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1 Zusammenfassung

Das 55K-Genprodukt der frithen Transkriptionseinheit 1B (E1B-55K) von Adenovirus
Typ 5 ist ein multifunktionelles Phosphoprotein, das eine zentrale Rolle im produk-
tiven Replikationszyklus von Ad5 einnimmt. Den lytischen Aktivititen des E1B-
Proteins liegen unterschiedliche Wirkmechanismen zugrunde, die zumindest teil-
weise im Komplex mit dem viralen Protein E4orf6 vermittelt werden. Soweit bekannt
fordert der E1B-55K/E4orf6-Komplex (E1B/E4-Komplex) den nukleozytoplas-
matischen Transport viraler mRNAs und fordert somit die Synthese viraler Kapsid-
proteine bzw. die Produktion von Nachkommenviren. Dartiiber hinaus werden dem
E1B/E4-Komplex auch posttranslationale Funktionen beim proteasomalen Abbau
des zelluldren Tumorsuppressorproteins p53 und dem zelluliren DNA-Reparatur-
komplex MRN (Mrell, Rad50, NBS1) zugeordnet. Es gibt erste Hinweise, dass beide
Aktivititen mit einer nukleozytoplasmatischen Pendelfunktion in Verbindung
stehen, die tiber ein CRM1-abhingiges Leucin-reiches Kernexportsignal (NES) in
beiden viralen Proteinen und ein zum E1B-NES eng benachbartes SUMO1 (small

ubiquitin-like modifier 1)-Konjugationsmotiv (SKM) reguliert wird.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit Untersuchungen zur Funktion der E1B-55K-
und E4orf6-Proteine in der Regulation des produktiven Replikationszyklus von Ad5,
und insbesondere mit Fragestellungen zur Regulation des viralen mRNA-Transports
durch den E1B/E4-Komplex. Dazu wurden im ersten Schritt, mit Hilfe eines direkten
Klonierungsverfahrens, Mutationen in die kodierenden Bereiche der E1B- und/oder
E4orf6-Gene im Ad5-Genom eingefiihrt, die zu Aminosdureaustauschen in: (1) den
NESs von E1B-55K und/oder E4orf6, (2) im SKM von E1B-55K und (3) in den p53-
bzw. MRN-Interaktionsdoménen von E1B-55K fiihren. Anschlieffend wurde der Ein-
fluss der Mutationen auf die virale Replikation durch genetisch-virologische und bio-
chemische Verfahren tiberpriift. Insgesamt bestédtigen diese Versuche die Annahme,

dass E1B-55K und vermutlich der E1B-55K/E4orf6-Komplex in lytisch infizierten
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Zellen kontinuierlich tiber den Exportrezeptor CRM1 aus dem Zellkern transportiert
wird. Im Unterschied zu E4orf6 fithren Mutationen im E1B-NES zu einer fast
vollstandigen Restriktion des viralen Proteins im Zellkern, wo das virale Protein an
der Peripherie der sog. viralen Replikationszentren akkumuliert. Interessanterweise
wird die nukledre Restriktion und Lokalisation an den viralen Replikationszentren
durch die gleichzeitige Mutation des SKM vollstandig aufgehoben. Diese Beobach-
tungen zeigen erstmals, dass E1B-55K posttranslational durch SUMOylierung an die
Orte der viralen DNA-Synthese, Transkription und RNA-Prozessierung dirigiert
wird und lassen zudem vermuten, dass die Konjugation mit SUMOL1 einen CRM1-

unabhdngigen Exportweg des viralen Proteins reguliert.

Trotz der deutlich verdnderten Lokalisation des E1B-55K-Proteins haben Mutationen
im E4orf6- und/oder E1B-NES sowie im E1B-SKM keinen negativen Einfluss auf die
zytoplasmatische Akkumulation viraler Transkripte, Synthese spédter Struktur-
proteine, Produktion von Nachkommenviren und den proteasomalen Abbau von
MRN. Dieser Befund ist tiberraschend und widerspricht vollstandig der momentan
vorherrschenden Modellvorstellung. Obwohl die molekulare Grundlage dieser
Ergebnisse noch unklar ist, zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass der
nukledre Export von E1B-55K und E4orf6 auch tiber die CRM1-unabhdngigen RNA-
Exportrezeptoren HuR und/oder TAP/NXF1 gesteuert wird, da sowohl die HuR-
Liganden pp32 und APRIL als auch das TAP/NXF1-Adaptorprotein Aly/REF1 an
den E1B/E4-Komplex binden. Wahrend pp32 bekanntermafsen tiber E4orf6 mit dem
E1B/E4-Komplex wechselwirkt, zeigen Koimmunpréazipitationsversuche erstmalig,
dass APRIL und Aly/REF1 tiiber E1B-55K mit dem viralen Proteinkomplex
interagieren. Eine direkte Beteiligung von Aly/REF1 am RNA-Exportvorgang wird
durch Immunfluoreszenzanalysen unterstiitzt, die zeigen, dass das RNA-bindende
hnRN-Protein an die Peripherie der viralen Replikationszentren rekrutiert wird.
Aufierdem wurden Hinweise erhalten, dass sowohl p53 als auch MRN an diesen
Vorgangen direkt oder indirekt beteiligt sind, da der Verlust des proteasomalen
Abbaus dieser zelluldren Faktoren tiber den E1B/E4-Komplex mit einer Reduktion

spater viraler mRNAs und einer stark verringerten Synthese spéter viraler Proteine
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sowie Produktion von Nachkommenviren korreliert.

Weiterhin wurden im Verlauf dieser Arbeit erstmals zwei neue Isoformen des E1B-
55K-Proteins (E1B-48K und E1B-49K) identifiziert. Nach einem vorldufigen Modell
werden diese aminoterminal verkiirzten E1B-Proteine aufgrund einer sog. internal
ribosomal entry site (IRES) und/oder durch den Vorgang des leaky scanning wahrend
der Translation der E1B-55K-mRNA gebildet. Die Phanotypisierung einer E1B-55K-
negativen Virusmutante, die nur E1B-48K und E1B-49K bildet, zeigt, dass die

Expression beider Isoformen fiir die effiziente virale Replikation ausreichen.



2 Einleitung

2.1 Adenoviren

211 Klassifikation

Adenoviren wurden erstmals zu Beginn der fuinfziger Jahre des letzten Jahrhunderts
aus adenoidem Gewebe und dem Rachensekret respiratorisch erkrankter Personen
isoliert (Rowe et al., 1953; Hilleman und Werner, 1954). Die Virusisolate wurden
anfangs nach ihren Krankheitsbildern, wie acute respiratory disease (ARD), adenoid-
pharyngeal-conjunctival (APC), respiratory illness (RI) oder einfach adenoid degeneration
(AD) bezeichnet. Seit 1956 fasste man sie aufgrund gemeinsamer Merkmale und
Eigenschaften zur Gruppe der Adenoviren zusammen (Huebner et al., 1954; Enders et
al., 1956).

Aufgrund ihres Wirtsspektrums wird die Familie der Adenoviridae, die derzeit tiber
100 verschiedene, serologisch unterscheidbare Virustypen umfasst, weiter in 4 Gattun-
gen unterteilt: Aviadenoviren der Vogel, Atadenoviren der Reptilien, Siadenoviren
der Amphibien und Mastadenoviren, zu denen die Adenoviren der Sduger, ein-
schliefSlich der bis heute bekannten 51 verschiedenen humanen Serotypen gehoren
(zur Ubersicht: Horwitz, 1996; Davison ef al., 2003). Aufierdem wurde die Einfiithrung
einer fiinften Gattung, die Ichtadenoviren der Fische vorgeschlagen (Benké et al.,
2002).

Humane Adenoviren sind weltweit mit hoher Prdvalenz verbreitet und verursachen
sowohl lytische als auch persistierende Infektionen und sind mit einer Vielzahl
klinischer Symptome assoziiert. Die Krankheitsbilder umfassen dabei okulédre, respi-
ratorische und gastroenterale Erkrankungen, Zystitis, persistierende Harnwegs-
infektionen, Hepatitis und Meningoenzephalitis. Bei immunsupprimierten Personen
konnen Adenovirusinfektionen auch zum Tode fiihren (zur Ubersicht: Horwitz, 1996;

Modrow und Falke, 1997).
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21.2 Struktur und Genomorganisation

Adenoviren bestehen aus einem 80 - 110 nm grofien ikosaedrischen Proteinkapsid
ohne Membranhiille und enthalten ein 34 - 44 kBp langes doppelstrangiges lineares
DNA-Genom (zur Ubersicht: Shenk, 2001). Die 252 Untereinheiten des Kapsids setzen
sich aus 240 Hexonen und 12 Pentonen zusammen (Abb. 1; Stewart et al., 1993). Die
eckstindigen Pentone sind nicht-kovalent mit Fiberproteinen verkniipft und bilden
ein Charakteristikum der Adenoviruskapside, die antennenartigen Fortsdtze (spikes).
Diese ermoglichen die Adsorption des Virus an den Rezeptor der Wirtszelle. Der
bevorzugte Rezeptor von Subgruppe C Adenoviren ist identisch mit dem fiir
Coxsackie B Viren und wurde daher als Coxsackie/Adenovirus Rezeptor (CAR)
bezeichnet (Bergelson et al., 1997). Zur Aufnahme des Virus in die Zellen durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose spielt auch das Pentonbasisprotein eine wichtige
Rolle, welches den Kontakt zu den Integrinen der Zelloberfldche herstellt (Wickham et
al., 1993; Mathias et al., 1994; Wickham et al., 1994).

lineares DNA-Genom Eiberprotein (IV)

S0 Pentonbasisprotein (1)
{ - S0

=0le
=]

Protein VI

Tx‘*‘“ Hexonprotein (11)

Core-Protein (V)

Protein VIII
e Protein llla

terminales Protein CootkIcasi (VL)

Protein IX

Abb.1 Schematische Darstellung eines Adenovirus

In der linken Abbildung ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines Adenovirus dargestellt. Zu
erkennen ist das ikosaedrische Kapsid mit den Fiberproteinen. Die rechte Darstellung zeigt einen
schematischen Querschnitt durch ein Adenovirus (aus Modrow und Falke, 1997).
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Das Genom der Adenoviren besteht, wie bereits erwdhnt, aus einem linearen DNA-
Doppelstrang und ist durch invertierte terminale Sequenzwiederholungen (inverted
terminal repeat, ITR) charakterisiert. An beiden 5’-Enden des viralen Genoms ist je ein
terminales Protein (TP) gebunden, welches zur Initiation der viralen DNA-Replikation

benotigt wird (zur Ubersicht: Davison et al., 2003).

Zu den bis heute am ausfiihrlichsten untersuchten Adenoviren gehoren die nah
verwandten Serotypen 2 und 5 (Ad2 und Ad5) der Subgruppe C. Das in Abbildung 2
dargestellte Genom von Ad5 enthdlt 9 Transkriptionseinheiten, die fiir etwa 40
verschiedene regulatorische und strukturelle Proteine und zwei RNAs (virus-associated
RNAs, VA-RNAs) kodieren. Sequenzvergleiche mit anderen Serotypen zeigen, dass
alle humanen Adenoviren eine dhnliche Genomorganisation besitzen und nahezu den

gleichen Satz an Genprodukten exprimieren (zur Ubersicht: Shenk, 2001).

MLP L1 L2 L3 L4 L5

X | > > > > >
|:I> TPL
.. =) \VA-RNAS -

E1A E1B 5 10 15 20 25 E3 30 35
T T T

ITR Va2 E2A E4 IR

-
4 || |

Abb.2 Die Genomorganisation von Ad5

Dargestellt ist die Lage der frithen Gene (E1A, E1B, E2A/B, E3, E4, IX und IVa2) und der spéten
Transkriptionseinheit (MLTU), wobei die Pfeilrichtung die Transkriptionsrichtung auf den beiden
kodierenden DNA-Stréngen des viralen Genoms angibt. Die spaten Gene (L1 bis L5) werden erst nach
dem Einsetzen der viralen DNA-Replikation von einem gemeinsamen Promotor (MLP) aus
transkribiert und kodieren hauptsidchlich fiir Strukturproteine des Virions. Die frithen viralen Trans-
kriptionseinheiten sind bereits vor Beginn der DNA-Synthese aktiv und besitzen regulatorische
Funktionen in Bezug auf DNA-Replikation (E2), Modulation des Immunsystems (E3) sowie
Transkription, RNA-Prozessierung und Zellzyklus-Kontrolle (E1A/E1B und E4). MLTU: major late
transcription unit; MLP: major late promoter; TPL: tripartite leader; VA-RNAs: virus-associated RNAs; ITR:
inverted terminal repeat.
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21.3 Onkogenes Potenzial humaner Adenoviren

Obwohl Adenoviren bislang nicht {iberzeugend mit der Entstehung menschlicher
Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht werden konnten (Mackey et al., 1976;
Mackey et al., 1979; Wold et al., 1979; Chauvin et al., 1990), waren sie die ersten
humanpathogenen Viren fiir die kanzerogene FEigenschaften im Tiermodell
nachgewiesen wurden. Trentin und Mitarbeiter konnten 1962 erstmals zeigen, dass
Adenovirus Serotyp 12 (Ad12) nach subkutaner Injektion in neugeborene Hamster die
Bildung von undifferenzierten Sarkomen verursacht (Trentin et al., 1962). Ahnliche
Beobachtungen mit anderen Nagetieren und die Erkenntnis, dass nicht alle
adenoviralen Serotypen tumorigen sind, fithrten zu einer neuen Klassifizierung der 51
heute bekannten humanen Serotypen in sechs Subgruppen (A bis F). Die Einteilung
basiert hauptsédchlich auf dem onkogenen Potenzial der Viren in Nagetieren, aber
auch auf einigen weiteren Merkmalen, wie Hamagglutination, GC-Gehalt und
Sequenzhomologien der viralen DNA (Tab. 1; zur Ubersicht: Graham, 1984; Shenk,
2001). Virustypen der Subgruppe A sind hochonkogen, wahrend die Vertreter der
Subgruppe B schwach onkogen sind und nur ineffizient und nach langer
Inkubationszeit Tumoren in Nagetieren induzieren. Viren der Subgruppe C bis F
werden heute als nicht onkogen eingestuft. Eine Ausnahme bilden jedoch die Sero-
typen Ad9 und Ad10 der Subgruppe D, die mammakarzinomédhnliche Tumoren in
den Brustdriisen weiblicher Ratten induzieren (Ankerst und Jonsson, 1989; Javier et

al., 1991; Thomas et al., 2001).

Tab.1 Ubersicht hoch, schwach und nicht onkogener Adenoviren

ONKOGENITAT IN TIEREN ~ SUBGRUPPE SEROTYPEN ART DES TUMORS

hoch onkogen A 12,18, 31 undifferenzierte Sarkome
D 9,10 Fibroadenome

schwach onkogen B 3,7,11,14, 16, 21, 34, 35 undifferenzierte Sarkome

nicht onkogen C-F C(1,2,56);D(8,13,15,17, keine

19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39,
42-49, 51); E (4); F (40, 41)
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Interessanterweise sind aber alle humanen Adenoviren, die auf diese Eigenschaft hin
untersucht wurden, in der Lage primdre Nagetierzellen in Gewebekultur zu
transformieren (zur Ubersicht: Nevins und Vogt, 1996). Die transformierten Zellen,
die nicht mehr der Kontaktinhibition und der Verankerungsabhidngigkeit unterliegen,
wachsen als dichte, mehrschichtige Zellkolonien. Es kénnen jedoch nicht alle dieser
transformierten Zelllinien nach Inokulation in Nagetiere Tumoren erzeugen. lhre
Tumorigenitdt variiert in Abhdngigkeit vom Virustyp und dem Immunstatus des
Versuchstiers (Graham, 1984; Williams et al., 1995; Shenk, 2001). Zellen, die mit
Adenoviren des Subgenus A transformiert wurden, erzeugen in immunkompetenten
Nagetieren ein Tumorwachstum, wihrend Zellen, die mit Adenoviren des Subgenus
C transformiert wurden, dasselbe tumorigene Potenzial nur in immunsupprimierten
(thymusdefizienten) Ratten aufweisen. Dies zeigt, dass die Tumorigenitit von
Adenovirus-transformierten Zellen hauptsdchlich von den thymusabhéangigen CTL-
Komponenten des Immunsystems der Wirtstiere beeinflusst wird (Raska und
Gallimore, 1982; Bernards et al., 1983; Cook und Lewis, 1987). Obwohl die
molekularen Grundlagen der Transformationsfdhigkeit bei Nagetierzellen noch
weitgehend unbekannt sind (Hutton et al., 2000; Shenk, 2001), deutet die Anwesenheit
der E1-Onkoproteine in allen Ad- und Plasmid-transformierten Zellen darauf hin,
dass die Integration der E1-Region in das Wirtszellgenom eine Voraussetzung fiir die
Initiation der Transformation der Zellen sein kdnnte. Neueren Daten zufolge muss
aber auch die Moglichkeit zusdtzlicher Mechanismen, die eine Tumorbildung durch
Adenovirus-transformierte Zellen féordern und durch virale Genprodukte der E4-
Region beeinflusst werden, in Erwégung gezogen werden (zur Ubersicht: Tauber und

Dobner, 2001a; Endter und Dobner, 2004).

214 Produktiver Infektionszyklus

Humane Adenoviren infizieren in vivo ein grofles Spektrum unterschiedlicher Zellen.
Bevorzugte Zielzellen sind postmitotisch ruhende, terminal differenzierte Epithel-
zellen des Hals-, Nasen- und Rachenraumes, der Lunge und des Verdauungstraktes.

In Gewebekultur konnen Adenoviren in verschiedenen Tumorzelllinien und priméren
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Zellen vermehrt werden. Wihrend sie in vielen humanen Zellen einen produktiven
(Iytischen) Vermehrungszyklus durchlaufen, resultieren Infektionen von Zellen
tierischen Ursprungs meist in einem abortiven Infektionsverlauf (zur Ubersicht:
Modrow und Falke, 1997; Shenk, 2001).

Der produktive Infektionszyklus wird in eine frithe und eine spidte Phase unterteilt,
die per conventionem durch das Einsetzen der viralen DNA-Synthese getrennt sind. In
der frithen Phase erfolgt nach Adsorption, Penetration und Kernimport des viralen
DNA-Protein-Komplexes die Transkription und Translation bestimmter frither Gene.
Dabei werden in einer zeitlich koordinierten Reihenfolge tiber 20 regulatorische
Proteine der frithen Transkriptionseinheiten E1A, E1B, E2, E3 und E4 exprimiert. Das
Ziel der entsprechenden Genprodukte ist die Schaffung optimaler Bedingungen fiir
die virale DNA-Synthese und die Produktion viraler Strukturproteine in der spdten
Phase der Infektion. Vor allem der Eintritt von Go-Zellen in die S-Phase und die
Zellzyklusprogression durch die E1A- und E1B-Proteine ist fiir die virale Replikation
essenziell, da den Viren nur in sich teilenden Zellen ein gentigend grofses Repertoire
an Molekiil-Bausteinen zur Verfiigung steht. Die Fahigkeit der E1A- und E1B-Poly-
peptide zellulire Wachstumskontrollmechanismen zu modulieren, bildet die
molekulare Grundlage ihres transformierenden Potenzials. Die Proteine E1B-19K und
E1B-55K blockieren auflerdem verschiedene antivirale Schutzmechanismen der
Wirtszelle, wie z.B. Apoptose. Die frithe Transkriptionseinheit E2 kodiert fiir Proteine,
die eine wichtige Funktion in der Replikation viraler DNA haben. Dazu gehoren u. a.
die viruseigene DNA-Polymerase, das DNA-bindende Protein (E2A-72K) und das
terminale Protein, das kovalent mit den 5°-Enden des Virusgenoms verkniipft ist (zur
Ubersicht: Shenk, 2001). Die Proteine der E3-Region besitzen hauptsichlich modulato-
rische Funktionen, die das Erkennen und vorzeitige Eliminieren von virusinfizierten
Zellen durch das Immunsystem des Wirtsorganismus verhindern (zur Ubersicht:
Gooding und Wold, 1990; Mathews und Shenk, 1991; Burgert und Blusch, 2000). Die
E4-Region kodiert fiir mindestens sechs verschiedene Polypeptide, die durch
alternatives Spleiflen aus dem primédren E4-Transkript entstehen und nach Anord-

nung des jeweiligen offenen Leserahmens als E4orfl, E4orf2, E4orf3, E4orf4, Edorf6
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und Edorf6/7 bezeichnet werden. Ein weiteres Protein konnte E4orf3/4 darstellen,
das jedoch bisher in infizierten Zellen nicht nachgewiesen werden konnte. Die E4-
Proteine besitzen vielfdltige Funktionen, die fiir eine effiziente virale Replikation
benotigt werden (zur Ubersicht: Tauber und Dobner, 2001b).

Das Einsetzen der viralen DNA-Replikation markiert den Anfang der spédten Phase
des lytischen Infektionszyklus, in dem die Transkription der spiten Transkriptions-
einheit (MLTU, major late transcription unit) vom spdten Promotor (MLP, major late
promoter) beginnt. Aus der MLTU, einer einzigen ca. 29 kb grofien Vorldufer-mRNA,
entstehen durch differenzielles Spleifien schliefilich fiinf Gruppen verschieden langer
mRNAs (L1 bis L5), die hauptsdchlich fiir Strukturproteine des ikosaedrischen
Kapsids, darunter Fiber und Hexon kodieren. Diese mRNAs besitzen alle einen
gemeinsamen 5'-nichtkodierenden Bereich, der als tripartite leader (TPL) bezeichnet
wird. Wesentlicher Bestandteil der spdten Phase ist das Abschalten der zelluldren
Proteinsynthese (host shut-off), wéahrend virale mRNAs weiter translatiert werden.
Weitere Verdnderungen in der spdten Phase sind die Reorganisation des Zellkerns
(Puvion-Dutilleul et al., 1995), unter anderem hervorgerufen durch die massive
Akkumulation viraler DNA, sowie die gezielte Umstrukturierung des Zytoskeletts der
Wirtszelle (Defer et al., 1990). Am Ende des produktiven Replikationszyklus, der in
Gewebekultur nach etwa 24 Stunden endet, wird die Wirtszelle passiv lysiert, wobei je
nach Serotyp bis zu 10.000 Viruspartikel freigesetzt werden (zur Ubersicht: Modrow
und Falke, 1997; Shenk, 2001).

2.2 Funktionen von E1B-55K in Adenovirus-infizierten Zellen

Das Ad5-Protein der frithen Transkriptionseinheit 1B (E1B-55K) ist ein 496 AS grofies
multifunktionelles Phosphoprotein, das ein Molekulargewicht von etwa 55 K besitzt.
Wéahrend die Funktionen der meisten regulatorischen Genprodukte auf eine
bestimmte Phase im lytischen Infektionszyklus beschrankt sind, werden die
Eigenschaften des E1B-55K-Proteins sowohl in der frithen als auch in der spédten Phase

einer produktiven Virusinfektion benétigt. Untersuchungen der letzten Jahre ergaben,
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dass das E1B-Protein modulatorische Funktionen auf transkriptioneller, posttrans-
kriptioneller, translationaler und posttranslationaler Ebene besitzt und somit

essenziell fiir die Virusreplikation ist.

221 Inhibition der p53-vermittelten Transkriptionsaktivierung

In der frithen Phase der Infektion kann das E1B-55K-Protein iiber zwei zentrale
Bereiche an das Tumorsuppressorproteins p53 binden und so dessen trans-
aktivierende Funktion hemmen (Sarnow et al., 1982a; Kao et al., 1990; Yew et al., 1990;
Yew und Berk, 1992; Shen et al., 2001). Das p53-Protein wirkt als Transkriptionsfaktor,
der die Genexpression sowohl aktivieren als auch reprimieren kann. Dies fiihrt zu
einer Arretierung des Zellwachstums bzw. zur Induktion von Apoptose (Ginsberg et
al., 1991; Farmer et al., 1992, Martin und Berk, 1998). Fur die E1B-55K-induzierte
Aufthebung dieser p53-vermittelten Transaktivierung konnte die Fahigkeit des
adenoviralen Proteins von Bedeutung sein, die basale Aktivitidt des zelluldren RNA-
Polymerase II-Komplexes stark zu reprimieren (Yew et al., 1994; Martin und Berk,
1998). Wahrscheinlich wird diese Verringerung der Transkription durch die Inter-
aktion von E1B-55K mit einem zelluldren Korepressor vermittelt (Martin und Berk,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass durch die spezifische Interaktion von Ad2 E1B-
55K mit HDAC1/mSin3A die Deacetylierung von Histonen katalysiert wird, was
wiederum die Genexpression regulieren kann (Punga und Akusjdrvi, 2000).
Aufierdem wurde beobachtet, dass Ad2 E1B-55K und Ad12 E1B-54K mit einer
weiteren Acetyltransferase PCAF, wechselwirkt, die physikalische Interaktion mit p53
inhibiert und dadurch die Acetylierung von p53 verhindert, was zu einem fast
vollstandigen Verlust der sequenzspezifischen DNA-Bindungsaktivitdt von p53 fiihrt
(Liu et al., 2000). Beide Wechselwirkungen konnten zur Inaktivierung von p53 fiihren.
Zudem konnte gezeigt werden, dass das E1B-55K-Protein an drei C-terminalen AS
(5490/491, T495) phosphoryliert wird, was ebenfalls notwendig fiir die repri-
mierenden Eigenschaften von E1B ist (Teodoro et al., 1994; Teodoro und Branton,

1997).

11
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222 Der E1B-55K/E4orf6-Komplex vermittelt den selektiven Kernexport
viraler mRNA

Das Abschalten der zelluldren Proteinsynthese (host shut-off) ist eines der auffalligsten
Ereignisse der spdten Phase des adenoviralen Replikationszyklus. Dieser Effekt wird
zwei Prozessen zugeschrieben, die additiv wirken. Zum einen findet ein Exportblock
zelluldrer Transkripte statt, wohingegen virale mRNAs weiterhin effizient aus dem
Kern transportiert werden. Zum anderen wird die Initiation der Translation zelluldrer
mRNAs gehemmt, wobei virale Transkripte dieser Inhibition entkommen (zur
Ubersicht: Dobner und Kzhyshkowska, 2001; Flint und Gonzalez, 2003).

Erste Hinweise auf einen regulierten mRNA-Export in Adenovirus-infizierten Zellen
ergaben sich aus der Analyse zweier Virusmutanten (/1520 und H54I355), die kein
E1B- bzw. kein E4orf6-Protein exprimieren (Halbert et al., 1985; Weinberg und Ketner,
1986; Barker und Berk, 1987). Da in den jeweiligen Mutanten die Akkumulation spater
viraler Transkripte im Zytoplasma deutlich reduziert ist, sind diese Proteine im
Wildtypvirus mafSgeblich am effizienten Export viraler mRNAs beteiligt (Babiss et al.,
1985; Bridge und Ketner, 1989). Zudem wurde gezeigt, dass beide Proteine
miteinander interagieren (Sarnow et al., 1984; Rubenwolf et al., 1997). In einer
Doppelmutante, die weder E4orf6 noch E1B-55K exprimiert, konnten keine stdrkeren
Defekte im mRNA-Transport beobachtet werden als in den jeweiligen Einzelmutanten
(Cutt et al., 1987; Bridge und Ketner, 1990). Daraus wurde geschlossen, dass der E1B-
55K/ E4orf6-Proteinkomplex fiir den bevorzugten nukleozytoplasmatischen Export
viraler mRNA verantwortlich ist, wiahrend der Transport der meisten zelluldren
Transkripte inhibiert wird (Babich et al., 1983; Babiss und Ginsberg, 1984; Babiss et al.,
1985; Pilder et al., 1986b; Williams et al., 1986). Der genaue Mechanismus dieses
Transportvorgangs ist jedoch noch unklar. Der Einfluss des E1B-55K/E4orf6-
Komplexes auf den mRNA-Transport scheint nach der Transkription und dem
Prozessieren, aber vor dem Transport durch die Kernpore zu entstehen (Leppard und
Shenk, 1989). Zudem ist der Export ungespleifiter Transkripte stirker von E1B-55K
abhingig als der Export kurzer und vollstandig gespleifster mRNAs (Leppard, 1993).

Die Selektivitdt des Transports ist zwar unabhédngig von der Herkunft und Sequenz

12



EINLEITUNG

der RNA (Gaynor et al., 1984; Hearing und Shenk, 1985), wird aber durch das
Vorhandensein des TPL verbessert (Huang und Flint, 1998). Zudem hingt der
Kernexport mit der Aktivierung der Transkription in der spaten Phase der Infektion
zusammen (Moore et al., 1987; Leppard, 1993; Yang et al., 1996).

Ornelles und Shenk beobachteten 1991, dass in virusinfizierten Zellen beim Fehlen
von E4orf6 das E1B-55K-Protein nicht in die viralen Transkriptions- und Replikations-
zentren gelangt. Daraufhin schlugen sie ein Modell vor, das die Aktivierung des
viralen und gleichzeitige Hemmung des zelluldiren mRNA-Transports zu erkldren
versucht: Der E1B-55K/E4orf6-Komplex bindet an einen zelluldiren RNA-Exportfaktor
und bringt diesen in die viralen Zentren der Transkription und Replikation. Auf diese
Weise verarmt die Zelle an diesem limitierenden Faktor und die zelluldren mRNAs
konnen nicht mehr transportiert werden (Ornelles und Shenk, 1991). Tatsdchlich
konnte ein zelluldres Protein, E1B-AP5 (E1B-assoziiertes Protein 5) identifiziert
werden, das in vitro und in virusinfizierten Zellen an das E1B-55K-Protein bindet
(Gabler et al., 1998). E1B-AP5 ist ein nukledres RNA-bindendes Protein, das zur
Familie der hnRNP-Proteine gehort, die an der Prozessierung von mRNA beteiligt
sind und auch eine wichtige Rolle beim mRNA-Transport spielen (zur Ubersicht:
Izaurralde und Mattaj, 1995). Weitere Hinweise auf die Beteiligung von E1B-AP5 am
Export zelluldarer mRNA ergaben sich durch Untersuchungen des zelluldren Proteins
TAP (Tip-associated protein) oder NXF1 (nuclear export factor 1), welches mit einer
Vielzahl von Komponenten des Kernporenkomplexes wechselwirkt und den Export
verschiedener mRNA-Spezies, darunter auch den tiberwiegenden Teil (ca. 75 %) der
zellularen mRNA vermittelt (Bachi et al., 2000). Wahrend der Export von mRNAs
einfacher Retroviren, wie z. B. der des Mason-Pfizer monkey virus (MPMV), die ein
constitutive transport element (CTE) enthalten durch die direkte Wechselwirkung mit
TAP/NXF1 vermittelt wird (Bray et al., 1994; Gruter et al., 1998), wird zelluldire mRNA
durch Koadaptoren in den Exportprozess eingeschleust (Erkmann und Kutay, 2004).
Die Entdeckung, dass sowohl E1B-55K (Krétzer et al., 2000; Dosch et al., 2001) als auch
Edorf6 (Dobbelstein et al., 1997, Weigel und Dobbelstein, 2000) nukleozytoplasma-

tische Pendelaktivitit besitzen, liefs ein anderes Modell fiir den adenoviralen mRNA-

13



EINLEITUNG

Transport entstehen, das in Analogie zum CRM1-vermittelten mRNA-Export in HIV-1
(human immunodeficiency virus type 1)-infizierten Zellen steht. Das HI-Virus ermoglicht
den selektiven Export viraler ungespleifiter mRNAs mit Hilfe des Rev-Proteins, das
selektiv an spezifische RNA-Sequenzen (Rev responsive elements) bindet. Zudem kann
das Rev-Protein tiber ein Leucin-reiches nukledres Exportsignal (NES; Fischer et al.,
1995) mit dem zelluldren Exportrezeptor CRM1 (chromosomal region maintenance protein
1; Adachi und Yanagida, 1989) wechselwirken und somit die Translokation der
mRNA durch die Kernpore bewirken (zur Ubersicht: Hauber, 2001; Cullen, 2003b;
Cullen, 2003a).

Fiir Adenoviren wurde nach der Entdeckung eines HIV-1 Rev-dhnlichen Leucin-
reichen NES im E4orf6-Protein ein Modell vorgeschlagen, bei dem E4orf6 den
Kernexport des E1B-55K/E4orf6-Komplexes und somit der adenoviralen mRNA
vermittelt. Aufierdem enthdlt E4orf6 eine Arginin-reiche amphipatische a-Helix, die
fiir die Kernretention verantwortlich ist. E1B-55K besitzt diesem Modell zufolge keine
eigene Exportaktivitdt, sondern ermoglicht durch die Maskierung des Kernretentions-
signals von E4orf6 den Export des Komplexes (Dobbelstein et al., 1997, Weigel und
Dobbelstein, 2000). Neuere Ergebnisse zeigen jedoch, dass das E1B-55K-Protein
unabhdngig von E4orf6 mit Hilfe eines eigenen aminoterminalen NES des HIV-1 Rev-
Typs den Kernexport vermitteln kann (Krétzer et al., 2000; Dosch et al., 2001). Das E1B-
55K-Protein enthilt aufierdem am Carboxyterminus ein mogliches Kernlokalisations-
signal (NLS; nuclear localization signal), dessen genaue Lage jedoch noch unklar ist
(Kratzer et al., 2000). Neuere Untersuchungen zeigen, dass das E1B-55K-Protein durch
kovalente Bindung mit SUMO1 (small ubiquitin-like modifier 1) modifiziert werden
kann (Endter et al., 2001). SUMO1 gehort zur Familie der Ubiquitin-dhnlichen
Proteine, die an eine Vielzahl zelluldrer aber auch viraler Substratproteine kovalent
angeheftet werden. Dies bewirkt hauptsdchlich eine verdnderte Affinitdt zu anderen
Proteinen, was in vielen Fillen eine Verdnderung der Lokalisation und/oder der
Aktivitdt zur Folge hat (Melchior, 2000; Miiller et al., 2001; Wilson und Rangasamy,
2001; Pichler und Melchior, 2002). Endter et al. konnten zeigen, dass die SUMO1-
Modifikation des E1B-55K-Proteins sowohl fiir die nukledire Akkumulation des
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viralen Proteins als auch fiir die Steuerung innerhalb des Zellkerns zu spezifischen
Regionen essenziell ist. Daraus kann man schliefien, dass die Konjugation mit SUMO1
zusammen mit dem nukledren Exportsignal an der nukleozytoplasmatischen
Pendelaktivitdt des E1B-55K-Proteins beteiligt ist (Endter et al., 2001).

Trotz dieser vielfdltigen Beobachtungen konnte bisher jedoch kein Mechanismus
identifiziert werden, tiber den spezifisch adenovirale Transkripte aus dem Kern

exportiert werden, wahrend zelluldre im Kern zurtickgehalten werden.

2.2.3 Funktionen von E1B-55K bei der Translationskontrolle

Im Rahmen des host shut-off wird nicht nur der Export, sondern auch die Translation
zelluldrer Transkripte inhibiert, wahrend virale mRNAs effizient translatiert werden
(Beltz und Flint, 1979). Wesentlicher Bestandteil des Abschaltens der zelluldren
Proteinsynthese ist die Inaktivierung des Initiationsfaktors elF-4E, der fiir die
Translation von Transkripten mit einer 5-Cap-Struktur erforderlich ist (Huang und
Schneider, 1990; Huang und Schneider, 1991). Normalerweise wird elF-4E durch
Phosphorylierung aktiviert, bindet an das 5-Cap von mRNAs und erleichtert so die
Initiation der Translation. In der spdten Phase der Adenovirusinfektion ist die
Phosphorylierung von elF-4E stark reduziert und es kann nur noch Cap-unabhingige
Translation stattfinden. Virale Transkripte besitzen zwar ebenfalls ein 5’-Cap, kénnen
jedoch dank ihres TPLs unabhidngig von elF-4E weiter translatiert werden (Logan und
Shenk, 1984; Dolph et al., 1988; Dolph et al., 1990). In Zellen, die mit E1B-defizienten
Viren infiziert wurden, bleibt der Initiationsfaktor elF-4E phosphoryliert (Zhang et al.,
1994). Man vermutete daher, dass das E1B-55K-Protein an der Dephosphorylierung
von elF-4E und somit an der Regulation der Translation beteiligt sein konnte (Harada
und Berk, 1999). Neueste Untersuchungen zeigen jedoch, dass dies vermutlich nur ein
Sekundaéreffekt der Infektion mit E1B-deletierten Viren ist. Es konnte gezeigt werden,
dass das spdte adenovirale Protein L4-100K fiir die Inhibition der Phosphorylierung
von elF-4E verantwortlich ist (Cuesta et al., 2004) und somit auch die entscheidende
Rolle bei der selektiven Translation viraler Transkripte spielt (Xi et al., 2004; Xi et al.,
2005). Da jedoch das E1B-55K-Protein an [4-100K binden kann (Orkide Koyuncu,
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personliche Mitteilung), konnte es sein, dass E1B tiber diese Wechselwirkung einen

FEinfluss auf die selektive Translation spéter viraler Transkripte austibt.

224 Der E1B-55K/E4orf6-Komplex veranlasst den proteasomalen Abbau
von p53 und Mrell

Der E1B-55K/E4orf6-Proteinkomplex reguliert die virale Genexpression auch auf
posttranslationaler Ebene, indem er den proteasomalen Abbau der zelluldren Proteine
P53 und Mrell veranlasst (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997; Querido et al., 1997;
Steegenga et al., 1998; Querido et al., 2001a; Querido et al., 2001b; Harada et al., 2002;
Stracker et al., 2002; Blanchette et al., 2004).

Der Abbau des Tumorsuppressorproteins p53 ist fiir den viralen Infektionszyklus
vermutlich entscheidend, da die E1A-Genprodukte die Fihigkeit besitzen Apoptose
einzuleiten, indem sie die Akkumulation und Aktivierung von p53 induzieren (White,
1998). In Wildtypvirus-infizierten Zellen, in denen sowohl das E1B-55K- als auch das
E4orf6-Protein exprimiert werden, nimmt die Menge an p53, deutlich ab, wohingegen
in Abwesenheit eines dieser beiden viralen Proteine der Tumorsuppressor
akkumuliert (Grand et al., 1994; Querido et al., 1997; Ridgway et al., 1997; Steegenga et
al., 1998). Der Abbau von p53 ist von der erfolgreichen Wechselwirkung des E1B-55K-
Proteins mit p53 selbst und mit E4orf6 abhingig (Roth et al., 1998; Cathomen und
Weitzman, 2000; Querido et al., 2001b; Shen et al., 2001). Zudem spielt das 265-
Proteasom bei der Degradation von p53 durch den E1B-55K/E4orf6-Komplex eine
Rolle, da der Abbau durch die Zugabe von Proteasomeninhibitoren verhindert
werden kann (Roth et al., 1998; Steegenga et al., 1998). Neueste Untersuchungen
konnten zeigen, dass E1B-55K zusammen mit E4orf6 und einer Reihe weiterer
zelluldrer Proteine (Cullin-5, Rbx1/RCO1/Hrtl, Elongin B und C) eine SCF-dhnliche
E3-Ubiquitin-Ligase bildet, deren Funktion die Ubiquitinylierung von Proteinen ist.
Dabei stellt E4orf6 die Verbindung zum E3-Ligasekomplex her, wahrend E1B-55K
vermutlich als Substratlieferant dient (Querido et al.,, 2001a; Harada et al., 2002;
Blanchette et al., 2004). Unklar ist jedoch noch, ob der Abbau von p53 an nukledren

oder zytoplasmatischen Proteasomen stattfindet (Harada et al., 2002).
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Zusédtzlich zur Interaktion mit p53 konnte kiirzlich ein weiteres Polypeptid
identifiziert werden, das mit E1B wechselwirkt und dem Abbau zugefiihrt wird. Es
handelt sich hierbei um das Mrell-Protein (Stracker ef al., 2002), einem Bestandteil des
Mrel1-Rad50-NBS1 (MRN)-Multienzymkomplexes. Dieser MRN-Komplex ist an der
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, der meiotischen Rekombination und der
Erhaltung der Telomere beteiligt (Carney et al., 1998; Haber, 1998; Petrini, 1999; Zhu et
al., 2000).

