachtet, bei dem zwar der GroBteil der CTD-Peptide am
mitotischen Chromatin lokalisiert war, jedoch ein ,Schleier® an ungebundenen CTD-
Peptiden um das Chromatin zu erkennen war. Wiederum hatten alle anderen
Aminosauren, also diejenigen ,stromaufwarts" des S479 (G476, G477 und K478) und

~Sstromabwarts" des K488 (A489, D490 und Q491) keinen nennenswerten negativen
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Effekt auf die Assoziation der IE1-CTD mit zelluldren Chromosomen. Dahingegen
zeigte sich auch bei der Colokalisations-Studie, dass die D490A-Variante sogar eine

effizientere Bindung an das Chromatin vermittelte als die Wildtyp CTD.
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Abbildung D.7: Identifizierung eines Chromatin-bindenden Motivs innerhalb der IE1-CTD mittels
indirekter Immunfluoreszenz-Analyse in mitotischen Zellen. (A) H1299-Zellen wurden mit pEGFP-
Expressionsplasmiden transfiziert, die fir EGFP oder fir EGFP, das mit der Wildtyp CTD (wt) bzw. mit den
verschiedenen IE1l476.491-Peptidvarianten fusioniert ist, kodieren. Nach 48 h wurden die Zellen mit Methanol
fixiert, der EGFP-Fusionsanteil mit einem polyklonalen Antikérper (o-GFP, 124) und einem Alexa Fluor 488-
gekoppelten Sekundarantikérper immunologisch detektiert und durch Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert.
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Zellulare DNA wurde mit DAPI gefarbt. Dargestellt sind jeweils reprasentative Einzelbilder geférbter mitotischer
Zellen sowie die Uberlagerung der beiden Kanale. (B) Um die Ergebnisse der Colokalisationsstudie zu
quantifizieren, wurde der Grad der Ubereinstimmung zwischen Pixeln im griinen und blauen Kanal durch
Berechnung des Pearson-Korrelationskoeffizienten bestimmt (1 = perfekte positive Korrelation, 0 = keine
Korrelation, -1 = perfekte negative Korrelation). Die Sdulen reprasentieren den Mittelwert und die
Standardabweichung aus jeweils drei zufdllig ausgewahlten Bildern mitotischer Zellen. Um die Unterschiede
zwischen der Wildtyp CTD und den einzelnen Mutanten auf statistische Signifikanz hin zu untersuchen, wurde
ein Student-t-Test durchgefuhrt (* p < 0,1; ** p < 0,01). (C) H1299-Zellen wurden mit pCMV.TetO-Plasmiden
transfiziert, die flr das Wildtyp IE1, IE1,.475 oder Vollldnge IE1-Proteine, bei denen eine Aminosdaure (M483A)
oder vier Aminosauren (IE1 NBM) innerhalb der CTD durch Alanin substituiert wurden, kodieren. Bei den
substituierten Aminosduren handelt es sich um solche, die sich in (A) und (B) als essentiell fliir die Assoziation
der CTD mit zellularen Chromosomen erwiesen. Nach 48 h wurden die Zellen mit Methanol fixiert und die IE1-
Varianten mit einer 1:1 Mischung zweier monoklonaler Antikorper (a-IE1 [IE1 G10], 215 und o-IE1 [6E1], 216)
und einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekunddrantikérper immunologisch detektiert und durch Fluoreszenz-
Mikroskopie analysiert. Zellulare DNA wurde mit DAPI gefarbt. Dargestellt sind jeweils reprasentative
Einzelbilder gefarbter mitotischer Zellen, sowie die Uberlagerung der beiden Kanile. (D) Skizzierung des
Nukleosom-bindenden Motivs (NBM) innerhalb der IE1-CTD basierend auf den Ergebnissen aus (A), (B) und (C)
sowie der Abbildung D.6. Aminosauren, die sich fir die Histon-Bindung und fiir die Interaktion mit zellularem
Chromatin als essentiell oder unterstiitzend erwiesen sind hervorgehoben. Die Teilabbildung (A) entstand in
Zusammenarbeit mit Katrin Gerrer im Rahmen ihrer Bachelor-Arbeit.

Die Ergebnisse der beiden Versuchsansatze, also der Histon-Bindungsstudie und der
Colokalisationsstudie, decken sich nahezu perfekt. Deshalb ist die Schlussfolgerung
zu ziehen, dass die Assoziation der IE1-CTD mit zellularem mitotischem Chromatin
durch die Bindung an die Histone H2A und H2B vermittelt wird.

Der Einfluss der vier, fiur die Interaktion der IE1-CTD mit Chromatin essentiellen
Aminosaurereste wurde zusatzlich im Kontext des Volllange IE1-Proteins untersucht.
Dazu wurden zunachst Konstrukte hergestellt, die flir IE1-Proteine kodieren, bei
denen entweder nur eine Aminosaure (M483A, IE1 M483A) oder gleichzeitig vier
Aminosauren gegen Alanin ausgetauscht wurden (H481A/M483A/T485A/R486A, IE1
NBM). AnschlieBend wurden H1299-Zellen mit den generierten Expressionsplasmiden
sowie Kontrollplasmiden, die fur das Volllange IE1-Protein bzw. ein um die CTD
verkiirztes IE1-Protein kodieren, transfiziert. Die Zellen wurden 48h nach
Transfektion mit Methanol fixiert und die IE1-Varianten anschlieBend, zusammen mit
zellularem Chromatin, gefarbt. Die Lokalisation der verschiedenen IE1-Proteine
relativ zu zellularem mitotischem Chromatin wurde wiederum mittels IF-Mikroskopie
analysiert (Abbildung D.7 C).

Bei gleichzeitiger Substitution der vier Aminosauren H481, M483, T485 und R486
oder einzelner Substitution der Aminosaure M483 verlor IE1 sogar im Kontext des
Volllange Proteins jegliche Assoziation mit den kondensierten zelluldaren
Chromosomen.

Anhand der beschriebenen Ergebnisse konnte ein zehn Aminosdauren umfassendes
Nukleosom-bindendes Motiv (NBM: STHPMVTRSK) im Zentrum der IE1-CTD
identifiziert werden, das aus den vier fir die Histon- und Chromatin-Interaktion
essentiellen Aminosauren H481, M483, T485 und R486 sowie den sechs, die Histon-
und Chromatin-Interaktion unterstitzenden Aminosauren S479, T480, P482, V484,
S487 und K488 (Abbildung D.7 D) besteht.
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1.5 Die Interaktion zwischen der IE1-CTD und zelluliren Nukleosomen
ist abhangig von sauren Resten innerhalb des H2A-Molekiils

Nachdem die Aminosduren innerhalb der IE1-CTD identifiziert worden waren, die fiur
die Interaktion von IE1 mit zelluldren Nukleosomen relevant sind, sollte im Weiteren
untersucht werden, welche Aminosaurereste auf Seiten der Histone an der
Komplexbildung beteiligt sind. Dank der Aufklarung der Rdntgenkristallstruktur des
LANA-CTD/Nukleosom-Komplexes ist bekannt, dass negativ geladene Reste im
Histon H2A, die an der Ausbildung einer sauren Taschen auf der Nukleosomen-
Oberflache beteiligt sind, eine maBgebliche Rolle bei der Interaktion zwischen dem
LANA-Peptid und dem Nukleosom spielen. Betrachtet man wiederum die
Ahnlichkeiten der Histon-Bindung zwischen der IE1- und der LANA-CTD (siehe
Abbildung D.1) so liegt die Vermutung nahe, dass die beiden CTDs mit ahnlichen
Aminosauren des H2A-Moleklls in Wechselwirkung treten.

Um diese These zu untersuchen, wurden zundchst pME-Konstrukte hergestellt, die
fir Flag-markierte H2A-Varianten kodieren, bei denen je eine der insgesamt neun
negativ geladenen Aminosauren gegen Alanin ausgetauscht wurde. Sechs dieser
geladenen Aminosauren (E56, E61, E64, D90, E91 und E92) tragen wiederum zur
Ausbildung der sauren Tasche bei. Zusatzlich wurden zwei Tripel-Mutanten generiert,
bei denen zugleich drei negativ geladene Aminosauren (E61/E64/D90 und
D90/E91/E92) gegen Alanin substituiert wurden (siehe C 1.7.2.2.2 und Abbildung
D.8 A).

Im Anschluss wurden H1299-Zellen mit den Expressionsplasmiden, die flir die
diversen mutierten Flag-H2A-Varianten bzw. flr das Flag-markierte Wildtyp H2A
kodieren, transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen geerntet, die Histone der
verschiedenen Ansdtze durch Saureextraktion gereinigt und in in vitro-Bindungs-
studien mit immobilisiertem Wildtyp GST-IE1l476-491 eingesetzt (siehe C 5.7 und C
5.8). Als Negativkontrolle wurde zum einen ein Histonextrakt aus H1299-Zellen,
welche mit dem leeren pME18S-Konrollvektor transfiziert waren, mit der IE1-CTD
inkubiert. Zum anderen wurde proteinfreie Glutathion-Sepharose mit einem
Histonextrakt inkubiert, der aus H1299-Zellen gewonnen wurde, die mit dem Wildtyp
H2A-kodierenden pME-Flag-H2A transfiziert waren. Um Interaktionen zwischen den
getesteten H2A-Mutanten und dem IEl4,6.491-Peptid zu analysieren, wurden die
input- und output-Proben in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
aufgetrennt und zum Nachweis von GST-IEl476-491 Mit Coomassie Brilliant Blue
gefarbt. Prazipitiertes Flag-markiertes H2A wurde mittels Western Blot detektiert
(Abbildung D.8 B).
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Abbildung D.8: Identifizierung negativ geladener H2A-Reste innerhalb der nukleosomalen sauren
Tasche, die die Wechselwirkung mit der IE1-CTD vermitteln. (A) Darstellung der Histon H2A.A-Sequenz
(H2A Typ 1-B/E). Saure H2A-Aminosaurereste, die mittels ortsgerichteter Mutagenese durch Alanin ersetzt
wurden sind in griin dargestellt. Negativ geladene Reste, die zur Ausbildung der sauren Tasche beitragen, sind
zusatzlich unterstrichen. (B) Proteinfreie Glutathion-Sepharose oder Glutathion-Sepharose beladen mit GST-
IE1476-491 Wurde mit saureextrahierten Histonen aus H1299-Zellen inkubiert, die zuvor mit dem leeren pME18S-
Vektor transfiziert worden waren (w/o) bzw. mit Expressionsplasmiden, die flir Flag-markiertes Wildtyp H2A
oder die angegebenen H2A-Mutanten kodieren. Jeweils gleiche Anteile der input- bzw. output-Proben wurden in
15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Der Nachweis der
Flag-H2A-Varianten erfolgte durch Western Blot-Analyse mit einem monoklonalen Antikdrper, der gegen das
Flag-Epitop gerichtet war (M2, 180). (C) H1299-Zellen wurden gleichzeitig mit dem leeren pME18S-
Kontrollvektor oder mit Expressionsplasmiden, die flir Flag-markiertes Wildtyp H2A oder die verschiedenen
H2A-Mutanten kodieren und mit Plasmiden, die fir HA-markiertes Vollldnge IE1 bzw. IE1l;.4;5 kodieren,
transfiziert. Nach 48 h wurden die Proteine in den Zellen mit Formaldehyd quervernetzt, die Zellen lysiert und
die Gesamtzellextrakte sonifiziert, um Nukleosomen zu solubilisieren. Die anschlieBende Immunprazipitation
erfolgte mit Anti-HA- bzw. Maus-IgG-Agarose. Die input- und output-Proben wurden zum Nachweis der Histone
in 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen, zum Nachweis von IE1 in 10%-igen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. Die Detektion von IE1 und H2A erfolgte durch Western Blot-Analyse mit monoklonalen
Antikoérpern, die gegen den HA- bzw. den Flag-Fusionsanteil (3F10, 178 bzw. M2, 180) gerichtet waren. (D) Die
Flag-H2A Banden der output- und input-Proben aus (C) wurden densitometrisch quantifiziert. Aus dem
Quotienten wurde jeweils die IE1-Bindungs-Effizienz im Vergleich zum Wildtyp H2A auf demselben Gel (100%)
berechnet und prozentual aufgetragen.
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Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass nur die Mutationen der
Aminosaurereste E56, E61, E64 und D90, die alle innerhalb der nukleosomalen
sauren Tasche liegen, zu einem Verlust der Interaktion zwischen dem H2A und der
IE1-CTD fluhrten. Fir die beiden H2A-Tripel-Mutanten konnte ebenfalls keine
Interaktion mit dem IE1476-491-Peptid nachgewiesen werden. Dagegen blieb bei den
H2A-Mutanten E41A, D72A, E91A, E92A und E121A die Bindungsaktivitat fir die IE1-
CTD erhalten.

Um dieses Ergebnis im Kontext des Vollldnge IE1-Proteins zu verifizieren, wurden
Coimmunprazipitationen durchgefihrt. Dazu wurden die oben beschriebenen H2A-
Mutanten zusammen mit einem HA-markierten Wildtyp IE1- bzw. IE1; 475 in H1299-
Zellen exprimiert. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion der entsprechenden
pME-Flag-H2A- und pcDNA-HA-Plasmide mittels Kalzium-Phosphat-Pazipitation
wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert und anschlieBend geerntet. Nach Zelllyse
und Solubilisierung zelluldrer Nukleosomen durch Ultraschallbehandlung wurden die
I6slichen Extrakte in die Immunprazipitation mit Anti-HA-Agarose oder, als
Negativkontrolle, mit Maus-IgG-Agarose eingesetzt (C 5.9). Die Interaktion der
verschiedenen H2A-Varianten mit dem IE1-Protein wurde mittels Western Blot
untersucht. Zudem wurde die IE1-Bindungs-Effizienz der verschiedenen H2A-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp H2A bestimmt (Abbildung D.8 C und D).

Analog zur oben beschriebenen in vitro-Bindungsstudie, konnte auch bei diesem
Experiment keine Abschwachung der IE1-Bindungseffizienz bei den H2A-Varianten
mit den Aminosdure-Substitutionen E41A, D72A, E91A, E92A und E121A festgestellt
werden. Tatsachlich scheinen diese Mutationen die H2A-IE1l-Interaktion sogar zu
verstarken. Dahingegen konnte reproduzierbar gezeigt werden, dass die einzelnen
Aminosaure-Substitutionen E56A, E61A, E64A und D90A und die dreifache
Aminosaure-Substitution D90A/E91A/E92A im H2A-Protein die Bindung an IE1l
abschwachte. Die IE1-Bindungseffizienz war bei der H2A-Mutante am deutlichsten
reduziert, bei der zugleich die drei Aminosauren E61, E64 und D90 gegen Alanin
ausgetauscht wurden. Das liegt wohl daran, dass jeder dieser Aminosaurereste
bereits bei Einzelsubstitution einen negativen Effekt auf die IE1-Bindung hatte und
sich diese Einzel-Effekte in der Tripel-Mutante addierten.

Wie erwartet verlor keine der H2A-Varianten komplett die Fahigkeit an das virale
Protein zu binden. Diese Beobachtung ist dadurch zu erkldaren, dass bei dem
beschriebenen Experiment das Histon H2A U(Uberexprimiert wurde und so
wahrscheinlich gréBere Mengen an H2A, das nicht mit DNA assoziiert war, in den
transfizierten Zellen vorlagen. Deshalb wurden wohl zusatzlich DNA-freie Histone
Uber den zweiten Histon-bindenden Bereich (AD1, AD2 und AD3) im IE1 gebunden.
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Folglich zeigte auch das um die CTD verkiirzte IE1;.475 eine leichte Interaktion mit
(DNA-freiem) H2A.

Insgesamt lassen die hier dargestellten Ergebnisse darauf schlieBen, dass die
Interaktion zwischen der IE1-CTD und dem Histon H2A selektiv durch bestimmte
negativ geladene H2A-Reste vermittelt wird, die innerhalb der sauren Tasche auf der
Nukleosomen-Oberflache liegen (E56, E61, E64 und D90). Dagegen sind alle negativ
geladenen H2A-Reste, die nicht zur Ausbildung dieser Tasche beitragen, flir die IE1-

Bindung irrelevant.

1.6 Die IE1- und LANA-CTD konkurrieren um die Bindung an zellulares
Chromatin

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die IE1-CTD Uber die Bindung in die saure
Tasche, die durch das H2A/H2B-Dimer ausgebildet wird, mit Nukleosomen und damit
zellularem Chromatin interagiert. Da diese Art der Wechselwirkung sehr stark die Art
der Interaktion der LANA-CTD mit dem zelluldaren Chromatin widerspiegelt, stellte
sich die Frage, ob die CTDs der beiden viralen Proteine die gleiche Bindungsstelle auf
der Nukleosomen-Oberflache nutzen und folglich um diese konkurrieren.

Um diese Fragestellung zu adressieren, wurde die LANA-CTD als EGFP-Fusionsprotein
(EGFP-LANAs.;;) zusammen mit einem HA-IE1-Fusionsprotein (HA-IE1) in H1299-
Zellen exprimiert und die Lokalisation der beiden Proteine relativ zu zellularem
mitotischem Chromatin mittels Immunfluoreszenz-Analyse beurteilt (siehe C 5.11).
Als Kontrollen wurde EGFP-LANAs.,>, zusammen mit unfusioniertem HA bzw. HA-IE1
zusammen mit unfusioniertem EGFP exprimiert, wobei die beiden getesteten Proteine
(EGFP-LANAs.,>, und HA-IE1) in mitotischen Zellen, wie erwartet, mit dem
kondensierten Chromatin colokalisierten. Jedoch kam es bei gleichzeitiger Expression
von HA-IE1 und EGFP-LANAs.,, zur teilweisen Freisetzung von GST-LANAs.,> vom
mitotischen Chromatin, wahrend das HA-IE1 sogar anndhernd vollstandig durch das
LANA-Peptid verdrangt wurde. Wie zu erwarten, colokalisierte das um die CTD
verkirzte IE1;.475 nicht mit den kondensierten Chromosomen und hatte keinerlei
Einfluss auf die Chromosomen-Assoziation des EGFP-LANAs.,>-Proteins (Abbildung
D.9).

Dass die beiden CTDs in der Tat um die Bindung an Nukleosomen konkurrieren,
konnte auch in in vitro-Kompetitionsstudien demonstriert werden (Bernhardt, 2012;
siehe auch Micke et al., 2014). Dazu wurden saureextrahierte Histone aus H1299-
Zellen mit steigenden molaren Mengen an IE1-Protein oder mit IE1; 475 inkubiert und
anschlieBend in in vitro-Bindungsstudien mit immobilisiertem GST-LANAs.»>

eingesetzt. Wahrend IE1 die Bildung von LANAs.,»/Histon-Komplexen konzentrations-
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abhdngig inhibierte, zeigte das um die CTD verkirzte IE1 einen wesentlich
geringeren negativen Effekt auf die Interaktion zwischen der LANA-CTD und den
core-Histonen. Umgekehrt konkurrierte ein synthetisch hergestelltes LANA-CTD-
Peptid um die Bindung der IE1-CTD an die core-Histone, wahrend ein mutiertes

LANA-Peptid keinen negativen Effekt auf die Bindungs-Effizienz hatte.

HA HA-IE1 HA-IE1 HA-IE1 HA-IE1, 476

1-475

EGFP-LANA; ,, EGFP EGFP-LANA; ,, EGFP EGFP-LANA,

5-22

Abbildung D.9: Die HA-IE1- und EGFP-
LANAG;s.>>-Fusionsproteine konkurrieren um
die Assoziation mit zellularem mitotischem
Chromatin. H1299-Zellen wurden mit pcDNA-
HA- und pEGFP-Expressionsplasmiden, die fur
die angegebenen Proteine kodieren, doppel-
transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen mit
Methanol fixiert, die IE1-Varianten mit einem
monoklonalen Antikérper (MAB810R, 217) und
einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Sekundar-
antikdrper und EGFP mit einem polyklonalen
Antikérper (a-GFP, 124) und einem Alexa Fluor
488-gekoppelten Sekundarantikérper immuno-
logisch detektiert. Zelluldre DNA wurde mit
DAPI gefarbt und die Praparate mittels
Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Dargestellt
sind jeweils reprasentative Einzelbilder
gefarbter mitotischer Zellen, sowie die Uber-
lagerung der drei Kanéle.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse stark darauf hin, dass die IE1- und die
LANA-CTD dieselbe Bindungsstelle im Nukleosom, namlich die durch die Histone H2A
und H2B ausgebildete saure Tasche nutzen.

