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L. Einleitung

l. Einleitung

1 Das humane Zytomegalievirus (HCMYV)

1.1 Taxonomie

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehort zur Familie der Herpesviridae und wird
innerhalb dieser der Unterfamilie der Beta-Herpesvirinae zugeordnet. Die Beta-
Herpesviren zeichnen sich durch eine ausgeprigte Speziesspezifitit, einen relativ langen
Replikationszyklus und eine ausgesprochen langsame Vermehrung in der Zellkultur
sowie einen charakteristischen zytopathischen Effekt aus. HCMV-infizierte Zellen

zeigen ein auffilliges Groflenwachstum, welches namensgebend fiir das Virus wirkte.

1.2 Genom

Herpesviren besitzen ein Genom aus linearer doppelstrangiger DNA, wobei das des
humanen Zytomegalievirus mit 235 kbp das grof3te aller bekannten Viren ist. Fiir den in
der vorliegenden Arbeit verwendeten HCMV Stamm AD169 wurde das Genom
vollstindig sequenziert (Chee et al., 1990) und bisher wurden mehr als 150 offene
Leseraster (ORFs) identifiziert (Davison et al., 2003; Murphy et al., 2003; Murphy et
al., 2003).

Bei allen Herpesviren findet man innerhalb des Genoms einmalig vorkommende
(unique) und wiederholte (repeat) Sequenzabschnitte, die bei den Vertretern der
jeweiligen Genera in unterschiedlichen Mustern angeordnet sind. Das Genom des
Zytomegalievirus besteht aus einem langen (unique long — Up) und einem kurzen
(unique short — Us) nicht-repetitiven Sequenzabschnitt, welche jeweils von invertierten
Einheiten repetitiver Sequenzen flankiert werden (sieche auch Abb. 2). Die offenen
Leserahmen werden entsprechend ihrer Lokalisation innerhalb des langen oder kurzen

nicht-repetitiven Sequenzabschnitts mit Uy und Ug bezeichnet (Roizman, 1993).

1.3 Morphologie

Das humane Zytomegalievirus besitzt eine fiir Herpesviren typische Morphologie. Das
Virion besteht aus einem DNA-haltigen Kern in einem ikosaedrischen Capsid. Dieses
Nukleokapsid ist umhiillt von einer Proteinmatrix, dem Tegument (Gibson, 1996;
McGavran und Smith, 1965; Wright et al., 1964). Charakteristisch fiir die Herpesviren
ist eine lipidhaltige &uBlere Hiille (envelope), in die verschiedene viral kodierte

Glykoproteine eingelagert sind (Britt und Mach, 1996; Spaete et al., 1994).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des humanen Zytomegalievirus

Das humane Zytomegalievirus gehort zu den von einer Membran umbhiillten DNA-Viren. Seine lineare
doppelsstrangige DNA ist in einem ikosaedrischen Capsid enthalten, welches von einer amorphen
Proteinhiille, dem Tegument, umgeben ist. Nach aullen schliefit sich die Membran an, in die zahlreiche

Glykoproteinkomplexe eingelagert sind.

1.4 Klinische Aspekte

Das humane Zytomegalievirus ist ein ubiquitir vorkommendes Virus mit einer
Durchseuchungsrate von etwa 80%, wobei die Infektion meist schon wéhrend der
Kindheit erfolgt (Pass, 2001). Die primire Infektion verlduft bei den meisten
immunkompetenten Erwachsenen mild bis asymptomatisch und geht in ein lebenslang
persistierendes Stadium der latenten Infektion {iber. In Einzelfillen kommt es zur
Ausbildung eines mononukleose-dhnlichen Syndroms mit Fieber, Lymphknoten-
schwellungen, Gastritis oder grippedhnlichen Erscheinungen.

Im Gegensatz dazu kann die Primirinfektion aber auch die Reaktivierung bei einem
defizienten Immunsystem, wie bei dem sich entwickelnden Foetus, Transplantations-
oder AIDS-Patienten, zu schweren Erkrankungen flihren (Pass, 2001).

Die intrauterine Infektion, meist als Folge einer priméren Infektion der Mutter, ist die
hiufigste kongenitale virale Infektion (Pass, 2001) und betrifft 0,7-4,1 % aller
Lebendgeburten  (Pass, 1999). Hier kann es zu  Thrombozytopenie,
Hepatosplenomegalie, Horschiden und Entwicklungsdefekten aufgrund der Infektion
des zentralen Nervensystems kommen. So tragen 10-15 % der infizierten Neugeborenen
bleibende neurologische Schiden davon (Fowler und Pass, 1995; Fowler et al., 1992;
Stagno et al., 1982).
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In immunsupprimierten Patienten, wie AIDS- oder Transplantationspatienten, kann eine
Primirinfektion aber auch die Virusreaktivierung zu lebensbedrohlichen Krankheiten
fiihren. Betroffen sind in diesen Patienten die Lunge, der Gastrointestinaltrakt, die
Leber und das zentrale Nervensystem. Die hdufigste ZNS-Erkrankung, gerade bei AIDS
Patienten, ist die HCMV-Retinits, die zur Erblindung fiihren kann.

Da die Zahl der Patienten, die sich im Rahmen einer Organ- oder
Knochenmarkstransplantation einer immunsuppressiven Therapie unterziehen miissen
oder durch AIDS immunsupprimiert sind, in den letzten Jahren bestindig gestiegen ist,
kommt der HCMV Infektion und ihrer Behandlung eine immer grof3ere Bedeutung zu.
Gegenwirtig stehen zur Behandlung einer HCMV-Infektion nur wenige Medikamente
zur Verfiigung. Hierzu gehoren das Nukleosidanalogon Ganciclovir (GCV), das
Nukleotidanalogon Cidofovir (CDV) und das Pyrophosphatanalogon Foscarnet (FOS).
Sie alle inhibieren entweder direkt oder indirekt die HCMV DNA-Polymerase.
Allerdings weisen diese Virostatika auch schweren Nebenwirkungen auf. Dariiber
hinaus ist vor allem im Rahmen einer Langzeittherapie das Auftreten resistenter
HCMV-Stdmme beobachtet worden (Cherrington et al., 1998; Smith et al., 1997). Aus
diesem Grunde wird bestdndig nach neuen Therapieansitzen gesucht. Neuere, noch in
der Entwicklung befindliche, Wirkstoffe inhibieren z.B. die Genprodukte UL89 und
ULS56, welche in den Reifungsprozess der Virionen und die Verpackung der viralen
DNA involviert sind (Buerger et al., 2001; Krosky et al., 1998). Das Medikament
Fomivirsen ist ein Antisense Oligonukleotid, welches gegen das Immediate Early
Protein 2 (IE2) des HCMV gerichtet ist und so die Immediate Early Genexpression
inhibiert (Cinatl et al., 2000; de Smet et al., 1999).

1.5 Latenz und Reaktivierung

Das humane Zytomegalievirus etabliert nach der Primérinfektion im Wirt eine
lebenslange Latenz. Latenz ist hier definiert als persistierende Infektion bei der die
virale DNA vorhanden ist, aber keine infektiésen Viren produziert werden (Banks und
Rouse, 1992). Die genauen Mechanismen der Latenz und der Reaktivierung sind noch
unklar. Eine Hauptort der HCMV Latenz sind die Vorlduferzellen von
Monozyten/Granulozyten im Knochenmark (Kondo et al., 1996; Mendelson et al.,

1996; Sindre et al., 1996; Slobedman und Mocarski, 1999; Taylor-Wiedeman et al.,
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1991). In diesen latent infizierten Zellen liegt die virale DNA als zirkuldres Genom vor.
Welche viralen Proteine funktionell in Latenz und Reaktivierung involviert sind, ist
noch unklar. Zwar wurden Latenz-assoziierte Transkripte identifiziert, doch ist ihnen
noch keine funktionelle Bedeutung zugeschrieben worden (Kondo und Mocarski, 1995).
Die Reaktivierung scheint daher vor allem von zelluldren Faktoren abzuhéngen. Als ein
wichtiges Ereignis bei der Reaktivierung wird die Zytokin-vermittelte Differenzierung
von Monozyten zu Makrophagen unter proinflammatorischen Bedingungen angesehen
(Meier und Stinski, 1996; Soderberg-Naucler et al., 1997; Soderberg-Naucler und
Nelson, 1999). Experimentell infizierte myeloide Vorlduferzellen reaktivieren latentes
Virus, wenn sie in der Gegenwart von IFNy oder TNFa kultiviert werden (Hahn et al.,
1998), und in einem Mausmodell konnte durch die Behandlung latent infizierter Tiere
mit TNFa die IE Genexpression in der Lunge induziert werden (Hummel et al., 2001).
Die Kontrolle der viralen IE-Genexpression scheint hierbei von groer Bedeutung zu
sein, da sie essentiell fiir die Virusreplikation ist (Greaves und Mocarski, 1998;
Marchini et al., 2001; Mocarski et al., 1996). So scheint die Aktivierung der IE
Genexpression, sei es durch TNFa und nachfolgende Aktivierung von NFkB (Hummel
und Abecassis, 2002; Prosch et al., 2002), durch Inhibition zelluldrer Repressoren (Bain
et al., 2003), oder durch Verdnderung der Chromatinstruktur (Murphy et al., 2002), eine

wichtige Rolle bei der Reaktivierung des Virus zu spielen.

1.6  Der lytische Infektionszyklus

Wie bei allen Herpesviren ist die Genexpression des humanen Zytomegalievirus zeitlich
reguliert und ldsst sich in drei Phasen unterteilen, und zwar die sehr frithe (immediate
early, a-), frihe (delayed early, B-) und spéte (late, y-) Phase der Infektion (Mocarski,
1993).

Nach dem Eintritt des Virus in die Wirtzelle gelangt zunichst das Capsid zu den
Kernporen, durch die das Genom in das Nukleoplasma entlassen wird. Das lineare
DNA-Genom zirkularisiert und liegt dann als Episom im Kernplasma vor. Die
Transkription und Replikation der viralen DNA findet im Zellkern statt (Mocarski,
2001).

In der ersten Phase der Infektion werden die sogenannten immediate early Gene

exprimiert, dies geschieht unabhéngig von de novo Proteinsynthese. Die immediate
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early Proteine aktivieren die Expression der delayed early und der spiten Gene und
regulieren so den Ablauf der lytischen Infektion. Insgesamt kennt man vier
Genomregionen, die sehr frith widhrend des lytischen Infektionszyklus durch das
Tegumentprotein pp71 aktiviert werden: UL36-38, iel/ie2 (UL122-123), TRS1-IRSI
und US3 (Colberg-Poley, 1996, Stinski et al., 1983). Die iiberwiegende Mehrheit der
Transkripte wird jedoch an einem einzigen Lokus generiert, und zwar dem UL122-123,
der deswegen auch als major immediate early (MIE)-Genregion bezeichnet wird (Chee
et al., 1990).

Der sehr frithen Genexpression folgt die zweite, sogenannte early Phase der Infektion.
Sie beginnt definitionsgeméf vor der viralen DNA Replikation und ist abhéngig der
vorangegangenen Expression der sehr frithen Genprodukte. Die early Phase lédsst sich
weiter unterteilen in die Bl (early) und B2 (early late) Phase unterteilen, je nach
Zeitpunkt der maximalen Proteinexpression sowie der Sensitivitit gegeniiber
Inhibitoren der viralen DNA-Synthese (Mocarski, 1993). Wihrend der early Phase
werden vor allem die Nichtstrukturproteine gebildet. Hierzu gehdren die Enzyme und
nukleinsdurebindenden Proteine, die fiir die Replikation des Virusgenoms erforderlich
sind.

Die DNA-Replikation beginnt ungefdhr 16 h nach der Infektion und erreicht ihr
Maximum nach 60 bis 80 h (Stinski, 1978). Das zirkularisierte Virusgenom im Zellkern
permissiver Zellen wird nach dem Prinzip des ,, rolling circle  repliziert (McVoy et al.,
1997). Als Ausgangsort fiir die DNA-Synthese dient ein spezifischer Replikationsorigin
innerhalb der Uj-Region, der oriLyt (Anders et al., 1992; Masse et al., 1992). Der
Replikationsapparat setzt sich im wesentlichen aus sechs HCMV-kodierten Proteinen
zusammen, und zwar aus der DNA Polymerase (UL54), einem DNA
Prozessivitatsfaktor (UL44), einem Einzelstrang-bindenden Protein (UL57) und einem
aus drei Untereinheiten bestehenden Helikase-Primase-Komplex (UL70, UL102 und
UL105) (Anders und McCue, 1996). Dariiber hinaus sind zusdtzliche HCMV Gene
identifiziert worden, die eine Rolle bei der Replikation spielen. Hierzu gehdren IE
regulatorische Proteine (UL36-38, IRS1/TRS1 und UL122/123) wie auch zwei nukleér
lokalisierte early Proteine (UL84, UL112/113) (Iskenderian et al., 1996; Pari und
Anders, 1993; Pari et al., 1993). Die virale DNA-Synthese lduft in abgegrenzten
nukledren Replikationskompartimenten ab, welche am Rande bestimmter
Kernstrukturen, den PODs, entstehen (Penfold und Mocarski, 1997). Wie gezeigt

werden konnte, akkumuliert an PODs wihrend einer Infektion die virale DNA von
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Adenoviren, SV40, HSV-1 und HCMV (Ishov und Maul, 1996; Ishov et al., 1997).
Dariiber hinaus sind sie auch die Orte der IE Transkription in HCMV (Ishov et al.,
1997). Die von der UL112/113 Genregion exprimierten Phosphoproteine (Wright et al.,
1988) regulieren die Bildung dieser Replikationszentren (Ahn et al., 1999; Penfold und
Mocarski, 1997) und scheinen eine besondere Rolle bei der Rekrutierung der anderen
viralen Replikationsfaktoren zu spielen. Die genaue Funktion des UL84 Genprodukts,
einem 75 kDa Phosphoprotein, ist noch unklar. Wahrend Sarisky und Hayward es als
fiir die Replikation essentiellen Faktor identifizierten (Sarisky und Hayward, 1996),
hatte in einer neueren Studie seine Abwesenheit keinen Einfluss auf die oriLyt-
abhingige DNA-Synthese (Reid et al., 2003). In infizierten Zellen konnte gezeigt
werden, dass das UL84 Protein zusammen mit UL44 und dem IE2 Protein in den
viralen Replikationskomplexen kolokalisiert (Xu et al., 2002). Dariiber hinaus kann es
auch direkt mit dem IE2 Protein interagieren (Spector und Tevethia, 1994), was zu einer
Inhibition der IE2-vermittelten Transaktivierung und zu einer Verstirkung der
negativen Autoregulation durch IE2 fiihrt (Gebert et al., 1997). Das IE2-Protein, das
wie die UL112/113 Proteine zu sehr frilhen Zeitpunkten in der Ndhe der PODs
nachgewiesen werden kann (Ahn et al., 1999), scheint ebenfalls fiir eine effiziente
oriLyt-abhidngige DNA Replikation in primdren humanen Fibroblasten bendtigt zu
werden (Sarisky und Hayward, 1996), aber auch hier ist die genaue Funktion noch

unklar.

Als letzte Phase schlieBt sich die spdte Phase der Infektion an, in der typischerweise die
Strukturproteine des Virions gebildet werden. Sie lésst sich unterteilen in die y1- (leaky
late) und y2- (true late) Phase. Wihrend die Transkription der y1-Phase durch Inhibition
der viralen DNA Synthese lediglich reduziert wird, ist sie wihrend der y2-Phase obligat
von der viralen DNA-Replikation abhédngig (Stinski, 1978).

Im Zellkern findet der Zusammenbau der verschiedenen Strukturproteine zu
Partikelvorldufern statt. Zuerst interagieren die Capsidproteine zu partikuldren
Vorstufen, die noch keine DNA enthalten. Dann wird ein Genoméquivalent in das
Vorcapsid eingeschleust und an die nun DNA-haltigen Capside binden sich die
Tegumentproteine. Sie assoziieren sich mit der inneren Kernmembran, in welche die
Glykoproteine eingelagert sind. Von hier aus werden sie iiber das endoplasmatische
Retikulum und den Golgi-Apparat zur Zelloberfliche transportiert, wo ihre Freisetzung

erfolgt. Dies ist mit der Lyse der Wirtszelle verbunden. Wie gezeigt werde konnte,
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gelangen neben den Virionproteinen auch vorgefertigte mRNAs in die neu gebildeten
Viruspartikel (Bresnahan und Shenk, 2000; Greijer et al., 2000). Welche Funktion sie

erfiillen, ist jedoch noch unklar.

1.7  Einfliisse auf die Wirtszelle - der Zellzyklus

Wie andere Herpesviren ist auch das humane Zytomegalievirus in der Lage, den
Zellzyklusstatus der infizierten Zelle zu beeinflussen. In vivo infiziet HCMV
normalerweise quieszente Zellen, in denen nur limierte Mengen an Desoxy-
ribonukleotiden und Kofaktoren fiir die DNA Replikation vorhanden sind. Dieser
Mangel an S-Phase Faktoren stellt wahrscheinlich eher ungiinstige Voraussetzungen fiir
die virale DNA-Replikation dar. Nach HCMV-Infektion beobachtet man in diesen
Zellen jedoch einen Anstieg der zelluldren Transkription und Translation (Stinski,
1978), wie er in dhnlicher Weise auch bei einer Stimulation durch Wachstumsfaktoren
auftritt. So fiihrt die HCMV-Infektion in quieszenten Zellen z.B. zu einer Induktion der
fos-, jun- und myc-Genexpression (Boldogh et al., 1990).

Dariiber hinaus findet man in diesen wie auch in infizierten proliferierenden Zellen eine
starke Erhohung der Cyclin E-Cdk2-Aktivitdt und des Phosphorylierungsgrades von
pRb (Jault et al., 1995). Quieszente, primére Zellen werden durch die HCMV-Infektion
aus GO zuriick in den Zellzyklus getrieben, zu einem Ubertritt in die S-Phase und einer
Induktion der zelluldren DNA-Synthese kommt es jedoch nicht (Bresnahan et al., 1996;
Dittmer und Mocarski, 1997; Jault et al., 1995; Lu und Shenk, 1996). Vielmehr fiihrt
HCMYV in produktiv infizierten humanen Fibroblasten zu einem Zellzyklusarrest in G1
(Dittmer und Mocarski, 1997; Jault et al., 1995; Lu und Shenk, 1996), wobei diese
Zellen biochemisch Merkmale einer frithen S-Phase aufweisen (Bresnahan et al., 1996;
Dittmer und Mocarski, 1997). Trotz Abwesenheit zelluldrer Replikation ist die
Expression S-Phase spezifischer Gene in HCMV-arretierten Zellen hochreguliert. Dazu
zdhlen vor allem Replikationsfaktoren wie Topoisomerase II (Benson und Huang, 1990)
und PCNA (Dittmer und Mocarski, 1997) sowie Enzyme des Nukleotidmetabolismus
(Colberg-Poley und Santomenna, 1988; Isom, 1979; Lembo et al., 1999). Ferner wird
auch Cyclin B in HCMV-arretierten Zellen exprimiert (Dittmer und Mocarski, 1997,
Jault et al., 1995). Die Cyclin A-Expression hingegen ist auf transkriptioneller Ebene

reprimiert (Salvant et al., 1998) und es ist keine Cyclin A-assozierte Kinaseaktivitit zu
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beobachten (Bresnahan et al., 1996; Jault et al., 1995). Dies wird teilweise als mogliche
Ursache fiir den Arrest am G1/S-Ubergang betrachtet (Fortunato et al., 2000).

Die Stimulation der Nukleotid- und Replikationsfaktorsynthese bei gleichzeitiger
Inhibition der zelluliren DNA-Synthese scheint eine essentielle Voraussetzung fiir
einen produktiven Replikationszyklus des Virus zu sein. Bei einer Infektion permissiver
humaner Fibroblasten, die sich zum Zeitpunkt der Infektion bereits in der S- oder
spiteren Phasen des Zellzyklus befinden, kommt es zu einer Verzdgerung der viralen
Genexpression sowie der Replikation (Salvant et al., 1998), was vermutlich auf eine
Inhibition der IE-Genexpression zuriickzufiihren ist (Fortunato et al., 2002). Dariiber
hinaus bewirkt eine Inhibition der Thymidylat-Synthetase, der Topoisomerase II oder
von Cdk2 eine abortive Infektion (Benson und Huang, 1988; Bresnahan et al., 1997;
Lembo et al., 2000).

Der genaue Mechanismus der HCMV-vermittelten Inhibition der zelluliren DNA-
Synthese ist noch unklar. Allerdings konnte gezeigt werden, dass HCMV an den
zelluldren Replikationsorigins das sogenannte Replikationslicensing verhindert. In
HCMV-infizierten Zellen kommt es nicht zur vollstindigen Assemblierung des
zelluldren Replikationsinitiationskomplexes, da die Bindung des Mini-Chromosom-
Maintenance (MCM)- Komplexes an das Chromatin inhibiert ist (Biswas et al., 2003;
Wiebusch et al., 2003).

Bisher wurden zwei virale Faktoren identifiziert, die an der Induktion eines
Zellzyklusarrests in HCMV-infizierten Zellen beteiligt sein konnten.

Das Tegumentprotein pUL69, ein Transkriptionsfaktor, fiihrt bei transienter Expression
in Zellen zu einem Gl-Arrest (Lu und Shenk, 1999). Nach einer Deletion dieses
Proteins sind rekombinante Viren nur noch eingeschriankt in der Lage, einen
Zellzyklusarrest induzieren (Hayashi et al., 2000). Als zweiter wichtiger viraler Faktor
gilt das IE2 Protein, welches ebenfalls einen Zellzyklusarrest induzieren kann. Auf
seine zellzylusregulatorischen Eigenschaften soll spiter noch genauer eingegangen

werden.

10
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1.8  Die major immediate early (MIE)-Genregion

Wie bereits erwédhnt, wird der groBte Teil der immediate early Transkripte von der MIE-
Genregion (UL122-123; iel/ie2) generiert. Sie repridsentiert den wohl am besten
untersuchten Genlocus innerhalb des HCMV-Genoms. Die iel/ie2-Genregion kodiert
fiir die immediate early Proteine IE1 und IE2 sowie weitere Spleilprodukte und
Isoformen. Sie befindet sich innerhalb des langen, nicht repetitiven Sequenzabschnitts
des HCMV Genoms und ihre offenen Leserahmen werden dementsprechend als UL122
und UL123 bezeichnet. Die Regulation der IE1/IE2-Genexpression erfolgt iiber einen
starken und komplex-regulierten Promotor-Enhancer (Boshart et al., 1985; Meier und
Pruessner, 2000; Meier und Stinski, 1996; Nelson et al., 1990). Dariiber hinaus kann
auch der Modulator, der vom Enhancer durch die sogenannte unique region getrennt ist,
die Expression beeinflussen (Meier und Stinski, 1996). Die Funktion der unique region
ist bislang noch unklar. In Abbildung 2 ist die Lokalisation und der Aufbau der MIE

Genregion dargestellt.
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L ¥ I ]

a b P b* a' c c a
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< IE2 < IE1 +1.°°<—['5.° 550 750 -1150
AUG
uL123
:/\:/MS‘ IE1 401 ns (68-72 kDa)
AUG
U:/UZZ ~— g’ —F IE25;9 55 (82-86 kDa)
AUG
ms IE2,55 5 (54 kDa)
AUG
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Abb. 2: Lokalisation und Aufbau der MIE Genregion

Die MIE-Genregion befindet innerhalb des langen, nicht repetitiven Sequenzabschnitts (U, -Segment) des
Genoms. Ihre offenen Leserahmen werden als UL122 und UL123 bezeichnet. Der regulatorische Bereich
der iel/ie2-Genregion besteht aus dem Modulator, der unique region, dem Enhancer und dem MIE-
Promotor. Dargestellt ist die Lokalisation im Genom sowie der Aufbau der MIE-Genregion. Ferner zeigt

die Abbildung den Aufbau der Transkripte fiir das IE1 und das IE2 Protein sowie einige Isoformen.
11



L. Einleitung

Genprodukte

Die iel/ie2-Genregion besteht aus 5 Exons und enthdlt zwei Polyadenylierungs-
Signalsequenzen in Exon 4 und Exon 5 (Stenberg et al., 1984) so dass durch alternative
Spleivorgénge verschiedene mRNAs transkribiert werden kdnnen. Das mengenmafig
am meisten gebildete immediate-early Protein ist das IE1 Protein (Bezeichnung: IEI,
IE-72 oder pUL123), ein nukledr lokalisiertes Phosphoprotein (69-72 kD), das von einer
mehrfach gespleilten mRNA aus den Exons 1-4 translatiert wird. Das IE1 Protein
aktiviert iber die NFkB-Bindungsstellen im MIE Promotor seine eigene Expression und
ist auch an der Aktivierung der delayed early und spdten Genexpression beteiligt
(Mocarski et al., 1996). Virale Mutanten, in denen das IE1 Protein komplett deletiert ist,
sind noch in der Lage, zu replizieren, wenn mit einer hohen MOI (multiplicity of
infection) infiziert wird. Das IE1 Protein scheint jedoch essentiell zu sein, wenn Zellen
nur mit einer geringen MOI infiziert werden, denn hier beobachtet man bei IE1-
deletierten Viren in den Zellen eine deutlich reduzierte Expression der delayed early
Gene, was zu einem Wachstumsdefekt der mutierten Viren fiihrt (Ahn und Hayward,
2000; Gawn und Greaves, 2002; Greaves und Mocarski, 1998).

Das IE2 Protein (Bezeichnungen: 1E2, IE-86 oder UL122a) ist ebenfalls ein nukledres
Phosphoprotein, dessen aminoterminale 85 Aminosduren mit denen des IE1 Proteins
identisch sind. Es fungiert als potenter transkriptioneller Aktivator der viralen
Genexpression. Das IE2 Protein des HCMV Stammes AD169, das auch in der
vorliegenden Arbeit Verwendung fand, besteht aus 580 Aminosduren (die in der
Literatur {iblicherweise angegebenen 579 AS beziehen sich auf das IE2 Protein aus dem
HCMYV Town Stamm) und weist im SDS-Polyacrylamidgel eine Gro3e von 80-86 kDa
auf. Wahrend das IE1 Protein den MIE Promotor aktiviert, ist das IE2-Protein in der
Lage, diesen zu reprimieren. Beide MIE-Proteine kdnnen jedoch synergistisch zur
transkriptionellen Aktivierung einiger early und late Gene von HCMYV beitragen (Depto
und Stenberg, 1989; Kerry et al., 1994). Andere Promotoren werden durch IE2 alleine
aktiviert und IE1 oder andere IE-Genprodukte konnen diesen Effekt nur verstirken
(Colberg-Poley et al., 1992; Klucher et al., 1993; Malone et al., 1990). Neben IE1 und
[E2 werden durch alternative Spleilvorginge mehrere kiirzere IE-Isoformen gebildet,
wie z.B. IES5/IE2 (55kDa) (Baracchini et al., 1992), IE18/IE2 (18 kDa) (Spector, 1996;
Stenberg, 1996) und IE19/IE1 (38 kDa) (Shirakata et al., 2002). Ihre Funktion wihrend
der viralen Infektion ist zum Teil noch unklar, allerdings konnte fiir das IE55-Protein

gezeigt werden, dass es wie IE1 den MIE Promotor aktivieren kann (Baracchini et al.,

12
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1992). So scheint die eigentliche Nettoaktivierung des Promotors von dem Verhéltnis
des IE1, IE2 und IE55 zueinander abzuhéngen. Im Gegensatz zu den bisher genannten
IE-Proteinen ist das mengenméBig am stirksten produzierte Genprodukt der MIE
Genregion, das 1E2333,,/IE2p40 (338 Aminosduren, 40 kDa), ein Protein der spiten
Phase (true late protein). Es wird durch Transkription von einem intern im UL122-
Leserahmen gelegenen Promotor generiert und entspricht den C-terminalen Sequenzen

des IE2 Proteins (Jenkins et al., 1994; Stenberg, 1996).