Stracker et al. konnten zeigen, dass diesem Komplex auch eine Bedeutung wahrend
der adenoviralen Replikation zukommt. Wird der MRN-Komplex nicht inhibiert,
fiihrt seine Aktivitdt zur Konkatemerisierung der doppelstrangigen viralen DNA-
Genome und somit zu einer Reduktion infektioser Nachkommenviren (Stracker et al.,
2002). Frithere Experimente zeigten ebenfalls, dass E4-deletierte Adenoviren eine
starke Konkatemerbildung aufwiesen (Weiden und Ginsberg, 1994; Boyer et al., 1999).
Zwei Proteine der E4-Region, E4orf3 und E4orf6, besitzen redundante Funktionen bei
der Steuerung der viralen DNA-Replikation (zur Ubersicht: Tauber und Dobner,
2001b) und sind beide dazu in der Lage, die Konkatemerbildung zu hemmen (Weiden
und Ginsberg, 1994). Da das Auftreten von Konkatemeren auch in der Virusmutante
dl1016, der das E4dorf3- und das E1B-55K-Protein fehlt, beobachtet werden kann
(Stracker et al., 2002), und da das E4orf6-Protein einen multifunktionellen Komplex
mit dem E1B-55K-Protein bildet (Bridge und Ketner, 1990), nimmt man an, dass
sowohl das E4orf3-Protein als auch der E1B-55K/E4orf6-Komplex die Verkniipfung
der viralen Genome verhindern kénnen. Das E4orf3-Protein hemmt den Multiprotein-
komplex, indem es seine subzelluldre Lokalisation d&ndert und dieser so seine Funktio-
nen nicht mehr erfiillen kann. Der E1B-55K/E4orf6-Komplex dagegen veranlasst den
Abbau des Mrell-Rad50-NBS1-Komplexes. Da dieser durch Proteasomeninhibitoren
verhindert werden kann, findet die Degradation wie auch bei p53 {iiber einen

Ubiquitin-Proteasomen-abhdangigen Weg statt (Stracker et al., 2002).
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In Abbildung 3 sind die Funktionen des E1B-55K-Proteins bzw. des E1B-55K/E4orf6-
Komplexes wihrend der produktiven Infektion zusammengefasst und graphisch
dargestellt. Insgesamt spielt das E1B-55K-Protein eine sehr wichtige Rolle bei der
Transkription, indem es p53-aktivierte Gene inhibiert, beim selektiven mRNA-
Transport spéter viraler Transkripte sowie beim Abbau verschiedener zelluldrer
Proteine, wie p53 und Mrell. Zudem konnte E1B-55K zusammen mit dem spéten
adenoviralen Protein L4-100K die Translation spéter viraler mRNAs regulieren. Diese
vielfdltigen Funktionen zeigen, dass E1B-55K essenziell fiir die produktive Infektion
von Ad5 ist. Adenovirus-Mutanten, die kein funktionelles E1B-55K-Protein exprimie-
ren, zeigen erhebliche Defekte beim Transport und der Translation spéter viraler
Transkripte, was zu einer verringerten Produktion spéater viraler Strukturproteine und
Nachkommenviren im Vergleich zum Wildtypvirus fiihrt (Beltz und Flint, 1979;
Babich et al., 1983; Babiss und Ginsberg, 1984; Babiss et al., 1985; Pilder et al., 1986b;
Williams et al., 1986; Yew et al., 1990).

18



EINLEITUNG
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Abb. 3 Funktionen des E1B-55K-Proteins

In der frithen Phase der Infektion bindet das E1B-55K-Protein im Zellkern an das Tumorsuppressor-
protein p53 und hemmt dessen transaktivierende Funktion und somit Apoptose und Zellzyklus-
arretierung. Im Komplex mit dem E4orf6-Protein kann E1B-55K in der spéten Phase der Infektion den
selektiven Transport viraler mRNA vom Zellkern ins Zytoplasma bewirken. Der fiir den RNA-
Transport verantwortliche Exportrezeptor konnte bisher jedoch noch nicht identifiziert werden. Im
Zytoplasma reguliert das adenovirale Protein 14-100K die Cap-unabhingige Translation viraler
mRNAs. Ob E1B-
Proteins in den Zellkern wird durch die kovalente Verkniipfung mit SUMOL1 erleichtert. Zudem kann
E1B-55K zusammen mit E4orf6 und weiteren zelluldren Proteinen eine SCF-dhnliche E3-Ubiquitin-
Ligase bilden, die die Ubiquitinylierung von p53 und Mrell katalysiert und somit den proteasomalen
Abbau dieser Proteine induziert. NES: nukledres Exportsignal; NPK: nukledrer Porenkomplex; TPL:
tripartite leader; Ub: Ubiquitinreste.

55K dabei eine Rolle spielt ist ebenfalls noch unklar. Der Riicktransport des E1B-55K-
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2.3 Aufgabenstellung

Priméares Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der E1B-55K- und E4orf6-Proteine
bzw. des E1B-55K/E4orf6-Komplexes in der differenziellen Steuerung des nukleo-

zytoplasmatischen Transports zelluldrer und viraler mRNAs weiter aufzukldren.

Auf der Basis der bisher vorliegenden Daten sollte dazu an erster Stelle die Rolle der
CRM1-abhédngigen Exportfunktion der viralen Proteine in der Regulation des
lytischen Replikationszyklus von Ad5 untersucht werden. Dazu sollten mit Hilfe eines
direkten Klonierungsverfahrens, Mutationen in die kodierenden Bereiche der E1B-
55K- und/oder E4orf6-Gene im Ad5-Genom eingefiihrt werden, die zu Aminosdure-
austauschen in: (1) den NESs von E1B-55K und/oder E4orf6, (2) im SKM von E1B-55K
und (3) in den p53- bzw. MRN-Interaktionsdoménen von E1B-55K fiithren. Die
Virusmutanten sollten dann im zeitlichen Verlauf der Infektion hinsichtlich des
viralen mRNA-Transports, der Synthese spdter viraler Strukturproteine und der
Produktion von Nachkommenviren in verschiedenen Zelllinien phéanotypisiert
werden. Die In-vivo-Studien sollten durch biochemische Analysen zelluldrer Faktoren
erginzt werden, die bekanntermafien eine zentrale Rolle in mRNA-Transport-
vorgdngen spielen und moglicherweise, analog zu p53 und Mrell, durch den E1B-

55K/ E4orf6/E3-Ligasekomplex posttranslational destabilisiert werden.

Insgesamt sollen diese Arbeiten zu neuen Erkenntnissen fiithren, die zur Steuerung
des produktiven Replikationszyklus humaner Adenoviren auf der posttranskrip-
tionellen bzw. posttranslationalen Ebene beitragen und gleichzeitig das Verstandnis
tiber grundlegende molekulare Prozesse des nukleozytoplasmatischen mRNA-Trans-
ports in Sdugerzellen erweitern. Diese konnten hinsichtlich potenzieller Zusammen-
hinge zwischen Virusinfektionen und menschlichen Tumorerkrankungen von

Bedeutung sein.
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3 Material

3.1 Zellen
3.1.1 Bakterienstimme
BEZEICHNUNG MERKMAL

TOP10 F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), $80lacZAM15, AlacX74, recAl, araD139,
A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), endAl, nupG

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thil, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F'proAB, lacliZAM15,
Tn10 (Tet)] (Bullock, 1987)

XL2-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F'proAB, lacliZAM15,
Tn10 (Tetr), Amy, Cam'] (Bullock, 1987)

GM2163 F-dam-13::Tn9, dcm6, hsdR2, leuB6, his4, thil, aral4, lacY1, galK2, galT22, xyl5,
mtll, rpsL136, tonA31, tsc78, supE44, mcrA-, mcrB- (Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen, Gottingen)

3.1.2 Sdugerzelllinien

BEZEICHNUNG MERKMAL

911 Adb5-transformierte, humane, embryonale Retinoblastom-Zelllinie. Die E1-
Region ist stabil im Genom integriert und exprimiert die adenoviralen E1A-
und E1B-Genprodukte (Fallaux et al., 1996).

HelLa Humane Zervixkarzinom-Zelllinie (Gey et al., 1952).

A549 Humane Lungenkarzinom-Zelllinie, Wildtyp p53 (Giard et al., 1973).

H1299 Humane, p53-negative Lungenkarzinom- Zelllinie (Mitsudomi et al., 1992).

H1299S Humane, p53-negative Lungenkarzinom-Zelllinie. Exprimiert das E4orf6-
Protein (Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

MCF7 Humane Mammakarzinom-Zelllinie, Uberexpression von mdm2, Wildtyp

p53 (Soule et al., 1973).
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3.2 Adenoviren
BEZEICHNUNG MERKMAL
H5d1309 Wildtyp Ad5 mit einer Deletion (nt 30005 bis nt 30750) der E3-Region (Jones und

dI1520

H541355

H5pg4100

H5pm4101

H5pm4102

H5pm4103

H5pm4109

H5pm4116

H5pm4119

H5pm4127

H5pm4133

H5pm4143

Shenk, 1979).

Ad2/Ad5-chimires Virus, das ein Stoppkodon an AS-Position 3 und eine 827 Bp
lange Deletion (nt 2496 bis 3323) im orf des E1B-55K-Gens enthilt (Barker und
Berk, 1987).

E4orf6-Mutante, die eine 14 Bp lange Deletion im orf des E4orf6-Gens enthalt
(Halbert et al., 1985).

Wildtyp Ad5 mit einer 1863 Bp langen Deletion (nt 28602 bis nt 30465) des E3-
Leserahmens (Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

E1B-55K-Mutante mit 3 AS-Austauschen im NES an den Positionen 83, 87 und 91
(L83A, L87A und LI91A) im H5pg4100-Riickgrat (Kindsmiiller, 2002).

E1B-55K-Mutante mit einem AS-Austausch im SKM an Position 104 (K104R) im
H5pg4100-Riickgrat (Kindsmiiller, 2002).

E1B-55K-Mutante mit AS-Austauschen im NES (L83A, L87A und L91A) und im
SKM (K104R) im H5pg4100-Riickgrat (Kindsmiiller, 2002).

E1B-55K-Mutante mit einem AS-Austausch an Position 260 (H260A) im
Hb5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit).

Edorf6-Mutante mit 2 AS-Austauschen im NES an den Positionen 90 und 92
(L90A und I92A) im H5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit).

E1B-55K/E4orf6-Mutante mit AS-Austauschen im NES des E1B-55K-Proteins
(L83A, L87A und L91A) und im NES des E4orf6-Proteins (L90A und I92A) im
H5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit).

E1B-55K-Mutante mit AS-Austauschen an den Positionen 454 und 456 (C454S
und C456S) im H5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit)

E1B-55K-Mutante mit zwei Stoppkodons an den AS-Positionen 3 und 8 im
Hb5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit).

E1B-55K-Mutante mit AS-Austauschen an den Positionen 260, 454 und 456
(H260A, C454S und C456S) im H5pg4100-Riickgrat (diese Arbeit).
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3.3 Nukleinsiuren

3.3.1 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden als Startermolekiile fiir Sequenzreaktionen,
PCR-Amplifikationen und die Einfiihrung von Mutationen durch PCR verwendet. Sie

wurden von der Firma Metabion bezogen. In der ersten Spalte ist die Nummer des

Oligonukleotids in der Filemaker Pro-Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben.

# BEZEICHNUNG SEQUENZ VERWENDUNG
CGC GGG ATC CAT GGA GCG AAG AAA virale DNA-
64  E1B bp2043 fwd CCC ATC TGA GC Replikation
110 E1B 361-389 rev CGG TGT CTG GTC ATT AAG CTA AAA virale DNA-
Replikation
CGC GGG AGG AGG CTG TAG CCC TGA .
390 Edorf6 NES fwd GGA AGT GTA TGC Mutagenisierung
GCA TAC ACT TCC TCA GGG CTA CAG .
391 Edorfé6 NES fwd CCT CCT CCC GCG Mutagenisierung
CTA AAG GGG GTA AGG AGG GAG .
592 E1B55-SUfw-324 CGG GGG Mutagenisierung
593  E1B55-SUrev-300 "(szig CCC CTC CCT CCTTAC CCC CTT Mutagenisierung
GTG GCT GAA GCG TAT CCA GAA GCG .
594  E1B55-NESfw-284 AGA CGC ATT GCG ACA ATT ACA Mutagenisierung
TGT AAT TGT CGC AAT GCG TCT CGC .
595 E1B55-NESrev-240 TTC TGG ATA CGC TTC AGC CAC Mutagenisierung
635 pcDNA3-forw ATG TCG TAA CAA CTC CGC Sequenzierung
780 Seq E1-Box fwd 1251bp  GTC CTG TGT CTG AAC CTG AGC Sequenzierung
781 Seq E1-Box fwd 1582bp  GAT TGC GTG TGT GGT TAA CGC Sequenzierung
782 Seq E1-Box fwd 2454bp  CAA GGA TAA TTG CGC TAA TGA GC Sequenzierung
783 Seq E1B-Boxrev 3373bp CCA CACTCG CAG GGT CTGC Sequenzierung
840 E4orf6 fwd 32246bp GCA GAT CTGTTT GTC ACG CC Sequenzierung
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CCA ACCTTATCCTAG CCG GTGTAA

862 E1B H260A fwd GCT TC Mutagenisierung
GAA GCT TAC ACC GGC TAG GAT AAG .

863 E1B H260A rev CTT GG Mutagenisierung
CCA GGT GCA GAC CCT CCG AGT CTG s

924 (C4545/C456S fwd GCG GTA AAC ATA TTA GG Mutagenisierung
CCT AAT ATG TTT ACC GCC AGA CTC .

925 (C454S/C456S rev GCA GGG TCT GCA CCT GG Mutagenisierung

996 TPL3 [9697-9720]fwd CTCTCG AGA AAG GCG TCT AAC CAG Amplifikation

1101 T7-Prom TAA TAC GACTCA CTA TAG GG Sequenzierung
GGA TAA ATG GAG TGA AGA AAC CCA .

1147 E1B-55K knockout fw TCT TAG CGG GGG CTA CC Mutagenisierung
GGT ACC CCC CGCTAA GAT GGG TIT o

1148 E1B-55K knockout rev CTT CAC TCC ATT TAT CC Mutagenisierung

1162 fiberlcRE CCC AAG CTA CCA GTG GCA GTA Amplifikation

1216 mRNA 14-100K rev GCG CACTCA TGA CTG TGC TCA Amplifikation
CGG CAG GAG CAG AGC CCG TGG .

1285 E1B-55K ATG(64) fwd AAC CCG AGA GC Mutagenisierung
GCT CTC GGG TTC CAC GGG CTC TGC .

1286 E1B-55K ATG(64) rev TCC TGC CG Mutagenisierung
GGC CTG GAC CCT CGG GAG TGA ATG .

1287 E1B-55K ATG(75) fwd TTG TAC ACC Mutagenisierung
CCT GTA CAA CAT TCA CTC CCG AGG .

1288 E1B-55K ATG(75) rev GTC CAG GCC Mutagenisierung

1318 E1Bseq 978-999 GGCCTCCGA CTGTGGTTGCITC Sequenzierung

3.3.2 Vektoren

Folgende Vektoren wurden fiir Subklonierungen oder zur Transfektion als
Vektorkontrolle verwendet. In der ersten Spalte ist die Nummer des Vektors in der

Filemaker Pro-Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben.
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# BEZEICHNUNG VERWENDUNG REFERENZ
Expressionsvektor fiir Sdugerzellen, .
136  pcDNA3 CMV-Promotor Invitrogen
Expressionsvektor mit Renilla-
180 PRL-TK Luziferase, SV40 TK-Promotor Promega
pCRPII-TOPO® TA-Klonierungsvektor Invitrogen
3.3.3 Rekombinante Plasmide

Folgende rekombinante Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet bzw.

hergestellt. In der ersten Spalte ist die Nummer des Plasmids in der Filemaker Pro-

Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben.

FREMDGEN-
# BEZEICHNUNG VEKTOR REFERENZ
EXPRESSION
Stammsammlung der
2 pC53SN3 pCMV/neo humanes p53 cDNA Arbeitsgruppe
CMV-Promotor, fiinf . .
499 PRE-LUC unbekannt p53-Bindungsstellen N. Horikoshi
1154  Ad5pTG-S2 (Noah) pTG Ad5 Genom Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1155  E4-Box-S2 pPG-S2  Ad5 E4-Region Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1170 E4-Box E4orf6-NES pPG-52 Ad5 E4-Region diese Arbeit
1173 ~ Ad5pPG-S2E40rf6-NES pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
1235  El-Box pPG-S3 pPG-S3  Ad5 El-Region Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1244 E1-Box H260A pPG-53 Ad5 E1-Region diese Arbeit
1252 Ad5pPG-S2 H260A pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
1267 E1-Box C454SC456S pPG-53 Ad5 E1-Region diese Arbeit
1319  pcDNA-E1B-55K pcDNA3  Ad5 E1B-55K Stammsammlung der
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Arbeitsgruppe
1325 Ad5pPG-S2 DNES pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
1390 E1-Box E1B-55K- pPG-53 Ad5 E1-Region diese Arbeit
1397  Ad5pPG-S2 E1B-55K- pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
1606  E1-Box C454SC456S/H260A pPG-S3 Ad5 E1-Region diese Arbeit
Ad5pPG-S2 E1B- . .
1608 C454SC456S pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
Ad5pPG-S2 E1B- . .
1630 C454SC4565/H260A pPG-52 Ad5 Genom diese Arbeit
1631 pcDNA-E1B-55K ,,minus” pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
1670 ~ PCDNA-EIB-55K ,minus pcDNA3  Ad5 E1B-55K diese Arbeit
M64V
1671 ~ PCDNA-EIB-35K ,minus pcDNA3  Ad5 E1B-55K diese Arbeit
M75V
pcDNA-E1B-55K . . .
1672 . minus“M64V M75V pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
1773 PCR Fiber pCRII Ad5 Fiber cDNA diese Arbeit
1774 PCR L4-100K pCRII Ad5 L4-100K cDNA diese Arbeit
3.4 Antikorper
34.1 Primdrantikorper
BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN
1807 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das E4orf6-Protein von Ad5
(Boivin et al., 1999)
2A6 Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das E1B-55K-Protein von Ad5
(Sarnow et al., 1982b)
6A11 Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das E4orf3-Protein von Ad5 (Nevels
et al., 1999Db).
6B10 Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das L4-100K-Protein von Ad5

(Stammsammlung der Arbeitsgruppe)
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7C11

a-APRIL

o-Aly/REF1
a-SUMOL (21C7)

a-late

o-Mrell

o-pp32

a-p53 (DO1)

B-actin (AC-15)

B6-8

RSA3

Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das E1B-55K-Protein von Ad5
(Stammsammlung der Arbeitsgruppe)

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen APRIL (Dr. Joachim Hauber,
Heinrich-Pette-Institut, Hamburg)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen Aly/REF1 (Rodrigues et al., 2001)
Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das SUMO1-Protein (Zymed)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen spite Strukturproteine von Ad5
(Stammsammlung der Arbeitsgruppe)

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das humane Mrell-Protein
(Abcam; Katalog-Nummer: ab397).

Polyklonaler Ziegen-Antikbrper gegen pp32 (I1PP2A; Santa Cruz
Biotechnology)

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen ein aminoterminales Epitop von p53
des Menschen (Santa Cruz Biotechnology; Vojtesek ef al., 1992)

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen B-Actin (Sigma).

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das E2A-72K-Protein von Ad5 (Reich
et al., 1983)

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen den Aminoterminus des E4orf6- und
E4orf6/7-Proteins von Ad5 (Marton et al., 1990)

3.4.2 Sekundidrantikorper

Folgende Sekundéarantikorper wurden fiir Western Blot-Analysen verwendet:

BEZEICHNUNG

EIGENSCHAFTEN

HRP-Anti-Maus IgG

HRP-Anti-Ratte IgG

HRP-Anti-Kaninchen
IegG

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
gegen Maus IgGs aus Schaf (Amersham Life Science)

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
gegen Ratte IgGs aus Ziege (Amersham Life Science)

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
gegen Kaninchen IgGs aus Esel (Amersham Life Science)
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Folgende Sekundérantikorper wurden fiir Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN

FITC-Anti-Ratte IgG Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikorper gegen Ratte
IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova)

FITC-Anti-Maus IgG Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikorper gegen Maus
IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova)

FITC-Anti-Kaninchen IgG Fluorescein-isothiocyanat ~ (FITC)-gekoppelter ~ Antikérper gegen
Kaninchen IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H +
L; Dianova)

Texas Red-Anti-Ratte IgG Texas Red (TR)-gekoppelter Antikorper gegen Ratte IgGs aus Esel;
AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova)

Texas Red-Anti-Maus IgG Texas Red (TR)-gekoppelter Antikorper gegen Maus IgGs aus Esel;
AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova)

Alexa™ 488 Anti-Maus IgG ~ Alexarm 488 Antikorper gegen Maus IgGs aus Ziege (H + L; F(ab)2
Fragment; Molecular Probes)

3.5 Kommerzielle Systeme

Folgende kommerzielle Systeme wurden verwendet:

BEZEICHNUNG HERSTELLER
Protein Assay BioRad
TOPO TA Cloning® Invitrogen
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce
Plasmid Purification Mini, Midi und Maxi Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) Roche
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3.6 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Wenn im Text nicht anders aufgefiihrt, wurden alle Chemikalien von den Firmen
Sigma und Merck, Zellkulturmaterial von der Firma Falcon, Gibco BRL und Pan,

sonstiges Plastikmaterial von den Firmen Falcon, Sarstedt und Eppendorf bezogen.

3.7 Grofien- und Molekulargewichtsstandards

Zur Bestimmung der Grofie von DNA-Molekiilen in Agarosegelen wurde die 1 kb
DNA ladder (Gibco BRL), fiir RNA-Gele wurde die 1 kb RNA ladder (Gibco BRL)
verwendet. Fiir die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen bei der SDS-

Gelelektrophorese wurde der Precision Protein Standard (BioRad) verwendet.

3.8 Computerprogramme und Datenbanken

Texte und Tabellen dieser Arbeit wurden mit Microsoft Office XP Professional
(Microsoft) auf einem PC erstellt. Zeichnungen, Diagramme und Abbildungen
wurden mit den Programmen Adobe Photoshop CS (Adobe) und Adobe Illustrator
CS (Adobe) angefertigt. Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm BioEdit 4.8.5
erzeugt (Hall, 1999). Digitale Immunfluoreszenzbilder wurden mit Meta View 4.6
(Universal Imaging Corporation) erstellt. Zur densitometrischen Auswertung der
Bandenintensitdt von DNA in Agarosegelen wurde die Software Quantity One des
ChemiDoc-Systems (BioRad), fiir die Quantifizierung von Protein- bzw. RNA-Banden
wurde die ImageJ-Software (Abramoff et al., 2004) verwendet. Fiir die Literatursuche
wurde die MEDLINE-Datenbank (National Library of Medicine) unter der Adresse

http:/ /www.ncbi.nlm.gov/PubMed/ benutzt.
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4 Methoden

4.1 Bakterien

4.1.1 Kulturbedingungen und Lagerung

Fliissigkulturen

Fiir die Anzucht von E. coli in Fliissigkultur wurde steriles LB-Medium mit einer
Einzelkolonie beimpft und in Gegenwart entsprechender Antibiotika tiber Nacht bei
37 °C und 150 - 220 UpM in einem Inkubationsschiittler (New Brunswick) inkubiert.
Bei Bedarf wurde die Bakterienkonzentration fotometrisch (SmartSpec™ 3000,
BioRad) bei einer Wellenldnge von 600 nm, gegen das Medium bestimmt (1 ODeoo =
8 x 108 Zellen/ml). E. coli-Kulturen, die ein fiir E1B-55K kodierendes Plasmid enthiel-
ten, wurden bei 30 °C und 150 - 220 Upm inkubiert, um eine Insertion des Transpo-

sons tn10 in den offenen Leserahmen des E1B-Gens zu unterdriicken.

Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfose wurden aus einer Flussig- oder Glyzerinkultur Bakterien
entnommen und auf einer Agarplatte so ausgestrichen, dass nach Ubernacht-
inkubation Einzelkolonien isoliert werden konnten. Die so erhaltenen Plattenkulturen
sind mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging) verschlossen mehrere Wochen bei 4 °C

haltbar.

Glyzerinkultur

Die Bakterien einer Einzelkolonie wurden in Flussigkultur genommen und kurz vor
Erreichen der stationdren Phase abzentrifugiert (4000 UpM, 10 min; Multifuge 3 S-R,
Heraeus). Das entstandene Sediment wurde in 0,5 ml LB-Medium resuspendiert und
in CryoTubes™ (Nunc) mit 0,5 ml sterilem Glyzerin vermischt. Die so erhaltenen

Dauerkulturen sind nahezu unbegrenzt bei -80 °C haltbar.
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LB-Medium Trypton 10g/1
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 5g/l

e autoklavieren

Antibiotika- Ampicillin (500 x) 50 mg/ml in H2Ouiq
Stammlosungen Kanamycin (200 x) 10 mg/ml in HxOvig
o sterilfiltrieren

e bei -20 °C lagern

41.2 Transformation von E. coli

41.2.1 Elektroporationsmethode

Die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach Sharma und Schimke
(1996). 11 YENB-Medium wurde mit 10 ml einer frischen Ubernachtkultur angeimpft
und bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,5 -0,9 bei 37 °C geschiittelt. Die Zellen
wurden 5min auf Eis gekiihlt und anschliefend 10 min bei 6000 UpM und 4 °C
(Centrikon T-124, Kontron Instruments) abzentrifugiert. Das Bakteriensediment
wurde daraufhin zweimal mit 100 ml eiskaltem H>Opia und einmal mit 20 ml
10 %igem Glyzerin gewaschen. Es wurde dann in einem Endvolumen von 3 ml
10 %igem Glyzerin aufgenommen, in Aliquots von je 50 pl aufgeteilt und in fltissigem

Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

YENB Bacto Yeast Extract 75g/1
Bacto Nutrient Broth 8g/l

e autoklavieren

Fiir die Elektroporation von Ligationsansitzen (4.4.6.2) mussten diese zur Entsalzung
zundchst gefdllt werden. Hierfiir wurden zum Ansatz 5 pg Lachssperma-DNA als
carrier, 1/10 Vol. 3M NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gegeben. Nach 10 min
Zentrifugation mit 14000 UpM (Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf) bei RT
wurde das Sediment mit EtOHzs 4 gewaschen, getrocknet und in 10 pl H2Ovia auf-
genommen. Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, jeweils 50 ul

der Zellsuspension mit 1 -10 pl Plasmid-DNA vermischt und in eine vorgekiihlte
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Elektroporationskiivette (BioRad) mit einem Elektrodenabstand von 1 mm tiberfiihrt.
Die Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser (BioRad) nach den Anweisungen
des Herstellers bei einer Spannung von 1,25 kV, einer Kapazitit von 25 uF sowie
einem Parallelwiderstand von 200 Q. Dabei wurde eine Zeitkonstante von ca. 5 ms
erreicht. Nach dem Puls wurden die Zellen sofort mit 1 ml LB-Medium aus den
Kiivetten gespiilt, in 1,5 ml Reaktionsgetfdafie (Eppendorf) tiberfiihrt und 1 h bei 37 °C
bebriitet. Dann wurden sie abzentrifugiert, in ca. 50 pl Uberstand resuspendiert und
auf LB-Ndhrboden mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und {iber Nacht bei
30 °C bzw. 37 °C bebriitet.

41.2.2 Chemische Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden chemisch-kompetente XL1- und XL2-Blue Zellen
zundchst auf Eis aufgetaut und ein Aliquot von 50 - 100 ul in vorgekiihlte 15 ml
Falcon 2059 transferiert, mit 2 pl B-Mercaptoethanol (1,22 M) und 1 - 10 pl Plasmid-
DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir
45 s wurden die Bakterien 2 min auf Eis abgekiihlt und danach mit 1 ml auf 42 °C
vorgewdrmten NZCYM- oder SOC- Medium versetzt. Die Bakterien wurden dann 1 h
bei 37 °C und 220 UpM im Inkubationsschiittler (New Brunswick) regeneriert, kurz
abzentrifugiert und in 50 ul LB mit entsprechenden Antibiotika resuspendiert.
Anschliefifend wurden 10 % und 50 % des Ansatzes auf LB-Agarplatten mit geeigneten

Antibiotika ausplattiert.

SOC-Medium Trypton 20 g/1
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10 mM
Kl 2,5 mM
MgClz 10 mM
MgSO4 10 mM
Glukose 20 mM
e autoklavieren
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NZCYM NZ Amin 10g/1
NacCl 05g/l1
Hefeextrakt 02g/1
MgSO4 x 6 H,O 02g/1
Casaminoséduren 1g/l
e pH 7,5 einstellen
e autoklavieren

4.2 Sdugerzellen

4.2.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Zellen

Adhdrente Zellen wurden als Einschichtkulturen in liegenden Polystyrolflaschen
(Falcon) oder Petrischalen (Falcon) kultiviert. Als Ndhrmedium diente Dulbecco's
Modified Eagles Medium (DMEM; Gibco BRL; Dulbecco und Freeman, 1959) mit
0,11 g/1 Natriumpyruvat. Das Medium wurde mit 10 % fotalem Kilberserum (FKS;
Pan) angereichert und mit 1 % einer Penicillin/Streptomycin-Losung (1000 U/ml
Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin in 0,9 % NaCl; Pan) versetzt. Zur Inhibition
von Komplementfaktoren im fotalen Kélberserum wurde dieses vor Gebrauch bei
56 °C 30 min inaktiviert. Die Zellen wurden bei 37 °C in einem COs-Inkubator
(Heraeus) mit 5 %iger CO.-Atmosphédre inkubiert und regelmiflig mit frischem
Medium versorgt. Alle 3 - 5 Tage (abhédngig von der Zelldichte) wurden die Zellen im
Verhaltnis 1:4 bis 1:10 subkultiviert.

Dazu wurde das Medium abgesaugt, die adhdrenten Zellen wurden mit sterilem PBS
gewaschen und anschlieflend mit einer Trypsin/EDTA-Losung (Pan) von den
Zellkulturgefdfien abgelost. Nach Kompetition der Proteaseaktivitit des Trypsins
durch Zugabe von 1 Vol. angereichertem Medium wurden die abgelosten Zellen in
einem Polystyrol-Rohrchen (Greiner) abzentrifugiert (2000 UpM, 3 min; Rotixa 50RS,
Hettich). Der Uberstand wurde anschliefend abgesaugt und das Zellpellet in einem
kleinen Volumen angereichertem DMEM resuspendiert. Danach wurden die Zellen in
einem geeigneten Verhdltnis auf neue Kulturgefdfie verteilt, die bereits vorgewdrmtes

Medium mit 10 % FKS enthielten.
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PBS (pH 7,0 - 7,7) NaCl 140 mM
KCl 3 mM
Na,HPO, 4mM
KH,PO, 1,5 mM

= autoklavieren

4.2.2 Lagerung von Sdugerzellen

Fiir die dauerhafte Lagerung von Sdugerzellen wurden subkonfluente Zellen nach
vorheriger Ablosung durch Trypsin/EDTA (4.2.1) 3 min bei 2000 UpM und 4 °C
(Hettich Rotixa 50RS,) zentrifugiert und das Zellsediment in 1 ml FKS (Pan) mit 10 %
DMSO (Sigma) aufgenommen und in CryoTubes™ (Nunc) tiberfiihrt. Die Kithlung der
Zellen erfolgte mit Hilfe des Cryo-Einfriergerits ,Mr. Frosty” (Zefa Laborservice) nach
Angaben des Herstellers. Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen rasch
bei 37 °C erwdrmt und die Zellsuspension in einer geeigneten Kulturflasche (Falcon)
mit vorgewdrmtem Medium bei 37 °C inkubiert. Um vorhandenes DMSO zu entfer-
nen, wurde, nachdem sich die Zellen auf dem Flaschenboden abgesetzt hatten (nach 4
bis 5 h), das vorhandene Medium durch Frisches ersetzt und die Zellen wie unter 4.2.1

beschrieben weiterkultiviert.

4.2.3 Bestimmung der Gesamt-Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurden
die Zellen trypsiniert (4.2.1) und je nach Zelldichte verdiinnt. Zur Unterscheidung von
lebenden und toten Zellen wurde ein 50 ul Aliquot der Zellsuspension mit 1 Vol.
Trypanblau-Losung versetzt, wobei der Farbstoff nur in abgestorbene Zellen ein-
dringen kann. Nachdem die mit Trypanblau versehene Zellsuspension in die Zihl-
kammer {iberfiihrt worden war, wurden die Zellen aus 16 Kleinquadraten des
kammereigenen Rasters im Lichtmikroskop (Leica DM IL) ausgezdhlt. Unter
Berticksichtigung der Verdiinnung ergibt sich nach Multiplikation der Zellzahl mit
dem Faktor 10* die Anzahl der Zellen pro ml Gesamtkultur.
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Trypanblau-Losung Trypanblau 0,15 %
NaCl 0,85 %
4.24 Transfektion von Sdugerzellen

4241 Kalziumphosphat-Methode

Adhérente Sdugerzellen wurden nach der Kalziumphosphat-Methode (Graham und
van der Eb, 1973) in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen (6-well Schale; Falcon)
oder Zellkulturpetrischalen mit einem Durchmesser von 100 mm (Falcon) transfiziert.
Die Methode beruht auf der Ausbildung von Kalziumphosphat-Kristallen, welche die
zu transfizierende DNA einschliefSen, an der Zelloberfliche adsorbieren und
endozytiert werden.

Die Zellen wurden ausgesit und 12 - 24 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, so dass
sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Dichte von 40 - 60 % hatten. Eine Stunde vor
Transfektionsbeginn wurde das Medium gewechselt. Fiir die Transfektion einer
Petrischale wurden 30 pg Gesamt-DNA in 500 pl Gesamtvolumen aus sterilem H>Opid
und 250 mM CaCl> aufgenommen und in Polystyren-Reaktionsrohrchen (Falcon)
unter leichtem Mischen (Vortex, 1000 UpM) langsam zu je 500 ul 2 x BBS zugetropft.
Fiir die Transfektion einer Zellkulturschale mit sechs Vertiefungen (6-well Schale;
Falcon) wurden 10 ng Gesamt-DNA in 300 ul Gesamtvolumen aus sterilem H>Opig
und 250 mM CaClz aufgenommen und in Polystyrol-Reaktionsrohrchen (Falcon) unter
leichtem Mischen (Vortex, 1000 UpM) langsam zu je 300 ul 2x BBS zugetropft.
Nachdem die Rohrchen fiir die Ausbildung des Prazipitats 15 min bei RT inkubiert
worden waren, wurde der Inhalt auf die Zellen getropft und kurz geschwenkt. Nach
ca. 16 h im Brutschrank wurde das Medium gewechselt und die transfizierten Zellen

je nach Versuchsansatz entsprechend weiterkultiviert.

2 x BBS BES 50 mM
(BES buffered saline) NaCl 280 mM
Na,HPO, 1,5 mM

e pH 7,02 exakt einstellen
o sterilfiltrieren
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2,5 M CaCl; CaCl, 2,5M

o sterilfiltrieren

4242 Liposomen-Methode

Um moglichst gleichméfiige und reproduzierbare DNA-Mengen in eukaryotische
Zellen zu transfizieren wurde das Lipofectamin-Transfektionssystem von Invitrogen
benutzt. Das Prinzip dieser Methode beruht dabei auf der spontanen Anlagerung von
positiv geladenen kationischen Lipiden zu Liposomen oder kleinen Vesikeln, welche
die negativ geladene DNA umschliefSen. Diese Lipid-DNA-Komplexe fusionieren
anschliefend mit der Zellmembran und ermoglichen somit den Transport der DNA in
die Zellen. 24 h vor der Transfektion wurden 2 x 10¢ adhdrente Zellen in 100 mm-
Zellkulturschalen (Falcon) ausgesdt und mit 8 ml Medium (DMEM, 10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin) kultiviert. Die Zellen waren am ndchsten Tag zu 60 - 80%
konfluent und wurden nach Angaben des Herstellers transfiziert. Nach 24 - 48h
wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen (4.6.6.1) und fiir SDS-PAGE (4.6.3)

verwendet.

4.2.5 Ernte von Sdugerzellen

Fiir die Zellernte wurden die Zellen im Medium mit Hilfe eines Plastikschabers
(Sarstedt) vom Boden der Zellkulturschale (Falcon) abgeschabt, in ein geeignetes
Reaktionsgefafs (Greiner) tiberfiihrt und bei Raumtemperatur 3 min bei 2000 UpM
(Multifuge 3 S-R, Heraeus) zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 5 ml PBS und
anschlieffender Zentrifugation (2000 UpM, 3 min; Multifuge 3 S-R, Heraeus). Das
erhaltene Zellsediment wurde entweder bei -80°C eingefroren oder direkt

weiterverarbeitet.
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4.3 Adenoviren

4.3.1 Gewinnung von Virus aus DNA

Adenovirale DNA-Bacmide wurden mit der Restriktionsendonuklease Pacl vom
bakteriellen Anteil befreit (vgl. 4.4.6.1). Diese linearisierte DNA wurde mit /10 Vol.
3 M NaOAc und 1 Vol. Isopropanol geféllt und je 30 pg gespaltene Bacmid-DNA pro
100 mm-Petrischale (Falcon) in 911-Zellen nach der Kalziumphosphat-Methode
(4.2.4.1) transfiziert. Nach ca. 16 h im Brutschrank wurde das Medium gewechselt. Die
transfizierten Zellen wurden solange weiterkultiviert bis sich die Zellen von der
Unterlage ablosten (jedoch max. 5 Tage). Hatten sie sich zu diesem Zeitpunkt noch
nicht vom Boden der Petrischale gelost, wurden die Zellen mit einem Zellschaber
(Sarstedt) abgeschabt, bei 2000 UpM fiir 5 min pelletiert (Multifuge 3 S-R, Heraeus),
mit 5ml PBS gewaschen und anschliefend in 5 ml DMEM durch viermaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C im Wasserbad lysiert und
abermals zentrifugiert (4500 Upm bei RT fiir 10 min; Multifuge 3 S-R, Heraeus). Mit
dem erhaltenen Uberstand wurde erneut eine Petrischale reinfiziert (4.3.4). Dieser
Vorgang wurde solange wiederholt (in der Regel zwei- bis fiinfmal) bis sich die
infizierten Zellen alleine vom Boden ablosten. Die Zellen wurden dann wie oben
beschrieben geerntet, gewaschen und lysiert. Mit dem erhaltenen Uberstand wurde
nun eine 150 mm-Zellkulturschale infiziert. Da im Uberstand schon eine betrachtliche
Menge an Adenoviren enthalten war, fielen die Zellen bald nach der Infektion ab und
der Uberstand konnte nach der Ernte und Lyse fiir die Herstellung hochtitriger

Virusstocks (4.3.2) benutzt werden.

4.3.2 Herstellung und Lagerung hochtitriger Virusstocks

Fir die Gewinnung hochtitriger Virusstocks wurden mehrere 150 mm-
Zellkulturschalen entweder mit einer moi von 5 (wenn bekannt) oder mit dem
Uberstand aus 4.3.1 infiziert. Ca. drei Tage nach Infektion war ein deutlicher

zytopathischer Effekt sichtbar, das Medium verfarbte sich gelblich und die Zellen
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l6sten sich von der Unterlage. Da 90 % der produzierten Viren zellassoziiert bleiben
(Jakoby und Pastan, 1979) wurden die Zellen von der Unterlage abgeklopft und 5 min
bei 2000 Upm zentrifugiert (Multifuge 3 S-R, Heraeus). Das Pellet wurde in 5 ml PBS
gewaschen und anschliefSend erneut zentrifugiert (2000 UpM, 5 min; Multifuge 3 S-R,
Heraeus). Das Zellpellet, das man aus sieben 175-cm? grofien Zellkulturflaschen
erhalten hatte, wurde in 5 ml DMEM ohne FKS resuspendiert und die Zellen durch
viermaliges Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C lysiert. Zur
Entfernung der Zelltrimmer wurde 10 min bei 4500 UpM zentrifugiert (Multifuge 3 S-
R, Heraeus). AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, mit 87 %igem
Glycerin (steril; 10 % Endkonzentration) versetzt und austitriert (4.3.3). Diese Stocks

sind bei -80 °C konservierbar.