1.7 In silico-Modell des IE1-CTD/Nukleosom-Komplexes

Die Nutzung derselben Bindungsstelle auf der Nukleosomen-Oberflache Iasst
vermuten, dass konservierte Aminosaurereste innerhalb der CTDs der beiden viralen
Proteine IE1 und LANA existieren, welche die Wechselwirkung mit den Histonen H2A
und H2B vermitteln.

Um diesen Gedanken zu Uberprifen, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Dr. Hans Robert Kalbitzer (Universitat Regensburg) ein Alignment mit den
Aminosauresequenzen der IE1-CTD (IEl476.491) und der LANA-CTD (LANA4.17)
generiert. Das von den verwendeten Software-Programmen (siehe C 5.12)
errechnete Alignment beinhaltet in der Tat drei konservierte Aminosauren sowie eine
konservierte und zwei semi-konservierte Substitutionen zwischen der amino-
terminalen LANA- und der carboxy-terminalen IE1-CTD (Abbildung D.10 A). Ein

zweites Alignment, das nur von dem Programm LALIGN (European Bioinformatics
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Institute) errechnet wurde, weist ebenfalls drei konservierte Aminosauren zwischen

den beiden CTD-Sequenzen auf (Daten nicht gezeigt, siehe aber Mlicke et al., 2014).

A D RA486
LANA 4 PGMRLR--SGRSTGAP 17
IE1l 476 GGKSTHPMVTRSKADQ 491
* s *%k . .
B

C
e v a1 |

G G K 8§ T HP MV TR S K A D Q
476 477 478 479 480 481 482 483 484 485 486 487 488 489 490 491
H E E E E E Q

K
113 106 11061 92 64 56 44
L JL ] L
H2B H2A H2B

Abbildung D.10: In silico-Modell der IE1-CTD im Komplex mit der durch die Histone H2A und H2B
ausgebildeten sauren Tasche des Nukleosoms. (A) Darstellung des fir das homology modeling
herangezogenen Aminosduresequenz-Alignments der Peptide IEl476.491 und LANA4.;; (* = konservierte
Aminosaure, : = konservierte Substitution, . = semi-konservierte Substitution). (B) Darstellung des Struktur-
blindels der zehn IE1l476-49:-Strukturen mit niedrigster Gesamtenergie nach Anwendung des Explicit Water
Refinement (RMSD = 0,038 nm), basierend auf dem Sequenz-Alignment aus (A) und der Réntgenkristallstruktur
des LANA4.17/Nukleosom-Komplexes (PDB: 1zla). (C) Vorhergesagte intra- und intermolekulare
Wasserstoffbriicken-Bindungen im IE1476-491/Nukleosom-Komplex, basierend auf dem Sequenz-Alignment aus
(A) und der Rontgenkristallstruktur des LANA4.;7/Nukleosom-Komplexes. Schwarze Pfeile symbolisieren
vorhergesagte Interaktionen zwischen der IE1-CTD und den Histonen H2A und H2B, die auch im
LANA,.17/Nukleosom-Komplex vorkommen. Rote Pfeile hingegen symbolisieren vorhergesagte Interaktionen, die
flir den IEl476-491/Nukleosom-Komplex spezifisch sind. Die Pfeile zeigen vom Donor der Wasserstoffbricken-
Bindung zum Akzeptor. (D) Frontansicht des Modells mit der niedrigsten Gesamtenergie der IE1-CTD im
Komplex mit dem H2A/H2B-Dimer, basierend auf dem Sequenz-Alignment aus (A) und der Rontgenkristall-
struktur des LANAs.17/Nukleosom-Komplexes. Das H2A/H2B-Dimer ist in Oberflachen-Darstellung abgebildet,
wobei positiv geladene Seitenketten blau und negativ geladene Seitenketten rot gefarbt sind. H2A-Reste, die in
Bindungsstudien essentiell fiir die Interaktion mit der IE1-CTD waren (siehe Abbildung D.8) bzw. im gezeigten
Modell als fur die Interaktion kritische Reste vorhergesagt wurden, sind angegeben. Das in die saure Tasche
eingepasste virale IE1476.491-Peptid ist als Stabchenmodell abgebildet. Zur besseren Orientierung sind die IE1-
Reste P482 und R486 durch Pfeile markiert. (E) zeigt das in (D) dargestellte Modell nach einer Drehung um 90°
in der angezeigten Richtung. Diese Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Dr. Hans Robert Kalbitzer, insbesondere mit Barbel Kieninger und Prof. Dr. Werner Kremer (Universitat
Regensburg).
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Der Unterschied der beiden Alignments basiert hauptsachlich auf der Positionierung
der RS-Sequenz innerhalb der IE1-CTD (R486, S487) relativ zu einer der beiden RS-
Sequenzen in der LANA-CTD (R9, S10 oder R12, S13). Alle weiteren moéglichen
Alignments wurden ausgeschlossen, da sie die flr die Nukleosom-Bindung bendtigten
Aminosauren innerhalb der LANA-CTD nicht beinhalteten.

Basierend auf den zwei oben beschriebenen Amisosauresequenz-Alignments und der
publizierten Réntgenkristallstruktur des LANA4.17/Nukleosom-Komplexes (Barbera et
al., 2006; PDB: 1zla) wurden zwei Homologie Modelle des IEl476-491/Histon-
Komplexes erstellt. Mit Hilfe von festgelegten Einschrankungen flir Wasserstoff-
briicken-Bindungen, interatomare Abstande und dihedrale Winkel wurden fiir jedes
der beiden Modelle, anhand des sogenannten restrained simulated annealing, 1000
madgliche IE1-CTD Strukturen berechnet. Die jeweils zehn stabilsten Strukturen, das
heiBt diejenigen mit der niedrigsten Gesamtenergie, wurden im sogenannten explicit
water refinement weiter prozessiert. Die Berechnungen resultierten schlieBlich in
einem zehn Strukturen umfassenden IE1,476-491-Strukturbindel fir jedes der beiden
alternativen Modelle (siehe Abbildung D.10 B und Micke et al., 2014). Die so
erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die IE1-CTD, dhnlich wie die LANA-
CTD, eine pB-Haarnadelstruktur annehmen kann. Das Strukturblndel des hier
vorgestellten Modells ist mit einer mittleren quadratischen Abweichung (root-mean-
square deviation, RMSD) des Peptid-Rickgrats von 0,038 nm sehr gut definiert
(Abbildung D.10 B), wahrend das alternative Modell mit einem Wert von 0,200 nm
wesentlich schlechter definiert ist (Daten nicht gezeigt, siehe aber Milicke et al.,
2014). Im dargestellten Modell wird die von der IE1-CTD ausgebildete
B-Haarnadelstruktur durch vier intramolekulare Wasserstoffbriicken-Bindungen
zwischen Atomen der Peptid-Hauptkette stabilisiert. Zusatzlich existieren zehn
intermolekulare Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen Aminosaureresten der IE1-
CTD und des H2A/H2B-Dimers, wobei sich drei der beteiligten Reste auf Seiten des
Histons H2A (E56, E61, E64) bereits in Bindungsstudien (siehe Abbildung D.8) als
essentiell flr die Interaktion mit der IE1-CTD erwiesen (Abbildung D.10 C und
Abbildung D.11).

Ein dreidimensionales Modell der IE1-CTD im Komplex mit dem H2A/H2B-Dimer zeigt
die exzellente Form- und Ladungs-Komplementaritdt zwischen dem viralen Peptid
und der nukleosomalen sauren Tasche (Abbildung D.10 D, E und Abbildung D.11).
Im Gegensatz zu dem hier dargestellten Modell, bildet die IE1-CTD im alternativen
Modell nur drei intra- und finf intermolekulare Wasserstoffbriicken-Bindungen aus
(siehe Mlcke et al., 2014). Obwohl beide errechnete Modelle die in dieser Arbeit

beschriebenen Beobachtungen der in vitro- und in vivo-Bindungsstudien gréBtenteils
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bestatigen, favorisieren die in silico-Ergebnisse und die Schlussfolgerungen aus den
Mutagenese-Experimenten das hier vorgestellte Modell.

Abbildung D.11: Momentaufnahmen aus einem
animierten 3D Modell des IE1-CTD/Nukleosom-
Komplexes. Das Histon-Oktamer eines Nukleosoms
ist in blau in Ribbon-Darstellung, die um das
Oktamer gewundene DNA als orange/blaue
Doppelhelix gezeigt. Die an die saure Tasche des
H2A/H2B-Dimers gebundene IE1-CTD ist als weiBes
Stdbchenmodell abgebildet. (A) zeigt eine Uber-
sichtsaufnahme des kompletten Nukleosoms mit der
daran gebundenen IE1-CTD, die eine B-Haarnadel-
struktur ausbildet. In (B) sind die intramolekularen
Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den ange-
gebenen Aminosdureresten des IEl.76.401-Peptids,
die zur Stabilisierung der B-Haarnadelstruktur
beitragen, als rot gestrichelte Linien dargestellt. (C
und D) zeigen Detailaufnahmen der Wechselwirkung
zwischen dem IE1-Peptid und den angegebenen
sauren H2A/H2B-Resten. Intermolekulare Wasser-
stoffbriicken-Bindungen zwischen Aminosaureresten
der IE1-CTD und den Histonresten sind wiederum
als rot gestrichelte Linien dargestellt. Die als Vorlage
fur diese Abbildung dienende Animation des 3D
Modells wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Dr. Hans Robert Kalbitzer, insbesondere von Bérbel
Kieninger und Prof. Dr. Werner Kremer (Universitat
Regensburg) erstellt.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass der GroBteil der vorhergesagten Interaktionen
zwischen der IE1-CTD und dem H2A/H2B-Dimer im favorisierten Modell auch im
LANA-CTD/Nukleosom-Komplex vorkommen. Jedoch wurden anhand des Modells
ebenso Interaktionen vorhergesagt, die nicht im LANA-CTD/Nukleosom-Komplex
auftreten und somit fir die Wechselwirkung der IE1-CTD mit der sauren Tasche des
Nukleosoms spezifisch sind. Die Interaktion zwischen dem Nukleosom und der IE1-

bzw. der LANA-CTD ist somit nicht vollstéandig, aber teilweise konserviert.

2 Funktionelle Untersuchungen zur IE1-Histon-Interaktion

2.1 Charakteristika der verwendeten hCMV-Stamme

Nachdem die zwei Histon-bindenden Bereiche im IE1-Protein identifiziert und die
molekularen Details der Interaktion zwischen der IE1-CTD und zelluldrem Chromatin
aufgeklart worden waren, stellte sich im Weiteren die Frage, welche Funktion die
Wechselwirkung des IE1-Proteins mit Histonen hat.

Fir die nachfolgenden funktionellen Untersuchungen wurden hauptsachlich
Infektionsexperimente mit verschiedenen hCMV-Stammen durchgefiihrt. Dabei
kamen neben dem laboradaptierten Towne (TN)-Stamm die beiden klinischen hCMV-
Isolate FIX (FX) und TB40/E (TB) zum Einsatz. Der TN-Stamm wurde urspringlich
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aus dem Urin eines hCMV-infizierten Kindes isoliert, ist jedoch aufgrund der hohen
Anzahl an Zellkultur-Passagen an die Vermehrung in humanen Fibroblasten
angepasst (laboradaptiert) und gilt als apathogen. Der FX-Stamm wurde aus dem
klinischen Isolat VR1814 einer schwangeren Frau mit primarer hCMV-Infektion
gewonnen (Hahn et al., 2002), der TB-Stamm aus dem Rachen eines
immunsupprimierten Patienten nach Knochenmarktransplantation (Sinzger et al.,
1999, 2008). Im Gegensatz zu laboradaptierten hCMV-Stammen, haben der FX- und
der TB-Stamm nur eine sehr begrenzte Anzahl an Passagen in kultivierten
Fibroblasten durchlaufen und sind daher weiterhin in der Lage auch andere,
physiologisch relevante Zelltypen, wie beispielsweise Endothelzellen oder Monocyten-
abgeleitete Zellen, zu infizieren.

Der Verlust des breiten Zelltropismus der laboradaptierten Stamme ist durch
Mutationen im UL128-131 Gen-Locus, als Folge der hohen Anzahl an Zellkultur-
Passagen in Fibroblasten zu erkldaren. Im Prinzip kénnen hCMV-Partikel zwei
verschiedene Membran-standige Protein-Komplexe enthalten, die fiir die Infektion
unterschiedlicher Zelltypen verantwortlich sind. Zum einen wird ein Komplex aus den
drei hCMV-Glycoproteinen gH/gL/gO, zum anderen ein pentamerer Komplex
bestehend aus gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 gebildet. Der Komplex aus gH/gL/gO
ist fir die Infektion von Fibroblasten wichtig, wohingegen fir die Infektion anderer
Zelltypen (z.B. Endothel- und Epithelzellen) der pentamere Komplex bendétigt wird.
Wahrend also die Mutation eines der drei pUL128-131-Proteine bereits den Verlust
des breiten Zelltropismus nach sich zieht, ist die Infizierbarkeit von Fibroblasten
dadurch nicht betroffen, was die groBe Mutationshaufigkeit dieser Proteine in
laboradaptierten hCMV-Stammen erklart (Hahn et al., 2004; Wang und Shenk, 2005;
Adler et al., 2006; Ryckman et al., 2008; Freed et al., 2013).

Da im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine mdgliche funktionelle Bedeutung der IE1-
Nukleosom-Interaktion nicht nur in Fibroblasten, sondern auch in anderen
Zellsystemen untersucht werden sollte (sieche D 2.4.7), war es also unabdingbar

auch auf die beiden genannten klinischen hCMV-Isolate zuriickzugreifen.

2.2 Histon-bindende Bereiche im IE1-Protein haben keinen Einfluss auf
die Nukleosomen-Dichte am viralen Genom

Klrzlich konnte in einer internationalen Kollaboration mit Beteiligung unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass das IE1 Protein wahrend der produktiven hCMV-
Infektion die globale Nukleosomen-Dichte am viralen Genom reduziert und zusatzlich

eine entscheidende Rolle bei der zeitlichen Reorganisation von Nukleosomen entlang
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des viralen Genoms spielt (Zalckvar et al., 2013). Jedoch ist der molekulare
Mechanismus, der diesen Beobachtungen zugrunde liegt, bisher ungeklart.

Daher wurde im Folgenden die naheliegende Hypothese untersucht, dass die
Eigenschaft des IE1-Proteins Histone zu binden im funktionellen Zusammenhang mit
der antagonistischen Wirkung von IE1 auf die Chromatinisierung des viralen Genoms
steht. Dazu wurde die Nukleosomen-Okkupanz am viralen Genom in Abhangigkeit
verschiedener IE1-Proteinvarianten mittels ChIP-Analysen bestimmt, wobei
stellvertretend fir das komplette Nukleosom die Besetzung mit dem Histon H3
untersucht wurde. Bei den ChIP-Experimenten wurde ein besonderes Augenmerk auf
die im ersten Teil dieser Arbeit identifizierten Histon-bindenden Bereiche innerhalb
des IE1-Proteins gelegt, also auf die drei sauren Domdnen AD1, AD2 und AD3 sowie
auf die CTD.

Die Bereitstellung der verschiedenen IE1l-Varianten erfolgte in trans anhand von
MRC-5-abgeleiteten Zellen, die Doxycyclin-induzierbar das Wildtyp IE1-Protein bzw.
die getesteten IE1-Varianten exprimieren. Die Infektion aller Zellen erfolgte mit
jeweils derselben Viruspraparation einer IE1-Deletionsmutante des TN-Stammes.

FUr die ChIP-Analyse wurden demnach zunachst wachstumsarretierte TetR-IE1dI373-
386 (AAD1)-, TetR-IE1dI395-409 (AS/P)-, TetR-IE1dl421-445 (AAD2)-, TetR-
IE1dl421-475 (AAD3)-, TetR-IE1dI373-420 (AAD1-S/P)-, TetR-IE1dl421-475 (AAD2-
AD3)- und TetR-IE1;.475-Zellen flir 72 h mit Doxycyclin behandelt, um die Expression
der verschiedenen IE1l-Proteinvarianten zu induzieren. Als Kontrollen dienten TetR-
IE1-Zellen bzw. IEl-negative TetR-Zellen, die ebenfalls fir 72h mit Doxycyclin
behandelt worden waren. Im Anschluss wurden alle Zellen fir 8h mit dem IE1-
defizienten hCMV-Stamm (TNdIIE1) mit einer moi von 0,5 PFU/Zelle infiziert, bevor
sie mit Formaldehyd fixiert wurden. Nach Zelllyse wurde die DNA durch Ultraschall-
Behandlung geschoren und Nukleosomen-assoziierte DNA-Fragmente mit Hilfe eines
H3-spezifischen Antikdorpers angereichert. Als Spezifitatskontrolle diente eine
Immunprazipitation mit Kaninchen-Praimmunserum (rbIgG). Nach Aufreinigung der
DNA in den verschiedenen Proben, wurde diese schlieBlich mittels g-PCR analysiert
(siehe C 5.4).

Die Bestimmung der H3-Besetzung erfolgte exemplarisch am Promotor des viralen
E-Gens UL54 (UL54-P), da sich der antagonistische Effekt von IE1 auf die
Chromatinisierung des viralen Genoms an diesem Locus in vorangegangenen
Experimenten als besonders robust erwiesen hatte. Als Kontroll-Locus diente ein in
der transkribierten Region des Haushalts-Gens pB-Tubulin (TUBB-T) gelegener
Sequenzbereich. Die Mengen an H3-spezifisch coprazipitierter UL54-P-DNA wurden

auf die jeweilige Gesamt-DNA (input) normalisiert. Im Anschluss wurden die

71



D Ergebnisse

entsprechenden IgG-Werte subtrahiert und die Differenz auf die zugehérigen Werte
des zelluldren Kontroll-Locus normiert. In Abbildung D.12 A ist die so errechnete
relative H3-Besetzung am UL54-P flr die verschiedenen getesteten IE1-Mutanten
und die Kontrollen dargestellt. Um die Expression der jeweiligen trans-
komplementierenden IE1-Proteinvarianten zu Uberpriifen, wurde zudem ein kleiner
Teil der in die ChIP eingesetzten Zelllysate mittels Western Blot analysiert (Abbildung
D.12 B).