Regulation der Genexpression
Der MIE Modulator

Der Modulator befindet sich zwischen Position —750 und —1150 relativ zum
Transkriptionsstart. Er wurde identifiziert aufgrund seiner Eigenschaft, in transienten
Transfektionen die Transkription entweder zu stimulieren oder zu reprimieren, je
nachdem welcher Zelltyp verwendet wurde bzw. welchen Differenzierungsgrad die
Zellen aufwiesen (Nelson und Groudine, 1986; Nelson et al., 1987). Wie sich zeigte,
reprimiert der Modulator die Transkription in undifferenzierten Tera-2-Zellen
(Shelbourn et al., 1989) und monozytischen THP-1-Zellen (Huang et al., 1996), vermag
dies jedoch nicht mehr, sobald die Zellen differenziert bzw. stimuliert wurden. Die
Mechanismen der Regulation der Transkription durch den Modulator sind noch unklar,
zumal er in einigen Zelltypen wie z.B. B-Lymphozyten und Fibroblasten auch zu einer
Promotoraktivierung fithren kann (Lubon et al., 1989; Nelson et al., 1987). Teilweise
scheint die Bindung verschiedener zelluldrer Proteine wie z.B. des Transkriptionsfaktors
YY1 mit zur Repression in undifferenzierten Zellen beizutragen (Liu et al., 1994;
Sinclair et al., 1992). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Repression des
MIE Promotors in undifferenzierten Zellen auch {iiber eine Verdnderung der
Chromatinstruktur vermittelt wird und diese hauptsdchlich im Bereich der
Modulatorregion stattfindet (Murphy et al., 2002; Nelson und Groudine, 1986). Fiir die
IE-Genexpression scheint der Modulator jedoch nicht essentiell zu sein. Eine Deletion
dieser Region in rekombinanten Viren hatte keinen Einfluss auf die iel/ie2-
Genexpression, sei es in differenzierten oder in undifferenzierten Zellen (Meier und

Stinski, 1997).
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Der MIE Enhancer

Der MIE Enhancer gehort zu den stirksten bekannten Enhancern (Thomsen et al., 1984)
und findet eine breite Anwendung zur heterologen Genexpression in experimentellen
und therapeutischen Vektoren. Die starke Aktivierung, die durch den MIE Enhancer
vermittelt wird, ist auf eine dichte Anhdufung von Transkriptionsfaktorbindungsstellen
zuriickzufiihren (Niller und Hennighausen, 1990; Niller und Hennighausen, 1991).
Hierzu gehoren unter anderem Bindungsstellen fiir CREB/ATF, NF-kB/Rel, Spl, AP1,
NF-1 und YY-1 (dargestellt in (Meier und Stinski, 1996). Kurz nach Infektion der
Wirtszelle werden mehrere Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-xB, AP-1, Sp-1 und
CREB/ATF, induziert und aktivieren die Expression vom MIE Promotor/Enhancer
durch die Bindung an repetitive Sequenzelemente, die je nach ihrer Grof3e als 16-, 18-,
19- und 21 bp repeats bezeichnet werden (Thomsen et al., 1984). Wie bereits erldutert,
spielen die NF-xB Bindungsstellen eine wichtige Rolle bei der IEl-vermittelten
Aktivierung des Promotors (Cherrington und Mocarski, 1989). Die 19-bp repeats
enthalten ein cAMP-responsives Element (ATF-Bindungsstelle), iiber die eine
Transaktivierung durch das pp71-Virionprotein vermittelt wird (Liu und Stinski, 1992).
Aufgrund der vielen verschiedenen Bindungsstellen variiert die Aktivitit des Enhancers
in Abhingigkeit vom Zelltyp und der zelluldren Differenzierung (Meier und Stinski,
1996). Seine Aktivitit hidngt ab von der Anwesenheit der jeweiligen

Transkriptionsfaktoren und wird zusétzlich beeinflusst vom benachbarten Modulator.

Der MIE Promotor

Der MIE Promotor erstreckt sich von —50 bis +1 relativ zum Transkriptionsstart. Er
wird mit fortschreitender Infektion durch einen IE2-abhédngigen Prozess reprimiert
(Stenberg, 1996). Hierbei bindet das IE2-Protein, vermutlich als Homodimer (Macias et
al., 1996) an ein spezifisches Signal, die cis-repression sequence (crs) nahe dem
Transkriptionsstart (Cherrington et al., 1991; Liu et al., 1991; Pizzorno und Hayward,
1990).

Die crs wurde identifiziert als ein 14-bp Sequenzelement mit teilweise palindromischer
Struktur (Cherrington et al., 1991; Liu et al., 1991; Pizzorno und Hayward, 1990). Sie
besteht aus 2 Kopien des Dinukleotids CG, die durch einen A/T-reichen Abschnitt von
10 Nukleotiden getrennt sind. Uber die crs kann eine IE2-abhiingige Repression auch

auf heterologe Promotoren iibertragen werden (Cherrington et al., 1991; Liu et al.,
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1991; Pizzorno und Hayward, 1990). Die Repression durch das IE2 Protein ist
unabhingig von der Orientierung der crs, aber abhéngig von der Lokalisation, da die
Repression abnimmt, wenn der Abstand zwischen der crs und der TATA Box erhoht
wird (Lee et al., 1996). In Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die
flankierenden CG Dinukleotide kritisch fiir die Bindung sind und dass zudem der
Abstand zwischen den Dinukleotiden, bestimmt durch die Anzahl der internen
Nukleotide, entscheidender ist, als deren genaue Sequenz (Chiou et al., 1993; Waheed
et al., 1998). Allerdings scheint der A/T-reiche Charakter der internen Nukleotide die
Bindung zu begiinstigen (Waheed et al., 1998). Wie die Repression des Promotors
durch das IE2 Protein vermittelt wird, ist noch nicht in allen Einzelheiten bekannt. Da
die crs zwischen der TATA Box und dem Transkriptionsstart des MIE Promotors
lokalisiert ist, scheint dies die Assemblierung des Transkriptionsinitiationskomplexes
sterisch zu behindern. So konnte gezeigt werden, dass das IE2 Protein die Transkription
vom MIE Promotor nur wéhrend der Assemblierung des
Transkriptionsinitiationskomplexes reprimieren kann, nicht aber wihrend des
Elongationsprozesses (Wu et al., 1993). Die crs erstreckt sich von Position —13 bis —1
relativ zum Transkriptionsstart. In in vitro Analysen konnte die Bindung eines noch
unbekannten zelluldren Proteins von ca. 105 kDa GroBle in diesem Bereich
nachgewiesen werden, welches einen aktivierenden Einfluss auf den Promotor hat. Da
die Bindungsstelle dieses aktivierenden Proteins mit der des IE2 Proteins iiberlappt, ist
es moglich, dass das IE2-Protein die Bindung des Aktivators verhindert. (Huang und
Stinski, 1995; Macias et al., 1996).

Innerhalb des MIE Promotor/Enhancers sind weitere crs-dhnliche IE2-Bindungsstellen
identifiziert worden. Sie liegen im Bereich von —240 bzw. —170 und koénnen in
transienten Transfektionsexperimenten zur Repression des Promotors durch IE2 mit

beitragen (Huang und Chen, 2002).

Auch im Promotor des US3-Gens, welches ebenfalls ein immediate early Gen ist,
konnte eine crs unmittelbar vor dem Transkriptionsstart identifiziert werden (Biegalke,
1995). Eine Mutation dieser crs fiihrt im viralen Kontext zu einer gesteigerten US3-

Genexpression zu spiten Zeitpunkten der Infektion (Lashmit et al., 1998).
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1.9  Das IE2-Protein

Das IE2-Protein reprisentiert den wichtigsten Regulationsfaktor innerhalb des lytischen
Infektionszyklus. Es ist ein essentieller Transaktivator der viralen Genexpression und
vermittelt die Repression des MIE Promotors zu spdten Zeiten der Infektion. In
Ubereinstimmung damit konnen HCMV-Mutanten, in denen das IE2-Protein deletiert
oder durch Mutationen inaktiviert ist, keinen produktiven Replikationszyklus
vollziehen, da die Aktivierung der early Gene blockiert ist (Heider et al., 2002;
Marchini et al., 2001; White et al., 2004).

Modifikationen

Das IE2-Protein ist zahlreichen posttranslationalen Modifikationen unterworfen. Dies
fiihrt vermutlich auch dazu, dass es trotz einer errechneten Molekiilmasse von ca. 64
kDa im SDS-Polyacrylamidgel bei einer Grofle von 82 bis 86 kDa auftritt. Im IE2-
Protein befinden sich mehrere Glykosylierungsstellen und insgesamt iiber 100 Serine,
Threonine und Tyrosine, die potentiell durch Proteinkinasen phosphoryliert werden
konnen. Fiir einige dieser Aminosduren konnte nachgewiesen werden, dass sie in vivo
und in vitro durch zelluldre Kinasen phosphoryliert werden (Harel und Alwine, 1998).
Allerdings ist noch unklar, welche Bedeutung die Phosphorylierung einzelner
Aminosduren fiir die Funktionalitit des Proteins hat. Ein Virus, bei dem einzelne
Phosphorylierungsstellen im IE2-Protein mutiert wurden, zeigte kein verdndertes
Wachstumsverhalten (Heider et al., 2002).

Zuséatzlich kann das IE2-Protein durch eine kovalente Bindung an die Ubiquitin-
Homologe SUMO-1 und SUMO-2 modifiziert werden (Ahn et al., 2001; Hofmann et
al., 2000; Lee et al., 2003), was zum Auftreten einer 105 kDa-Variante des IE2-Proteins
fiihrt. Diese sogenannte SUMOylierung scheint die Transaktivierung des Proteins zu
beeinflussen. Bei einer Mutation der bisher identifizierten SUMOylierungs-Stellen an
Aminosédure 175 und 180 kommt es zu einer Reduktion der Transaktivierungsfahigkeit
(Hofmann et al., 2000). Die genaue Funktion der IE2-SUMOylierung wihrend der

Infektion ist jedoch noch unklar.
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Transaktivierung

IE2 kann zusammen mit IE1 synergistisch verschiedene early und late Promotoren
aktivieren. Dariiber hinaus fungiert IE2 allein auch als promiskudser Transaktivator
zahlreicher Promotoren zelluldren oder viralen Ursprungs, wie z.B. des zelluldren
Cyclin E Promotors, des c-fos Promotor sowie des HIV-LTR Promotor (dargestellt in
(Mocarski, 2001; Spector, 1996; Stenberg, 1996).

Die Mechanismen der IE2-vermittelten Transaktivierung sind nicht in allen Einzelheiten
bekannt. IE2 scheint auf verschiedenen Wegen aktivieren zu koénnen, hierbei sind
sowohl Protein-Protein- als auch Protein-DNA-Interaktionen beteiligt. Einige
Promotoren, wie der zelluldre c-fos Promotor, der hsp70-Promotor und der HIV-LTR-
Promotor, werden durch IE2 iiber einen TATA-Box-abhédngigen Mechanismus aktiviert.
Die wird vermutlich iiber eine Interaktion des IE2 mit basalen Transkriptionsfaktoren
wie TFIIB (Caswell et al., 1993) und TBP (Hagemeier et al., 1992; Jupp et al., 1993)
vermittelt. So scheint das IE2-Protein als eine Art Adapter zu fungieren, der die TFIID-
assoziierten Faktoren auf dem Promotor stabilisiert. Dariiber hinaus kann es selbst auch

TAF-dhnliche Funktionen {ibernehmen (Lukac et al., 1997).

Das [E2-Protein kann auch mit Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren wie z.B.
CREB (Lang et al., 1995; Schwartz et al., 1996), AP-1 (Scully et al., 1995), Egr-1 (Yoo
et al., 1996) oder Spl/Pu.1 (Wara-aswapati et al., 1999) interagieren und auf diese

Weise eine Promotoraktivierung vermitteln.

Neben der Interaktion mit Transkriptionsfaktoren scheint die direkte DNA-Bindung bei
der Transaktivierung eine Rolle zu spielen. In einigen Promotoren, wie dem frithen
UL112/113 Promotor sowie dem zelluldren Cyclin E Promotor, konnten crs-dhnliche
Sequenzen identifiziert werden. Sie ermoglichen die Bindung von 1E2 und tragen so zur
Promotoraktivierung bei (Arlt et al., 1994; Bresnahan et al., 1998; Schwartz et al.,
1994). Im UL112/113 Promotor befinden sich drei starke IE2-Bindungsstellen im
Bereich zwischen —290 bis —120 relativ zum Transkriptionsstart und eine schwichere
Bindungsstelle zwischen Position —71 und —66. Eine Deletion der Bindungsstellen im
Bereich zwischen —290 und —120 fiihrt zu einer Reduktion der IE2-vermittelten
Aktivierung des Promotors, allerdings kann der verbleibende Promotor immer noch
signifikant aktiviert werden. Wie sich zeigte, wird die Aktivierung hier im wesentlichen

tiber eine ATF/CREB Bindungsstelle (Nukleotide —78 bis —56) erreicht, da das IE2
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Protein direkt mit CREB wie auch mit p300 und dem CREB-bindenden Protein (CBP)
interagieren kann (Lang et al., 1995; Schwartz et al., 1996). Wihrend der viralen
Infektion scheinen, je nach Zeitpunkt, beide Mechanismen der Aktivierung zum Einsatz
zu kommen (Rodems et al., 1998).

Ein weiterer Mechanismus der Transaktivierung besteht in der Interaktion des IE2-
Proteins mit Chromatin-modellierenden Faktoren. Histon-Acetyltransferasen fithren zur
Acetylierung der Histone, was die Histon-DNA-Interaktion abschwécht und zu einer
Lockerung der Chromatinstruktur fiihrt (Loidl, 1994). In vivo ist eine solche
Hyperacetylierung verbunden mit einer Aktivierung der Genexpression (Hebbes et al.,
1988; Pazin und Kadonaga, 1997; Turner, 1991). Von einigen Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. CREB und p300, konnte bereits gezeigt werden, dass sie intrinsische Histon-
Acetyltransferase-(HAT-) Aktivitdt besitzen (Bannister und Kouzarides, 1996;
Martinez-Balbas et al., 1998; Ogryzko et al., 1996). Auch das [E2-Protein scheint in der
Lage zu sein, iiber Interaktion mit Histon-Acetyltransferasen Einfluss auf die
Chromatinstruktur zu nehmen. So ldsst sich sowohl in HCMV-infizierten wie auch in
[E2-transfizierten Zellen HAT-Aktivitit ko-immunoprizipitieren. Dariliber hinaus
konnte die direkte Interaktion des IE2-Proteins mit der Histon-Acetyltransferase P/CAF

nachgewiesen werden (Bryant et al., 2000; Klucher et al., 1993).

Weitere Interaktionspartner des IE2-Proteins sind zellzyklus-regulatorische Proteine wie
das Rb-Protein sowie p53, wenngleich die biologische Funktion dieser Interaktionen
noch unklar ist. IE2 bindet pRb (Hagemeier et al., 1994; Sommer et al., 1994) und kann
seine repressorische Wirkung auf E2F-responsive Promotoren autheben (Fortunato et
al., 1997; Hagemeier et al., 1994). In Rb-negativen Saos-2-Zellen kann IE2 die
Ausbildung eines ,,flat cell* Phinotyps, der durch pRb Uberexpression erzeugt wird,
entgegenwirken (Fortunato et al., 1997).

IE2 konnte auch im Komplex mit p53 nachgewiesen werden (Speir et al., 1994) und
kann dessen Funktion als transkriptioneller Aktivator inhibieren. Die biologische
Funktion dieser Interaktion ist allerdings noch unklar. Die Checkpoint-Funktion des p53
wird durch seine Interaktion mit dem IE2 nicht beeintrachtigt (Bonin und McDougall,
1997) und mogliche anti-apoptotische Aktivitdten, die fiir das IE2 Protein beschrieben

worden sind, scheinen nicht von p53 abhédngig zu sein (Zhu et al., 1995).
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Autorepression

Zusétzlich zu seiner Rolle als essentieller Transaktivator fungiert das IE2 Protein auch
als transkriptioneller Repressor seines eigenen Promotors. Wie bereits erldutert ist
hierfiir die Bindung des IE2 an die crs verantwortlich. Die IE2-vermittelte Repression
des MIE Promotors ist in verschiedenen Zellsystemen nachgewiesen worden
(Hermiston et al., 1990; Macias und Stinski, 1993; Pizzorno und Hayward, 1990;
Pizzorno et al., 1991; Pizzorno et al., 1988; Stenberg et al., 1990). Schwierigkeiten
bereitete jedoch lange Zeit der direkte Nachweis der DNA Bindung, da in Zellextrakten
von [E2-transfizierten oder HCMV-infizierten Zellen bzw. mit in vitro translatiertem
IE2-Protein keine DNA-Bindung beobachtet werden konnte (Chiou et al., 1993). Aus
diesem Grunde wurden die meisten Studien hierzu mit IE2-Protein, welches in
bakteriellen Systemen exprimiert wurde, durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser rekombinanten
Proteine, aber auch in einem Yeast-One-Hybrid Assay konnte so die IE2-DNA-Bindung
untersucht werden (Ahn et al., 1998; Chiou et al., 1993; Jupp et al., 1993; Lang und
Stamminger, 1993; Waheed et al., 1998). Ein mogliche Ursache fiir die beobachteten
Schwierigkeiten konnte in den besonderen Bindungseigenschaften des IE2-Proteins
begriindet sein. [E2 bindet an die DNA {iber Interaktionen mit der kleinen Furche (Lang
und Stamminger, 1994) und diese Bindung ist sensitiv gegeniiber bestimmten nicht-
spezifischen Kompetitor-DNAs wie poly(dIdC)-(dIdC) (Chiou et al., 1993; Lang und
Stamminger, 1993). Bei einem Vergleich der bisher identifizierten IE2-DNA-
Bindungsstellen fallt zudem auf, dass es keine eigentliche Konsensussequenz gibt. So
scheint die Bindung des IE2-Proteins weniger durch die exakte Sequenz als durch
strukturelle Eigenschaften der DNA bestimmt zu werden (Lang und Stamminger, 1994).
In einer Studie wurde eine mogliche Maskierung der Bindungsaktivitit des IE2 durch
posttranslationale Phosphorylierung diskutiert (Waheed et al., 1998), von anderer Seite
konnte jedoch eine Bindung des IE2 nachgewiesen werden, wenn das Protein aus
Extrakten von transient transfizierten non small cell lung cancer Zellen (NCI-H1299)
iber eine Heparin-Sepharose CI6B Sédule aufgereinigt wurde (Huang und Chen, 2002).
Dies ist moglicherweise ein Hinweis darauf, dass die in vitro Bindungsfahigkeit durch

die Art der Priparation der Proteinextrakte beeinflusst wird.

Zellzyklusregulation

Wie bereits erwidhnt wurde, konnte in neueren Untersuchungen gezeigt werden, dass

IE2 auch zellzyklusregulatorische Aktivititen besitzt, deren Effekte denen des HCMV
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dhnlich sind. Die transiente Expression des IE2-Proteins fiihrt in verschiedenen
Zelllinien und auch in primdren Fibroblasten zu einem Zellzyklusarrest am G1/S-
Ubergang (Kronschnabl et al., 2002; Murphy et al., 2000; Noris et al., 2002; Wiebusch
und Hagemeier, 1999; Wiebusch und Hagemeier, 2001). Dieser Zellzyklusarrest findet
in der Gegenwart von erhohten Cyclin E-Leveln statt (Wiebusch et al., 2003; Wiebusch
und Hagemeier, 2001). Zudem sind, &hnlich wie in HCMV infizierten Zellen, die
mRNA Level zahlreicher in den Nukleotidmetabolismus und die DNA Replikation
involvierter Gene erhoht (Song und Stinski, 2002). In Ubereinstimmung damit kann IE2
in quieszenten Zellen den Wiedereintritt in den Zellzyklus und die S-Phase induzieren
(Castillo et al., 2000; Sinclair et al., 2000). So scheint IE2, dhnlich wie das HCMV,
sowohl pro- als auch antiproliferative Aktivititen in sich zu vereinen (Wiebusch et al.,

2003).

1.10  Struktur-Funktionsanalysen des IE2-Proteins

Aufgrund seiner essentiellen Rolle wihrend des Replikationszyklus sowie seiner
zahlreichen Funktionen stand das IE2-Protein im Mittelpunkt vieler Untersuchungen.
Ein wesentliches Ziel war und ist dabei die Identifikation der funktionellen Doménen
innerhalb des Proteins und die Frage nach der biologischen Relevanz einzelner
Funktionen. Da es nicht mdglich ist, replikationsfdhige IE2-defiziente Viren zu
generieren, und komplementierende Zelllinien nicht zur Verfiigung stehen, beruhen die
meisten Studien auf transienten Transfektionssystemen. Zwar gibt es mittlerweile auch
Untersuchungen mit rekombinanten Viren, deren IE2 mutiert ist, doch hat sich gezeigt,
dass die beobachteten Effekte nur sehr eingeschrinkt auf den Wegfall einzelner
Funktionen, mit Ausnahme der Transaktivierung, zuriickzufiihren sind (Heider et al.,
2002; Sanchez et al., 2002; White et al., 2004). Abbildung 3 zeigt eine schematische

Darstellung des IE2 Proteins und seiner funktionellen Doménen.
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AD NLS NLS pZF AD
[ 1 I I || IE2 wt
—_— Transaktivierung
1 85 195 579
Autoregulation
290 579
Zellzyklusarrest
195 544
DNA Bindung
346 579
Dimerisierung
388 542
—_— TBP-Bindung
47 153 290 504
TFIIB-Bindung
290 542
— 53-Bindun
1 135 P g
136 291 pRb-Bindung
85 135 290 364

Abb. 3: Regulatorische Doménen des HCMYV IE2-Proteins

Schematische Darstellung des IE2-Proteins und die Lage seiner funktionellen und Protein-bindenden
Domiénen. Das IE2-Protein besitzt zwei Signalsequenzen fiir die nukledre Lokalisation (NLS,
Aminosiuren (AS) 145-151 und 313-346) und am N- sowie am C-Terminus jeweils eine unabhingige,
azide Aktivierungsdominen (AD). Eine postulierte Zinkfingerdoméne (pZF) befindet sich zwischen AS
428 und 452.

Das IE2-Protein besitzt zwei Signalsequenzen fiir die nukledre Lokalisation (NLS)
zwischen den AS 145-151 und AS 313 346, von denen mindestens eine vorhanden
sein muss, um die Lokalisation im Zellkern zu gewéhrleisten (Pizzorno et al., 1991).

Zwei unabhingige, azide Transaktivierungsdomédnen am N- und am C-Terminus sind
essentiell fiir die Transaktivierung (Pizzorno et al., 1991). Dartiber hinaus ist jedoch fast
die gesamte C-terminale Hilfte des Proteins, beginnend von Aminosdure 195, in die
Transaktivierung involviert (Malone et al., 1990; Pizzorno et al., 1991; Stenberg et al.,
1990). Innerhalb der Transaktivierungsdoméne befinden sich auch die Sequenzen, die
fiir die Interaktion mit basalen Transkriptionsfaktoren verantwortlich sind. So erfordert
die Bindung an TFIIB die Aminosduren 290 bis 542 (Caswell et al., 1993) und die
Bindung an TBP die Aminoséduren 290 bis 504 sowie 47 bis 153 (Caswell et al., 1993;
Jupp et al., 1993). Zusitzlich scheint diese Region an der Interaktion des IE2 mit

Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren beteiligt zu sein, so ist z.B. die minimale
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CREB Bindungsdomine zwischen Aminosdure 290 und 410 lokalisiert worden (Lang et
al., 1995). Die fiir die Autoregulation und DNA Bindung verantwortlichen
Proteindomédnen liegen ebenfalls im C-Terminus des Proteins. Die Autoregulation
erfordert den Bereich zwischen Aminosdure 290 und 579 (Hermiston et al., 1990;
Pizzorno et al., 1991; Stenberg et al., 1990). Die DNA-Bindungsdoméne liegt innerhalb
dieser Region und reicht von Aminosdure 346 bis 579 (Chiou et al., 1993). Allerdings
scheinen auch Sequenzen auflerhalb dieser Domédne einen Einfluss auf die DNA-
Bindungsfahigkeit des IE2 Proteins zu besitzen, da eine interne Deletion zwischen
Aminoséure 313 und 346 in einem yeast one hybrid-Assay, zu einem Verlust der DNA-
Bindung fiihrte (Ahn et al., 1998). Riickschliisse darauf, welche Bereiche des Proteins
in Autoregulation und DNA-Bindung involviert sind, ermdglichten auch die
Untersuchungen der IE2-Isoformen IES5 und IE2p40. Das IE5SS Protein ist nicht in der
Lage, den MIE Promotor zu reprimieren. Es aktiviert ihn vielmehr und gleicht damit in
seiner Funktion dem IE1-Protein (Baracchini et al., 1992). Da dem IE55 im Vergleich
zum [E2 lediglich die Aminosduren 365 bis 519 fehlen, scheint diesen eine besondere
Bedeutung bei der Vermittlung dieser Funktionen zuzukommen. Das late IE2p40-
Protein hingegen, welches durch die Transkription von einem internen Promotor
generiert wird und die C-terminalen 338 Aminosduren IE2 Proteins enthélt, ist in der
Lage, den MIE Promotor zu reprimieren (Jenkins et al., 1994). Wie gezeigt werden
konnte, erfolgt die Bindung des IE2-Proteins an die DNA als Dimer und eine Mutation
innerhalb der Dimerisierungsdoméne, die sich zwischen AS 388 und 542 befindet, fiihrt
zu einem Verlust der DNA-Bindung (Ahn et al., 1998; Chiou et al., 1993). Eine
besondere Rolle bei der DNA-Bindung wurde einer postulierten Zinkfingerdoméne
zwischen den Aminosduren 428 und 452 zugeschrieben. Hierbei handelt es sich um
einen singuldren Cystein-Histidin-Zinkfinger. Untersuchungen haben gezeigt, dass
durch Mutation entweder der Cysteine oder der Histidine sowohl die DNA-Bindung als
auch die Fihigkeit zur Autoregulation komplett zerstort wird (Bresnahan et al., 1998;
Jupp et al., 1993; Macias et al., 1996; Macias und Stinski, 1993; Tsai et al., 1997).

Auch die Zellzyklusarrestfunktion scheint hauptsidchlich durch den C-Terminus des
Proteins vermittelt sein werden (Wiebusch und Hagemeier, 1999).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Funktionen, sind die fiir die p53- und pRB-
Bindung erforderlichen Aminoséuren hauptsdchlich im N-Terminus des IE2 Proteins
lokalisiert. Die Bindung an p53 erfolgt liber die Aminosduren 1-135 und in

verschiedenen Studien konnten drei Bereiche identifiziert werden, die fiir die pRb-
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Bindung verantwortlich sind: AS 85-135, AS 136-290, AS 291-364 (Sommer et al.,
1994) oder AS 290-390 (Hagemeier et al., 1994).

Wie Abbildung 3 zeigt, scheint vor allem der C-Terminus ein besondere Rolle fiir die
Funktionsféhigkeit des Proteins zu spielen. Da hier eine Vielzahl der regulatorischen
Doménen zu iiberlappen scheint, erschwert dies eine gezielte Analyse einzelner
Aktivitdten. Allerding sind noch immer nicht alle funktionellen Doménen im Detail
charakterisiert, da sie teilweise nur mittels groferer Mutationen analysiert wurden.
Feinere Mutationsanalysen des IE2-Proteins sollten daher dazu beitragen, das in

Abbildung 3 dargestellte Schema zu prézisieren.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das HCMV IE2 Protein ist ein multifunktionales Protein, das essentiell fiir den
lytischen Infektionszyklus ist. Somit sind Viren, in denen das IE2 Protein deletiert oder
schwerwiegend mutiert wurde, nicht replikationsfahig (Heider et al., 2002; Marchini et
al., 2001). Gleichzeitig stehen, wahrscheinlich aufgrund des IE2-vermittelten
Zellzyklusarrests, stabil exprimierende Zelllinien nicht zur Verfiigung, um den IE2-
Verlust in trans zu komplementieren. Da gerade im C-Terminus des Proteins zahlreiche
regulatorische Doménen zu {liberlappen scheinen, stellt dies eine weitere Schwierigkeit
bei der spezifischen Analyse einzelner Funktionen dar.