4.3.3 Titerbestimmung von Virusstocks

Der Titer der verwendeten Virusstocks wurde mit Hilfe von fluoreszenzbildenden
Einheiten (fluorescence forming unit, ffu) bestimmt. Im Gegensatz zum Plaque Assay
(Jakoby und Pastan, 1979) bei dem die Fahigkeit der Viren zu infizieren und
anschliefend die Zellen zu lysieren und Plagues zu bilden gemessen wird,
konzentriert sich die Bestimmung der ffu nur auf die frithen Infektionsereignisse,
reprasentiert durch die immunhistochemische Bestimmung des frithen adenoviralen
E2A-72K Proteins.

Dazu wurden je 3 x 10° 911-Zellen in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen (6-well
Schale; Falcon) ausgesdt (4.2.3). 12 bis 24 h spdter wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Virusstockverdiinnungen (10- bis 10 in
Infektionsmedium) infiziert (4.3.4). Die Zellen wurden dann 1 - 2 h bei 37 °C im
Brutschrank (Heraeus) inkubiert und widhrenddessen alle 15 min vorsichtig ge-
schwenkt, um eine gleichmaflige Virusadsorption zu gewdhrleisten. AnschliefSend
wurde das Infektionsmedium abgenommen, die Zellen mit 3 ml/Vertiefung angerei-
chertem Medium tiberschichtet und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 24 h p.i.
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit

1 ml/Vertiefung eiskaltem Methanol fur 15 min bei -20 °C fixiert (4.6.6.2). Dann
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wurde der Alkohol abgesaugt und die Zellkulturschalen bei RT getrocknet. Fiir die
anschlieffende immunhistochemische Farbung wurden die Zellen 2 x je 15 min mit
2 ml/Vertiefung TBS-BG gewaschen, 3 h bei RT bzw. tiber Nacht bei 4 °C mit einer
1:10 Verdiinnung des Antikorpers B6-8 in TBS-BG (1 ml/ Vertiefung) inkubiert, erneut
3 x mit TBS-BG (2 ml/Vertiefung) fiir je 5 min gewaschen und anschliefiend mit je
1 ml/Vertiefung der zweiten Antikorperverdiinnung (Alexa™ 488 Anti-Maus; 1:1000
in TBS-BG) fiir 3 h bei RT oder tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der
Sekundédrantikorper abgenommen, abermals 3 x mit TBS-BG gewaschen und mit 1 ml
TBS-BG versetzt. Die so vorbereiteten Zellen konnten bis zu 48 h ohne Signalverlust
im  Dunkeln bei 4°C  gelagert und  anschlieflend mit dem
Immunfluoreszenzmikroskop (Zeiss) ausgezdhlt werden. Aus der pro Gesichtsfeld
ermittelten Zahl infizierter Zellen, konnte unter Berticksichtigung der Zellzahl und

der Verdiinnungsstufe auf die Zahl der infektiosen Partikel pro ml zurtickgerechnet

werden.

Infektionsmedium CaCl, 2mM
MgClz 2 mM
FKS 0,2 %
Pen/Strep 1%
¢ in PBS

TBS-BG Tris/HCI, pH 7,6 20 mM
NaCl 137 mM
HCl 3 mM
MgCl, 1,5 mM
Tween 20 0,05 %
Natriumazid 0,05 %
Glycin 5 mg/ml
BSA 5 mg/ml

4.3.4 Infektion mit Adenoviren

Fiir die Infektion wurden Zellen so ausgesét, dass sie am ndchsten Tag subkonfluent
(60 - 80 %) herangewachsen waren. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums

mit sterilem PBS gewaschen. Fiir die Infektion wurde die entsprechende Menge an
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Virus (moi zwischen 1 und 50) mit dem geeigneten Volumen Medium (DMEM) ohne
FKS und Penicillin/Streptomycin vermischt und auf die Zellen gegeben. Fiir die
Infektion einer Zellkulturschale mit sechs Vertiefungen benétigte man ein Gesamt-
volumen von 1 ml, fiir Petrischalen wurden 4 ml und fiir die Infektion einer 150 mm-
grofien Zellkulturschale wurden 9 ml Gesamtvolumen benétigt. Die Zellen wurden
dann fur 1 - 2h bei 37 °C inkubiert und alle 15 min leicht geschwenkt, um eine
gleichméfiige Adsorption der Viren zu ermoglichen. AnschliefSend wurde die Infek-
tionslosung abgenommen und die Zellen mit frischem Medium (DMEM) mit 10 %
FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin tiberschichtet. Die infizierten Zellen wurden je

nach Versuchsansatz entsprechend weiter inkubiert.

4.3.5 Bestimmung der Ausbeute an Virusnachkommen

Um die Anzahl der Nachkommenviren zu bestimmen, wurden Zellen (HeLa bzw.
A549) in Petrischalen (Falcon) wie unter 4.3.4 beschrieben mit Adenoviren infiziert
und nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe
eines Plastikspatels (Sarstedt) vom Boden der Petrischale (Falcon) abgeschabt, in ein
15 ml Reaktionsgefdfs (Falcon) tiberfiihrt und bei 4 °C 5 min bei 2000 UpM (Multifuge
3 S-R, Heraeus) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 5 ml sterilem PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert (4 °C, 5 min, 2000 UpM; Multifuge 3 S-R, Heraeus). Nun
konnte das Pellet in 500 pl Medium (DMEM) ohne FKS und Penicillin/Streptomycin
resuspendiert und die Zellen durch viermaliges Einfrieren in fltissigem Stickstoff und
Auftauen bei 37 °C lysiert werden. Zur Entfernung der Zelltriimmer wurde 10 min
bei 4500 UpM zentrifugiert (Multifuge 3 S-R, Heraeus). Der virushaltige Uberstand
wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefdfs (Eppendorf) tiberfiihrt und konnte bei 4 °C
gelagert werden. Die Zahl der infektiosen Partikel im Uberstand konnte wie unter
4.3.3 angegeben bestimmt werden. Aus dieser Zahl, der Verdiinnung und der Anzahl
der in dem Versuch eingesetzten Zellen konnte die Zahl der Nachkommenviren

berechnet werden.
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4.4 DNA-Techniken

441 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur analytischen Isolierung kleiner Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wurde ein
von Beck und Mitarbeiter modifiziertes Verfahren der alkalischen Lyse eingesetzt
(Beck et al., 1993). Dabei wurde eine 1,5 ml Ubernachtkultur bei RT fiir 1 min bei
13 000 UpM (Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf) abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in 300 pl Puffer A resuspendiert. Die Suspension
wurde dann mit 300 ul Puffer B versetzt, vorsichtig geschwenkt, 5min bei RT
inkubiert, 300 pl Puffer C zugegeben, erneut 5 min bei RT inkubiert und anschliefSend
ebenfalls bei RT ftir 10 min bei 13 000 UpM (Eppendorf Tischzentrifuge 5417,
Eppendorf) zentrifugiert. Der plasmidhaltige Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefafs tiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt und die DNA 20 min bei
13 000 UpM (Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf) gefillt. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das DNA-Prazipitat mit 1 ml EtOH7s % gewaschen, getrocknet
und in 50 pl HxOvig gelost. Die so isolierte DNA konnte fur Restriktions- und

Sequenzanalysen eingesetzt werden.

Puffer A Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNAse A 100 pg/ml
e Lagerung bei 4 °C

Puffer B NaOH 200 mM
SDS 1% (w/v)

Puffer C Ammoniumazetat 75 M
e Lagerung bei 4 °C

Die prédparative Isolierung groflerer Mengen Plasmid-DNA aus 100 - 500 ml
Ubernachtkultur erfolgte mit Hilfe von Anionenaustauscher-Saulen des Plasmid Midi

und Plasmid Maxi Extraktions Kits (Qiagen) nach Anweisungen des Herstellers.
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4.4.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde mit Hilfe eines Spektralfotometers (Lambda 25,
PerkinElmer) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die zu analysierende
DNA-Losung wurde in eine Quarzkiivette (1 cm Schichtdicke) gegeben und ein UV-
Absorptionsspektrum tiber den Wellenldngenbereich von 230 bis 300nm
aufgenommen. Bei doppelstrangiger DNA entspricht eine Absorption von 1,0 im
Absorptionsmaximum bei 260 nm einer Konzentration von 50 pg/ml. Fir

einzelstrangige Oligonukleotide gilt die Ndaherungsformel 1 OD260 = 33 ng/ml.

4.4.3 DNA-Agarose-Gelelekrophorese

Die Untersuchung von DNA-Proben durch gelelektrophoretische Auftrennung in
Agarosegelen beruht auf der unterschiedlichen Wandergeschwindigkeit der DNA im
elektrischen Feld in Abhdngigkeit von der Fragmentlange.

Zur Herstellung von Agarosegelen wurde eine entsprechende Menge Agarose
(Seakem® LE agarose, FMC Bioproducts) in einem Mikrowellenherd (Moulinex) in
1 x TBE-Puffer durch Aufkochen gelost und zur spateren Farbung der DNA 50 ng/ml
Ethidiumbromid-Stammlosung hinzugefiigt. Die leicht abgekiihlte Agarose-
Gellosung wurde dann in eine vorbereitete Flachbettgelapparatur gegossen. Die
DNA-Proben wurden mit jeweils 1/10 Vol. Auftragspuffer versetzt und auf das
verfestigte Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von
5-10 V/cm. Analytische Gele wurden mit Hilfe des ChemiDoc (BioRad) bei einer
Wellenldnge von 312 nm visualisiert und dokumentiert. Praparative Gele wurden zur
Schonung der DNA bei langwelligem UV-Licht (365nm) detektiert, und
entsprechende DNA-Banden ausgeschnitten. Um die DNA-Schdaden durch UV-Licht
weiter zu minimieren, insbesondere bei grofsen DNA-Fragmenten wie z. B. bei Ad-
Bacmiden, wurde bei praparativen Gelen zusétzlich 1 mM Guanosin in die Gellosung

eingebracht.
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5 x TBE Tris 045M
Borsadure 0,45 M
EDTA 10 mM
e mit Eisessig pH 7,8

Auftragspuffer Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Glyzerin 50 % (v/v)
50 x TAE 2% (v/v)

Ethidiumbromid- Ethidiumbromid 10 mg/ml

Stammlosung e Lagerung bei 4 °C,

lichtgeschiitzt
444 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte entweder mit Hilfe des
Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers oder tiber ein
alternatives Verfahren, das insbesondere fiir die Isolierung von Bacmid-DNA-
Fragmenten herangezogen wurde. Dabei wurde ein Agaroseblock mit der zu
préaparierenden DNA-Bande zunéchst unter langwelligem UV-Licht (365 nm) aus dem
Gel ausgeschnitten und anschlieffend fiir 2 h bei RT und 20000 UpM im SS34-Rotor
(Centrikon T-24, Kontron Instruments) zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand
wurde dann mit 1/10 Vol. 3 M NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gefillt, das DNA-Pellet
in 40 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen und die Konzentration und Qualitat

der isolierten DNA tiber erneute Agarose-Gelelektrophorese (4.4.3) eines Aliquots

abgeschatzt.

4.4.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

4451 Standard-PCR-Ansatz

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR; Saiki et al., 1988) ist
ein Verfahren zur tiberexponentiellen Vermehrung (Amplifikation) definierter

Nukleinsduresequenzen in vitro, wobei die Spezifitdt der Reaktion durch die Wahl der
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zugesetzten Starter-Oligonukleotide sichergestellt wird.

Fiir einen 50 pl Standard-Reaktionsansatz wurden 0,01 - 1 ug DNA, je 0,2 pM der
entsprechenden Oligonukleotide, je 1 ul dATP, dTTP, dCTP und dGTP (entspricht je
1 mM), 5 ul 10 x PCR-Puffer und 0,5 pl thermostabile Tag-DNA-Polymerase (5 U/ pl;
Roche) eingesetzt. Dieser Ansatz wurde in diinnwandigen 0,2 ml Reaktionsgefidfien
(Biozym) in einem Thermocycler (GeneAmp™ PCR System 9700, Perkin Elmer)

nacheinander wie folgt inkubiert:

0,5-1min 95 °C Aufschmelzen der DNA
0,5 -1 min 55-70°C Hybridisieren der Oligonukleotide an die Zielsequenz
1 min pro kb 72°C Polymerisation

Dieser Zyklus wurde 20- bis 30-mal durchlaufen, gefolgt von einer 10-miniitigen
Inkubation bei 72 °C um 3"-Enden nicht vollendeter PCR-Produkte aufzufiillen, und
im Anschluss daran auf 4 °C abgekiihlt. 5 pl der so amplifizierten DNA wurden auf
einem Agarosegel elektrophoretisch (4.4.3) aufgetrennt und unter UV-Licht

hinsichtlich Fragmentgrofie und Ausbeute tiberpriift.

4.4.5.2 Einfiihren von Mutationen durch PCR

Die In-vitro-Punktmutagenese rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Anweisungen des
Herstellers. Dazu wurde ausgehend von zwei komplementdren Oligonukleotiden,
welche die gewtinschten Mutationen enthielten, das gesamte Plasmid amplifiziert. Die

Zyklenabfolge war dabei wie folgt:

0,5 min 95 °C Aufschmelzen der DNA
1 min 55°C  Hybridisieren der Oligonukleotide an die Zielsequenz
2 min pro kb 68 °C  Polymerisation

4.4.5.3 PCR zum Nachweis der Virusreplikation

Aus dem Gesamtzellextrakt (4.6.1.1) infizierter Zellen wurden gleiche Mengen an

Zelllysat (entsprechend der Proteinkonzentration) entnommen, mit Tween-20
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(Endkonzentration 0,5 %) und Proteinase K (Endkonzentration 100 pg/ml) versetzt
und mit HoOuvig. auf 24,5 pl aufgetiillt. Der Reaktionsansatz wurde nun eine Stunde im
Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort) bei 55°C inkubiert. Nach 10 min
Inaktivierung der Proteinase K bei 100 °C wurde eine Standard-PCR (Denaturierung:
30 s bei 95 °C, Hybridisierung: 1 min bei 55 °C und Polymerisation: 2 min bei 72 °C)
mit 20 Zyklen durchgefiihrt. Als Primer dienten die zwei Oligonukleotide E1B bp2043
fwd (#64) und E1B 361-389 rev (#110), die ein 389 bp langes Fragment aus dem Ad5
E1B-55K-Gen amplifizieren. Die PCR-Produkte wurden in einem 1 %igen Agarosegel
analysiert (4.4.3) und mit Hilfe der Software Quantity One des ChemiDoc (BioRad)

densitometrisch ausgewertet.

4.4.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.4.6.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England Biolabs und Roche
bezogen und zusammen mit den dazu gehorigen 10 x Puffern gemaff den Angaben
des Herstellers eingesetzt. Um Pufferunvertrdglichkeiten bei Spaltungen mit
mehreren Enzymen zu umgehen, wurde die DNA gegebenenfalls nach jedem
einzelnen Verdau mit /10 Vol. 3 m NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gefillt und erneut
in HoOrig aufgenommen. Fiir analytische Spaltungen wurden in der Regel 0,5-1 pg
DNA sowie je 3-10U Restriktionsenzym eingesetzt und, falls nicht anders
angegeben, 1h bei 37 °C inkubiert. Prdparative Restriktionsspaltungen enthielten
5-20 pg DNA und je 50 U Enzym, bei einer Inkubation bei 37 °C fiir mindestens 2 h.
Bei der Klonierung adenoviraler Bacmid-DNA wurde je 1pg DNA mit 25U
Restriktionsenzym gespalten (Swal bei 30 °C fiir 20 h; BstZ171 bei 37 °C fiir 4 h). Zu
spaltende PCR-Produkte wurden nach der PCR-Reaktion zunédchst {iber
NaOAc/Isopropanolfidllung von nicht-inkorporierten Oligonukleotiden und dNTPs
gereinigt und konzentriert, bevor sie tber Restriktionsenzymspaltung fiir die
Klonierung vorbereitet werden konnten. Nach der Spaltung wurden die Fragmente

elektrophoretisch aufgetrennt (4.4.3) und gegebenenfalls aus dem Gel gereinigt (4.4.4).
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4.4.6.2 Ligation und Transformation

Mit Restriktionsenzymen linearisierte Vektor-DNA wurde direkt im Anschluss an
deren Spaltung mit 5 U thermosensitiver alkalischer Phosphatase (tsAP, thermosensive
alkaline phosphatase, Roche) fiir 30 min bei 37 °C und anschlieffend fiir 45 min bei 65 °C
dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern. DNA-Fragmente
wurden vor der Ligation jeweils wie unter 4.4.4 beschrieben aufgereinigt und deren
Konzentration abgeschitzt. Ein Standard-Ligationsansatz enthielt 20 - 100 ng Vektor-
DNA sowie die drei- bis fiinffache molare Menge an zu klonierender Fremd-DNA in
einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 2 pl 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-
Ligase (Roche). Fiir die kovalente Verkniipfung der Phosphodiesterbriicken wurde
der Ansatz tiber Nacht bei 13 °C inkubiert und anschliefend zur Transformation in

E. coli (4.1.2) eingesetzt.

4.4.6.3 Identifizierung rekombinanter Klone

Ausgehend von den transformierten E. coli, die auf LB-Agarplatten mit geeigneten
Antibiotika wuchsen, wurden Einzelkolonien mit einem sterilen Zahnstocher in LB-
Fliissigmedium mit geeigneten Antibiotika tiberimpft und tiber Nacht bei 37 °C mit
220 UpM inkubiert. Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse (4.4.1) prapariert und
in 50 pl H2Opia aufgenommen. Je 5 pl davon wurden durch Spaltung mit geeigneten
Restriktionsenzymen (4.4.6.1) und anschliefender Agarose-Gelelektrophorese (4.4.3)
analysiert. Die so identifizierten rekombinanten Klone wurden durch DNA-

Sequenzierung (4.4.6.4) uberpriift und als Glyzerinkultur (4.1.1) aufbewahrt.

4.4.6.4 DNA-Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung wurden 500ng Plasmid-DNA wund 6 pmol eines
entsprechenden Oligonukleotids mit HoOpig auf ein Endvolumen von 8 ul aufgefiillt.
Die DNA-Sequenzierungen dieser Arbeit wurden von der Firma GeneArt

durchgefiihrt.
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4.5 RNA-Techniken

4.5.1 Vermeidung RNase-induzierten RNA-Abbaus

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabile und aktive Enzyme, die selbst in geringen
Konzentrationen und in kiirzester Zeit RNA abbauen kénnen. Um den Abbau der
RNA zu vermeiden, wurden beim Arbeiten mit RNA spezielle Vorkehrungen
getroffen. Gegenstande aus Glas und Metall wurden in einem Ofen fiir 12 h bei 160 °C
gebacken, ein Vorgang der RNasen irreversibel denaturiert. Alle Chemikalien wurden
in H>Opig gelost und mit DEPC auf eine Endkonzentration von 0,1 % (v/v) zugegeben,
soweit das DEPC nicht mit den entsprechenden Reagenzien interferiert. Die DEPC-
haltigen Losungen wurden tiber Nacht bei RT inkubiert und am nédchsten Tag
autoklaviert. Dabei reagiert das DEPC mit den Aminogruppen der RNasen und
inaktiviert diese irreversibel. Durch das Erhitzen wahrend des Autoklavierens zersetzt

sich tiberschiissiges DEPC und stort nicht mehr in nachfolgenden Prozessen.

4.5.2 Praparation von RNA aus Sdugerzellen

Fiir die Isolierung von zytolpasmatischer und nukledrer RNA mussten die Sduger-
zellen zunéchst fraktioniert werden. Dazu eignen sich nur frisch geerntete Zellen, da
sich durch das Einfrieren Eiskristalle bilden, die die zellulire Membran und die Kern-
membran schddigen, und somit eine Durchmischung der Kompartimente stattfindet.

Das Zellpellet aus der Zellernte (4.2.5) wurde in 175 ul auf 4 °C vorgekiihltem RLN-
Puffer resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs (Eppendorf) tiberfiihrt und 5 min
auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde die Probe bei 4 °C fur 2min bei 950 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefdfs (Eppendorf) tiberfiihrt. Diese Fraktion wurde als Zytoplasma-Fraktion
bezeichnet. Das Pellet stellte die Zellkern-Fraktion dar. Die weitere Aufreinigung
erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Mini-Systems (Qiagen) nach Anweisung des Herstel-
lers. Die gereinigte RNA wurde anschliefend im Fotospektrometer vermessen (4.5.3)

und die Integritdt der RNA auf einem Agarosegel tiberpriift (4.5.5).
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RLN-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 140 mM
MgCl, 1,5 mM
Nonidet P-40 0,5 % (v/v)
¢ in H>Opgpc
e Lagerung bei 4 °C

4.5.3 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration von RNA wurde fotometrisch (Lambda 25, PerkinElmer) in einer
Quarzkiivette (1cm Schichtdicke, Hellma) bei einer Wellenldinge von 260 nm
bestimmt. Dabei entspricht eine Absorption von 1,0 bei 260 nm einer Konzentration

von 40 pg/ml.

454 Herstellung Digoxigenin-gekopplter cRNA-Sonden

Das gewtinschte PCR-Fragment (Fiber und L[4-100K) wurde jeweils mit Hilfe des
TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in einen pCR®II-
TOPO®-Vektor (Invitrogen) kloniert. Damit wurden anschliefend chemisch
kompetente TOP10 E. coli (Invitrogen) ebenfalls nach Anweisung des Herstellers
transformiert. Nach der Isolierung der Plasmide (4.4.1) konnte die DNA mit Hilfe des
DIG RNA Labeling Kits (Roche) zur Herstellung Digoxigenin-markierter Sonden
eingesetzt werden. Je nach Klonierung des DNA-Fragments wird sense- bzw. antisense-
cRNA transkribiert. Vor der Transkription wurde der Vektor linearisiert, damit ,, run
off-Transkripte entstehen. ,round circle”-Transkripte, die entstehen, wenn der Vektor
nicht linearisiert vorliegt, enthalten neben der Sequenz des DNA-Fragments auch die
Vektorsequenz. Die Linearisierung wurde mit einem Enzym, das einen 5'-Uberhang
erzeugt und dem gewiinschtem Promotor gegentiberliegt, durchgefiihrt. Zur
Herstellung der antisense-cRNA wurde die T7-Polymerase nach Angaben des
Herstellers bei der In-vitro-Transkription verwendet. Die Digoxigenin-markierte RNA

konnte bei -20 °C gelagert werden.
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4.5.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung von RNA-Proben (1 - 2 ug) wurde in 1 %igen
Formaldehyd-Agarose (FA)-Gelen nach Fourney (Fourney et al., 1989) erreicht. Die
Agarose (Seakem® LE agarose, FMC Bioproducts) wurde in 1 x MOPS-Puffer im
Mikrowellenherd (Moulinex) aufgekocht und nach Abkiihlung auf 60°C mit
Formaldehyd zu einer Endkonzentration 2 % und gegebenenfalls mit 50 ng/ml
Ethidiumbromid versetzt. Die Formaldehyd-Agaroselosung wurde anschliefSend
unter einem Abzug in eine vorbereitete Flachbettgelapparatur gegossen. Vor
Gebrauch wurde das Gel fiir mindestens 30 min in 1 x MOPS-Puffer &quilibriert. Die
RNA-Proben wurden mit /5 Vol. RNA-Auftragspuffer versetzt, 5 min bei 65 °C
denaturiert, auf Eis gekiihlt und auf das FA-Gel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte im elektrischen Feld mit 3 - 5 V pro cm Elektrodenabstand. Im Anschluss an
die FA-Gelelektrophorese konnte die aufgetrennte RNA entweder mit Hilfe des
ChemiDoc (BioRad) bei einer Wellenldnge von 312 nm visualisiert und dokumentiert

werden oder tiber Northern Blot-Analysen (4.5.6) detektiert werden.

10 x MOPS-Puffer MOPS 200 mM
NaOAc 50 mM
EDTA 10 mM
e in H>Opepc
e pH 7,0 mit NaOH

1 x MOPS-Puffer ” 10 x MOPS-Puffer 100 ml
H>Opgprc 900 ml

5 x RNA-Auftragspuffer Bromphenolblau 16 pl
(gesdttigte Losung)
EDTA, 500 mM, pH 8,0 80 ul
Formamid 3084 ul
Formaldehyd, 37 % 720 ul
Glyzerin, 100 % 2ml
10 x MOPS-Puffer 4 ml
H>Opgprc 2ml
e Lagerung bei -20 °C (3 Monate stabil)
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4.5.6 Northern Blot

Transfer der RN A auf eine Nylonmembran

Das Ubertragen der RNA aus dem FA-Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Roche) mittels Kapillarkrédften erfolgte nach dem Northern Blot-Verfahren. Dazu
wurde das FA-Gel zundchst 3 x 15 min in H2Opepc gewaschen, um das Formaldehyd
zu entfernen. Anschlieffend wurde das Agarosegel 45 min in 20 x SSC dquilibriert. Der
Transfer wurde mit Hilfe eines TURBOBLOTTER™ (Schleicher & Schuell) nach
Anleitung des Herstellers in 20 x SSC-Puffer fiir 6 h durchgefiihrt. Nach dem Transfer
wurde die Membran fiir 5 min mit 2 x SSC gewaschen und zur Immobilisierung der
RNA auf der Membran mit UV-Licht bestrahlt (045 J/cm? UV-Stratalinker,
Stratagene). Zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran mit 0,03 %
Methylenblau in 0,3 M Natriumacetat gefarbt und die RNA-Markerbanden, sowie die
ribosomale 185- und 28S5-RNA mit einem weichen Bleistift markiert. AnschliefSend

wurde die Membran mit HoOpgpc entfarbt.

Hybridisierung Membran-gebundener RNA

Als Hybridisierung bezeichnet man die Assoziierung zweier einzelstrangiger
Nukleinsduremolekiile unter Ausbildung partieller oder vollstindiger Doppelstrange.
Zur Vorhybridisierung wurde die entfarbte Membran in eine Hybridisierungsflasche
(Biometra) tiberfiihrt. Je nach Grofie der Membran wurde eine geeignete Menge DIG
Easy Hyb (Roche) zugegeben und fiir 30 min bei 68 °C in einem Rollinkubator
(Binder) vorhybridisiert, um alle unspezifischen Bindestellen abzudecken.

Fiir die Hybridisierung wurde die Digoxigenin-markierte cRNA-Sonde (100 ng/ml)
mit 50 pul HoOpgpc versetzt, 5 min bei 95 °C denaturiert und anschliefsend sofort auf Eis
abgekiihlt. Die Sonde konnte nun in einem geeigneten Volumen Hybridisierungs-
puffer (DIG Easy Hyb; Roche) zu der Membran gegeben und tiber Nacht bei 68 °C in
einem Rollinkubator (Binder) inkubiert werden. Am ndchsten Tag wurde die
Membran 2x10min bei RT mit dem hoch-stringenten Waschpuffer1 und
anschlieffend mit dem niedrig-stringenten Waschpuffer 2 bei 68 °C 3 x 15 min

gewaschen.
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Detektion iiber Enzym-Substrat vermittelte Farbreaktion

Der Nachweis hybridisierter, Digoxigenin-markierter cRNA-Sonden erfolgte mit Hilfe
Alkalischer Phosphatase-konjugierter anti-Digoxigenin-Antikorper (Roche). Die
Membran wurde dazu fiir 5 min in Maleinsdurepuffer mit 0,3 % Tween 20 dquilibriert
und anschlieffend bei RT ftir 30 min in 1 % Blocking-Losung (Roche) in Maleinsdure-
puffer inkubiert. Die Bindung des anti-Digoxigenin-Antikérpers (1:10000 in Blocking-
Losung) erfolgte fiir 30 min bei RT. Nach 2 x 15 min Waschen in Maleinsdurepuffer
mit 0,3 % Tween 20, wurde die Membran 5 min in Detektionspuffer dquilibriert, bevor
sie fuir weitere 5 min in dem lumineszierenden Phosphatase-Substrat CSPD (1:100 in
Detektionspuffer; Roche) inkubiert wurde. Nach Abtropfen der {iberschiissigen
Fliissigkeit wurde die Membran in eine Hybridisierungstasche (Roche) eingeschweifst,
zur Verstirkung der Lumineszenz fiir 10 min bei 37 °C inkubiert und anschlieffend in
einer Autoradiograhiekasette mit einem Rontgenfilm (CL-XPosure™ Film; Pierce)
bedeckt. Nach geeigneten Expositionszeiten wurde der Film mit Hilfe von
Entwicklungs- (GBX Developer, Kodak) und Fixierlosung (GBX Fixer, Kodak) nach

Angaben des Herstellers entwickelt.

20 x SSC NaCl 3M
Natriumcitrat 0,3 M
e pH 7,2 mit NaOH

e mit DEPC behandeln, autoklavieren

Waschpuffer 1 20 x SSC 50 ml

(hoch-stringent) 10 % SDS 5ml
H>Operc ad 500 ml

Waschpuffer 2 20 x SSC 2,5ml

(niedrig-stringent) 10 % SDS 5ml
H>Operc ad 500 ml

Maleinsdurepuffer NACI 150 mM
Maleinsédure 100 mM
e pH 7,5 mit NaOH

e mit DEPC behandeln, autoklavieren
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Detektionspuffer Tris/HCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
¢ in H>Opgpc

4.6 Protein-Techniken

4.6.1 Zellaufschluss

4.6.1.1 Gewinnung von Gesamtzellextrakt

Die bei -20 °C gelagerten Zellen wurden zundchst auf Eis aufgetaut, frisch geerntete
Zellen wurden direkt mit einer geeigneten Menge gekiihltem RIPA-Puffer resuspen-
diert und 30 - 60 min auf Eis gestellt. Um einen vollstandigen Zellaufschluss zu
gewdhrleisten, wurden die Zelllysate mit Ultraschall (30 - 45s, output 0,45 - 0,6
Impulse/s; Branson Sonifier 450) behandelt, wobei die Reaktionsgefdfie (Greiner) stets
auf Fis gelagert wurden. Die Zelllysate wurden anschliefend in 1,5 ml Reaktions-
gefdfle (Eppendorf) tiberfiihrt und zentrifugiert (11000 UpM, 3 min, 4 °C; Eppendorf
Zentrifuge 5417R), um groflere Zellfragmente abzutrennen. Der Uberstand wurde in

ein neues 1,5 ml Reaktionsgefafs (Eppendorf) transferiert und fiir weitere Experimente

verwendet.

RIPA-Lysepuffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Nonidet P-40 1% (v/v)
SDS 0,1 % (w/v)
Natriumdesoxycholat 0,5 % (w/v)

4.6.1.2 Fraktionierter Zellaufschluss

Dies ist eine modifizierte Version des von Leppard und Shenk beschriebenen
Protokolls zum fraktionierten Zellaufschluss (Leppard und Shenk, 1989). Fur die
Fraktionierung eignen sich nur frisch geerntete Zellen, da durch das Einfrieren die

zelluliren Membranen geschddigt werden und somit keine klare Trennung der
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Kompartimente mehr moglich ist.

Alle Arbeits- und Inkubationsschritte wurden auf Eis, die Zentrifugationen bei 4 °C
durchgefiihrt.

Die Zellen wurden mit Hilfe eines Plastikspatels (Sarstedt) vom Boden der Zellkultur-
flasche (Falcon) abgeschabt, in ein 50 ml Reaktionsgefafs (Falcon) tiberfiihrt und 5 min
bei 1500 UpM (Multifuge 3 S-R, Heraeus) zentrifugiert. Anschliefend wurden die
Zellen mit 5 ml sterilem PBS gewaschen und bei gleichen Bedingungen wie vorher
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 pl isotonischem Puffer (IB) und 33,33 pl
10 %iger Nonidet P-40-Losung (NP-40) resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgeféf3
(Eppendorf) tiberfiihrt, gevortext und 5 min inkubiert. Anschliefend wurde die Probe
4 min bei 1000 UpM zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5417R). Der Uberstand
wurde abgenommen, in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefafs (Eppendorf) tiberfiihrt und
als Zytoplasma-Fraktion bezeichnet. Das Pellet wurde anschliefSend mit 500 pl IB
gewaschen, erneut zentrifugiert (3 min, 1000 UpM; Eppendorf Zentrifuge 5417R) und
der Uberstand zur Zytoplasma-Fraktion gegeben. Daraufhin wurde das Pellet in
500 pl 1B, 16,7 pl NP-40 (10 %) und 8,3 ul 10 % SDC (Natriumdesoxycholat, sodium
desoxycholate) aufgenommen und erneut zentrifugiert (4 min, 1000 UpM; Eppendorf
Zentrifuge 5417R). Der abgenommene Uberstand wurde als Kernmembran-Fraktion
bezeichnet. Das Pellet wurde mit 333 ul RS-Puffer (RSB) gewaschen, wie vorher
zentrifugiert und der Uberstand zur Kernmembran-Fraktion gegeben. Nun folgte die
Degradation der DNA; dazu wurde das Pellet in 300 ul RSB und 5 pl Desoxyribo-
nuklease I (DNase I, 10 mg/ml; Roche) resuspendiert und 30 min inkubiert. Der
Uberstand, den man nach Zentrifugation (4 min, 1200 UpM, Eppendorf Zentrifuge
5417R) erhdlt, wurde als 1osliche Kernfraktion bezeichnet. Anschlieffend erfolgte
durch Zugabe von 300 pl RSB und 37,5 ul 5M NaCl ein Herauslosen des Chromatis
aus dem Pellet. Nach einer Inkubation von 5 min und einem weiteren Zentrifugations-
schritt (6 min, 2000 UpM, Eppendorf Zentrifuge 5417R) konnte die Chromatin-
Fraktion abgezogen werden. Das verbleibende Sediment wurde in 333 pl F5-Puffer
(F5B) resuspendiert und als nukledre Matrix-Fraktion bezeichnet. Die gewonnenen

Proteinfraktionen wurden bei -20 °C gelagert.
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IB Tris/HCl, pH 7,5 10 mM
(isotonischer Puffer) NaCl 150 mM
Protease Inhibitor Mix 1 Tablette pro 50 ml

Complete EDTA-free ; Roche

RSB Tris/HCl, pH 7,5 10 mM
NaCl 10 mM
| MgCl 3 mM
F5B EDTA 10 mM
SDS 0,2 %
IB ad 15 ml

4.6.2 Quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration 16slicher Proteine einer Probe wurde mit Hilfe des Protein-Assays
(BioRad) bestimmt. Dieses Testverfahren, das auf der Proteinquantifizierung nach
Bradford beruht (Bradford, 1976), misst die auftretende Absorptionszunahme bei
595 nm, nachdem die vorhandenen Proteine an das chromogene Substrat dieses
Testsystems gebunden haben. Die Proteinkonzentration in der Probe ldsst sich durch
Vergleich der gemessenen ODsgs mit den Werten einer Eichkurve ermitteln.

Unterschiedliche Verdiinnungen der zu bestimmenden Proteinprobe bzw. 1 bis 20 ug
des Eichproteins BSA (Rinderserumalbumin, Sigma) wurden in Polystyrol-Kiivetten
(Sarstedt) mit H2Owig jeweils auf ein Gesamtvolumen von 800 pl aufgefiillt und nach
Zugabe von 200 pl Farbereagenz 5 - 30 min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde die
Absorption bei 595 nm fotometrisch gegen den Nullwert (800 pl H2Opig + 200 pl

Farbereagenz) bestimmt.

4.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in Gegenwart eines
hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufge-
trennt. Dabei lagert sich das negativ geladene SDS in konstanten Gewichtsverhaltnis-

sen an die Proteine an und kompensiert deren positive Ladung so, dass die Wande-

54



METHODEN

rungsgeschwindigkeit der Proteine zur Anode allein durch deren Grofie bestimmt
wird. Die Qualitdt der Proteinauftrennung wird in diesem durch Laemmli etablierten
Verfahren durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems gesteigert,
wobei die Proteine zundchst in einem niedrigprozentigen Sammelgel konzentriert

werden und von dort gemeinsam in das Trenngel einwandern (Laemmli, 1970).

Durchfithrung:

Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das Giefsen der Gele erfolgte
entsprechend den Angaben der Hersteller. Die genaue Zusammensetzung der
benotigten Gellosungen ist unten aufgefiihrt (Harlow und Lane, 1988).

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proteinproben mit dem gleichen Volumen
eines zweifach konzentrierten SDS-Probenpuffers (Sambrook et al., 1989) versetzt und
5 min im Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort) bei 95 °C denaturiert. Bei der
Analyse von E1B-55K und E4orf6 wurden die mit SDS-Probenpuffer versetzten
Proteinlysate fiir 12 min bei 55 °C im Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort)
erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 20 mA pro Gel in TGS-Puffer bis die
Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreichte. Im Anschluss an die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnten die aufgetrennten Proteine tiber Western

Blot-Analyse (4.6.4) detektiert werden.

30 % Acrylamid- Acrylamid 29 % (w/V)
Stammlosung N, N'Methylenbisacrylamid 1% (w/v)
Sammelgel (5 %) Acrylamid-Stammlosung 17 % (v/v)
Tris/HCI, pH 6,8 120 mM
SDS 0,1 % (w/v)
APS 01 % (w/v)
TEMED 01 % (v/v)
Trenngel (8 %) Acrylamid-Stammlosung 27 % (v/v)
Tris/HCI, pH 8,8 250 mM
SDS 0,1 % (w/v)
APS 01 % (w/v)
TEMED % (V/V)
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Trenngel (12 %) Acrylamid-Stammldsung 40 % (v/v)
Tris/HCI, pH 8,8 250 mM
SDS 0,1 % (w/v)
APS 0,1 % (w/v)
TEMED 0,04 % (v/v)
Trenngel (15 %) Acrylamid-Stammlosung 50 % (v/v)
Tris/HCI, pH 8,8 250 mM
SDS 0,1 % (w/v)
APS 0,1 % (w/v)
TEMED % (V/V)
TGS-Puffer Tris 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,1 % (w/v)
SDS- Tris/HCI, pH 6,8 100 mM
Probenpuffer SDS 4 % (w/v)
DTT 200 mM
Bromphenolblau 0,2 % (w/v)
Glyzerin 20 %

4.6.4 Western Blot

Proteintransfer auf Nitrozellulose

Voraussetzung fiir den immunologischen Nachweis der gelelektrophoretisch aufge-
trennten Proteine ist die Immobilisierung der Polypeptide auf Nitrozellulose-Mem-
branen (Protran, Schleicher & Schuell) nach dem Western Blot-Verfahren. Der Transfer
erfolgte mit Hilfe einer Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) nach Anlei-
tung des Herstellers in Towbin-Puffer bei einer Stromstdarke von 400 mA fir 30 min
(Edorf3) bzw. 90 min. Zum Uberpriifen des Transfers konnten die Proteine auf der
Membran mit Ponceau S (Sigma) reversibel angefarbt werden. Zum Entfarben wurde

die Membran mit Wasser gewaschen.

Bindung des spezifischen Antikorpers

Vor der Inkubation der Nitrozellulose mit einem spezifischen Antikdrper wurden die

freien Bindungsstellen der Membran durch Inkubation in PBS-Tween mit 5 % Mager-
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milchpulver (Gluicksklee) fir mindestens 1h bei RT oder tiber Nacht bei 4 °C
abgesittigt. Anschliefend wurde die Membran in einer Losung des spezifischen
Primédrantikorpers (verschiedene Verdiinnungen in PBS-Tween) fiir 1h bei RT
inkubiert. Nach der Bindung des primédren Antikérpers wurde die Membran dreimal
5 min in PBS-Tween gewaschen und danach fiir 1 h in einer 1:5000 Verdiinnung eines
HRP-gekoppelten Sekunddrantikorpers geschiittelt. Nach drei weiteren Wasch-
schritten mit PBS-Tween fiir je 5 min folgte die Inkubation des Nitrozellulosefilters

mit dem chemolumineszenten Substrat fiir die HRP-vermittelte Farbreaktion.

Detektion iiber Enzym-Substrat vermittelte Farbreaktion

Fiir den spezifischen Proteinnachweis wurde das SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) verwendet. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip
der verstarkten Chemilumineszenz unter Beteiligung des Enzyms HRP und stellt ein
nicht radioaktives Nachweisverfahren von hoher Sensitivitit dar.

In dem hier verwendeten System wird das zyklische Diacylhydrazid Luminol durch
die an den anti-Immunglobulin-Antikdrper gekoppelte Peroxidase unter alkalischen
Bedingungen oxidiert, was zu einer Lichtemission mit einem Maximum bei 428 nm
fithrt. Chemische Verstirker wie z.B. Phenol erhohen die Lichtintensitit um den
Faktor 1000 und verldngern den Zeitraum der Emission, so dass eine maximale
Intensitdt 5 - 20 min nach Einsetzen der Reaktion und eine anschliefende Abnahme
der Strahlung mit einer Halbwertszeit von 1 h zu beobachten sind.