A os; Abbildung D.12: Bestimmung der relativen H3-

Besetzung am viralen UL54-P in Abhdngigkeit
verschiedener IE1-Proteinvarianten. Wachstums-
arretierte IEl1-negative TetR-Zellen und Zellen, die
induzierbar die angegebenen IE1-Proteinvarianten
034 exprimieren wurden fir 72 h mit Doxycyclin
(insgesamt 1 ug/ml) behandelt. AnschlieBend wurden
die Zellen fur 8 h mit TNdIIE1 infiziert (moi =
024 0,5 PFU/Zelle), bevor sie mit Formaldehyd fixiert
wurden. (A) Die Zelllysate wurden fir ChIP-Analysen
mit einem Antikorpern gegen H3 (a-H3, 40) bzw., als
0,11 Hintergrundkontrolle, mit rbIgG (199) versetzt. Nach
erfolgter Immunprazipitation wurde die Menge an
coprazipitierter DNA mittels g-PCR und UL54-P-
0,0 spezifischer Primer quantifiziert und auf den
jeweiligen input-Wert normiert. Nach Abzug der
entsprechenden IgG-Werte erfolgte eine weitere
Normierung auf das zelluldre Kontrollgen TUBB-T.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
B abweichungen aus zwei biologischen und zwei
technischen Replikaten. (B) Die Proteinmengen der in
trans exprimierten IE1-Varianten wurden durch
Western Blot-Analyse bestimmt. Die Auftrennung der
Proben erfolgte in 10%-igen SDS-Polyacrylamidgelen.
Zur Detektion von IE1 wurde ein monoklonaler
Antikérper (a-IE1/IE2, 127), zur Detektion von
GAPDH (Ladekontrolle) ein polyklonaler Antikdrper
(a-GAPDH, 77) verwendet.
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Die deutlich erhdhte H3-Besetzung am viralen UL54-P in IE1-negativen Kontrollzellen
im Vergleich zu den Wildtyp IE1-exprimierenden Zellen (Faktor 2) konnte in dieser
ChIP-Analyse bestatigt werden. Nur zwei der sieben getesteten IE1-Proteinvarianten
(IE1AAD1 und IE1AAD1-S/P), denen die Deletion der AD1 gemein ist, zeigten
ebenfalls eine leicht erhdhte Histon-Okkupanz verglichen mit dem Vollldange IE1-
Protein, wobei diese Effekte wohl auf die deutlich niedrigeren Proteinmengen der in
trans bereitgestellten IE1-Varianten zurickzuflhren sind (siehe Abbildung D.12 B).
Uberraschenderweise hatte weder die Deletion der CTD, noch die gleichzeitige
Deletion der sauren Domdnen AD2 und AD3, die jeweils zu einer drastischen
Reduzierung der IE1-Histon-Interaktion fihren (vgl. Abbildung D.3), einen Einfluss
auf die Nukleosomen-Dichte am hCMV-Genom.

Insgesamt zeigen diese ChIP-Daten, dass die Bindung von IE1 an core-Histone
wahrscheinlich nicht im funktionellen Zusammenhang mit der antagonistischen

Wirkung von IE1 auf die Chromatinisierung des nukledren, viralen Genoms steht.
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Jedoch kann anhand dieses Ergebnisses nicht ausgeschlossen werden, dass die
Histon-bindenden Domédnen im IE1 die im Infektionsverlauf auftretende

Nukleosomen-Reorganisation entlang des viralen Genoms regulieren.

2.3 Histon-bindende Bereiche im IE1-Protein haben einen Einfluss auf
die transaktivierenden Eigenschaften von IE1

Wie in der Einleitung dargelegt, fungiert das IE1-Protein wahrend einer lytischen
hCMV-Infektion als Aktivator viraler E-Gene sowie bestimmter Wirts-Gene (Paulus
und Nevels, 2009). Da die Transkription von Genen unter anderem durch die
Organisation der DNA in Nukleosomen und dadurch ermdglichte Chromatin-basierte
Prozesse reguliert wird, ist es vorstellbar, dass die Wechselwirkung von IE1 mit den
nukleosomalen core-Histonen H2A, H2B, H3 und H4 in Zusammenhang mit der
aktivierenden Eigenschaft von IE1 auf die Transkription steht.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Luciferase Reporter Assays durchgefiihrt
(siehe C 5.2). Dabei sollte untersucht werden, inwieweit verschiedene Deletionen in
den Histon-bindenden Bereichen des IE1-Carboxy-Terminus die Transaktivierungs-
fahigkeit des viralen Proteins beeinflussen. Als Effektorplasmide dienten pcDNA-HA-
Konstrukte, die flir die zu untersuchenden IE1-Proteinvarianten kodieren.
Herangezogen wurden die bereits vorgestellten internen IE1l-Deletionsmutanten
IE1IAAD1, IE1AS/P, IE1AAD1-S/P, IE1AAD2, IE1AAD3, IE1AAD1-AD2, IE1AAD2-AD3,
IE1AAD1-AD3 und ein um die CTD verklrztes IE1;.475 (siehe D 1.2 und D 2.2). Da
die IE1-Varianten IE1AAD2-AD3 und IE1,.475 in der Arbeitsgruppe nur im Kontext von
pSG5-HA-Plasmiden vorlagen, wurden zunachst die entsprechenden pcDNA-HA-
Konstrukte kloniert (siehe C 1.7.2.2.2). Als Positivkontrolle diente das Plasmid
pcDNA-HA-IE1, welches flir das Vollldnge IE1-Protein kodiert, als Hintergrund-
kontrolle wurde der leere pcDNA-HA-Vektor verwendet.

In zwei getrennten Versuchsansatzen wurden MRC-5-Zellen mit den beschriebenen
pcDNA-HA-Konstrukten und einem Reporterplasmid cotransfiziert, bei dem die
Expression des Luciferase Gens unter der Kontrolle des hCMV UL112-Promotors
(pGL3-UL112plusATF) bzw. des SV40-Promotors (pGL3-Control) steht. Acht-
undvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Repor-
tergenaktivierung der getesteten IE1-Proteinvarianten anhand der enzymatischen
Aktivitat der jeweils exprimierten Luciferase gemessen (Abbildung D.13 A und B).

Um die Expression der verschiedenen IE1-Proteine zu Uberprifen, wurden zudem die
Gesamtzelllysate von MRC-5-Zellen, die mit den unterschiedlichen pcDNA-HA-
Konstrukten und dem Reporterplasmid pGL3-Control transfiziert worden waren,
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mittels Western Blot analysiert und die detektierten IE1-Banden densitometrisch
quantifiziert (Abbildung D.13 C).

Alle getesteten HA-IE1-Proteine konnten nach der beschriebenen Doppeltransfektion
erfolgreich exprimiert werden. Analog zu vorherigen Experimenten (vgl. Abbildung
D.3) wurden jedoch aufgrund unterschiedlicher Transfektions-Effizienzen und/oder
Proteinstabilitaten keine gleichmaBigen IE1-Protein-Mengen erreicht. Dennoch war
gut zu erkennen, dass die vorliegende IE1-Menge nicht zwingend mit der
gemessenen Promotor-Aktivierung korrelierte, was darauf hindeutet, dass die

verschiedenen IE1-Proteine im Uberschuss vorhanden waren.
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Abbildung D.13: Bestimmung der relativen Aktivierung zweier viraler Promotoren in Abhdngigkeit
verschiedener IEl-Proteinvarianten. MRC-5-Zellen wurden mit pcDNA-HA-Effektorplasmiden, die fir HA
(w/0) bzw. die angegebenen HA-IE1-Fusionsproteine kodieren, und mit dem Reporterplasmid pGL3-
UL112plusATF (A) bzw. pGL3-Control (B und C) cotransfiziert. (A und B) Nach 48 h wurden die Zellen lysiert
und die IEl-abhdngige Aktivierung des hCMV UL112- (A) bzw. des SV40-Promotors (B) anhand der
enzymatischen Aktivitat der exprimierten Luciferase gemessen. Die Transaktivierung durch das Wildtyp IE1
wurde auf 100% gesetzt und gemessen daran die Aktivitat der untersuchten IE1-Proteinvarianten errechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei biologischen Replikaten. (C) Mit pcDNA-
HA- und pGL3-Control-Plasmiden cotransfizierte MRC-5-Zellen wurden 48h nach Transfektion lysiert. Die
l6slichen Gesamtzelllysaten wurden zum Nachweis der IE1-Proteinvarianten in 10%-igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die Detektion von IE1 erfolgte durch Western Blot-Analyse mit einem
monoklonalen Antikorper (MAB810R, 127). Die IE1-Banden wurden densitometrisch quantifiziert und die Menge
der exprimierten IE1-Proteinvarianten im Vergleich zum Wildtyp IE1 (auf 100 gesetzt) berechnet.

Wie erwartet aktivierte das Wildtyp IE1-Protein die beiden getesteten viralen
Promotoren, verglichen mit der leeren Vektor-Kontrolle, um ein Vielfaches (100-
bzw. 10-fach). Des Weiteren war zu erkennen, dass die CTD keinen nennenswerten
Einfluss auf die Aktivitét der untersuchten Promotoren zeigte. Dahingegen hatten
manche Deletionen, welche die sauren Bereiche im IE-Protein betreffen, einen
deutlich negativen Effekt auf die Aktivitat der beiden Promotoren zur Folge. So
zeigten IE1-Proteinvarianten mit Deletion der AD1 sowie der AD2 eine deutlich
reduzierte Transaktivierung des hCMV UL112-Promotors verglichen mit dem
Vollldange IE1. Dieser negative Effekt wurde bei gleichzeitiger Deletion beider saurer
Domanen (IE1AAD1-AD2 und IE1AAD1-AD3) verstarkt, sodass die gemessenen
Aktivitaten des hCMV UL112-Promotors nahe der Hintergrundaktivitat lagen.
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Ahnliches war fiir den SV40-Promotor zu beobachten. Hier zeigten IE1-
Proteinmutanten mit Deletion der AD1 bzw. der AD2-AD3 (IE1AAD1, IE1AAD1-S/P,
IE1AAD1-AD2, IE1AAD2-AD3, IE1IAAD1-AD3) eine drastisch reduzierte
Transaktivierung des Promotors im Vergleich zum Wildtyp IE1.

Zusammenfassend kann man aus den dargestellten Daten ableiten, dass die
Histonbindung des IE1-Proteins zumindest teilweise mit der Transaktivierung der

untersuchten Promotoren korreliert.

2.4 Bedeutung der IE1-CTD fiir die produktive und nicht produktive
Infektion mit klinischen hCMV-Isolaten

2.4.1 Herstellung CTD-defizienter und revertierter TB40/E-Viren

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ein besonderes Augenmerk auf die Funktion
der CTD gelegt, da die Interaktion dieser carboxy-terminalen IE1-Domane mit den
nukleosomalen Histonen H2A und H2B im ersten Teil dieser Arbeit besonders
detailliert aufgeklart werden konnte. Fur die nachfolgenden funktionellen
Untersuchungen wurde hauptsachlich das klinische hCMV-Isolat TB verwendet, da
dieser Stamm, wie unter D 2.1 beschrieben, Uber einen breiten Zelltropismus
verfugt, der bekanntlich ein wichtiges Charakteristikum der pB-Herpesviren darstellt.
Dadurch war es nicht nur mdglich die Funktion der CTD in produktiv infizierten
Fibroblasten zu untersuchen, sondern auch in nicht produktiv infizierten myeloiden
Zellen und hamatopoetischen Vorlauferzellen.

Zur Herstellung rekombinanter, CTD-defizienter TB-Viren wurden zunachst,
ausgehend von dem Wildtyp Bacmid pTBwt (Sinzger et al., 2008), CTD-defiziente
Bacmide generiert. Mittels en passant-Mutagenese (siehe C 1.7.2.2.4) wurden dazu
die 48 Nukleotide vor dem Stopp-Codon des Exon 4 der MIE-Region (Nukleotide
204720 bis 204767) deletiert, die fir die letzten 16 Aminosauren des IE1-Proteins
(CTD) kodieren (pTBIEl;475). Analog dazu wurden IEl-defiziente Bacmide
konstruiert, bei denen die Nukleotide des Exon 4 sowie Teile der angrenzenden
Introns der MIE-Region (Nukleotide 204645 bis 206098) fehlen. Diese pTBdIIE1-
Bacmide lagen bereits gebrauchsfertig in der Arbeitsgruppe vor. Um ungewollte
genetische Veranderungen in den mutierten Bacmiden auszuschlieBen, wurden
zusatzlich revertierte Bacmide generiert, bei denen die deletierten Sequenzbereiche
der MIE-Region (Nukleotide 204621 bis 206122) wieder eingefligt wurden
(pTBrvIEl;.475s und pTBrvIEl). In Abbildung D.14 A sind die MIE-Transkriptions-
einheiten der neu generierten bzw. gebrauchsfertigen pTB-Bacmide und die davon

exprimierten IE-Hauptproteinspezies schematisch dargestellt.
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Zur Uberpriifung aller, im weiteren Verlauf dieser Arbeit verwendeten, rekom-
binanten pTB-Bacmide, wurde ein EcoRI-Restriktionsverdau durchgeflihrt und mit
dem ebenfalls EcoRI-verdauten pTBwt-Bacmid verglichen (Abbildung D.14 B und C).
Wahrend, wie erwartet, kein Unterschied im Restriktionsmuster zwischen den
pTBwt-, pTBIE1l;.475- (2 unabhangige Klone), pTBrvIEl;.475- und pTBrvIE1-Bacmiden
zu erkennen war, verkirzte sich bei den pTBdIIE1-Bacmiden (2 unabhdngige Klone)
durch die Deletion des Exon 4 der MIE-Region erwartungsgemafl die bei pTBwt
auftretende ~10Kb Bande auf ~8,5Kb. Mit Hilfe der Restriktionsanalyse konnten
zudem schwerwiegende, ungewollte genetische Verdanderungen der Bacmide,
beispielsweise verursacht durch spontane Rekombinationsereignisse, weitgehend

ausgeschlossen werden.
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Abbildung D.14: Charakterisierung neu generierter TB-Bacmide. (A) Schematische Darstellung der MIE-
Transkriptionseinheit in TBwt-, TBIE1i.475-, TBrvIE1l;.475-, TBdIIE1- und TBrvIE1l-Bacmiden. Gezeigt sind die
Langen und relativen Positionen der Exons 1 bis 5 sowie des MIE-Promotors. Kodierende Bereiche sind schwarz
markiert, wobei die im Exon 4 gelegene CTD orange hervorgehoben ist. Die Exons 2, 3 und 4 kodieren fir das
IE1-Protein, die Exons 2, 3 und 5 fir IE2. In griin sind die von den verschiedenen Bacmiden vorwiegend
exprimierten Proteinspezies dargestellt. Wahrend vom TBwt-Genom neben IE2 (86kDa) das Volllange IE1-
Protein (72kDa) exprimiert wird, wird ausgehend vom TBIE1;.4;5-Genom das um die CTD verklrzte IE1l;.475
produziert. Aufgrund der Deletion des Exon 4 im TBdIIE1-Bacmid, wird nur das 86 kDa IE2-Protein gebildet. Da
bei den Revertanten-Genomen (TBrvIEl;4;s und TBrvIEl) die deletierten Bereiche reinsertiert wurden,
entspricht das IE1- und IE2-Expressionsmuster wieder dem des pTBwt. (B) Je 3 ug der TBwt-, TBIE1;i.475- (2
Klone), TBrvIE1l;.475-, TBdIIE1- (2 Klone) und TBrvIE1-Bacmid DNA wurden mit EcoRI verdaut, elektrophoretisch
in einem 0,7%-igen Agarosegel aufgetrennt und schlieBlich mit Ethidiumbromid gefarbt. (C) zeigt dasselbe Gel
nach besserer Auftrennung der groBen DNA-Fragmente durch Verldngern der Elektrophorese-Dauer. Die Sterne
(*) kennzeichnen die Position einer ~10Kb groBen Bande (pTBwt), die aufgrund der Deletion des Exon 4 in den
TBdIIE1-Bacmiden durch eine ~8,5Kb groBe Bande ersetzt wird.

Durch Transfektion von MRC-5- bzw. TetR-IE1-Zellen (IE1-Deletionsmutanten) mit
den verschiedenen infektiossen Bacmiden konnten rekombinante Viruspartikel
rekonstituiert werden (siehe C 3.1). Durch Ernte der Zellkulturiibersténde mit

nachfolgender Zentrifugation wurden Zelltrimmer-freie Viruspraparationen in
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Serum-haltigem Medium gewonnen. Mit Hilfe von PCR-Analysen aller in dieser Arbeit
hergestellten und verwendeten Viruspraparationen, wurden mdagliche Mycoplasmen-
Kontaminationen ausgeschlossen. Die gemessenen Titer der verschiedenen
Viruspraparationen waren sehr gleichmaBig und unterschieden sich hdéchstens um

den Faktor 2,5 (Daten nicht gezeigt).

2.4.2 Vergleichende Analyse der IE1- und IE2-Expressionskinetiken sowie

der IE1-Lokalisation in produktiv infizierten Zellen

Zur Charakterisierung der hergestellten TB-Deletionsmutanten und -Revertanten auf
Proteinebene, wurden die Expressionskinetiken der IE1- und IE2-Proteine im Verlauf
der lytischen hCMV-Infektion sowie die Lokalisation der IEl-Varianten relativ zu
zelluldarem mitotischem Chromatin im Vergleich zum TBwt-Virus untersucht.

Hierzu wurden zundchst wachstumsarretierte MRC-5-Zellen mit der jeweils gleichen
Anzahl infektiéser TBwt-, TBrvIEl;.475-, TBIE1l;.475-1-, TBIE1l;.475-2-, TBrvIE1-,
TBdIIE1-1- und TBdIIE1-2-Viruspartikel (siehe C 4.1) oder mock infiziert (moi =
3 PFU/Zelle). Die Zellen wurden 6, 24, 48 und 96 h nach Infektion geerntet, lysiert
und die lbéslichen Gesamtzellextrakte schlieBlich mittels Western Blot unter
Verwendung eines IE1/IE2-spezifischen Antikérpers analysiert. Als Ladekontrolle
wurde auBerdem zelluldares GAPDH detektiert (Abbildung D.15 A).

Wahrend die von den TBIE1;.475-Virusgenomen exprimierten, um die CTD verkUlrzten
IE1-Proteine mit Wildtyp IEl-ahnlicher Kinetik und Wildtyp-IE1-dhnlichen
Gleichgewichtsmengen nachgewiesen werden konnten, wurde wie erwartet kein IE1
in den Gesamtzellextrakten der TBdIIEl-infizierten Zellen detektiert. Auch das IE2-
Expressionsmuster war zwischen Wildtyp und CTD-defizienten Viren vergleichbar,
wohingegen die von den TBdIIE1-Genomen exprimierten Mengen an IE2 48 und 96 h
nach Infektion im Vergleich zum TBwt leicht reduziert waren. Die eingeschrankte
Expression von IE2 bei Fehlen von IE1 ist wohl durch die Autoregulation des MIEP
durch diese beiden Proteine zu erklaren: Wahrend das IE1-Protein seinen eigenen
Promotor aktiviert, wird dieser durch das IE2-Protein reprimiert (Sambucetti et al.,
1989; Macias und Stinski, 1993; Mocarski et al.,, 1996). AbschlieBend ist
festzuhalten, dass bei beiden Virus-Revertanten (TBrvIEl;4;5 und TBrvIE1l) der
Wildtyp-Zustand bezlglich der MIE-Proteinexpression wieder hergestellt werden
konnte.

Um nun die IE1-Proteine, die von den verschiedenen Virusgenomen exprimiert
werden, auf deren Fahigkeit zu untersuchen mit mitotischen Chromosomen der
Wirtszelle zu assoziieren, wurden Immunfluoreszenz-Analysen durchgefihrt. Daflr

wurden subkonfluente MRC-5-Zellen mock bzw. mit den genannten TB-
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Virusvarianten mit einer moi von 0,06 PFU/Zelle infiziert und ungefahr 48 h spater
mit Methanol fixiert. Im Anschluss wurden die IE1-Proteine immunologisch gefarbt
und deren Lokalisation relativ zu zellularem mitotischem Chromatin mittels IF-
Mikroskopie beurteilt (Abbildung D.15 B).
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Abbildung D.15: Analyse der Gleichgewichtsmengen und Chromatin-Assoziation von IE-Proteinen in
hCMV-infizierten Zellen. (A) Wachstumsarretierte MRC-5-Zellen wurden mit TBwt, TBrvIE1l;.475, TBIEl; 475
(2 unabhangige Klone), TBrvIE1l und TBdIIE1 (2 unabhangige Klone) mit einer moi von 3 PFU/Zelle oder mock
infiziert. Die Zellen wurden 6, 24, 48 und 96h nach Infektion geerntet, lysiert und die Proteine in den
Gesamtzellextrakten in 10%-igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis der viralen Proteine IE1
und IE2 erfolgte durch Western Blot-Analyse mit einem IE1/IE2-spezifischen monoklonalen Antikdrper
(MAB810R, 127). Als Ladekontrolle wurde das zelluldre Protein GAPDH mit einem polyklonalen Antikérper
(a-GAPDH, 77) nachgewiesen. (B) Subkonfluente MRC-5-Zellen wurden mit TBwt, TBrvIE1li.475, TBIE1;.475
(2 unabhangige Klone), TBrvIE1l und TBdIIE1 (2 unabhangige Klone) mit einer moi von 0,06 PFU/Zelle oder
mock infiziert und ca. 48 h spater mit Methanol fixiert. AnschlieBend wurde IE1 mit einer 1:1 Mischung zweier
monoklonaler Antikorper (o-IE1 [IE1 G10], 215 und a-IE1 [6E1], 216) und einem Alexa Fluor 488-gekoppelten
Sekundarantikérper immunologisch detektiert. Zellulare DNA wurde mit DAPI gefarbt und die Praparate
schlieBlich mittels Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Dargestellt sind jeweils reprasentative Einzelbilder
gefarbter mitotischer Zellen, sowie die Uberlagerung der beiden Kanile. Die Teilabbildung (B) wurde in
Zusammenarbeit mit Kathrin Schén im Rahmen ihrer Master-Arbeit angefertigt.