Aus diesem Grunde ist eine prizise Kenntnis der funktionellen Doménen im IE2-
Protein absolut notwendig, wenn es darum geht, einzelne Funktionen gezielt zu
manipulieren, um ihre physiologische Bedeutung zu untersuchen. Bisher ist ein solch
gezieltes Ausschalten von Funktionen, mit Ausnahme der Transaktivierung, nicht
moglich. Nicht alle funktionellen Domidnen sind im Detail untersucht und
charakterisiert worden und Informationen zur Struktur des Proteins stehen noch nicht
zur Verfiigung. Bei bisher publizierten rekombinanten Zytomegalieviren mit mutiertem
IE2 Protein konnten die beobachteten Effekte daher nur bedingt auf den Verlust
einzelner Funktionen zuriickgefiihrt werden (Heider et al., 2002; Sanchez et al., 2002;

White et al., 2004).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte deshalb eine Struktur-Funktionsanalyse des
HCMV 1E2 Proteins durchgefiihrt werden. Ziel der Analyse war es, die
unterschiedlichen funktionellen Doménen des IE2 Proteins zu definieren und zu
untersuchen, inwieweit diese Doménen tiiberlappen oder strukturell unabhéngig sind.
Dies sollte als Hinfithrung zur Identifikation diskriminierender Mutationen dienen, die
zukiinftig im viralen Kontext untersucht werden sollen. Im Fokus der Untersuchungen
standen die Zellzyklusarrest-Funktion, die Transaktivierung, sowie die Autorepression
und DNA-Bindung. Alle diese Aktivititen sollten innerhalb des gleichen
experimentellen Systems, ndmlich der Expression in permissiven Zellen, untersucht
werden. Da ein addquater Assay fiir die DNA-Bindung noch nicht zur Verfiigung stand,

musste ein entsprechendes System zunidchst etabliert werden.
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1. Material und Methoden

1  Allgemeine Materialien

Chemikalien (soweit nicht anders angegeben):

Sigma, Roth, Merck

Losungen:

PBS: 8,5 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,POy4, 137 mM NaCl, 3mM KClI
TBS: 10 mM Tris-CI (pH 7,5), 150 mM NaCl

TTBS: 10 mM Tris-Cl (pH 7,6), 9 g/l NaCl, 0,1% Tween 20
TBE: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 10 mM EDTA

TE: 10 mM Tris-Cl (pH 8,0), | mM EDTA ( pH 8,0)
Gerdte:

Zentrifugen:

Tischzentrifuge MicroMax IEC

Optima TLX Ultracentrifuge Beckmann

CS15-R Centrifuge, CS-6R Centrifuge Beckmann

RC- 313 Plus Sorvall

Spektrophotometer
Bakterien-Elektroporationstransformator
Spannungsgerite

Lumat LB9501

ELISA-Lesegerit

PCR-Cycler

LiCor dna sequencer model 4000
Geltrockner

eppendorf BioPhotometer

BioRad Gene Pulser

PowerPac 300- BioRad

EG&G Berthold, Bad Wildbad
DYNATECH MR5000
Eppendorf Master Cycler Gradient
MWG Biotec Omni Gene

MWG Biotech

Slab Gel Dryer SGD 4050 Savant
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2 Bakterienkultur und Plasmidisolierung

Materialien:

LB-Medium (Sambrock et al., 1989)
10 g/l Trypton-Pepton (mit Pankreaseenzymen verdautes Casein,
DIFCO), 5 g/l Hefeextrakt (DIFCO), 10 g/l NaCl, 0,1 mg/ml

Ampicillin

2YT-Medium  (Sambrock et al., 1989)
16g/1 Trypton-Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, Sg/ NaCl, 0,1 mg/ml

Ampicillin
Losung I 25 mM Tris-ClI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 50 mM Glucose
Losung 11 0,2 M NaOH, 1% SDS
Losung 111 5M Kaliumacetat, 10% Essigsdure

Durchfiihrung:

Alle Plasmide wurden in E.coli XL1-blue (Stratagene) propagiert. Durch
Elektroporation (Dower et al, 1988) wurde dieser Bakterienstamm initial mit dem
jeweiligen Plasmid transformiert. Dabei wurde ein Gene Pulser von der Firma Bio-Rad
benutzt und den Anleitungen des Herstellers sowohl bei der Préiparation
elektrokompetenter Bakterien als auch bei der Elektrotransformation genau Folge
geleistet. Um sie in Transfektionen einsetzen zu konnen, wurden alle Plasmide in
grofBerem MaBstab préapariert und durch Zentrifugation in einem CsCl-Dichtegradienten
gereinigt. Bei bereits im Labor vorhandenen Plasmiden erfolgte das Beimpfen der
Stammbkultur mit einer geringen Menge einer Glycerinkultur, wihrend bei Plasmiden,
die in eigener Arbeit im Rahmen der IE2-Mutagenese hergestellt wurden, hierfiir der
Rest einer Mini-Kultur verwendet wurde (siehe 4.). Diese Vorkultur wurde auf dem
Warmluftschiittler bei 37°C und 140 Umdrehungen pro Minute (UpM) iiber Nacht
kultiviert und am néichsten Tag 500 pl dieser Vorkultur zum Animpfen der 500 ml
Hauptkultur (2YT-Medium) verwendet. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 14 —18 h
bei 37° C. Danach wurden die Bakterien abzentrifugiert, in 30 ml der Losung I
resuspendiert und durch Vermischen mit 60 ml der Losung II lysiert. Durch
nachfolgendes Vermischen mit 30 ml der eiskalten Losung III wurde der Grossteil der
bakteriellen Proteine und genomischen DNA ausgefillt und durch Zentrifugation
abgetrennt. Die im Uberstand verbliebenen Nukleinsiuren wurden durch Zugabe von
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0,6 Volumenanteilen Isopropanol gefdllt und nach 30 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 10 min bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde in 8 ml TE gelost und dieser Losung zunéchst 8,3 g CsCl und anschlieBend 0,8
ml einer Ethidiumbromidldsung (10 mg/ml) zugesetzt. Durch 5-miniitige Zentrifugation
bei 3000 g wurden noch einmal unldsliche Bestandteile entfernt und die Losung dann
fiir mindestens 14 h in einem TLA 100.4-Rotor (Beckmann) bei 234.000 g zentrifugiert.
Danach wurde die intakte Plasmid-DNA enthaltende Bande aus dem entstandenen
CsCl-Gradienten mittels einer Einmalspritze abgezogen und daraus das Ethidiumbromid
durch 4 bis 6-maliges Ausschiitteln mit TE-geséttigtem Butanol extrahiert. CsCl- und
Butanolriickstinde wurden durch zweimalige ethanolische Féllung (0,3 M
Natriumazetat/75% Ethanol) entfernt und das DNA Pellet abschlieend noch zweimal
mit 75% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde schlieBlich in TE gelost. Die DNA-
Konzentration der Plasmidldsung wurde durch Messung ihrer Absorption bei UV-Licht
der Wellenldnge 260 nm bestimmt. Die Lagerung der Plasmide erfolgte bei —20°C.

Folgende im Labor bereits vorhande Plasmide wurden in dieser Arbeit verwendet:

1. pSG5-3HA pSGS5-Vektor mit einem Triple-HA-Epitop als Insertion

2. pSG5-CD20 pSG5-Vektor mit CD20-cDNA (Mensch) als Insertion

3. pSGS5-3HA-IE2 pSGS5-Vektor mit kompletter IE2 cDNA und Tripel-HA-
Epitop

4. pSGS5-3HA-IE2 (1-544) pSG5-Vektor mit einer verkiirzten Form der IE2 cDNA
sowie Tripel- HA- Epitop

5. pSGS5-3HA-IE2 (1-450) pSGS5-Vektor mit einer verkiirzten Form der IE2 cDNA
sowie Tripel HA- Epitop

6. pSG5-3HA-IE2 (195-580) pSGS5-Vektor mit einer verkiirzten Form der IE2 cDNA
sowie Tripel HA- Epitop

Die Plasmide Nr. 1-6 sind in vorangegangenen Arbeiten im Labor von Prof. Dr.

Hagemeier hergestellt worden (Wiebusch und Hagemeier, 1999).

7. pHM 142 UL112/113 Promotorkonstrukt, das die Nukleotide —352 bis +37
des UL112/113 Promotors vor einem Luciferase Reportergen
enthélt; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von T.
Stamminger, Institut fiir Virologie, Erlangen

8. pfosCAT c-fos Promotor-Reporterkonstrukt, das den murinen c-fos
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9. pRR55

10. pRR55mut

11. pIElcat

12. pGFP-IE86

13. pGFP-IES6HL

Promotor vor dem Gen fiir die Chloramphenicolacetyltransferase
(CAT) enthélt (Hagemeier et al., 1992)

MIE Enhancer/Promotor-Konstrukt, das die HCMV AD169
IE1/IE2 Promotor/Enhancer Region zwischen den Nukleotiden —
671 und +52 relativ zum Transkriptionsstart upstream eines CAT
Reportergens enthilt; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von S. Prosch, Institut fiir Virologie, Charité

wie Nr. 9, jedoch wurde die crs mutiert, so dass dieses Konstrukt
von [E2 nicht autoreprimiert werden kann, da die Bindung von IE2
an die crs verhindert wird; freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von S. Prosch, Institut fiir Virologie, Charité

MIE Enhancer/Promotorkonstrukt, das die Nukleotide —302 bis
+72 des HCMV MIE Promotors vor einem CAT-Reportergen
enthilt (Shelbourn et al., 1989); freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von S. Prosch, Institut fiir Virologie, Charité
IE2-Expressionsplasmid, das die cDNA des IE2 aus dem HCMV-
Town-Stamm hinter dem MIE Promotor (mit mutierter crs) enthilt.
Zusétzlich wird GFP iiber einen SV40-Promotor exprimiert
(Murphy et al., 2000); freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von M. Stinski, University of lowa, USA

[E2-Expressionsplasmid, das die cDNA IE2 aus dem HCMV-
Town-Stamm hinter dem MIE Promotor (mit mutierter crs) enthélt.
Der postulierte Zinkfinger des IE2 ist durch Substitution der
Histidine (Pos. 447 und 453) durch Leucine zerstort worden.
Zusitzlich wird GFP tiber einen SV40-Promotor exprimiert
(Murphy et al., 2000); freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von M. Stinski, University of lowa, USA

3 Klonierung der IE2-Mutanten

Im Rahmen der Mutationsanalyse wurden verschiedene IE2-Mutanten mittels

gerichteter Mutagenese hergestellt, wobei verschiedene Mutagenese-Methoden zum

Einsatz kamen.
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Fiir C-terminale Deletionsmutanten wurde die IE2-Sequenz mittels PCR aus dem
Konstrukt pSGS5-3HA-IE2, das die Wildtyp Sequenz des IE2 Proteins enthilt,
amplifiziert und tiber die verwendeten PCR-Oligonukleotide C-terminal an der

gewiinschten Stelle ein Stopcodon eingefiigt.

Materialien:
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden
Qiaquick PCR Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden

Folgende PCR-Oligonukleotide wurden verwendet:

CH 49 IE1/1E2sense: 5’- TATGGATCCATGGAGTCCTCTGCCAAGAG-3’
BamH1-Schnittstelle, [E2-cDNA (codierender Strang ab Codon 1)

[E2-as513StopBglll: 5’-CGTAAGATCTAGACTACAGGGGCAGGCACAGGTTG-3’
BgllI-Schnittstelle, IE2-cDNA (Gegenstrang ab Stop-Codon, Pos.513)

[E2-as497StopBglll: 5’-CGTAAGATCTAAGCGTGGATGATCATGTTG-3’
BgllI-Schnittstelle, [E2-cDNA (Gegenstrang ab Stop-Codon, P0s.497)

1E2-as482StopBglll: 5’-CGTAAGATCTAGACTATTGGTGGGTGTGCAATT-3’
BgllI-Schnittstelle, IE2-cDNA (Gegenstrang ab Stop-Codon, P0s.482)

Durchfiihrung:

Die Starter-Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion in lyophilisierten Zustand
bezogen, in H,O gelost (Konzentration 0,InM) und bei —20°C gelagert. Die
Durchfiihrung der PCR erfolgte gemall beschriebenem Protokoll (Sambrock et al.,
1989). Nach Beendigung der PCR wurden die PCR-Produkte mithilfe des Quiaquick
PCR Purification Kit nach den Angaben des Herstellers (Qiagen) gereinigt und mit den
Restriktionsenzymen BamH1 und BglIl geschnitten, indem Hailfte des aufgereinigten
PCR-Produnkts mit jeweils 1U der beiden Enzyme fiir 2 h bei 37°C inkubiert wurden.
Nach Beendigung des Restriktionsverdaus wurden die Amplifikate durch eine
praparative Agarose-Gelelektophorese gereinigt und mit dem Qiaquick Gel Extraktion
Kit eluiert.

Das so préparierte DNA-Fragment konnte nun mit dem Zielvektor ligiert werden. Der
Zielvektor, in diesem Falle pSG5-3HA war fiir diesen Zweck wie folgt vorbereitet
worden: 1 pg der Vektor-DNA wurden mit 3-4 U des Restriktionsenzyms BglII durch
zweistlindige Inkubation bei 37°C im OPA-Reaktionspuffer von Pharmacia (20 pl
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Reaktionsvolumen) geschnitten. Danach wurde das Enzym durch Inkubation bei 85°C
fiir 10 min inaktiviert und die Vektor-DNA dephosphoryliert, um ein Religieren des
Vektors zu verhindern. Dazu wurde 1 U Alkalische Phosphatase (alkaline Phosphatase,
Roche) in 30 pl 1x Deposphorylierungspuffer dem Restriktionsansatz zugefiigt und fiir
45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Inkubation fiirl5 min bei
65°C. Ein weiteres Mal wurde 1 U der Alkalischen Phosphatase zugefiigt und dieselbe
Inkubationsabfolge durchlaufen. Dem Reaktionsansatz wurde danach DNA-
Probenpuffer zugesetzt und der dephosphorylierte Vektor mittels praparativer
Gelelektrophorese aufgereinigt. Zur Elution der Vektor-DNA wurde ebenfalls der
Qiaquick Gel Extraction Kit verwendet und das Protokoll gemél den Herstellerangaben

durchgefiihrt.

4  Ligation, Transformation und DNA-Minipriiparation

Fiir die Ligation wurden je 4 ul des dephosphorylierten Zielvektors mit 4 ul des
aufgereinigten PCR Produkts in einem Reaktionsvolumen von 10 pl mit 10 U T4-
Ligase iiber Nacht bei 16°C inkubiert. Ein Mikroliter des Ligationsansatzes wurde
anschlieBend fiir die Transformation von E.coli XL-1 Blue verwendet und ein Aliquot
des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Nach Ubernacht-
Inkubation bei 37 °C wurden die entstandenen Einzelkolonien zum Animpfen einer 2
ml-Schiittelkultur verwendet, die iiber Nacht bei 37°C und 200 UpM inkubiert wurde.
Aus einem Teil dieser Minikultur wurde die Plasmid-DNA nach Methode der
alkalischen Lyse aus den Bakterien pripariert, der Rest bei 4°C fiir eine spétere
Verwendung gelagert. Die Bakterienlosung wurde in 1,5 ml Reaktionsgefdf3e {iberfiihrt
und fiir 1 min in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend in
100 pl der Losung I (siehe 2.) suspendiert und die Zellen durch Zugabe von 200 ul
Losung II bei 0 °C lysiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 150 pl Losung III
abgestoppt und die dadurch ausgefillten Proteine und genomische DNA durch
Zentrifugation abgetrennt. Vierhundert Mikroliter des Uberstandes wurden mit 0,8 ml
absolutem Ethanol versetzt und nach ca. 2-miniitiger Inkubation bei Raumptemperatur
wiederum fir 3 min bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurden noch einmal mit 70% Ethanol gewaschen und
das getrocknete DNA Pellet anschliessend in 50 pul TE Puffer resuspendiert. Die DNA

wurde in einem analytischen Restriktionsverdau mit anschlieBender Geleletrophorese
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auf die gewiinschte Mutation hin untersucht. Bei positiven Klone wurde der Rest der

Minikultur zum Animpfen einer Maxikultur verwendet (siehe 2.).

5  Gerichtete in vitro Mutagenese nach der Kunkel-Methode

Die internen Deletions- und Aminosiureaustauschmutanten des IE2 Proteins wurden
mittels gerichteter in vitro Mutagenese nach der Kunkel-Methode hergestellt.

Bei dieser Methode wird das zu mutierende Plasmid, in diesem Falle pSG5-3HA-IE2,
vor der Mutagenese in einem E.coli Stamm (RZ1032) propagiert, der eine Mutation in
der dUTPase” (dut’) und der Uracil-Glykosilase™ (ung’) Aktivitét tragt. Die dut” Mutation
fiihrt zu einem erhohten dUTP-Spiegel in der Zelle, was zur Folge hat, dass wihrend
der DNA Replikation ein gewisser Prozentsatz Uracil anstelle von Thymidin eingebaut
wird. Diese Uracil Reste wiirden normalerweise von der Uracil-Glykosilase entfernt
werden, in den ung Zellen bleiben sie jedoch erhalten. Als Folge davon produzieren
dut” ung” E.coli Vektor-DNA, die einen Anteil Uracil-Reste enthélt. Da die verwendeten
Plasmide einen Replikationsorigin fiir filamentdse Phagen enthalten, fiihrt die Infektion
der E.coli-Zellen mit einem Helferphagen zur Produktion einzelstingiger Plasmid-
DNA, die anschlie8end in einer in vitro Mutagenese Reaktion verwendet werden kann.
Das Ergebnis einer solchen Mutagenesereaktion ist ein DNA-Hybrid, in dem der nicht-
mutierte Strang Uracil-Reste enthilt, der mutierte jedoch nicht. Wird ein Aliquot der
Mutagenesereaktion in einen ung' E.coli Stamm transformiert, so wird der Uracil-
enthaltende nicht-mutierte Strang durch die Uracil-Glycosilase abgebaut, so dass

zugunsten des mutierten Stranges selektiert wird.

Materialien:
LB/ Amp-Platten
PEG/Ammoniumacetat 3,5 M Ammoniumazetat, 20% (w/v) Polyethylenglykol

800 (PEG)
Annealing Puffer 500 mM NaCl, 100 mM Tris-pH 8,0, 100 mM MgCl, * 6
H,0, 50 mM DTT; steril filtriert, Lagerung bei —20°C
Ligasepuffer Boehringer Mannheim GmbH
Phenol Roth
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Chloroform/Isoamylalkohol Roth
R408-Phagenstammldsung  Stratagene

Durchfiihrung:

1. Herstellung einer Helferphagen-Stammldsung

Aus einer Ubernachtkultur eines F’-E.coli-Stammes (XL1-blue) werden 100 pl in 10 ml
frisches LB-Medium in einem 50 ml Glaskolben gegeben und bei 37°C und 225 rpm so
lange inkubiert, bis die ODg ca. 0,2 erreicht (midlog-Phase). Diese Kultur wird dann
mit 1 pl der Phagen-Stammlésung angeimpft und weitere 6 h bei 37°C und 225 rpm
inkubiert. Danach werden die Zellen bei 5000 g fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand
durch einen 0,45 mm Filter mit einer sterilen 10 ml Spritze filtriert und in sterilen
Falcon-Rohrchen gesammelt. Diese Falcon-Rohrchen wurden anschlieend fiir 10 min
bei 60°C inkubiert, um eventuell noch lebende Bakterien abzutéten. Danach wurde die

Losung aliquotiert und bei 4°C gelagert.

2. Herstellung einzelstrangiger Phagemid-DNA

Der Ausgangsvektor mit der intakten IE2 cDNA (pSGS5-IE2-3HA) wurde wie
beschrieben in E.coli RZ1032 Zellen transformiert und ein Aliquot der Reaktion auf
LB-Amp Platten ausplattiert. Hiervon wurden je 2 Kolonien zum Animpfen von 5 ml
LB-Medium verwendet, welches dann bei 37°C und 225 rpm so lange inkubiert, bis die
ODgoo ca. 0,2 erreicht hatte. Die Kultur wurde dann mit 10 pl Phagenstammldsung
R408 infiziert und weitere 5-6 h bei 37°C und 250 —265 rpm inkubiert. Danach wurde
die Kultur in drei 1,5 ml Reaktionsgefdfle iiberfiihrt und 5 min bei 11000 g in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Wahrenddessen wurden je 250 ml 20%-PEG in 3,5 M
Ammoniumazetat in drei neue 1,5 ml ReaktionsgefiBle vorgelegt. Nach der
Zentrifugation wurde je 1 ml Uberstand zu der PEG-L&sung gegeben, die Losung durch
Schiitteln gemischt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert, um die Phagen DNA auszufillen.
Anschlieffend erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei 16000 g und 4°C. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proben ein weiteres Mal fiir 2 min wie
beschrieben zentrifugiert, um noch vorhandenen Uberstand entfernen zu kénnen. Die
Pellets wurden in jeweils 100 pl TE resuspendiert und die Inhalte der drei
ReaktionsgefdBe vereinigt. Nun wurden 150 ml Phenol zu dem Ansatz gegeben, auf
dem Vortex gemischt und anschlieend bei 13200 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die

obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefil gegeben und mit einem Volumen
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Chloroform-Isoamyl-Alkohol (24:1) gemischt, gefolgt von einer weiteren
Zentrifugation. Die obere Phase wurde wiederum in ein neues Gefdf} iiberfiihrt und
durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Azetat und 2 Volumen eiskaltem Ethanol die
DNA fiir 30 min bei —20 °C gefillt. Die Losung wurde anschlieend fiir 10 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand entfernt, und das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen,
erneut wie oben zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pasteurpipette aspiriert. Das
trockene Pellet wurde in 40 pl TE resuspendiert und bei —20°C gelagert. Ein Aliquot der
préiparierten DNA wurde auf einem 1% igem Agarosegel analysiert, um die Praparation

zu tiberpriifen und die DNA-Konzentration abzuschétzen.

3. Phosphorylierung der Mutageneseprimer

Zur Phosphorylierung der Mutageneseprimer wurden ca. 150 pmol Primer in 1x
Ligasepuffer mit 2 ul T4 Polynukleotidkinase (16 U, Boehringer Mannheim) fiir 30 min
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Kinase durch 10-miniitige Inkubation bei
65°C inativiert und der phosphorylierte Primer bei —20°C gelagert.

Uber die verwendeten Oligonukleotide gibt die nachfolgende Tabelle Auskuntt.

Tabelle 1: Oligonukleotide fiir die Mutagenesereaktionen

Name Sequenz von 5’ nach 3’

pm501-508 | CACGCTGCCACCCCCGCGGCCGCGGCCGCGGCTGCCAACCTGTGCCTGCCC

pm510-517 | GGCGCTCTCAACCTGGCCGCGGCGGCCGCGGCAGCGTTTCCCAAACAGGTC

pm519-526

GATGCAAAAGTTTCCCGCAGCGGCGGCCGCGGCCGCCTTCTCCACCAACCAG

pm528-535

GTGCGCATCTTCTCCGCCGCCGCGGCCGCGGCCGCGCTGCCTATCTACGAG

pm537-544

GGGTTCATGCTGCCTGCCGCCGCGGCCGCGGCGGCGGCCTACGCCGTGGGG

del 230-249

CCTTCCACCGGCAGCGGCACGCCCTTGGGCCGGCCCGATG

del 260-279

GGCCCGATGAAGATAGTTCCAAATGCAGCAGTGGCGGAGG

del 290-309

GTGGCGGAGGAGCATCCGTGTGCGGCCATCAGAGCAGCGG

del 330-349

CGCAAGAAGAAGAGCAAACGCTGCACACCCAACGTGCAGAC

del 380-399

CCAATCGCTCTCTTGAGTACTGCAAAACCATGCAGGTGAAC

del 430-449

GAGGTGGATGCGGTGCGGTGTCCCGTGACACATCCACCCGAAG

del 470-489

CGATGCTTGTAACGAAGGCGTCTACCGCAACATGATCATCCAC
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4. In vitro Mutagenese

Fiinf Mikroliter einzelstrangige Plasmid-DNA-Préparation (ca. 1 pg einzelstringige
Plasmid-DNA) wurden mit 2 pl des Primer-Phosphorylierungsansatzes und 1 pl
Annealingpuffer in 10 pl Gesamtvolumen 5 min bei 65°C in einem Wasserbad inkubiert
und zur Abkiihlung ca. 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Diesem
Annealingansatz wurden dann 2 U T4-DNA-Ligase, 2,5 U T4 DNA Polymerase, Ligase
Puffer, dNTPs (0,5 mM) sowie ATP (0,5 mM) hinzugefiigt und das Gemisch fiir 10 min

bei Raumtemperatur und anschliefend fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

5. Selektion gegen den nicht mutierten Strang

Zur Selektion wurde 1 pl des Mutageneseansatzes in kompetente E.coli XL1-blue
transformiert. Da dieser Stamm ung' ist, wird der uracilhaltige nichtmutierte Strang
spezifisch abgebaut, so dass in der Regel 1/3 bis 2/3 der resultierenden Kolonien ein
Plasmid mit der Mutation enthalten. Dementsprechend wurden von 3-5 Kolonien
Minikulturen (2 ml-Kulturen) angesetzt und eine Mini-DNA-Préparation durchgefiihrt.
Die DNA wurde dann mittels Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung auf das

Vorhandensein der Mutation sowie auf korrekte IE2-Sequenz hin tiberpriift.

6 DNA-Sequenzierung

Materialien:

Sequenzierkit Thermo Sequenase Labelled Primer Cycle Sequencing Kit with
7-deaza-dGTP- Amersham Biosciences RNP2438

Oligonukleotide: Alle fiir die Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide

enthalten eine wurden von der Firma MWG bezogen und trugen
eine Fluoreszenzmarkierung (IRD800) am 5’-Ende.
T7-Oligonukleotid 5’- AATACGACTCACTATAG-3’
SG5-antisense 5’- ACCACAACTAGAATGCAG-3’
IE2 sense pos.808 5’- TCGGACTCGGAGAGTGAG-3
[E2 antisense pos.943 5’- TGCTCTGATGGCCGCAGC-3’

Durchfiihrung:
Alle neu klonierten Plasmide wurden unter Verwendung des Thermo Sequenase-
Sequenzierkits von Amersham sequenziert. Hierfiir wurden 3 pg template DNA mit 2 pl
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des IRD-markierten Oligonukleotids (ungefidhr 1 pmol) in einem Gesamtvolumen von
20 pl gemischt und jeweils Sul in einer PCR-Reaktion mit jeweils 2ul der A-, C-, G-,
oder T-Reagenz eingesetzt. Nach der PCR wurden jeweils 1,2 ul der Reaktion auf ein
Sequenziergel aufgetragen. Die Datensammlung und —analyse erfolgte mit dem Li-Cor
dna sequencer model 4000 (MWG Biotech) sowie dem Programm Base ImagIR
Program v.4.1 (Li-COR). Die Auswertung und der Vergleich der Sequenzen wurde

mittels des Programms Dnasis durchgefiihrt.

7 Zellkultur

Materialien:
DMEM Gibco-BRL, Katalog-Nr. 61965-026
Fotales Kélberserum (FKS) Biochrom, Berlin

Neugeborenen Kélberserum (NKS) Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
Trypsin Gibco-BRL, Katalog-Nr.
Plastikmaterialien Greiner bio-one, Falcon, TPP-Switzerland

Folgende adhérente Zelllinien wurden verwendet:
U373-MG  humane Astrozytomzelllinie, bezogen von Cell Line Services, Heidelberg

HeLa humane Adenokarzinomzelllinie, bezogen von AG T.Kloetzel

Durchfiihrung:

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen duchgefiihrt. Die Zellen
wurden als adhdrent wachsende Monolayer in DMEM, dem 100 U/ml
Penicillin/Steptomycin und jeweils 5% FKS und NKS zugesetzt worden war, bei 5%
CO,, 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zur Passage der Zellen wurde alle drei
Tage das Zellmedium entfernt, die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und dann in
einer Trypsin/EDTA-Losumg ca. 3 min bei 37°C inkubiert, bis sie sich vom
Plastikuntergrund abgeldst hatten. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von frischem
Medium abgestoppt und die Zellen in einem Verhéltnis von 1:3 im Falle der U373-
Zellen, bzw. 1:10 bei den HelLa Zellen in frischem Medium verdiinnt und auf neue

Schalen ausplattiert.
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8  Transfektionen

Materialien:

Plasmid DNA

CaCl, 2,5 M, steril filtriert

2x BBS 50 mM BES, 280 nM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,, pH 6,95

Durchfiihrung:

Plasmid-DNA wurde nach der von Chen und Okayama modifizierten Calciumphosphat-
Kopriézipitationsmethode (Chen C. , 1987) in die Zellen transfiziert.

Die Mengenangaben des folgenden Protokolls beziehen sich auf einen Milliliter
Medium in den zu transfizierenden Zellkulturschalen.

Insgesamt 2 pg Plasmid-DNA (das jeweilige Verhéltnis von Effektor- und Marker-
bzw. Reporterplasmid ist in Tab. 2 angegeben) wurde in einem Volumen von 56,25 ml
TE-Puffer (0,1x) gemischt. Dieser Losung wurde nacheinander 6,25 ml der CaCl,-
Losung und 62,5 ml 2xBBS zugegeben. Zehn bis zwanzig Minuten spiter wurde die
inzwischen triibe Losung dem Kulturmedium der Zellen hinzugefiigt, die ca. 24 h zuvor
passagiert (siche 7.) worden waren. Die Zellen wurden in diesem Transfektionsmedium
14-16 h bei 3% CO, inkubiert, bevor dieses wieder entfernt und zuriickgebliebenes
Prizipitat mit TBS weggewaschen wurde. Bis zur Ernte (siehe 9.) weitere 32 h spiiter,

wurden die Zellen in frischem Kulturmedium gehalten.