Hierfiir wurden nach AbgiefSen des letzten Waschpuffers die beiden Detektions-
16sungen 1:1 gemischt und in einer Menge von etwa 0,125 ml/cm? auf den Nitrozellu-
losefilter gegeben. Nach 5 min Inkubationszeit wurde der Filter kurz abgetropft und
in Folie eingeschlagen. Die autoradiographische Detektion des Signals fand wéhrend
Expositionszeiten zwischen 20 s und 20 min mit einem Rontgenfilm (CL-XPosure™
Film; Pierce) statt. Der Film wurde anschlieSend mit Hilfe von Entwicklungs- (GBX
Developer, Kodak) und Fixierlosung (GBX Fixer, Kodak) nach Angaben des Herstellers

entwickelt.

PBS-Tween Tween-20 01 % (v/v)

e in PBS 200 mM
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Towbin-Puffer Tris/HCI, pH 8,3 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,05 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)
Ponceau S Ponceau S 0,2% (w/v)
Trichloressigsdure 3% (w/v)
Sulfosalicylsdure 3% (w/v)
4.6.5 Immunprizipitation

Das Prinzip der Immunprézipitation beruht auf der spezifischen Erkennung eines
Zielproteins durch einen an eine Sepharose-Matrix gekoppelten Antikdrper, was eine
Isolierung von Proteinen bzw. Proteinkomplexen ermdglicht. Die Kopplung von Anti-
korpern aus Maus und Kaninchen erfolgte an Protein A-Sepharose (Sigma), die von
Ratten-Antikérpern an Protein G-Sepharose (Sigma). Sowohl Protein A als auch G
binden spezifisch an den Fc-Teil von Antikérpern, was eine indirekte Kopplung der
Antikorper an die Sepharose-Matrix zur Folge hat. Der an die Sepharose-Matrix
gebundene Protein-Antikdrper-Komplex kann im Anschluss daran aufgrund des
hohen Molekulargewichts der Sepharose durch Zentrifugation sedimentiert werden.
Gebundene Proteine konnen daraufhin durch Erhitzen des Prazipitats fiir 3 - 5 min
auf 95 °C in einem geeigneten Probenpuffer wieder in Losung gebracht werden und
anschlieffend im Western Blot (4.6.4) detektiert werden. Durch Koimmunprazipitation
ist es moglich, spezifische Bindungen von Proteinen an das vom Antikorper erkannte
Protein nachzuweisen. Dabei ist die Stringenz des eingesetzten Lysepuffers von

mafigeblicher Bedeutung.

Durchfithrung

Fiir 10 Ansdtze wurden 30 mg lyophilisierte Protein A- oder G-Sepharose in 1 ml
Lysepuffer (NP-40 oder RIPA-light) 1h bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler (GFL,
Gesellschaft fiir Labortechnik) dquilibriert. Die Suspension wurde daraufhin bei 4 °C
5 min bei 6000 UpM abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf), das

Sediment in 1 ml gekiihltem Lysepuffer gewaschen und entweder in 1 ml Hybridom-
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tiberstand oder in 1 ml Lysepuffer sowie 10 - 20 pg gereinigtem Antikorper aufge-
nommen. Die Bindung der Antikorper an die Matrix fand widhrend einer zwei-
stiindigen Inkubation bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir
Labortechnik) statt. Die Suspension wurde daraufhin erneut bei 6000 UpM fiir 5 min,
4 °C (Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf) abzentrifugiert, die Sepharose in
1ml gekiihltem Lysepuffer gewaschen, abzentrifugiert (6000 UpM, 5min, 4 °C;
Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf) und mit Lysepuffer wieder auf ein Volu-
men von 1 ml aufgefiillt. Pro Ansatz wurden 100 pl dieser Suspension mit der entspre-
chenden Menge Zelllysat (150 - 7500 ng Gesamtprotein) gemischt (4.6.2) und tber
Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik)
inkubiert. Fiir den Nachweis von SUMO1-modifiziertem E1B wurde das Zelllysat
zusdtzlich mit 10 mM Iodacetamid (Sigma) versetzt. Zur Eliminierung unspezifischer
Bindungen der Proteine aus dem Zelllysat mit der Sepharose-Matrix wurde der zu
untersuchende Zellextrakt vorher mit je 100 ul der dquilibrierten Protein A- bzw. G-
Sepharose fiir 1 h auf einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik)
bei 4 °C inkubiert und nach Zentrifugation (6000 UpM, 5min, 4 °C; Eppendorf
Tischzentrifuge 5417, Eppendorf) eingesetzt. Die nach der Immunprazipitation
erhaltene Suspension wurde abzentrifugiert (6000 UpM, 5 min, 4 °C; Eppendorf Tisch-
zentrifuge 5417, Eppendorf), dreimal mit je 1 ml gekiihltem Lysepuffer gewaschen,
zentrifugiert (6000 UpM, 5min, 4 °C; Biofuge Eppendorf Tischzentrifuge 5417,
Eppendorf) und das Sediment in 20 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen, 3 min bei
95 °C aufgekocht und anschliefiend 5 min bei 13000 UpM abzentrifugiert (Biofuge
Eppendorf Tischzentrifuge 5417, Eppendorf). Die Proben konnten nun im SDS-

Polyacrylamidgel (4.6.3) aufgetrennt und weiter analysiert werden.

NP-40 Tris/HCI, pH 8,0 50 mM

(niedrige Stringenz) NaCl 150 mM
EDTA 5mM
Nonidet P-40 0,15 % (v/v)
Protease Inhibitor Mix 1 Tablette pro 50 ml
Complete EDTA-free ; Roche
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RIPA-light Tris/HCI, pH 8,0 50 mM

(mittlere Stringenz) NaCl 150 mM
EDTA 5mM
Nonidet P-40 1% (v/v)
SDS 0,1 % (w/v)
Triton X-100 01% (v/v)
Protease Inhibitor Mix 1 Tablette pro 50 ml
Complete EDTA-free ; Roche

4.6.6 Immunfluoreszenz

4.6.6.1 Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA)

Subkonfluente, adhdrente Zellen wurden in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen
(6-well Schale; Falcon) auf sterilen Deckgldsern oder in 100 mm-Petrischalen auf
sterilen Objekttragern bei 37 °C inkubiert. Je nach Experiment wurden am folgenden
Tag Adenovirusinfektionen (4.3.4) bzw. Transfektionen (4.2.4) durchgefiihrt und die
Zellen weitere 12 - 72 h inkubiert. Zur Fixierung der Zellen wurde das Medium
abgesaugt und die Deckgldser bzw. die Objekttrdager einmal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden dann mit 2 % Paraformaldehyd (in PBS) fiir 10 min bei RT inkubiert.
Nach Entfernung des PFA erfolgte die Permeabilisierung durch PBS mit 0,5 % Triton
X-100. Nach einer Inkubationsdauer von 15 min bei RT wurden die Zellen schliefilich
mit 4 % PFA (in PBS) fiir 10 min fixiert und anschliefSend dreimal mit PBS gewaschen.
In PBS ist eine Lagerung der Zellen bei 4 °C eine Woche moglich. Die anschliefSende

Immunfarbung erfolgte wie unter 4.6.6.3 beschrieben.

4.6.6.2 Fixierung mit Methanol

Subkonfluente, adhédrente Zellen wurden wie unter 4.2.1 beschrieben kultiviert und
gegebenenfalls transfiziert (4.2.4) oder infiziert (4.3.4). Zur Fixierung der Zellen wurde
das Medium abgesaugt, die Deckgldser bzw. Objekttrager mit PBS gewaschen und fiir
15 min in eiskaltem Methanol bei -20 °C inkubiert. Anschlieflend wurden die fixierten
Zellen bei RT getrocknet und konnten bei -20°C gelagert oder sofort fiir die

Immunfluoreszenz (4.6.6.3) verwendet werden.
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4.6.6.3 Immunologischer Nachweis

Fir die Immunfluoreszenz wurden die Deckgldser auf Parafilm (Pechiney Plastic
Packaging) tiberfiihrt und zur Absittigung unspezifischer Bindestellen 1 h in TBS-BG
inkubiert. Bei Verwendung von Objekttragern wurden mit Hilfe eines Diamant-
kratzers kreisrunde Bereiche in diese geritzt und die umgebenden Fldchen getrocknet,
um ein Verlaufen der Antikdrperlosungen zu verhindern. Die Absittigung unspezifi-
scher Bindestellen erfolgt analog zur Deckglas-Methode. Nach Entfernen des Uber-
standes und einem Waschschritt mit PBS wurden pro Deckglas bzw. pro Farberegion
des Objekttragers 30 ul Primédrantikorper in geeigneter Verdiinnung mit PBS zuge-
geben und 1h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert, um ein
Eintrocknen der Antikorperlosung zu verhindern. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS erfolgte auf die gleiche Weise die Inkubation mit dem sekundiren, fluoreszenz-
markierten Antikorper, der als 1:100 Verdinnung in PBS verwendet wurde. Zur
Anfarbung der DNA-Chromatinkomplexe wurden 0,5 pg/ml DAPI (4',6-Diamidin-2'-
phenylindol Dihydrochlorid) zugesetzt. Nichtgebundener Sekundarantikérper wurde
durch die folgenden drei Waschschritte mit PBS entfernt. Die Deckgldser wurden nun
mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf einen Objekttrager gelegt und mittels
Glow Mounting Medium (EnerGene) eingebettet. Die zellbewachsenen Objekttrager
konnten ebenfalls mit Glow Mounting Medium (EnerGene) {iiberschichtet und mit
einem Deckglas bedeckt werden. Die Versuchsansitze konnten abgedunkelt bei 4 °C
mehrere Tage bis wenige Wochen gelagert werden.

Die weitere Analyse erfolgte mit Hilfe des institutseigenen Immunfluoreszenz-

mikroskops (Leica) mit digitalem Bildverarbeitungssystem.

4.7 Reporterversuche

Zur quantitativen Bestimmung von Promotoraktivititen wurde das Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega) nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Dazu
wurde ein p53-induzierbares Promotor-DNA-Fragment (responive element, RE) in den

Vektor pGL2-Basic vor das Firefly-Luziferase-Gen aus dem Leuchtkéfer Photinus
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pyralis kloniert (pRE-LUC) und zusammen mit einem konstitutiv p53-exprimierenden
Plasmid (pC53SN53) in p53-negative H1299-Zellen transfiziert. Gleichzeitig wurden
Expressionsplasmide verschiedener E1B-Mutanten kotransfiziert und deren Auswir-
kungen auf die Promotoraktivitit von pRE-LUC untersucht. Die Promotoraktivitit
beeinflusst die Synthese der Luziferase, deren Menge lunimometrisch durch die
Oxidation des Substrates Luziferin bestimmt wurde. Als interne Kontrolle wurde
zusétzlich der Vektor pRL-TK transfiziert, der das Renilla-Luziferase-Gen aus Renilla
reniformis unter Kontrolle des konstitutiven Thymidin-Kinase-Promotors enthalt.
Beide Luziferasen sind unter unterschiedlichen Bedingungen aktiv und konnen somit
unabhidngig voneinander angeregt und vermessen werden. Die Messung der Renilla-
Luziferase (pRL-TK) wurde dazu benutzt die verschiedenen Lysate zu normieren und
der Wert der Promotoraktivitdat wurde als Quotient aus Firefly-Luziferase-Aktivitat zu

Renilla-Luziferase-Aktivitit berechnet.

Fiir die Versuche wurden 2x105 H1299-Zellen in Zellkulturschalen mit sechs
Vertiefungen (6-well Schale; Falcon) ausgesdt und am nédchsten Tag mit 0,1 pg pRL-TK,
0,25 ng pRE-LUC, 25 ng pC53SN3 sowie unterschiedlichen Mengen an E1B-Expres-
sionskonstrukten mit der Liposomenmethode transfiziert (4.2.4.2). Nach 48 h Inkuba-
tion bei 37 °C wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 300 pl passive lysis buffer
(Promega) pro Ansatz auf die Zellen gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Durch
Pipettieren wurden die Zellen daraufhin vollstandig abgelst, in ein 1,5 ml Reaktions-
gefdls (Eppendorf) tiberfiihrt und durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff vollstandig
lysiert. Nach dem Auftauen wurden die Zellfragmente bei RT fiir 5min bei
14000 UpM (Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf) abzentrifugiert und der
Uberstand konnte bei Bedarf fiir 2 Wochen bei -20 °C gelagert werden. Alle weiteren
Arbeitsschritte zur Ermittlung der Promotoraktivitdt wurden nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt und die Promotoraktivititen mit einem Luminometer

(Lumat LB 9507, Berthold) bestimmt.
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierungssystem zur Herstellung von Adenoviren, die

Punktmutationen in der E1- bzw. E4-Region tragen

Bisher wurden die Auswirkungen von Punktmutationen in adenoviralen Proteinen
auf die virale Replikation v. a. mit Hilfe von Transfektions-/Infektionsanalysen
untersucht. Dabei wird ein Plasmid, das fiir das punktmutierte Protein kodiert in die
Zielzellen transfiziert und diese nach 24 h mit einem Adenovirus, dem das jeweilige
Protein fehlt, infiziert. Mit dieser Methode kénnen zwar die Auswirkungen der
Mutation abgeschitzt werden, jedoch keine genaueren Aussagen gemacht werden,
da die Stochiometrie der an den Reaktionen beteiligten Proteine nicht den
natiirlichen Bedingungen entspricht. Diese verdnderten Mengenverhiltnisse konnen
den Ablauf der beobachteten Reaktionen beeinflussen und somit zu fehlerhaften
Schlussfolgerungen fiihren.

Der einzige Weg sichere Daten im viralen Kontext zu erhalten ist die Herstellung von
Adenoviren, die definierte AS-Austausche im viralen Protein tragen. Deshalb wurde
von Peter Groitl und Thomas Zeller in unserer Arbeitsgruppe ein System etabliert
(Zeller, 2004), bei dem die schnelle zielgerichtete Veranderung der E1- bzw. der E4-
Region mit dem direkten Klonieren in das 36 kb grofle Ad5-Genom kombiniert

wurde (Abb. 4).

Im ersten Schritt wurde aus dem Ad5-Bacmid ein kleiner Bereich subkloniert, der die
El- bzw. die E4-Region von Ad5 und den bakteriellen Vektoranteil enthielt (E1-Box,
pE1-1235 bzw. E4-Box, pE4-1155). In die Sequenz der El- bzw. der E4-Region
wurden dann die gewiinschten Mutationen mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kits (Stratagene) eingefiihrt. Als nédchstes erfolgte die Ruickklonierung
der modifizierten E1- bzw. E4-Box in das Ad5-Bacmid. Im Anschluss wurde das
Bacmid mit Pacl linearisiert und somit der bakterielle und der virale Anteil getrennt.

Nun konnte die doppelstrangige Virus-DNA im Falle von E1B-Mutanten in die Ad5
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El-transformierte Helferzelllinie 911 bzw. bei

Mutationen in Edorf6 in die

Helferzelllinie H1299S, die stabil E4orf6 exprimiert, transfiziert und die Virusmutan-

ten wie unter 4.3.1 beschrieben geerntet w
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Abb. 4 Klonierungsschema zur Herstellung von Adenoviren, die Punktmutationen in

der E1- bzw. E4-Region tragen

In die El-Region (gelb; pE1-1235) bzw. die E4-Region (blau; pE4-1155) konnten mit Hilfe des
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) Mutationen an definierten AS-Positionen
eingefiihrt werden (rotes X). Anschliefend wurden die mutierten Plasmide tiber Swal/BstZ171 bei E1-
Box-Mutanten bzw. tiber BstBI bei E4-Box-Mutanten in das Ad5 Bacmid (pH5pg4100A) zuriickkloniert.
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Die daraus resultierenden Plasmide wurden nach ihrer Nummer in der Datenbank der Arbeitsgruppe
bezeichnet. Die XX in pH5pm41XX stehen fiir die Zahlen 01 bis 99. Die Plasmide wurden danach mit
Pacl linearisiert und im Falle von E1B-Mutanten in die Helferzelllinie 911, bei Mutationen in der E4-
Region in die Helferzelllinie H1299S transfiziert. Aus den Zellen konnten dann nach mehrmaligen
Reinfektionen grofie Mengen an infektitsen Viruspartikeln isoliert werden.

5.2 Charakterisierung der Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102
und H5pm4103

Ad5 FE1B-55K ist ein multifunktionelles Protein, das eine entscheidende Rolle
wahrend der produktiven Adenovirusinfektion spielt. Der Ausgangspunkt dieser
Arbeiten war die Beobachtung, dass das Ad5 E1B-55K-Protein eine nukleo-
zytoplasmatische Pendelaktivitit besitzt, die {iber zwei eng benachbarte Motive im
aminoterminalen Bereich des viralen Polypeptids reguliert wird. Der Kernexport
wird durch ein Leucin-reiches NES vom HIV Rev-Typ vermittelt (Krétzer et al., 2000),
wahrend die effiziente Akkumulation des 55K-Polypeptids im Kern von der
kovalenten Bindung des Ubiquitin-dhnlichen Proteins SUMO1 abhéngig ist (Endter
et al., 2001). Ausgehend von diesen Beobachtungen sollte zundchst die Rolle der
nukleozytoplasmatischen Pendelaktivitit von E1B-55K fiir die virale Replikation
untersucht werden.

Dazu wurden drei E1B-55K-Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102 und H5pm4103,
die von Peter Groitl und Thomas Zeller aus der Arbeitsgruppe hergestellt wurden,
untersucht (Abb. 4 und 5). H5pm4101 enthdlt drei AS-Austausche im Leucin-reichen
NES (L83A, L87A, L91A), wihrend bei H5pm4102 das Lysin 104 im SUMO1-
Konjugationsmotiv (SKM) gegen Arginin (K104R) ausgetauscht wurde. H5pm4103 ist
eine Doppelmutante, die AS-Austausche im NES (L83A, L87A, L91A) und im SKM
(K104R) des 55K-Proteins tragt. Als weitere Virusmutante wurde dI1520 verwendet,
die aufgrund einer Deletion und Punktmutation im E1B-Gen kein 55K-Protein
produzieren kann (Barker und Berk, 1987). H5pg4100 diente als Ad5 Wildtypvirus.
Alle untersuchten Virusmutanten enthalten eine Deletion in der frithen Region 3

(E3), die jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die virale Replikation in Zellkultur

hat.
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NES SKM
80 VAELYPELRRILTITEDGQGLKGVKRERGAC 110 H5pg4100
N Ry S T A H5pm4101
........................ Revoeoore H5pm4102
SR R N Revevevrs H5pm4103

Abb.5 NES-und SKM-Mutationen im E1B-55K-Protein

Dargestellt ist ein Sequenzausschnitt von Ad5 E1B-55K, der mit der angegebenen AS-Position beginnt.
Markiert sind die AS-Positionen des Leucin-reichen NES (AS-Reste 83 - 93) und des SKM (AS-Rest
104) im Wildtypprotein (H5pg4100) und in den Virusmutanten E1B-NES (H5pm4101), E1B-SKM
(H5pm4102) und E1B-SKM/NES (H5pm4103). Punkte kennzeichnen jeweils gleiche AS.

5.2.1 Mutationen im NES fiihren zu einer erhohten SUMQO1-
Modifikation des E1B-55K-Proteins

Als erstes wurden die Gleichgewichtsmengen der verschiedenen E1B-55K-Proteine
im Verlauf der Infektion untersucht. Dazu wurden die Zelllinie A549 und HeLa wie
unter 4.3.4 beschrieben infiziert, nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet (4.6.1.1)
und mit Hilfe von Western Blot-Analysen untersucht. Da die Ergebnisse beider
Zelllinien nahezu identisch waren, wurden nur die Resultate fiir A549-Zellen

dargestellt (Abb. 6).

Die verschiedenen Virusmutanten (ausgenommen d[1520) zeigen im Vergleich zum
Wildtypvirus H5pg4100 keine signifikanten Unterschiede bei der Expression des
E1B-55K-Proteins (Abb. 6 A). Man kann daraus schliefen, dass weder die
Inaktivierung des NES noch die des SKM einen Einfluss auf die Synthese bzw. auf
die Stabilitdt der E1B-Proteine haben.
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Abb. 6 Gleichgewichtsmengen und SUMO1-Modifikation verschiedener E1B-Mutanten
in infizierten Zellen

(A) A549-Zellen wurde mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den angegebe-
nen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden je 50 pg
Gesamtzellextrakt tiber 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und mittels Western Blot auf
Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis von E1B-55K erfolgte mit dem Maus-Antikorper 2A6.
(B) MCF7-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 50) und 24 hp.i.
geerntet. 100 ug Gesamtzellextrakt wurde tiber 10 %ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit dem E1B-Antikorper 2A6 inkubiert (Spuren 1 - 6). Zur Koimmunprézipitation
wurden 7 mg Zelllysat mit dem E1B-Antikorper 2A6 immunprazipitiert, tiber 10 %ige SDS-Gele
aufgetrennt, anschlieflend mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Antikdrper
gegen SUMOL1 (21C7) inkubiert (Spuren 7 - 12). Die Pfeile markieren das SUMO1-modifizierte E1B-
Protein (E1B-SUMOL1) und die schwere Kette der IgGs (Ign).

Mittels Immunprazipitation, gefolgt von Western Blot-Analysen konnte in Wildtyp-
virus-infizierten Zellen (H5pg4100) die ca. 75 K schwere SUMO1-modifizierte Form
von E1B nachgewiesen werden (Abb. 6, Spur 8). Wahrend die Menge an SUMO1-
modifiziertem E1B-55K im Falle des wt-Proteins sehr gering ist (Abb. 6, Spur 8),
fihren Mutationen im NES zu einer deutlich gesteigerten SUMOylierung des E1B-
55K-Proteins (Abb. 6, Spur 10). Wie erwartet verhindert die Punktmutation an
Position 104 sowohl bei der Einzelmutante H5pm4102 (Abb. 6, Spur 11) als auch bei
der SKM/NES-Doppelmutante H5pm4103 (Abb. 6, Spur 12) die Modifikation mit
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SUMOL.

5.2.2 Mutationen im NES und SKM fiihren zu einer verinderten sub-

zelluliren Lokalisation von E1B-55K in infizierten Zellen

5.2.2.1 Subzellulire Fraktionierung

Im nédchsten Schritt sollte der Einfluss der Mutationen auf die subzelluldre Verteilung
des E1B-55K-Proteins in infizierten Zellen untersucht werden. Frithere Untersuchun-
gen zeigten, dass das E1B-55K-Protein selbststandig zwischen Zellkern und Zyto-
plasma pendeln kann. Dazu notwendig ist das aminoterminale NES des E1B-55K-
Proteins (Kratzer et al., 2000; Dosch et al., 2001) und vermutlich auch die kovalente
Verkniipfung mit SUMOL1 (Endter et al., 2001; Endter, 2002). Die Rolle der nukleo-
zytoplasmatischen Pendelaktivitdt und der dafiir verantwortlichen regulatorischen
Bereiche (NES und SKM) in virusinfizierten Zellen ist bisher noch unklar. Deshalb
wurde die Funktion der beiden Motive in Bezug auf die Lokalisation des E1B-55K-
Proteins untersucht. Zudem zeigten neuere Untersuchungen, dass es auch bei der
Edorf6-defizienten Mutante H54I355 zu einer verstirkten SUMOylierung des E1B-
Proteins kommt. Diese erhohte SUMO1-Modifikation spiegelt sich in einer erhthten
Matrix-Assoziation des E1B-Proteins wider (Lethbridge et al., 2003).

Unter dem Begriff nukledre Matrix ist ein Komplex aus Proteinen zusammengefasst,
die das innere Strukturnetzwerk des Zellkerns ausbilden und mit Funktionen wie
DNA-Replikation, RNA-Synthese und der Hormonbindung assoziiert sind (zur
Ubersicht: Nickerson, 2001). Methodisch ist die nukledre Matrix definiert als
unlosliche Struktur, die nach Abtrennung von Chromatin und 16slichen nukledren

Proteine verbleibt (Berezney und Coffey, 1974).

Zur Untersuchung der Lokalisation von E1B wurde ein Protokoll verwendet (4.6.1.2),
welches die sequenzielle Abtrennung von loslichen Proteinen beinhaltet. Dabei
wurden A549-Zellen mit den Virusmutanten infiziert (moi 20), 24 h p.i. geerntet, und
die zytoplasmatischen Proteine (F1) von den intakten Zellkernen abgetrennt. Im

weiteren Verlauf wurden Proteine, die mit der Kernmembran assoziiert sind (F2),
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anschlieffend losliche nukleoplasmatische Proteine (F3) extrahiert. Durch den Abbau
genomischer DNA wurden die Proteinbestandteile des Chromatins erhalten (F4). Die
verbliebene unlosliche nukledre Matrix wurde schliefilich durch die Resuspension
mit Lysepuffer solubilisiert (F5). Die Proteine der erhaltenen Fraktionen wurden

daraufhin mittels Western Blot analysiert (4.6.3; Abb. 7).
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Abb.7 Nachweis der Lokalisation des E1B-55K-Proteins durch fraktionierten
Zellaufschluss

(A) Subkonfluente A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20),
24 hpi. geerntet und fraktioniert. Von den Fraktionen wurden Aliquots auf 12 %ige SDS-Gele
aufgetragen. Das E1B-55K-Protein konnte durch Western Blot-Analyse mit dem E1B-55K-spezifischen
Maus-Antikorper 2A6 nachgewiesen werden. (B) Die Intensitédt der in 3 Versuchen erhaltenen Banden
wurde mit Hilfe der Image]-Software (Abramoff et al., 2004) bestimmt und graphisch dargestellt. Die
Werte des Wildtypvirus dienten als Referenzwert und wurden auf 100 % normiert. F1:
Zytoplasmafraktion; F2: Kernmembranfraktion; F3: 16sliche Kernfraktion; F4: Chromatinfraktion; F5:
nukledre Matrix-Fraktion.

Die Fraktionierung ergab, dass in allen fiinf Fraktionen das E1B-55K-Protein
nachgewiesen werden konnte. Dabei unterscheidet sich das Verteilungsmuster der
SKM-Mutante H5pm4102 und der Doppelmutante H5pm4103 nur schwach vom
Wildtypvirus H5pg4100. Auffallend ist jedoch die E1B-NES-Virusmutante H5pm4101.
Hier konnten deutlich stdrkere Signale in den Kern-Fraktionen detektiert werden.
Am deutlichsten ist der Anstieg in der 16slichen (F3) und der Chromatinfraktion (F4)

im Vergleich zu den anderen Virusmutanten. Dies deutet darauf hin, dass die Muta-
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tionen im NES zu einer Akkumulation des E1B-Proteins im Kern fithren. Zudem
kann man in der Matrixfraktion F5 eine Bande bei ca. 75 K erkennen. Bei dieser

Bande konnte es sich um die SUMQO1-modifizierte Form des E1B-Proteins handeln.

5.2.2.2 Immunfluoreszenzanalysen

Bisherige Arbeiten ergaben, dass das E1B-55K-Protein in virusinfizierten Zellen ein
komplexes Muster sowohl nukledrer als auch zytoplasmatischer Lokalisation zeigt
(Grand und Gallimore, 1984; Smiley et al., 1990). Im Zytoplasma kommt das E1B-
Protein einerseits in einer diffusen Verteilung vor, andererseits lokalisiert es in einer
oder auch mehreren als perinuclear bodies bezeichneten Strukturen am Rande des
Nukleus. Im Zellkern ist das Polypeptid ebenfalls diffus verteilt, wobei die Bereiche
der Nukleoli ausgeschlossen sind. Dariiber hinaus lokalisiert E1B-55K auch
spezifisch an nukledren Strukturen, die wahrscheinlich die viralen Transkriptions-
und Replikationszentren darstellen (Ornelles und Shenk, 1991). Man nimmt an, dass
die differenzielle subzelluldre Verteilung des E1B-55K-Proteins durch spezifische
Interaktionen mit zelluliren und viralen Faktoren sowie durch Oligomerisation
reguliert wird (Grand und Gallimore, 1984; Grand et al., 1995).

Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass das E1B-55K-Protein in der frithen
Phase der Infektion mit fibrilliren, subnukleidren Strukturen assoziiert ist, die als
promyelozytische Leukdmie (PML) oncogenic domains (PODs), bezeichnet werden
(Doucas et al., 1996; Konig et al., 1999) und wahrscheinlich eine wichtige Rolle im
Replikationszyklus vieler Viren spielen. Fiir die Lokalisation des E1B-Proteins in
diesen Strukturen ist das adenovirale Protein E4orf3 verantwortlich (Konig et al.,
1999; Leppard und Everett, 1999). In der spédten Phase der Infektion verliert das E1B-
55K-Protein seinen Kontakt zu diesen fibrilliren Strukturen und gelangt zu den
viralen Transkriptions- und Replikationszentren. Dabei spielt wahrscheinlich das
E4orf6-Protein, das mit dem E1B-55K-Protein in infizierten Zellen assoziiert ist, eine

Rolle (Sarnow et al., 1984; Ornelles und Shenk, 1991; Rubenwolf et al., 1997).

Zunichst wurde die Lokalisation des E1B-55K-Proteins in infizierten A549-Zellen

20 h p.i. mit Immunfluoreszenzanalysen (4.6.6) bestimmt (Abb. 8).
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Abb.8 Immunfluoreszenzanalysen zur subzelluliren Lokalisation des E1B-55K-Proteins
in infizierten A549-Zellen

Ab549-Zellen wurden auf Deckgldser ausgesit und bei einer Konfluenz von 60 % mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20). Die Zellen wurden 20 h p.i. mit Methanol fixiert und
in situ mit dem fiir das E1B-55K-Protein spezifischen Antikorper 2A6 inkubiert. Die Detektion des
Primdrantikorpers erfolgte mit einem FITC-gekoppelten anti-Maus-Antikorper. Im Bild d wurde der
umrandete Bereich mittels Adobe Photoshop CS 5-fach vergrofsert.

In Zellen, die mit dem Wildtypvirus H5pg4100 infiziert wurden, zeigt das E1B-55K-
Protein wie erwartet ein komplexes Lokalisationsmuster. Bei einem Grofteil der
Zellen (ca. 99 %) ist das E1B-Protein sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
diffus verteilt. Zudem befindet sich das E1B-55K-Protein in vielen kleinen, meist
punktformig angefarbten Strukturen in der Ndhe des Zellkerns (Abb. 8 a). Beica. 1 %
der Wildtypvirus-infizierten Zellen lokalisiert das E1B-Protein an kreisférmigen
nukledren Strukturen, bei denen es sich um die viralen Transkriptions- und Replika-
tionszentren handeln konnte. Im Gegensatz dazu befindet sich das E1B-55K-Protein
der Virusmutante H5pm4101 fast ausschliefslich im Zellkern. Es lokalisiert dort zum
einen in langlichen, fadigen Strukturen (Abb. 8 d; Pfeil), zum anderen in nahezu
runden Einheiten, die selbst wiederum aus punktférmigen Strukturen zusammenge-
setzt sind (Abb. 8 d). Bei letzteren konnte es sich ebenfalls um die viralen Transkrip-
tions- und Replikationszentren handeln. Die unterschiedliche Lokalisation des E1B-

55K-Proteins in H5pm4101- und in Wildtypvirus H5pg4100-infizierten Zellen zeigt,
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dass die Mutation des NES zusammen mit der erh6hten SUMO1-Modifikation des
E1B-Proteins zu einer nukledren Akkumulation von 55K vor allem in den Fraktionen
F3 und F4 fuhrt (Abb. 7 und 8). Das Lokalisationsmuster des E1B-55K-Proteins der
Virusmutanten H5pm4102 und H5pm4103 dhnelt dem des Wildtypvirus. Das E1B-
55K-Protein zeigt eine diffuse zytoplasmatische und nukledre Verteilung. AufSerdem
enthalten die Zellen mehrere stirker gefdarbte Strukturen im Zytoplasma und in der
Néahe des Zellkerns (Abb. 8 e, f). Im Vergleich zur Doppelmutante H5pm4103 ist die
diffuse Lokalisation des E1B-Proteins in der SKM-Mutante H5pm4102 etwas starker
ausgepragt (Abb. 8 e). Es konnten jedoch weder bei der Virusmutante H5pm4102 und
tiberraschenderweise auch nicht bei der Doppelmutante nukledre Strukturen, die
den viralen Transkriptions- und Replikationszentren dhneln, detektiert werden. Da
das E1B-Protein der Doppelmutante auch ohne funktionelles NES aus dem Kern
exportiert wird, jedoch keine nukledren Aggregate mehr bilden kann, legt dies den
Verdacht nahe, dass die Modifikation mit SUMO1 nicht nur wichtig fur die
intranukledre Lokalisation des E1B-55K-Proteins ist, sondern auch eine wichtige
Rolle beim nukledren Export von E1B hat. Die dI1520-infizierten Zellen waren

erwartungsgemafs E1B negativ (Abb. 8 c).

5.2.2.3  Die Inhibition des CRM1-abhingigen Kernexports fiihrt zu einer
Kolokalisation von E1B-55K mit E2A-72K

Um aufzukldren, ob es sich bei den kreisformigen nukledren Strukturen im Wild-
typvirus H5pg4100 (Abb. 8 b) und vor allem in der NES-Virusmutante H5pm4101
(Abb. 8 d) um die viralen Replikations- und Transkriptionszentren handelt, wurden
wiederum Immunfluoreszenzanalysen (4.6.6) mit infizierten A549-Zellen 20 h p.i.
durchgefiihrt. Als Markerprotein wurde das Einzelstrang-DNA-bindende Protein
(DBP) E2A-72K verwendet, das selbst mit den viralen Replikations- und
Transkriptionszentren kolokalisiert (Puvion-Dutilleul et al., 1984; Puvion-Dutilleul

und Puvion, 1990b; Puvion-Dutilleul und Puvion, 1990a; Bosher et al., 1992; Abb. 9).
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Abb.9 Immunfluoreszenzanalysen zur Kolokalisation von E1B-55K und E2A-72K

(A) A549-Zellen wurden auf Objekttrédger ausgesdt und bei einer Konfluenz von 60 % mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20). Die Zellen wurden 20 h p.i. mit PFA fixiert und in situ
mit dem anti-E1B-55K-Antikorper 7C11 aus Ratte und dem anti-DBP-Antikorper B6-8 aus Maus
doppelmarkiert. Die Detektion der Primédrantikérper erfolgte mit einem Texas Red-gekoppelten anti-
Ratte-Antikorper und einem FITC-gekoppelten anti-Maus-Antikorper. Uberlagerungen der Lokalisa-
tionen von DBP (griin; a, d, g, j, m, p) und E1B-55K (rot; b, e, h, k, n, q) sind in ¢, f, i, 1, o und r
dargestellt. Die gestrichelten Linien in den Bildern geben jeweils die Lage und Grofse des Zellkerns an.
(B) 5-fache Vergrofierung der in den Bildern j, k und 1 umrandeten Bereiche mittels Adobe Photoshop
Cs.

In allen untersuchten Virusmutanten war das E2A-72K-Protein diffus im Zellkern
verteilt, wobei der grofste Teil in kreisférmigen subnukledren Strukturen organisiert
war, die die Orte viraler Replikation und Transkription darstellen. Da die Lokalisa-
tion und Expression von DBP in allen Virusmutanten anndhernd gleich war, kann
man auf einen vergleichbaren Verlauf der Infektionen in den verschiedenen Viren
schlieflen. Bei einem Grofsteil der Wildtypvirus-infizierten Zellen (ca. 99 %) konnte
keine Kolokalisation von E1B-55K mit DBP festgestellt werden (Abb. 9 A; a - c). Bei
einigen Zellen (ca.1 %), in denen sich das E1B-55K-Protein in kreisformigen, sub-
nukledren Strukturen befindet, handelt es sich tatsdchlich um die viralen Replika-
tions- und Transkriptionszentren (Abb. 9 A; d - f). Auch in Zellen, die mit der
Virusmutante H5pm4101 infiziert wurden, bestitigte sich die Vermutung, dass es
sich bei den subnukledren Strukturen des E1B-Proteins um die viralen Replikations-
und Transkriptionszentren handelt (Abb. 9 A; j - k). Bei einer stirkeren Vergro-
lerung kann man erkennen, dass das E1B-Protein punktférmig an der Peripherie der
DBP-positiven Strukturen lokalisiert (Abb. 9 B; a - ¢). Im Gegensatz dazu verhindern
die Punktmutationen in den Virusmutanten H5pm4102 (Abb. 9 A; m-o0) und
H5pm4103 (Abb. 9 A; p - r) die Kolokalisation mit DBP.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inaktivierung des NES zusammen mit einer
erhohten SUMO1-Modifikation von E1B-55K zu einer nukledren Akkumulation des
55K-Proteins an der Peripherie der viralen Replikations- und Transkriptionszentren
fithrt. E1B-Proteine, die nicht mehr SUMO1-modifiziert werden konnen, verlieren

diese Lokalisation vollig.
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Eine weitere Erkldrung fiir die verdnderte subzelluldre Verteilung der mutierten
E1B-55K-Proteine konnte der Verlust einer Interaktion mit zelluldren und viralen
Faktoren sein. Dabei spielen vor allem die Proteine E4orf3 und E4orf6 eine wichtige
Rolle, die bekanntermafien mit dem E1B-Protein wechselwirken und zu einer
Umverteilung des E1B-Proteins fithren konnen (Sarnow et al., 1984; Ornelles und
Shenk, 1991; Rubenwolf et al., 1997; Konig et al., 1999; Leppard und Everett, 1999).
Die veranderte Lokalisation der E1B-Mutanten konnte deshalb mit dem Verlust der
Interaktion mit einem der beiden adenoviralen E4-Proteine in Verbindung stehen.
Um dies zu tiberpriifen, wurden kombinierte Koimmunpréazipitations-/Western Blot-
Analysen (4.6.5) mit Gesamtzellextrakt aus infizierten A549-Zellen durchgefiihrt
(Abb. 10).

N $o)
&\QQQ N b:\&bs@
& D& FE
Q&R IRIIRINY
g . asss e <« E1B-55K
S e . W— < 40rf6
— e e S G——— 4 403
Ip: a-E1B

g ameeseame < 4016

e ———— 4 E 4013
1 2 3 4 5 6

Abb. 10 Interaktion von E1B-55K mit E4orf3 und E4orf6

Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und 24 h p.i. geerntet.
Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg fiir E1B,
100 pg fir E4orf3 und Edorf6) tiber 12 %ige (E1B und Edorf6) bzw. 15 %ige (E4orf3) SDS-Gele
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikérpern gegen E1B (7C11), E4orf6 (1807) und
Edorf3 (6A11) inkubiert (Spuren 1 - 6). Zur Koimmunprizipitation wurde das Zelllysat vor dem
Western Blot mit dem E1B-Antikorper 2A6 immunprézipitiert und dann tiber 12 %ige (E4orf6) bzw. 15
%ige (E4orf3) SDS-Gele aufgetrennt. Anschliefiend mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert
und mit Antikorpern gegen E4orf6 (1807) und E4orf3 (6A11) inkubiert.

Die E1B-Proteine aller untersuchten Virusmutanten sind in der Lage, sowohl an

FE4dorf3 als auch an Edorf6 zu binden. Dies zusammen mit den Immunfluoreszenz-
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analysen zeigt, dass die verdnderte Lokalisation der verschiedenen E1B-Proteine der
Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102 und H5pm4103 nicht auf den Verlust der
Wechselwirkung mit E4orf3 und E4orf6 zuriickzuftihren ist. Somit ist die
Inaktivierung des NES bzw. der Verlust der SUMOI1-Modifikation direkt fiir die

verdnderte Lokalisation von E1B der verschiedenen Virusmutanten verantwortlich.