DAPI

merge

Anhand der Beobachtungen der Immunfluoreszenz-Studie konnten die Ergebnisse
der Western Blot-Analyse, in Bezug auf das Fehlen von IE1 nach Infektion der
MRC-5-Zellen mit TBdIIE1-Viren, auf Einzelzellebene bestatigt werden. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass das nach Infektion mit TBIE1l;.475-Viren exprimierte

verklrzte IE1-Protein, im Gegensatz zum Volllange IE1, erwartungsgemaB nicht mit
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zellularen Chromosomen colokalisiert. Dahingegen ergaben beide Revertanten-Viren
bezliglich der Assoziation von IE1 mit zelluldrem Chromatin das gleiche Bild wie das
TBwt-Virus.

Insgesamt konnte anhand dieser Ergebnisse die Identitat und Funktionalitat der im
Rahmen dieser Arbeit generierten TB-Viruspraparationen auf MIE-Proteinebene
bestatigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die CTD auch im
Kontext einer Infektion mit dem klinischen hCMV-Stamm TB flr die Assoziation von
IE1 mit zelluldrem mitotischem Chromatin essentiell ist, was bislang nur fir den

laboradaptierten TN-Stamm nachgewiesen wurde (Shin et al., 2012).

2.4.3 Bedeutung des IE1-Proteins und dessen CTD fiir die Replikation des

klinischen TB40/E-Stammes in produktiv infizierten Zellen

Nach Charakterisierung der verschiedenen TB-Viren auf MIE-Proteinebene, sollte nun
die Bedeutung des Volllange IE1-Proteins und der CTD-vermittelten IE1-Nukleosom-
Interaktion fur die Replikation des klinischen hCMV-Isolats TB im zeitlichen Verlauf
einer produktiven Infektion untersucht werden.

Daflir wurden MCR-5-Zellen mit hoher (moi = 3 PFU/Zelle) und niedriger (moi =
0,03 PFU/Zelle) Multiplizitat mit TBwt-, TBrvIEl;.475-, TBIE1l;.475-1-, TBIE1l;.475-2-,
TBrviEl-, TBdIIE1-1- oder TBdIIE1-2-Viren infiziert. Als Marker fir die
Virusreplikation wurde die Menge an im Kulturmedium akkumulierender,
extrazelluldrer viraler DNA im Abstand von einem Tag (hohe moi) bzw. zwei Tagen
(niedrige moi) mittels g-PCR und UL54-P-spezifischer Primer quantifiziert (Abbildung
D.16 A, C, E und G).

Des Weiteren wurden die Endpunkttiter der virushaltigen Uberstidnde von Tag 7
(hohe moi) bzw. Tag 16 (niedrige moi) der Replikations-Analyse ermittelt. Zu diesem
Zweck wurde die Anzahl an infektiésen Nachkommenviren in den Kulturiiberstanden
mittels Plaque Assay quantifiziert, wobei die Ubersténde der IE1-Deletionsmutanten
nicht auf MRC-5- sondern auf komplementierenden TetR-IE1-Zellen titriert wurden
(Abbildung D.16 B, D, F und H).

Die Quantifizierung der extrazelluldren viralen DNA ergab, dass das Volllange IE1-
Protein fur die effiziente Replikation von TB-Viren nicht nur unter ,single-hit"-
Bedingungen (niedrige moi) sondern auch nach Infektion mit hoher Multiplizitat
bendtigt wird. So zeigten beide IEl-Deletionsmutanten einen deutlichen
Replikationsdefekt verglichen mit dem TBwt- und dem TBrvIE1-Virus (Abbildung
D.16 A und C). Auch die Anzahl an produzierten infektiosen Nachkommenviren war
im Vergleich deutlich reduziert (Abbildung D.16 B) bzw. lag sogar unter der
Nachweisgrenze (Abbildung D.16 D).
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Abbildung D.16: Analyse der Replikationskinetiken und Endpunkttiter der CTD- und IE1-defizienten
TB-Viren sowie deren Revertanten nach Infektion von MRC-5-Zellen mit hoher und niedriger
Multiplizitdt. (A und E) MRC-5-Zellen wurden mit TBwt, TBrvIE1l und TBdIIE1 (2 unabhdngige Klone) (A) bzw.
mit TBwt, TBrvIEl;.475 und TBIE1l;.475 (2 unabhédngige Klone) (E) mit einer moi von ~3PFU/Zelle infiziert. Die
Menge an extrazelluldrer viraler DNA im Kulturiiberstand wurde taglich mittels g-PCR quantifiziert und auf die
virale DNA-Menge von TBwt an Tag 0 (auf 1 gesetzt) normiert. (B und F) Extrazellulare,
Nachkommenviren in den Kulturiberstanden von Tag 7 (A bzw. E) wurden mittels Plaque-Assay auf MRC-5-

infektitse
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bzw. komplementierenden TetR-IE1-Zellen (TBdIIE1) quantifiziert. (C und G) MRC-5-Zellen wurden mit TBwt,
TBrvIE1l und TBdIIE1 (2 unabhangige Klone) (C) bzw. mit TBwt, TBrvIEl;.475 und TBIE1l;.475 (2 unabhdngige
Klone) (G) mit einer moi von ~0,03PFU/Zelle infiziert. Die Menge an extrazelluldrer viraler DNA im
KulturtGberstand wurde alle zwei Tage mittels gq-PCR quantifiziert und auf die virale DNA-Menge von TBwt an
Tag 0 (auf 1 gesetzt) normiert. (D und H) Extrazellulare, infektibse Nachkommenviren in den
Kulturiiberstédnden von Tag 16 (C bzw. G) wurden mittels Plaque-Assay auf MRC-5- bzw. komplementierenden
TetR-IE1-Zellen (TBdIIE1) quantifiziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen aus
zwei biologischen und zwei technischen Replikaten. Sterne (*) kennzeichnen Werte unter der Nachweisgrenze.

Im Gegensatz dazu zeigten die CTD-defizienten Viren keine attenuierte Replikation
im Vergleich zum Wildtyp-Virus und der entsprechenden Revertante, sodass sowohl
nach Infektion mit hoher Multiplizitdt als auch nach Infektion mit niedriger
Muliplizitat eine vergleichbare Menge an extrazelluldrer viraler DNA (Abbildung D.16
E und G) sowie eine vergleichbare Anzahl infektioser Nachkommenviren
nachgewiesen werden konnte (Abbildung D.16 F und H).

Anhand dieser Ergebnisse kdnnen mehrere Schlussfolgerungen gezogen werden.
Zum einen ist die Replikation des TB-abgeleiteten dIIE1-Virus deutlich starker (und
somit auch unter Bedingungen hoher moi) attenuiert als die Replikation einer
vergleichbaren Mutante des laboradaptierten TN-Stammes (Greaves und Mocarski,
1998). Ahnliche Beobachtungen wurden in unserer Arbeitsgruppe mit einem weiteren
klinischen hCMV-Isolat (FX) gemacht (Fink, 2012). Dies deutet darauf hin, dass dem
IE1-Protein wahrend der produktiven Infektion mit klinischen hCMV-Isolaten eine
kritischere Rolle zukommt als wahrend der produktiven Infektion mit
laboradaptierten hCMV-Stadmmen. Zum anderen ist die IE1-CTD, und somit die
Interaktion von IE1 mit dem nukleosomalen H2A/H2B-Dimer, fir die Replikation des
hCMV-Stammes TB in produktiv infizierten Zellen offensichtlich nicht von Bedeutung,
was in unserer Arbeitsgruppe auch flir den FX-Stamm gezeigt werden konnte (Fink,
2012; siehe auch Micke et al., 2014). Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen
einer kuarzlich veroéffentlichten Studie Uberein, in der eine CTD-defiziente Mutante des

laboradaptierten TN-Stammes untersucht wurde (Shin et al., 2012).

2.4.4 Die CTD stellt einen selektiv hoch konservierten Bereich innerhalb

des IE1-Proteins dar

Betrachtet man den Konservierungsgrad des IE1-Proteins zwischen verschiedenen
Primaten CMV-Spezies so fallt auf, dass die Sequenzibereinstimmungen zwischen
den orthologen Volllange IE1-Proteinen sehr limitiert sind. Interessanterweise stellt
die CTD und, in einem noch grdéBeren MaBe das NBM, den am starksten
konservierten Bereich innerhalb des IE1-Proteins dar. Besonders hoch konserviert
sind dabei die Aminosauren innerhalb des NBM, die flir die Interaktion der IE1-CTD
mit dem Nukleosom und mit zelluldren Chromosomen essentiell sind (Abbildung
D.17).
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Abbildung D.17: Konservierung des IE1-Proteins im Lauf der Primaten CMV Evolution. (A) Dargestellt
ist ein Aminosdure-Sequenzalignment orthologer Vollldnge IE1-Proteine des hCMV (TN) und aller in der
GenBank (National Center for Biotechnology Information, Benson et al., 2012) aufgeflhrten, nicht-humanen
Primaten CMV-Spezies, darunter Schimpansen CMV (panines Herpesvirus 2), Griine Meerkatzen (simian) CMV
(cercopithecines Herpesvirus 5), Rhesusaffen CMV (Macaca mulatta CMV und macacines Herpesvirus 3, Stamm
68-1) sowie Pavian CMV. Das Sequenzalignment wurde mit ClustalW2 (European Bioinformatics Institute)
erstellt und mit Jalview 2.7 (Waterhouse et al., 2009) weiterbearbeitet. Der Konservierungsgrad der
Aminosduren wird durch die Blauschattierung angezeigt. Die CTD- und NBM-Sequenzen im carboxy-terminalen
IE1-Proteinbereich sind markiert. (B) Die dargestellte Tabelle beinhaltet die GenBank Zugangs-Nummern der
flir das Alignment (A) verwendeten, orthologen IE1-Sequenzen der einzelnen Primaten CMV-Stamme. Zudem
ist der jeweilige Prozentsatz an Ubereinstimmenden Aminosauren fir die Volllange IE1-Proteine, die IE1-CTDs
und die IE1-NBMs verglichen mit dem IE1 des hCMV (TN) angegeben. Die Berechnung erfolgte dabei anhand
von paarweisen Sequenzalignments (Volllange IE1-Proteine) bzw. mit Hilfe des in (A) gezeigten Alignments
(CTDs und NBMs). (C) Dargestellt ist ein mit WebLogo 2.8.2 (Crooks et al., 2004) generiertes Sequenz-Logo,
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das den Konservierungsgrad der einzelnen Aminosduren der orthologen IE1-CTDs der verschiedenen Primaten
CMV-Spezies veranschaulicht. Die Nummerierung unterhalb des Logos bezieht sich auf die Positionen der
einzelnen Aminosduren in der IE1-Proteinsequenz des hCMV (TN). Die Aminosaurepositionen im Zentrum der
CTD, welche das NBM umfassen, sind fett-gedruckt hervorgehoben, wobei solche, die sich fiir die IE1-CTD-
Nukleosom-Interaktion als essentiell erwiesen, zusatzlich unterstrichen sind.

Es erscheint demnach auBerst unwahrscheinlich, dass ein derart hoch-konservierter
Proteinbereich keine Funktion fur die hCMV-Infektion hat. Viel wahrscheinlicher ist
es, dass die CTD-vermittelte IE1-Nukleosom-Interaktion eine Funktion wahrend der
nicht produktiven Infektion und/oder der Infektion anderer Zelltypen besitzt.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte deshalb eine madgliche funktionelle
Bedeutung der IE1-CTD im Hinblick auf die persistierende hCMV-Infektion und dafir

benoétigte molekulare Mechanismen untersucht werden.

2.4.5 1IEl-abhangige intrazelluldre Lokalisation von hCMV-Genomen

Aufgrund der Analogien zwischen der Nukleosom-Assoziation des LANA- und des IE1-
Proteins ware es vorstellbar, dass den beiden viralen Proteinen ahnliche Funktionen
wahrend einer persistierenden Infektion der entsprechenden Viren zukommen. So
ermdglicht LANA die Erhaltung viraler Genome wahrend der persistierenden Infektion
u.a. durch Anheftung der viralen Episome an die Chromosomen sich teilender Zellen.
Auf diese Weise werden die KSHV-Genome von einer Wirtszelle gezielt auf deren
Tochterzellen Ubertragen, wobei gleichzeitig die nukleare Lokalisation des viralen
Erbguts nach erfolgter Zellteilung gewahrleistet wird (Feeney und Parish, 2009;
Ohsaki und Ueda, 2012). Bisher war jedoch nicht bekannt, ob hCMV-Genome im
Verlauf einer Infektion Uberhaupt mit zelluldaren Chromosomen assoziieren.

Um eine mdgliche IE1- bzw. IE1-CTD-abhangige Lokalisation von hCMV-Genomen
wahrend der Mitose zu untersuchen, wurden FISH-Analysen durchgefiihrt (siehe C
4.4). Dazu wurden MRC-5-Zellen mock- oder mit gleicher Anzahl infektidser TBwt-,
TBIE1l;:.475- und TBdIIE1-Viruspartikel infiziert (mecé 1 PFU/Zelle). Die mock-
infizierten bzw. die mit TBwt und TBIE1l;.475 infizierten Zellen wurden fir die
Praparation der Chromosomen 18 h nach Infektion geerntet. Um den Replikations-
defekt der dIIE1-Virusmutante auszugleichen (vgl. D 2.4.3), wurden die mit der IE1-
Deletionsmutante infizierten MRC-5-Zellen erst 42 h nach Infektion untersucht. Die
Farbung der viralen DNA erfolgte durch Hybridisierung mit einer Alexa Fluor 488-
markierten, TB-spezifischen Bacmid-Sonde bei allen Praparaten parallel. Zur
Visualisierung der zelluldren Metaphase-Chromosomen wurde DAPI verwendet und
schlieBlich die Lokalisation der viralen Genome relativ zu den zelluldren
Chromosomen mittels Epifluoreszenz- und Konfokal-Mikroskopie analysiert
(Abbildung D.18).
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Abbildung D.18: Analyse der IEl-abhdngigen Lokalisation von hCMV-Genomen in produktiv
infizierten Zellen mittels FISH. (A) MRC-5-Zellen wurden mock- oder mit TBwt, TBIEl;.47s oder TBdIIE1
infiziert (moix 1 PFU/Zelle). Zur Anreicherung von Zellen, die sich in der Metaphase befinden, wurde das
Medium ca. 14 h vor Zellernte mit Colzemid versetzt und die Kulturen 18 (mock, TBwt, TBIE1l;.475) bzw. 42h
(TBdIIE1) nach Infektion geerntet. Die Lokalisation der viralen Genome relativ zu den zelluldaren Metaphase-
Chromosomen wurde mittels FISH und Konfokal-Mikroskopie analysiert. AuBerdem wurde die Anzahl an hCMV-
spezifischen Signalen pro ,Metaphase-Spread" quantifiziert, wofiir 100 (mock), 119 (TBwt), 182 (TBIE1;.475)
bzw. 146 (TBdIIE1) Metaphase-Zellen ausgezahlt wurden. Die Ergebnisse sind anhand von Kreisdiagrammen
dargestellt, wobei jeweils der Prozentsatz an ,Metaphase-Spreads", die mit 0 bis >4 viralen Signalen assoziiert
waren angegeben ist. Rechts daneben sind je zwei reprasentative Bilder (Maximalprojektionen aus Z-Stapeln,
wobei die Schichtdicke der Einzelbilder 0,3 um betrug) pro Infektion dargestellt. Die VergréBerung (Ausschnitt
aus dem zugehérigen 3D Modell) im linken der beiden TBwt-Bilder zeigt virale Genome, die eindeutig an den
zelluldren Chromosomen anhaften. In (B) sind reprasentative Ubersichtsbilder von Interphasekernen der
entsprechenden Infektionen aus (A) dargestellt. Die Anzahl an hCMV-spezifischen Signalen pro Zelle wurde
anhand von je 100 Kernen durch Auszdhlen quantifiziert. Die FISH-Methode wurde in Zusammenarbeit mit
Kathrin Schén im Rahmen ihrer Master-Arbeit etabliert.

Tatsachlich konnten zahlreiche Virusgenome, die mit der Peripherie ausgebreiteter
Metaphase-Chromosomen assoziiert waren, sowohl nach Infektion mit dem Wildtyp
Virus, als auch nach Infektion mit der CTD- sowie der IEl-Deletionsmutante
nachgewiesen werden. Die Assoziation von viraler DNA mit der Chromosomen-
Peripherie, dem sogenannten Perichromatin, wurde kirzlich auch fir das Epstein-

Barr-Virus gezeigt (Deutsch et al., 2010).
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Jedoch waren Unterschiede in der Anzahl assoziierter Virusgenome zwischen dem
Wildtyp Virus und den beiden Virusmutanten zu erkennen. Wahrend in Anwesenheit
des Volllange IE1-Proteins nur 36% der ,Metaphase-Spreads" nicht mit mindestens
einem viralen Genom assoziiert vorlagen, waren es bei Fehlen der IE1-CTD 49% und
bei Fehlen des gesamten IE1-Proteins sogar 71%. Des Weiteren war die Prozentzahl
an ,Metaphase-Spreads", die mindestens drei virale Genome trugen, nach Infektion
mit der CTD- bzw. der IE1-Deletionsmutante verglichen mit der Wildtyp Infektion
deutlich reduziert. Die Deletion des gesamten IE1l-Proteins zeigte auch hier den
gréBten negativen Effekt, wobei gleichzeitig vermehrt virale Genome detektiert
wurden, die deutlich neben den Metaphase-Chromosomen lokalisiert waren
(Abbildung D.18 A, weiBe Pfeile).

Die genannten Beobachtungen waren nicht auf generelle Unterschiede in der Anzahl
an intrazellularen hCMV-Genomen nach Infektion mit den verschiedenen Viren
zurickzufiihren, wie die Quantifizierung der Genome in Interphasekernen, die sich
auf den gleichen Praparaten befanden, zeigte (Abbildung D.18 B).

Insgesamt konnte mit Hilfe der FISH-Analyse erstmals gezeigt werden, dass hCMV-
Genome wahrend der Infektion mit zelluldrem mitotischem Chromatin assoziieren.
Des Weiteren deuten die Ergebnisse auf eine Beteiligung der IE1-CTD sowie anderer
Bereiche innerhalb des IE1-Proteins an der Anheftung der Virusgenome an die
zellularen Chromosomen hin. Da diese Anheftung jedoch nicht strikt IE1-abhangig
ist, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass neben dem IE1-Protein vermutlich weitere
hCMV-Genprodukte an der Assoziation viraler Genome mit den Chromosomen der

Wirtszelle involviert sind.