Tabelle 2: Mengenverhiltnis von Effektor zu Reporterplasmid im Transfektionsansatz

Art des Assays | Schale (@) |Mediumvol. | Effektorplasmid | CD20-bzw. Reporterpl.
Zellzyklus 9 cm 10 ml 16 ng 4 ng

Transaktivierung | 6 cm 4 ml 4,6 ug 1,6 ug

Autorepression |6 cm 4 ml 6 g 2 ug

9  Zellernte fiir die Durchflufizytometrie

Fiir die Bestimmung der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen in 9 cm Schalen mit je
16 pg IE2 Effektorplasmid und 4 pg CD20 transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Ernte der
Zellen fir die weitere Verwendung in der Durchflulzytometrie. Hierfiir wurde der

Kulturiiberstand in ein 15 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt, Medienreste durch einmaliges
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Waschen mit PBS entfernt und die Zellen dann in einer Trypsin/EDTA -Losung solange
bei 37°C inkubiert, bis sie sich vom Plastikuntergrund ablosten. Mithilfe einer
Pasteurpipette wurden die Zellen suspendiert und dann in dem vorgelegten
Kulturiiberstand aufgenommen. Nach einer flinfminiitigen Zentifugation bei 200 g
wurden die Zellen in PBS resuspendiert und erneut fiir 5 min bei 200 g pelletiert. Nach
diesem Waschschritt wurde das Zellmaterial fiir die weitere Markierung verwendet und
1/10 des Zellmaterials fiir eine Zellextraktion abgenommen. Um die CD20 Expression
der transient transfizierten Zellen zu messen und somit eine Auskunft {iber die relative
Transfektionsstirke einzelner Zellen zu bekommen, wurden die Zellen mit einem FITC-
gekoppelten CD20-spezifischen Antikérper (Klon 2H7, Pharmingen) gefdarbt. Hierzu
wurden die geernteten Zellen in 50 ml Kulturmedium resuspendiert, welches 0,125 pg
des Antikorpers enthielt. In dieser Losung wurden die Zellen fiir 30 min bei 0°C
inkubiert und dann durch Zugabe von 10 ml PBS/1% FKS und nachfolgende
Zentrifugation (5 min bei 200 g) gewaschen. Um parallel zu der FITC-Fluoreszenz den
DNA-Gehalt der transfizierten Zellen im DurchfluBzytometer bestimmen zu konnen,
mussten die Zellen permeabilisiert und mit Propidioumjodid gefirbt werden. Dazu
wurden die Zellen nach der Antikorperfirbung in 1 ml PBS suspendiert und unter
stindigem Aufwirbeln mit 3 ml absolutem Ethanol versetzt, welches auf -20°C
temperiert war. Dann wurden sie fiir mindestens 14 h bei 0°C gelagert und anschlieBend
3 min bei 400 g zentrifugiert. Nach Resuspension in 1 ml PBS und nochmaliger
Zentrifugation bei 200 g wurde das Zellpellet je nach Gréfe in 250 — 500 ml
Féarbelosung (PBS, 50 pg/ml Propidiumjodid, 100 U/ml Rnase A) aufgenommen und
darin fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschliefend erfolgte die durchfluBzytometrische Analyse der Zellen mit einem
FACScan-Gerit und dem Computerprogramm CellQuest (beides Beckton Dickinson).
Zur Uberpriifung erfolgte eine zusitzliche Auswertung mit dem Programm Modfit.
Gemessen wurde jeweils die FITC-Fluoreszenz als auch das Propidiumiodid-
Fluoreszenzsignal, das den DNA-Gehalt angibt. Die Kompensation der bei dieser
Zweifarbenanalyse benutzten Fluoreszenzkanile des Zytometers wurde wie beschrieben
durchgefiihrt (Coligan, 1991). Zusidtzlich wurden mittels des Dubletten-
diskriminierungsmoduls des Zytometers anhand des Propidiumiodid-Fluoreszenzsignals
die aneinanderhaftenden Zellen ausgegrenzt. Wie in der Literatur beschrieben (van den

Heuvel und Harlow, 1993) wurden diejenigen der transfizierten Zellen fiir die DNA-
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Analyse verwendet, die ein mindestens 20-fach stirkeres FITC-Signal aufwiesen als die

untransfizierte Subpopulation.

10 Zellextraktion zur Immunoblot-Analyse

Nach der Emte (siche 9.) wurde ein Aliquot der Zellen in 1x RIPA Puffer (150 mM
NaCl, 1% NP-40, 0,5 % Na-deoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris pH 8,0 t) suspendiert
und fiir 30 min bei 0°C lysiert. AnschlieBend wurden die Lysate 20 min bei 20000 g und
4°C zentrifugiert. Die resultierenden Uberstinde wurden bei —80°C gelagert. Die
Proteinkonzentration der Extrakte wurde mithilfe des DC Protein Assay der Firma Bio-
Rad bestimmt, welcher auf der Lowry-Methode (Waterborg und Matthews, 1994)
beruht. Dazu wurden 2 ml des Extraktes mit 198 ml H,O verdiinnt, 0,1 ml der kurz
zuvor im Verhéltnis 2:100 gemischten Reagentien ,,S* und ,,A“ hinzugefiigt, und dann
mit 0,8 ml Reagenz ,,.B* gemischt. 10 min spiter wurde die Lichtabsorption der
entstandenen Losung bei 750 nm im Photometer gemessen. Als Nullkontrolle diente 1x

Ripa-Puffer, als Proteinstandard eine BSA-Verdiinnungsreihe.

11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Materialien:

DNA-Probenpuffer MBI Fermentas Loading Buffer Pack
Polyacrylamid Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) — Roth
Laufpuffer 125 mM Tris, 1,25 M Glycin, 0,5% SDS
Durchfiihrung:

Der Nachweis der Expression der transfizierten Proteine erfolgte mithilfe der Verfahren
der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) nach Laemmli und
anschlieBender Immunoblot-Analyse.

Die Proteinproben wurden im Verhiltnis 1:4 mit dem DNA-Probenpuffer gemischt, 3
min aufgekocht und anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde das Mini
Protean II-System der Firma Bio-Rad benutzt, wobei das untere Trenngel 8%
Polyacrylamid enthielt, sowie 375 mM Tris (pH 8.8) und 0,1% SDS, und das obere
Sammelgel 5% Polyacrylamid, 125 mM Tris (pH 6,6) und 0,1% SDS. Die
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Polymerisierung wurde durch Zugabe von 0,1% APS und 0,1% TEMED eingeleitet.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 200 V so lange, bis die

Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

12 Immunoblot-Analysen

Materialien:

Membran PVDF Western Blotting Membranes, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim

Transferpuffer 20% Methanol, 25 mM Tris, 190 mM Glycin

Milchpulver SUCOFIN®

Primérantikorper:

o-HA-Antikorper monoklonaler Antikorper gegen das HA-Epitop
Klon 16B12 (Maus, IgG1; 1 mg/ml); Covance

o-IE2-pHM 178 polyklonales Antiserum gegen das IE2-Protein (Exon 5),
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von T.
Stamminger, Institut fiir Virologie, Erlangen

Sekundarantikorper:

o-Maus Antikorper polyklonaler Antikorper (Ziege), Sigma

o-Kaninchen Antikorper polyklonaler Antikorper (Ziege), Dianova

Die Antikorper waren jeweils in TTBS/6% Trockenmilch geldst. Diese Losung wurde
durch Zugabe von 0,1% NaN;3 haltbar gemacht, bei 4°C gelagert und mehrfach
verwendet.

Detektionskit Western Lightning PerkinElmer Life Sciences

Durchfiihrung:

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran im
Tankblotverfahren transferiert. Dazu wurde eine Mini Trans-Blot Transfer Cell der
Firma Bio-Rad benutzt, der Transfer erfolgte fiir eine Stunde bei 80 V und konnte
anhand des vorgefarbten Proteinstandards kontrolliert werden. Nach erfolgtem Transfer
wurde die Membran in TTBS mit 60 mg/ml gelostem Trockenmilchpulver fiir 30 min
bei Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert, um auf diese Weise
unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Die Membranen wurden dann mit
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dem gegen das zu untersuchende Protein gerichtete Primarantikérper inkubiert, wobei
hier in der Regel ein gegen das HA-Epitop gerichteter Antikorper verwendet wurde. Im
Falle der Zellextrakte aus der Virusinfektion kam ein [E2-spezifisches Antiserum zum
Einsatz. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur fiir eine Stunde, danach wurde die
Membran viermal fiir jeweils 10 min in TTBS gewaschen. Anschliefend wurde die
Inkubation mit dem Sekundirantikdrper auf gleiche Weise wie beim Primédrantikorper
durchgefiihrt. Nach wiederum viermaligem Waschen der Membran mit TTBS erfolgte
die Detektion der antikorperbindenden Proteinbanden durch Chemilumineszenz-
nachweis der gleichfalls gebundenen Peroxidaeaktivitit mittel des Western Lighting Kit
von PerkinElmer Life Sciences. Durch kurze Exposition eines Rontgenfilms (Kodak X-

Omat) wurde das Ergebnis festgehalten.

13 Proteinbestimmung nach Bradford

Materialien:

Bradford Reagenz BioRad
BSA Roth
Durchfiihrung:

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Proteinbestimmung mittels des Bradford
Reagenz der Firma Bio-Rad. Hierfiir wurden 0,2 ml Bradford Reagenz mit 0,8 ml H,O
gemischt und dem ganzen je 1 ul des Extraktes hinzugegeben. Die Lichtabsorption der
entstandenen Losung bei 595 nm im Photometer gemessen. Als Nullkontrolle diente der

jeweilige Lysepuffer bzw. TGA, als Proteinstandard eine BSA-Verdiinnungsreihe.

14 CAT-Elisa

Materialien:

CAT-ELISA Kit Roche

Durchfiihrung:
Die Bestimmung der CAT Aktivitit in den transfizierten Zellen erfolgte mithilfe des
CAT ELISA-Kit der Firma Roche, welches nach den Herstellerangaben durchgefiihrt
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wurde. Hierfiir wurden die Zellen wie folgt geerntet. Nach dem Absaugen des Mediums
wurden die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen und nach dem letzten
Waschgang selbiges griindlich entfernt. Pro 6-cm-Schale wurde nun 1 ml Lysepuffer
auf die Schalen gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieSend
konnten die Zellextrakte in eine 1,5 ml Reaktionsgefall iiberfiihrt werden. Die
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation fiir 15 min bei 20.000 g und 4°C abgetrennt
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Diese Extrakte wurden in
siedendem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mittels des Bradford Reagenz (BioRad). Fiir die
Bestimmung der CAT Aktivitdt im CAT-ELISA wurden gleiche Mengen des Extraktes
eingesetzt und der ELISA gemif3 den Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei fiir jede
Probe ein Doppelwert ermittelt wurde. Aufgrund der aktivierenden oder reprimierenden
Effekte des IE2 Proteins auf zahlreiche Promotoren, wurde auf die Transfektion eines
internen Kontrollvektors verzichtet. Stattdessen wurden, wie in der IE2-Literatur tiblich,
die Transfektionen mindestens dreimal wiederholt, wobei unterschiedliche DNA-
Prédparationen zum FEinsatz kamen (Harel und Alwine, 1998; Hermiston et al., 1990).
Die Auswertung des ELISA erfolgte mittels des DYNATECH ELISA-Readers und des

Programms Revelation.

15 Luciferase-Assay

Materialien:

Lysepuffer Reporter Lysis Buffer 5x Promega
Luciferinlosung Luciferase Assay Buffer Promega
Durchfiihrung:

Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt wurden die Zellen 38 h nach Transfektion
geerntet. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Anschliefend wurden 900 ml PBS auf die Zellen gegeben und diese hierin mittels eines
Zellschabers von der Platte abgeschabt. Die Zellen wurden dann mittels Zentrifugation
in einer Tischzentrifuge pelletiert und das Pellet in 200 pl des 1x Luciferase-Lysepuffer
aufgenommen. Nach einer ca. einminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die

Zellen durch Einfrieren in siedendem Stickstoff und Auftauen im Wasserbad bei 37°C
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lysiert. Durch 1-miniitige Zentifugation bei 7000 g wurden die Zelltriimmer pelletiert.
Der Uberstand wurde sofort fiir den Luciferase-Assay verwendet.

Pro Probe wurden hierfiir 20 pl Extrakt in ein FACS-R6hrchen gegeben und nach
Injektion von 50 pl einer 10 mM Luciferinlosung 10 sec im Lumat (LB9501, EG&G
Berthold, Bad Wildbach) gemessen, wobei von jeder Probe Doppelwerte bestimmt

wurden.

16 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Materialien:

TGA-Pufter 10 mM Tris pH 8,0; 10% Glycerin, 0,5 mM EDTA, ImM DTT
BSA Roth

Durchfiihrung:

1. Priparation der Zellextrakte

Jeweils 24 h nach der Transfektion im Falle der HeLa Zellen und 48 h nach der
Transfektion der U373 Zellen, wurden die Zellen geerntet. Hierflir wurde das Medium
entfernt, die Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen und in 5 ml PBS mittels eines
Zellschabers geerntet. Die Zellen in PBS wurden in 15 ml Falcons iiberfiihrt, 5 min bei
200 g abzentrifugiert und das Pellet noch einmal zum Waschen in PBS resuspendiert
und in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefédfe tiberfiihrt. Nach einer weiteren Zentrifugation
wurde der Uberstand griindlich entfernt und die Zellen in 3 Volumen TGA-Puffer
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Préparation der Extrakte mittels Ultraschall
(Vibra cell" sonicator, Sonics & Materials). Die Zellen wurden bei Verwendung einer
schmalen Spitze und 80% ,,output control* zweimal mit je 3 Impulsen a 1 sec beschallt.
Dazwischen wurden die Proben auf Eis gelagert, um ein liberméBiges Erhitzen zu
verhindern. Zur Klarung der Extrakte wurden diese fiir 10 min bei 20.000g zentrifugiert,

die Uberstinde aliquotiert und bei —80°C gelagert.

2. Radioaktive Markierung der Zielsonde
Als Zielsonde diente eine Duplex-DNA-Fragment des Bereichs von -40 bis +17 des
MIE Promotors. In dieser Sonde ist also neben der crs auch die TATA Box vorhanden.

Folgende Oligonukleotide wurden fiir die Hybridisierung zur Targetduplex verwendet:

42



II. Material und Methoden

MIEP sense
5Y-GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGAC-3 1
MIEP antisense
5Y-GATGCGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCTGCTTATATAGACCTCC-3"
MIEP crs mut sense
5'Y-GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCCTAGGTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGAC-31
MIEP crs mut antisense

5Y-GATGCGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAcctagGCTCTGCTTATATAGACCTCC-31"

In den crs-mut Oligonukleotiden ist die crs durch Punktmutationen so verdndert, dass
keine Bindung des IE2-Proteins mehr erfolgen kann. Die Mutation ist hierbei die
gleiche wie die in dem verwendeten mutierten MIE Promotorkonstrukt (pRR55mut),
das durch IE2 nicht mehr reprimiert wird.

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen. Der jeweilige sense-Strang

der Duplex tragt am 5’-Ende eine Biotin-Markierung fiir weitere Anwendungen.

Zur Hybridisierung der Duplex wurden gleiche Mengen des sense und des antisense-
Stranges miteinander gemischt, fiir 5 min bei 95°C inkubiert und fiir mindestens 30 min
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Hundert Nanogramm der Duplex wurden dann mit
2 ml Eco Pol Puffer (New England Biolabs (NEB)), 0,5 mM dNTP-Mix, 2,5 U Klenow
(NEB) und 20 uCi of [a->*P]dATP fiir 30 min bei 37° C inkubiert. Zur Inaktivierung
des Enzyms schloss sich eine weitere Inkubation fiir 5 min bei 65 °C an. Um nicht-
eingebaute Nukleotide zu entfernen, wurde der Markierungsansatz iiber eine Nick-Séule
aufgereinigt, wobei dieser mit 30 pl TE auf 50 ul aufgefiillt und dann auf eine zuvor mit
TE equilibrierte Nick-Siule gegeben wurde. Nach einmaligem Waschen mit 0,4 ml TE-
Puffer wurden 0.4 ml TE auf die Sédule gegeben und der DurchfluB3 als Sonde

verwendet. Die markierte Sonde wurde bei —20°C gelagert.

3. Bindungsansatz

In einem Gesamtvolumen von je 20 pl pro Ansatz wurden 20 pg Protein mit in TE-
Puffer mit 3 pg/ul BSA, 5% Glycerin, ImM MgCl,, 12,5 ng/ul poly(dA-dT)-(dA-dT)
und 5 ng/ul denaturierter, sonizierter Heringssperm DNA fiir 10 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 1,5 ul radioaktiv markierter

Zielduplex (~20.000 cpm, ca. 50 fmol) und eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur

43



II. Material und Methoden

fiir 10 min. Nach der Bindungsreaktion wurden je 5 pl eines Ansatzes auf ein 4%iges
natives Polyacrylamidgel aufgetragen und fiir 1,5 h bei 200 V elektophoretisch
aufgetrennt. Das Gel wurde nach dem Lauf getrocknet und ein Kodak X-Omat-Film
(Kodak X-Omat", Sigma, Deisenhofen) belichtet. Nach einer in der Regel 24-stiindigen

Exposition bei —80°C erfolgte die Auswertung mittels Autoradiographie.

Fiir die Supershift-Experimente wurde dem ersten Inkubationsansatz jeweils 1ul (0,5-1

ng) der folgenden Antikdrper hinzugefiigt:

o-IE Antikorper monoklonaler Antikorper gerichtet gegen das Exon2 des IE2-
Proteins, Klon E13, ARGENE Biosoft (720 pg/ml)

o-HA Antikorper monoklonaler Antikérper gegen das HA-Epitop Klon 16B12,
Covance (1mg/ml)

o-IE2-Antiserum polyklonales Antiserum gegen das IE2-Protein (Exon 5),
Konzentration unbekannt, freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von T. Stamminger, Institut fiir Virologie, Erlangen

o-BrdU-Antikérper  monoklonaler Antikorper gegen Bromdeoxyuridin (BrdU)
Klon 3D4, Pharmingen, (0,5 mg/ml)

a-CD20 Antikdper  monoklonaler Antikdrper gegen den CD20-Oberflichenmarker
Klon 2H7, Pharmingen, (0,5 mg/ml)

Fiir die Kompetitionsexperimente mit nicht-markierter spezifischer Kompetitor-DNA
wurde dem Reaktionsgemisch gleichzeitig mit Zugabe der radioaktiv markierten
Zielsequenz ein 1-, 5-, 10-, 50- oder 100-facher Uberschuss der nicht markierten wt
bzw. mutierten Zielsequenz zugegeben. Die quantitative Auswertung erfolgte mittels
eines Fluorescent Image Analyzer (Fuji, FLH-3000 Series) und des Programms Aida
Image Analyzer v.3.11.
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lll. Ergebnisse

Zur Durchfiihrung der IE2-Struktur-Funktionsanalyse wurde die Aktivitét verschiedener
[E2-Mutanten im Vergleich zum Wildtypprotein untersucht. Im ersten Teil der Arbeit
standen hierbei der Zellzyklusarrest, die Transaktivierungsfahigkeit und die
Autoregulation im Mittelpunkt, wobei hauptsdchlich bereits etablierte experimentelle
Assays zum Einsatz kamen. Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Untersuchungen auf
die DNA-Bindung des IE2-Proteins ausgedehnt. Da ein addquater DNA-Bindungsassay

hier nicht zur Verfiigung stand, musste dieser zunichst etabliert werden.

1 Experimentelles System - Aktivitiiten des Wildtyp IE2-Proteins

Sédmtliche Experimente wurden in HCMV-permissiven U373-Zellen durchgefiihrt.
Diese von einem Astrozytom abstammende Zelllinie gehort neben priméren
Fibroblasten zu den wenigen bekannten Zelllinien, die permissiv fiir HCMV sind (Jault
1994, Poland 1990). Aufgrund der bereits beschriebenen Schwierigkeiten, IE2 stabil in
Zellen zu exprimieren, wurde auf ein transientes Transfektionssystem zuriickgegriffen.
Die hierbei verwendete IE2-cDNA entstammt dem HCMV-Stamm AD169.

Abbildung 4 zeigt die Aktivitdten des entsprechenden Proteins in den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchsassays. Wird IE2 transient in U373-Zellen exprimiert, so fiihrt
dies zu einem Zellzyklusarrest am G1/S-Ubergang. Ein derartiger Arrest ist in
verschiedenen Zellen und experimentellen Systemen demonstriert worden (Kronschnabl
et al., 2002; Murphy et al., 2000; Noris et al., 2002; Wiebusch und Hagemeier, 1999;
Wiebusch und Hagemeier, 2001). In BrdU-Einbau-Experimenten, die den Nachweis
neu-synthetisierter DNA erlauben, beobachtet man bei den IE2-transfizierten Zellen
einen Anstieg der Population in der sehr frithen S-Phase (Wiebusch und Hagemeier,
2001). Wird der DNA-Gehalt der Zellen hingegen mittels Propidiumjodidfarbung
bestimmt, so reicht die Auflosung des Signals in der FACS-Analyse nicht aus, um
zwischen den Zellen der spdten G1-Phase und der friihen S-Phase zu unterscheiden.
Daher beobachtet man nach IE2-Transfektion einen Anstieg des G1-Peaks, da in diesem
auch die Zellen der friihen S-Phase enthalten sind. In der vorliegenden Arbeit wurden
alle Zellzyklusanalysen mittels Propidiumjodidfarbung durchgefiihrt, da diese Methode
prizise genug ist, wenn lediglich die Fahigkeit zur Induktion eines Zellzyklusarrests

untersucht und zwischen aktiven und inaktiven Mutanten unterschieden werden soll.
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Abb. 4: Aktivititen des HCMYV IE2 Proteins

(A) Zellzyklusarrest. U373-Zellen wurden mit dem leeren Kontrollvektor (pSG5-3HA) oder dem IE2-
Expressionsvektor (pSG5-3HA-IE2) transfiziert und 48 h nach Transfektion geerntet. Die
Zellzyklusverteilung der transfizierten-Zellen wurde mittels DurchfluBzytometrie und mithilfe der
CellQuest Software ermittelt. In den Histogrammen ist der prozentuale Anteil der Zellen in der G1-, S-
und G2-Phase angegeben. Der Arrest in IE2-transfizierten Zellen wird in einer solchen Darstellung
deutlich im Anstieg des G1-Peaks (hier von 43% in SGS5 auf 69% bei IE2). (B) Transaktivierung des
UL112/113 Promotors. Zusammen mit dem IE2- bzw. SGS5-Expressionsvektor wurden die Zellen mit
einem UL112/113-Promotorkonstrukt (pHM142) transfiziert, dem als Reporter das Luciferasegen
nachgeschaltet ist. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet, die Luciferaseaktivitdt bestimmt
und so die Aktivierung des Promotors ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 verschieden
Transfektionen, wobei unterschiedliche DNA Préparationen zum Einsatz kamen. (C) Transaktivierung
des c-fos- Promotors. Zusammen mit dem IE2- bzw. SG5-Expressionsvektor wurden die Zellen mit
einem c-fos-Promotorkonstrukt (pfosCAT) transfiziert, dem als Reporter das Chloramphenicol-
acetyltransferase (CAT)-Gen nachgeschaltet ist. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und
die CAT-Aktivitdt als MaB fiir die Promotoraktivierung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3
verschieden Transfektionen. (D) Autorepression des Major-Immediate-Early-(MIE-) Promotors.
Zusammen mit dem IE2- bzw. pSG5-Expressionsvektor wurden die Zellen mit einem MIE-
Promotorkonstrukt (pRRSS5) transfiziert, dem als Reporter das CAT-Gen nachgeschaltet war. 48 h nach
Transfektion wurden die Zellen geerntet und die CAT-Aktivitit bestimmt. Dargestellt ist die relative

Promotoraktivitat im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen (SGS). Transfektionen wurden viermal
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wiederholt, wobei unterschiedliche DNA-Priaparationen zum Einsatz kamen. (E) Autorepression des
MIE-Promotors bei mutierter crs. U373-Zellen wurden wie unter (D) beschrieben mit einem MIE
Promotorkonstrukt (pRR55mut) transfiziert, bei dem die crs so mutiert ist, dass eine Bindung des 1E2-

Proteins nicht mehr méglich ist.

Abbildung 4A zeigt ein typisches Histogramm einer FACS-Analyse IE2- bzw. kontroll-
transfizierter Zellen. Bei Transfektion des leeren Kontrollvektors pSGS5, sind 43% der
transfizierten Zellen dem G1-Peak zuzuordnen, der die Zellen der G1 und der friithen S-
Phase enthilt. In den IE2-transfizierten Zellen steigt der Anteil der Zellen im G1-Peak
aufgrund des Anstiegs der Zellen in der frithen S-Phase 69% an. Der Prozentsatz der
Zellen innerhalb des G1-Peaks ist demnach um 60 % angestiegen. Um verschiedene IE2
Mutanten in ihrer Zellzyklusarrestaktivitit mit dem Wildtyp Protein vergleichen zu
konnen, wurde der durch das Wildtyp IE2-Protein induzierte Anstieg im G1-Peak als
100 % Wildtyp-Aktivitit definiert und die Aktivitit der Mutanten entsprechend
berechnet.

Die Transaktivierungsfahigkeit wurde mit Hilfe des friihen HCMV-Promotors
UL112/113 untersucht (siche Abb.4B). Wie bereits in der Einleitung erldutert, wird
dieser Promotor durch das IE2-Protein sowohl iiber eine ATF/CREB- als auch iiber
mehrere IE2-Bindungsstellen aktiviert (Arlt et al., 1994; Lang et al., 1995; Schwartz et
al., 1996; Schwartz et al., 1994).

Das von uns verwendete UL112/113 Promotorkonstrukt, pHM142, enthilt die
Nukleotide —352 bis +37 des UL112/113 Promotors, dem das Luciferasegen als
Reporter nachgeschaltet ist. Dieses Konstrukt enthélt sowohl die beschriebenen IE2- als
auch die ATF/CREB- Bindungsstelle. Wird es zusammen mit einem IE2
Expressionsplasmid in die U373 Zellen transfiziert, so ist im Lucifaseassay eine 50-bis
60-fache Induktion des Promotors im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen
(Abb.4B) zu beobachten. Um die [E2 Mutanten in ihrer Aktivitit mit dem Wildtyp
Protein vergleichen zu koénnen, wurde eine solche, durch den Wildtyp vermittelte
Aktivierung des Promotors als 100 % Wildtypaktivitdt definiert und die Aktivititen der
Mutanten entsprechend berechnet. Um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass das IE2-
Protein auf verschiedenste Weise zur Promotoraktivierung fithren kann, wurde die
Transaktivierung eines weiteren Promotors getestet. Verwendet wurde hierfiir der
zelluldre c-fos Promotor, dessen Transaktivierung iiber Interaktionen des IE2-Proteins
mit basalen Transkriptionsfaktoren vermittelt wird. Das eingesetzte Promotorkonstrukt
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(pfosCAT) enthdlt den murinen c-fos-Promotor, dem das Gen fiir die
Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) als Reporter nachgeschaltet ist. Bei einer
Kotransfektion zusammen mit einem IE2-Expressionsplasmid ist eine ca. 70-fache
Aktivierung des Promotors durch das IE2-Protein zu beobachten (Abb. 4C)

Die Fidhigkeit zur Repression des MIE Promotor/Enhancer wurde mithilfe eines
Reporterkonstrukts (pRR55) bestimmt, welches die IE1/IE2 Promotor/Enhancer Region
des HCMV ADI169 enthilt, und zwar den Bereich zwischen Position —671 und +52
relativ zur Transkriptionsstartstelle. Diesem Promotor ist ebenfalls das CAT-Gen als
Reporter nachgeschaltet. Wird dieses Konstrukt zusammen mit dem leeren
Kontrollvektor pSGS5 in U373-Zellen transfiziert, so zeigt der MIE Promotor eine hohe
Basalaktivitit (Abb.4D). Eine Kotransfektion mit einem IE2-Expressionsvektor jedoch
fiihrt zu einer ausgepriagten Repression. Wie in Abb.4D dargestellt, wurde die Aktivitét
des Promotors in kontroll-transfizierten Zellen als 100 % Promotoraktivitit definiert
und dies als Referenzwert verwendet. In Anwesenheit des IE2-Proteins sinkt diese
Aktivitdt durch die Autorepression auf nur noch 10-20% ab.

Dass die in den IE2-transfizierten Zellen beobachtete Repression des MIE Promotors
auf die Bindung des IE2-Proteins an die crs zuriickzufiihren ist, zeigt Abbildung 4E.
Hier wurde ein Promotorkonstrukt verwendet (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von S. Prosch, Institut fiir Virologie, Charité, Berlin), das dem pRRS55 entspricht, bei
dem jedoch die crs mutiert ist, so dass eine Bindung des IE2-Proteins nicht mehr

mdglich ist. Hier bleibt die Promotoraktivitét nahezu unverindert.