5.2.3 Mutationen im NES und SKM haben keinen Einfluss auf die
virale DNA-Synthese

Im Folgenden wurde {iiberpriift, ob die verschiedenen AS-Austausche in E1B-55K
einen Einfluss auf die Initiation der viralen DNA-Replikation haben. Das Einsetzen
sowie der Verlauf der DNA-Replikation wurden durch ein modifiziertes PCR-
Verfahren aus virusinfizierten Zellen bestimmt. Dazu wurden die Zelllinien A549
und HelLa mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (4.3.4), nach unterschied-
lichen Zeitpunkten geerntet und aufgeschlossen (4.2.5 und 4.6.1.1). Die PCR-Reaktion
wurde wie unter 4.4.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Reaktionsprodukte wurden
durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert und mit Hilfe des Computerprogramms
Quantity One des ChemiDoc-Systems (BioRad) densitometrisch quantifiziert. Da sich
die verschiedenen Viren in beiden Zelllinien sehr dhnlich verhielten, sind nur die

Ergebnisse fiir A549-Zellen dargestellt (Abb. 11).
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Abb. 11 Analyse der viralen DNA-Synthese

A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Die virale DNA-Synthese wurde durch PCR wie unter
4.4.5.3 beschrieben bestimmt. Die aus dem Ad5 E1B-Gen amplifizierten PCR-Produkte, wurden auf
einem Agarosegel analysiert, die Intensitdt der Banden in Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen
mit dem Computerprogramm Quantity One des ChemiDoc (BioRad) bestimmt und graphisch
dargestellt.

Die PCR-Analysen ergaben, dass sich der Zeitpunkt der Initiation der viralen DNA-
Synthese bei den verschiedenen Virusmutanten nicht unterscheidet. Bereits 8 h p.i.
konnte bei allen Virusmutanten die virale DNA nachgewiesen werden. Eine Aussage
tiber die exakte Menge an gebildeter DNA konnte mit diesem semi-quantitativen
PCR-Verfahren nicht getroffen werden. Da jedoch bei allen Viren die relative
Intensitdt der DNA-Banden bei den entsprechenden Zeitpunkten anndhernd gleich
war, kann angenommen werden, dass die Mutationen keinen Einfluss auf die
Effizienz der viralen DNA-Replikation haben. Dieses Ergebnis ist konsistent mit
fritheren Untersuchungen, bei denen ebenfalls kein Unterschied in der Replikation
der viralen DNA zwischen Wildtypvirus und E1B-deletierten Viren festgestellt
werden konnte (Pilder et al., 1986b; Williams et al., 1986; Leppard und Shenk, 1989;
Goodrum und Ornelles, 1997; Goodrum und Ornelles, 1998). Aus diesen Daten kann
geschlossen werden, dass in den getesteten Zelllinien die frithe Phase des
produktiven Replikationszyklus auch ohne ein funktionelles E1B-55K-Protein
erfolgreich abgeschlossen werden kann und lédsst eine Funktion des Proteins vor

allem in der spaten Phase des Infektionszyklus vermuten.

5.2.4 Mutationen im NES und SKM haben keinen Einfluss auf die Pro-

duktion spiter viraler Strukturproteine und Nachkommenviren

Virusmutanten, denen ein funktionelles E1B-55K-Protein fehlt, zeigen schwere
Defekte bei der Produktion spéter viraler Strukturproteine und Nachkommenviren.
Dies hdngt u. a. damit zusammen, dass die spdten viralen mRNAs nicht mehr
effizient vom Kern ins Zytoplasma transportiert werden (Babich et al., 1983; Babiss
und Ginsberg, 1984; Babiss et al., 1985; Pilder et al., 1986a; Pilder et al., 1986b). Zudem

konnen die viralen Transkripte dort nicht mehr bevorzugt an Ribosomen translatiert
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werden (Beltz und Flint, 1979). Da fiir die Pendelaktivitdt des E1B-55K-Proteins
sowohl das SKM als auch das NES notwendig sind, war es von Interesse, ob
Mutationen in diesen Regionen die Synthese spédter viraler Proteine und
Nachkommenviren beeinflussen.

Fiir die Untersuchung der viralen Strukturproteinsynthese wurden die Zelllinien
HeLa und A549 mit den E1B-Virusmutanten infiziert (4.3.4) und nach verschiedenen
Zeitpunkten geerntet (4.2.5 und 4.6.1.1). Zum Nachweis der spédten viralen Struktur-
proteine wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt (4.6.3; Abb. 12).
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Abb. 12 Synthese spiter viraler Strukturproteine

A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden
je 20 pg Gesamtzellextrakt tiber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem Kaninchen-Serum a-late, das fiir verschiedene virale
Kapsidproteine spezifisch ist. Die Expression einiger viraler Strukturproteine ist mit Pfeilen
gekennzeichnet. Die romischen Ziffern beziehen sich auf die Bezeichnung der verschiedenen
Polypeptide (Maizel et al,, 1968). II: Hexonprotein (120 K); III: Pentonbasisprotein (85 K); IV:
Fiberprotein (62 K); VI, VIII und IX: Hexon-assoziierte Proteine (26 K, 13 K und 12 K).
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In A549-Zellen, in denen die Produktion spéter viraler Strukturproteine kaum vom
E1B-55K-Protein abhingig ist, synthetisierten alle Virusmutanten bereits nach 8 h p.i.
nahezu die gleiche Menge an spéaten Strukturproteinen. Finzig die Deletionsmutante
dl1520 zeigte einen schwachen Defekt. Auch in HelLa-Zellen verhielten sich die
Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102 und H5pm4103 dhnlich wie in A549-Zellen
(Daten nicht gezeigt). Die Deletionsmutante d/1520 jedoch wies in HeLa-Zellen einen
starkeren Defekt auf, da die Produktion spiter Strukturproteine in dieser Zelllinie
stark vom Vorhandensein des E1B-Proteins abhéngig ist. Dies korreliert mit fritheren
Untersuchungen in denen gezeigt wurde, dass die virale Replikation in manchen
Zelllinien stark und in anderen kaum vom E1B-55K-Protein abhdngig ist (Imler ef al.,
1996; Goodrum und Ornelles, 1997; Goodrum und Ornelles, 1998; Rothmann et al.,
1998; Harada und Berk, 1999; Turnell et al., 1999).

Auch die Produktion von Nachkommenviren hangt je nach Zelllinie unterschiedlich
stark vom E1B-55K-Protein ab. Die Ausbeute an Nachkommenviren wurde deshalb
in HeLa-Zellen, in denen die Virusreplikation stark und in A549-Zellen, in denen sie
nur schwach vom E1B-55K-Protein abhdngig ist, untersucht. Dazu wurden die Zellen
mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert und wie unter 4.3.5 beschrieben, die

Ausbeute an Nachkommenviren bestimmt (Abb. 13).
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Abb. 13 Produktion von Nachkommenviren

Um die Ausbeute an Nachkommenviren zu bestimmen wurden HeLa- bzw. A549-Zellen mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 10) und 72 h p.i. geerntet. Aus den infizierten Zellen
wurden die Nachkommenviren isoliert und anschlieSend auf 911-Zellen austitriert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus zwei voneinander unabhiangigen Versuchen.

Wie erwartet war die E1B-Deletionsmutante 41520 stark in der Produktion von
Nachkommenviren eingeschrankt, wobei der Defekt in HeLa-Zellen viel starker zum
Tragen kam als in A549-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass in A549-Zellen das
Fehlen des E1B-55K-Proteins zum Teil kompensiert werden kann. In HeLa-Zellen
zeigte nur die SKM-Mutante H5pm4102 einen leichten Defekt. In A549-Zellen war die
Produktion von Nachkommenviren aller Virusmutanten dhnlich zu der des
Wildtypvirus.

Insgesamt zeigen diese Analysen, dass sowohl die Synthese spiter viraler
Strukturproteine als auch die Produktion von Nachkommenviren nicht vom
Vorhandensein eines funktionellen NES bzw. von der Modifikation mit SUMO1
abhidngig sind. Somit haben Mutationen im NES bzw. SKM des E1B-Proteins

vermutlich keinen Einfluss auf den viralen mRNA-Export.

5.2.5 Mutationen im SKM erh6hen die Exporteffizienz von adenoviraler

L5-mRNA

Da die Synthese spéter viraler Proteine und die Produktion von Nachkommenviren
jedoch nur ein indirektes Mafi des viralen mRNA-Exports darstellen, wurden
Northern Blot-Analysen durchgefiithrt, um den Einfluss der NES- und SKM-
Mutationen auf die zytoplasmatische Akkumulation viraler mRNA zu untersuchen.
Dazu wurden A549-Zellen infiziert (4.3.4), nach 48 h geerntet und die RNA aus dem
Zytoplasma und dem Kern isoliert (4.5.2). Die auf einer Nylonmembran fixierte RNA
wurde zundchst mit Methylenblau angefarbt, um die zelluldren 18S und 285 rRNAs
sichtbar zu machen. Diese dienten als interne Ladekontrolle. Anschliefend wurde
die RNA mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden gegen Fiber und L[4-100K
hybridisiert. Die Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen wurden mit Hilfe der

Image]-Software (Abramoff et al., 2004) quantifiziert und sind in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14 Northern Blot-Analyse

(A) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi10) und 48 h p.i.
geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden je 1 pug zytoplasmatische (z) und
nukledre (n) mRNA tiber 1 %ige FA-Gele aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Der
Nachweis der L4-RNA bzw. der Fiber (L5)-RNA erfolgte mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden.
Die 185 rRNA-Bande wurde mit Hilfe von Methylenblaufirbung sichtbar gemacht und diente als
interne Ladekontrolle. (B) Die Intensitdt der erhaltenen Banden der L4- bzw. der L5-RNA 48 h p.i.
wurde mit der Image]-Software (Abramoff et al., 2004) bestimmt, mit Hilfe der 185 rRNA Werte
korrigiert und graphisch dargestellt, wobei der mRNA-Level des Wildtypvirus als Referenzwert auf 1
normiert wurde. (C) Das Verhiltnis der Gleichgewichtsmengen zytoplasmatischer zu nukledrer
mRNA diente als Maf fiir die Exporteffizienz der einzelnen Virusmutanten.
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In Ubereinstimmung mit fritheren Daten (Pilder et al., 1986b; Leppard und Shenk,
1989; Leppard, 1993) zeigten die Northern Blot-Analysen, dass die Gesamtmenge an
Fiber (L5)- und L4-mRNA in der Virusmutante d/1520 (L4 ca. 45% und L5 ca. 25%
vom wt) 48 h p.i. stark verringert war (Abb. 14 A, Spuren 3 und 4; Abb. 14 B). Die
Menge an L4- und L5-mRNA war in den Virusmutanten H5pm4101 (Abb. 14 A,
Spuren 5 und 6; Abb. 14 B), H5pm4102 (Abb. 14 A, Spuren 7 und 8; Abb. 14 B) und
H5pm4103 (Abb. 14 A, Spuren 9 und 10; Abb. 14 B) etwa vergleichbar zum
Wildtypvirus (Abb. 14 A, Spuren 1 und 2; Abb. 14 B). In Abb. 14 C ist das Verhaltnis
der Gleichgewichtsmengen zytoplasmatischer zu nukledrer mRNA dargestellt, das
als Mafs fiir die Exporteffizienz der verschiedenen Virusmutanten dient. Wie
erwartet war die Virusmutante dl1520 stark in der zytoplasmatischen Akkumulation
von L4- (ca. 42 % im Vergleich zum wt) und L5-Transkripten (65 % vom wt)
eingeschriankt. Die E1B-NES-Mutante, H5pm4101 sowie die Doppelmutante
H5pm4103 exportierten spdte virale mRNA dhnlich wie das Wildtypvirus.
Interessanterweise fiihrte die Mutation im SKM (H5pm4102) zu einer im Vergleich
zum Wildtypvirus doppelt so hohen zytoplamatischen Akkumulation von L5-
Transkripten. Die L4-mRNA war davon jedoch nicht betroffen. Konsistent mit
fritheren Daten deutet dies darauf hin, dass der Export von L5-mRNA stdarker von
E1B-55K abhidngig ist als der Export von L4-mRNA (Pilder et al., 1986a; Pilder et al.,
1986b; Leppard und Shenk, 1989; Gonzalez und Flint, 2002).

5.2.6 Mutationen im NES von E1B fiihren zu einem verminderten

Abbau von p53, nicht aber von Mrell in infizierten Zellen

Eine weitere wichtige Funktion des E1B-55K-Proteins ist die Verringerung der
Halbwertszeit des zelluldaren Tumorsuppressors p53 in Kooperation mit E4orf6. In
Wildtypvirus-infizierten Zellen, in denen sowohl das E1B-55K- als auch das E4orf6-
Protein exprimiert werden, nimmt die Menge an p53 deutlich ab, wohingegen in
Abwesenheit eines dieser beiden viralen Proteine der Tumorsuppressor akkumuliert
(Grand et al., 1994; Querido et al., 1997; Ridgway et al., 1997; Steegenga et al., 1998).

Das E1B-55K-Protein bildet zusammen mit E4orf6 und einer Reihe weiterer zellulidrer
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Proteine eine SCF-dhnliche E3-Ubiquitin-Ligase (Cullin-5, Rbx1/RCO1/Hrtl,
Elongin B und C), deren Funktion die Ubiquitinylierung von Proteinen ist (Querido
et al., 2001a; Harada et al., 2002; Blanchette et al., 2004).

Neben p53 konnte auch das zelluldre Mrell-Protein als Interaktionspartner von E1B-
55K identifiziert werden, das ebenfalls Proteasomen-abhéngig abgebaut wird. Nicht
inhibiert wiirde die Aktivitit des MRN (Mrell/Rad50/Nbs1)-Komplexes zur Kon-
katemerisierung der doppelstriangigen viralen DNA-Genome fiihren (Stracker et al.,
2002).

Um zu testen, ob die AS-Austausche der Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102 und
H5pm4103 einen Einfluss auf die Degradation von p53 und Mrell haben, wurden
A549-Zellen infiziert (4.3.4), nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und
aufgeschlossen (4.2.5 und 4.6.1.1). Zum Nachweis des Abbaus von p53 und Mrell
wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt (4.6.3; Abb. 15).
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Abb. 15 Degradation von p53 und Mrell und Bindung von E1B an Mrell in Adenovirus-
infizierten Zellen

(A) Subkonfluente A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und
zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es
wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Mrell, p53 und E4orf6; 50 pg fiir E1B)
iiber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose mittels Western Blot transferiert
und mit den Antikorpern gegen Mrell, p53 (DO-1), E1B (2A6) und E4orf6 (RSA3) inkubiert. (B) A549-
Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und 24 h p.i. geerntet. Zur
Koimmunprézipitation wurden 2 mg Zelllysat mit dem E1B-Antikdrper 2A6 immunprézipitiert und
iiber 10 %ige SDS-Gele aufgetrennt. Anschlieffend wurden die Proteine mittels Western Blot auf
Nitrozellulose transferiert und mit dem Antikdrper gegen Mrell inkubiert.

In A549-Zellen, die mit der Virusmutante dI/1520 infiziert wurden, kommt es wie
erwartet zu einer starken Akkumulation von p53, da das Tumorsuppressorprotein
ohne E1B-55K nicht dem proteolytischen Abbau zugefiihrt werden kann. In
Wildtypvirus-infizierten Zellen hingegen wird das p53-Protein vollstindig abgebaut.
Dasselbe kann man auch bei den Virusmutanten Hb5pm4102 und H5pm4103
beobachten. Im Gegensatz dazu kann in H5pm4101-infizierten A549-Zellen noch
deutlich p53 detektiert werden. Der verminderte Abbau kann nicht auf eine
verringerte E1B-55K- oder E4orf6-Menge zuriickgefiihrt werden. Dies deutet darauf
hin, dass der Abbau von p53 zumindest teilweise vom Vorhandensein eines
funktionellen NES abhidngig sein konnte.

Konsistent zum Abbau von p53, waren Zellen, die mit der E1B-Deletionsmutante
dl1520 infiziert wurden, nicht in der Lage Mrell dem proteasomalen Abbau
zuzufiihren. In Wildtypvirus-infizierten Zellen begann die Degradation von Mrell
ca. 24 hp.i. dhnlich verhielten sich Zellen die mit der Virusmutante H5pm4101
infiziert wurden. Im Gegensatz dazu war der Abbau in den Virusmutanten
H5pm4102 und H5pm4103 etwas verzogert. Diese verzogerte Degradation kann
jedoch nicht auf eine verminderte Bindung der E1B-Mutanten mit dem Mrell-
Protein zurtickgefithrt werden (Abb. 15 B). Zusammen weist dies auf eine
Beteiligung des NES im E1B-55K-Protein beim Abbau von p53, nicht aber von Mrell
hin.

Neueste Untersuchungen zeigen, dass der Abbau von Mrell vermutlich mit dessen
Umlokalisierung in zytoplasmatische Aggresome in Zusammenhang steht (Liu et al.,

2005). Dabei spielt wahrscheinlich das frithe E4orf3-Protein eine wichtige Rolle
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(Araujo et al., 2005). Zudem zeigen die Daten von Liu und Mitarbeitern, dass die
Zugabe von Leptomycin B (LMB), einem Inhibitor des CRM1-vermittelten Exports,
zu einem verringerten Mrell-Abbau fiihrt (Liu et al., 2005). Deshalb sollte getestet
werden, ob die Mutationen im NES und SKM einen Einfluss auf die Lokalisation von

Mrell in zytoplasmatischen Aggresomen haben (Abb. 16).

H5 m41l-31;»

o-Mre11 o-E1B uberlagert o-Mre11 o-E1B uberlagert

Abb. 16 Immunfluoreszenzanalysen zur Kolokalisation von E1B-55K und Mrell

Ab549-Zellen wurden auf Objekttrager ausgesét und bei einer Konfluenz von 60 % mit den verschiede-
nen Virusmutanten infiziert (moi 20). Die Zellen wurden 20 h p.i. mit PFA fixiert und in situ mit dem
anti-E1B-55K-Antikorper 2A6 aus Maus und dem anti-Mrell-Antikorper aus Kaninchen
doppelmarkiert. Die Detektion der Primdrantikorper erfolgte mit einem Texas Red-gekoppelten anti-
Maus-Antikérper und einem FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikorper. Uberlagerungen der
Lokalisationen von Mrell (griin; a, d, g, j, m, p) und E1B-55K (rot; b, e, h, k, n, q) sind inc, £, i, |, o und
r dargestellt. Die gestrichelten Linien in den Bildern geben jeweils die Lage und GrofSe des Zellkerns
an.

Tatsdchlich konnte in fast allen Virusmutanten Kolokalisation von Mrell und E1B in
zytoplasmatischen Aggregaten nachgewiesen werden (Abb. 16 f, i, |, o, r). Da auch in
der Deletionsmutante 41520 Mrell in einer zytoplasmatischen Struktur detektiert
werden konnte, ist die Lokalisation von Mrell in virusinfizierten Zellen vermutlich
unabhdngig von E1B-55K. Dies ist konsistent mit Untersuchungen von Araujo und
Mitarbeitern, die zeigten, dass E4orf3 eine wichtige Rolle bei der Umlokalisation von

Mrell ins Zytoplasma spielt (Araujo et al., 2005). Auffallend ist jedoch, dass in der
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E1B-NES-Mutante Hb5pm4101 die zytoplasmatischen Aggregate mit Mrell fast
vollstandig fehlen (Abb. 16 j - 1). Ein dhnliches Ergebnis erhdlt man, wenn man die
Lokalisation von Mrell in E1A + ElB-transformierten Rattenzellen nach LMB-
Behandlung bzw. in E1A + E1B-NES-transformierten Rattenzellen untersucht (Hartl,
2005). Da die E1B-NES-Mutante wie das Wildtypprotein an Mrell bindet (Abb. 15 B),
lasst dies vermuten, dass durch die Inhibition der CRM1-abhéngigen Exportfunktion
von E1B-55K, Mrell verstdrkt im Kern zuriickgehalten wird. Da jedoch auch die
E1B-NES-Virusmutante Mrell abbauen kann, scheint die zytoplasmatische

Lokalisation von Mrell nicht mit seinem Abbau in Verbindung zu stehen.

Zusammenfassend zeigen die bisher durchgefiihrten Analysen, dass das E1B-Protein
auch in virusinfizierten Zellen zwischen Zellkern und Zytoplasma pendelt. Mutatio-
nen im NES bzw. SKM des E1B-55K-Proteins fithren zwar zu einer verdnderten
Lokalisation der mutierten E1B-Proteine, dennoch weisen die Virusmutanten keinen
deutlichen Defekt in Bezug auf virale DNA-Replikation (Abb. 11), mRNA-Transport
(Abb. 14), spéte virale Strukturproteinsynthese (Abb. 12) und Produktion von Nach-
kommenviren (Abb. 13) auf. Daher konnte es sein, dass ein oder auch mehrere
andere virale Proteine die Mutationen des E1B-55K-Proteins kompensieren. Ein
moglicher Kandidat ware das multifunktionelle E4orf6-Protein, das ebenfalls ein
CRM1-abhingiges NES enthdlt und zudem an E1B-55K binden kann. Deshalb sollten
im nédchsten Schritt dieser Arbeit Virusmutanten hergestellt werden, die Mutationen
sowohl im NES des E4orf6-Proteins als auch in den NES von beiden Proteinen (E1B-
55K und E4orf6) enthalten.
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5.3 Charakterisierung der Virusmutanten H5pm4101, H5pm4116
und H5pm4119

Das E4orf6-Protein ist wie das E1B-55K-Protein fiir die Expression spéter viraler
Gene, fiir das Abschalten der zelluldren Proteinsynthese, sowie fiir die Produktion
von Nachkommenviren wichtig (Halbert et al., 1985; Weinberg und Ketner, 1986;
Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner, 1990). Virusmutanten, die kein
funktionelles E4orf6-Protein exprimieren, weisen deshalb einen dhnlichen Phanotyp
wie E1B-deletierte Viren auf (Halbert et al., 1985; Sandler und Ketner, 1989). Zudem
erhoht das E4orf6-Protein die Stabilitdt der spdten viralen mRNAs im Zellkern
(Ketner et al., 1989; Sandler und Ketner, 1991) und bewirkt im Komplex mit dem E1B-
55K-Protein den selektiven Export viraler mRNAs ins Zytoplasma, wéahrend
zelluldre Transkripte im Zellkern zurtickgehalten werden (Babiss und Ginsberg,
1984; Babiss et al., 1985; Halbert et al., 1985; Pilder et al., 1986a; Pilder et al., 1986b;
Cutt et al., 1987; Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner, 1990). Das E4orf6-
Protein besitzt wie E1B-55K ein NES und zusitzlich ein nukledres Lokalisations-
signal, die den Kernexport bzw. -import des E4orf6-Proteins vermitteln (Dobbelstein
et al., 1997). Es gibt jedoch widerspriichliche Aussagen tiber die Funktionalitdt des
E4orf6-NES (Dobbelstein et al., 1997; Kritzer et al., 2000; Weigel und Dobbelstein,
2000). Mit Hilfe von kombinierten Transfektions-/Infektionsversuchen konnte
gezeigt werden, dass Mutationen im E4orf6-NES zu einer verminderten Produktion
von Hexonproteinen und viralen Nachkommen fiihren (Weigel und Dobbelstein,
2000). Bridge und Mitarbeiter konnten unter dhnlichen Versuchsbedingungen jedoch
keinen Einfluss auf die spite virale Proteinsynthese feststellen (Rabino et al., 2000).
Diese diskrepanten Ergebnisse zeigen, dass die Komplementationsanalysen keinen
eindeutigen Beweis fiir die Funktion des E4orf6-NES-Proteins liefern konnten.
Deshalb war es von grofSem Interesse, Virusmutanten herzustellen, um die Funk-
tionen des E4orf6-NES bei der viralen Replikation im Kontext der Virusinfektion zu
untersuchen. Die bisher durchgefiihrten Experimente wurden infolgedessen mit
Virusmutanten, bei denen entweder nur das NES des E4orf6-Proteins (H5pm4116)
oder die NES von E4orf6 und E1B-55K (H5pm4119) mutiert sind, wiederholt.
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5.3.1 Herstellung von Ad5 E4orf6-Mutanten

Die Herstellung von Virusmutanten, die Punktmutationen im E4orf6-Gen tragen,
erfolgte analog zur Herstellung E1B-mutierter Ad5 Mutanten (Abb. 4). Dazu wurde
aus dem Ad5-Bacmid der Bereich subkloniert, der die E4-Region von Ad5 und den
bakteriellen Vektoranteil enthielt (pE4-1155 bzw. E4-Box). In die Sequenz der E4-
Region wurde dann die gewtinschte Mutation in das NES mit Hilfe des
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) eingefiihrt. Als néchstes
erfolgte die Riickklonierung der modifizierten E4-Box in das Ad5-Bacmid pH5pg4100
bzw. zur Herstellung der E1B/E4orf6-NES-Doppelmutante in das Ad5-E1B-NES-
Bacmid (pH5pm4101). Im Anschluss wurde das Bacmid mit Pacl linearisiert und
somit der bakterielle und der virale Anteil getrennt. Nach Transfektion der doppel-
straingigen Virus-DNA in die E4orf6-komplementierende Helferzelllinie H1299S
wurden die Virusmutanten wie unter 4.3.1 beschrieben geerntet.

Das NES im E4orf6-Protein wurde inaktiviert, indem die AS Leucin und Isoleucin an
den Positionen 90 bzw. 92 durch Alanine ersetzt wurden (H5pm4116). Zudem wurde
eine Doppelmutante hergestellt, die sowohl die Punktmutationen im NES des E1B-
Proteins als auch im NES des E4orf6-Proteins enthdlt (H5pm4119). Als weitere Virus-
mutante wurde, neben dI1520, die E4orf6-Deletionsmutante H5dI1355 (Halbert et al.,
1985) verwendet. H5pg4100 diente wiederum als Ad5 Wildtypvirus (Abb. 17 A).

5.3.2 Mutationen im NES von E4orf6 fiihren zu einer verringerten

E4orf6-Gleichgewichtsmenge im Verlauf der Virusinfektion

Zunichst wurde untersucht, wie sich die Mutationen auf die Gleichgewichtsmengen
von Edorf6 und E1B-55K im zeitlichen Verlauf der Infektion auswirken. Dazu
wurden wiederum die Zelllinien A549 und Hela wie unter 4.3.4 beschrieben
infiziert, nach verschiedenen Zeiten geerntet (4.6.1.1) und mit Hilfe von Western Blot-
Analysen untersucht. Da die Ergebnisse beider Zelllinien nahezu identisch waren,

wurden nur die Resultate fiir A549-Zellen dargestellt (Abb. 17 B).
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Abb. 17 Effekt der NES-Mutationen auf die Gleichgewichtsmengen der E1B-55K- und
E4orf6-Proteine

(A) Dargestellt sind Sequenzausschnitte des NES von Ad5 E1B-55K und Ad5 E4orf6, die jeweils mit
der angegebenen AS-Position beginnen. Die AS-Austausche im Leucin-reichen NES des E1B-55K-
Proteins (AS-Reste 83 - 93) und des E4orf6-Proteins (AS-Reste 83 - 92) sind im Wildtypvirus
(H5pg4100) und den Virusmutanten E1B-NES (H5pm4101), E4orf6-NES (H5pm4116) und Doppel-NES
(H5pm4119) markiert. Punkte kennzeichnen jeweils gleiche AS. (B) A549-Zellen wurde mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.)
geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden jeweils gleiche Mengen
Gesamtzellextrakt (20 ng fir E1B und 100 ng fir E4orf6) tber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt und mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem
E1B-55K-spezifischen Maus-Antikorper 2A6 bzw. mit dem E4orf6-spezifischen Maus-Antikorper
RSA3.

Mit Ausnahme von dl1520 zeigen die verschiedenen Virusmutanten im Vergleich
zum Wildtypvirus H5pg4100 keine signifikanten Unterschiede bei der Expression des
E1B-55K-Proteins (Abb. 17 B). Die Gleichgewichtsmenge von E4orf6 war jedoch bei
den Edorf6-NES-Mutanten H5pm4116 und H5pm4119 reduziert. Dies deutet darauf
hin, dass die Mutationen im NES des E4orf6-Proteins zu einer verringerten Stabilitat
des viralen Proteins fiihren. Da auch in der E1B-Deletionsmutante dl1520 geringere
E4orf6-Mengen detektierbar sind, scheint es, als ob E1B-55K einen positiven Effekt

auf die Stabilitdt bzw. Expression von E4orf6 hat.
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5.3.3 Mutationen im NES von E4o0rf6 verindern die subzellulire

Lokalisation von E1B-55K in infizierten Zellen

Im nédchsten Schritt wurde der Einfluss der AS-Austausche auf die subzelluldre
Verteilung von E1B-55K und E4orf6 in infizierten Zellen untersucht. Friihere
Untersuchungen zeigten, dass das E4orf6-Protein in virusinfizierten Zellen im
Zellkern lokalisiert ist, wobei die Bereiche der Nukleoli ausgeschlossen sind. Dartiber
hinaus wird angenommen, dass das E4orf6-Protein wichtig fur die Rekrutierung des
E1B-55K-Proteins zu den viralen Replikations- und Transkriptionszentren ist
(Ornelles und Shenk, 1991).

Um die Auswirkungen der NES-Mutationen auf die Lokalisation von E4orf6 und
E1B-55K zu testen, wurden Immunfluoreszenzanalysen (4.6.6) in infizierten A549-

Zellen 20 h p.i. durchgefiihrt (Abb. 18).
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H5d/355

o-E4orfé o-E1B Uberlagert o-E4orf6 o-E1B uberlagert

H5pg4100

H5pm4119

o-E4orfé o-DBP Uberlagert o-E4orfé o-DBP Uberlagert

Abb. 18 Immunfluoreszenzanalysen zur Kolokalisation von E4orf6 und E1B-55K bzw. von
E4orf6 und DBP

Ab549-Zellen wurden auf Objekttrager ausgesit, bei einer Konfluenz von 60 % mit den verschiedenen
Virusmutanten infiziert (moi 20) und 20 h p.i. mit PFA fixiert. (A) Die Zellen wurden in situ mit dem
anti-E4orf6-Antikorper 1807 aus Kaninchen und dem anti-E1B-55K-Antikérper 2A6 aus Maus
doppelmarkiert. Die Detektion der Priméarantikorper erfolgte mit einem FITC-gekoppelten anti-
Kaninchen-Antikérper und einem Texas Red-gekoppelten anti-Maus-Antikérper. Uberlagerungen der
Lokalisationen von E4orf6 (griin; a, d, g, j, m, p) und E1B-55K (rot; b, e, h, k, n, q) sind in¢, £, i, |, o und
r dargestellt. (B) Die Zellen wurden in situ mit dem anti-E4orf6-Antikdrper 1807 aus Kaninchen und
dem anti-DBP-Antikorper B6-8 aus Maus doppelmarkiert. Die Detektion der Primdrantikorper
erfolgte mit einem FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikérper und einem Texas Red-gekoppelten
anti-Maus-Antikorper. Uberlagerungen der Lokalisationen von E4orf6 (griin; a, d, g, j, m, p) und DBP
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(rot; b, e, h, k, n, q)sindinc, {, i, |, o und r dargestellt. Die gestrichelten Linien in den Bildern geben
jeweils die Lage und Grofie des Zellkerns an.

Das E4orf6-Protein war bei allen Virusmutanten im Zellkern lokalisiert, wobei zum
Teil einzelne ringférmige Bereiche eine schwéchere Farbung aufwiesen (Abb. 18 A
und B; a, d, g, j, m und p). In den H5pm4116- und H5pm4119-infizierten Zellen war,
wie schon in den Western Blot-Untersuchungen, weniger E4orf6 detektierbar als im
Wildtypvirus (Abb. 18 A und B; m und p). Das E1B-55K-Protein war in Wildtypvirus
H5pg4100-infizierten Zellen wiederum sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
diffus verteilt, zusammen mit mehreren kleinen, meist punktférmigen Strukturen in
der Néhe des Zellkerns (Abb. 18 A; b). In der E1B-NES-Mutante H5pm4101 aggre-
gierte E1B-55K wie bereits erwdhnt an der Peripherie der viralen Replikations- und
Transkriptionszentren (Abb. 18 A; k). Auch in der Doppel-NES-Virusmutante
H5pm4119 lokalisierte das E1B-Protein an diesen nukledren Strukturen (Abb. 18 A;
q). Uberraschenderweise war E1B-55K auch in E4orf6-NES-infizierten (H5pm4116)
Zellen (Abb. 18 A; n) starker an den viralen Replikationszentren konzentriert als in
Wildtypvirus-infizierten Zellen. Zusitzlich zeigte das E1B-Protein in diesen Zellen
noch eine diffuse zytoplasmatische Farbung mit einigen kleineren Aggregaten.
Ahnlich sieht das Verteilungsmuster in der Edorf6-Deletionsmutante H54I355 aus
(Abb. 18 A; h). Dies deutet darauf hin, dass die Mutation des NES im E4orf6-Protein
bzw. die Abwesenheit von E4orf6 zu einer verstirkten Akkumulation des E1B-
Proteins an den viralen Replikationszentren fiihrt. Da eine verringerte E4orf6-Menge
(Lethbridge et al., 2003), genauso wie die Mutation des E1B-NES zu einer erhchten
SUMOylierung des E1B-55K-Proteins fithrt (Abb. 6 B, Spur 10), konnte die
verdnderte Lokalisation von E1B-55K auch mit dessen SUMO1-Modifikation in
Zusammenhang stehen.

Zusidtzlich wurde die Kolokalisation von E4orf6 und DBP untersucht. Die Immun-
fluoreszenzanalysen zeigten, dass man aufgrund der dhnlichen Lokalisation und
Expression von DBP in allen Virusmutanten auf einen vergleichbaren Verlauf der
Infektionen in der frithen Phase schliefen kann. Es konnte jedoch bei keiner der

untersuchten Virusmutanten eine eindeutige Kolokalisation zwischen E4orf6 und
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DBP festgestellt werden (Abb. 18 B).

5.3.4 Die Inhibition des CRM1-abhingigen nukledren Exports von E1B
und E4orf6 hat keinen Einfluss auf die virale DNA-Synthese

Frithere Untersuchungen ergaben, dass Adenoviren, denen die frithen Proteine
E4orf3 und E4orf6 fehlen, einen verzogerten Beginn bei der Synthese viraler DNA
zeigen (Weinberg und Ketner, 1986; Yoder und Berget, 1986; Huang und Hearing,
1989; Bridge et al., 1993b). Im Folgenden wurde tiberpriift, ob die Mutationen im
E4orf6-NES einen Einfluss auf die Initiation der viralen DNA-Replikation haben.
Dazu wurden die Zelllinien A549 und HeLa mit den verschiedenen Virusmutanten
infiziert (4.3.4), nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und aufgeschlossen
(425 und 4.6.1.1). Die PCR-Reaktion wurde wie unter 4.4.5.3 beschrieben
durchgefiihrt. Die Reaktionsprodukte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese
analysiert und mit Hilfe des Computerprogramms Quantity One des ChemiDoc-
Systems (BioRad) densitometrisch quantifiziert. Da sich die verschiedenen Viren in
beiden Zelllinien sehr dhnlich verhielten, wurden nur die, bei der Untersuchung der

Ab549-Zellen erhaltenen Ergebnisse dargestellt (Abb. 19).
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H5pg4100 dM520 H5dI355 H5pm4101 H5pm4116 H5pm4119
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Abb. 19 Analyse der viralen DNA-Synthese

A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Die virale DNA-Synthese wurde durch PCR wie unter
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4.4.5.3 beschrieben bestimmt. Die aus dem Ad5 E1B-Gen amplifizierten PCR-Produkte wurden auf
einem Agarosegel analysiert, die Intensitidt der Banden in Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen
mit dem Computerprogramm Quantity One des ChemiDoc (BioRad) bestimmt und graphisch
dargestellt.

Analog zur Analyse der viralen DNA der NES- und SKM-Virusmutanten (Abb. 11)
konnte kein Defekt bei den hier untersuchten Virusmutanten festgestellt werden.
Auch die E4orf6-Deletionsmutante H5dI355 zeigte keinen verzogerten Beginn der
viralen DNA-Synthese.

5.3.5 Mutationen im E4orf6-NES fiihren zu einer verzégerten viralen
Strukturproteinsynthese und verminderten Produktion an

Nachkommenviren

Die adenoviralen Proteine E4orf6 und E1B-55K bilden in virusinfizierten Zellen einen
Komplex, der vermutlich fiir den selektiven Export viraler mRNAs ins Zytoplasma
verantwortlich ist, wéahrend zelluldre Transkripte im Zellkern zurtickgehalten
werden (Sarnow et al., 1984; Babiss et al., 1985; Halbert et al., 1985; Pilder et al., 1986b;
Cutt et al., 1987; Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner, 1990). Virusmutanten,
denen ein funktionelles E1B-55K- bzw. E4orf6- Protein fehlt, zeigen deshalb schwere
Defekte bei der Produktion spéter viraler Strukturproteine und Nachkommenviren.
Da sowohl E4orf6 als auch E1B ein Leucin-reiches NES enthalten, war es von
Interesse, ob die CRM1-abhédngige Exportfunktion von E1B und E4orf6 wichtig fiir

die Synthese spdter viraler Proteine ist.

Dazu wurden die Zelllinien HelLa und A549 mit den E1B-Virusmutanten infiziert
(4.3.4) und nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet (4.2.5 und 4.6.1.1). Zum
Nachweis der spdten Proteine wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt (4.6.3). In
Abb. 20 ist das spate L4-100K-Protein, sowie die Quantifizierung der Bandenstdrke
48 h p.i. des L4-100K- als auch des Fiber-Proteins (L5) in infizierten A549-Zellen dar-
gestellt.
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Abb. 20 Western Blot und Quantifizierung der Synthese spiter viraler Proteine

(A) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden
je 20 pg Gesamtzellextrakt tiber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Der Nachweis des L4-100K-Proteins der MLTU erfolgte mit dem Ratten-Antikérper 6B10.
(B) Die Intensitdt der erhaltenen Banden des L4-100K- (A) bzw. des Fiber-Proteins (Western Blot nicht
gezeigt) 48 h p.i. wurde mit Hilfe der ImageJ-Software (Abramoff et al., 2004) bestimmt und graphisch
dargestellt.

Die Western Blot-Analysen zeigen, dass sowohl die Synthese des L4-100K-Proteins
(Abb. 20 A) als auch die des Fiber-Proteins (Daten nicht gezeigt) in den E1B- bzw.
Edorf6-Deletionsmutanten d/1520 und H5dI355 verzogert beginnt. Ahnliche Resultate
erhdlt man auch bei den Virusmutanten H5pm4116 und H5pm4119. Dies deutet
darauf hin, dass die Mutation des NES im E4orf6-Protein zu einer im Vergleich zum
Wildtypvirus verzogerten Expression spéter viraler Proteine fiihrt. Es konnte jedoch
auch sein, dass dieser Defekt in Zusammenhang mit den verringerten Gleich-
gewichtsmengen der E4orf6-NES-Proteine (Abb. 17 B) steht. Die Quantifizierung
(Abb. 20 B) ergab, dass 48 h p.i. die Menge des Fiber-Proteins in dl1520-infizierten
Zellen stark vermindert ist, wohingegen die L4-100K-Menge nur eine leichte
Reduktion im Vergleich zu wt-infizierten Zellen zeigt. In H5dI355-infizierten Zellen

war der Defekt insgesamt nicht so deutlich. Trotz der verspdteten Produktion waren
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die Gleichgewichtsmengen von Fiber und L4-100K der E4orf6-NES-Mutante
H5pm4116 und der Doppel-NES Hb5pm4119 48 h p.i. vergleichbar zu denen des
Wildtypvirus H5pg4100.

Da die Produktion von Nachkommenviren von der verwendeten Zelllinie abhéngig
ist (Imler et al., 1996, Goodrum und Ornelles, 1997; Goodrum und Ornelles, 1998;
Rothmann et al., 1998; Harada und Berk, 1999; Turnell et al., 1999), wurde die
Ausbeute an Nachkommenviren wiederum in HeLa- und in A549-Zellen untersucht.
Dazu wurden die Zellen mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert und wie

unter 4.3.5 beschrieben, die Zahl der Nachkommenviren bestimmt (Abb. 21).
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Abb. 21 Produktion von Nachkommenviren

Um die Ausbeute an Nachkommenviren zu bestimmen wurden HeLa- bzw. A549-Zellen mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 10) und 72 h p.. geerntet. Aus den infizierten Zellen
wurden die Nachkommenviren isoliert und anschlieflend auf 911-Zellen austitriert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus zwei voneinander unabhéngigen Versuchen.