2.4.6 Physikalische Interaktion zwischen IE1 und dem viralen Genom

Die LANA-vermittelte Anheftung der KSHV-Genome an das mitotische zelluldre
Chromatin wird durch die Dimerisierung des viralen Proteins ermdglicht, wobei der
Amino-Terminus Uber die dort gelegene CTD an jeweils ein Nukleosom der zellularen
Chromosomen und der Carboxy-Terminus an die terminal repeat (TR)-Region des
viralen Genoms bindet (Ballestas et al., 1999; Schwam et al., 2000; Barbera et al.,
2006; siehe auch Feeney und Parish, 2009; Ohsaki und Ueda, 2012). Aufgrund der
viel diskutierten Analogien zwischen LANA und IE1 bezlglich der Nukleosom-Bindung
und der Ergebnisse der FISH-Analyse (D 2.4.5) stellte sich im Weiteren die Frage, ob
auch das IE1-Protein, méglicherweise CTD-abhdngig, an das virale Genom bindet.

Um diese Fragestellung zu adressieren wurden ChIP-Analysen durchgefihrt.
Allerdings konnten diese nicht anhand von TBwt-, TBIE1;.475- und TBdIIE1-infizierten
MRC-5-Zellen durchgefihrt werden, da alle erhéltlichen Antikdérper gegen IE1
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entweder nicht ChIP-geeignet sind (IE1 G10 und 6E1) oder Epitope innerhalb der
CTD (1B12) bzw. des Amino-Terminus (MAB810R) des IE1-Proteins erkennen. Die
Verwendung des zuletzt genannten Antikdrpers wirde dazu flihren, dass neben IE1
auch IE2 prazipitiert werden wirde. Stattdessen wurden fir die ChIP-Analysen
MRC-5-abgeleitete, IE1-negative TetR-Zellen (TetR) und Zellen, die induzierbar ein
amino-terminal HA-markiertes Wildtyp IE1-Protein (TetR-HA-IE1) bzw. ein IE1-
Protein, bei dem die Funktionalitdt der CTD durch Aminosaure-Substitutionen
(IE1IK478A/H481A) zerstért wurde (TetR-HA-IE1CBM), herangezogen. Die Zellen
wurden wachstumsarretiert und zur Expression der genannten Proteine flir 72 h mit
Doxycyclin behandelt, bevor sie fiir 8 h mit dem IE1-defizienten TB-Virus infiziert
wurden (moi = 2PFU/Zelle). Nach Formaldehyd-Fixierung wurden die Zellen
schlieBlich geerntet, lysiert und die DNA durch Ultraschall-Behandlung geschoren
(Abbildung D.19 B). Je ein kleines Volumen der l6slichen Extrakte wurde zur
Uberpriifung der Expression der in trans bereitgestellten IE1-Proteine fiir Western
Blot-Analysen eingesetzt (Abbildung D.19 A). Das restliche Lysat wurde fir die ChIP-
Experimente verwendet. IEl-assoziierte DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines
monoklonalen, HA-spezifischen Antikérpers, der an eine Agarose-Matrix gekoppelt
war (Anti-HA-Agarose, siehe C 1.2), angereichert. Als Spezifitatskontrolle diente eine
Immunprazipitation mit unspezifischer Maus IgG-Agarose. Nach Aufreinigung der
DNA in den verschiedenen Proben, wurde diese schlieBlich mittels g-PCR analysiert
(siehe C 5.4). Insgesamt wurden finf ausgewahlte virale Loci und flnf zellulare
Kontroll-Loci untersucht. Dabei handelte es sich um die TR-Region sowie die
Promotorbereiche dreier viraler Gene der verschiedenen kinetischen Klassen: des
MIE-Gens (MIE-P), des E-Gens UL54 (UL54-P) und des L-Gens UL32 (UL32-P).
Zudem wurde der transkribierte Bereich des MIE-Gens (MIE-T) auf die Assoziation
mit IE1 Uberprift. Als zelluldre Loci dienten zum einen typische Heterochromatin-
Regionen, namlich der Promotorbereich des y-Globins (HBG-P) und die pericentro-
merische Satelliten-DNA 2 (Sat2) bzw. eine typische Euchromatin-Region, namlich
der transkribierte Bereich des ribosomalen Proteins L30 (RPL30-T). Zum anderen
wurden die Promotorbereiche der IE1-abhangig regulierten, Interferon stimulierten
Gene (ISGs) C-X-C Motiv-Ligand 10 (CXCL10-P) und transporter associated with
antigen processing 1 (TAP1-P) herangezogen (Knoblach et al., 2011). Die
ermittelten, IgG-substrahierten input-Ratio-Werte (Prozentsatz der immunprazi-
pitierten DNA) sind in Abbildung D.19 C dargestellt.

Wie erwartet wurden die beiden komplementierenden Proteine (HA-IE1 und HA-
IE1CBM) in etwa gleichen Mengen exprimiert (Abbildung D.19 A) und auch das
Scheren der DNA in den einzelnen Proben gelang auBerst gleichmaBig (Abbildung
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D.19 B). Interessanterweise konnte anhand der ChIP-Analyse eine CTD-unabhangige
Assoziation von IE1 mit allen getesteten viralen Loci nachgewiesen werden. Auch an
allen untersuchten zelluldaren Sequenzbereichen konnte eine Besetzung mit IE1
gezeigt werden, wobei der Anreicherungsgrad verglichen mit den viralen Sequenzen
erhoht war. Zudem war die Assoziation des CTD-mutierten Proteins mit den
zelluldaren Loci im Vergleich zum Wildtyp IE1, besonders an den Nukleosomen-
reichen Heterochromatin-Sequenzen (HBG-P und Sat2), deutlich reduziert.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die Assoziation des IE1-Proteins
mit den zelluldaren Sequenzbereichen hauptsachlich (jedoch nicht ausschlieBlich) Uber
die CTD-abhangige Wechselwirkung mit Nukleosomen vermittelt wird, wahrend das
IE1-Protein Uberraschenderweise CTD- und damit Nukleosomen-unabhdngig mit dem
chromatinisierten viralen Genom interagiert. Zudem scheint IE1 promiskuitiv mit
dem zelluldren und auch mit dem viralen Chromatin zu interagieren; das virale
Protein bindet nicht nur an IE1l-regulierten Promotoren (z.B. MIE-P, CXCL10-P und
TAP1-P) sondern quer uber das zellulare und virale Genom, d.h. auch an nicht von
IE1 beeinflussten Sequenzen (z.B. TR, Sat2).
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Abbildung D.19: Bestimmung der IE1-Besetzung an zellularem und viralem Chromatin anhand von
ChIP-Analysen. Wachstumsarretierte TetR-, TetR-HA-IE1-, und TetR-HA-IE1CBM-Zellen wurden fir 72h mit
Doxycyclin (insgesamt 1 pg/ml) behandelt und anschlieBend fiir 8h mit TBdIIE1 infiziert (moi = 2PFU/Zelle),
bevor sie mit Formaldehyd fixiert wurden. (A) Die Proteinmengen der in trans exprimierten IE1-Varianten im
I6slichen Zelllysat wurden durch Western Blot-Analyse bestimmt. Die Auftrennung der Proben erfolgte in
10%-igen SDS-Polyacrylamidgelen. Zur Detektion der HA-IE1-Proteine wurde ein monoklonaler Antikérper, der
den HA-Fusionsanteil erkennt (3F10, 178), zur Detektion von GAPDH (Ladekontrolle) ein polyklonaler
Antikérper (a-GAPDH, 77) herangezogen. (B) Kleine Volumina der input-Proben (1,25ug DNA) wurden
elektrophoretisch in einem 1,2%-igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefdérbt. (C) Die
Zelllysate wurden fiir ChIP-Analysen mit einem monoklonalen Antikdérper gegen HA, der an eine Agarose-Matrix
gekoppelt war (Anti-HA-Agarose, HA-7) bzw., als Hintergrundkontrolle, mit unspezifischer Maus IgG-Agarose
versetzt. Nach erfolgter Immunprazipitation wurde die Menge an coprazipitierter DNA mittels g-PCR
quantifiziert. Die ermittelten output-DNA-Mengen wurden auf die entsprechende Gesamt-DNA-Menge (input)
normiert und die zugehorigen IgG-Werte subtrahiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei technischen
Replikaten.
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Insgesamt deuten die Daten der ChIP-Analyse darauf hin, dass IE1 tatsachlich
(direkt oder indirekt) an das virale Genom bindet, wobei diese Interaktion scheinbar
nicht durch die CTD vermittelt wird.

2.4.7 Bedeutung der IE1-CTD fiir die nicht produktive hCMV-Infektion in

myeloiden Zellen und hamatopoetischen Vorlauferzellen

Um schlieBlich eine mdgliche funktionelle Bedeutung der IE1-CTD wahrend der nicht
produktiven Infektion mit hCMV zu untersuchen, wurden Infektionsexperimente in
der humanen, CD34" myeloiden Leukdmiezellinie KG-1 sowie, in Kollaboration mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Felicia Goodrum (University of Arizona, USA), in
priméren CD34* hamatopoetischen Vorlauferzellen (HPCs) durchgefiihrt. KG-1-Zellen
teilen einige Charakteristika mit CD34" HPCs, die sowohl als natiirlicher Latenz- bzw.
Persistenzort fur hCMV als auch als experimentelles in vitro hCMV-Latenzsystem
gelten. Die Infektion dieser beiden Zelltypen mit klinischen hCMV-Isolaten fihrt nicht
zur lytischen Virusreplikation oder Freisetzung von infektiésen Nachkommenviren
(Sindre et al., 1996; Goodrum et al., 2002, 2007; Poole et al., 2011; Albright und
Kalejta, 2013 und unveroéffentlichte Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe).

Fir die Untersuchung einer mdglichen Bedeutung der IE1-CTD fir die nicht
produktive Infektion in KG-1-Zellen war es zunachst wichtig herauszufinden, ob IE1
in diesen Zellen Uberhaupt exprimiert wird. Deshalb wurden KG-1-Zellen in
Triplikaten mit dem TBwt-Virus mit einer moi von 3 PFU/Zelle (Titerbestimmung auf
MRC-5-Zellen) infiziert (Erstinfektion). Nach 24 h wurde mit der Selektion auf Zellen
begonnen, die transkriptionell aktive TBwt-Genome tragen. Diese wurden dann, zur
Verbesserung der Infektionsrate, nach weiteren 24 h reinfiziert (Zweitinfektion; siehe
C 2.1 und C 3.2). Das Erneuern des Selektionsmediums sowie die Ernte von Zellen
fur die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgten alle zwei Tage.

Zur moglichst vollstandigen Eliminierung von DNA-Verunreinigungen, wurden alle
RNA-Proben mit dem TURBO DNA-free™ Kit von Ambion behandelt. Die IE1-
spezifische cDNA-Synthese erfolgte Gen- und Strang-spezifisch um zu gewahrleisten,
dass es sich bei dem nachgewiesenen Transkript tatsachlich um IE1 mRNA handelt
und nicht um mdgliche Transkripte des Gegenstranges. Zudem wurden fir alle IE1-
spezifischen Proben Minus-RT-Kontrollen mitgeflihrt (siehe C 4.2). Als zellulares
Kontroll-Transkript diente p-Tubulin, wobei auch hier die cDNA-Synthese Gen- und
Strang-spezifisch erfolgte. Da aufgrund der anhaltenden Selektion viele Zellen
abstarben, nahmen die resultierenden RNA-Ausbeuten mit fortschreitender Dauer
der Infektion drastisch ab, weshalb die isolierten Gesamt-RNA-Proben der Triplikate
flr die cDNA-Synthese ab Tag 4 nach Infektion vereint wurden. Insgesamt wurden
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die infizierten Zellen Uber einen Zeitraum von 16 Tagen auf Expression von IE1
Uberprift (Abbildung D.20).

Tatsachlich konnte ab 3 h nach Erstinfektion (Tag 0) IE1-Transkript in den infizierten
KG-1-Zellen nachgewiesen werden, wobei die Mengen nach Zweitinfektion (ab Tag 2)
zunachst tendenziell abnahmen bis schlieBlich keine IE1 mRNA mehr nachweisbar
war (Tag 12 und 14). An Tag 16 jedoch stieg die IE1-Transkript-Menge erneut an.
Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass IE1 wahrend der nicht
produktiven Infektion in KG-1-Zellen nicht kontinuierlich, jedoch sporadisch
exprimiert wird, was weitere Untersuchungen hinsichtlich der Funktion der IE1-CTD

in diesen Zellen sinnvoll erscheinen lieB.
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Abbildung D.20: Analyse der IE1-Expression in infizierten KG-1-Zellen. KG-1-Zellen wurden 24h in
Serum-freiem RPMI-Medium kultiviert und im Anschluss mit TBwt (moi = 3 PFU/Zelle) infiziert. Nach 24 h wurde
durch Zugabe von 10% [v/v] dialysiertem FKS, 25 uM Mycophenolsdure und 100 pM Xanthin zum RPMI-Medium
auf Zellen mit transkriptionell aktiven Virusgenomen selektioniert und die Zellen weitere 24 h spater reinfiziert.
Das Erneuern des Selektionsmediums sowie die Ernte von Zellen zur Isolierung der Gesamt-RNA erfolgten alle
zwei Tage. Die anschlieBende cDNA-Synthese wurde sowohl fir IE1 als auch fir das zellulare Kontroll-
Transkript B-Tubulin Gen- und Strang-spezifisch durchgefiihrt. Die Teilabbildung (A) zeigt die relative IE1
mRNA-Menge nach Normierung auf das zellulare Haushaltsgen pB-Tubulin (Tag 0 auf 1 gesetzt). In Teilabbildung
(B) sind die relativen mRNA-Mengen von IE1 und B-Tubulin aus 1 ml Kultur getrennt voneinander dargestellt
(Tag 0 jeweils auf 1 gesetzt). Gezeigt sind an Tag 0 und 2 die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
biologischen und zwei technischen Replikaten, ab Tag 4 die Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten. Sterne
(*) kennzeichnen Werte unter der Nachweisgrenze.

Um die Stabilitat von Wildtyp und CTD-defizienten Virusgenomen in nicht produktiv
infizierten Zellen zu untersuchen, wurden im Anschluss KG-1-Zellen in zwei
unabhangigen Experimenten in Triplikaten mock- bzw. mit TBwt oder TBIE1l;i.475
infiziert (moi = 3 PFU/Zelle). Die Erst- und Zweitinfektionen erfolgten wie oben
beschrieben im Abstand von 48h und auch die Selektion auf Zellen mit
transkriptionell aktiven Virusgenomen wurde wie bereits beschrieben durchgeftihrt.
Wie in Abbildung D.21 A dargestellt, wurde die relative Anzahl an intrazelluldren
viralen Genomen in einem Zeitraum von bis zu sieben Tagen nach Infektion mittels
g-PCR gemessen. Daflir wurde die virale DNA durch Amplifikation des UL54-P
quantifiziert und auf das zelluldre Einzelkopiegen RPPH1 normiert.
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Wie erwartet und in der Literatur beschrieben, sank die Anzahl an intrazelluldren
viralen Genomen mit fortschreitender Dauer der Infektion (Goodrum et al., 2004;
Rossetto et al., 2013; Albright und Kalejta, 2013). Wahrend jedoch die Zahl an
input-Genomen an Tag 1 nach Infektion zwischen dem Wildtyp und dem CTD-
defizienten Virus noch &uBerst gleichmaBig war, nahm die Anzahl der viralen
Genome in TBIE1,.475-infizierten Zellen verglichen mit den TBwt-infizierten Zellen im
zeitlichen Verlauf der Infektion deutlich schneller ab (1,7 bis 4,5-fach).
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Abbildung D.21: Analyse der viralen Genomstabilitat in TBwt- und TBIE1, 4;s-infizierten KG-1-Zellen
mittels q-PCR und FISH. KG-1-Zellen wurden mock bzw. mit TBwt oder TBIE1l;i.475 (moi = 3 PFU/Zelle)
infiziert. (A) Nach 24h wurde durch Zugabe von 10% [v/v] dialysiertem FKS, 25uM Mycophenolsaure und
100 M Xanthin zum RPMI-Medium mit der Selektion auf Zellen mit transkriptionell aktiven Virusgenomen
begonnen und die Zellen weitere 24 h spater reinfiziert. Einen Tag sowie 3, 5, und 7 Tage nach Erstinfektion
wurde jeweils ein Teil der Zellen geerntet, mit Trypsin (siehe C 4.1) behandelt und die Gesamt-DNA isoliert. Die
virale und zellulare DNA wurde mittels g-PCR quantifiziert und die Anzahl intrazellularer Genome relativ zu TBwt
an Tag 1 (= 1) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei biologischen
Replikaten, wobei die linke und rechte Abbildung die Daten zweier unabhdngiger Experimente zeigen. Sterne
(*) kennzeichnen Werte unter der Nachweisgrenze. (B und C) Drei und 9 Tage nach Infektion wurden die Zellen
geerntet und die Lokalisation der viralen Genome relativ zu zelluldren Metaphase-Chromosomen bzw. der
Prozentsatz an hCMV-Genom positiven Interphasekernen mittels FISH und Epifluoreszenz- bzw. Konfokal-
Mikroskopie analysiert. Teilabbildung (B) zeigt je ein Bild fiir mock und TBwt 3 Tage nach Infektion, wobei es
sich bei den Bildern um Maximalprojektionen aus Z-Stapeln handelt, bei denen die Schichtdicke der Einzelbilder
0,3 um betrug. In Teilabbildung (C) ist der Prozentsatz an hCMV-Genom positiven Interphasekernen fiir TBwt
und TBIE1;.475s 3 und 9 Tage nach Infektion dargestellt. Ausgezahlt wurden 1299 (TBwt) bzw. 1284 (TBIE1;.475)
Interphasekerne 3 Tage nach Infektion und 1514 (TBwt) bzw. 1331 (TBIE1l;.475) Interphasekerne 9 Tage nach
Infektion.

Ein ahnliches Bild zeichnete sich bei FISH-Analysen zur Untersuchung der Stabilitat
von TBIE1l; 475- im Vergleich zu TBwt-Genomen ab (siehe C 4.4). Fur diese wurden
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KG-1-Zellen wiederum mock- bzw. mit TBwt- oder TBIE1, 475-Viren mit einer moi von
3 PFU/Zelle infiziert (gleiche Anzahl an infektidsen Genomen), wobei bei diesem
Experiment, anders als zuvor, kein Selektionsdruck ausgelbt wurde. Die Zellen
wurden 3 und 9 Tage nach Infektion fir die Chromosomenpraparation geerntet und
die virale DNA durch Hybridisierung mit einer Alexa Fluor 488-markierten, TB-
spezifischen Bacmid-Sonde nachgewiesen. Die zellulare DNA wurde mit DAPI gefarbt
und die Lokalisation der viralen Genome relativ zu den zelluldren Metaphase-
Chromosomen sowie der Prozentsatz an Interphasekernen mit hCMV-spezifischen
Signalen mit Hilfe von Epifluoreszenz- bzw. Konfokal-Mikroskopie analysiert und
ausgezahlt (Abbildung D.21 B und C).

Die Rate an infizierten Metaphase-Zellen war so niedrig, dass keine qualitative oder
quantitative Auswertung anhand von ,Metaphase-Spreads"™ moglich war. Jedoch war
auch in infizierten KG-1-Zellen, zumindest flir TBwt-Genome, eine Assoziation mit
Metaphase-Chromosomen zu beobachten (Abbildung D.21 B). Eine quantitative
Auswertung wurde fiur dieses Experiment in Interphasekernen durchgefihrt
(Abbildung D.21 C). Analog zu den g-PCR-Analysen konnte auch mit Hilfe der FISH
eine schnellere Abnahme der Anzahl an viralen Genomen im Verlauf der Infektion mit
der CTD-defizienten Virusmutante beobachtet werden. So waren bereits 3 Tage nach
Infektion mit der CTD-Deletionsmutante verglichen mit dem Wildtyp Virus 1,5-mal
weniger Zellkerne hCMV-Genom positiv, 9 Tage nach Infektion sogar 3,2-mal
weniger.

Insgesamt deuten die Ergebnisse der g-PCR- und der FISH-Analysen darauf hin, dass
die IE1-CTD zur Erhaltung viraler Genome in nicht produktiv infizierten KG-1-Zellen
beitragt.