2 Struktur-Funktionsanalyse des IE2-Proteins

Wie bereits gezeigt werden konnte, spielt der C-Terminus des IE2-Proteins auch fiir den
Zellzyklusarrest eine wichtige Rolle, da seine Deletion bis zur Aminosdure (AS) 450 (1-
450) zu einem Aktivitdtsverlust fiihrt. Im Gegensatz dazu ist eine IE2-Mutante, bei der
lediglich die letzten 36 AS deletiert wurden, noch in der Lage, einen Zellzyklusarrest zu
induzieren (Wiebusch und Hagemeier, 1999). Um genauer zu definieren, wo zwischen
AS 450 und 544 die Grenze dieser zellzyklusregulatorischen Doméne liegt, wurde
dieser Bereich mittels C-terminaler Deletionsmutanten weiter untersucht. Diese
Mutanten sind in Abbildung 5A schematisch dargestellt, ihre Expressionslevel zeigt
Abb. 5B. Die Aktivitit dieser Mutanten beziiglich der Induktion eines Zellzyklusarrests
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wurde relativ zum Wildtypprotein bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5C

dargestellt.
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Abb. 5: Einfluss C-terminaler Sequenzen auf die Zellzyklusarrest-Aktivitit des IE2

Proteins.

(A) Schematische Darstellung der Deletionsmutanten. (B) U373 Zellen wurden mit den jeweiligen
Deletionskonstrukten transfiziert und 48h spidter geerntet. Ein Aliquot der Zellen wurde fiir die
Praparation von Zellextrakten verwendet, der Rest fiir die durchfluBzytometrische Analyse. Zur
Bestimmung der Expressionslevel wurden gleiche Proteinmengen gelelektrophoretisch aufgetrennt und
die Menge des IE2 Proteins durch Immunoblot-Analyse mittels eines gegen das HA-Epitop gerichteten
Antikorpers nachgewiesen (C) Relative Aktivitit der IE2-Mutanten beziliglich Induktion eines
Zellzyklusarrests im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Die Zellzyklusverteilung der transfizierten Zellen
wurde wie beschrieben mittels FACS-Analyse ermittelt und der prozentuale Anstieg des G1-Peaks als
MaB fiir den Zellzyklusarrest bestimmt. Der bei dem wt IE2-Protein beobachtete Effekt wurde als 100 %
wt-Aktivitat definiert und die Aktivitit der Mutanten relativ dazu bestimmt. Dargestellt ist das Ergebnis

aus mindestens 3 unabhingigen Transfektionen sowie die Standardabweichung.
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Die Mutante 1-544 fiihrte in den transfizierten Zellen zu einen Zellzyklusarrest, ihre
Aktivitdt lag bei ca. 80 % des Wildtypproteins. Dem gegeniiber fiihrte eine weitere
Deletion um 30 Aminosiuren zu einem deutlichen Funktionsverlust. Die Mutante 1-513
weist nur noch 40% der Wildtyp-Aktivitit auf. Eine weitere Verkiirzung des Proteins
hat nur noch geringe Effekte. Die Aktivitét der restlichen Mutanten liegt bei ca. 30 %
des Wildtyps. Aufgrund der Limitierungen des Assays wurde diese Restaktivitét als

vernachlédssigbar und die Mutanten dementsprechend als inaktiv eingestuft.

Bei den Expressionsleveln der Mutanten fallen teilweise Schwankungen im Vergleich
zum Wildtyp auf. Diese sind jedoch nicht fiir die beobachteten Funktionsverluste
verantwortlich, da in voran gegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass auch bei
geringeren Expressionsleveln die IE2-Proteinmenge nicht limitierend ist (Wiebusch,
2001). Expressionsschwankungen dieser Art wurden zudem auch bei anderen Mutanten
beobachtet, (siche Abb. 7 B, del430 versus Wildtyp), ohne dass sie mit einem
Funktionsverlust assoziiert waren.

Daher ist davon auszugehen, dass vor allem die Sequenzen zwischen Aminosiure 497
und 544 eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung des Zellzyklusarrests spielen, wobei
der grofite Funktionsverlust zwischen den Mutanten 1-543 und 1- 513 zu beobachten

war.

Durch den Verlust der C-terminalen aziden Aktivierungsdomaéne ist bereits die Mutante
mit der kleinsten Deletion, 1-543, transkriptionell inaktiv (Pizzorno et al., 1991;
Wiebusch und Hagemeier, 1999). Zudem ist sie nicht mehr in der Lage, den MIE
Promoter zu reprimieren (Hermiston et al., 1990; Stenberg et al., 1990). Daher ist davon
auszugehen, dass auch die anderen néchst kiirzeren C-terminalen Deletionsmutanten
inaktiv in Bezug auf Transaktivierung und Autorepression sind, weshalb von ihrer
weiteren Analyse abgesehen wurde. Der &duflerste C-Terminus enthdlt demzufolge
wichtige Sequenzen fiir die Transaktivierung und die Autoregulation, wihrend die
Zellzyklusarrestfunktion durch eine Deletion dieser Sequenzen nicht wesentlich
beeintrachtigt wird. In diesem Bereich des Proteins ist somit zumindest die
zellzyklusregulatorische Doméne von den anderen beiden klar abzugrenzen. Unklar ist
jedoch, wie weit sich die fiir die Transaktivierung und Autoregulation benétigten

Dominen in Richtung N-terminal der Aminosdure 544 erstrecken.
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Um zu untersuchen, ob in dem Bereich zwischen AS 497 und 544 eine Trennung der
verschiedenen Aktivitdten moglich ist, wurden kleinere Manipulationen vorgenommen.
Hierfiir wurden jeweils 7 aufeinanderfolgende Aminosduren durch Alanine ersetzt. In
diesen Mutanten bleibt die C-terminale Aktivierungsdoméne intakt, so dass potentiell
die Moglichkeit gegeben ist, dass sie sowohl transaktivieren als auch autoreprimieren
konnen.

Die Mutanten und die Position der Aminosdure-Austausche sind schematisch in
Abbildung 6A dargestellt. Angegeben in der Bezeichnung der Mutanten ist jeweils die
erste Aminosiure, die durch Alanin ersetzt wurde, bei der Mutante pm501 sind dies
demnach die Aminosédure 501-507. Wie in Abbildung 6B zu sehen, zeigen die Mutanten
dem Wildtyp vergleichbare Expressionslevel.

In Abbildung 6C ist die relative Zellzyklusarrestaktivitdt der Mutanten dargestellt. Alle
Mutanten zeigen hier einen deutlichen Funktionsverlust. Thre Aktivitit liegt im
Durchschnitt bei 50% des Wildtyps, sie besitzen demnach noch eine geringe
Restaktivitit. Beziiglich der Transaktivierung zeigen ebenfalls alle Mutanten das
gleiche Bild (Abb. 6D). Trotz der Anwesenheit der Aktivierungsdoméne ist die
Transaktivierungsfiahigkeit durch die relativ kleinen Aminosdureaustausche ginzlich
verloren gegangen. Wie Abbildung 6E zeigt, ist auch die Fahigkeit zur Autorepression
des MIE Promotors durch die Mutationen stark beeintrachtigt worden. In IE2-
transfizierten Zellen sinkt die Promotoraktivitit durch die Repression des IE2-Proteins
auf 10-20%. Bei den Mutanten hingegen ist keine ausgeprigte Repression des

Promotors zu erkennen, die Aktivitit des Promotors liegt bei 70-80%.
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Abb. 6: Uberlappung regulatorischer Dominen im C-Terminus des IE2-Proteins:

Zellzyklusarrest, Transaktivierung und Autorepression.

(A) Schematische Darstellung der verwendeten Mutanten. Jeweils 7 aufeinanderfolgende Aminosiuren
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wurden durch Alanine ersetzt. Angegeben ist die Position der ersten Aminosdure an, die ausgetauscht
wurde. (B) Expressionslevel der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein (Immunoblotanalyse, siche
Abb. 5) (C) Aktivitit der Mutanten beziliglich Zellzyklusarrestinduktion. Zur Ermittlung der
Zellzyklusarrest-Aktivitit wurde wie unter Abb.5 vorgegangen. (D) Transaktivierung des UL112 /113
Promotors. Zur Bestimmung der Transaktivierungsaktivitit wurden U373-Zellen mit den jeweiligen
Expressionsplasmiden zusammen mit dem UL112/113-Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert. 48h nach
der Transfektion wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitit in den Zellextrakten gemessen.
Die Induktion des Promotors, die in wt IE2 transfizierten Zellen im Vergleich zu den kontroll-
transfizierten Zellen ermittelt wurde (in der Regel 50 —60 fach, Vergleich Abb. 4B) wurde als 100% Wt-
Aktivitdt definiert und die Aktivitit der Mutanten relativ dazu bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus mindestens 3 unabhédngigen Experimenten. (E) Autorepression des MIE Promotors durch das wt IE2
Protein und die AS-Austauschmutanten. U373 Zellen wurden mit den jeweiligen Expressionsplasmiden
zusammen mit dem MIE-Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die
Zellen geerntet und die CAT-Aktivitdt in den Zellextrakten gemessen. Als Bezugswert diente die
Basalaktivitit des Promotors in kontroll-transfizierten Zellen (SG5). Dargestellt sind die Mittelwerte aus

mindestens 4 unabhiangigen Experimenten.

Die vorgenommenen Aminosdureaustausche haben in Hinblick auf alle untersuchten
Aktivititen zu einem deutlichen Funktionsverlust gefiihrt. Zwischen den einzelnen
Mutationen konnten keine signifikanten Unterschiede in ihren Effekten beobachtet
werden. Die C-terminalen Sequenzen zwischen AS 501 und 544 scheinen demnach fiir
die Funktionalitdt des IE2-Proteins eine wichtige Rolle zu spielen und reprédsentieren
einen Bereich, in dem, anders als im &duBersten C-Terminus, die regulatorischen
Proteindomédnen {berlappen. Unterschiede waren lediglich im Ausmall des
Funktionsverlustes festzustellen. Besonders auffillig ist hier der Gegensatz zwischen
dem absoluten Funktionsausfall bei der Transaktivierung und der residualen Aktivitit
bei der Induktion eines Zellzyklusarrests. Dies konnte darauf hindeuten, dass
Aminosduren aullerhalb des Bereichs zwischen Aminosdure 501 und 544 zur
Zellzyklusarrestaktivitdt mit beitragen, die bei Verlust des C-Terminus geringe
Restaktivitdt vermitteln konnen. Im Gegensatz dazu sind die C-terminalen Aminosduren
fiir die Transaktivierung essentiell und kann ein Verlust nicht durch andere Bereiche des
Proteins kompensiert werden.

Dort, wo die funktionellen Doménen im C-Terminus des Proteins tiberlappen, scheinen
sie Teil einer komplexen, regulatorischen Domine zu sein. Die C-terminale Grenze
dieser Doméine wird markiert durch die Mutante 1-544, da sie zwar nicht mehr
transaktiviert und autoreguliert, aber noch in der Lage ist, einen Zellzyklusarrest zu
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induzieren. Unklar ist jedoch noch, wo die N-terminale Grenze dieser Domaine liegt.
Um dies zu untersuchen, wurde die Mutationsanalyse auf den N-terminalen Bereich des
Proteins ausgedehnt. Verwendet wurden hierfiir interne Deletionsmutanten, da in ihnen
sowohl die N-terminale Aktivierungsdoméne als auch mindestens eine NLS erhalten
bleiben konnte. In fritheren Untersuchungen hat sich gezeigt, dass die N-terminalen
Aminosduren 1-195 weder fiir die Induktion eines Zellzyklusarrests (Wiebusch und
Hagemeier, 1999), noch fiir die Autoregulation (Pizzorno et al., 1991) bendtigt werden.
Aus diesem Grunde konzentrierte sich die Analyse auf den Bereich zwischen
Aminoséure 200 bis 470, wobei jeweils 20 Aminosduren deletiert wurden. Eine Schema
der verschiedenen Mutanten ist in Abbildung 7A dargestellt, Abbildung 7B zeigt ihre
Expressionslevel. Die Mutanten del230 und del260 zeigen im Vergleich zum Wildtyp
und den iibrigen Mutanten ein verdndertes Laufverhalten im Gel. Hier sind Teile des
Proteins deletiert worden, die posttranslationalen Modifikationen unterworfen sind.
Innerhalb dieser Region sind bereits mehrere Phosphorylierungsstellen identifiziert
worden (Harel und Alwine, 1998). Eine Mutation oder Deletion solcher
Phosphorylierungsstellen kann nicht nur den Phosphorylierungsgrad des Proteins,
sondern auch seine Konformation beeinflussen. Dass dies eine Verdnderung des
Laufverhaltens im Gel verursachen kann, ist bereits fiir dhnliche IE2-Mutanten

beschrieben worden (Harel und Alwine, 1998; Sommer et al., 1994).
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Abb. 7: Einfluss N-terminaler Sequenzen auf den Zellzyklusarrest, die Transaktivierung

sowie die Autorepression.

(A) Schematische Darstellung der internen Deletionsmutanten. Jeweils 20 Aminoséuren wurden mittels
gerichteter Mutagenese deletiert. Angegeben im Namen der Mutante ist jeweils die erste Aminosédure, die
deletiert wurde. (B) Wie in Abb. 4 und 5 angegeben, wurden Zellextrakte hergestellt und die Expression
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der IE2-Mutanten im Vergleich zum wt-Protein bestimmt. (C) Aktivitdt der Mutanten im Vergleich zum
wt-Protein beziiglich Zellzyklusarrestinduktion. Zur Durchfiihrung siehe Abb. 4A. (D) Transaktivierung
des UL112/113 Promotors durch das IE2-Protein und die Mutanten. Zur Durchfiihrung siche Abb.4 B.
(E) Autorepression des MIE Promotors durch das wt-IE2 Protein und die internen Deletionsmutanten. Zur

Durchfiihrung siehe Abbildung 4D.

Untersucht man die Deletionsmutanten auf ihre Funktionsfiahigkeit beziiglich der drei
Aktivitdten und vergleicht dies mit dem Wildtyp-Protein (Abb. 7C - E), so fillt zunichst
auf, dass es keine groflen Funktionsverluste gibt. Hinsichtlich eines Zellzyklusarrests
(Abb. 7C) erreichen alle Mutanten Wildtypaktivitét, bis auf zwei Ausnahmen. Die
Mutante del260 und die Mutante del470 erreichen nur ca. 60% des Wildtypproteins.
Diese beiden Mutanten zeigen auch in Bezug auf die Transaktivierung (Abb. 7D) einen
Funktionsverlust. Im Gegensatz zu der Mutante del470, die génzlich inaktiv ist, besitzt
die Mutante del260 jedoch noch eine Restaktivitit von 30%. Eine weitere Mutante,
del330, zeigt ebenfalls einen ca. 50%igen Aktivitdtsverlust im Hinblick auf die
Transaktivierung, wahrend ihre Zellzyklusarrestaktivitit bei der des Wildtyps liegt. Bei
allen anderen Mutanten ist die Transaktivierungsfiahigkeit nicht wesentlich beeinflusst.
In Abbildung 7E ist die Autorepression des MIE Promotors dargestellt. Hier zeigen alle
dem Wildtyp vergleichbare Aktivitdten. Einzige Ausnahme ist wiederum die Mutante
del470, da bei ihr die Promotoraktivitit bei ca. 70 % liegt. Insgesamt zeigt diese
Mutante ein Verhalten, wie es auch bei den C-terminalen Austauschmutanten
beobachtet wurde. Sie ist eingeschrinkt in ihrer Féahigkeit, einen Zellzyklusarrest zu
induzieren und inaktiv in Bezug auf Transaktivierung und Autorepression. Die in ihr
deletierten Sequenzen (AS 470-489) scheinen demnach Teil der C-terminalen
regulatorischen Doméne zu sein. Im Gegensatz dazu ist die Mutante del430 in allen
Funktionen aktiv. Die in ihr deletierten Sequenzen werden fiir die Funktionalitdt nicht
benotigt. Das bedeutet, dass diese Mutation auerhalb der C-terminalen regulatorischen
Domine liegen muss und vielmehr deren N-terminale Grenze markiert. Die anderen
beiden Mutanten, bei denen Einschrankungen in der Funktionalitdt beobachtet wurden,
liegen damit ebenfalls auBlerhalb der C-terminalen Doméne. Sie unterscheiden sich von
der Mutante del470 darin, dass mindestens eine der untersuchten Funktionen trotz
Mutation unveridndert bleibt. Damit markieren diese beiden Mutanten Sequenzen im
Protein, die nur fiir bestimmte Funktionen, nédmlich Transaktivierung und

Zellzyklusarrest, bendtigt werden, wihrend sie fiir die Autoregulation entbehrlich sind.
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Wie in der Einleitung erldutert, kann IE2 auf verschiedene Art und Weise Promotoren
transaktivieren. Wéhrend die Transaktivierung bestimmter heterologer Promotoren
durch IE2 nur von der Anwesenheit der TATA-Box abhéngt, ist in HCMV Promotoren
die Interaktion mit Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren sowie die direkte
Bindung von IE2 an die DNA von gréf3erer Bedeutung. Um dieser Tatsache Rechnung
zu tragen, wurde die Transaktivierungsfdhigkeit der IE2 Mutanten zusitzlich auch an
dem heterologen c-fos Promotor iiberpriift, bei dem fiir die Transaktivierung lediglich
basale Promotorsequenzen benétigt wird. Hier geht man davon aus, dass die
Transaktivierung iiber Interaktion des IE2-Proteins mit basalen Transkriptionsfaktoren
vermittelt wird (Hagemeier et al., 1992; Lukac et al., 1994). Bei einer Kotranksfektion
dieses Konstrukts mit einem IE2-Expressionsplasmid ist in U373-Zellen in der Regel
eine ca. 70-fache Induktion des Promotors im Vergleich zu Kontroll-transfizierten
Zellen zu beobachten (siche Abb. 4C). Wiederum wurde die Aktivitdt der Mutanten
relativ zum Wildtyp-Protein bestimmt. Abbildung 8 zeigt die
Transaktivierungsfiahigkeit der Mutanten auf dem c-fos und dem UL112/113 Promotor.
Wie man sieht, gibt es trotz der unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden Promotoren. Lediglich die Mutante
del260 ist auf dem c-fos Promotors noch etwas schwicher als auf dem UL112/113

Promotor, wihrend es bei der Mutante del330 genau umgekehrt ist.
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Abb. 8: Transaktivierung des UL112/113-Promotors und des c-fos-Promotors durch das
wt IE2-Protein und die Mutanten.

U373-Zellen wurden mit den jeweiligen Expressionsplasmiden sowie entweder mit einem UL112/113-
Promotor- oder einem c-fos Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden
die Zellen geerntet und die CAT-Aktivitit bestimmt. Die Induktion des Promotors, die in wt IE2
transfizierten Zellen im Vergleich zu den kontroll-transfizierten Zellen ermittelt wurde (bei dem
UL112/113-Promotor in der Regel 50 —60-fach, bei dem c-fos Promotor 60-70-fach) wurde als 100% wt-
Aktivitdt definiert und die Aktivitit der Mutanten relativ dazu bestimmt. Die Abbildung zeigt einen
Vergleich der Transaktivierung beider Promotoren. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhingigen

Experimenten sowie die Standardabweichung.

In fritheren Publikationen ist gezeigt worden, dass die Aminosduren 290 bis 579
notwendig fiir die Autoregulation sind und schon kleine Mutationen zu einem
Funktionsverlust fiihren (Ahn et al., 1998; Pizzorno et al., 1991). Dies steht teilweise im
Widerspruch zu den hier beobachteten Ergebnissen (Abb.7D). Aus diesem Grund
wurden einige der Mutanten auf einem weiteren MIE Promotorkonstrukt (pIElcat)
getestet, das die Nukleotide -302 bis +72 des MIE Promotors vor einem CAT-
Reportergen enthélt. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 9 dargestellt.

Die Basalaktivitidt dieses Promotorkonstrukts ist etwas hoher als bei dem zuvor
verwendeten Promotorkonstrukts. In kontroll-transfizierten Zellen konnte eine CAT-
Konzentration von ca. 1000 pmol/ml gemessen werden, bei dem zuvor verwendeten
Konstrukt (pRR55) waren es in der Regel nur ca. 500 pmol/ml. Dies konnte auf eine
unterschiedliche Transfektionseffizienz der beiden Promotorkonstrukte zuriickzufiihren

sein. Durch die Kotransfektion mit einem IE2-Expressionsplasmid ist auch bei dem
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Konstrukt plElcat eine deutliche Abnahme der Promotoraktivitit zu beobachten,
wenngleich der Effekt etwas schwicher ist als zuvor beobachtet (Vergleich Abb. 4D
und Abb 9). Die Kotransfektion mit den internen Deletionsmutanten ergibt ein
dhnliches Bild wie zuvor. Allerdings ist auch hier das Ausmal} der Repression geringer
und dies verringert den beobachteten Unterschied zwischen der Mutante del470 und den

ibrigen, aktiven Mutanten.
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Abb. 9: Repression des MIE-Promotors durch interne Deletionsmutanten.

Autorepression des MIE Promotors durch das wt IE2 Protein und interne Deletionsmutanten. U373 Zellen
wurden mit den jeweiligen Expressionsplasmiden zusammen mit dem MIE-Promotor-Reporterkonstrukt
pIE1CAT, das die Nukleotide —303 bis +72 des MIE Promotors vor einem CAT-Reportergen enthilt,
transfiziert, 48 h spéter geerntet und die CAT-Aktivitdt in den Zellextrakten bestimmt. Als Bezugswert
diente die Basalaktivitit des Promotors in kontroll-transfizierten Zellen (SG5). Dargestellt sind die

Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten.
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Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass es im C-Terminus des IE2-Proteins eine
Region (Aminosduren 470 bis 544) gibt, in der wichtige regulatorische Dominen
iiberlappen. Mutationen innerhalb dieser Region fiihren zu weitreichenden
Funktionsverlusten. Sie scheint daher eine zentrale Kerndoméne (,,Core®) darzustellen.
Im Gegensatz dazu ist es in dem sich N-terminal anschlieBenden Teil des Proteins
moglich, Sequenzen zu identifizieren, die nur flir bestimmte Funktionen erforderlich
sind. Dartiiber hinaus gibt es hier auch Abschnitte, die fiir die Funktionalitit des Proteins

nicht benotigt werden.

3  Die IE2-DNA-Bindung

Da die DNA-Bindung des IE2 Proteins als eine Grundvoraussetzung fiir die Fahigkeit
zur Autoregulation gilt (Lang und Stamminger, 1993; Liu et al., 1991; Macias und
Stinski, 1993; Pizzorno und Hayward, 1990), sollte im folgenden auch die DNA-
Bindungsfahigkeit der Mutanten direkt untersucht werden. Wie bereits in der Einleitung
erldutert, war es in der Vergangenheit nur eingeschrinkt moglich, die IE2-
Bindungsaktivitdt mithilfe von Extrakten transfizierter Zellen nachzuweisen. Daher
wurden die meisten bisher publizierten Untersuchungen zur IE2-DNA Bindung mit
bakteriell exprimiertem rekombinanten IE2 Protein durchgefiihrt (Ahn et al., 1998;
Chiou et al., 1993; Jupp et al., 1993; Lang und Stamminger, 1993; Waheed et al., 1998).
In der Regel wurden hier zur besseren Aufreinigung GST-Fusionsproteine verwendet
und es hat sich gezeigt, dass zum Nachweis einer DNA-Bindung nur der C-Terminus ab
Aminosdure 290 bendtigt wird. In der vorliegenden Arbeit sollte jedoch das gleiche
experimentelle System, ndmlich die Expression in permissiven Zellen, fiir die
Untersuchung der DNA-Bindung verwendet werden, um eine direkte Vergleichbarkeit
der Aktivititen zu gewdhrleisten. Dariiber hinaus sollten die Mutationen im Kontext des
gesamten Proteins analysiert werden. Aus diesem Grunde musste zunéchst ein

addquater Bindungsassay etabliert werden.
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3.1 Etablierung eines DNA Bindungsassays fiir das HCMV IE2-Protein

Trotz zahlreicher Untersuchungen sind viele Einzelheiten der IE2-DNA Interaktion
unklar. So ist das DNA-bindende Motiv im IE2 Protein noch nicht identifiziert und es
kann bisher keiner Gruppe bekannten DNA-bindender Proteine zugeordnet werden.
Man wei}, dass IE2 {iber die kleine Furche mit der DNA interagiert (Lang und
Stamminger, 1994). Verschiedene bisher identifizierte IE2-Bindungsstellen weisen nur
geringe Sequenzhomologien auf, so dass zu vermuten ist, dass das IE2 Protein vor allem
strukturelle Merkmale der DNA erkennt (Lang und Stamminger, 1994). Der Nachweis
der DNA-Bindung unter physiologisch relevanten Bedingungen gelang bisher jedoch
nicht. In einer neueren Studie konnte eine DNA-Bindung gezeigt werden, nachdem das
IE2 Protein aus Extrakten transient transfizierter Zellen iiber eine Heparin-Sepharose-
Saule aufgereinigt worden war (Huang und Chen, 2002), was einen Hinweis darauf gibt,
dass auch die Aufreinigungsmethode einen wesentlichen Einfluss auf die
Bindungsfahigkeit des Proteins hat und die vermutlich schwache IE2-DNA-Interaktion
relativ leicht gestort werden kann.

Ausgehend von bereits publizierten Studien zu DNA Bindungsassys mit dem IE2
Protein wurden daher zunédchst HeLa-Zellen mit dem IE2-Expressionsvektor transfiziert
und unter moglichst schonenden Bedingungen Zellextrakte hergestellt. Hierfiir wurden
die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion durch Abschaben in PBS geerntet und in
einem Puffer mit geringem Salzgehalt aufgenommen (TGA-Puffer: 10 mM Tris pH 8.0,
10 % Glycerin, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT). Der Zellaufschluss erfolgte dann mit
Ultraschall, unter Ausschluss von Detergentien und Proteinaseinhibitoren. Diese
Aufschlussbedingungen haben sich in der Vergangenheit als besonders giinstig fiir die
Untersuchung der DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren erwiesen (Truss, 1992).
Generell konnen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und DNA
durch die Erhoéhung der Salzkonzentration abgeschwiécht und die Affinitit somit
herabgesetzt werden. In der Regel werden Zellextrakte daher in der Gegenwart von 50-
100 mM NacCl oder KCI hergestellt, um die Proteine wihrend der Préparation von der
DNA zu losen (Latchman, 1993). Da jedoch zu erwarten war, dass die IE2-DNA-
Bindung eine eher geringe Affinitit aufweist, wurde auf die Zugabe von Salzen im
Probenpuffer verzichtet. Bei einer Préparation der Extrakte in einem Puffer mit
geringem Salzgehalt bleibt zudem die Moglichkeit bestehen, in den Bindungsansétzen

verschiedene Salze und Salzkonzentrationen auszutesten.
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In einem ersten Bindungsassay wurden ausgehend von bereits bekannten Informationen
verschiedene Reaktionsbedingungen fiir den Bindungsansatz getestet. Wie bereits
beschrieben wurde, ist die Bindung des IE2-Proteins sensitiv gegeniiber bestimmten
nicht-spezifischen Kompetitor-DNAs, die in Gel-Retardierungsexperimenten eingesetzt
werden, um die Bindung unspezifischer DNA-bindender Proteine zu minimieren. Die
Bindung des IE2-Proteins wurde bisher nur in der Gegenwart von poly(dA-dT)-(dA-dT)
Kompetitor DNA beobachtet (Ahn et al., 1998; Chiou et al., 1993; Waheed et al., 1998).
Aus diesem Grund wurden alle Reaktionen in der Gegenwart von poly(dA-dT)-(dA-dT)
durchgefiihrt. Die Zugabe unspezifischen Proteins wie BSA zum Bindungsansatz kann
in Gelretardierungsexperimenten die spezifische DNA-Protein Interaktion erhohen.
Dies beruht vermutlich darauf, dass es die Adsorption der Proteine an die Oberfldche
der ReaktionsgefaBBe sowie der Gelplatten verhindert. Dariiber hinaus beeinflusst es
moglicherweise die Konformation der Protein, indem es die Anordnung der
umgebenden Wassermolekiile verdndert (Zhang et al., 1992). Auch fiir das TBP,
welches ebenfalls iiber Interaktionen mit der kleinen Furche an die DNA bindet, konnte
so die DNA-Bindung verbessert werden (Jupp et al., 1993; Liebermann, 1991). Aus
diesem Grund wurde alle Bindungsansétze in der Gegenwart von BSA durchgefiihrt.