Die E4orf6-Deletionsmutante H5dI355 produzierte wie erwartet mehr Nachkommen-
viren als die Virusmutante dI1520, jedoch ca. 3-mal weniger als das Wildtypvirus
bzw. die Virusmutante H5pm4101. Konsistent zur verzogerten Produktion der spiten
Proteine konnten Zellen, die mit den Virusmutanten H5pm4116 und Hb5pm4119
infiziert wurden, nur ca. 70 - 80 % der Nachkommenviren im Vergleich zum
Wildtypvirus herstellen. Dieser Defekt konnte jedoch wieder in Zusammenhang mit

den verringerten Gleichgewichtsmengen der E4orf6-NES-Proteine (Abb. 17 B) stehen.
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5.3.6 Mutationen im NES von E4orf6 fiihren zu einer leicht

verminderten Exporteffizienz spater viraler mRNAs

Um zu {iberpriifen, ob der Defekt bei der Produktion spéter viraler Proteine und
Nachkommenviren in den Virusmutanten H5pm4116 und H5pm4119 auf einen
verminderten Export viraler mRNAs aus dem Kern ins Zytoplasma zurtickzufiihren
ist, sollten im ndchsten Schritt dieser Arbeit Northern Blot-Analysen in infizierten
Zellen durchgefiihrt werden. Dazu wurden A549-Zellen infiziert (4.3.4), nach 48 h
geerntet und die RNA aus dem Zytoplasma und dem Kern isoliert (4.5.2). Die
Methylenblau angefdrbte zelluldre 185 rRNA diente als interne Ladekontrolle (Abb.
22 A). Anschliefend wurde die RNA mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden
gegen Fiber und L4-100K hybridisiert (Abb. 22 A). Die Ergebnisse aus zwei
unabhdngigen Versuchen wurden mit Hilfe der Image]-Software (Abramoff et al.,

2004) quantifiziert und sind in Abb. 22 B dargestellt.
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Abb. 22 Northern Blot-Analyse

(A) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 10) und 48 h p..
geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden je 1 pug zytoplasmatische (z) und
nukledre (n) mRNA tiber 1 %ige FA-Gele aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Der
Nachweis der L4-RNA bzw. der Fiber (L5)-RNA erfolgte mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden.
Die 185 rRNA-Bande wurde mit Hilfe von Methylenblaufirbung sichtbar gemacht und diente als
interne Ladekontrolle. (B) Die Intensitdt der erhaltenen Banden der L4- bzw. der L5-RNA 48 h p.i.
wurde mit der Image]-Software (Abramoff et al., 2004) bestimmt, mit Hilfe der 185 rRNA Werte
korrigiert und graphisch dargestellt, wobei der mRNA-Level des Wildtypvirus als Referenzwert auf 1
normiert wurde. (C) Das Verhiltnis der Gleichgewichtsmengen zytoplasmatischer zu nukledrer
mRNA diente als Mafs fiir die Exporteffizienz der einzelnen Virusmutanten.
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Wie bereits beschrieben (Abb. 14 A) war die Gesamtmenge an L4- und L5-mRNA in
der Virusmutante d4I1520 (L4 ca. 50% und L5 ca. 35% vom wt) 48 h p.i. stark
verringert (Abb. 22 A, Spuren 5 und 6; Abb. 22 B). Auch in der Mutante H54I355 war
eine leichte Reduktion der mRNA-Level detektierbar (L4 ca. 80 % und L5 ca. 70 %
vom wt; Abb. 22 A, Spuren 7 und 8; Abb. 22 B). Im Gegensatz dazu war die Menge
an L4-RNA in den Virusmutanten H5pm4101 (Abb. 22 A, Spuren 9 und 10; Abb. 22
B), H5pm4116 (Abb. 22 A, Spuren 11 und 12; Abb. 22 B) und H5pm4119 (Abb. 22 A,
Spuren 10 und 11; Abb. 22 B) etwa vergleichbar zu der des Wildtypvirus. Auch die
L5-RNA-Mengen zwischen E1B-NES und wt waren &hnlich, wohingegen in den
Virusmutanten H5pm4116 und H5pm4119 nur ca. 80 % der L5-RNA im Vergleich
zum Wildtypvirus detektiert werden konnte. In Abb. 22 C ist das Verhiltnis der
Gleichgewichtsmengen zytoplasmatischer zu nukledrer mRNA dargestellt, das als
Maf3 fur die Exporteffizienz der verschiedenen Virusmutanten dient. Wie erwartet
waren die Virusmutanten 4I1520 und H5dI355 stark in der zytoplasmatischen
Akkumulation von L4- und L5-Transkripten eingeschrankt. Die E1B-NES-Mutante,
zeigte einen leichten Exportdefekt im Vergleich zum Wildtypvirus. Die Export-
effizienz bei Virusmutanten, die Mutationen im NES des E4orf6-Proteins trugen, lag
bei ca. 70 % verglichen mit H5pg4100. Diese Ergebnisse sind konsistent mit den
Resultaten aus der Untersuchung der Produktion spater viraler Proteine (Abb. 20)
und Nachkommenviren (Abb. 21) und deuten darauf hin, dass die Mutation im NES
von E4orf6 zu einem im Vergleich zum Wildtypvirus verringerten Export spéter
viraler Transkripte fiihrt. Dieser verminderten Akkumulation folgt dann eine
verzogerte bzw. verringerte Synthese spéter viraler Proteine und Nachkommenviren.
Wie bereits in den vorherigen Kapiteln erwdhnt wire es jedoch auch denkbar, dass
dieser Defekt in Zusammenhang mit den geringeren Gleichgewichtsmengen der

E4orf6-NES-Proteine (Abb. 17 B) steht.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der NES-abhdngige
Export sehr wahrscheinlich nicht der einzige und relevante Exportweg spéter viraler
mRNAs ist. Dies ist konsistent mit neueren Untersuchungen, die zeigen, dass die

Inhibition des CRM1-abhdngigen Exports mit Leptomycin B (LMB) in infizierten
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Zellen nur einen geringen Einfluss auf die Synthese spiter viraler Proteine hat
(Carter et al.,, 2003). Auch die Verwendung von Peptid-Inhibitoren gegen den
Exportrezeptors CRM1 fiihrt zu keiner Verringerung des nukledren Exports viraler
Fiber- und Penton-mRNA in infizierten Zellen (Flint et al., 2005). Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurde nun die Interaktion von E1B-55K mit verschiedenen Proteinen
untersucht, die bei der Prozessierung bzw. dem Export von zelluldirer mRNA eine
Rolle spielen. Dabei sollten neue Einsichten zum Verstindnis des Exports

adenoviraler mRNAs gewonnen werden.

5.3.7 E1B-55K bindet an APRIL, E4orf6 an pp32

Untersuchungen von Harada und Mitarbeitern zeigten, dass E1B-55K mit einer
Vielzahl zelluldrer Proteine wechselwirkt, darunter auch pp32 (Harada et al., 2002).
pp32 gehort zur Familie von saueren, Leucin-reichen, nukledren Phosphoproteinen
(ANP32, acidic nuclear proteins), die bei verschiedenen zelluldren Prozessen eine Rolle
spielen (Malek et al., 1990; Walensky et al., 1993; Chen et al., 1996; Bai et al., 2001; Seo
et al., 2001; Matilla und Radrizzani, 2005). pp32 dient aufserdem als Ligand fiir HuR,
das zur ELAV (embryonic lethal abnormal vision) Familie RNA-bindender Proteine
gehort und die Stabilitdt und den Export von mRNAs, die AU-reiche Elemente (ARE)
beinhalten, reguliert (Ma et al., 1996; Brennan und Steitz, 2001). Dabei steigert pp32
die Affinitdit von HuR an die mRNA und vermittelt dessen Export (Brennan et al.,
2000; Brennan und Steitz, 2001; Gallouzi et al., 2001). Zusétzlich zu pp32 bindet auch
APRIL (acidic protein rich in leucine; Mencinger et al., 1998) als weiterer Ligand an
HuR. Sowohl HuR, als auch pp32 und APRIL koénnen zwischen Kern und
Zytoplasma pendeln. Dabei spielt bei pp32 und APRIL ihr Leucin-reiches NES eine
wichtige Rolle (Brennan et al., 2000). HuR hingegen wird {iiber einen CRM1-
unabhdngigen Weg exportiert. Mit Hilfe von Deletionsanalysen konnte die Shuttle-
Doméne HNS (HuR nucleocytoplasmic shuttling) in HuR identifiziert werden, die
vermutlich tiber die Bindung an den Transportrezeptor Transportin 2 sowohl fiir den
nukledren Export als auch Import von HuR verantwortlich ist (Fan und Steitz, 1998;

Gallouzi und Steitz, 2001). Aufgrund der Beobachtungen, dass CRM1 vermutlich
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nicht fiir den Export adenoviraler mRNA verantwortlich ist, wédre es deshalb
denkbar, dass der E1B-55K/E4orf6-Komplex tiber die Interaktion mit pp32 bzw.
APRIL und somit HuR den Export viraler mRNAs ermoglicht. Um dies zu
tiberpriifen, wurden kombinierte Koimmunprazipitations-/Western Blot-Analysen

(4.6.5) mit Gesamtzellextrakt aus infizierten A549-Zellen durchgefiihrt (Abb. 23).
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Abb. 23 Interaktion von E1B-55K bzw. E4orf6 mit pp32 und APRIL

Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und 24 h p.i. geerntet.
Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg fiir E1B, B-
actin, pp32 und APRIL; 100 pg fiir E4orf6) tiber 12 %ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit Antikorpern gegen E1B (2A6), E4orf6 (1807), pp32, APRIL und B-actin (AC-15) als
Ladekontrolle inkubiert (Spuren 1 - 9). Zur Koimmunprazipitation mit pp32 wurde das Zelllysat vor
dem Western Blot mit dem E1B-Antikorper 2A6 bzw. mit dem E4orf6-Antikorper 1807, zur
Koimmunprézipitation mit APRIL mit dem anti-APRIL-Antikérper immunprézipitiert und dann tiber
12 %ige SDS-Gele aufgetrennt. Anschliefend wurden die Proteine mittels Western Blot auf
Nitrozellulose transferiert und mit Antikorpern gegen pp32 oder E1B (2A6) inkubiert (Spuren 10 - 18).

Die Koimmunpréazipitationsanalysen zeigten, dass die verschiedenen E1B-Proteine
an pp32 binden (Abb. 23; Spuren 10, 12, 13 und 14). Diese Bindung ist jedoch
abhingig vom Ed4orf6-Protein, da bei fehlendem E4orf6 (in der Virusmutante
H5d1355) keine Wechselwirkung von pp32 mit E1B detektiert werden kann (Abb. 23;
Spur 16). Auch in den Virusmutanten H5pm4116 und H5pm4119, die Mutationen im
NES von Edorf6 tragen, ist die Bindung von E1B-55K an pp32 aufgrund der
reduzierten E4orf6-NES Gleichgewichtsmenge (Abb. 23, Spuren 8 und 9) abge-
schwicht (Abb. 23, Spuren 17 und 18). In Ubereinstimmung dazu waren alle E4orf6-
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Proteine dazu in der Lage, mit pp32 zu interagieren, wobei wiederum die Bindung
an die E4orf6-NES-Proteine aufgrund der reduzierten Gleichgewichtsmenge
verringert war. Dies ist konsistent mit Daten von Higashino et al., die ebenfalls die
Interaktion von E4orf6 mit pp32 unabhéngig von E1B-55K nachweisen konnten
(Higashino et al., 2005). AuSerdem konnte APRIL als neuer Interaktionspartner von
E1B-55K identifiziert werden (Abb. 23, Spuren 10 - 18). Hierbei handelt es sich um
eine von E4orf6 unabhidngige Wechselwirkung, da auch in der H54I355-Mutante eine
Bindung nachgewiesen werden konnte (Abb. 23, Spur 16). In der Virusmutante
H5pm4101 war die Bindung an APRIL leicht (Abb. 23, Spur 13), in H5pm4119
dagegen stark abgeschwédcht (Abb. 23, Spur 18). Da die E1B-Proteine beider
Mutanten an nukledren Strukturen aggregieren, konnte dies eine mogliche Erkldarung
fur die abgeschwéchte Interaktion mit APRIL sein. Zudem war die Menge an E1B,
die bei der Mutante H5pm4119 in die Immunpréazipitation eingesetzt wurde geringer
(Abb. 23, Spur 9) als bei den tiibrigen Mutanten, was ebenfalls zur verringerten

Bindung beitragen konnte.

5.3.8 E1B-55K bindet an Aly/REF

Neueste Analysen zeigen, dass das Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV1) Protein
ICP27 virale mRNA mit Hilfe des Exportfaktors TAP/NXF1 (nuclear export factor 1)
vom Kern ins Zytoplasma transportiert. Dabei bindet ICP27 sowohl an TAP/NXF1
als auch an Aly/REF1 (RNA and export factor binding protein 1; Koffa et al., 2001; Chen
et al., 2002; Chen et al., 2005). TAP/NXF1 ist einer der wichtigsten Transportfaktoren
beim Export zellulirer mRNAs (Erkmann und Kutay, 2004). Aly/REF1 gehort zur
Familie der heterogenen nukledren Ribonukleoproteine (hnRNP) und ist Bestandteil
des Exon-Junction-Komplex (EJC; Le Hir et al., 2000). Da es sowohl an RNA als auch
an TAP/NXF1 bindet und zwischen Zellkern und Zytoplasma pendelt, konnte es am
Export von mRNA beteiligt sein (Zhou et al., 2000; Rodrigues et al., 2001; Gatfield
und Izaurralde, 2002). Aufgrund dieser Beobachtungen wire es denkbar, dass E1B-
55K, vergleichbar zu ICP27 den Exportrezeptor TAP/NXF1 tiiber die Bindung mit
Aly/REF1 an die virale mRNA rekrutiert. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
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wurden zundchst Koimmunpréazipitationsanalysen (4.6.5) mit Gesamtzellextrakt aus

infizierten A549-Zellen durchgefiihrt (Abb. 24).

R ———— i VL I =

o [ —— TR I =N | SET5T ¢
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. o 0 A <E1B-55K
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Abb. 24 Interaktion von E1B-55K mit Aly/REF1

Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und 24 h p.i. geerntet.
Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg fiir E1B;
25 ng fiir Aly/REF1) tiber 12 %ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit
Antikorpern gegen E1B (2A6) und Aly/REF1 inkubiert. Zur Koimmunprazipitation wurde das
Zelllysat vor dem Western Blot mit dem anti-Aly/REF1-Antikorper immunprazipitiert und dann tiber
12 %ige SDS-Gele aufgetrennt. Anschlieffend mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und
mit dem Antikorper E1B (2A6) inkubiert.

Interessanterweise konnte zum ersten Mal eine Bindung von E1B-55K an Aly/REF1
nachgewiesen werden (Abb. 24). Dabei war die Wechselwirkung an Aly/REF1 durch
die Mutation im NES von E1B-55K leicht abgeschwicht (Abb. 24, Spur 4). Die
Mutation der NESs von E1B und E4orf6 fiihrte zu einer stark verringerten Bindung
an Aly/REF1 (Abb. 24, Spur 9). Da auch in der Virusmutante H54I355 eine Inter-
aktion nachgewiesen werden konnte (Abb. 24, Spur 7), ist die Bindung unabhingig
von E4orf6. Die Bindung an Aly/REF1 und somit indirekt an den Exportfaktor
TAP/NXF1 deutet erstmals auf eine Beteiligung von TAP/NXF1 am Export
adenoviraler mRNA hin. Dies ist konsistent mit Untersuchungen, die zeigten, dass

CRM1 vermutlich nicht der Haupt-Exportfaktor adenoviraler mRNA ist (Carter et al.,
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2003; Flint et al., 2005). Da fiir E1B-55K bisher nur sehr unspezifische und schwache
RNA-Bindeeigenschaften nachgewiesen werden konnten (Horridge und Leppard,
1998), konnte die Bindung an Aly/REF1 die Wechselwirkung zwischen E1B und

viraler mRNA darstellen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde im nédchsten Schritt die subzellulédre
Verteilung von E1B-55K und Aly/REF1 in infizierten A549-Zellen untersucht (Abb.
25). Unter anderem sollte dadurch die Frage gekldrt werden, ob sich die Interaktion

der beiden Proteine auch in einer gemeinsamen Lokalisation widerspiegelt.

dl1520

o-E1B o-Aly/REF1 uberlagert o-E1B o-Aly/REF1 uberlagert

Abb. 25 Immunfluoreszenzanalysen zur Kolokalisation von E1B-55K und Aly/REF1

Ab549-Zellen wurden auf Objekttrdager ausgesdt und bei einer Konfluenz von 60 % mit den verschie-
denen Virusmutanten infiziert (moi 20) und 20 h p.i. mit PFA fixiert. (A) Die Zellen wurden in situ mit
dem anti-E1B-Antikorper 2A6 aus Maus und dem anti-Aly/REF1-Antikorper aus Kaninchen
doppelmarkiert. Die Detektion der Primdrantikorper erfolgte mit einem Texas Red-gekoppelten anti-
Maus-Antikérper und einem FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikorper. Uberlagerungen der
Lokalisationen von E1B-55K (rot; a, d, g, j, m, p, s) und Aly/REF1 (grin; b, e, h, k, n, g, t) sindinc, {, i,
1, o, r und u dargestellt. Die gestrichelten Linien in den Bildern geben jeweils die Lage und Grofie des
Zellkerns an.
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Die Lokalisation von Aly/REF1 gleicht den bereits beschriebenen Verteilungs-
mustern von Spleifsfaktoren in Adenovirus-infizierten Zellen (Bridge et al., 1993a;
Bridge et al., 1995; Bridge et al., 1996; Aspegren et al., 1998; Aspegren und Bridge,
2002; Gama-Carvalho et al., 2003). In nicht-infizierten Zellen ist Aly/REF1 im
Zellkern lokalisiert, wo es neben einer diffusen Verteilung auch in stdrker
angefdarbten Strukturen vorkommt (Abb. 25 b). Nach Infektion kann man zwei
Verteilungsmuster unterscheiden, die sich vermutlich auf den zeitlichen Verlauf der
Virusinfektion beziehen. Zunidchst ist Aly/REF1 diffus verteilt, wobei ringférmige
Bereiche eine schwichere Farbung aufweisen und nur wenige stdrker angefarbte
Strukturen sind detektierbar sind (Abb. 25 h und k). Im weiteren Verlauf der
Infektion wird Aly/REF1 in mehreren nukledren Strukturen konzentriert (Abb. 25 e,
n, q und t), die vermutlich mit den Interchromatinkorperchen (IG, interchromatin
granules), die spdt im viralen Replikationszyklus auftreten (Puvion-Dutilleul et al.,
1994), identisch sind. Die einzige Kolokalisation, die zwischen E1B-55K und
Aly/REF1 detektierbar ist, ist die diffuse Farbung im Nukleus in den Virusmutanten
H5d1355, H5pm4102 und H5pm4103. Durch die Mutation des E1B-NES aggregiert das
E1B-Protein fast ausschliefSlich in definierten nukledren Strukturen, an deren
Peripherie die Aly/REF1-positiven IGs lokalisieren. Da sich die Lokalisationen fast
ausschlieflen, konnte dies eine mogliche Erklarung fiir die abgeschwichte Bindung
von E1B-NES an Aly/REF]1 sein. Bei den E1B-positiven nukledren Strukturen handelt
es sich, wie in Abb. 9 A, j -1 und Abb. 9 B, a - c gezeigt, um die viralen Replikations-
und Transkriptionszentren. Bekanntermaflen werden in Adenovirus-infizierten
Zellen viele Spleififaktoren zu Orten der viralen Transkription relokalisiert. Deshalb
wurde auch die Kolokalisation von Aly/REF1 mit dem adenoviralen DNA-
bindenden Protein (DBP), untersucht (Abb. 26).
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o-DBP o-Aly/REF1 Uberlagert o-DBP o-Aly/REF1 Uberlagert

Abb. 26 Immunfluoreszenzanalysen zur Kolokalisation von DBP und Aly/REF1

A549-Zellen wurden auf Objekttrager ausgesit und bei einer Konfluenz von 60 % mit den verschie-
denen Virusmutanten infiziert und 20 h p.i. mit PFA fixiert. (A) Die Zellen wurden in situ mit dem
anti-DBP-Antikorper B6-8 aus Maus und dem anti-Aly/REF1-Antikérper aus Kaninchen
doppelmarkiert. Die Detektion der Primédrantikérper erfolgte mit einem Texas Red-gekoppelten anti-
Maus-Antikérper und einem FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-Antikorper. Uberlagerungen der
Lokalisationen von DBP (rot; a, d, g, j, m, p) und Aly/REF1 (griin; b, e, h, k, n, q) sindin ¢, £, i, |, o und
r dargestellt. Die gestrichelten Linien in den Bildern geben jeweils die Lage und Grofie des Zellkerns
an.

Die Immunfluoreszenzanalysen zeigen, dass die schwidcher angefdrbten
ringféormigen Bereiche, die bei der Aly/REF1-Farbung in Abb. 25 h und k detektiert
wurden zum Teil mit den adenoviralen Replikationszentren iibereinstimmen. Das
bedeutet, dass Aly/REF1, v. a. um die Replikationszentren herum konzentriert ist.
Ein vergleichbares Lokalisationsmuster konnte bei verschiedenen Spleififaktoren
festgestellt werden (Bridge et al., 1993a; Bridge et al., 1995; Bridge et al., 1996;
Aspegren et al., 1998; Aspegren und Bridge, 2002; Gama-Carvalho et al., 2003). Dies
ist konsistent mit Beobachtungen, dass die virale Transkription hauptséachlich an der
Peripherie der DBP-positiven Strukturen, die die Orte der viralen Replikation
darstellen, stattfindet (Puvion-Dutilleul und Puvion, 1991; Bridge et al., 1993a; Pombo
et al., 1994). Auch die stark angefdarbten IGs befinden sich in der Ndhe der Replika-
tionszentren. Die Bedeutung dieser Subdoménen liegt vermutlich in der Prozessie-

rung und dem Export von viraler mRNA. Da auch Aly/REF1 dort lokalisiert,
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unterstiitzt dies die Theorie, dass es an der Prozessierung und am Export viraler

RNA beteiligt sein konnte.

5.3.9 Mutationen im NES von E4orf6 vermindern den proteasomalen

Abbau von p53 und Mrell in infizierten Zellen

Neben der Funktion des E1B-55K/E4orf6-Komplexes beim Export viraler mRNA aus
dem Kern, spielt der virale Proteinkomplex eine wichtige Rolle bei der
proteasomalen Degradation bestimmter Proteine. Dabei bildet ein Komplex aus E1B-
55K zusammen mit E4orf6 und weiteren zelluldren Proteinen eine E3-Ubiquitin-
Ligase deren Funktion die Ubiquitinylierung und somit Destabilisierung von
Proteinen ist (Querido et al., 2001a; Harada et al., 2002; Blanchette et al., 2004). Bisher
identifizierte Zielproteine sind p53 und Mrel1l.

Um zu testen, ob der CRM1-vermittelte Export von E1B-55K bzw. E4orf6 einen
Einfluss auf den Abbau von p53 und Mrell hat, wurden A549-Zellen infiziert (4.3.4),
nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und aufgeschlossen (4.2.5 und 4.6.1.1).
Zum Nachweis des Abbaus von p53 und Mrell wurden Western Blot-Analysen
durchgefiihrt (4.6.3; Abb. 27).
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Abb. 27 Abbau von p53 und Mrell und Interaktion von E1B mit E4orf6 in Ad-infizierten
Zellen

(A) Subkonfluente A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und
zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es
wurden jeweils 100 pg Gesamtzellextrakt tiber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf
Nitrozellulose mittels IWestern Blot transferiert und mit den Antikérpern gegen Mrell und p53 (DO-1)
inkubiert. (B) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und
24 h p.i. geerntet. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt
(50 pg fur E1B, 100 pg fiir E4orf6) tiber 12 %ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert
und mit dem E1B-Antikorper 2A6 bzw. mit dem E4orf6-Antikorper 1807 inkubiert (Spuren 1 - 7). Zur
Koimmunprézipitation wurde das Zelllysat vor dem Western Blot mit dem E1B-Antikorper 2A6
immunprazipitiert und dann tiber ein 12 %iges SDS-Gel aufgetrennt. Anschliefend wurden die
Proteine mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Antikorper gegen E4orf6
(1807) inkubiert (Spuren 8 - 14).

In dI1520- bzw. H5dI355-infizierten Zellen wurde wie erwartet weder das Tumor-
suppressorprotein p53 noch Mrell proteolytisch abgebaut. Interessanterweise kann
in Zellen, die mit der Virusmutante E4orf6-NES (H5pm4116)- bzw. Doppel-NES
(H5pm4119)-infiziert wurden, sowohl p53 als auch Mrell noch deutlich detektieren
werden. Dies deutet darauf hin, dass fiir die effiziente Degradation ein funktionelles
NES im E4orf6-Protein benotigt wird. Dieser verminderte Abbau konnte allerdings
auch auf die verringerte E4orf6-Menge zurtickgefithrt werden (Abb. 17 B; 27 B,
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Spuren 6 und 7). Zudem beeinflusst die Mutation im NES des E4orf6-Proteins die
Interaktion zwischen E1B-55K und E4orf6 (Abb. 27 B, Spuren 13 und 14). Diese
verringerte Bindung kann nicht allein durch die geringeren E4orf6-Gleichgewichts-

mengen (Abb. 27 B, Spuren 6 und 7) erklart werden.

Die bisher gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass eine Mutation des NES von E4orf6
zu einer leicht verminderten Menge an L5-mRNA (Abb. 22 B), einer verzogerten
Synthese spéter viraler Proteine (Abb. 20 A) und einer reduzierten Produktion von
Nachkommenviren (Abb. 21) fiihrt. Dies korreliert jedoch mit einer verringerten
Gleichgewichtsmenge an E4orf6 (Abb. 17 B) und einer reduzierten Bindung an E1B-
55K (Abb. 27 B). Eine weitere mogliche Erklarung fiir die Defekte der Virusmutanten
H5pm4116 und H5pm4119 konnte allerdings auch das Unvermogen dieser Virus-
mutanten sein, das Tumorsuppressorprotein p53 bzw. den MRN-Komplex
abzubauen (Abb. 27 A). Deshalb sollten im n&chsten Schritt dieser Arbeiten zwei
Virusmutanten charakterisiert werden, deren E1B-Proteine nicht mehr an Mrell
bzw. an p53 binden und somit vermutlich die zelluldren Proteine nicht dem
proteasomalen Abbau zufiihren kénnen. Dadurch sollte gekldrt werden, wie sich die

erhohten Mrell- bzw. p53-Proteinmengen auf die virale Replikation auswirken.

5.4 Charakterisierung der Virusmutanten H5pm4109, H5pm4127
und H5pm4143

Wie bereits erwdhnt, ist ein Komplex aus E1B-55K und E4orf6 wichtig fiir den
proteasomalen Abbau von p53 und Mrell. Shen und Mitarbeiter konnten eine E1B-
55K-Virusmutante identifizieren, die nicht mehr in der Lage war, p53 dem
proteasomalen Abbau zuzufithren (Shen et al., 2001). Diese Virusmutante tragt den
AS-Austausch Histidin zu Alanin an Position 260. Da es sich bei dieser Mutante
jedoch um eine Ad2/Ad5-Viruschimire handelt, wurde die Mutation mit Hilfe des
in 5.1 beschriebenen Klonierungsschemas in das H5pg4100-Riickgrat eingefiihrt. Die

so entstandene Ad5 Virusmutante wurde als H5pm4109 bezeichnet. Desweiteren
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wurde die Virusmutante H5pm4127 hergestellt, die AS-Austausche an Position 454
und 456 (C454S und C456S) im E1B-Protein trdgt. Diese Mutation verhindert die
Bindung von E1B-55K an und den Abbau von Mrell in transienten Transfektions-
experimenten (Hartl, 2005). H5pm4143 ist eine Doppelmutante, die sowohl die
Austausche an AS-Position 260 (H260A) als auch an AS-Positionen 454 und 456
(C454S und C456S) des 55K-Proteins tragt (Abb. 28).

251 270 445 461

|FLAI\I'I‘NLZLHGVSFYG?ENI\I'II' - E)ETRTRCRPCECGGKHEZ H5pg4100
.................... - +++et....8:8----- H5pm4127
......... Aevvereeere = tereianenaseee... H5pma109
......... Atccrreeres = +eveee...8.8.---- H5pma143

Abb. 28 H260A- und C454S/C456S-Mutationen im E1B-55K-Protein

Dargestellt sind zwei Sequenzausschnitte von Ad5 E1B-55K, wobei die Zahlen die AS-Positionen
angeben. Markiert sind die AS-Austausche der Virusmutanten Hb5pm4127 (C454S und C4565),
H5pm4109 (H260A) und H5pm4143 (H260A, C454S und C456S) im Vergleich zum Wildtypvirus
H5pg4100. Punkte kennzeichnen jeweils gleiche AS.

5.4.1 Mutationen in der Virusmutante H5pm4143 verringern E1B-55K-

Gleichgewichtsmengen

Zuerst wurden wiederum die Gleichgewichtsmengen der verschiedenen E1B-55K-
Proteine (Abb. 29 A) im Verlauf der Infektion sowie deren subzelluldre Lokalisation

(Abb. 29 B) in infizierten A549-Zellen untersucht.
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Abb. 29 Gleichgewichtsmengen und subzellulidre Lokalisation der E1B-H260A- und E1B-
C454S/C456S-Mutanten in infizierten Zellen

(A) Ab549-Zellen wurde mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden
je 20 ug Gesamtzellextrakt tiber 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und mittels Western Blot
auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem E1B-55K-spezifischen Maus-
Antikorper 2A6. (B) A549-Zellen wurden auf Deckgldser ausgesidt und bei einer Konfluenz von 60 %
infiziert. Die Zellen wurden 20 h p.i. mit Methanol fixiert und in situ mit dem E1B- spezifischen
Antikorper 2A6 inkubiert. Die Detektion des Primérantikorpers erfolgte mit einem FITC-gekoppelten
anti-Maus-Antikorper.

Die Virusmutanten H5pm4127 und H5pm4109 zeigen im Vergleich zum Wildtypvirus
H5pg4100 keine signifikanten Unterschiede bei der Expression (Abb. 29 A) des E1B-
55K-Proteins (Abb. 29 B). E1B-55K ist sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
diffus verteilt. Zudem befindet sich das E1B-55K-Protein in kleinen, meist punkt-
formigen Strukturen in der Ndhe des Zellkerns. Im Vergleich zum Wildtypvirus
(Abb. 29 B; a) ist dabei die Zahl dieser zytoplasmatischen Aggregate bei der
Virusmutante H5pm4127 etwas erhoht (Abb. 29 B; b), bei der Mutante H5pm4109
stark reduziert (Abb. 29 B; c). Im Gegensatz dazu war die Gleichgewichtsmenge von
E1B-55K bei der Doppelmutante H5pm4143 stark vermindert. Dies deutet darauf hin,
dass die Kombination der H260A- und der C454S/C4565-Mutationen die Stabilit&t
des viralen Proteins verringern. Zudem zeigte diese Virusmutante keine bzw. nur
sehr wenige zytoplasmatische Aggregate und war hauptsédchlich diffus im Zellkern

verteilt (Abb. 29 B; d).
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5.4.2 H260A- und C454S/C456S-Mutationen verhindern den
proteasomalen Abbau von Mrell und p53

Frithere Untersuchungen =zeigten, dass der AS-Austausch H260A in der
Virusmutante ONYX-053 (Ad2/Ad5-Chimére) zu einer verminderten Degradation
von p53 fithrt. Zudem wurde gezeigt, dass das mutierte H260A-Protein nicht mehr
an in-vitro-translatiertes und %S-markiertes p53 binden kann (Shen et al., 2001). Um
zu uberpriifen, ob auch das E1B-Protein der hier verwendeten Ad5 Mutante
H5pm4109 nicht mehr an p53 binden und dieses dem proteasomalen Abbau
zuftihren kann, wurden Koimmunprézipitationsanalysen aus dem Gesamtzellextrakt
infizierter Zellen durchgefiihrt (Abb. 30 A). Aufierdem wurden die Gleichgewichts-
mengen von p53 und Mrell im Verlauf der Virusinfektion untersucht (Abb. 30 B).
Aufgrund fritherer Beobachtungen in unserer Arbeitsgruppe, dass die Punkt-
mutationen C454S und C456S im E1B-Protein die Bindung an und den Abbau von
Mrell in transienten Transfektionsexperimenten verhindern (Hartl, 2005), sollte nun
tiberpruft werden, ob dies auch im viralen Kontext zutrifft (Abb. 30 A, B). Zusitzlich
wurde die Doppelmutante (H5pm4143) untersucht, die weder Mrell noch p53
abbauen sollte (Abb. 30 A, B).
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Abb. 30 Abbau von p53 und Mrell und Interaktion von E1B mit Mrell, p53 und E4orf6 in
Ad-infizierten Zellen

(A) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 25) und 18 h p..
geerntet. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg
fur E1B, 100 pg fur Edorf6, Mrell und p53) tiber 12 %ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit Antikorpern gegen E1B-55K (2A6), E4orf6 (1807), Mrell und p53 (DO-1) inkubiert
(Spuren 1 - 6). Zur Koimmunprazipitation wurde das Zelllysat vor dem Western Blot mit dem E1B-
Antikorper 2A6 immunprazipitiert und dann tiber 12 %ige SDS-Gele aufgetrennt. Anschlieflend
mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und mit den Antikdrpern gegen Edorf6 (1807),
Mrell und p53 (Do-1) inkubiert (Spuren 7 - 12). (B) A549-Zellen wurden mit den Virusmutanten
infiziert (moi 20) und zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet
nicht infiziert (mock). Es wurden jeweils 100 pug Gesamtzellextrakt tiber 12 %ige SDS-
Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose mittels Western Blot transferiert und mit den
Antikdrpern gegen Mrell, p53 (DO-1) und E4orf6 (RSA3) inkubiert.

Wie erwartet verhindert die C454S/C4565-Mutation im E1B-Protein (H5pm4127) die
Interaktion mit Mrell (Abb. 30 A, Spur 10). Dies korreliert mit einem reduzierten
Abbau von Mrell wahrend der Virusinfektion (Abb. 30 B). Die Western Blot-
Analysen zeigen jedoch, dass, trotz der Bindung an p53, auch das Tumorsuppressor-

protein von dieser Virusmutante nicht destabilisiert werden kann (Abb. 30 B). Ein
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vergleichbares Ergebnis lieferten die Untersuchungen mit der Mutante H5pm4109.
Die Punktmutation H260A verhindert auch in virusinfizierten Zellen die Bindung an
P53, hat aber keinen Einflufs auf die Mrell-Bindung (Abb. 30 A, Spur 11). Dennoch
konnte in H5pm4109-infizierten Zellen weder p53 noch Mrell vollstindig abgebaut
werden (Abb. 30 B). Das Wildtypprotein interagiert wie erwartet mit Mrell, es
konnte jedoch keine Bindung an p53 nachgewiesen werden (Abb. 30 A, Spur 8). Der
Grund hierfur ist vermutlich die sehr geringe p53-Gleichgewichtsmenge (Abb. 30 A,
Spur 2), die man auch im Verlauf der Virusinfektion beobachten kann (Abb. 30 B), da
das Wildtypvirus p53 schon wihrend der frithen Phase der Infektion dem
proteasomalen Abbau zufiihrt. Das E1B-Protein der Doppelmutante Hb5pm4143
konnte weder mit Mrell noch p53 wechselwirken, zusatzlich war es jedoch auch
nicht mehr in der Lage mit E4orf6 zu interagieren. Dies zusammen mit der
reduzierten E1B-55K-Gleichgewichtsmenge deutet darauf hin, dass die eingebrach-
ten Mutationen zu gravierenden Konformationsanderungen fiihren, die die Stabilitat
und Funktion des adenoviralen Proteins beeintrachtigen. Uberraschenderweise
konnte bei allen untersuchten Virusmutanten eine verringerte Gleichgewichtsmenge
an E4orf6 beobachtet werden. Dies wire ein moglicher Grund fiir den verminderten
Abbau von p53 bei der Virusmutante H5pm4127 bzw. von Mrell bei der Mutante
H5pm4109 wihrend der Virusinfektion.

5.4.3 H260A- und C454S/C456S-Mutationen haben keinen Einfluss auf
die virale DNA-Synthese

Der ndchste Schritt zur Charakterisierung der Virusmutanten war die Analyse der
viralen DNA-Synthese, die durch ein modifiziertes PCR-Verfahren (4.4.5.3) aus

virusinfizierten Zellen bestimmt wurde (Abb. 31).
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Abb. 31 Analyse der viralen DNA-Synthese

A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Die virale DNA-Synthese wurde durch PCR wie unter
4.4.5.3 beschrieben bestimmt. Die aus dem Ad5 E1B-Gen amplifizierten PCR-Produkte, wurden auf
einem Agarosegel analysiert und die Intensitit der Banden in Ethidiumbromid-gefarbten
Agarosegelen mit dem Computerprogramm Quantity One des ChemiDoc (BioRad) bestimmt. Die
Auswertung dazu ist graphisch dargestellt.

Die Virusmutante H5pm4127 verhielt sich wie das Wildtypvirus H5pg4100 bei der
Akkumulation viraler DNA. 411520, H5pm4109 und H5pm4143 zeigten im Vergleich
zum Wildtyp zwar eine leicht verzogerte Initiation der viralen DNA-Synthese, dies
wirkte sich jedoch nicht negativ auf die relative Menge an viraler DNA im spéteren

Verlauf der Infektion aus. Dies ldsst vermuten, dass die erhhten Proteinmengen von

Mrell und p53 keinen Einfluss auf die virale DNA-Synthese haben.

5.4.4 Erhohte Mrell- und p53-Mengen korrelieren mit einer reduzierten

Produktion spdter viraler Proteine und Nachkommenviren

Um zu testen, wie sich die erh6hten Mrell- und p53-Gleichgewichtsmengen auf die
Synthese spiter viraler Proteine auswirken, wurden A549-Zellen mit den E1B-
Virusmutanten infiziert (4.3.4) und nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet (4.2.5
und 4.6.1.1). Zum Nachweis der spdten viralen Proteine wurden Western Blot-

Analysen durchgefiihrt (4.6.3). In Abb. 32 sind das frithe DBP und die spéten
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Proteine L4-100K und Fiber, sowie die Quantifizierung der Bandenstdrke des L4-
100K-, Fiber- und Hexon-Proteins in infizierten A549-Zellen 48 h p.i. dargestellt.

A
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Abb. 32 Western Blot und Quantifizierung zur Synthese spiter viraler Proteine

(A) Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden
je 20 ng Gesamtzellextrakt tiber 10 %ige (fiir DBP und L4-100K) bzw. 12 %ige (fiir Kapsidproteine)
SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikorpern gegen DBP
(B6-8), L4-100K (6B10) und gegen die spaten Strukturproteine (o-late) inkubiert. (B) Die Intensitét der
Banden von L4-100K- (A), Fiber (A) und Hexon (Western Blot nicht gezeigt) 48 h p.i. wurde mit Hilfe
der Image]J-Software (Abramoff et al., 2004) quantifiziert und graphisch dargestellt Die Werte von
H5pg4100 dienten als Referenzwert und wurden auf 100 % normiert.

Die Western Blot-Analysen zeigten, dass die Synthese des L4-100K-Proteins (Abb. 32
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A) in den Virusmutanten 411520, H5pm4127, H5pm4109 und H5pm4143 im Vergleich
zum Wildtyp zwar leicht verzogert beginnt, dies jedoch keinen Einfluss auf die
relativen L4-100K-Proteinlevel 48 h p.i. hat (Abb. 32 B). Im Gegensatz dazu ist die
Expression spater Strukturproteine (Fiber und Hexon) bei diesen Virusmutanten
nicht nur verzdgert, sondern die Proteinmengen sind im Vergleich zum wt auch
stark reduziert. Dabei zeigt die Doppelmutante H5pm4143 den grofiten Defekt, der
vergleichbar zur E1B-Deletionsmutante d/1520 ist. Die Analyse von DBP zeigt, dass
die Expression frither Proteine nicht von den erhchten Mrell- und p53-Mengen

beeinflusst wird, da die Expression in allen untersuchten Virusmutanten gleich ist.