Um die Ergebnisse aus den KG-1-Infektionsstudien in einem seit langerem
etablierten, physiologisch hoch relevanten hCMV-Latenzsystem zu verifizieren,
wurden CD34*-angereicherte Knochenmarkszellen herangezogen. Diese wurden in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Felicia Goodrum mit Wildtyp Viren
sowie CTD- und IE1l-defizienten Virusmutanten des klinischen hCMV-Isolats FX, wie
in Goodrum et al., 2007 und Petrucelli et al., 2009 beschrieben, infiziert. Die
verwendeten FX-Viren kodieren fir EGFP, wodurch es nach 20-stiindiger Infektion
méglich war, infizierte (EGFP-positive) CD34* HPCs mittels fluorescence-activated
cell sorting (FACS) zu isolieren. Die so gewonnenen reinen, infizierten primaren
Zellen wurden in Langzeit Knochenmark-Kulturen gezogen, um deren Differenzierung
entgegenzuwirken. Die Zellen wurden 5 und 10 Tage nach Infektion fiir DNA- und
RNA-Analysen geerntet um zum einen die relative Anzahl an intrazelluldren viralen

Genomen mittels g-PCR zu bestimmen (Abbildung D.22) und zum anderen die
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Expression der MIE-Transkripte IE1 und IE2 sowie der Latenz-assoziierten
Transkripte LUNA und UL138 mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR (g-RT-
PCR, siehe C 4.2 und C 4.3) zu untersuchen (Abbildung D.23). Die Eliminierung
madglicher DNA-Kontaminationen in den RNA-Proben und die IE1-spezifische cDNA-
Synthese (einschlieBlich der Minus-RT-Kontrollen) erfolgten wie oben beschrieben.
Zum Nachweis aller anderen genannten viralen Transkripte und des zelluldren
Kontroll-Transkripts B-Tubulin wurde Gesamt-RNA in Erststrang-cDNA
umgeschrieben und diese anhand von Gen-spezifischen Primern mittels g-PCR
amplifiziert.

Die relative Quantifizierung der intrazelluldren viralen DNA-Mengen in den mit FXwt-,
FXIEli475- bzw. FXdIIE1l-infizierten CD34% HPCs bestdtigte im Wesentlichen die
Beobachtungen aus den Infektionsexperimenten in KG-1-Zellen. So war die
gemessene relative virale DNA-Menge in FXIE1l,.475-infizierten Zellen im Vergleich zu
FXwt-infizierten Zellen sowohl 5 als auch 10 Tage nach Infektion um etwa den Faktor
10 niedriger. Ein noch deutlicherer Effekt zeigte sich in CD34* HPCs, die mit der IE1-
Deletionsmutante infiziert worden waren. Hier betrug die ermittelte relative virale
DNA-Menge zu beiden untersuchten Zeitpunkten verglichen mit der Wildtyp-Infektion

nur noch etwa ein Hundertstel.

Te+1 4 - FXwt
== FXEt14;s  Abbildung D.22: Analyse der viralen Genomstabilitat in infizierten

B PXdIET primidren CD34* hamatopoetischen Vorliuferzellen. Primdre CD34*
HPCs wurden mit FXwt, FXIE1;.475 bzw. FXdIIE1 mit hoher Multiplizitat fur
20h infiziert. Im Anschluss wurden infizierte (EGFP-positive) Zellen
mittels FACS isoliert und in Langzeit Knochenmark-Kulturen fiir die Dauer
von zehn Tagen kultiviert. Die Zellen wurden 5 und 10 Tage nach

Te-11 Infektion zur Isolierung der Gesamt-DNA geerntet. Die virale und

zelluldre DNA wurde mittels g-PCR quantifiziert, wobei zur Amplifizierung

der viralen DNA IE2-spezifische Primer, zur Amplifizierung der zellularen
1e-2 1 DNA GAPDH-spezifische Primer verwendet wurden. Dargestellt ist die
relative virale DNA-Menge zweier technischer Replikate nach Normierung
der viralen auf die zelluldre DNA-Menge. Dieses Experiment wurde im
Rahmen einer Kollaboration von Dr. Mahadevaiah Umashankar
5 10 (University of Arizona, USA) durchgefiuhrt.
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Des Weiteren wurden die infizierten Zellen auf Transkription von IE1 sowie drei
anderer viraler Gene hin untersucht (Abbildung D.23). Sowohl nach Infektion mit
dem Wildtyp Virus als auch nach Infektion mit der CTD-defizienten Virusmutante
konnte zu beiden untersuchten Zeitpunkten IE1 mRNA detektiert werden, wobei die
relativen Mengen von Tag 5 auf Tag 10 sogar anstiegen. Die beobachteten groBeren
Mengen an IE1-Transkript in TBwt-infizierten Zellen im Vergleich zur TBIE1;.475-
Infektion sind durch die unterschiedlichen Mengen an intrazellularer Virus-DNA zu
erklaren (siehe Abbildung D.22). Der Anstieg der IE1 mRNA im zeitlichen Verlauf der
Infektion war nicht auf eine generelle Reaktivierung der Viren aus der latenten
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Infektion zurlckzufiihren, da im Gegensatz zu IE1 die IE2-Transkriptmenge von Tag
5 auf Tag 10 abnahm (FXwt) bzw. kein IE2-Transkript nachweisbar war (FXIE1;.475).
Es kam folglich nicht zur allgemeinen Aktivierung der IE-Expression, sondern zur
selektiven Hochregulierung von IE1. Die beiden Latenz-assoziierten Transkripte LUNA
und UL138 konnten in FXwt- und FXIE1;.475-infizierten Zellen nachgewiesen werden.
Wadhrend die relativen Mengen an LUNA mRNA im Verlauf der Infektion abnahmen,
stiegen die UL138 mRNA-Mengen leicht an. Nach Infektion mit der IE1-
Deletionsmutante konnten keinerlei virale Transkripte detektiert werden, was wohl
auf die geringe Menge an viraler DNA in den infizierten Zellen (siehe Abbildung D.22)
und nicht etwa auf zu geringe Zellzahlen bzw. schlecht praparierte RNA
zurickzufiihren ist (siehe Abbildung D.23, p-Tubulin).

IE1: IE2: LUNA: uL138: B-Tubulin:

30 —=— Fxwt 30 304 30 - 30
— FXIE1 475
—A— FXdIE1

25 25 254 25

20 20 2,04 20
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relative UL138;\RNAAMEHQQ
relative 3-Tubulin mMRNA Menge
-
/
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001 A——A 00

Tage nach Infektion Tage nach Infektion Tage nach Infektion Tage nach Infektion Tage nach Infektion

Abbildung D.23: Expressions-Analyse ausgewihlter viraler Transkripte in infizierten primdren CD34*
hamatopoetischen Vorlduferzellen. Primdre CD34* HPCs wurden mit FXwt, FXIEli.47s bzw. FXdIIE1 mit
hoher Multiplizitat fir 20 h infiziert. Im Anschluss wurden infizierte (EGFP-positive) Zellen mittels FACS isoliert
und in Langzeit Knochenmark-Kulturen fir die Dauer von zehn Tagen kultiviert (vgl. Abbildung D.22). Die
Zellen wurden 5 und 10 Tage nach Infektion zur Isolierung der Gesamt-RNA geerntet. Die anschlieBende cDNA-
Synthese wurde fir IE1 Gen- und Strang-spezifisch durchgefiihrt. Die restliche RNA wurde in die cDNA-
Synthese mit Oligo(dT)-Primern eingesetzt. Fir die anschlieBende g-PCR-Analyse wurden IE1-, IE2-, LUNA-,
UL138- und B-Tubulin-spezifische Primer verwendet. Gezeigt sind die mRNA-Mengen relativ zum TBwt an Tag 5
(= 1) nach Normierung auf das zellulare Haushaltsgen B-Tubulin. Der rechte Graph zeigt die mRNA-Menge von
B-Tubulin relativ zum TBwt an Tag 5 (= 1). Dargestellt sind die Mittelwerte zweier technischer Replikate. Die
Zellen wurden im Rahmen einer Kollaboration von Dr. Mahadevaiah Umashankar (University of Arizona, USA)
infiziert und geerntet.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Infektionsexperimente in KG-1-Zellen
und primdren CD34" h&matopoetischen Vorlduferzellen auf eine funktionelle
Bedeutung von IE1, und im Speziellen der IE1-CTD, fir die Erhaltung viraler Genome

wahrend der persistierenden, nicht produktiven hCMV-Infektion hin.
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1 Strukturelle Grundlagen der IE1-Histon-Interaktion

1.1 Die CTD des IE1-Proteins bindet in die saure Tasche des
Nukleosoms

Das Nukleosom ist die grundlegende, sich wiederholende Einheit des Chromatins. Je
zwei Kopien der Histone H2A, H2B, H3 und H4 bilden den Kern des Nukleosoms.
Wahrend die amino-terminalen, flexiblen Histon-Schwanze teilweise aus der
kompakten Nukleosomen-Struktur herausragen, bilden die gefalteten Protein-
Bereiche der Histone den konturenreichen Proteinkérper, um den die DNA-
Doppelhelix gewunden ist. Die Oberflache dieses Proteinkdrpers ist weitgehend
hydrophob oder positiv geladen. Den einzig negativ geladenen Bereich auf der
Nukleosomen-Oberflache bezeichnet man als saure Tasche. Dabei handelt es sich um
eine schmale Furche, die durch sechs Glutamat- bzw. Aspartat-Reste des Histons
H2A (E56, E61, E64, D90, E91 und E92) und zwei Glutamat-Reste des Histons H2B
(E102 und E110) ausgebildet wird. Zudem besitzt die saure Tasche teilweise
unpolaren Charakter, da zwei Tyrosin- und ein Valin-Rest des Histons H2A (Y50, V54
und Y57) eine kleine hydrophobe Vertiefung am Boden der Furche bilden. Die GréBe
der sauren Tasche ist ausreichend, um verschiedenste Binde-Motive (z.B. Schlaufen,
Haarnadeln oder a-Helices) zu beherbergen (Luger et al., 1997; Davey et al., 2002;
Kalashnikova et al., 2013). Sie ist nicht wichtig fir die Aufrechterhaltung der
Nukleosomen-Struktur, jedoch bindet die flexible H4 Schwanz-Domdne des
benachbarten Nukleosoms Uber positiv geladene Reste in die saure Tasche, was zu
Nukleosom-Nukleosom-Interaktionen und zur Ausbildung hdéher geordneter
Chromatin-Strukturen beitragt (Luger et al., 1997; Davey et al., 2002; Dorigo et al.,
2003; Fan et al., 2004, Kan et al., 2009).

Neben dem core-Histon H4 wurden in der Zwischenzeit eine Reihe weiterer zellularer
Proteine und auch ein virales Protein identifiziert, die mittels kurzer Peptid-
Sequenzen spezifisch in die saure Tasche des Nukleosoms binden. Das erste dieser
Proteine war, wie in der Einleitung bereits erwahnt, das von dem y-Herpesvirus KSHV
kodierte LANA (Barbera et al., 2006). Auch das humane Interleukin 33 (IL-33), der
Drosophila melanogaster-kodierte regulator of chromosome condensation 1 (RCC1),
das humane Protein high-mobility group nucleosomal 2 (HMGN2) und der
Saccharomyces cerevisiae-kodierte silent information regulator 3 (SIR3) nutzen die
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saure Tasche als Bindestelle am Nukleosom (Roussel et al., 2008; Makde et al.,
2010; Armache et al., 2011; Kato et al., 2011). Fir H4, LANA, RCC1, HMGN2 und
SIR3 konnte die Struktur des jeweils bindenden Proteinabschnittes im Komplex mit
der sauren Tasche anhand von Kernspinresonanz-Spektroskopie bzw. Réntgen-
kristallstruktur-Analysen  charakterisiert werden, wahrend fir IL-33 ein
Strukturmodell berechnet wurde.

Fur das hCMV-kodierte IE1-Protein konnte bereits vor 25 Jahren eine Assoziation mit
zellularem Chromatin beobachtet werden. Zwar wurde diese Aktivitat nach und nach
den 16 carboxy-terminalen Aminosauren (CTD) des viralen Proteins zugeschrieben,
der genaue Mechanismus dieser Assoziation wurde bisher jedoch nicht untersucht
(Lafemina et al., 1989; Reinhardt et al., 2005). Dennoch wurde vermutet, dass die
Colokalisation des IE1-Proteins mit zelluldren Metaphase-Chromosomen nicht auf
einer direkten Interaktion von IE1 mit DNA beruht (Miinch et al., 1992; Paulus und
Nevels, 2009), was eine Wechselwirkung zwischen IE1 und Protein-Komponenten des
Chromatins nahe legte.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals der molekulare Mechanismus,
welcher der IE1-Chromatin-Assoziation zugrunde liegt, detailliert aufgeklart werden.
So konnte gezeigt werden, dass das IE1-Protein durch spezifische Interaktion mit der
sauren Tasche an das Nukleosom bindet (Abbildung E.1). Mit IE1 wurde demnach
das erste pB-herpesvirale Protein identifiziert, welches die saure Tasche als

Interaktionsplattform fir die Bindung an die Nukleosomen-Oberflache nutzt.

Abbildung E.1: Illustration der IE1-CTD-
Nukleosom-Interaktion. Der Protein-
korper eines Nukleosoms ist in Oberflachen-
Darstellung abgebildet, wobei  positiv
geladene Seitenketten blau und negativ
geladene Seitenketten rot gefarbt sind. Die
um den nukleosomalen Kern gewundene
DNA ist als rotbraune Doppelhelix gezeigt.
Die IE1-CTD st als Stabchenmodell
dargestellt und bildet eine p-Haarnadel-
struktur, die in die saure Tasche des
Nukleosoms bindet, welche durch das
H2A/H2B-Dimer ausgebildet wird. Diese
Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Hans
Robert Kalbitzer, insbesondere mit Barbel
Kieninger und Prof. Dr. Werner Kremer
(Universitat  Regensburg). Journal  of
Virology cover image zu Micke et al., 2014.

Bei den meisten anderen Proteinen, fiir die eine Interaktion mit der sauren Tasche
nachgewiesen wurde (H4, LANA, IL-33, SIR3 und HMGN2), sind lineare Motive, die
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die beiden Aminosduren Arginin und Serin beinhalten und innerhalb flexibler Bereiche
des jeweiligen Proteins lokalisiert sind, an der Bindung an das H2A/H2B-Dimer
beteiligt. Ein derartiges Motiv konnte in dieser Arbeit auch innerhalb der IE1-CTD
identifiziert werden und wurde daraufhin als NBM bezeichnet. Es ist im Zentrum der
CTD lokalisiert und setzt sich aus den zehn Aminosdauren STHPMVTRSK zusammen.
Ergebnisse einer Kernspinresonanz-Spektroskopie, die in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Professor Hans-Robert Kalbitzer durchgefliihrt wurde zeigten
zudem, dass auch die IE1-CTD hoch flexibel ist und eine im nativen Zustand
unstrukturierte Domane darstellt (Daten nicht gezeigt). Der unstrukturierte
Charakter der IE1-CTD wurde bereits zuvor mittels in silico-Analysen vorhergesagt
(Krauss et al., 2009).

Im Gegensatz dazu ergaben die Computer-gestiitzten Berechnungen von
Strukturmodellen des IE1-CTD/Nukleosom-Komplexes, dass das virale Peptid eine
B-Haarnadelstruktur ausbildet, wenn es im Komplex mit dem H2A/H2B-Dimer
vorliegt (D 1.7, siehe auch Micke et al., 2014). Dieses Phdnomen, also die Anderung
der Konformation eines Bindungspartners als Folge von Protein-Protein-
Wechselwirkungen, wird als ,,induced fit" bezeichnet (Koshland, 1958).

Die berechnete B-Haarnadelstruktur, welche die IE1-CTD im Komplex mit dem
Nukleosom in dem von uns favorisierten Modell einnimmt, ahnelt sehr der Struktur
der komplexierten LANA-CTD (Barbera et al., 2006). Dementsprechend ist die Art
der Interaktion zwischen der IE1- bzw. der LANA-CTD mit der sauren Tasche des
Nukleosoms auf molekularer Ebene ebenfalls sehr &hnlich. Diese Ahnlichkeit wurde
im Rahmen dieser Arbeit zudem experimentell, anhand von Bindungsstudien (D 1.1
und D 1.5) und Kompetitionsstudien (D 1.6, siehe auch Micke et al., 2014),
bestatigt. Laut der publizierten Kristallstruktur des LANA-CTD/Nukleosom-
Komplexes, interagiert das LANA4.17-Peptid mit den H2A-Resten E61, E64, D90 und
E92 (Barbera et al., 2006). Ubereinstimmend dazu wurden im favorisierten Modell
Wechselwirkungen zwischen dem IE1,476-491-Peptid und den H2A-Resten E61, E64 und
E92 vorhergesagt, wobei eine Beteiligung von H2A E92 an der IE1-Nukleosom-
Interaktion in Bindungsstudien nicht bestatigt werden konnte. Daflir konnte gezeigt
werden, dass die Substitution von H2A D90 einen stark negativen Effekt auf die
Bindung des Volllange IE1 hat, bzw. den Verlust der Bindung der IE1-CTD nach sich
zieht (D 1.5). Diese Beobachtung kann jedoch nicht direkt aus dem vorhergesagten
Muster der Wasserstoffbriicken-Bindungen im favorisierten Modell abgeleitet werden.
Eine mogliche Erkldrung ware allerdings, dass der Imidazol-Ring von IE1 H481 im
Komplex mit dem H2A/H2B-Dimer in positiv geladener Form vorliegt und so
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moglicherweise eine elektrostatische Wechselwirkung mit der in raumlicher Nahe
gelegenen, negativ geladenen Seitenkette von H2A D90 eingeht.

Eine generelle Schwachstelle der Computer-gestitzten Strukturberechnung des IE1-
CTD/Nukleosom-Komplexes ist die Tatsache, dass nur Wasserstoffbriicken-
Bindungen, nicht jedoch elektrostatische Wechselwirkungen oder Van-der-Waals-
Wechselwirkungen, vorhergesagt wurden. Dadurch ist auch zu erklaren, dass das fur
die experimentelle Nukleosom-Bindung essentielle IE1 M483 scheinbar in keinem der
beiden berechneten Komplexe von Bedeutung ist (D 1.4 und D 1.7, siehe auch
Micke et al., 2014). Vom entsprechenden Methionin-Rest der LANA-CTD (M6) ist
allerdings bekannt, dass dieser in die hydrophobe Vertiefung innerhalb der sauren
Tasche eingepasst ist, die von den H2A Resten Y50, V54 und Y57 ausgebildet wird.
Die Interaktion zwischen LANA M6 und den genannten unpolaren H2A-Resten wird
durch zahlreiche Van-der-Waals-Krafte stabilisiert. LANA M6 ist, genau wie IE1l
M483, essentiell fir die Assoziation des viralen Proteins mit zelluldaren Chromosomen
(Barbera et al., 2006). Es ist also naheliegend, dass nicht nur das LANA M6 sondern
auch das IE1 M483 Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit H2A-Resten der
hydrophoben Vertiefung innerhalb der sauren Tasche eingeht, die jedoch aufgrund
der genannten Limitationen in der Strukturberechnung nicht vorhergesagt wurden.
Interessanterweise wurde anhand des favorisierten Modells eine Interaktion des
IE1476-491-Peptids mit dem H2A-Rest E56 vorhergesagt, der ebenfalls an der
Ausbildung der sauren Tasche beteiligt ist (D 1.7). Auch die Alanin-Mutagenese-
Studien bestdtigen die wichtige Rolle des H2A E56 fir die IE1-Nukleosom-Interaktion
(D 1.5). Eine derartige Wechselwirkung existiert im LANA-CTD/Nukleosom-Komplex
nicht. Auch wird diese wichtige Interaktion nicht von dem alternativen
Strukturmodell vorhergesagt, wodurch wiederum das favorisierte Modell
experimentell bestatigt wird (Barbera et al., 2006; Mlcke et al., 2014).