Einem Teil der Reaktionen wurde Alkalische Phosphatase zugesetzt, da in der Literatur
ein  Zusammenhang  zwischen @ der = DNA-Bindungsfdhigkeit und  dem
Phosphorylierungsgrad des IE2-Proteins beschrieben worden ist (Waheed et al., 1998).
Zweiwertige Kationen, wie Magnesium konnen ebenfalls die Bindung stabilisieren, da
sie die negativen Ladungen des Phosphatriickgrats der DNA neutralisieren konnen und
die DNA alternative, fiir die Proteinbindung moglicherweise glinstigere
Konformationen eingehen kann (Robidoux et al., 1992). Daher wurden einige Ansitze
in der Gegenwart von MgCl, durchgefiihrt. Fiir den Bindungsassay wurden zunéchst ca.
50 pg Protein verwendet und diese 10 min bei Raumtemperatur im Bindungsansatz
inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe der radioaktiv markierten Zielsonde und
eine weitere 10-miniitige Inkubation. Schlieflich wurde ein Aliquot der Reaktion auf
einem 4%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Ergebnis autoradiographisch
ausgewertet. Als Zielsonde wurde die MIE-Promotorsequenz von -40 bis +7 verwendet,
die die wt crs enthélt. Bei der mutierten Sonde trigt die crs eine Mutation, so dass eine
Bindung des IE2-Proteins nicht mehr moglich ist. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis

eines Bindungsansatzes mit Extrakten aus HeLa-Zellen, die transient entweder mit dem
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Kontrollplasmid pSGS oder mit dem wt IE2-Expressionsplasmid bzw. einer IE2-
Mutante (1-497) transfiziert wurden.

+ Alkalische Phosphatase - Alkalische Phosphatase
1 mMMgCl, 1 mMMgCl,

crs wt-Sonde + + + + + o+ + + + + + o+
crsmut-Sonde - - - + + + - - - 4+ 4+ + - - - 4+ + + - - - + +

KwtmKwtmKwtm KwtmKwtm KwtmK wtmK wt
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Abb. 10: Etablierung eines DNA-Bindungsassays fiir das IE2-Protein.

IE2-DNA-Bindungsassay unter Verwendung von HeLa-Zellextrakten. HeLa-Zellen wurden entweder mit
dem leeren pSG5-3HA-Expressionsvektor (K) oder mit dem pSG5-3HA-IE2-Expressionsvektor (wt)
bzw. einer I[E2-Mutante (m) transfiziert und 24 h nach Transfektion geerntet. Die Zellen wurden in TGA-
Puffer aufgenommen und Zellextrakte durch Ultraschallaufschluss hergestellt. Fiir den Bindungsansatz
wurden je 5 pl (~50 ng Protein) Proteinextrakt in TE-Puffer mit 3 pg/pl BSA, 5% Glycerin und 100 ng/ul
poly(dA-dT)-(dA-dT) zunéchst fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 1,5 pl (~ 50
fmol, ~ 20.000 cpm) der markierten Sonde hinzugegeben. Nach weiteren 10 min Inkubation wurde ein
Aliquot der Reaktion auf einem 4%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Autoradiography
ausgewertet. Wo angegeben war den Reaktionsansdtzen Alkalische Phosphatase bzw. MgCl, zugegeben

worden. ( S — Shift; fS — freie Sonde)
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Es fallt zunéchst auf, dass die Zugabe von Alkalischer Phosphatase keinen Einflus auf
die Bindungsfdhigkeit des IE2-Proteins zu haben scheint, da keine Unterschiede
zwischen den behandelten (Spur 1-12) und den nicht-behandelten (Spuren 13-23)
Ansdtzen zu sehen sind. Lediglich dort, wo MgCl, in dem Reaktionsansatz enthalten
war, ist eine schwache Bande zu beobachten (Spur 8 und 20). Hier scheint es zu einer
Bindung des Proteins an die markierte DNA gekommen zu sein. Da die Bande weder
bei den Kontrollextrakten noch bei denen, die eine C-terminale IE2-Mutante enthalten,
auftritt, ist dies ein erster Hinweis darauf, dass der beobachtete Komplex tatsachlich auf
die Anwesenheit des IE2 Proteins zuriickzufiihren ist. Zudem ist die Bande nur dort zu
beobachten, wo der Bindungsansatz die wt crs-Sonde enthilt, nicht aber bei der

mutierten crs-Sonde.

Da die beobachtete Bande sehr schwach war, wurden im folgenden die
Reaktionsbedingungen optimiert. Eine Moglichkeit, die Bindungsfdhigkeit zu
verbessern, ist eine Erhohung der Menge an unspezifischer Kompetitor-DNA, da
hierdurch die spezifische Bindung verstirkt werden kann. Aus diesem Grund wurde die
Menge des eingesetzten poly(dA-dT)-(dA-dT) erhoht. AuBerdem konnen durch die
Zugabe von Salzen die Reaktionsbedingungen an physiologische Salzkonzentrationen
angepasst werden, was bei einigen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Spl und NF1-L, die
Bindung verstirken kann (Robidoux et al., 1992). Da die Salzkonzentration bisher sehr
niedrig war, wurden den Ansdtzen NaCl zugesetzt. Wie Abbildung 8 jedoch zeigt,
haben hohere poly(dA-dT)-(dA-dT)-Konzentrationen einen hemmenden Einfluss auf die
DNA-Bindung des IE2-Proteins, da die Bande verschwindet. Auch die Gegenwart von
NaCl verbessert die Bindung nicht. Hier kommt es im Gegenteil zum verstirkten
Auftreten unspezifischer Banden, da offensichtlich die Bindungsbedingungen fiir
unspezifisch bindende Proteine verbessert wurden. Um nachzuweisen, dass der
beobachtete Komplex tatsdchlich das IE2-Protein enthélt, wurden den
Reaktionsansétzen Antikdrper zugefiigt. Bei einer Bindung eines Antikdrpers an das an
die DNA gebundene Protein kommt es zu einer weiteren Retardierung des Protein-
DNA-Komplexes im Gel, man beobachtet eienn Supershift. Andererseits kann durch
einen spezifischen Antikérper die DNA-Bindung auch inhibiert werden, ndmlich dann,
wenn der Antikorper eine Region im Protein erkennt, die fiir die DNA-Bindung bendtigt

wird.
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Abb. 11: IE2 aus Extrakten transfizierter Zellen bindet an eine crs enthaltende

Zielsequenz.

IE2-DNA-Bindungsassay unter Verwendung von HeLa-Zellextrakten. HeLa-Zellen wurden wie unter
Abb. 10 angegeben transfiziert und Zellextrakte hergestellt. Der Bindungsansatz enthielt, neben den
angegebenen Mengen von poly(dA-dT)-(dA-dT), 3 pg/ul BSA, 5% Glycerin und 1mM MgCl,. Wo
angegeben wurden dem Bindungsansatz 1 pl eines Antikorpers hinzugegeben. In den Ansdtzen der
Spuren 9 bis 12 wurde der Bindungsansatz in Gegenwart von 100 mM NaCl durchgefiihrt. (S-Shift, fS-
freie Sonde; * - Supershift nach Antikoérperinkubation)

Fiir die Supershift-Experimente wurden verschiedene Antikdrper eingesetzt. Sowohl der
oaHA-Antikoérper, der gegen das N-terminale Hdmagglutinin-Epitop gerichtet ist, als
auch ein IE2-Antiserum, das den C-Terminus des Proteins erkennt, verhindern
offensichtlich die DNA-Bindung, die Bande verschwindet (Abb.11 Spur 14 + 16). Wird
dem Bindungsansatz ein gegen den N-Terminus des Proteins gerichteter Antikorper
zugegeben (Spur 15), so beobachtet man einen Supershift, was zeigt, dass der Komplex
tatsdchlich IE2-Protein enthdlt. Bei Zugabe eines unspezifischen Maus-Antikorpers
(Spur 16) bleibt die Bande unverindert.
Wenn, wie im vorliegenden Fall, Gesamtzellextrakte fiir DNA-Bindungsassays
verwendet werden, spielt der Einsatz von Kompetitor-DNA eine wichtige Rolle, da
hierdurch unspezifische DNA-bindende Proteine abgesittigt werden konnen. Wie die
vorangegangenen Ergebnisse gezeigt haben, wird die Bindungsfihigkeit des IE2-
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Proteins durch die Menge des eingesetzten poly(dA-dT)-(dA-dT) stark beeinflusst. Aus
diesem Grunde wurde im folgenden eine Titrationsreihe durchgefiihrt, um die optimale
Konzentration dieses Kompetitors im Bindungsansatz zu bestimmen. Wie Abbildung 12

zeigt, ist die beobachtete Komplexbildung um so stérker, je geringer die eingesetzte

poly(dA-dT)-(dA-dT) - Menge ist.

K IE2  poly(dA-dT)(dA-dT) (ng/ul)

crs wt-Sonde + - + - % S b .0
crsmut-Sonde - + - + NG 'lf’ S > NN

ow
.

& . s B

-~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abb. 12: Einfluss der Menge an poly (dA-dT):(dA-dT)-Kompetitor-DNA auf die
Bindungsfihigkeit des IE2-Proteins.

IE2-DNA-Bindungsassay unter Verwendung von HeLa-Zellextrakten. HeLa-Zellen wurden wie unter
Abb. 10 transfiziert und Zellextrakte hergestellt. Die Reaktion wurde wie unter Abb. 11 angegeben
durchgefiihrt, wobei in den Ansdtzen der Spuren 1-4 jeweils 100 ng/ul poly(dA-dT)-(dA-dT) Kompetitor
enthalten waren. Die Ansétze der Spuren 5-11 wurden in der Gegenwart der angegebenen Mengen

Kompetitor DNA mit der wt crs Zielsonde durchgefiihrt.

Neben synthetischer poly(dA-dT)-(dA-dT)-DNA wird auch poly(dI-dC)-(dI-dC)-DNA
sowie heterologe DNA, wie Heringssperm DNA, zur Kompetition eingesetzt. Wie
Abbildung 13 jedoch zeigt, wird durch die Anwesenheit schon geringer Mengen an
poly(dI-dC)-(dI-dC) (Spuren 5-8) die Bindung des IE2 Proteins an die DNA komplett
inhibiert. Dies deckt sich mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen (Waheed

et al., 1998) und verdeutlicht die hohere Affinitdt des [E2-Proteins zu den flankierenden
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CG-Dinukleotiden in der crs im Vergleich zu den internen A/T-Nukleotiden. Bei
Verwendung von Heringsperm-DNA ist eine Bindung noch moglich, wenngleich sie
schwicher ist, als in der Gegenwart von poly(dA-dT)-(dA-dT) ((Chiou et al., 1993) und

eigene Beobachtungen).

poly(dA-dT)(dA-dT) poly(dl-dC)(dI-dC)
75 (ng/ul) 25 (ng/ul) 100 (ng/pl)
K IE2 K IE2 K IE2
crswt-Sonde + - + - 4+ - 4+ -  + - +
crsmut-Sonde - + - + - + - + - + - +

1 2 3 4 656 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 13: Einfluss verschiedener Kompetitor DNAs auf die Bindungsfihigkeit des 1E2-

Proteins.

IE2-DNA-Bindungsassay unter Verwendung von HeLa-Zellextrakten. HeLa-Zellen wurden wie unter
Abb. 10 beschrieben transfiziert und Zellextrakte hergestellt. Der Bindungsansatz enthielt 3 pg/ul BSA,
5% Glycerin und 1mM MgCl, sowie die angegebenen Mengen an Kompetitor-DNA.

AbschlieBend wurde auch die Menge des in dem Bindungsansatzes eingesetzten Zell-
Extraktes optimiert. Wie Abbildung 14 zeigt, reichen bereits geringe Mengen des
Extraktes (und damit des IE2-Proteins) aus, um die DNA-Bindung nachzuweisen. Sind
die Mengen des eingesetzten Proteins deutlich hoher (Spuren 8-10), so nimmt die

spezifische Bande ab, wihrend ein Grof3teil der Reaktion nicht mehr in das Gel einldutft.
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Abb. 14: Titation der Menge des eingesetzten Zellextraktes.

IE2-DNA-Bindungsassay unter Verwendung von HeLa-Zellextrakten. HeLa-Zellen wurden wie unter
Abb. 10 beschrieben transfiziert und Zellextrakte hergestellt. Der Bindungsansatz enthielt 3 pg/ul BSA,
5% Glycerin, ImM MgCl,, und 12,5 ng/pl poly(dA-dT)-(dA-dT) sowie die angegebenen Mengen an
Zellextrakten.

Ausgehend von den dargestellten Voruntersuchungen wurden folgende
Reaktionsbedingungen fiir die nachfolgenden DNA-Bindungsassays verwendet:
Zwanzig Mikrogramm Protein wurden in TE-Puffer mit 3ug/ul BSA, 5% Glycerin, 1
mM MgCl, sowie 12,5 ng/ul poly(dA-dT)(dA-dT) und 5 ng/ul sonizierter,
denaturierter Heringssperm-DNA fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend folgte wie oben beschrieben die Zugabe der radioaktiv markierten
Zielsonde sowie eine weitere Inkubation fiir 10 min. Danach wurde ein Aliquot der
Reaktion gelelektrophoretisch aufgetrennt und der Bindungsassay autoradiographisch
ausgewertet. Abbildung 15A zeigt einen DNA Bindungsassay unter optimierten
Bedingungen bei Verwendung von HeLa-Zellextrakten. Man beobachtet einen starke
Bande dort, wo Extrakte von IE2-transfizierten Zellen in die Reaktion eingesetzt wurde,
nicht aber bei den Kontrollextrakten (SG5). Keine Bindung ist zu beobachten, wenn die

crs in der Zielsonde mutiert ist.
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Abb. 15: Bindung des IE2-Proteins an die crs

IE2-DNA-Bindungsassay unter optimierten Bedingungen. (A) HeLa-Zellen wurden entweder mit dem
leeren pSG5-3HA-Expressionsvektor oder mit dem pSG5-3HA-IE2-Expressionsvektor transfiziert und 24
h nach Transfektion geerntet. Die Zellen wurden in TGA-Puffer aufgenommen und Zellextrakte durch
Sonizieren hergestellt. Fiir den Bindungsassay wurden 20 pg Protein in TE-Puffer mit 3 pg/ul BSA, 5%
Glycerin, 1mM MgCl,, 12,5 ng/pul  poly(dA-dT)-(dA-dT) und 5 ng/ul sonizierte, denaturierte
Heringssperm-DNA zunéchst fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 1,5 pl (~ 50
fmol, ~ 20.000 cpm) der markierten Sonde hinzugegeben. Nach weiteren 10 min Inkubation wurde ein
Aliquot des Reaktionsansatzes auf einem 4%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels
Autoradiography ausgewertet. (B+C) Nachweis des IE2-Proteins im DNA-Protein Komplexes durch
Antikorper-Supershift-Experimente. Der Bindungsassay wurde wie unter (A) angegeben durchgefiihrt
und jeweils 1 pl (~ 0,5 pg) der angegebenen Antikorper bzw. des Antiserums dem Bindungsansatz zur
ersten Inkubation hinzugegeben. (S-Shift; fS- freie Sonde; * - durch Antikdrperinkubation induzierter

Supershift)
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Um spezifisch die Anwesenheit des IE2-Proteins in dem auftretenden Komplex
nachzuweisen, wurden Supershift-Experimente durchgefiihrt (Abb. 15 B+C). Durch
Zugabe eines IE-spezifischen Antikorpers, der den N-Terminus des Proteins erkennt,
wird der gesamte Komplex im Gel retardiert. Ebenso ist unter den nunmehr optimierten
Reaktionsbedingungen auch bei Verwendung des aHA-Antikorpers ein Supershift zu
beobachten. Bei Zugabe von unspezifischen Antikorpern bleibt die DNA-Bindung
unverdndert (Abb. 15 B, Spur 5 + 6). Ebenso kann auch der IE-Antikorper alleine nicht
mit der radioaktiv markierten Zielsequenz interagieren. (Abb. 15 B, Spur 7). Die
Zugabe des IE2-spezifischen Antiserums hingegen fiihrt zu einer Inhibition der DNA-
Bindung (Abb. 15C, Spur 3). Da dieses Antiserum gegen den C-Terminus des Proteins
gerichtet ist, wird durch die Bindung des Antikérpers moglicherweise ein Teil der

DNA-Bindungsdoméne blockiert.

Die Spezifitit der Protein-DNA Interaktion ldsst sich in Gelretardierungsexperimenten
durch Kompetitionsexperimente mit nicht-radioaktiv-markierter spezifischer DNA
demonstrieren. Hierfiir wird dem Bindungsansatz gleichzeitig mit der Zugabe der
radioaktiv markierten Zielsequenz ein Uberschuss an nicht-markierter spezifischer
DNA hinzugegeben. Das Ergebnis eines solchen Kompetitionsexperiments zeigt
Abbildung 16 A. Den Bindungsansitzen wurde jeweils die crs enthaltende Targetduplex
bzw. die mutierte Duplex in den angegebenen Mengen zugegeben. Wie zu sehen ist,
kommt es bei der wt crs-Targetduplex schon bei einem 10-fachen Uberschuss zu einer
deutlichen Reduktion der DNA-Bindung an die markierte Targetduplex. Im Gegensatz
dazu wird bei Verwendung der mutierten crs-Duplex selbst bei einem 100-fachen
Uberschuss die spezifische Bindung des IE2-Proteins an die radioaktive Sonde kaum
beeinflusst. Abbildung 16 B zeigt die quantitative Auswertung dieser Kompetition. Hier
wird deutlich, dass die nicht markierte wt-Targetduplex schon bei einem 5-fachen
Uberschuss die Bindung an die radioaktiv markierten Sonde kompetiert, was die
Spezifitit der IE2-DNA Interaktion demonstriert. Bei einem 10-fachen Uberschuss der
wt-crs-Duplex liegt die Kompetition bereits bei 80%, wéihrend ein 100-facher

Uberschuss der Zielsequenz mit mutierter crs nur einen geringen Effekt hat.
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Abb. 16: Nachweis der Spezifitit der IE2-DNA-Interaktion iiber Kompetition mit nicht-

markierter DNA

(A) Nachweis der Spezifitit der IE2-DNA-Interaktion mittels Kompetition mit nicht-markierter
spezifischer DNA. Der Bindungsassay wurde wie unter (Abb.15A) angegeben durchgefiihrt. Gleichzeitig
mit Zugabe der radioaktiv markierten Sonde wurde entweder die nicht-markierte wt crs oder die mutierte

crs Zielduplex in dem jeweils angegebenen Uberschuss zu dem Bindungsansatz gegeben. (D)

Quantitative Auswertung des Kompetitionsexperiments. Das Gel des unter (A) dargestellten
Bindungsassays wurde mittels Phospholmager und der dida Image Analyzer Software ausgewertet und

die Intensitit der Banden quantifiziert.

Da es das Ziel war, einen DNA-Bindungsassay zu etablieren, der den Nachweis der
IE2-DNA-Bindung auch unter physiologisch relevanten Bedingungen erlaubt, wurde im
folgenden die DNA-Bindung in den HCMV-permissiven U373-Zellen untersucht. Wie
zuvor die HeLa-Zellen wurden diese mit einem [E2-Expressionsplasmid transfiziert, 46
h spéter geerntet und der Bindungsassay wie bereits erldutert durchfiihrt. Abbildung 17
A zeigt das Ergebnis eines solchen Assays. Auch hier ist deutlich eine Komplexbildung
zu beobachten, und zwar spezifisch nur dort, wo IE2 in den Extrakten enthalten und die
crs in der Targetduplex intakt war (Spur 2 im Vergleich zu Spur 4). Das spezifisch 1E2
in dem Komplex enthalten ist, zeigt Spur 3, da wiederum durch die Zugabe eines IE-

spezifischen Antikdrpers ein Supershift induziert wird. Im Vergleich zu den
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Bindungsassays mit HelLa-Zellextrakten ist die beobachtete Bande jedoch deutlich
schwicher und der Hintergrund insgesamt stirker. Dies ist vermutlich auf die deutlich
geringere Transfektionseffizienz in U373-Zellen im Vergleich zu HeLa-Zellen
zuriickzufiihren. Abbildung 13 B zeigt eine Immunoblot-Analyse der Extrakte von
transfizierten HelLa- und U373-Zellen. Wie man sieht, fithrt die geringere
Transfektionseffizienz zu deutlich geringeren Expressionsleveln des transfizierten

Proteins.

A B

Sonde wt mut

IEgGst oot Zellextrakt__Hela U373
ooy SG5 + — + —

olEAK - -+ - E2wt — + — o+

g - -

————

1 2 3 4 5

Abb. 17: Spezifische DNA-Bindung des IE2-Protein aus Extrakten transfizierter U373-
Zellen.

(A) U373-Zellen entweder mit dem leeren pSG5-3HA-Expressionsvektor oder mit dem pSG5-3HA-IE2-
Expressionsvektor transfiziert und 46 h nach Transfektion wie unter Abb. 10 angegeben geerntet und der
Bindungsassay durchgefiihrt. Wo angegeben wurde 1 pl (~ 0,5 pg) eines IE-spezifischen Antikorpers
dem Bindungsansatz hinzugegeben. (B) Immunoblotanalyse der Extrakte transfizierter HeLa- und U373-
Zellen. Jeweils zwanzig Mikrogramm des Zelleextrakts wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die

Menge des IE2-Proteins parallel durch Immunoblot-Analyse mittels HA-Antikdrper nachgewiesen.
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Erlaubt der entwickelte Bindungsassay den Nachweis der DNA-Bindung unter
physiologisch relevanten Bedingungen, so sollte diese auch im Rahmen einer
Virusinfektion zu beobachten sein. Bisher ist aufgrund der bereits erwéhnten
Schwierigkeiten die Darstellung der IE2-DNA-Interaktion wéhrend der viralen
Infektion nicht moglich gewesen. Daher ist bisher auch unklar, wann eine solche DNA-
Bindung auftritt.

Um zu untersuchen, ob und zu welchen Zeitpunkten wéhrend der Virusinfektion eine
Bindung des IE2 an die DNA mithilfe des entwickelten Assays nachzuweisen ist,
wurden U373-Zellen mit HCMYV infiziert, zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet und
mit den Extrakten DNA-Bindungsassays durchgefiihrt. Abbildung 18 A =zeigt das
Ergebnis eines solchen Gelretardierungsexperiments. Wahrend zu frithen Zeitpunkten
noch keine DNA-Bindung nachzuweisen ist (Abb. 18 A, Spuren 2-4), tritt 48 h nach der
Infektion eine Komplexbildung auf, die im weiteren Verlauf immer stirker wird. Dies
bedeutet, dass auch wéhrend der Virusinfektion produzierte IE2 in der Lage ist, in vitro
an die DNA zu binden. Dass diese DNA-Bindung abhingig von einer intakten crs ist,
zeigt der rechte Teil der Abb. 18A. Bei einer mutierten crs ist keine spezifische Bindung
nachzuweisen. Wéhrend der Virusinfektion treten neben der 86 kDa-Form des IE2-
Proteins weitere Isoformen auf, die teils durch alteratives Spleilen und teils durch
Transkription von einem internen Promotor generiert werden. Daher ist es moglich, dass
die beobachteten DNA-Protein-Komplexe auch Isoformen enthalten. Die nach
Inkubation mit Extrakten infizierter Zellen versus transfizierter Zellen auftretende
Bande ist weniger distinkt und insgesamt etwas breiter als die bei einer transienten
Expression des IE2 in den Zellen. Dies konnte ein Hinweis auf eine andere
Komplexzusammensetzung sein. Abbildung 18 B zeigt einen Immunoblot der
Virusextrakte mit einem gegen das IE2-Protein gerichteten Antiserum. Wie zu erkennen
ist, sind erst nach 48 h groere Mengen des IE2p40-Proteins nachzuweisen, von dem
bereits gezeigt wurde, dass es den MIE Promotor reprimieren kann (Jenkins et al.,
1994). Allerdings ist zu diesem Zeitpunkt auch bei der IE5S5-Variante und bei dem I[E2-
Protein eine Steigerung zu beobachten, so dass noch keine Aussage dariiber moglich ist,

welche IE-Varianten moglicherweise in dem Komplex enthalten sind.
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Abb. 18: Nachweis der IE2-DNA-Interaktion wahrend der viralen Infektion.

U373 Zellen wurden mit HCMV AD169 mit einer PfU (Plaque forming unit) von 5 infiziert und zu den

angegebenen Zeitpunkten nach der Infektion geerntet. Zellextrakte wurden wie unter Material und

Methoden und Abb.10 beschrieben hergestellt und 20 pg Proteinextrakt in den Bindungsassay

(Durchfiihrung siehe Abb. 15) eingesetzt. (A) DNA-Bindung des IE2-Proteins im Verlauf der Infektion.

(B) Immunoblot-Analyse der Viruszellextrakte. Jeweils 10 pg der Proteinextrakte wurden auf einem

8%igem Polyacrylamidgel aufgetrennt und der Immunoblot wie unter Abb. 5 durchgefiihrt. Der Nachweis

erfolgte mithilfe eines IE2-spezifischen Antiserums. (C) Nachweis des IE2-Proteins im DNA-Protein-

Komplex durch Antikorper-Supershift-Experimente. Der Bindungsassay wurde wie beschrieben

durchgefiihrt und dem Bindungsansatz vor Zugabe der radioaktiv markierten Zielsequenz 1 pl (~ 0,5 pg)

des jeweils angegebenen Antikdrpers bzw. Antiserums zugesetzt.

Um die Spezifitit des DNA-Protein-Komplexes nachzuweisen, wurden wiederum

Supershift-Experimente durchgefiihrt. Abbildung 18C zeigt, dass sich sowohl zu 48h als

auch 72h nach der Infektion der Komplex durch Zugabe eines IE-spezifischen
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Antikorpers zu einer weiteren Retardierung der Bande kommt. Dieser Antikorper
erkennt den N-Terminus des IE2-Proteins und damit z.B. die Spleiflvariante IESS5, nicht
jedoch das late IE2p40-Protein. Von dem IES55-Protein ist bereits gezeigt worden, dass
es nicht an die DNA binden kann (Hermiston et al., 1990) Die Zugabe des IE2-
spezifischen Antiserums, das auch das IE2p40-Protein erkennt, fiihrt, wie schon zuvor

beobachtet (siche Abb. 15C ) zu einem Verlust der DNA-Bindung.

Die Ergebnisse zeigen, dass der entwickelte Bindungsassay es erlaubt, die DNA-
Bindung des IE2 Proteins zuverlédssig nachzuweisen, unabhingig davon, ob das Protein
wihrend einer transienten Transfektion oder wihrend der Virusinfektion gebildet
wurde. Dariliber hinaus ist es nun moglich die verschiedenen IE2-Mutanten innerhalb
des gleichen experimentellen Systems auf ihre Autorepression und ihre direkte DNA-

Bindung hin zu untersuchen.

Da aufgrund der besseren Transfektionseffizienz die IE2-DNA-Bindung am besten in
HeLa-Zellextrakten zu beobachten war, wurden auch die folgenden Versuche in HeLa-
Zellen durchgefiihrt. Frithere Studien haben bereits gezeigt, das die Autorepression des
MIE Promotors durch IE2 auch in anderen, nicht-permissiven Zelllinien wie Vero-oder
HeLa-Zellen gezeigt werden kann (Pizzorno und Hayward, 1990; Tsai et al., 1997).
Dass dies auch auf das von uns verwendete HeLa System zutrifft, zeigt Abb.19. Wie
zuvor in den U373-Zellen wurden hier in HeLa-Zellen Kotransfektionsexperimente mit
dem MIE Promotor durchgefiihrt. In Anwesenheit des IE2-Proteins wird der Promotor
ebenso reprimiert wie durch die Mutante del430, wihrend die Mutante del470 inaktiv

ist.
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Abb. 19: IE2-vermittelte Repression des MIE Promotors in HeLa-Zellen.

HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden sowie mit dem MIE Promotor-
Reporterkonstrukt transfiziert und 24 h nach der Transfektion geerntet. Die CAT-Aktivitdt in den
Extrakten wurde mittels CAT-ELISA ermittelt und die relative Aktivitit des Promotors im Vergleich zu

kontroll-transfizierten Zellen bestimmt.

3.2 Die DNA-Bindung C-terminaler IE2-Mutanten

Nach bisherigen Studien erstreckt sich die DNA-Binungsdoméne des IE2-Proteins von
Aminosdure 346 bis 579 (Chiou et al., 1993; Waheed et al., 1998), wobei fiir die
Autorepression dariiber hinaus auch die Aminosduren 290 bis 346 benétigt werden
(Hermiston et al., 1990; Pizzorno et al., 1991; Stenberg et al., 1990). Um die bisher
erhaltenen Daten zur Autoregulation mit der DNA-Bindung zu korrelieren, sollte daher
untersucht werden, wie sich die IE2-Mutanten in dem DNA-Bindungsassay verhalten.
Zundchst wurden die C-terminalen Mutanten auf ihre DNA-Bindungsfahigkeit getestet.
Das Ergebnis sind in Abbildung 20 A und B dargestellt. Keine der C-terminalen
Deletionsmutanten (Abb. 20 A) und auch keine der AS-Austauschmutanten (Abb.15 B)
ist zur DNA-Bindung fahig. Im Gegensatz dazu kommt es sowohl mit dem wt Protein
als auch in Anwesenheit einer N-teminalen Deletionsmutante (195-580) zu einer
Komplexbildung mit der DNA. Da sowohl die Mutante 1-544 als auch die Mutante 195-
580 einen Zellzyklusarrest induzieren konnen, aber die erstgenannte nicht mehr in der
Lage ist, DNA zu binden, zeigt dieses Ergebnis auch, dass die Fahigkeit, einen
Zellzyklusarrest zu induzieren unabhingig von der DNA Bindungsfahigkeit ist.
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Abb. 20: C-terminale Mutationen zerstoren die DNA-Bindungsfihigkeit des IE2-Proteins.