Um zu testen wie sich die verminderte Gleichgewichtsmenge spéter Strukturproteine
auf die Produktion von Nachkommenviren auswirkt, wurde die Ausbeute an

Nachkommenviren in HeLa- und A549-Zellen untersucht (Abb. 33).
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Abb. 33 Produktion von Nachkommenviren

Um die Ausbeute an Nachkommenviren zu bestimmen wurden HeLa- bzw. A549-Zellen mit den
verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 10) und 72 h p.. geerntet. Aus den infizierten Zellen
wurden die Nachkommenviren isoliert und anschliefend auf 911-Zellen austitriert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus zwei voneinander unabhéingigen Versuchen.

Konsistent mit der Synthese spater Strukturproteine zeigten die untersuchten Virus-
mutanten starke Defekte bei der Produktion von Nachkommenviren sowohl in A549-
Zellen als auch in HeLa-Zellen. Dabei war die Doppelmutante wiederum &hnlich

defekt wie die E1B-Deletionsmutante, was auf einen gravierenden Funktionsverlust
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des E1B-55K-Proteins dieser Virusmutante hindeutet.

Somit zeigen die bisher durchgefithrten Analysen, dass die erhohten Gleich-
gewichtsmengen von Mrell und p53 mit einer stark verringerten Produktion spédter
viraler Strukturproteine (Abb. 33) und Nachkommenviren korrelieren (Abb. 33). Der
Defekt dieser Virusmutanten konnte jedoch zum Teil auch mit der verringerten

Proteinstabilitdt der E4orf6-Proteine (Abb. 30 B) in Zusammenhang stehen.

5.4.5 H260A- und C454S/C456S-Mutationen fiihren zu einer reduzierten
Mengen an spidter L5-mRNA, haben aber keinen Einfluss auf

deren Export

Ein Grund fiir die verminderte Anzahl spéter Strukturproteinen und Nachkommen-
viren konnte ein Defekt wahrend des Kernexports spéter viraler mRNA sein. Um
dies zu tuberpriifen, wurden Northern Blot-Analysen in infizierten Zellen 48 h p.i.

durchgefiihrt (4.5.2, 4.5.5 und 4.5.6; Abb. 34).

Die Northern Blot-Analysen zeigen jedoch, dass die Virusmutanten H5pm4109 und
H5pm4127 spdte virale L4- und L5-mRNA genauso effizient wie das Wildtypvirus
aus dem Zellkern transportierten (Abb. 34 C). Die Mutante H5pm4143 verhielt sich
wie schon in den vorherigen Experimenten wie die EI1B-Deletionsmutante.
Interessanterweise fiihrten die H260A- und die C454S/C4565-Mutationen zu einer
stark verringerten Gleichgewichtsmenge von L5-Transkripten (Abb. 34 A und B). Die
L4-mRNA war davon nur leicht betroffen (Abb. 34 A und B). Daraus kann man
schlieffen, dass die Abnahme der spdten Strukturproteine (Abb. 32) und der
Nachkommenviren (Abb. 33) vermutlich auf die verringerten L5-mRNA-Mengen
zurtickgefiihrt werden kénnen.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die erhohten Mrell-
und p53-Mengen zwar keinen Einfluss auf den Export, jedoch auf die Stabilitét

und/oder die Transkriptionsrate von mRNAs der MLTU haben.
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Abb. 34 Northern Blot-Analyse

(A) A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 10) und 48 h p..
geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden je 1 pug zytoplasmatische (z) und
nukledre (n) mRNA tiber 1 %ige FA-Gele aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Der
Nachweis der L4-RNA bzw. der Fiber (L5)-RNA erfolgte mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden.
Die 185 rRNA-Bande wurde mit Hilfe von Methylenblaufarbung sichtbar gemacht und diente als
interne Ladekontrolle. (B) Die Intensitdt der erhaltenen Banden der L4- bzw. der L5-RNA 48 h p.i.
wurde mit der Image]-Software (Abramoff et al., 2004) quantifiziert, mit Hilfe der 185 rRNA Werte
korrigiert und graphisch dargestellt, wobei der mRNA-Level des Wildtypvirus als Referenzwert auf 1
normiert wurde. (C) Das Verhiltnis der Gleichgewichtsmengen zytoplasmatischer zu nukledrer
mRNA diente als Mafs fiir die Exporteffizienz der einzelnen Virusmutanten.
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5.5 Identifizierung und Charakterisierung von zwei neuen E1B-

Isoformen

Die E1B-Region von Ad5 kodiert fiir mindestens fiinf verschiedene Polypeptide, die
als E1B-496R (E1B-55K), E1B-176R (E1B-19K), E1B-156R, E1B-93R und E1B-84R
entsprechend ihrer AS-Linge bezeichnet werden. Die verschiedenen E1B-Transkripte
werden durch alternatives Spleifien aus einer Vorldufer-RNA gebildet. Dabei bleibt
die kodierende Sequenz von E1B-19K unverdndert, wahrend der offene Leserahmen
von E1B-55K bei den verschiedenen SpleifSvarianten verdndert ist (Anderson et al.,
1984; Virtanen und Pettersson, 1985; Lewis und Anderson, 1987). In Abb. 35 sind die

E1B-Region sowie die darin kodierten Genprodukte dargestellt.

5 10 m.u.
| 1 i| I I ] ] | | 1 I I ] ] | | 1 1 I | ;E | | 1 i ] |
1600 2000 3000 4000 4200 bp
2019
1714 296R .
176R > 228
3509
2242
T76R » 14 5S
156R | o | .
176R
84R [ | ,
176R 135

Abb. 35 Die E1B-Region von Ad5

Dargestellt ist das linke Ende des Genoms von Ad5. Die Nummern beziehen sich auf die Nukleotide
bzw. auf die map units (m.u.) in der Ad5 Sequenz. Die Detailansicht zeigt die Liange der Vorldufer-
RNA sowie die fiinf verschiedenen mRNAs mit ihrem jeweiligen Spleifimuster. Dabei beziehen sich
die Farben auf unterschiedlich benutzte offene Leserahmen. Die Proteinprodukte werden nach der
Zahl ihrer AS-Reste benannt (496R, 176R, 156R, 93R und 84R). Die Zahlen der lingsten mRNA (225)
geben die Positionen der Start- (1714 bei E1B-176R und 2019 bei E1B-496R) bzw. Stoppkodons (2242
bei E1B-176R und 3509 bei E1B-496R) an.

Da es sich bei der bisher verwendeten Deletionsmutante dl1520 um eine Ad2/Ad5-
Viruschimére handelt (Barker und Berk, 1987), sollte eine E1B-Deletionsmutante im

H5pg4100-Ruickgrat hergestellt werden. Dazu wurden mit Hilfe des QuikChange™
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Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) zwei Nonsensekodons an Position drei und
acht in den Leserahmen von E1B-55K eingefiigt, die die Bildung von E1B-496R, sowie
dessen Spleifiprodukte (E1B-156R, E1B-93R und E1B-84R) verhindern. Die so
verdnderte E1-Box wurde wie unter 5.1 beschrieben in das pH5pg4100-Bacmid
rickkloniert (Abb. 4) und die entstandene Virusmutante erhielt den Namen
H5pm4133 (Abb. 36 A). Diese wurde zundchst auf die Expression von E1B-55K
sowohl mittels Western Blot (Abb. 36 B) als auch mit Immunfluoreszenzanalysen

(Abb. 36 C) getestet.

A

2019 2025/3 2040/8 2048
| I | I

ATG GAG CGA AGA AAC CCA TCT GAG CGG GGG
M E R R N P S E R G H5pg4100
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B H5)04100
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o-E1B H5pg4100

H5pm4133

Abb. 36 Sequenz der Deletionsmutante H5pm4133 und Uberpriifung der Expression von
E1B-55K

(A) Dargestellt ist ein Sequenzausschnitt von Ad5 E1B-55K, der mit dem Nukleotid an Position 2019
des Ad5 Genoms bzw. der ersten AS von 55K beginnt. Markiert sind die Nukleotide, die in der
Deletionsmutante H5pm4133 im Vergleich zum Wildtypvirus H5pg4100 ausgetauscht wurden (nt 2025
bzw. AS 3 und nt 2040 bzw. AS 8). Die Sterne beziehen sich auf die Verwendung eines der drei
Stoppkodons, Punkte kennzeichnen jeweils gleiche nt bzw. AS. (B) A549-Zellen wurden mit dem
Wildtypvirus und der Deletionsmutante infiziert (moi 20) und zu den angegebenen Zeitpunkten (h
p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden je 20 pg Gesamtzellextrakt
iiber 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und mittels Western Blot auf Nitrozellulose
transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem E1B-55K-spezifischen Maus-Antikorper 2A6. (C) A549-
Zellen wurden auf Deckgldser ausgesét und bei einer Konfluenz von 60 % mit den Viren infiziert. Die
Zellen wurden 20 h p.i. mit Methanol fixiert und in situ mit dem E1B-spezifischen Antikdrper 2A6
inkubiert. Die Detektion des Primérantikorpers erfolgte mit einem FITC-gekoppelten anti-Maus-
Antikorper.
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Wie erwartet konnte in Zellen, die mit H5pm4133 infiziert wurden kein E1B-55K-
Protein im Western Blot (Abb. 36 B) und auch in der Inmunfluoreszenz (Abb. 36 C; b)
nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die zwei Stoppkodons an Position 3 und 8 die

Expression von E1B-55K verhindern.

Zur Kontrolle wurde als ndchstes die Produktion spéter viraler Proteine und Nach-

kommenviren in infizierten A549- und HeLa-Zellen untersucht (Abb. 37 A und B).
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Abb. 37 Analyse zur Produktion spiter viraler Proteine und Nachkommenviren

(A) Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 20) und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden
je 20 ug Gesamtzellextrakt tiber 10 %ige (ftir L4-100K) bzw. 12 %ige (fuir Strukturproteine) SDS-
Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikdrpern gegen L4-100K
(6B10) und gegen die spéten viralen Strukturproteine (a-late) inkubiert. (B) Zur Bestimmung der
Ausbeute an Nachkommenviren wurden HeLa- bzw. A549-Zellen mit den verschiedenen Virusmu-
tanten infiziert (moi 10) und 72 h p.i. geerntet. Aus den infizierten Zellen wurden die
Nachkommenviren isoliert und anschlieiend auf 911-Zellen austitriert. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus zwei voneinander unabhingigen Versuchen.

Uberraschenderweise exprimierte die Virusmutante H5pm4133 fast die gleichen
Mengen an spiten Proteinen wie das Wildtypvirus H5pg4100 (Abb. 37 A). Auch die
Produktion von Nachkommenviren war bei dieser Mutante im Vergleich zum wt

nicht defekt (Abb. 37 B). Im Gegensatz dazu konnte die Deletionsmutante 4/1520 nur
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sehr ineffizient spate Sturukturproteine und Nachkommenviren produzieren (Abb.

37 A und B).

Um zu testen ob die Mutante H5pm4133 sich auch beim Abbau von Mrell und p53
dhnlich wie das Wildtypvirus verhdlt, wurden A549-Zellen infiziert, 48 hp.i.
geerntet, aufgeschlossen und Western Blot-Analysen durchgefiihrt (Abb. 38).
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Abb. 38 Abbau von p53 und Mrell in Ad-infizierten Zellen

Ab549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert (moi 25) und 48 h p.i. geerntet. Es
wurden jeweils 75 pg Gesamtzellextrakt tiber 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, mittels
Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikorpern gegen Mrell, p53 (DO-1) und E4orf6
(RSA3) inkubiert.

Die Western Blot-Daten zeigen, dass die Virusmutante H5pm4133, trotz reduzierter
E4orf6-Gleichgewichtsmenge (Abb. 38, Spur 4) wie das Wildtypvirus in der Lage ist
Mrell und p53 dem proteasomalen Abbau zuzufithren (Abb. 38, Spuren 2 und 4).
Dies und die Analysen zur Produktion von spdten viralen Proteinen und
Nachkommenviren stehen im Widerspruch zu Daten der Deletionsmutante 411520,
die weder Mrell und p53 abbauen kann (Abb. 38, Spur 3), sowie schwere Defekte bei
der Produktion spéter Kapsidproteine und Nachkommenviren aufwies (Abb. 37 A
und B).

Da bekanntermafien ein funktionelles E1B-Protein fuir diese Funktionen wichtig ist,
deutet dies darauf hin, dass ein weiteres vermutlich mit E1B-55K verwandtes Protein
exprimiert wird, das den Verlust von E1B-55K kompensieren kann. Um dies zu
tiberpriifen, wurden die Leserahmen des E1B-Gens bis Nukleotidposition 2600 nach

moglichen alternativen Startkodons untersucht (Abb. 39 A). Interessanterweise befin-
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den sich im orf des E1B-55K-Gens zwei weitere Startkodons an Position 2208 und
2241, die zur Bildung eines 433 AS (49K) bzw. eines 422 AS (48K) langen Polypeptids
fithren konnten. Ein weiteres Methionin befindet sich an Nukleotidposition 2388.
Diese verkiirzten Formen fehlen in der Deletionsmutante 411520, weil diese neben
dem Stoppkodon an AS-Position 3 noch eine 827 Bp lange Deletion (nt 2496 bis 3323)
im orf des E1B-55K-Gens enthdlt (Barker und Berk, 1987). Da das Epitop des bisher
verwendeten E1B-spezifischen Antikorpers 2A6 der Aminoterminus von 55K ist (AS
1-79; Sarnow et al., 1982b), wiirde dieser Antikorper die verkiirzten Formen von E1B
nicht detektieren. Deshalb wurde die Expression von E1B erneut mit dem C-

terminalen E1B-spezifischen Antikorper 7C11, untersucht (Abb. 39 B, C).
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Abb. 39 Darstellung der orfs von E1B-55K und Vergleich der Antikérper 2A6 und 7C11

(A) Dargestellt ist der 5'-terminale Bereich der 22S-mRNA (nt 1702 bis nt 2600) von Ad5 E1B-55K.
Darunter sind die drei verschiedenen orfs (ORF1 - ORF3) von E1B abgebildet, wobei die Sequenz von
E1B-19K (E1B-176R) grau und die von E1B-55K (E1B-496R) orange hinterlegt ist. Alle Startkodons
bzw. Methionine (ATG) werden durch Pfeilspitzen markiert, die Querstriche geben die Lage der
Stoppkodons an. (B) Im oberen Abschnitt ist das 496 AS lange E1B-55K-Protein mit den Epitopen der
E1B-spezifischen Antikoérper 2A6 und 7Cl11 schematisch dargestellt. Darunter befinden sich die
Western Blot-Analysen zum Vergleich der Antikérper 2A6 und 7C11. Dazu wurden A549-Zellen mit
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der Deletionsmutante und dem Wildtypvirus infiziert (moi 20) und zu den angegebenen Zeitpunkten
(h pi) geerntet. Der Zeitpunkt O bedeutet nicht infiziert (mock). Es wurden gleiche Mengen
Gesamtzellextrakt (25 ug bei 2A6 und 50 pg bei 7C11) tiber 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt und mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis erfolgte mit den
E1B-55K-spezifischen Antikérpern 2A6 bzw. 7C11. Die Expositionszeit der Spuren 7 - 12 war doppelt
so lang wie die der Spuren 1 - 6. (C) A549-Zellen wurden auf Deckgldser ausgesit und bei einer
Konfluenz von 60 % mit den Viren infiziert. Die Zellen wurden 20 h p.i. mit PFA fixiert und in situ mit
den E1B-spezifischen Antikorper 2A6 (a und c) bzw. 7C11 (b und d) inkubiert. Die Detektion der
Primérantikorper erfolgte mit einem FITC-gekoppelten anti-Maus (2A6)- bzw. einem FITC-
gekoppelten anti-Ratte (7C11)-Antikorper.

Die Western Blot-Analysen mit dem 7C11-Antikorper zeigen, dass tatsdchlich zwei
verkiirzte Formen von E1B entstehen, die mit dem Antikdrper 2A6 nicht detektiert
werden konnen (Abb. 39 B). Da diese verkiirzten Formen knapp unter der 50K-
Markerbande laufen, handelt es sich vermutlich um die Polypeptide, die mit dem
Startkodon an Position 2208 bzw. 2241 beginnen und ca. 49K (433 AS) bzw. 48K (422
AS) grofs sind. Diese verkiirzten E1B-Formen werden auch im Wildtypvirus
hergestellt (Abb. 39 B, Spuren 2 - 6).

Mit Hilfe des 7C11-Antikorpers konnten die verkiirzten Formen auch in der
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Abb. 39 C). E1B-48K und/oder E1B-49K
sind tiberwiegend diffus im Zellkern verteilt. Ein kleiner Teil befindet sich auch in
der Ndhe des Zellkerns im Zytoplasma (markiert mit Pfeil in Abb. 39 C; d). Wie
schon in den Western Blot-Analysen sind dabei die Gleichgewichtsmengen der
verkiirzten Formen im Vergleich zum E1B-55K-Protein sehr gering. Trotzdem
reichen diese niedrigen Mengen an verkiirztem E1B aus, um die virale Replikation
vollstandig zu unterstiitzen (Abb. 37) und die zelluldren Proteine p53 und Mrell

dem proteasomalen Abbau zuzufiihren (Abb. 38).

Um zu uberpriifen, ob die verkiirzten Formen auch in transienten Transfektions-
experimenten hergestellt werden und ob es einen Unterschied in der Expression von
E1B-48K und E1B-49K gibt, wurden Plasmide hergestellt, die sowohl die beiden
Stopps an AS-Position 3 und 8 tragen als auch das ATG an Position 2208 bzw. 2241
mutiert ist (Abb. 40 A). Die Herstellung dieser E1B-Punktmutanten erfolgte mit Hilfe
des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene). Als Matrize diente
pcDNAB3-E1B-55K (pE1B-55K) bzw. pE1B-1631, bei dem analog zur Virusmutante
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H5pm4133 die dritte und achte AS durch Stoppkodons ersetzt sind. Die Plasmide
wurden nach ihrer Nummer in der Datenbank der Arbeitsgruppe benannt. Bei dem
Plasmid pE1B-1670 ist zusitzlich zu den Stopps das Methionin an Position 64 zu
Valin (pE1B-M64V) mutiert, bei pE1B-1671 das Methionin an Position 75 (pE1B-
M75V). pE1B-1672 ist eine Doppelmutante, bei der neben den beiden Stopps sowohl
das Methionin an Position 64 als auch an Position 75 in Valin (pE1B-M64V/M75V)
umgewandelt wurde (Abb. 40 A). Als erstes wurde die Expression der verschiedenen

Plasmide nach Transfektion in H1299-Zellen untersucht (Abb. 40 B).
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Abb. 40 Einfluss der verkiirzten E1B-Isoformen auf die p53-abhingige Transkriptions-
aktivierung

(A) Dargestellt ist ein Sequenzausschnitt von Ad5 E1B-55K. Markiert sind die Nukleotide, die in den
Plasmiden pE1B-1631, pE1B-1670, pE1B-1671 und pE1B-1672 im Vergleich zum Wildtypprotein
ausgetauscht wurden (nt 2025 bzw. AS 3, nt 2040 bzw. AS 8, nt 2208 bzw. AS 64 und nt 2241 bzw. AS
75). Die Sterne beziehen sich auf die Verwendung eines der drei Stoppkodons, Punkte kennzeichnen
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jeweils gleiche nt bzw. AS. (B) Nachweis der verschiedenen Plasmide nach Transfektion. Dazu
wurden H1299-Zellen mit 5 ug der verschiedenen Plasmide transfiziert und nach 48 h geerntet. Der
leere Vektor pcDNA3 diente als Kontrolle. Es wurden gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg bei
2A6 und B-actin; 100 pg bei 7C11) tiber 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und mittels
Western Blot auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis erfolgte mit den E1B-55K-spezifischen
Antikorpern 2A6 bzw. 7Cl11. Der Nachweis des B-actin-Proteins durch AC-15 diente als
Ladekontrolle. (C) 2 x 10> H1299-Zellen wurden in 6-well Schalen ausgesédt und am ndchsten Tag mit
pRL-TK (interne Kontrolle), pRE-LUC, pC53-SN3 (pCMV-p53) und pcDNA3 (Vektor) bzw. pE1B-
Plasmiden transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit Lyse-Puffer aufgeschlossen und die Aktivitat
der Firefly-Luziferase in den Transfektionsansidtzen mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega) bestimmt. Die Aktivitdt der Firefly-Luziferase in Gegenwart von Wildtyp p53 (pC53-SN3)
wurde als Referenzwert auf 100% normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
aus drei unabhéngigen Versuchen.

Die Western Blot-Analysen ergaben, dass die verkiirzten Formen von E1B nur mit
dem Antikorper 7C11 nachgewiesen werden konnen. Der 2A6-Antikorper erkennt
nur das Volllinge-E1B-Protein. In pE1B-55K-transfizierten Zellen konnten mit dem
7C11-Antikorper drei Banden detektiert werden. Dabei entspricht die oberste Bande
dem Volllange E1B-55K, die unterste Bande vermutlich den E1B-48K/49K-Isoformen.
Die molekulare Ursache fiir die mittlere ca. 50K grofsen Bande (Abb. 40 B, Spur 2;
Stern) ist bisher noch unklar. Nach Transfektion von pE1B-1631 kann man wie
erwartet eine Doppelbande (E1B-48K und E1B-49K) detektieren (Abb. 40 B, Spur 3).
In Zellen, die mit pE1B-1671 transfiziert wurden, wird nur das kiirzere E1B-48K-
Protein gebildet (Abb. 40 B, Spur 4). Interessanterweise konnte in pE1B-1671-
transfizierten Zellen eine Doppelbande nachgewiesen werden. Da nur die lingere
49K-Isoform exprimiert werden kann, konnte es sich hierbei um eine posttranslatio-
nal modifizierte z. B. phosphorylierte Form, des E1B-49K-Proteins handeln (Abb. 40
B, Spur 5). Die Mutation beider ATGs (AS-Position 64 und 75) fiithrt zu einem
vollstandigen Verlust jeglicher E1B-Formen (Abb. 40 B, Spur 6).

Eine wichtige Aufgabe von E1B-55K ist es, die transaktivierende Funktion von p53
zu hemmen (Yew und Berk, 1992; Teodoro und Branton, 1997). Dabei ist E1B-55K in
der Lage tiber zwei zentrale Bereiche direkt an die N-terminale Doméne von p53 zu
binden und dadurch die Transaktivierung p53-regulierter Gene zu inhibieren
(Sarnow et al., 1982a; Kao et al., 1990; Yew et al., 1990; Shen et al., 2001).

Um zu tiberpriifen, ob die verkiirzten E1B-Isoformen noch in der Lage sind, die p53-
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vermittelte Transkriptionsaktivierung zu reprimieren, wurden wie unter 4.7
beschrieben p53-negative H1299-Zellen mit dem Plasmid pRE-LUC, das die Firefly-
Luziferase (LUC) unter der Kontrolle eines p53-abhédngigen Promotors (pRE)
exprimiert, einem konstitutiv p53-exprimierenden Plasmid (pC53-SN3) und den
verschiedenen E1B-Plasmiden bzw. der Vektorkontrolle transfiziert. Die Aktivitét
der Firefly-Luziferase wurde nach 48 h luminometrisch bestimmt und die Messwerte
mit der internen Kontrolle (Renilla-Luziferase) normalisiert (Abb. 37 C).

Die Auswertung der Versuche zeigte, dass das E1B-55K-Wildtypprotein die p53-
vermittelte Transkriptionsaktivierung fast vollstandig inhibieren konnte (Abb. 40 C).
Unter den gewdhlten Bedingungen wurden Restaktivititen von etwa 2% im
Vergleich zum Kontrollansatz ohne pE1B-55K ermittelt. Das pE1B-1631-Plasmid war
mit ca. 25 % Firefly-Luziferaseaktivitdt ebenfalls noch deutlich in der Lage die Trans-
kriptionsrate des Reportergens zu inhibieren. Auch die 49K-Isoform zeigte mit einer
Restaktivitdt von 20 % eine zu pE1B-1631 vergleichbar starke Inhibition. Die im
Vergleich zum E1B-55K-Protein reduzierte Inhibition kénnte auf die geringeren E1B-
Gleichgewichtsmengen der verkiirzten Isoformen zuriickzufiihren sein (Abb. 40 B).
Die Expression von E1B-48K hingegen fiihrt zu einem fast vollstandigen Verlust der
p53-Repression. Dies konnte mit dem stark reduzierten steady-state Level dieses
Proteins in Zusammenhang stehen. Es wére jedoch auch moglich, dass zwischen AS
64 und 75 eine fur die Inhibition der p53-stimulierten Transkription wichtige

Funktion des E1B-Proteins kodiert ist.

Zusammenfassend zeigen die Daten des letzten Teils dieser Arbeit, dass neben den
bisher bekannten E1B-Proteinen zwei weitere N-terminal verkiirzte Isoformen - E1B-
48K und E1B-49K - gebildet werden, die trotz ihrer geringen Gleichgewichtsmengen

die virale Replikation vollstandig unterstiitzen konnen.
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6 Diskussion

6.1 Funktionen von E1B-55K und E4orf6 wihrend der produktiven

Infektion

Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, dass das E1B-55K-Protein von Ad5 ein
multifunktionelles Polypeptid ist, das viele wichtige Funktionen wahrend der
Virusreplikation hat.

In der frithen Phase bindet E1B an das Tumorsuppressorprotein p53 und inhibiert den
p53-induzierten Wachstumsstopp und die Apoptose. Dabei reprimiert E1B die Trans-
aktivierung p53-abhdngiger Promotoren (Sarnow et al., 1982a; Kao et al., 1990; Yew et
al., 1990; Yew und Berk, 1992; Yew et al., 1994; Martin und Berk, 1998; Shen et al., 2001)
und dirigiert in Kombination mit E4orf6 p53, sowie Mrell, ein Bestandteil des
zellularen DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturkomplexes in den Ubiquitin-abhangi-
gen proteolytischen Abbauweg (Querido et al., 2001a; Harada et al., 2002; Blanchette et
al., 2004).

In der spdten Phase der Virusinfektion reguliert das E1B-55K-Protein im Komplex mit
Edorf6 im Verlauf des sogenannten host shut-off den Export viraler mRNAs vom Kern
ins Zytoplasma und die effiziente Synthese spéter viraler Genprodukte (zur Ubersicht:

Dobner und Kzhyshkowska, 2001; Flint und Gonzalez, 2003).

6.1.1 Die Konjugation mit SUMOL1 reguliert die subnukledre Lokalisa-
tion und einen CRM1-unabhingigen Exportweg von E1B-55K

Frithere Transfektions- und Heterokaryon-Experimente ergaben, dass das NES und
die SUMO1-Modifikation des E1B-55K-Proteins wichtig fiir dessen Pendelaktivitat
sind. Dabei ist die Bindung des Exportrezeptors CRM1 an das Leucin-reiche NES von
E1B fiir den Kernexport des adenoviralen Proteins verantwortlich (Krétzer et al., 2000;

Dosch et al.,, 2001). Die Modifikation mit SUMOL1 ist sowohl fur die nukledre
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Akkumulation von E1B als auch fiir die Steuerung zu spezifischen Regionen innerhalb
des Zellkerns essenziell (Endter et al., 2001; Endter, 2002).

Die Immunfluoreszenzanalysen dieser Arbeit zeigen ebenfalls, dass das NES und die
SUMO1-Modifikation auch in virusinfizierten Zellen die Lokalisation des E1B-55K-
Proteins beeinflussen (5.2.2). Virusmutanten, deren SKM mutiert wurde (H5pm4102)
zeigen im Vergleich zum Wildtypvirus keine gravierenden Unterschiede in der
Lokalisation von E1B-55K sowohl in der Immunfluoreszenz (Abb. 8) als auch in der
subzelluldren Fraktionierung (Abb. 7). Im Gegensatz dazu fiithrt die Mutation des NES
in der Virusmutante H5pm4101 zu einer stark verdnderten Lokalisation des E1B-
Proteins. Schon durch die subzelluldre Fraktionierung wird deutlich, dass das E1B-
NES-Protein im Kern akkumuliert und zwar am stdrksten in der loslichen Kern-
fraktion (F3) und der Chromatinfraktion (F4). Die Immunfluoreszenzanalysen zeigen,
dass sowohl in HeLa- als auch in A549-Zellen die Mutationen im NES den CRM1-
abhangigen nukledren Export des E1B-55K-Proteins verhindern und es zu einer Akku-
mulation von E1B-55K im Zellkern kommt (Abb. 8, d). Dies deutet zundchst darauf
hin, dass das NES allein ausreicht, um den Transport des E1B-55K-Proteins vom Zell-
kern ins Zytoplasma zu veranlassen. Das E1B-Protein der NES/SKM-Doppelmutante
H5pm4103 ist jedoch nicht bevorzugt im Kern lokalisiert, vielmehr ist 55K hier dhnlich
wie das Wildtypprotein, diffus im Kern und im Zytoplasma verteilt. AufSerdem
aggregiert es an mehreren zytoplasmatischen Strukturen. Ahnliches kann man
beobachten, wenn man Zellen, die mit SKM-Virusmutanten (H5pm4102 und
H5pm4103) infiziert wurden mit dem CRMI-Inhibitor LMB behandelt. Auch hier
kommt es zu keiner nukledren Akkumulation von E1B-55K, wohingegen das Wildtyp-
protein nach LMB-Behandlung fast ausschliefSlich im Kern lokalisiert ist (Daten nicht
gezeigt). Diese Beobachtungen konnen auf verschiedene Weise erklédrt werden. Da das
NES und das SKM im E1B-55K-Protein nur wenige AS voneinander entfernt sind,
konnte es sein, dass die Mutation des SKM zu einer Konformationsanderung des E1B-
Proteins fiihrt, und dies die Bindung an CRM1 verhindert. Die andere Moglichkeit ist,
dass E1B-55K nicht nur tiber einen CRM1-abhédngigen Weg aus dem Kern exportiert

werden kann, sondern auch tiber einen bisher unbekannten CRM1-unabhdngigen
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Weg. Die Daten dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass dieser CRM1-unabhéngige
Exportweg vermutlich tiber die Modifikation mit SUMOL1 negativ reguliert wird. Dies
bedeutet, dass die Konjugation von SUMOI1 in virusinfizierten Zellen nicht wie
zundchst angenommen nur fiir den Kernimport zustdndig ist, sondern dass eine
erhohte SUMOylierung von E1B zu einer Retention des adenoviralen Proteins im
Kern fiihrt. Da die Mutation des NES eine vermehrte SUMO1-Modifikation des E1B-
Proteins bewirkt (Abb. 6), wadre dies neben dem Verlust des CRMI1-abhédngigen
Exports eine Erkldrung fiir die starke Akkumulation des E1B-Proteins im Kern.

Diese Annahme wird durch Untersuchungen des Transkriptionskorepressor CtBP (C-
terminal binding protein of adenovirus EIA) unterstiitzt. CtBP ist ein normalerweise
nukledres Protein das SUMOyliert werden kann. Die Inhibition der SUMOI1-
Modifikation fiihrt zu dessen zytoplasmatischer Akkumulation (Lin et al., 2003). Die
El1-Proteine von BPV (bovines Papillomavirus) und HPV-11 (humanes Papillomavirus
Typ 11) werden ebenfalls SUMOyliert, was fiir deren intranukledre Lokalisation
erforderlich ist (Rangasamy et al., 2000; Rosas-Acosta et al., 2005). Da das E1B-55K-
NES-Protein im Kern v. a. an den viralen Transkriptions- und Replikationszentren
lokalisiert, die vermutlich der F5-Fraktion bei der subzelluliren Fraktionierung
entsprechen (Leppard und Shenk, 1989) wére es zudem moglich, dass die Modifika-
tion mit SUMOI1 die intranukleédre Lokalisation von Ad5 E1B beeinflusst. In Wildtyp-
virus-infizierten Zellen, in denen nur sehr wenig SUMO1-E1B vorhanden ist, befindet
sich das E1B-Protein nur in einem geringen Prozentsatz der Zellen an den viralen Re-
plikationszentren. Im Gegensatz dazu lokalisiert in Zellen, die mit der Deletions-
mutante H5dI355 infiziert wurden, mehr E1B im Kern und zwar verstirkt an den
viralen Replikations- und Transkriptionszentren. Dies ist konsistent mit Daten von
Lethbridge und Mitarbeitern, die zeigen, dass in Abwesenheit von E4orf6 eine erhchte
SUMO1-Modifikation von E1B beobachtet werden kann und dies bevorzugt mit der
nukledren Matrix assoziiert ist (Lethbridge et al., 2003). Auch in E4orf6-NES
(H5pm4116)-infizierten Zellen befindet sich das E1B-Protein verstdrkt im Kern in sub-
nukledren Aggregaten (Abb. 18 A; n). Da die Mutation im E4orf6-NES zu einer verrin-

gerten Stabilitdt von E4orf6 fiihrt, wéare es moglich, dass auch hier das E1B-Protein
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starker SUMOyliert wird und dies der Grund fuir die verdnderte Lokalisation ist.
Zusammenfassend konnte dies bedeuten, dass die Modifikation mit SUMO1 einen
positiven Effekt auf die E1B-55K Protein-Protein-Wechselwirkung hat und somit die
Assemblierung von E1B-Multiproteinkomplexen fordert.

Ein dhnlicher Effekt wurde fiir das PML-Protein beschrieben. Hier spielt die Modifika-
tion von PML mit SUMOIL eine essenzielle Rolle bei der PML-NB Bildung bzw. bei der
Rekrutierung von weiteren PML-NB-Komponenten (Kamitani ef al., 1998; Miiller et al.,
1998; Duprez et al., 1999; Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000; Lallemand-Breitenbach et
al., 2001). Eine andere Erkldrung fiir die Nicht-Lokalisation der SKM-Mutanten an den
Replikationszentren wire, dass diese Lokalisation nur sehr transient ist. Falls E1B-55K
SUMO1-modifiziert werden kann und dies den Export des adenoviralen Proteins
negativ reguliert, konnte es sein, dass SUMO1-E1B im Kern festgehalten wird und
zwar an den Replikationszentren. Kann es jedoch nicht SUMOyliert werden, verladsst
es sofort die Replikationszentren und den Kern. Zusammengefasst zeigen diese
Daten, dass die Modifikation von E1B-55K mit SUMO1 zum einen fiir die intra-
nukledre Steuerung/Aggregation an bestimmten Strukturen wichtig ist, zum anderen
dass SUMOL1 vermutlich den CRM1-unabhéngigen Export von E1B negativ regulieren
kann.

Trotz der wichtigen Rolle, die die SUMO1-Modifikation fiir E1B-55K spielt, ist die
Menge an SUMO1-modifiziertem E1B im Vergleich zu nicht-modifiziertem jedoch
sehr gering. Dies ist ein Paradoxon, das sehr hédufig bei Untersuchungen an SUMOL1-
modifizierten Proteinen auftritt (zur Ubersicht: Melchior, 2000; Johnson, 2004; Hay,
2005). Eine mogliche Erkldarung wire, dass ein stdndiger Zyklus an SUMOI1-
Konjugation und -Dekonjugation stattfindet, bzw. dass die SUMO1-Dekonjugation
mindestens genauso schnell stattfindet wie die Konjugation, und deshalb die
Gleichgewichtsmenge an SUMOylierten Proteinen sehr gering ist (Zhang et al., 2002;
Boggio et al., 2004). In dem von Johnson und Hay vorgeschlagenen Modell férdert die
SUMOylierung ein bestimmtes Ereignis, dessen Konsequenzen auch noch nach der
SUMOI1-Dekonjugation weiter bestehen. Dies wiirde bedeuten, dass SUMO1 das

Schicksal des Proteins auch dann noch beeinflusst, wenn es schon ldngst dekonjugiert
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ist (Johnson, 2004; Hay, 2005).

6.1.2 Die CRM1- und SUMO1-regulierte Exportfunktion von E1B-55K

steuert nicht den Kerntransport spiter viraler mnRNAs

Das E1B-55K-Protein spielt bekanntermafien eine wichtige Rolle bei der viralen
Replikation, wobei das E1B-Protein die meisten seiner Funktionen vor allem in der
spdten Phase des Infektionszyklus erfiillt. Die frithe und die spéte Phase des produk-
tiven Infektionszyklus sind durch das Einsetzen der viralen DNA-Synthese getrennt.
Es konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Virusmutanten, einschliefdlich der
E1B-Deletionsmutante di1520 etwa die gleiche Menge an viraler DNA wie das
Wildtypvirus H5pg4100 bildeten. Auch die Initiation der viralen DNA-Synthese fand
bei allen Virusmutanten etwa zur selben Zeit statt (5.2.3). Dies deutet, zusammen mit
fritheren Untersuchungen (Goodrum und Ornelles, 1997, Goodrum und Ornelles,
1998) darauf hin, dass das E1B-55K-Protein seine fiir die virale Replikation entschei-
denden Funktionen erst nach dem Einsetzen der viralen DNA-Synthese in der spadten
Phase des Replikationszyklus austibt. Adenovirus-Mutanten, die kein funktions-
tahiges E1B-Protein exprimieren, zeigen erhebliche Defekte beim host shut-off, bei der
Synthese viraler Strukturproteine und bei der Produktion von Nachkommenviren
(Babiss et al., 1985; Pilder et al., 1986a; Pilder et al., 1986b; Yew et al., 1990). Ein Grund
dieser Defekte ist das Unvermogen der E1B-deletierten Mutanten, in der spéaten Phase
der Infektion den selektiven Transport viraler mRNA vom Kern ins Zytoplasma zu
fordern (Pilder et al., 1986a; Leppard und Shenk, 1989). Da sich das E1B-55K-Protein
zwischen Zellkern und Zytoplasma bewegen kann, nimmt man an, dass diese
Pendelaktivitdt eine zentrale Rolle beim viralen mRNA-Transport spielt. Mit Hilfe der
Virusmutanten H5pm4101, H5pm4102 und H5pm4103 wurde untersucht, welchen
Einfluss das NES und die SUMO1-Modifikation auf die virale Replikation haben. Es
konnte jedoch kein Effekt auf die Synthese spdter viraler Strukturproteine (Abb. 12)
und die Produktion von Nachkommenviren (Abb. 13) festgestellt werden.

Uberraschenderweise zeigte die SKM-Mutante H5pm4102 eine im Vergleich zum
Wildtypvirus doppelt so hohe Exporteffizienz fiir L5-Transkripte (Abb. 14 C). Dies
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stimmt mit dem vorher beschriebenen Modell iiberein, dass die Modifikation mit
SUMOI1 den Export von E1B negativ reguliert. Kann E1B-55K nicht mehr SUMO1-
modifiziert werden, fiithrt dies zu einem verstdarkten nukledren Export des adeno-
viralen Proteins und somit vermutlich auch zu einem verstdarkten Export der L5-
mRNA. L4-Transkripte sind davon nicht betroffen. Dies steht in Ubereinstimmung
mit fritheren Untersuchungen, die zeigen, dass die verschiedenen spiten Transkripte
unterschiedlich stark von E1B abhéngig sind, wobei gilt: L5 > L3 > L4 (Pilder et al.,
1986b; Leppard und Shenk, 1989; Gonzalez und Flint, 2002). Da in der E1B-NES-
Mutante, die hauptsachlich im Kern lokalisiert ist, kein Defekt beim viralen mRNA-
Transport festgestellt werden konnte, zeigt dies, dass die geringe Menge an E1B-55K,
die sich bei dieser Mutante im Zytoplasma befindet fiir die Ausiibung der Funktionen
des Proteins in dem jeweiligen Kompartiment ausreichend ist. Dies ist konsistent mit
Untersuchungen an der Virusmutante H5pm4133, die nur sehr geringe Mengen an N-
terminal verkiirztem E1B herstellen kann, jedoch die virale Replikation wie das
Wildtypvirus untersttitzt (Abb. 37).

Im Ganzen zeigen diese Ergebnisse, dass die SUMO1-abhidngige Akkumulation von
E1B-55K an den viralen Replikations- und Transkriptionszentren und der CRM1-
vermittelte nukledre Export des adenoviralen Proteins nicht fiir den effizienten
nukledren Export spéter viraler mRNA, fiir die spéte virale Proteinsynthese sowie die
Produktion von Nachkommenviren in den getesteten Zelllinien bendtigt wird.
Vielmehr fuihrt die Inhibition der SUMO1-Konjugation zu einem verstdrkten Export
von E1B und somit zu einem gesteigerten Export ElB-abhdngiger spéter viraler

mRNA.