Jedoch sollte das alternative Modell nicht komplett ausgeschlossen werden. Trotz der
Unterschiede in der Art der jeweiligen Interaktion verfligen namlich die Proteine
LANA, IL-33, RCC1, SIR3 und HMGNZ2, die ebenfalls alle in die nukleosomale saure
Tasche binden, Uber einen strategisch positionierten Arginin-Rest, der drei
Wasserstoffbriicken-Bindungen mit den H2A-Resten E61, D90 und E92 ausbildet
(Kalashnikova et al., 2013). Interessanterweise bildet auch der Arginin-Rest
innerhalb des IE1 NBM (R486) im alternativen Modell Wasserstoffbriicken-Bindungen
mit genau denselben drei H2A-Resten der sauren Tasche aus (Micke et al., 2014),
welche wiederum in dem von uns favorisierten Modell nicht vorhergesagt werden.
Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten aus

Strukturvorhersagen und biochemischen Bindungs-Experimenten, dass die
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Interaktion des LANA- und des IE1-Proteins mit der sauren Tasche des Nukleosoms
auf molekularer Ebene duBerst ahnlich, jedoch nicht identisch erfolgt.

1.2 Saure Abschnitte im IE1-Protein binden vermutlich DNA-freie
Histone

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht klar hervor, dass die CTD zwar ausreichend
flr die Bindung an das H2A/H2B-Dimer, die Interaktion mit dem nukleosomalen Kern
und die Assoziation mit zelluldren Chromosomen ist, jedoch nicht den einzigen
Histon-bindenden Bereich innerhalb des IE1-Proteins darstellt. Vielmehr konnten
weitere IE1-Protein-Abschnitte identifiziert werden, die im Gegensatz zur CTD mit
allen vier core-Histonen interagieren und eine praferentielle Bindung an H3 und H4
zeigen (D 1.1 und D 1.2). Bei diesen Abschnitten handelt es sich um drei saure
Domanen (AD1, AD2 und AD3), die durch das gehaufte Auftreten von Glutamat- und
Aspartat-Resten charakterisiert sind und ,stromaufwarts® der CTD im carboxy-
terminalen Bereich des IE1-Proteins lokalisiert sind (Abbildung E.2).

bindet spezifisch in nukleosomale saure Tasche,
die durch H2A/H2B-Reste ausgebildet wird;
ausreichend fir Nukleosom-Interaktion
und Chromosomen-Assoziation

)
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bindet alle vier core-Histone (H3/H4 und H2A/H2B);
bindet wahrscheinlich DNA-freie Histone

AD3

Abbildung E.2: Das IE1-Protein besitzt zwei unabhangige Histon-bindende Bereiche. Die schematische
Darstellung zeigt das 491 Aminosduren umfassende IE1-Protein (hCMV TN-Stamm) mit den beiden Protein-
Bereichen, die fir die Interaktion mit zellularen core-Histonen verantwortlich sind. Wahrend die IE1-CTD (As
476-491) spezifisch in die nukleosomale saure Tasche, die durch Reste des H2A/H2B-Dimers geformt wird
bindet, bilden die weiter amino-terminal gelegenen sauren Domanen (AD1: As 373-386, AD2: As 421-445,
AD3: As 451-475) einen zweiten, unabhangigen Histon-bindenden Bereich, der praferentiell mit den Histonen
H3 und H4 interagiert. Protein-Bereiche zwischen den ADs (angedeutet durch die grau gestrichelte Linie
innerhalb des As-Abschnittes 373 bis 475) tragen wahrscheinlich nicht zur IE1-Histon-Interaktion bei (Daten
nicht gezeigt). NLS, nukledres Lokalisationssignal; AD, acidic domain; S/P, Serin/Prolin-reiche Domane; CTD,
chromatin-tethering domain.

Der molekulare Mechanismus, liber den das virale Protein mit seinen sauren Protein-
Bereichen an core-Histone bindet, wurde in dieser Arbeit nicht naher untersucht. Die
Tatsache, dass alle getesteten Alanin-mutierten H2A-Varianten eine gewisse Affinitat
fir das Vollldange IE1-Protein zeigen deutet allerdings darauf hin, dass die sauren
Domanen mit H2A- und H2B-Resten auBlerhalb der sauren Tasche interagieren (D
1.5). Das hCMV-kodierte IE1 ist nicht das einzige Protein, das Uber ein lineares Motiv

in die nukleosomale saure Tasche bindet und zudem Uber weitere Protein-Bereiche
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verfligt, die mit Histon-Resten auBerhalb dieser Tasche interagieren. Auch die 214
Aminosauren umfassende bromo-associated homology (BAH)-Domane des SIR3-
Proteins bindet mit den Resten 17 bis 37 in die saure Tasche des H2A/H2B-Dimers,
wahrend zahlreiche andere Abschnitte innerhalb der BAH-Domdne mit H2B-, H3- und
H4-Resten auBerhalb der sauren Tasche in Wechselwirkung treten (Armache et al.,
2011).

Im Fall von IE1 erscheint es sehr naheliegend, dass die zweite Histon-bindende
Aktivitat auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den sauren Bereichen des
viralen Proteins und basischen Resten der Histon-Proteine beruht. Wd&hrend die
Deletion einer der drei sauren Domanen des IE1 einen kaum merklichen Effekt auf
die Histon-Interaktion zeigt, ist diese Interaktion bei gleichzeitiger Deletion aller
sauren Protein-Bereiche praktisch nicht mehr nachweisbar. Daher ist davon
auszugehen, dass es bei Unterschreitung einer kritischen Anzahl an negativen
Ladungen im IE1-Protein zum Verlust der IE1l-Histon-Wechselwirkung kommt (D
1.2). Interessanterweise fihrt die Substitution aller negativ geladener H2A-Reste,
die nicht an der IE1-CTD-Nukleosom-Interaktion beteiligt sind, zu einer hdheren
Affinitat der entsprechenden H2A-Varianten fir das Volllange IE1-Protein (D 1.5). Es
liegt also nahe, dass durch die Neutralisation der negativen Ladungen auf Seiten von
H2A die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den sauren Doméanen des IE1-
Proteins und dem basischen Histon aufgrund der nun fehlenden AbstoBungs-Krafte
verstarkt werden. Zudem scheint die zweite Histon-bindende Doméane des IE1 nicht
mit ladungsabgeschirmten, DNA-komplexierten Histonen, sondern vielmehr mit DNA-
freien Histonen zu interagieren. Diese Vermutung wird durch die Beobachtungen
bekraftigt, dass das um die CTD-verklrzte IEl;475 nicht in der Lage ist mit
zellularem kondensiertem Chromatin zu assoziieren und zudem nicht bzw. in sehr
abgeschwachter Form an Nukleosomen bindet (D 1.3 und D 1.4). AuBerdem
colokalisieren IE1-Proteine sowohl nach Deletion einer der drei sauren Domadnen als
auch bei gleichzeitiger Deletion der AD2 und AD3 weiterhin unverandert mit
zellularen Chromosomen, was eine Beteiligung der sauren Protein-Bereiche an der
IE1-Chromosomen-Assoziation weitestgehend ausschlieBt (Reinhardt et al., 2005;
Huh et al., 2008; Krauss et al., 2009).
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2 Funktionelle Konsequenzen der IE1-Histon-Interaktion

2.1 Moglicher Einfluss der IE1l-Histon-Interaktion auf die virale
Chromatin-Struktur

Wie in der Einleitung beschrieben, wird die virale DNA sofort nach Eintritt in den
Wirtszellkern mit zelluldren Histonen zumindest teilweise in Nukleosomen verpackt.
Dabei wird die Nukleosomen-Dichte am viralen Genom durch das in der sehr frihen
Phase der Infektion akkumulierende IE1 aktiv niedrig gehalten (Nitzsche et al.,
2008; Zalckvar et al., 2013). Jedoch konnte die Hypothese, dass IE1 die Reduktion
der Nukleosomen-Besetzung des viralen Genoms durch die Interaktion mit Histonen
gewahrleistet nicht bestatigt werden (D 2.2). Die antagonistische Wirkung dieses
viralen Proteins auf die Chromatinisierung des hCMV-Genoms wird demnach
wahrscheinlich Uber einen anderen Mechanismus bewerkstelligt. Denkbar ware
beispielsweise, dass die héhere Histon-Besetzung der Genome IE1-defizienter Viren
(im Vergleich zu Wildtyp Viren) womdéglich mit der IE1l-induzierten Auflésung von
PML-Kérpern zu Beginn der hCMV-Infektion in Zusammenhang steht. PML-K&rper
enthalten, neben anderen Chromatin-modifizierenden Enzymen, auch Histon-
Chaperone, wie beispielsweise die praferentiell H3.3/H4-bindenden Chaperone HIRA
und hDaxx, die beide an der Replikations-unabhdngigen Besetzung genomischer DNA
mit Nukleosomen beteiligt sind (Tagami et al., 2004; Drané et al., 2010). Es
erscheint demnach naheliegend, dass die Chromatinisierung der in den Wirtszellkern
eintretenden viralen DNA, die sofort mit PML-K6rpern assoziiert, zumindest teilweise
durch die in diesen Strukturen enthaltenen Histon-Chaperone erfolgt. Mit
Fortschreiten der Infektion kommt es jedoch zur Aufldsung der antiviral wirkenden
PML-Kdrper durch das IE1-Protein (Paulus und Nevels, 2009), was somit
madglicherweise der Besetzung der viralen DNA mit Histonen entgegenwirkt. Die hier
untersuchten Histon-bindenden Bereiche des IE1-Proteins sind unterdessen nicht
ausschlaggebend fiir die Auflésung der PML-Kérper. Diese Aktivitat wird vielmehr
dem zentralen, hydrophoben IE1-Protein-Bereich zugeschrieben (Ahn et al., 1998;
Lee et al., 2004; Huh et al., 2008; Krauss et al., 2009).

Auch ein Einfluss der IE1-Nukleosom-Interaktion auf die Kompaktierung des viralen
und/oder zellularen Chromatins ware denkbar. Wie oben bereits erwahnt ist bekannt,
dass die Interaktion zwischen der sauren H2A/H2B-Tasche und der H4-Schwanz-
Domane des benachbarten Nukleosoms mit der Ausbildung hoéher geordneter
Chromatin-Strukturen in Zusammenhang steht (Luger et al., 1997; Dorigo et al.,
2003; Zhou et al., 2007). Die Bindung anderer Proteine in die saure Tasche des

Nukleosoms koénnte nun diese Wechselwirkung aufheben und somit der Kondensation
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der Chromatin-Faser entgegenwirken. Tatsachlich lassen alle bisher vorliegenden
Strukturinformationen darauf schlieBen, dass die entsprechenden Proteine (IE1,
LANA, RCC1, IL-33, SIR3, HMGN2) untereinander und mit dem Histon H4 um die
Bindung in die saure Tasche des Nukleosoms konkurrieren (Kalashnikova et al.,
2013). In Ubereinstimmung dazu konnte gezeigt werden, dass das zelluldre Protein
HMGNZ2, welches an der Modulation der zellularen Transkription und DNA-Reparatur
beteiligt ist, zur Chromatin-Dekondensation flihrt (Postnikov und Bustin, 2010). Fir
die beiden viralen Proteine IE1 und LANA ware ein ahnlicher Einfluss auf die
Chromatin-Struktur denkbar, da eine globale Chromatin-Dekondensation einen
Mechanismus darstellen kénnte, durch den Viren eine erhdhte Zuganglichkeit des
viralen und/oder zellularen Genoms flr die Transkription und andere DNA-basierte
Prozesse erreichen. Der Einfluss der LANA-CTD auf die Nukleosom-Nukleosom-
Interaktion und die Chromatin-Faltung wurde von Luger und Kollegen untersucht.
Entgegen der Erwartungen stellte sich dabei jedoch heraus, dass das LANA-Protein
Interaktionen zwischen Nukleosomen stabilisiert und zudem die Ausbildung von
zellularem Heterochromatin férdert (Chodaparambil et al., 2007). Diese Beobachtung
widerspricht teilweise anderen Ergebnissen, stellt jedoch einen mdoglichen
Mechanismus dar, Uber den LANA die Stilllegung weiter Teile des viralen Genoms
wahrend der Latenzphase der KSHV-Infektion gewahrleistet (Stuber et al., 2007;
Chodaparambil et al., 2007). Auch IL-33 und SIR3 férdern die Chromatin-
Kompaktierung, indem sie die Selbstassoziation und Oligomerisierung des
Nukleosoms in hdher geordnete Chromatin-Strukturen verstarken (Roussel et al.,
2008; Georgel et al., 2001; McBryant et al., 2008). Laut einer Hypothese von
Khalashnikova und Kollegen, entscheiden die Eigenschaften des Volllange Proteins
dartber, ob es nach erfolgter Bindung des entsprechenden Proteins in die saure
Tasche zur Chromatin-Kondensation oder -Dekondensation kommt. Selbst-
assoziierende Proteine, wie beispielsweise SIR3 oder LANA, fihren zur Bildung von
Heterochromatin, wahrend HMGN2 die Assoziation des linker-Histons H1 mit dem
Nukleosom inhibiert und somit der Kondensation des HMGN2-gebundenen
Chromatins entgegenwirkt (Kalashnikova et al., 2013). Fir das IE1-Protein wurde
bisher nicht untersucht, ob die Nukleosom-Interaktion einen positiven oder negativen
Effekt auf die Ausbildung hdher geordneter Chromatin-Strukturen hat. Kirzlich
konnte jedoch eine Teilstruktur des Rhesusaffen CMV IE1-Proteins Kkristallisiert
werden, wobei sich zeigte, dass das virale Protein wahrend der Infektion
wahrscheinlich als Dimer vorliegt (Scherer et al., 2012). Somit ware denkbar, dass
IE1 - als selbstassoziierendes Protein - zur Chromatin-Kondensation (wahrend der

latenten Infektion?) beitragt.
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2.2 Einfluss der IE1-Histon-Interaktion auf die virale Transkription

Eine der bisher bekannten Schlisselfunktionen des IE1-Proteins ist die trans-
kriptionelle Aktivierung viraler E-Gene (Greaves und Mocarski, 1998; Gawn und
Greaves, 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte nun anhand von transienten
Transfektionen und Promotor-Reporter-Versuchen gezeigt werden, dass die Histon-
Bindung zumindest teilweise mit den transaktivierenden Eigenschaften des viralen
Proteins korreliert (D 2.3). Dabei stellte sich heraus, dass vor allem die Histon-
bindenden sauren Abschnitte des IE1-Proteins - nicht aber die CTD - wichtig flir die
IE1-abhangige Transaktivierung der untersuchten viralen Promotoren sind. Die
erhaltenen Ergebnisse werden durch in der Vergangenheit durchgefiihrte
Transkomplementations-Experimente unterstitzt. Anhand dieser konnte gezeigt
werden, dass ein saurer Bereich (As 421-475; entspricht AD2-AD3) innerhalb des
carboxy-terminalen  Abschnitts des viralen Proteins fir die effiziente
Komplementation des Replikationsdefekts IE1-defizienter Viren in humanen
Fibroblasten wichtig ist; die CTD sowie die im carboxy-terminalen Bereich
auftretenden post-translationalen Modifikationen (Serin-Phosphorylierungen und
SUMOylierung) werden dagegen nicht benétigt (Reinhardt et al., 2005). Demnach
schien der saure Charakter der carboxy-terminalen Domane ausschlaggebend,
welcher vermutlich die basale Aktivitdt einer amino-terminal lokalisierten
Transaktivator-Domane verstarkt (Pizzorno et al., 1991; Spengler et al., 2002;
Reinhardt et al., 2005). Interessanterweise sind die AD-Motive hinsichtlich ihrer
Anzahl, Lange und relativen Position zwischen IE1-Proteinen laboradaptierter und
klinischer hCMV-Stamme konserviert. Zudem tritt der saure Charakter des carboxy-
terminalen Abschnitts, trotz sehr eingeschrankter globaler Homologie der primaren
Aminosauresequenzen, innerhalb der IE1l-Proteine verschiedenster Sauger-CMV-
Spezies auf (Reinhardt et al., 2005; Krauss et al., 2009). Auch diese Tatsache lasst
auf eine wichtige Rolle der sauren Protein-Abschnitte fur die CMV-Replikation
schlieBen.

Der Mechanismus, welcher der Transaktivierung viraler Promotoren durch die sauren
Domanen des IE1 zugrunde liegt, ist jedoch bislang ungeklart. Zwar sind saure
Protein-Bereiche haufig an der Transaktivierungsfunktion regulatorischer Proteine
beteiligt (Berk et al., 1998), beispielsweise bei dem HSV-kodierten virion protein 16
(VP16) oder dem Saccharomyces cerevisiae-kodierten regulatory protein Gal4 (Gal4)
(Cress und Triezenberg, 1991; Gill und Ptashne, 1987); jedoch unterscheidet sich die
Struktur der carboxy-terminalen sauren Doméanen des IE1 von der klassischer
Transaktivierungsdomanen. Demzufolge konnte der Austausch der sauren IE1-

Bereiche (As 421-475) durch die weniger saure Transaktivatordomane von Gal4 den
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Replikationsdefekt IEl-defizienter Viren nicht komplementieren (Reinhardt et al.,
2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass IE1 mit seinen
drei sauren carboxy-terminalen Domanen an core-Histone bindet, wobei eine
praferentielle Interaktion mit den Histonen H3 und H4 vorliegt (D 1.1 und D 1.2).
Derartige Interaktionen sind typisch flir Histon-Chaperone, die in der Regel saure
Proteine darstellen, praferentiell entweder mit H2A/H2B- oder H3/H4-Dimeren
interagieren und zusammen mit chromatin-remodeling-Komplexen an der
dynamischen Regulation der Chromatin-Struktur beteiligt sind. Tatsachlich besitzt
das hCMV IE1-Protein einige Eigenschaften eines Histon-Chaperons, die neben der
Bindung von core-Histonen das Vorhandensein extrem saurer sowie unstrukturierter
Protein-Bereiche umfassen (Reinhardt et al., 2005; Park und Luger, 2008; Krauss et
al., 2009). Fir einige Histon-Chaperone, wie beispielsweise das praferentiell H3/H4-
Dimer bindende anti-silencing function 1 (Asfl) oder das sowohl H2A/H2B- als auch
H3/H4-Dimere bindende nucleosome assembly protein 1 (NAP1), konnte eine
wichtige Rolle bei der De- bzw. Reassemblierung von Nukleosomen wahrend der
RNA-Polymerase II-abhangigen Transkription gezeigt werden (Kim et al., 2007;
Adkins et al., 2007; Park und Luger, 2008; Kutluay und Triezenberg, 2009). Es ware
also durchaus denkbar, dass die durch die Histon-bindenden sauren Domanen des
IE1 vermittelte Transkriptionsaktivierung viraler Gene auf eine dynamische
Modulation der viralen Chromatin-Struktur zurickzufiihren ist. In der Tat reguliert
IE1 die Transkription viraler Gene bekanntermaBen nicht nur durch die Interaktion
mit zelluldaren Transkriptionsfaktoren (Margolis et al., 1995; Hayhurst et al., 1995;
Yurochko et al., 1997; Orphanides et al., 1998), sondern auch auf epigenetischer
Ebene des viralen Chromosoms (Nevels et al., 2004a; Zalckvar et al., 2013). Falls
das IE1-Protein nun tatsachlich als Histon-Chaperon fungiert, kdénnte somit die
Beteiligung dieses viralen Proteins an der dynamischen Regulation von Nukleosomen
entlang des viralen Genoms im Rahmen der lytischen hCMV-Infektion und der damit
verbundenen Regulation der Transkription viraler Gene erklart werden (Zalckvar et
al., 2013). Zur Uberpriifung dieser Hypothese kénnten Genom-weite Untersuchungen
der zeitlichen Veranderungen der Nukleosomen-Besetzung an Genomen AD1-AD3-
defizienter Viren im Vergleich zu IE1l-defizienten Viren und Wildtyp Viren hilfreich

sein.
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2.3 Bedeutung der IE1-Nukleosom-Interaktion fiir die hCMV-Infektion

Die in dieser Arbeit vorgestellten Strukturdaten lassen darauf schlieBen, dass die
IE1-CTD spezifisch evolviert ist, um in die saure Tasche des Nukleosoms zu binden
(E 1.1). Des Weiteren zeigen Sequenzanalysen der IE1l-Proteine verschiedener
Primaten-CMV-Spezies, dass die CTD und, in einem noch gréBeren MaB, das NBM
selektiv hoch konservierte Bereiche im IEl-Protein darstellen (D 2.4.4). In
Ubereinstimmung dazu konnte auch fiir das IE1-Homolog des Griinen Meerkatzen
CMV eine Colokalisation mit Metaphase-Chromosomen nachgewiesen werden (Chang
et al., 1995). Demgegeniber scheinen die IE1-Funktionshomologe von Nager CMV-
Spezies nicht Uber funktionelle CTD-Sequenzen zu verfugen (Reinhardt et al., 2005).
So zeigt beispielsweise das murine IE1-Funktionshomolog (mIE1l) eine sehr geringe
Affinitat fir Nukleosomen (Micke, 2010; siehe auch Micke et al., 2014) und
assoziiert zudem nicht mit mitotischem Chromatin (Maul und Negorev, 2008; Krauss
et al., 2009), obwohl mIE1 in friheren Arbeiten als Histon- und DNA-bindendes
Protein beschrieben wurde (Minch et al., 1988, 1992). All diese Erkenntnisse deuten
darauf hin, dass die Bindung des IE1-Proteins in die saure Tasche des Nukleosoms
eine charakteristische Eigenschaft orthologer IE1-Proteine von Primaten CMV-
Stammen und somit eine Primaten-spezifische virale Anpassung darstellt. Es ist also
anzunehmen, dass die IE1-CTD und somit die IE1-Nukleosom-Interaktion eine
wichtige Rolle fir die hCMV-Infektion spielt.