HeLa-Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert und 24 h nach der
Transfektion geerntet. Zellextrakte wurden wie unter Abb. 15 beschrieben hergestellt und jeweils 20 pg
Proteinextrakt fiir den Bindungsassay eingesetzt. Anschlieend wurde ein Aliquot der Reaktion auf einem
4%igen Polyacrylamidgel gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiographie auf Kodak X-
Omat Filmen ausgewertet. (A) DNA-Bindung N- und C-terminaler Deletionsmutanten. (B) DNA-
Bindung C-terminaler AS-Austauschmutanten. (C) DNA-Bindung einer IE2-Phosphorylierungsmutante.

Abbildung 20 C zeigt eine weitere Mutante mit einer Triple-Punktmutation im N-
terminalen Bereich des Proteins, bei der potentielle Phosphorylierungsstellen (T,7, Sjaa4,
T233/S234) durch Alanine substituiert wurden. Von dieser Mutante ist gezeigt worden,
dass sie transkriptionell aktiv ist und ihre Mutation im viralen Kontext keine
Auswirkungen hat (Heider et al., 2002). Allerdings hat die Mutation dieser drei
Phosphorylierungsstellen Auswirkungen auf die Phosphorylierung anderer Bereiche des
Proteins (Harel und Alwine, 1998). Wie in Abbildung 20 C zu sehen ist, hat dies jedoch
keinen FEinfluss auf die DNA-Bindung, was nochmals demonstriert, dass die
Bindungsfahigkeit des IE2-Proteins vermutlich nicht iiber seine Phosphorylierung
reguliert wird.

Alle Mutanten wurden auch in einem Bindungsassay mit der crs-mutierten

Targetduplex auf unspezifische DNA-Bindung getestet. Da bei keiner der Mutanten
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eine unspezifischen Bindung auftrat, wurde auf die Darstellung dieser Bindungsassays

an dieser Stelle verzichtet.

33 Die DNA-Bindung interner Deletionsmutanten

Im folgenden wurden nun all jene internen Deletionsmutanten auf ihre
Bindungféhigkeit hin untersucht, die innerhalb der bisher definierten
Autoregulationsdoméne zwischen Aminosaure 290 und 580 liegen. Abbildung 21 zeigt
das Ergebnis fiir die Deletionsmutanten del290 bis del470. Wahrend del470 nicht mehr
an die DNA bindet, kommt es bei del290, del380 und del430 zur Komplexbildung an
der DNA. Diese Ergebnisse korrelieren mit denen aus den Autorepressions-
experimenten. Eine Ausnahme ist die Mutante del330, da sie im Vergleich zu den
anderen keine Bindungsaktivitit zeigt, obwohl sie in den Autorepressionsexperimenten
aktiv war (Abb. 21 A). Allerdings ist bei dieser Mutante wiederholt beobachtet worden,
dass bei lingeren Expositionen eine schwache Bande etwas oberhalb der iiblichen IE2-
DNA-Bande auftritt (siche Abb. 21 B, Spur 4, und Abb. 21 C, Spur 4). Eine derartige
Bande ist weder bei Kontrollextrakten noch bei einer der anderen IE2-Mutanten
beobachtet worden. Dies ldsst vermuten, dass bei dieser Mutante eine geringe Féahigkeit

zur Interaktion mit der DNA vorhanden ist.
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Abb. 21: DNA-Bindung der internen Deletionsmutanten.

(A) HeLa-Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert und 24 h nach der
Transfektion geerntet. Zellextrakte wurden wie beschrieben hergestellt und jeweils 20 pg Proteinextrakt
fiir den Bindungsassay eingesetzt. AnschlieBend wurde ein Aliquot der Reaktion auf einem 4%igen
Polyacrylamidgel gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiographie auf Kodak X-Omat
Filmen ausgewertet. (B) Autoradiographie des gleichen Bindungsassays nach ldngerer Exposition. (C)
Exemplarische Darstellung eines weiteren DNA-Bindungsassays mit den internen Deletionsmutanten zur

Demonstration der residualen Bindung der Mutante del330. Durchfithrung wie unter (A).

Die Ergebnisse zeigen, dass die beziiglich Autoregulation erhaltenen Daten mit denen
der DNA-Bindung korrelieren. Zudem scheint auch die DNA-Bindung hauptséchlich
iiber die komplexe C-terminale Proteindoméne vermittelt zu werden, wéhrend eine

Mutation N-terminal von AS 470 nicht zwangsliufig zu einem Funktionsverlust fiihrt.
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3.4  Die postulierte Zinkfingerdoméne

Die Mutante del430 liegt auBerhalb der C-terminalen Proteindomidne und zeigt
beziiglich aller Aktivititen dem Wildtyp vergleichbare Level. Dies ist insofern
bemerkenswert als diese Mutation im Bereich eines potentiellen DNA-Bindungsmotives
im IE2-Protein liegt. Zwischen den Aminosduren 428 und 452 befindet sich eine
postulierte Zinkfingerdoméne. Hierbei handelt es sich um einen singuldren Cystein-
Histidin-Zinkfinger. Mithilfe von Mutationsanalysen ist gezeigt worden, dass eine
Mutation entweder der Cysteine oder der Histidine zu einem Verlust der Autorepression
und DNA-Bindungsaktivitit fithrt (Bresnahan et al., 1998; Jupp et al., 1993; Macias und
Stinski, 1993; Yeung et al., 1993). Die Mutante del430 jedoch ist nicht nur aktiv in
Bezug auf Autorepression und Transaktivierung, sondern zeigt auch eine dem Wildtyp
vergleichbare DNA-Bindungsaktivitét (Abb. 16A, Spur 6 )

In Abbildung 22 A ist die Aminosiuresequenz des Wildtyp-Proteins in diesem Bereich
sowie im Vergleich dazu die Mutante del430 und eine beschriebene Zinkfinger-Mutante
dargestellt. In der Zinkfinger-Mutante IE2 HL sind die Histidine durch Leucine ersetzt
worden (Yeung et al., 1993), wihrend bei der del430 der mittlere Teil der Zinkfinger-
Domine entfernt wurde. Um die Effekte dieser beiden Mutationen zu vergleichen,
wurden die Mutanten parallel in einem Bindungsassay getestet. Da die cDNA der
Zinkfingermutante auf das IE2 des HCMV Town- Stamm zuriickzufiihren ist, wurde
auch das parentale Town IE2 auf seine DNA-Bindungsfdhigkeit in diesem Assay
getestet. Abbildung 22 B zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen.
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Abb. 22: Die putative Zinkfingerdoméne wird fiir die DNA-Bindung nicht benétigt.

(A) Aminosduresequenz des IE2-Proteins im Bereich der putativen Zinkfingerdoméne (AS428-452).
Dargestellt sind neben dem wt-Protein auch eine Zinkfingermutante (IE2 HL), in der die beiden Histidine
durch Leucine ersetzt wurden, sowie die Mutante del430. Die zwanzig deletierten Aminoséduren sind grau
unterlegt. (B) Bindungsassay mit Extrakten aus transfizierten HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden fiir das wt IE2 Protein aus AD169 (IE2 wt) sowie das Town IE2 (IE86) und die
beiden Mutanten (IE86-HL und del 430) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen wie unter Abb. 15 angegeben geerntet und der Bindungsassay durchgefiihrt. (C)
Immunoblotanalyse zum Nachweis der IE2 Proteine. Jeweils 10 pg der Zellextrakte wurden
gelelektrophoretisch aufgetrent und das IE2 Protein durch Immunoblotanalyse mittels o-IE-Antikdrper

nachgewiesen.
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Wie zu erwarten war, ist sowohl das IE2 aus aus dem AD169-Stamm als auch das IE2
aus dem Town-Stamm in der Lage, an die DNA zu binden. Auch bei der Mutante
del430 kommt es zu einer Komplexbildung mit der DNA. Im Falle der
Zinkfingermutante IE86HL jedoch ist keine DNA-Bindung zu beobachten. Damit zeigt
diese Mutante hier das gleiche Verhalten wie in den publizierten Studien, in denen mit
bakteriell exprimierten rekombinanten Proteinen gearbeitet wurde. Dies bedeutet, dass
die in der DNA-Bindung beobachteten Unterschiede zwischen den beiden Mutanten
weder auf die unterschiedlichen parentalen IE2-Formen noch auf unterschiedliche
experimentelle Systeme zuriickzufithren sind. Dariiber hinaus demonstriert dieses
Ergebnis die unterschiedliche Qualitit der beiden Mutationen. So scheint die
Punktmutation der Histidine weitreichendere Auswirkungen auf den C-Terminus des
Proteins zu besitzen und dariiber zu einem generellen Funktionsverlust zu fiihren. Im
Gegensatz dazu bleibt eine nahezu komplette Deletion des Zinkfingers folgenlos, was
zeigt, dass dieser weder fiir die DNA-Bindung, noch fiir die Autorepression, die
Transaktivierung oder den Zellzyklusarrest notwendig zu sein scheint.

Alle vier Proteine zeigen vergleichbare Expressionslevel (Abb. 22C), wenngleich diese
bei der Zinkfingermutante etwas niedriger sind, als beim entsprechenden Wildtyp
(IE86). Vorangegangene Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass diese Mengen
ausreichend sind, um eine DNA-Bindung beobachten zu kénnen. Wie bereits in der
Literatur beschrieben, zeigt das IE2 aus dem Town-Stamm ein anderes Laufverhalten
im SDS-Polyacrylamidgel als das IE2 des AD169, obwohl das letztgenannte nur eine
Aminosdure mehr besitzt (Cameron und Preston, 1981; Gibson, 1981). Die Ursache
dieses verdnderten Laufverhaltens ist unklar, jedoch scheinen posttranslationale
Modifikationen nicht involviert zu sein, da dieser Effekt auch mit in vitro translatiertem
IE2 beobachtet werden kann. Im vorliegenden Fall kommt hinzu, dass die in dieser
Arbeit verwendeten IE2 Protein des AD169 Stammes (IE2 wt und del430) N-terminal
ein HA-Epitop fiir den Nachweis in der Immunoblotanalyse besitzen, welches ebenfalls

zu den beobachteten Unterschieden im Laufverhalten mit beitrégt.
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Das IE2 Protein reprisentiert den wichtigsten Regulationsfaktor im Rahmen des
lytischen Infektionszyklus. Es ist ein essentieller Transaktivator der frithen und spéten
Genexpression und in der Lage, seine eigene Expression durch direkte Bindung an den
MIE Promotor zu regulieren. Dariiber hinaus besitzt das IE2 bemerkenswerte
zellzyklusregulatorische Eigenschaften, da es sowohl pro- als auch antiproliferative
Aktivititen in sich vereint.

Aufgrund seiner besonderen Bedeutung fiir das Virus stand und steht das IE2-Protein
im Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen. Dennoch ist die Bedeutung einzelner
Funktionen bis heute nicht vollstindig geklért. So ist z.B. die physiologische Relevanz
der IE2-vermittelten Autorepression oder des Zellzyklusarrest noch immer unklar.
Viren, in denen das IE2-Protein deletiert oder durch Mutation inaktiviert ist, sind nicht
replikationsféhig. Auch stehen stabil exprimierende Zelllinien nicht zur Verfiigung, um
etwaige Defekte in trans zu komplementieren. Da gerade der C-Terminus des Proteins
fiir die Funktionalitdt, und auch fiir die Transaktivierung, eine gro3e Rolle spielt und
hier die regulatorischen Doménen zahlreicher Aktivititen {iberlappen, erschwert dies
zusitzlich die Analyse einzelner Funktionen. Zwar gibt es bereits einige
Untersuchungen rekombinanter Zytomegalieviren, deren IE2 mutiert ist, doch hat sich
gezeigt, dass die beobachteten Effekte nur bedingt dem Verlust spezifischer Funktionen
zugeordnet werden kann (Heider et al., 2002; Marchini et al., 2001; Sanchez et al.,
2002; White et al., 2004). Aus diesem Grunde ist eine moglichst prizise Kenntnis der
regulatorischen Domédnen des IE2 Proteins von essentieller Bedeutung, um in Zukunft
Fragestellungen zur physiologischen Relevanz einzelner Funktionen direkter bearbeiten

zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Struktur-Funktionsanalyse des HCMV 1E2
Proteins durchgefiihrt. Ziel der Analyse war es, die unterschiedlichen funktionellen
Domaénen des IE2 Proteins genauer zu definieren und zu untersuchen, inwieweit diese
Doménen tiiberlappen oder strukturell unabhingig sind. Léngerfristig soll so der Weg
geebnet werden, um diskriminierende Mutationen im viralen Kontext untersuchen zu

konnen. Hierfiir wurden verschiedene IE2-Mutanten generiert und auf ihre
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Funktionsfahigkeit beziiglich Induktion eines Zellzyklusarrests, Transaktivierung,

Autoregulation und DNA-Bindung hin untersucht.

1  Die IE2-DNA-Bindung

Wie in der Einleitung erldutert, war in der Vergangenheit von Schwierigkeiten berichtet
worden, die direkte Bindung des IE2-Proteins an die DNA nachzuweisen (Chiou et al.,
1993; Lang und Stamminger, 1994), weshalb der Grofiteil der Studien bisher mit
bakteriell exprimierten rekombinanten Proteinen durchgefiihrt wurde (Ahn et al., 1998;
Chiou et al.,, 1993; Jupp et al.,, 1993; Lang und Stamminger, 1993; Lang und
Stamminger, 1994; Macias et al., 1996; Macias und Stinski, 1993; Waheed et al., 1998)
Als mogliche Ursache fiir die beobachteten Schwierigkeiten wurden die eher
ungewohnlichen Bindungseigenschaften des IE2 Proteins diskutiert. IE2 bindet an die
DNA {iber Interaktionen mit der kleinen Furche (Lang und Stamminger, 1994) und ist
sensitiv gegeniiber bestimmten Kompetitor-DNAs, wie poly(dI-dC)-(dI-dC) (Chiou et
al., 1993). Ein Vergleich der bisher identifizierten IE2-Bindungsstellen innerhalb des
MIE sowie eines HCMV early Promotors ergibt zudem nur eine geringe Ahnlichkeit
der jeweiligen Bindungssequenzen. IE2 scheint demnach mit einem breiten Spektrum
sehr unterschiedlicher Zielsequenzen zu interagieren und vornehmlich strukturelle
Eigenschaften der DNA zu erkennen (Arlt et al., 1994). Dariiber hinaus wurde auch eine
Abhingigkeit der Bindungsfahigkeit vom Modifikationsgrad des Proteins diskutiert, da
eine DNA-Bindung des IE2 aus Extrakten von stabil exprimierenden Zellen gezeigt
werden konnte, wenn die Extrakte mit Phosphatase behandelt wurden (Ahn et al.,
1998).

In einer neueren Studie konnte jedoch eine DNA-Bindung nachgewiesen werden, wenn
das IE2-Protein aus Extrakten transient transfizierter Zellen iiber eine Heparin-
Sepharose-Saule aufgereinigt wurde. Zwar war auch hier nur eine schwache Bindung zu
beobachten, doch konnte diese durch Zugabe eines IE2-spezifischen Antikorpers
zusitzlich stabilisiert werden (Huang und Chen, 2002). So konnte dies darauf
hindeuten, dass die Bindungsfahigkeit des Proteins auch durch die Art der Aufreinigung
wesentlich beeinflusst wird und die vermutlich schwache IE2-DNA-Interaktion leicht
zerstort werden kann.

Ausgehend von den publizierten Studien wurde in dieser Arbeit ein DNA-
Bindungsassay etabliert, der es ermdglicht, die Bindung des IE2 Proteins an die DNA
relativ einfach nachzuweisen, unabhidngig davon, ob das Protein von transient

84



IV. Diskussion

transfizierten oder virus-infizierten Zellen stammte. Das hier entwickelte experimentelle
Protokoll unterschiedet sich in wesentlichen Punkten von fritheren Assays.

Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall in einem Puffer mit geringem Salzgehalt,
da sich gezeigt hat, dass dies fir die Untersuchung der DNA-Bindung von
Transkriptionsfaktoren am giinstigsten ist (Truss, 1992). Generell koénnen durch
Erhohung der Salzkonzentration die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
Protein und DNA abgeschwicht und die Affinitidt somit herabgesetzt werden. In der
Regel werden Zellextrakte daher in der Gegenwart von 50-100 mM NaCl oder KCl
hergestellt, um die Proteine wéahrend der Préparation von der DNA zu losen.
(Latchman). Da jedoch zu erwarten war, dass die IE2-DNA-Bindung eine eher geringe
Affinitdt aufweist, wurde auf die Zugabe von Salzen im Probenpuffer verzichtet. Bei
einer Priparation der Extrakte in einem Puffer mit geringem Salzgehalt bleibt zudem
die Moglichkeit bestehen, in den Bindungsansdtzen verschiedene Salze und
Salzkonzentrationen auszutesten.

Durch die Zugabe nicht-spezifischer Proteine wie z.B. BSA kann die spezifische DNA-
Interation stabilisieren werden. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass das
BSA die Adsorption der Proteine an die Oberflichen der Reaktionsgefifle und
Gelplatten verhindert. Dariiber hinaus beeinflusst es moglicherweise die Konformation
der Proteine indem es die Anordnung der umgebenden Wassermolekiile verdndert
(Zhang et al., 1992). Auch im Falle des TBP, welches ebenfalls tiber Interaktionen mit
der kleinen Furche an die DNA bindet, konnte so die DNA-Bindung verbessert werden
(Jupp et al, 1993; Liebermann, 1991). Aus diesem Grunde wurden alle
Bindungsansitze in der Gegenwart von 3 pg/ul BSA durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu anderen Studien, war die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Targetduplex mit 60 Basenpaaren deutlich ldnger als iiblich (Ahn et al., 1998; Chiou et
al., 1993; Huang und Chen, 2002; Tsai et al., 1997; Waheed et al., 1998). Es ist
moglich, dass eine ldngere Zielsequenz eher in der Lage ist, die Bindung des Proteins an
die DNA zu stabilisieren, oder die DNA eine fiir die Bindung notwendige Struktur
einnehmen kann. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund von Relevanz, dass das IE2-
Protein Dimere bilden kann und vermutlich als Multimer an die crs bindet (Ahn et al.,
1998; Lang und Stamminger, 1994; Waheed et al., 1998).

Ein Einfluss des Phosphorylierungsgrades des IE2 auf die DNA Bindungsfihigkeit
konnte nicht beobachtet werden. Weder hatte die Zugabe von Alkalischer Phosphatase
im Bindungsansatz einen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit des Proteins (Abb. 10)

85



IV. Diskussion

noch zeigte eine Mutante, bei der putative Phosphorylierungsstellen des 1E2 mutiert
sind, ein verdndertes Bindungsverhalten (Abb. 20C). Eine durch die Phosphorylierung
moglicherweise induzierte Konformationsidnderung scheint daher die DNA-Bindungs-
fahigkeit nicht zu beeintréchtigen.

Eine DNA-Bindung des IE2 Protein ist nur in Gegenwart von Magnesiumionen im
Bindungsansatz beobachtet worden. Zweiwertige Kationen kdnnen die Protein-DNA-
Bindung stabilisieren (Robidoux et al., 1992), da sie die negativen Ladungen des
Phosphatriickgrats der DNA neutralisieren kdnnen und die DNA so alternative, fiir die
Proteinbindung giinstigere Konformationen eingehen kann.

Die Anwesenheit von Natriumchlorid im Bindungsansatz wirkte sich eher negativ aus,
da es zum Auftreten unspezifischer Banden kam, wéhrend die spezifische Bande
schwicher wurde. Offensichtlich kam es hier zu einer Schwiéchung der spezifischen
Protein-DNA-Interaktion, wihrend die Bindungsbedingungen fiir nichtspezifischen

Proteine verbessert wurden.

Unter diesen optimierten Bindungsbedingungen konnte eine DNA-Bindung nicht nur
mit Extrakten aus transfizierten Zellen, sondern erstmals auch mit Extrakten HCMV-
infizierter Zellen nachgewiesen werden. Bei Verwendung von Zellextrakten aus
transienten Transfektionen war bei den HelLa-Zellextrakten eine stirkere
Komplexbildung zu beobachten als bei U373-Zellextrakten, was jedoch vermutlich auf
die geringere Transfektionseffizienz in U373-Zellen zuriickzufiihren ist, die zu einer ca.
S-fach geringeren Expression des IE2-Proteins fiihrte. Die DNA-Bindung des IE2-
Proteins war sowohl in den nicht-permissiven wie auch in den HCMV-permissiven

Zellen eindeutig nachzuweisen.

Im Rahmen der Virusinfektion konnte eine Komplexbildung an der crs-Zielsequenz
nach 48 h beobachtet werden. Aufgrund der bisherigen Informationen iiber das
Vermdgen anderer [E2-Isoformen wie z.B. dem IE2p40 (Jenkins et al., 1994), den MIE
Promotor zu reprimieren, ist zu vermuten, dass wahrend der HCMV-Infektion auch
andere Komplexe als reine IE2-Monomere an die DNA binden. Dafiir spricht auch, dass
die mit HCMV-Extrakten im Bandshift beobachtete Bande weniger distinkt war als bei
Extrakten aus transienten Transfektionen. In der Immunoblotanalyse der Virusextrakte
konnte zwischen 33 und 48 Stunden nach der Infektion ein deutlicher Anstieg in der

Menge des late IE2p40-Proteins beobachtet werden. Auch bei der 55kDa-IE2-Variante
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ist ein Anstieg zu verzeichnen, wahrend die [E2-Menge nur gering zu nimmt. Da fiir die
55kDa-Variante bereits beschrieben ist, dass sie nicht in der Lage ist, den MIE
Promotor zu reprimieren (Baracchini et al., 1992; Hermiston et al., 1990), ist nicht zu
vermuten, dass sie an die DNA bindet. Wahrscheinlicher ist, dass das IE2p40-Protein,
als Monomer oder im Komplex mit dem IE2-Protein, an der DNA-Bindung beteiligt ist.
Allerdings miisste dies noch genauer untersucht werden. Zudem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass wihrend der HCMV Infektion weitere virale Proteine die
Protein-DNA-Interaktion stabilisieren koénnen. Durch Zugabe eines IE-spezifischen
Antikorpers konnte, wie auch schon bei den Extrakten transfizierter Zellen, die Bildung
eines Supershifts induziert werden. Ein Antiserum, das gegen den C-Terminus des IE2-
Proteins gerichtet ist, fiihrte im Gegensatz dazu zu einer Inhibition der DNA-Bindung.

Die biologische Relevanz der Autorepression ist noch nicht genau geklart. Zwar konnte
gezeigt werden, dass HCMV-Mutanten, in denen die crs mutiert ist, zu einen
vorzeitigen Zelltod durch Apoptose fithren, doch ist die genaue Ursache dieser
Beobachtung noch unklar (Greaves, 2003). Mit dem nunmehr etablierten Bindungsassay
wird es jedoch in Zukunft moglich sein, Fragestellungen zur IE2-crs-Interaktion

wihrend der Virusinfektion direkter zu bearbeiten.

2 IE2-Struktur-Funktionsanalyse

2.1 Der C-Terminus

In der vorliegenden Mutationsanalyse hat sich gezeigt, dass der C-Terminus des IE2-
Proteins von besonderer Bedeutung fiir seine Funktionalitit ist. In einem Bereich von
Aminosdure 470 bis 544 iiberlappen die funktionellen Dominen der untersuchten
Aktivititen und fiihren schon kleine Mutationen zu erheblichen Funktionsverlusten.
Dieser Bereich des Proteins scheint demnach eine Art funktionelle Kerndoméne
(,,Core*) darzustellen. Die Struktur des Core ist vermutlich komplex und fiir die
Funktionalitdt von groBer Bedeutung, da schon kleinere AS-Austausche zu einer
Beeintriachtigung der Funktionsfahigkeit filhren. Die Ausdehnung dieser Doméne hat
sich jedoch als deutlich geringer erwiesen als bisher vermutet.

Die duBlersten C-terminalen Aminoséuren sind fiir die Zellzyklusarrestfunktion nicht
erforderlich. Da die Mutante 1-544 noch in der Lage ist, einen Zellzyklusarrest zu
induzieren, aber nicht mehr transaktiviert, autoreprimiert und DNA bindet, definiert dies
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die C-terminale Grenze des Core (Abb. 23). Dariiber hinaus zeigt diese Mutante, dass
die Induktion des Zellzyklusarrests unabhédngig von der Transaktivierungsfdhigkeit des
Proteins ist (bereits beschrieben in (Wiebusch und Hagemeier, 1999) sowie von einer
Bindung an crs-dhnliche Sequenzen. Das Core erstreckt sich vermutlich noch bis zur
Aminosdure 552, da beschrieben wurde, dass eine Mutante, bei der die letzten 28
Aminoséuren deletiert wurden (1-552) noch autoreguliert und DNA bindet, jedoch nicht
mehr transaktivieren kann (Macias et al., 1996). Dies bedeutet, dass die duBBersten C-
terminalen Aminoséduren nur filir die Transaktivierung bendtigt werden und deckt sich
damit, dass sie als Teil einer unabhédngigen und iibertragbaren Transaktivierungsdoméne
identifiziert worden sind (Pizzorno et al., 1991). Somit scheinen sie eine funktionelle
Doméne darzustellen, die von der Kerndoméne unabhéngig ist.

Die Ausdehnung des Core in N-terminale Richtung wurde durch die internen
Deletionsmutanten genauer definiert. Hierbei ergab sich, dass die N-terminale Grenze
dieser Doméne vermutlich zwischen Aminosdure 450 und 470 liegt. Eine Mutante, die
noch innerhalb der Kerndoméne liegt (del470) verhdlt sich wie die C-terminalen
Aminosdure-Austauschmutanten und ist in ihrer Funktionsfahigkeit stark eingeschrankt.
Die Mutante del430 hingegen zeigt in allen Assays nahezu Wildtyp-Aktivitit, was
bedeutet, dass die Aminosduren 430-349 fiir die Funktionalitit des Proteins nicht
benotigt werden und somit auBerhalb der Kerndoméne liegen.

Das Core wird demnach aus rund hundert Aminosduren gebildet und scheint somit
deutlich kleiner zu sein, als friihere Untersuchungen vermuten lieBen (Chiou et al.,
1993; Hermiston et al., 1990; Malone et al., 1990; Pizzorno et al., 1991; Stenberg et al.,
1990).

Keine der Mutanten innerhalb des Core war in der Lage zu transaktivieren oder DNA
zu binden und alle wiesen nur noch residuale Aktivitit in Bezug auf den
Zellzyklusarrest auf. Trotz der fehlenden DNA-Bindung wurde jedoch auch bei diesen
Mutanten eine leichte Reduktion der Promotoraktivitit des MIE Promotors beobachtet.
Dies ist teilweise auch in der Literatur zu finden. Bei einigen, als bindungsinaktiv
eingestuften Mutanten, ist im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen ebenfalls eine
geringe Reduktion der Promotoraktivitit beobachtet worden (Lashmit et al., 1998;
Pizzorno et al., 1991). Wie diese Effekte zustande kommen, ist noch unklar. Da das
IE2-Protein bekanntermallen mit einer Vielzahl an Faktoren interagieren kann, kommt

es moglicherweise durch die Anwesenheit auch eines bindungs-inaktiven IE2-Proteins
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zur Kompetition um zelluldre Faktoren, die in den kontroll-transfizierten Zellen nicht
auftritt. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass IE2 auch dann einen
reprimierenden Effekt auf den Promotor ausiiben kann, wenn es nicht direkt an die crs

bindet, sondern lediglich mit anderen Faktoren am Promotor interagiert.