Alle bisherigen Erkenntnisse lassen jedoch darauf schlieBen, dass dieser auBerste
carboxy-terminale Bereich des hCMV-kodierten IE1-Proteins flir die lytische
Virusinfektion irrelevant ist. So ist die IE1-CTD, im Gegensatz zu den sauren IE1-
Protein-Abschnitten, nicht an der Transaktivierung der in dieser Arbeit untersuchten
viralen Promotoren beteiligt (D 2.3) und auch fir die IE1-vermittelte Reduktion der
Nukleosomen-Okkupanz am viralen Genom nicht von Bedeutung (D 2.2). Zudem ist
die CTD-vermittelte IE1-Nukleosom-Interaktion weder fiir die Komplementation des
Replikationsdefekts IE1-defizienter Viren notwendig, noch hat die Deletion der IE1-
CTD einen negativen Effekt auf die Replikation laboradaptierter oder Kklinischer
hCMV-Stamme in humanen Fibroblasten (D 2.4.3, Reinhardt et al., 2005; Shin et al.,
2012; Miicke et al., 2014).

Spannenderweise liefert die vorliegende Arbeit jedoch erstmals Hinweise darauf,
dass IE1 und dessen CTD an der Erhaltung viraler Genome in Zellen beteiligt sind,
die eine nicht produktive hCMV-Infektion unterstiitzen. Wie in der Einleitung
beschrieben, ermdglicht LANA die Erhaltung viraler Genome wahrend der
persistierenden Infektion u.a. durch Anheftung der viralen Episome an die

Chromosomen sich teilender Zellen. Auf diese Weise werden die KSHV-Genome von
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einer Wirtszelle gleichmaBig auf deren Tochterzellen Ubertragen, wobei gleichzeitig
die nukleare Lokalisation des viralen Erbguts nach erfolgter Zellteilung gewahrleistet
wird. Auch das EBNA1-Protein des EBV sowie die early 2 (E2)-Proteine humaner und
boviner Papillomviren erfillen bezlglich der viralen Genomerhaltung wahrend der
latenten Phase der Infektion analoge Funktionen zu KSHV LANA (Feeney und Parish,
2009; Ohsaki und Ueda, 2012). Diese Beispiele zeigen, dass y-Herpesviren und
andere persistierende DNA-Viren konservierte Chromatin-basierte Mechanismen
entwickelt haben, um die Erhaltung ihrer extrachromosomalen, zirkularen Genome in
latent infizierten, proliferierenden Zellen zu gewahrleisten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deuten nun darauf hin, dass IE1 das erste B-Herpesvirus-Protein
darstellt, das Uber einen derartigen Segregations-Mechanismus zur viralen Genom-
persistenz beitragt (Abbildung E.3 A). So konnte anhand von Infektionsexperimenten
in myeloiden Zellen, die eine latente oder Ilatenzahnliche hCMV-Infektion
unterstitzen gezeigt werden, dass die Stabilitat der Genome IE1- bzw. IE1-CTD-
defizienter Viren im Vergleich zu Wildtyp-Viren im Verlauf der Infektion deutlich
reduziert ist (D 2.4.7). Zudem konnte in dieser Arbeit mittels Chromosomen-
praparationen sowohl aus hCMV-infizierten myeloiden Zellen als auch aus humanen
Fibroblasten erstmals eine Assoziation viraler Genome mit zelluldrem mitotischem
Chromatin gezeigt werden (D 2.4.7 und D 2.4.5). Dabei scheinen IE1 und dessen
CTD die Effizienz mit der die virale DNA mit mitotischen Chromosomen assoziiert zu
verstarken, wobei die beobachtete Assoziation nicht strikt von der IE1-Nukleosom-
Interaktion abhangig ist (D 2.4.5). Bei Fehlen des Vollldange IE1-Proteins ist die
Haufigkeit Chromosomen-assoziierter viraler Genome am deutlichsten verringert.
Somit sind wahrscheinlich auch Bereiche im IE1-Protein auBerhalb der CTD fir die
Anheftung viraler Genome an das zelluldre Chromatin relevant. In Ubereinstimmung
dazu konnte in dieser Arbeit mittels ChIP-Analysen gezeigt werden, dass IE1 nicht
nur mit dem zelluldren sondern auch mit dem viralen Genom interagiert, wobei die
zuletzt genannte Wechselwirkung CTD-unabhangig erfolgt (D 2.4.6). Diese
Beobachtung lasst darauf schlieBen, dass die Interaktion von IE1 mit dem viralen
Genom uber Protein-Abschnitte vermittelt wird, die ,stromaufwarts™ der CTD liegen.
Interessanterweise konnten Pari und Kollegen in diesem Zusammenhang zeigen,
dass IE1 in latent infizierten CD34"-Zellen Uber die sauren Protein-Bereiche an die
TR-Region des viralen Episoms bindet (Tarrant-Elorza et al., 2013). So liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass die CTD-vermittelte IE1-Nukleosom-Interaktion flr die
Verankerung des viralen Proteins am zelluldren Chromatin verantwortlich ist, saure
Bereiche im IE1-Protein dagegen die Bindung an das virale Genom gewahrleisten.

Zusammen mit der Entdeckung, dass IE1 wahrend der hCMV-Infektion vermutlich als
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Dimer vorliegt (Scherer et al., 2012), ergeben sich weitreichende Parallelen zwischen
der IE1- und LANA-vermittelten Anheftung der entsprechenden viralen Genome an
das mitotische zelluldre Chromatin: Beide virale Proteine binden Uber CTD-
Sequenzen, die am auBersten Carboxy- bzw. Amino-Terminus lokalisiert sind in
Uberaus ahnlicher Weise in die saure Tasche des Nukleosoms und somit an zelluléres
Chromatin (E 1.1). Gleichzeitig interagieren beide Proteine Uber Bereiche auBerhalb
der CTD mit der TR-Region der entsprechenden viralen Episome. Zudem liegen
vermutlich sowohl IE1 als auch LANA in dimerisierter Form in infizierten Zellen vor
(Ballestas et al., 1999; Schwam et al., 2000; Barbera et al., 2006; siehe auch
Feeney und Parish, 2009; Ohsaki und Ueda, 2012). Ein vorlaufiges Modell der IE1-
vermittelten Anheftung von hCMV-Genomen an mitotische zelluldre Chromosomen ist
in Abbildung E.3 B dargestellt.

A

x zellulares Chromosom O virales Episom o LANA, EBNA1, E2 oder IE1 @
Q

¥

w zellulares Nukleosom mit
a " saurer H2A/H2B-Tasche (rot)
A }\
IE1-Dimer mit
\7 CTD und
- _—— AD (gelb)
N

hCMV-Genom mit

o )— TR-Region (grau)

Abbildung E.3: Konservierter Segregations-Mechanismus episomaler Genome persistierender DNA-
Viren und vorldaufiges Modell der IE1l-vermittelten Anheftung des hCMV-Genoms an zelluldre
Chromosomen. (A) Die Assoziation viraler Episome der humanen y-Herpesviren sowie der humanen und
bovinen Papillomviren mit zelluldren Chromosomen wird Uber Virus-kodierte Adaptor-Proteine vermittelt.
Dadurch wird die gleichmaBige Verteilung der viralen Genome auf die Tochterzellen sowie deren nukleare
Retention nach erfolgter Zellteilung gewahrleistet. Auch die Genome des B-Herpesvirus hCMV assoziieren
wahrend der Virusinfektion mit zellularem mitotischem Chromatin. (B) Im Fall des hCMV fungiert wohl u.a. das
IE1-Protein als Adaptor-Protein zwischen den Chromosomen der Wirtszelle und dem viralen Episom. Die IE1-
vermittelte Anheftung der hCMV-Genome an das mitotische zelluldre Chromatin wird méglicherweise durch die
Dimerisierung des viralen Proteins ermdglicht, wobei die carboxy-terminal lokalisierte CTD an jeweils ein
Nukleosom der zellularen Chromosomen bindet, wahrend vermutlich weiter amino-terminal gelegene saure
Protein-Bereiche (AD) mit der TR-Region des viralen Genoms interagieren.

Im Gegensatz zu LANA, EBNA1 und E2 gilt IE1 zwar als typisch lytisches Genprodukt,

jedoch wurde im Mausmodell gezeigt, dass das IEl-Funktionshomolog in vivo in
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latent mCMV-infizierten Lungenzellen stochastisch, Uber das infizierte Gewebe
verteilt exprimiert wird (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001). MCMV etabliert
auBerdem in Lebersinusoid-Endothelzellen eine latente Infektion. Im Rahmen dieser
werden die beiden Transkripte IE1 (hCMV IE1) und IE3 (hCMV IE2) exprimiert,
wahrend gleichzeitig mCMV-Transkripte, die fir die lytische Infektion essentiell sind,
wie beispielsweise die RNA flir das major capsid protein oder fiir gB, nicht gebildet
werden (Seckert et al., 2009, 2012). Des Weiteren wurde auch fir hCMV eine
zumindest transiente IE1-Expression, sowohl in experimentell als auch in natlrlich
latent infizierten myeloiden Vorlauferzellen, von mehreren unabhdngigen
Arbeitsgruppen beobachtet (z.B. Kondo et al., 1996; Goodrum et al., 2002; Cheung
et al., 2006; Rossetto et al., 2013). Konsistent mit diesen Beobachtungen, konnte
auch in der vorliegenden Arbeit IE1-Expression in latent infizierten KG1- und
priméren CD34%*-Zellen nachgewiesen werden (D 2.4.7).

Andere Publikationen jedoch postulieren die vollstandige Unterdrickung der MIE-
Genexpression wahrend der latenten hCMV-Infektion u.a. aufgrund der Stilllegung
des MIEP durch epigenetische Repressionsmechanismen (Reeves et al., 2005a,
2005b; Saffert et al., 2010). Der reprimierte Chromatinstatus am MIEP tritt auch zu
Beginn der lytischen hCMV-Infektion als Folge der Assoziation viraler Genome mit
den hDaxx-enthaltenden, antiviral wirkenden PML-Korpern auf. In fir die lytische
hCMV-Infektion permissiven Zellen transloziert jedoch das Tegumentprotein pp71
nach erfolgter Viruspenentration in den Wirtszellkern, induziert den proteasomalen
Abbau von hDaxx und hebt so die Inhibierung des MIEP auf (Woodhall et al., 2006;
Saffert und Kalejta, 2006; Cantrell und Bresnahan, 2006; Hwang und Kalejta, 2007).
In hCMV-infizierten Zellen, die eine Ilatente oder Ilatenzdahnliche Infektion
unterstitzen hingegen akkumuliert pp71 nicht im Kern der Wirtszelle, sondern
verbleibt im Cytoplasma, sodass die MIE-Genregion laut Kalejta und Kollegen strikt
reprimiert bleibt (Saffert und Kalejta, 2007; Albright und Kalejta, 2013; Qin et al.,
2014). Jedoch widerspricht das Modell der vollstandigen Reprimierung des MIEP
aufgrund der cytoplasmatischen Lokalisation von pp71 der Beobachtung, dass pp71-
defiziente Viren zwar einen moi-abhangigen Replikationsdefekt aufweisen, jedoch
durchaus MIE-Genexpression zeigen und in der Lage sind den lytischen
Infektionszyklus zu durchlaufen (Bresnahan und Shenk, 2000).

Die vielfach beobachtete transiente und sporadisch reaktivierende IE1-Expression in
latent CMV-infizierten Zellen spricht vielmehr daflir, dass der MIEP und somit die
Transkription der MIE-Genregion in latent infizierten Zellen zwar stark reprimiert ist,
diese Reprimierung jedoch stochastischen Schwankungen unterliegt. Prinzipiell

kdnnen temporare ,desilencing"-Ereignisse wahrend der latenten Infektion, bei der
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das virale Genom durch die geschlossene Chromatin-Struktur weitgehend reprimiert
vorliegt, an jedem viralen Locus auftreten. Allerdings kommen sporadische
Transkriptions-Aktivierungen wohl mit hdéherer Wahrscheinlichkeit an besonders
starken Promotoren, wie dem MIEP, vor. Folglich wurde die MIE-Genregion kirzlich
als Hotspot flir die Expression Latenz-assoziierter Transkripte in latent hCMV-
infizierten Zellen der myeloiden Linie beschrieben (Seckert et al., 2012; Slobedman
et al., 2013).

Die Beobachtung, dass die Chromosomen-Assoziation viraler Genome nicht strikt
IE1-abhangig ist (D 2.4.5), lasst darauf schlieBen, dass neben IE1 vermutlich weitere
hCMV-Genprodukte an der Assoziation viraler Genome mit Wirtschromosomen
beteiligt sind. Ein mdglicher Kandidat hierfiir ist das abundante Tegument Protein
pp65, das nach derzeitigem Kenntnisstand das einzige hCMV-kodierte Protein neben
IE1 darstellt, das mit zellularen Metaphase-Chromosomen assoziiert. Analog zur IE1-
CTD ist pp65 auBerdem fur die lytische Virusreplikation in Zellkultur von unter-
geordneter Bedeutung (Schmolke et al.,, 1995; Dal Monte et al., 1996).
Interessanterweise weist pp65 zudem eine gewisse Sequenzahnlichkeit zu EBNA1
auf. Die Sequenz-Analogien zwischen diesen beiden viralen Proteinen treten vor
allem in der DNA-bindenden Region des EBV-Proteins auf (Dal Monte et al., 1996).
Diese Erkenntnisse sprechen dafiir, dass das Tegument-Protein pp65 mdglicherweise
an der Interaktion zwischen dem viralen und dem zelluldaren Chromatin beteiligt sein
kdénnte, um zusammen mit dem IE1-Protein die lebenslange Persistenz des hCMV im

Wirtsorganismus sicherzustellen.

3 Die IE1-CTD als potentieller Pathogenese-Faktor

Die persistierende hCMV-Infektion wird zunehmend mit verschiedenen Entziindungs-
erkrankungen, wie beispielsweise Arteriosklerose oder chronisch-entzlindlichen
Darmerkrankungen sowie Tumorerkrankungen, wie dem Glioblastoma multiforme, in
Verbindung gebracht (Mitchell et al., 2008; Scheurer et al., 2008; Lawlor und Moss,
2010; Caposio et al., 2011). Arbeiten aus unserer Forschungsgruppe deuten darauf
hin, dass IE1 aufgrund seiner Fahigkeit eine Typ II-dhnliche Interferon-Antwort zu
induzieren eine Rolle bei hCMV-induzierten entzindlichen Erkrankungen spielen
konnte (Knoblach et al., 2011). Daneben wird IE1 antiapoptotisches, mutagenes und
onkogenes Potential zugeschrieben, sodass dieses virale Protein eventuell an der
Entstehung hCMV-induzierter Tumorerkrankungen beteiligt sein kénnte (Zhu et al.,
1995; Shen et al., 1997; Castillo und Kowalik, 2002). Mittlerweile sind einige Viren
(z.B. EBV, KSHV, humane Papillomviren und Adenoviren) bekannt, die durch die
Inhibierung der zellularen DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) zur
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Instabilitét des zellularen Genoms und zur Entstehung bdésartiger Tumore beitragen.
In diesem Zusammenhang wurden bis dato vor allem Virus-kodierte Proteine
identifiziert, die zur Degradierung zelluldrer Faktoren flhren, die an DDR-
Signalwegen beteiligt sind (Weitzman et al., 2010).

Ein wichtiger Mechanismus im Rahmen der DDR ist die Signalweiterleitung durch
post-translationale Histon-Modifikationen (z.B. Phosphorylierung oder Ubiquitinie-
rung) an beschadigten DNA-Bereichen. Uberraschenderweise wurde in diesem
Zusammenhang der nukleosomalen sauren Tasche kirzlich eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung der DDR zugeschrieben. So ist die saure Tasche fir die RNF168- und
RING1B/BMI1-abhdngige Ubiquitinierung von Lysin-Resten innerhalb der amino-
terminalen (K13/15) bzw. carboxy-terminalen (K118/119) Abschnitte von H2A bzw.
H2AX essentiell. Sowohl RNF168 als auch RING1B/BMI1 stellen E3 Ubiquitin-Ligasen
dar, die an ladierte DNA-Bereiche rekrutiert werden und an der Aktivierung der DDR
beteiligt sind. Interessanterweise inhibierte die Expression der in die saure Tasche
bindenden LANA-CTD (GFP-LANA;3;) die RNF168- und RING1B/BMIl-abhdngige
Ubiquitinierung des Histons H2A sowie der Histon-Variante H2AX, was zur
Blockierung der DNA-Schadens-Signalweiterleitung flihrte (Leung et al., 2014). Da
die IE1- und LANA-CTDs in auBerst ahnlicher Weise in die saure Tasche des
Nukleosoms binden (E 1.1), ist es wahrscheinlich, dass auch die CTD-vermittelte
IE1-Nukleosom-Interaktion mit der zelluldren DDR interferiert. Die Modulation dieses
flr die Zelle essentiellen Signalwegs durch die beiden viralen Proteine kdénnte also
mit der Entstehung KSHV- bzw. hCMV-induzierter Tumore oder anderer
pathologischer Prozesse in Zusammenhang stehen, die im Rahmen einer
persistierenden Infektion auftreten.

Die Aufklarung mdglicher Auswirkungen der IE1-CTD-Nukleosom-Interaktion auf
molekulare Prozesse der Wirtszelle sowie die genauere Charakterisierung der IE1-
Funktion fir die persistierende hCMV-Infektion kdnnten langfristig helfen, die
Biologie und Pathogenese dieses opportunistischen Krankheitserregers besser zu
erfassen und so einen wichtigen Beitrag zur Pravention und/oder Therapie von

hCMV-assoziierten Krankheiten leisten.
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2 Abkiirzungsverzeichnis

Soweit nicht anders verzeichnet, folgen die in dieser Arbeit verwendeten
Abklirzungen den Empfehlungen des Duden, dem Gold Book der IUPAC (inklusive
physikalische GréBen und Einheiten) (http://goldbook.iupac.org) und dem White

Book JCBN

der (http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/bibliog/white.html)

(einschlieBlich Abklrzungen der Nukleotide und Aminosauren).
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CTF1 CAAT-box-binding transcription factor 1 HIRA histone regulator A
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