2.2 N-terminale Sequenzen

Die N-terminalen Sequenzen des IE2-Proteins wurden mittels interner Deletionen
untersucht. Dieser Teil des Proteins scheint eine grundsdtzlich andere Qualitit zu
besitzen als das C-terminale Core. Mutationen in dieser Region, also zwischen
Aminosdure 230 und 450, hatten entweder gar keine oder nur selektiv Auswirkungen
auf die Funktionsfdhigkeit des IE2 Proteins. Dadurch war es moglich, einzelne
Sequenzen zu identifizieren, die flir bestimmte Funktionen erforderlich sind, fiir andere
jedoch nicht. So fiihrte die interne Deletion der Aminosduren 260-279 zu einer
Beeintrachtigung der Zellzyklusarrestaktivitit und Transaktivierung, wéhrend die
Autorepression unbeeinflusst war. Wurden die Aminosduren 330-359 deletiert, so fiihrte
dies zu eingeschrinkter Transaktivierung und DNA-Bindungsféhigkeit, doch blieben
die Zellzyklusarrestfunktion sowie die Autorepression intakt. Sowohl die Mutante
del260 als auch del330 zeigten beziiglich Transakivierung eine residuale Aktivitdt von
30% bzw. 50% im Vergleich zum Wildtypprotein. Sie unterscheiden sich somit deutlich
von Mutationen, die innerhalb des Core liegen, da diese zu einem vollstindigen
Funktionsverlust fiihrten. Dies demonstriert die unterschiedlichen Qualitdten dieser
beiden Bereiche im IE2-Protein. Wihrend beim Core eine intakte Gesamtstruktur
absolut essentiell ist, sind es im N-terminalen Teil des Proteins lediglich einzelne
Bereiche, die in die Vermittlung einzelner Funktionen involviert sind und die sich somit
auch als separate ,,Doménen® untersuchen lassen.

Dadurch lassen sich hier auch Sequenzen identifizieren, die fiir die untersuchten
Aktivititen nicht bendtigt werden. Dort, wo es zur Beeintrichtigung der
Funktionsfdhigkeit kam, war die Transaktivierung, der Zellzyklusarrest oder die DNA-
Bindung betroffen. Im Gegensatz zum Core scheinen iiber die N-terminalen Sequenzen
einzelne Aktivititen spezifisch reguliert zu werden. Dieser Bereich stellt daher eine

essentielle, spezifische Modulatordomine (SEM) dar.

Die Mutante del330 liegt auBlerhalb des Core und zeigt einen partiellen

Funktionsverlust. Sie ist in der Lage, einen Zellzyklusarrest zu induzieren und den MIE
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Promotor zu reprimieren, doch kann sie nur noch eingeschrinkt transaktivieren. Im
DNA Bindungsassay wies diese Mutante nur eine minimale Bindungsfiahigkeit auf.
Allerdings konnte bei ihr im EMSA wiederholt eine schwache Bande beobachtet
werden, die auf eine Komplexbindung zuriickgefiihrt werden konnte. Diese diffuse
Bande war von deutlich geringerer Intensitit als die Banden, die beim Wildtyp und
DNA-bindenden Mutanten beobachtet wurde. Allerdings war das schwache Signal nur
bei der Mutante del330, nie aber bei nicht-bindenden Mutanten oder bei
Kontrollextrakten zu beobachten. Die Frage ist nun, wie sich die Fahigkeit der Mutante
del330, den MIE Promotor zu reprimieren, vor dem Hintergrund der so deutlich
eingeschrinkten DNA-Bindungsféhigkeit erkldren lasst. Hierfiir gibt es zwei mogliche
Erkldrungen. Zum einen konnte die Interaktion des IE2 Proteins mit der crs in vivo
durch Interaktion mit anderen zelluliren Faktoren stabilisiert werden. Dies konnte eine
eingeschriankte Bindungfahigkeit ausgleichen und zu einer erfolgreichen Repression des
Promotors fiihren. Unter den in vitro Bindungsbedingungen jedoch fehlt dann die
Stabilisierung und reicht die residuale Bindungsfihigkeit nicht aus, um zu einer
Komplexbildung zu fiihren.

Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass in vivo die DNA-
Bindungsdomaéne fiir die Autorepression gar nicht zwingend erforderlich ist, solange die
crs in cis eine strukturelle Komponente beisteuert, die es ermoglicht, dass das IE2-
Protein tiber Protein-Protein-Interaktionen an den Promotor rekrutiert wird. Die erstere
Moglichkeit scheint jedoch wahrscheinlicher, zum einen aufgrund der beobachteten
residualen Bindungsfahigkeit der Mutante del330, zum anderen, weil in den {ibrigen
Féllen die Fahigkeit zur DNA-Bindung mit der zur Autorepression korrelierte, die
direkte DNA-Bindung also durchaus fiir die Autorepression erforderlich zu sein scheint.
Daher ist anzunehmen, dass die Aminosduren 330-349 eine strukturelle Einheit
darstellen, die vor allem fiir die Darstellung der DNA-Bindung in vitro eine limitierende
Funktion besitzt. Dies ist insofern interessant als die Mutation del330-349 auf3erhalb der
in fritheren Untersuchungen identifizierten DNA-Bindungsdoméne liegt, die in
Experimenten mit GST-Fusionsproteinen zwischen Aminoséure 346 und 579 lokalisiert
wurde (Chiou et al., 1993). In einer anderen Studie, die die DNA-Bindung mittels eines
yeast-one-hybrid-Assays untersuchte (Ahn et al., 1998), ist allerdings ebenfalls
beobachtet worden, dass eine interne Deletion, die aulerhalb der Bindungsdoméne liegt,
nicht mehr an die DNA binden konnte. Bei der dort beschriebenen Mutation handelte es

sich um die Deletion der Aminosduren 313 bis 358, sie liegt also in der gleichen Region
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wie die der hier verwendeten Mutante del330. In der Studie von Ahn et al. ist zudem
beobachtet worden, dass eine interne Deletion der Sequenzen zwischen 313 und 358 zu
einer hoheren Dimerisierungsaktivitit des Proteins fiihrt, weshalb vermutet wurde, dass
dieser Bereich eine Art Repressordomine fiir die Dimerisierung darstellen kdnnte.
Daher ist es moglich, dass Deletionen im Bereich zwischen Aminosédure 313 bis 346,
also auch im Bereich unserer Mutante del330, die Bildung gréferer monomerer

Komplexe fordern und dies die in vitro DNA Bindung behindert.

Die Deletion del260-289 ist die zweite Mutation aulerhalb der Kerndoméne, die zu
einem Funktionsverlust fiihrte. Die Mutante del260 kann nur noch schwach
transaktivieren und einen Zellzyklusarrest induzieren. lhre Féhigkeit, den MIE
Promotor zu reprimieren ist hingegen nicht beeintrichtigt.

Die Mutation der del260 liegt in einem Bereich des Proteins, der stark phosphoryliert
wird (Harel und Alwine, 1998). An dieser Stelle unterscheiden sich auch die beiden
[E2-Varianten. Wihrend das IE2 aus dem ADI169 Stamm an dieser Stelle 8
aufeinanderfolgende Serinreste enthilt, sind es bei dem Town IE2 nur 7. Das
zusétzliche Serin ist mit einer stirkeren Transaktivierungsfihigkeit in Verbindung
gebracht worden (Barrasa et al., 2003). Daher ist es nicht verwunderlich, dass eine
nahezu  komplette  Deletion  dieser Serine einen  Einfluss auf die
Transaktivierungsfdhigkeit hat. Dariiber hinaus ist dieses Ergebnise in
Ubereinstimmung mit fritheren Studien, die bei einer internen Deletionsmutante (A136-
290) ebenfalls eine Reduktion der Transaktivierung beobachtet haben (Hofmann et al.,
2000; Sommer et al., 1994). Die Deletion der Aminosiduren 260-289 beeinflusst auch
die Zellzyklusaktivitit des Proteins. Dies ist etwas unerwartet, da eine Mutante mit
einer groferen internen Deletion (A136-290) noch in der Lage ist, einen Zellzyklus zu
induzieren (Wiebusch und Hagemeier, 1999). Moglicherweise hat die Deletion der
Phosphorylierungsstellen einen Einfluss auf die Konformation des Proteins an dieser
Stelle, der sich dominant-negativ auf die Zellzyklusarrestaktivitit auswirkt, wihrend die
Deletion der gesamten Region (A136-290) keine Auswirkungen auf diese Funktion hat.
Dass gerade die an der Phosphorylierung des Proteins beteiligten Aminosiuren einen
Einfluss auf seine Konformation ausiiben konnen, ist auch von auch Harel et al.
beschrieben worden. Die Mutation zweier potentieller Phosphorylierungs-stellen an
Position 233 und 234 hatte umfangreiche Auswirkungen auf die Phosphorylierung und

Konformation des gesamten Proteins (Harel und Alwine, 1998). Dies konnte auch bei
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der Mutante del260 der Fall sein. Allerdings scheint das Core bei dieser Mutante noch

intakt zu sein, da sie in Bezug auf die Autorepression noch Wildtypaktivitét zeigt.

2.3  Die postulierte Zinkfingerdomiine

Trotz zahlreicher Untersuchungen zur DNA-Bindung des IE2-Proteins, ist das
eigentliche DNA-bindende Proteinmotiv noch unbekannt. IE2 weist keine Homologien
zu anderen bekannten DNA-bindenden Proteinen auf und kann daher bisher keiner
bestimmten Klasse zugeordnet werden. Jedoch wurde bisher der postulierten
Zinkfingerdomine im C-Terminus des Proteins eine besondere Bedeutung fiir die DNA
Bindung und Autorepression zugeschrieben.

Ein Ausgangspunkt hierfiir war die Feststellung, dass die verschiedenen IE2-Isoformen
nicht alle in der Lage sind, den MIE Promotor zu reprimieren. Das durch die
Transkription von einem internen Promotor gebildete late IE2p40-Protein besteht aus
den Aminosduren 242 bis 579. Es kann den MIE Promotor reprimieren und somit
vermutlich an die DNA binden (Jenkins et al., 1994). Im Gegensatz dazu ist das IE55
nicht mehr zur Autorepression in der Lage und vermittelt im Gegenteil eine Aktivierung
des Promotors (Baracchini et al., 1992). Dem IE55 fehlen im Vergleich zum Wildtyp
Protein die Aminosduren 365-519, innerhalb derer sich der postulierte Zinkfinger sowie
eine Leucin-reiche Region befinden. Dieser singuldre Cystein-Histidin-Zinkfinger ist
bisher nur aufgrund seiner Primérsequenz mittels Mutationsanalysen untersucht worden,
bei denen entweder die Cysteine des Zinkfingers durch Serine oder die Histidine durch
Leucine ersetzt wurden (Jupp et al., 1993; Macias und Stinski, 1993; Yeung et al.,
1993). Ein funktioneller Nachweis der Abhéngigkeit der DNA-Bindung von
anwesenden Zinkionen erfolgte bisher jedoch nicht.

Keine der genannten Zinkfingermutanten ist mehr in der Lage, den MIE Promotor zu
reprimiern oder an die DNA zu binden (Bresnahan et al., 1998; Jupp et al., 1993;
Macias und Stinski, 1993; Yeung et al., 1993). Allerdings gibt es unterschiedliche
Ergebnisse beziiglich der Transaktivierungsfahigkeit dieser Mutanten. Wéhrend in einer
Untersuchung keine der beiden Mutanten in der Lage war, den HIV LTR-Promotor zu
aktivieren (Yeung et al., 1993) wurde in zwei anderen beschrieben, dass die
Cysteinmutante den MIE Promotor aktiviert, statt ihn zu reprimieren und auch zu einer
leichten Aktivierung des SV40 Promotors fiihrte (Bresnahan et al., 1998; Jupp et al.,
1993). In der hier verwendeten Mutante del430 ist der Zinkfinger nahezu komplett
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deletiert. Dennoch ist diese Mutante in der Lage, zu autoregulieren und DNA zu binden
und transaktiviert sowohl den UL112/113 als auch den c-fos Promotor. Bei einer
parallelen Untersuchung der del430 mit einer publizierten Zinkfingermutante verhielten
sich beide Mutanten erwartungsgemil3, d.h. die Mutante del430 konnte an diec DNA
binden, die Zinkfingermutante jedoch nicht. Daraus lédsst sich zweierlei schlussfolgern.
Zum einen scheint der Zinkfinger per se als DNA-bindendes Motiv nicht notwendig zu
sein. Zum anderen wird deutlich, dass die beiden untersuchten Mutationen, namlich die
Deletion der AS 430 bis 449 und die Punktmutation der beiden Histidine in ihrer
Auswirkung nicht gleichwertig sind. Die Punktmutation des Zinkfingers scheint
vielmehr einen dominant-negativen Effekt auf die Struktur des C-Terminus haben, der
dann einen Funktionsverlust zur Folge hat. Jupp et al. berichteten, dass die
Zinkfingermutante den MIE Promotor aktiviert, und folgerten dementsprechend, dass
der C-Terminus noch intakt sein miisse. Da aber in einer Studie von Yeung et al. keine
der beiden Zinkfingermutanten in der Lage war, den HIV LTR-Promotor zu aktivieren
(Yeung et al., 1993), ldsst sich nicht eindeutig sagen, ob der C-Terminus in diesen
Mutanten noch intakt ist oder ob durch die Einfiigung der Punktmutationen seine
Struktur  zerstort wurde. FEigene Beobachtungen haben gezeigt, dass die
Zinkfingermutante auch den UL112/113-Promotor nicht mehr aktivieren kann. Die
Ergebnisse der Mutante del430 sprechen daher dafiir, dass der Zinkfinger als solcher
kein  essentielles DNA-Bindungsmotif darstellt, seine Zerstorung durch
Punktmutationen aber einen dominant-negativen Effekt auf die Funktionsfihigkeit
ausiiben kann.

Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass das Zinkfingermotiv zwischen
verschiedenen CMV-Spezies nicht konserviert ist. Bei einem Sequenzvergleich an
dieser Stelle fillt auf, dass bereits bei dem IE2 aus Simian CMV anstelle des ersten
Cycteins ein Isoleucin vorhanden ist (Barrasa et al., 2003; Chiou et al., 1993). Trotzdem
konnte gezeigt werden, dass sowohl der Simian MIE Promotor durch das IE2 des
HCMYV als auch der humane MIE Promotor durch das Simian IE2-Protein reprimiert
werden kann und somit die cis- wie auch die trans- agierenden Elemente in beiden

Spezies konserviert zu sein scheinen (Pizzorno und Hayward, 1990).
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3  Aufbau und Lokalisation der regulatorischen Domdnen des IE2-

Proteins

Die Ergebnisse unserer Analysen ergeben ein neues Bild vom funktionellen Aufbau des
[E2-Proteins. Ein entsprechendes Schema des IE2 und seiner regulatorischen Doméinen

ist in Abbildung 23 dargestellt.

AD NLS NLS pZF AD
[ - L] | Ll | E—
Modulator- I Core ‘I
domane
230 450 544

Abb. 23: Funktionelle Doméinen im HCMYV IE2-Protein.

Der C-Terminus des IE2-Proteins bildet eine komplexe Kerndoméne (,,Core®), die hauptsachlich an der
Vermittlung der Zellzyklusarrest-Aktivitit, der Transaktivierung sowie der Autoregulation und DNA-
Bindung beteiligt ist. Die N-terminale Grenze dieser Doméne liegt zwischen AS 450 und 470, C-terminal
reicht sie vermutlich bis zur Aminosdure 552 (siehe Erlduterungen im Text). Die duBersten C-terminalen
Aminosiuren werden nur fiir die Transaktivierung benétigt. An das Core schlieit sich eine spezifische,
essentielle Modulatordomine (SEM) an. Sie ist ebenfalls essentiell fiir die Funktionsfahigkeit des
Proteins, aber deutlich weniger sensitiv gegeniiber Mutationen. Innerhalb dieser Region konnen
Sequenzen identifiziert werden, die an der Vermittlung einzelner Funktionen beteiligt sind. Die N-
terminale Grenze der Modulatordoméne ist noch unklar. Die dulersten N-terminalen Sequenzen enthalten
eine weitere unabhéngige Aktivierungsdoméne (AS 25-85). Fiir den Zellzyklus, die Autoregulation und
die DNA-Bindung werden die ersten 195 Aminosduren (1-195) jedoch nicht bendtigt. Der putative
Zinkfinger (pZF) liegt aulerhalb der Kerndoméne und stellt kein essentielles DNA-Bindungselement dar.
(NLS- Nuclear Localization Signal, AD- Aktivierungsdoméne)

Innerhalb einer komplexen Kerndoméne, dem Core, im C-Terminus des Proteins (AS
450-544) iiberlappen die funktionellen Doménen fiir den Zellzyklusarrest, die
Transaktivierung, die Autoregulation und DNA-Bindung. Mutationen innerhalb des
Core haben globale Auswirkungen und fithren zu dramatischen Funktionsverlusten.
Dies ldsst vermuten, dass die Struktur des Proteins an dieser Stelle komplex ist. Die
Grenze des Core liegt N-terminal zwischen AS 450 und 470, auf C-terminaler Seite
vermutlich bei AS 552 (Macias et al., 1996). Die duBBersten C-terminalen Aminosduren
bilden eine unabhingige Aktivierungsdomine, die ausschlieBlich fir die
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Transaktivierung bendtigt wird (Pizzorno et al., 1991). Die putative Zinkfingerdoméne
liegt auBerhalb der Kerndoméne und scheint fiir die Funktionsfdhigkeit des Proteins
nicht bendtigt zu werden.

In N-terminaler Richtung schliet sich an die Kerndoméne eine Art spezifische
Modulatordoméine an. Auch diese Doméne ist, wie die Kerndoméne, essentiell fiir die
Funktionalitit des Proteins, denn keine der untersuchten Aktivititen kann alleine durch
die Kerndoméne vermittelt werden. Allerdings ist innerhalb der Modulatordoméne ein
niedrigerer Grad der Uberlappung funktioneller Domiinen zu beobachten. Dariiber
hinaus enthélt sie zahlreiche nicht-essentielle Abschnitte. So konnten durch Mutationen
Bereiche identifiziert werden, die fiir nur bestimmte Funktionen bendtigt werden.
Dariiber hinaus ist die Modulatordomédne insgesamt weniger sensitiv gegeniiber
Mutationen, was auf eine weniger komplexe Struktur hinweisen konnte. Keine der
Mutationen innerhalb dieser Doméne fiihrt zu einem vollstindigen Funktionsverlust
beziiglich der untersuchten Aktivititen. Die Grenze der Modulatordomidne in N-
terminaler Richtung ist noch unklar. Vermutlich liegt sie zwischen Aminosdure 195 und
290, da fiir die N-terminalen Aminosduren bereits beschrieben ist, dass sie fiir die
Autorepression und DNA-Bindung sowie fiir die Zellzyklusarrestinduktion nicht
erforderlich sind (Chiou et al., 1993; Pizzorno und Hayward, 1990; Pizzorno et al.,
1991; Wiebusch und Hagemeier, 1999). Lediglich die Transaktivierung ist auf den N-
Terminus angewiesen, da sich auch hier eine unabhingige, azide Aktivierungsdoméne

(AS25-85) befindet (Pizzorno et al., 1991).

Die Beobachtung, dass die Kerndoméne nur ca. 100 Aminosiduren umfasst und die
Modulatordoméne zahlreiche nicht-essentielle Abschnitte enthilt, steht im Gegensatz zu
publizierten Studien, die gezeigt haben, dass vor allem die Fahigkeit zur Autoregulation
und DNA-Bindung schon durch kleine Mutationen in dem Bereich zwischen
Aminosdure 290 und 470 verloren geht (Ahn et al., 1998; Waheed et al., 1998). In
unserer Untersuchung jedoch waren alle internen Deletionsmutanten, bis auf die del470,
noch in der Lage, den MIE Promotor zu reprimieren, was an zwei verschiedenen
Promotorkonstrukten demonstriert wurde. Dariiber hinaus konnten wir auch die direkte

DNA-Bindung dieser Mutanten nachweisen.

Fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnen mehrere Faktoren verantwortlich sein. Ein

wichtiger Aspekt ist der Einfluss des jeweils verwendeten experimentellen Systems. So
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wurden alle Experimente dieser Arbeit in HCMV-permissiven U373-Zellen oder HeLa-
Zellen durchgefiihrt, wihrend in den anderen Studien nicht-permissive Vero-Zellen zum
Einsatz kamen, bei denen es sich um Affen-Nierenzellen handelt (Ahn et al., 1998;
Wabheed et al., 1998).

Dartiber hinaus benutzten Waheed et al. und Ahn et al. fiir die DNA Bindungsassays
GST-Fusionsproteine, die lediglich den C-Terminus des IE2-Proteins enthielten,
verwendet oder exprimierten das IE2 als Fusionsprotein in Hefen. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass sich die verschiedenen experimentellen Systeme hinsichtlich
vorhandener Co-Faktoren und eventuell auch in Bezug auf posttranslationale
Modifikationen unterscheiden und dies die Ergebnisse beeinflusst.

Ein weiterer Unterschied besteht in der Verwendung unterschiedlicher IE2-Varianten.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem IE2 des HCMV AD169 Stammes gearbeitet,
wihrend in den anderen das IE2 des HCMV Town Stammes zum Einsatz kam. Die
Aminosduresequenzen dieser beiden IE2-Varianten unterscheiden sich an vier
Positionen. Es gibt drei Aminosdure-Austausche (R68Q, K455E, und T541A) [die
Aminosédureposition bezieht sich hier auf das IE2 des Town Stammes] und im Bereich
zwischen Aminosiure 258 und 264 befinden sich bei dem IE2 des Town Stammes 7,
beim [E2 aus ADI169 8 aufeinanderfolgende Serine. Das IE2 des ADI169 besitzt
demnach eine zusitzliche Aminosidure. In einer aktuellen Studie, in der der Einfluss
verschiedener Sequenzunterschiede auf die Funktionsfahigkeit untersucht wurde,
konnte gezeigt werden, dass das IE2 aus dem ADI169 Stamm insgesamt aktiver in
Bezug auf die Transaktivierung ist (Barrasa et al., 2003). Es ist nicht auszuschlief3en,

dass dies auch auf die Autorepression und den Zellzyklusarrest zutrifft.

AbschlieBend ist anzumerken, dass innerhalb der Modulatordomine moglicherweise
weitere Sequenzen identifiziert werden konnen, die flir die Funktionalitdt des Proteins
benotigt werden, die aber in der vorliegenden Arbeit nicht analysiert wurden.
Wesentlich ist jedoch, dass mit der Modulator- und der Kerndoméane im IE2 Protein
zwei Bereiche von unterschiedlicher Qualitdt identifiziert worden sind und nur
innerhalb der Kerndomédne Mutationen zu einem vollstindigen Funktionsverlust

fuhrten.
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Was bedeutet dies fiir die eingangs dargestellte Zielsetzung und Fragestellung? Fiir die
Untersuchung einzelner Funktionen im viralen Kontext ist es notwendig, diese gezielt
und mdglichst vollstindig ausschalten zu konnen. Da nur Mutationen innerhalb der
Kerndoméne zu einem absoluten Funktionsverlust fithrten, qualifiziert vor allem sie sich
fiir weitergehende Untersuchungen. Um zwischen den einzelnen IE2-Funktionen
diskriminierende Mutanten zu entwickeln, ist es sinnvoll, diese rund hundert
Aminosduren umfassende Domine mittels feinerer Mutationen systematisch zu
analysieren. Aufgrund der naheliegenden Annahme, dass den verschiedenen Funktionen
unterschiedliche Mechanismen und auch unterschiedliche Sequenzanforderungen
zugrunde liegen, sollte eine solche Mutationsanalyse die dringend bendtigten
Mutationen identifizieren, mit denen dann die physiologische Relevanz einzelner IE2-

Funktionen im viralen Hintergrund in vivo analysiert werden konnte.
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V. Zusammenfassung

Das Immediate Early Protein 2 (IE2) des humanen Zytomegalievirus (HCMV) ist ein
essentieller Regulationsfaktor innerhalb des viralen Infektionszyklus. Es aktiviert
verschiedene frithe Promotoren und reguliert seine eigene Expression iiber Bindung an
den MIE Promotor. Dariiber hinaus aktiviert es zellzyklusstimulatorische Signalwege,
fiihrt aber letztendlich zu einem Zellzyklusarrest am G1/S-Ubergang.

Aufgrund seiner zentralen Bedeutung fiir die virale Replikation und der zahlreichen
Funktionen, die es erfiillt, ist eine genaue Kenntnis der regulatorischen Proteindoméinen
innerhalb des IE2 Proteins unabdingbar, um einzelne Funktionen gezielt manipulieren
und ihre physiologische Bedeutung analysieren zu konnen.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde deshalb eine Struktur-Funktionsanalyse des IE2
Proteins durchgefiihrt. Ziel der Analyse war es, eine strukturelle Systematik fiir die
unterschiedlichen IE2-Funktionen zu erstellen. So sollten funktionelle Domédnen des
IE2 Proteins definiert und untersucht werden, inwieweit diese Doménen iiberlappen
oder strukturell unabhéngig sind. Da auch die DNA-Bindungsfdhigkeit des Proteins in
diese Studien einbezogen werden sollte, musste zunichst ein addquater Bindungsassay
etabliert werden.

Im Rahmen dieser Analysen wurde der Einfluss verschiedener Mutationen in IE2 auf
den Zellzyklus transfizierter HCMV-permissiver U373-Zellen untersucht. Zusitzlich
wurde die Transaktivierungsfdahigkeit sowie ihre Autorepressorfunktion in
Reportergenassays bestimmt. Zur Analyse der DNA-Bindungsfihigkeit des Proteins
wurde eine DNA-Bindungsassay etabliert, der es erstmals ermoglicht, die Bindung des
IE2 Protein mit Hilfe von Extrakten transfizierter und auch HCMV-infizierter Zellen
direkt zu analysieren.

Die Untersuchungen haben ergeben, dass innerhalb einer Kerndoméne (,,Core ) im C-
Terminus des Proteins (AS 450-544) die regulatorischen Doménen der oben
aufgefiihrten Funktionen iiberlappen. Selbst kleinere Mutationen des Core fiihren zu
einem drastischen Funktionsverlust aller untersuchten Aktivititen. Da selbst
unterschiedliche Mutationen den gleichen Effekt hatten, ist zu vermuten, dass das IE2
Protein innerhalb des Core eine komplexe Struktur besitzt, deren Integritdt fiir die
Funktionsfdhigkeit von IE2 absolut notwendig ist. Die duBersten C-terminalen

Aminosduren hingegen scheinen nur fiir die Transaktivierung bendtigt zu werden, was
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sich damit deckt, dass sie als Teil einer unabhédngigen Transaktivierungsdoméne
identifiziert worden sind. Die Fihigkeit von IE2 zur Induktion eines Zellzyklusarrests
ist nicht nur unabhingig von der Transaktivierungsfahigkeit des Proteins sondern auch
von seiner DNA-Bindungsfahigkeit.

N-terminal der Kerndoméne kann eine Domine mit ganz anderen Charakteristika
deutlich abgegrenzt werden, die ,,Modulatordoméne®. Zwar ist sie ebenso notwendig fiir
die Funktionsfdhigkeit des Proteins wie das Core, d.h. weder das Core noch die
Modulatordoméne konnen unabhingig voneinander funktionieren, doch scheinen in
diesem Bereich die funktionellen Doménen nicht mehr vollstindig zu iiberlappen.
Vielmehr lassen sich einzelne Doménen identifizieren, die nur fiir bestimme Funktionen
erforderlich sind. Die Modulatordoméne erstreckt sich von Aminosdure 290 bis 450,
wobei die N-terminale Grenze der Doméine bisher nicht hinreichend evaluiert worden
ist. Ein GroBteil der Mutanten innerhalb der Modulatordoméne zeigte Wildtypaktivitat.
Nur zwei dieser Deletionsmutanten wiesen eine eingeschriankte Funktionsfahigkeit auf.
Wihrend del330 nur residual transaktivieren und in vitro DNA binden konnte, zeigte
del260 Funktionsverluste beziiglich Zellzyklusarrestinduktion und Transaktivierung.
Die Modulatordomine ist insgesamt somit deutlich weniger sensibel gegeniiber
Mutationen, was darauf hindeuten konnte, dass hier auch die Struktur des Proteins
weniger komplex ist. Auffallend war zudem, dass keine der analysierten Mutationen
zum Verlust bestimmter Funktionen von IE2 gefiihrt hat.

Eine weitere interne Deletionsmutante del430-459 zeigte, dass eine im bisherigen
Verstindnis zentrale Region mit einer putativen Zinkfingerdomine fiir die DNA-
Bindung per se nicht benétigt wird.

Es ldsst sich schlussfolgern, dass IE2 ein komplexes Core von ca. 100 Aminosduren
besitzt, in dem alle Funktionen von einer komplexen, liberlappenden Struktur abhéngig
sind. Jede Mutation fiihrt hier zum kompletten Funktionsverlust von IE2. Im Gegensatz
dazu hat die N-terminal angrenzende Doméne eher modulierenden Charakter und es
konnte keine Mutation identifiziert werden, die eine Funktion von IE2 komplett
ausschaltete. Fiir die weiterfilhrende Analyse der unterschiedlichen Funktionen von IE2
ist deshalb eine hochauflosende systematische Mutationsanalyse des Core angezeigt. So
sollte es gelingen, diskriminierende Mutanten von IE2 zu definieren, die dann im
Viruskontext auf die physiologische Bedeutung definierter IE2-Funktionen getestet

werden konnen.
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