6.1.3 Die CRM1-abhingige Exportfunktion von E1B-55K und E4orf6 ist

nicht wichtig fiir den Transport spiter viraler mRNAs

Auch das adenovirale Protein E4orf6 ist ein multifunktionelles Protein, das wie E1B-
55K fiir die Expression spéter viraler Gene, fiir das Abschalten der zelluldren Protein-
synthese, sowie fiir die Produktion von Nachkommenviren wichtig ist (Halbert et al.,

1985; Weinberg und Ketner, 1986, Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner,
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1990). Zudem erhoht das E4orf6-Protein die Stabilitdt der spdten viralen mRNAs im
Zellkern (Bridge und Ketner, 1989; Sandler und Ketner, 1989). Virusmutanten, die
kein funktionelles E4orf6-Protein exprimieren, weisen einen dhnlichen Phénotyp wie
E1B-deletierte Viren auf (Halbert et al., 1985; Sandler und Ketner, 1991). Das E4orf6-
Protein besitzt wie E1B-55K ein NES und zusitzlich ein nukledres Lokalisationssignal
(NLS), die den Kernexport und -import von E4orf6 ermoglichen (Dobbelstein et al.,
1997). Mit Hilfe von kombinierten Transfektions-/Infektionsversuchen konnte gezeigt
werden, dass Mutationen im E4orf6-NES zu einer verminderten Produktion von
Hexonproteinen und viralen Nachkommen fiihren (Weigel und Dobbelstein, 2000). Es
gibt jedoch widerspriichliche Aussagen iiber die Funktionalitit des E4orf6-NES
(Dobbelstein et al., 1997; Krétzer et al., 2000; Weigel und Dobbelstein, 2000). Da E1B-
55K und E4orf6 interagieren (Sarnow et al., 1984), wurde angenommen, dass dieser
Proteinkomplex fiir den nukleozytoplasmatischen Transport viraler mRNAs
zustdndig ist (Babiss et al., 1985; Halbert et al., 1985; Pilder et al., 1986a; Pilder et al.,
1986b; Cutt et al., 1987, Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner, 1990).
Demzufolge konnte das E4orf6-Protein den Verlust des NES von E1B-55K
kompensieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Mutationen im NES von E4orf6 zu
einem im Vergleich zum Wildtypvirus leicht verringerten Export spiter viraler
mRNAs (Abb. 22), zu einer verzogerten Synthese spéter viraler Proteine (Abb. 20),
sowie zu einer leicht verringerten Produktion von Nachkommenviren (Abb. 21)
fithren. Diese Defekte konnen jedoch nicht mit einer geringeren viralen DNA-
Akkumulation erkldrt werden (Abb. 19). Da die Defekte bei der Doppel-NES-
Virusmutante H5pm4119 nicht stirker ausgeprdgt sind als bei der E4orf6-NES-
Virusmutante H5pm4116, kann man diese ausschliefSlich auf den Verlust des E4orf6-
NES zuriickfiihren. Die Mutationen im NES von E4orf6 reduzieren jedoch die
Gleichgewichtsmenge des adenoviralen Proteins drastisch (Abb. 17 B und 27 B).
Deshalb besteht die Moglichkeit, dass dies der Grund fiir den leichten Defekt ist.
Zudem ist die Wechselwirkung zwischen E1B-55K und den E4orf6-NES-Proteinen
stark abgeschwédcht (Abb. 27 B). Ob jedoch diese Interaktion wichtig fiir die
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Funktionen des E1B/E4orf6-Komplexes ist, ist noch unklar (Bridge und Ketner, 1990;
Shen et al., 2001; Gonzalez und Flint, 2002; Blanchette et al., 2004). Auch bei den
verkiirzten E1B-Isoformen ist die E4orf6-Gleichgewichtsmenge stark reduziert (Abb.
38). Trotzdem sind diese verkiirzten E1B-Proteine wie das Wildtypvirus in der Lage,
die virale Replikation zu unterstiitzen (Abb. 37). Es wére daher moglich, dass die
Mutation des NES in E4orf6 weitere Funktionen des adenoviralen Proteins
beeintrachtigen und es deshalb zu den leichten Defekten wdhrend der viralen
Replikation kommt.

Wenn der CRM1-vermittelte Export jedoch der einzige Exportweg fiir virale mRNAs
wdre, wiirde man erwarten, dass der Defekt bei der Doppel-NES-Mutante H5pm4119
viel stdrker ausgepragt ist. Somit ist der NES-abhidngige Export sehr wahrscheinlich
nicht der Exportweg spdter viraler mRNAs. Dies ist konsistent mit neueren
Untersuchungen, die zeigen, dass die Inhibition des CRM1-abhidngigen Exports mit
Leptomycin B (LMB) in infizierten Zellen ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf die
Synthese spdter viraler Proteine hat (Carter et al., 2003). Auch die Verwendung von
Peptid-Inhibitoren gegen den Exportrezeptor CRM1 fiihrt zu keiner Verringerung des
nukledren Exports viraler Fiber- und Penton-mRNA in infizierten Zellen (Flint et al.,

2005).

6.2 Der Transport spidter viraler mnRNAs wird vermutlich iiber

einen CRM1-unabhingigen Exportweg vermittelt

Um ein besseres Verstandnis des Exports spdter adenoviraler mRNAs zu erlangen,
wurde nach neuen zelluldren Interaktionspartnern von E1B-55K gesucht, die mogliche
Funktionen wéahrend des RNA-Transports erfiillen konnten. Dabei konnte erstmalig
die Bindung von APRIL an E1B-55K gezeigt werden (Abb. 23). APRIL gehort wie
pp32 zur Familie der saueren nukledren Proteine (ANP32, acidic nuclear proteins), die
durch mehrere aminoterminale Leucin-reiche Sequenzwiederholungen (LRR, leucine-
rich repeat) und einen saueren Carboxyterminus charakterisiert werden konnen.

Mitglieder der ANP32 Familie spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen zelluldren
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Prozessen, wie Signaltransduktion, Differenzierung, Proliferation und Apoptose
(Matilla und Radrizzani, 2005). Zudem koénnen pp32 und APRIL als Liganden fiir
HuR fungieren, einem RNA-bindenden Protein, das die Stabilitdt und den Export von
RNAs mit AU-reichen Elementen (ARE) reguliert (Ma et al., 1996; Mencinger et al.,
1998; Brennan und Steitz, 2001). Sowohl HuR, als auch pp32 und APRIL koénnen
zwischen Kern und Zytoplasma pendeln. Dabei spielt bei pp32 und APRIL ein
eigenstandiges Leucin-reiches NES eine wichtige Rolle (Brennan et al., 2000). HuR
hingegen wird mit Hilfe seiner Shuttle-Domdne HNS (HuR nucleocytoplasmic shuttling)
tiber einen CRM1-unabhédngigen Weg exportiert (Fan und Steitz, 1998; Gallouzi und
Steitz, 2001). Da viele Stress-induzierte RNAs AREs besitzen und zudem die Bindung
von HuR an die, nach Hitzeschock aktivierte hsp70-RNA (heat-shock protein 70)
nachgewiesen wurde, wire es moglich, dass HuR der Exportadapter fiir Hitzeschock-
Transkripte ist (Gallouzi et al., 2001; Gallouzi und Steitz, 2001).

Die zelluldre Antwort auf einen Hitzeschock &hnelt der spadten Phase einer Ad-
Infektion, so werden z. B. wiahrend eines Hitzeschocks der Export und die Translation
der meisten zelluliren Transkripte verhindert, wédhrend spezielle Hitzeschock-
mRNAs noch aus dem Kern transportiert und translatiert werden (Moore et al., 1987;
Yang et al., 1996). Dies deutet darauf hin, dass spite virale und Hitzeschock-mRNAs
tiber einen gemeinsamen molekularen Mechanismus exportiert werden. Neueste
Untersuchungen zeigten, dass das nukledre Phosphoprotein pp32 mit E4orf6 wechsel-
wirkt und dies zur Stabilisierung und zum CRMI1-unabhédngigen Export von ARE-
mRNAs zusammen mit p32 und HuR ins Zytoplasma fiithrt (Higashino et al., 2005).
Die Interaktion zwischen FE4orf6 und pp32 konnte in dieser Arbeit fiir alle
untersuchten Virusmutanten bestitigt werden (Abb. 23). Da die E4orf6-NES-Proteine,
vermutlich aufgrund der geringeren E4orf6-Gleichgewichtsmengen, schwécher an
pp32 binden, konnte dies eine mogliche Erkldrung fiir die leichten Defekte wahrend
des Exports spdter viraler Transkripte sein. Zusétzlich konnte erstmals die Bindung
von E1B-55K an APRIL gezeigt werden. Es wire also moglich, dass E1B-55K bzw.
Edorf6 iiber die Interaktion mit APRIL bzw. pp32 und HuR den Export viraler
mRNAs ermoglichen.
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Es gibt jedoch mehrere Aspekte, die gegen dieses Modell sprechen. Zum einen wurde
die nukledre Akkumulation der hsp70-mRNA nach Blockierung das CRM1-
abhangigen Exports mit LMB von Gallouzi und Mitarbeitern widerrufen (Gallouzi et
al., 2003). Zum anderen beinhalten spéte adenovirale mRNAs, deren Export vom E1B-
55K/ E4orf6-Komplex abhdngig ist, weder AREs noch sonstige gemeinsamen Sequenz-
motive, die fuir den selektiven Export verantwortlich sind. Obwohl der tripartite leader
(TPL) die Effizienz des Kernexports steigert (Huang und Flint, 1998), ist dieser 5'-
Bereich in allen spéten Transkripten der MLTU (major late transcription unit) fiir den
RNA-Transport nicht essenziell (Dix und Leppard, 1993; Leppard, 1993). Zudem
konnen nicht nur Hitzeschock-mRNAs dem adenoviralen Exportblock in der spaten
Phase entkommen, sondern auch andere, aktiv transkribierte zelluldre Transkripte,
die ebenfalls keine AREs besitzen, wie z. B. die 6-16, Mx-A oder B-Tubulin mRNA.
Zusammengefasst zeigt dies, dass vermutlich nicht Struktur- oder Sequenz-Merkmale
fir den selektiven RNA-Export wichtig sind, sondern dass die Aktivierung der
Transkription wdhrend der spdten Phase der Infektion mit der Exporteffizienz
korreliert (Yang et al., 1996). Da in der spdten Phase der Adenovirus-Infektion
tiberwiegend virale Transkripte entstehen, wadre es moglich, dass diese aktiv
transkribierten Einheiten und deren RNA-Produkte an spezialisierten nukledren
Substrukturen lokalisieren, die den Export von mRNAs erleichtern. Ein dhnliches, als
~gene gating” bezeichnetes Modell wurde bereits 1985 von Blobel fiir zelluldre
Transkripte vorgeschlagen (Blobel, 1985).

Konsistent mit diesem Modell ist die Beobachtung, dass es in Adenovirus-infizierten
Zellkernen zu erheblichen Verdnderungen bestehender Strukturen und zur Bildung
neuer Strukturen, den viralen Einschlusskorperchen kommt. Diese enthalten hohe
Konzentrationen des viralen Einzelstrang DNA-bindenden Proteins (DBP) der frithen
Transkriptionseinheit 2A (Sugawara et al., 1977; Reich et al., 1983; Voelkerding und
Klessig, 1986). In der Peripherie dieser Strukturen, die als periphere replikative Zone
bezeichnet wird, befinden sich sowohl virale Genome als auch virale RNA (Puvion-
Dutilleul und Puvion, 1990b; Puvion-Dutilleul und Puvion, 1990a; Puvion-Dutilleul
und Pichard, 1992; Puvion-Dutilleul et al., 1992; Pombo et al., 1994; zur Ubersicht:
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Bridge und Pettersson, 1996). Gleichzeitig mit der Aktivierung der spéten viralen Gen-
expression werden viele zelluldre snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein) und Spleifs-
proteine zu der peripheren replikativen Zone relokalisiert (Bridge et al., 1993a;
Puvion-Dutilleul et al., 1994; Bridge et al., 1995; Bridge et al., 1996; Rebelo et al., 1996;
Aspegren et al., 1998; Aspegren und Bridge, 2002; Gama-Carvalho et al., 2003). Mit
fortschreitender Infektion entwickeln sich grofle virale Einschlusskorper, die
vermutlich als Virusgenomlagerstitten fungieren (Bridge und Pettersson, 1996). Zu-
sdtzlich kommt es zu einer erneuten Umverteilung der snRNPSs und Spleifstaktoren
in sogenannte vergrofierte Interchromatinkorperchen (IGs, enlarged interchromatin
granules). Dort findet keine Transkription statt, sondern sie enthalten eine grofie
Menge an polyadenylierter und gespleifiter viraler RNA, was auf eine Rolle dieser
Subdomdnen in der posttranskriptionellen Prozessierung bzw. im Export der RNA
hindeutet (Bridge und Pettersson, 1996; Aspegren et al., 1998; Aspegren und Bridge,
2002).

Interessanterweise lokalisiert auch das E1B-55K-Protein zum Teil an der Peripherie
der viralen Replikations- und Transkriptionszentren (Ornelles und Shenk, 1991;
Doucas et al.,, 1996). Mit Hilfe von Fraktionierungsexperimenten konnte gezeigt
werden, dass in E1B-55K-deletierten Virusmutanten die spadten viralen Transkripte
nicht in der 18slichen nukledren Kernfraktion (F3) akkumulierten. Es wurde deshalb
angenommen, dass E1B die Freisetzung der RNA vom Ort der Transkription, der
nukledren Matrix (F5), erleichtert (Jackson et al., 1981; Leppard und Shenk, 1989). Der
direkte Transport von mRNA durch E1B-55K scheint dabei jedoch eher un-
wahrscheinlich, da die RNA-bindenden Eigenschaften von E1B nur sehr unspezifisch
und schwach sind (Horridge und Leppard, 1998). Deshalb ist vermutlich fiir die
Interaktion von E1B-55K mit viraler mRNA ein weiteres Adapterprotein notig, das
ebenfalls in den viralen Replikations- und Transkriptionszentren lokalisiert. Diese
Annahme wiirde dem von Ornelles und Shenk vorgeschlagenen Modell entsprechen,
bei dem der E1B-55K/E4orf6-Komplex einen limitierenden zelluldren Faktor, der fiir
die zytoplasmatische Akkumulation von mRNA wichtig ist, in die peripheren

replikativen Zonen rekrutiert (Ornelles und Shenk, 1991). Die Identitdt dieses Faktors
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konnte jedoch bis jetzt noch nicht gekldrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals die Interaktion von E1B-55K mit Aly/REF1
nachgewiesen werden (Abb. 24). Aly/REF1 gehort zur Familie der heterogenen nukle-
dren Ribonukleoproteine (hnRNP) und ist Bestandteil des Exon-Junction-Komplex
(EJC; Le Hir et al.,, 2000). Aly/REF1 ist neben einer Vielzahl weiterer Faktoren am
Export der meisten zelluldren mRNAs beteiligt (zur Ubersicht: Erkmann und Kutay,
2004). Dabei bilden Adapterproteine, unter anderem auch Aly/REF1 die Verbindung
der mRNA mit dem eigentlichen Exportrezeptor TAP/NXF1 (Stutz et al., 2000; Zhou
et al., 2000; Rodrigues et al., 2001; Gatfield und Izaurralde, 2002). TAP/NXF1 kann
dann als Heterodimer zusammen mit p15/NXT1 (NTF2-related export proteinl), tiber
die Interaktion mit Kernporenproteinen die Translokation der mRNAs durch die
Kernpore ins Zytoplasma vermitteln (Segref et al., 1997; Gruter et al., 1998; Santos-Rosa
et al., 1998; Katahira et al., 1999; Herold et al., 2000; Braun et al., 2001; Fribourg et al.,
2001; Izaurralde, 2002; Wiegand et al., 2002).

Die adenovirale Transkription ist abhdngig von der Aktivitdt der zelluldiren RNA-
Polymerase II. Virale Transkripte werden von der zelluldren posttranskriptionellen
Prozessierungsmaschinerie am 5’-Ende gekappt, zum Teil gespleifit und poly-
adenyliert und dhneln daher den zelluldiren mRNAs (zur Ubersicht: Shenk, 2001). Es
wdre deshalb moglich, dass Adenoviren den gleichen Exportweg wie zelluldre
mRNAs verwenden und durch die Rekrutierung eines limitierenden zelluldren
Faktors fiir den mRNA-Export die zelluldren Transkripte im Zellkern zurtickhalten.
Neueste Analysen zeigen, dass das Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV1) Protein ICP27
virale mRNA mit Hilfe von TAP/NXF1 vom Kern ins Zytoplasma transportiert. Dabei
bindet ICP27 sowohl an TAP/NXF1 als auch an Aly/REF1 (Koffa et al., 2001; Chen et
al., 2002; Chen et al., 2005).

Die Untersuchung der subzelluldren Verteilung von Aly/REF1 in Adenovirus-
infizierten Zellen zeigte, dass die Lokalisation von Aly/REF1 den bereits beschriebe-
nen Verteilungsmustern von Spleififaktoren in infizierten Zellen gleicht (Bridge et al.,
1993a; Bridge et al., 1995; Bridge et al., 1996, Aspegren et al., 1998; Aspegren und
Bridge, 2002; Gama-Carvalho et al., 2003). In der spdten Phase der Infektion ist

140



DISKUSSION

Aly/REF1 in allen untersuchten Virusmutanten in mehreren nukledren Strukturen
konzentriert (Abb. 25 e, n, q und t), die vermutlich mit den IGs identisch sind und an
der Peripherie der viralen Replikations- und Transkriptionszentren akkumulieren. Da
die Lokalisation von viraler mRNA in den IGs eine Vorraussetzung fiir den effizienten
Export ist (Bridge und Pettersson, 1996; Aspegren et al., 1998; Aspegren und Bridge,
2002), gibt dies einen Hinweis darauf, dass Aly/REF1 am Export adenoviraler RNA
beteiligt sein konnte. Es widre moglich, dass der E1B-55K/E4orf6-Komplex die
Transition der viralen mRNA vom Ort der Transkription zu den IGs erleichtert bzw.
die Freisetzung aus den IGs vermittelt. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass
E1B-55K die Akkumulation viraler mRNAs in der loslichen Kernfraktion fordert
(Leppard und Shenk, 1989). Da Aly/REF1 nur an aktiv transkribierte RNAs bindet,
wire dies auch eine mogliche Erklarung daftir, dass der RNA-Transport mit der
Aktivierung der Transkription in Verbindung steht. Zudem wird Aly/REF1 und in
Folge dessen vermutlich auch TAP/NXF1 zu den viralen Transkriptionszentren
rekrutiert und steht somit nicht mehr fiir den Export zelluldrer Transkripte zur
Verfiigung, was zum Abschalten des zelluldaren mRNA-Exports fiihren konnte.

Insgesamt fiihren die Daten dieser Arbeit zu der Modellvorstellung, dass E1B-55K mit
Hilfe von Adapterproteinen, wie z. B. Aly/REF1 an virale mRNA bindet. Da jedoch
die Bindung durch die NES-Mutationen in E1B-55K und E4orf6 stark reduziert ist
(Abb. 24), dies jedoch nur zu einem relativ geringen Exportdefekt der Mutante
H5pm4119 fihrt (Abb. 22), gibt es vermutlich weitere Adapterproteine, die die
Verbindung zwischen viraler mRNA und E1B-55K herstellen kénnen. Die Bindung
von E1B-55K an Aly/REF1 und somit indirekt an den Exportrezeptor TAP/NXF1 ist
neben der Untersuchung der verschiedenen NES-Virusmutanten, ein weiterer
Hinweis darauf, dass spdte adenovirale mRNAs nicht CRM1I-abhdngig ins
Zytoplasma transportiert werden. Weitere Arbeiten in diese Richtung werden
sicherlich zu einem besseren Verstindnis des selektiven mRNA-Exports in

Adenovirus-infizierten Zellen beitragen.

141



DISKUSSION

6.3 Mutationen im NES von E4orf6 fithren zu einem verminderten

Abbau von p53 und Mrell

E4orf6 ist in Kombination mit E1B-55K dazu in der Lage, die Halbwertszeit einiger
zelluldrer Proteine, wie z. B. p53 und Mrell herabzusetzen, indem es diese Proteine in
den Ubiquitin-abhéngigen, proteolytischen Abbauweg einschleust (Grand et al., 1994;
Moore et al., 1996; Querido et al., 1997; Ridgway et al., 1997; Roth et al., 1998; Steegenga
et al., 1998; Nevels et al., 1999a; Cathomen und Weitzman, 2000; Querido et al., 2001b;
Stracker et al., 2002). Dabei stellt E4orf6 die Verbindung zu zelluldren Proteinen dar
um eine SCF-dhnliche E3-Ubiquitin-Ligase zu bilden. E1B-55K fungiert vermutlich als
Substratlieferant, der die zu ubiquitinylierenden Proteine, wie p53 und Mrell bindet
und der E3-Ligase zufiihrt (Querido et al., 2001a; Harada et al., 2002; Blanchette et al.,
2004). Unklar ist jedoch noch, ob der Abbau von p53 und Mrell an nukledren oder
zytoplasmatischen Proteasomen stattfindet (Harada et al., 2002). Neueste Untersu-
chungen zeigen, dass der Abbau von Mrell vermutlich mit dessen Export in
zytoplasmatische Aggresome in Zusammenhang steht (Araujo et al., 2005; Liu et al.,
2005). Dabei spielt wahrscheinlich auch das adenovirale E4orf3-Protein eine wichtige
Rolle (Araujo et al., 2005), das zudem die Umverteilung von Mrell in nukledre
Strukturen bewirken kann (Stracker et al., 2002; Evans und Hearing, 2003; Evans und
Hearing, 2005; Stracker et al., 2005). Auflerdem zeigen die Daten von Liu und
Mitarbeitern, dass die Zugabe von LMB, einem Inhibitor des CRM1-vermittelten
Exports, zu einem verringerten Mrell-Abbau fiihrt (Liu et al., 2005). Da jedoch nach
LMB-Behandlung alle CRM1-abhédngigen Exportwege blockiert werden, kann der von
Liu beschriebene Defekt nicht zweifelsfrei auf E1B-55K bzw. E4orf6 zurtickgefiihrt
werden.

Daher sollten Untersuchungen an Virusmutanten, bei denen die NESs von E1B-55K
und E4orf6 inaktiviert wurden, genauere Erkenntnisse iiber die Rolle der CRM1-
abhdangigen Exportfunktion der viralen Proteine beim Abbau von Mrell und p53
liefern. Interessanterweise konnten jedoch keine signifikanten Defekte beim Mrell-
Abbau in der E1B-NES-Virusmutante H5pm4101 als auch in der SKM-Mutante
H5pm4102 festgestellt werden. Dies weist darauf hin, dass der Export von E1B-55K
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nicht essenziell fiir den beschleunigten Abbau von Mrell ist (Abb. 15). In Zellen, die
mit der Mutante H5pm4101 infiziert wurden, konnten nur sehr wenige, in H5pm4102-
infizierten Zellen jedoch mehrere zytoplasmatische Aggregate zusammen mit Mrell
im Vergleich zum Wildtypvirus detektiert werden. Da beide Virusmutanten aber
einen leicht verzogerten Abbau von Mrell aufwiesen, zeigen die Daten aufierdem,
dass der Export von Mrell zusammen mit E1B zu den zytoplasmatischen Aggreso-
men vermutlich nicht mit der Fihigkeit der verschiedenen Virusmutanten korreliert,
Mrell abzubauen. Konsistent mit den Beobachtungen von Liu nach LMB-Behandlung
(Liu et al., 2005), fithren Mutationen im E4orf6-NES zu einem verminderten Abbau
von Mrell (Abb. 27). Dies deutet darauf hin, dass ein intaktes NES im E4orf6-Protein
wichtig fiir dessen Funktion bei der Degradation verschiedener Substrate ist. Auch
der Abbau von p53 ist durch die Mutation des E4orf6-NES stark beeintrachtigt (Abb.
27). Ein leichter Defekt im p53-Abbau konnte auch schon in Transfektionsexperi-
menten (Querido et al., 2001b) sowie in Untersuchungen an stabil transformierten
BRK-Zellen festgestellt werden (Nevels et al., 2000). Es ware jedoch auch denkbar,
dass die Mutation des NES weitere bisher unbekannte Funktionen von E4orf6
beeintrachtigt und es deshalb zu den beobachteten Defekten kommt. Zusatzlich
vermindert die NES-Mutation die Gleichgewichtsmenge von E4orf6-NES (Abb. 17 B)
und die Wechselwirkung mit E1B-55K drastisch (Abb. 27 B). Ob die Verringerung des
Abbaus von Mrell und p53 direkt auf die Mutation des E4orf6-NES zuriickgefiihrt
werden kann, oder ob es sich dabei um sekundire Nebeneffekte handelt, muss in
weiterfithrenden Experimenten gekladrt werden.

Interessanterweise war auch die E1B-NES-Virusmutante trotz normaler E1B- und
E4orf6-Proteinmengen, nicht dazu in der Lage p53 vollstindig abzubauen (Abb. 15).
Dies deutet darauf hin, dass die Degradation von p53 zumindest teilweise vom
Vorhandensein eines funktionellen NES von E1B abhingig ist. In Ubereinstimmung
dazu erfolgt die Destabilisierung von p53 durch das virale E6-Protein der Hochrisiko-
Papillomviren (HPV16 und HPV18) zumindest teilweise durch den nukledren Export
des viralen Polypeptids (Freedman und Levine, 1998). Ebenso kann das Onkoprotein

hdm?2, ein zelluldrer Antagonist des p53-Proteins, mit Hilfe eines intrinsischen NES
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zwischen Zellkern und Zytoplasma pendeln. Zudem ist das hdm2-Protein fiir den
Ubiquitin-/Proteasomen-abhidngigen Abbau von p53 verantwortlich. Mutationen im
NES des hdm?2-Proteins fithren ebenfalls zu einer verminderten Degradation von p53
im Vergleich zum Wildtyp-hdm?2 (Roth et al., 1998; Tao und Levine, 1999; Ryan et al.,
2001).

Insgesamt weisen diese Resultate auf eine Beteiligung des NES von E1B-55K beim

Abbau von p53, nicht aber Mrel1 hin.

6.3.1 Defekte im p53- und Mrell-Abbau fiihren zu einer verminderten

adenoviralen Replikation

Es wird angenommen, dass der Abbau von p53 und Mrell fiir den viralen
Replikationszyklus entscheidend ist. In Folge der Virusinfektion kommt es zu einer
Stabilisierung des Tumorsuppressors p53, was normalerweise zu Zellzyklusarrest und
Apoptose fithren wiirde (Rao et al., 1992; Debbas und White, 1993; Lowe und Ruley,
1993; Vousden, 1995; Bates und Vousden, 1996; White, 1998; Vogelstein et al., 2000;
Vousden, 2000; Vousden und Lu, 2002). Mrell ist Bestandteil eines zelluldren
Komplexes, der fiir die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, fiir die meiotische
Rekombination und die Erhaltung der Telomere wichtig ist (Carney et al., 1998; Haber,
1998; Petrini, 1999; Zhu et al., 2000; D'Amours und Jackson, 2002). Nicht inhibiert
wiirde die Funktion dieses Komplexes im Verlauf der Adenovirusinfektion zur Kon-
katemerisierung der linearen doppelstrangigen Virus-DNA fiithren, was negative
Folgen fiir die virale Replikation hat (Stracker et al., 2002; Evans und Hearing, 2005).
Um diesen negativen Einfliissen zu entgehen, haben viele Viren Mechanismen ent-

wickelt, um p53 und Mrell zu inhibieren (Levine, 1997).

Obwohl viel dartiber bekannt ist, dass Adenoviren sowie viele andere DNA-Tumor-
viren dem Tumorsuppressorprotein p53 entgegenwirken (Shenk, 2001), konnte bisher
nicht geklédrt werden, ob die Inaktivierung von p53 wichtig fiir die virale Replikation
ist. Es wird angenommen, dass der durch p53 vermittelte Zellzyklusarrest und die

Apoptose die effiziente virale Replikation verhindert (Bischoff et al., 1996; Kirn und
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McCormick, 1996). Dennoch fehlt bis jetzt der direkte Beweis dieser Hypothese.

Erste Erkenntnisse dazu lieferten Untersuchungen an der Virusmutante ONYX-053,
deren Fahigkeit p53 zu binden durch einen AS-Austausch an Position 260 (H260A)
zerstort wurde. Diese Mutante war nicht mehr in der Lage p53 abzubauen, zeigte aber
nur geringe Unterschiede bei der Synthese spiter Proteine und Nachkommenviren im
Vergleich zum Wildtypvirus (Shen et al., 2001). Uberraschenderweise war die hier
untersuchte Virusmutante H5pm4109, die den gleichen AS-Austausch tragt, sowohl
bei der Synthese spéter Strukturproteine (Abb. 32) als auch bei der Produktion von
Nachkommenviren stark eingeschrankt (Abb. 33). Dieser Unterschied konnte zum
einen darauf zurtickgefiihrt werden, dass es sich bei ONYX-053 um ein Ad2/Ad5-
chiméres Virus handelt, wohingegen H5pm4109 mit Ad5 isogen ist. Zum anderen
wurde die Produktion von Nachkommenviren von Shen und Mitarbeitern in der p53-
negativen Zelllinie H1299 untersucht (Shen et al., 2001). Somit ldsst dies keine
Riickschliisse auf die Rolle von p53 wahrend der viralen Replikation zu. Aufgrund
der eingeschrdnkten spdten Funktionen der Virusmutante H5pm4109 wire es deshalb
denkbar, dass die erhohten p53-Mengen die virale Replikation beeintrdchtigen. Da die
Mutante H5pm4109 jedoch auch Mrell nicht mehr dem proteolytischen Abbauweg
zuftihren kann (Abb. 30), konnten die Defekte auch durch die erhohte Mrell-Menge
verursacht werden. Wie bereits erwdhnt bildet Mrell zusammen mit NBS1 und
Rad50 einen zelluldren trimeren Komplex, der u.a. die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen veranlasst. Die Aktivitdt dieses Komplexes fiihrt in Adeno-
virus-infizierten Zellen zur Konkatemerisierung der linearen doppelstrangigen Virus-
DNA. Um dies zu verhindern wird Mrell vom E1B-55K/E4orf6-Komplex proteo-
lytisch abgebaut und zusétzlich von einem weiteren viralen Protein, E4orf3 aus den
viralen Replikationszentren in fibrilldre nukledre Strukturen umlokalisiert (Stracker et
al., 2002; Evans und Hearing, 2003). Das E1B-Protein der Virusmutante H5pm4127 ist
nicht mehr in der Lage Mrell zu binden und abzubauen (Abb. 30). Desweiteren
konnte diese Mutante, ebenso wie H5pm4109 auch p53 nicht mehr dem proteasomalen
Abbauweg zufiihren und wies dhnliche Defekte bei der Produktion spéter viraler

Proteine und Nachkommenviren auf (Abb. 32 und 33).
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Da sowohl die H260A- als auch die C454S/C4565-Mutationen den Abbau von p53
und Mrell verhindern, kann nicht zweifelsfrei gekldrt werden, ob sich die Defekte der
Mutanten H5pm4109 und Hb5pm4127 auf die erhohten p53- oder Mrell-Mengen
beziehen. Neue Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Anwesenheit von p53 das
virale Wachstum nicht inhibiert (Goodrum und Ornelles, 1998; Harada und Berk,
1999; Koch et al., 2001), sondern sogar die virale Genexpression verstdrkt und somit
die adenovirale Replikation fordert (Royds et al., 2006). Zudem konnte gezeigt
werden, dass zwar im Verlauf der Virusinfektion grofie Mengen an p53 akkumulie-
ren, dieses jedoch nicht in der Lage ist die Transkription weiterer Gene zu aktivieren
und somit Zellzyklusarrest und Apoptose einzuleiten (Hobom und Dobbelstein, 2004;
O'Shea et al., 2004). Dies deutet darauf hin, dass das Virus mehrere Strategien
entwickelt hat um den antiproliferativen Aktivititen von p53 entgegenzuwirken.
Dabei ist denkbar, dass die Degradation von p53 vermutlich nicht der einzige Weg ist,
um die virale Replikation zu fordern. Ferner existiert ein weiteres Ad2/ Ad5-chiméres
Virus, die Mutante H354, die eine 4 AS lange Insertion an Position 354 trédgt. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Mutante Mrell nicht mehr abbauen kann, was ebenfalls
mit einer verminderten Produktion spdter viraler Strukturproteine und Nach-
kommenviren korreliert (Yew et al., 1990; Gonzalez und Flint, 2002). Deshalb ist
wahrscheinlich die erhohte Mrell-Gleichgewichtsmenge der schwerwiegendere
Faktor fur den Defekt der untersuchten Virusmutanten H5pm4109, H5pm4127 und
H5pm4143.

Diese Virusmutanten exprimieren normale Mengen an E4orf3, welches die
Relokalisation von Mrell veranlassen kann (Daten nicht gezeigt). Zudem wird
vermutet, dass diese Relokalisation eine wichtige Vorraussetzung fiir eine effiziente
virale DNA-Replikation ist (Evans und Hearing, 2005). Dies ist konsistent mit den
Beobachtungen, dass die Mutationen im E1B-55K-Protein keinen gravierenden
Einfluss auf die Initiation und die Effizienz der viralen DNA-Synthese haben (Abb.
31). Dennoch ist die Umlokalisierung von Mrell aus den viralen Replikationszentren
vermutlich nicht ausreichend um die Bildung viraler Genomkonkatemere zu

verhindern (Evans und Hearing, 2003). Desweiteren wird kontrovers diskutiert, ob die
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Konkatemerbildung einen Einfluss auf die virale Strukturproteinsynthese bzw. die
Produktion von Nachkommenviren hat (Evans und Hearing, 2003; Shepard und
Ornelles, 2004; Jayaram und Bridge, 2005). Jayaram und Bridge konnten zeigen, dass
die Vermeidung der Konkatemerbildung die Akkumulation spéter viraler mRNAs
stimuliert (Jayaram und Bridge, 2005). Interessanterweise waren die relativen L5-
mRNA Mengen auch in den Virusmutanten H5pm4109, H5pm4127 und H5pm4143 im
Vergleich zum Wildtypvirus stark verringert (Abb. 34). Dies deutet darauf hin, dass
diese Transkripte entweder weniger stark transkribiert werden oder dass die Stabilitat
dieser mRNAs verringert ist. Es konnte sein, dass die viralen Genomkonkatemere die
normalerweise streng organisierten Prozesse der Transkription und Prozessierung
von mRNAs storen und dies so zu einer geringeren Stabilitdt viraler mRNA fiihrt.
Zum Nachweis dieser Hypothese muss untersucht werden, ob es in den Virus-
mutanten H5pm4109, H5pm4127 und H5pm4143 tatsdchlich zur Bildung von viralen
Genomkonkatemeren kommt.

Untersuchungen am viralen IVa2-Protein konnten eine weitere sehr spekulative
Erkldrung fur die verringerten viralen mRNA-Mengen liefern. Das IVa2-Protein ist
essenziell fiir die virale Replikation, da es eine bedeutende Rolle widhrend der
Verpackung der viralen DNA ins Viruskapsid spielt (Zhang und Imperiale, 2000;
Zhang et al., 2001; Zhang und Imperiale, 2003). Auflerdem dient es als wichtiger
Transkriptionsaktivator des MLP (Tribouley et al., 1994; Lutz und Kedinger, 1996;
Pardo-Mateos und Young, 2004b; Pardo-Mateos und Young, 2004a). Kiirzlich konnte
das IVa2-Protein als neuer Interaktionspartner von E1B-55K identifiziert werden
(Harada et al., 2002). Da in der spédten Phase der Infektion die Transkriptionsrate von
Transkripten der MLTU in El1B-deletierten Viren im Vergleich zum Wildtypvirus
reduziert ist (Pilder et al., 1986b; Williams et al., 1986; Leppard, 1993), wire es moglich,
dass E1B-55K tiber die Interaktion mit IVa2 direkt die Transkription der MLTU
beeinflusst. Ob jedoch die H260A- und die C454S/C4565-Mutationen die Bindung an
IVa2 beeintrachtigen und dies der Grund fiir den verringerten L5-mRNA-Level ist,

muss in weiterfithrenden Experimenten geklart werden.
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Der MRN-Komplex ist nicht nur aktiv an der Reparatur von DNA-Doppelstrang-
briichen beteiligt, sondern dient auch als Sensor fiir DNA-Schiaden und fiihrt zur
Aktivierung der PI3-dhnlichen Kinasen ATM (ataxia-telangiectasia-mutated) und ATR
(ATM-Rad3-related; Carson et al., 2003; Lee und Paull, 2004; Lee und Paull, 2005; Paull
und Lee, 2005). Die Aktivierung dieser Kinasen fiihrt dann zur Phosphorylierung von
Proteinen, die Zellzyklusarrest, Apoptose und DNA-Reparatur veranlassen (zur
Ubersicht: Kastan und Lim, 2000; Shiloh, 2003). Das E1B-55K-Protein kann bekannter-
mafien Einschrankungen der viralen Replikation, die durch die Phase des Zellzyklus
bedingt sind, aufheben. Das heif$t, dass v. a. Zellen in der S-Phase das Wachstum von
E1B-deletierten Viren unterstiitzen konnen (Goodrum und Ornelles, 1997; Goodrum
und Ornelles, 1999). Zundchst wurde angenommen, dass das Tumorsuppressor-
protein p53 fur die selektive Replikation E1B-deletierter Viren verantwortlich ist. Es
gibt jedoch eine Reihe von Veroffentlichungen die diese Hypothese bezweifeln
(Goodrum und Ornelles, 1997; Goodrum und Ornelles, 1998; Rothmann et al., 1998;
Harada und Berk, 1999; Turnell et al., 1999). Da der MRN-Komplex ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzykluses spielt, wire es moglich, dass die
Aktivitdt dieses Komplexes die Zellzyklusabhdngigkeit von E1B-55K-deletierten Viren
verursacht. Deshalb ist die Inhibition dieses Komplexes vermutlich ein entscheidender
Schritt fiir die effiziente Replikation von Adenoviren. Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung unterstiitzt, dass das adenovirale Protein E4orf3, das ebenfalls zur
Inaktivierung des MRN-Komplexes beitrédgt, fiir den produktiven Replikationszyklus
E1B-deletierter Viren in der S-Phase wichtig ist (Shepard und Ornelles, 2003). Zudem
konnte gezeigt werden, dass aktive Proteasomen fiir die virale Replikation essenziell
sind. Mit Hilfe von Komplementationsanalysen in einer p53-negativen Zelllinie wurde
deutlich, dass p53 nicht das fiir die Virusreplikation ausschlaggebende Zielprotein des
E1B-55K/E4orf6-Komplexes ist (Corbin-Lickfett und Bridge, 2003). Aufgrund dieser
Daten kann man spekulierten dass der Abbau des MRN-Komplexes bzw. weiterer
bisher unbekannter zelluldrer Proteine eine wichtige Vorraussetzung fiir den

adenoviralen Replikationszyklus darstellt.
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Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Mutationen in den Virusmutanten
H5pm4109, H5pm4127 und Hb5pm4143, die die Degradation von Mrell und p53
verhindern, zu einer verminderten Akkumulation spédter viraler mRNA (Abb. 34),
sowie zu einer verringerten Produktion spéter viraler Proteine (Abb. 32) und Nach-
kommenviren (Abb. 33) fiihrt. Auch die Virusmutanten H5pm4116 und H5pm4119, die
Mutationen im NES des E4orf6-Proteins tragen, konnen Mrell und p53 nicht mehr
effizient abbauen (Abb. 27). Dies ist jedoch nur mit verhiltnisméfiig geringen
Defekten gekoppelt (Abb. 20 - 22). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass in den
Virusmutanten H5pm4109, H5pm4127 und H5pm4143 eine weitere bisher unbekannte
Funktion von E1B-55K beeintrachtigt wird, die die schweren Defekte dieser
Virusmutanten verursacht. Eine Moglichkeit konnte die vorher erwdhnte Modulation

des viralen Proteins IVa2 sein.

6.4 Die 48K/49K-Isoformen des E1B-Proteins sind ausreichend um

die virale Replikation zu unterstiitzen

Die E1B-Region von Ad5 kodiert fiir mindestens fiinf verschiedene Polypeptide, die
durch alternatives Spleifien aus einer Vorldufer-mRNA gebildet werden (Anderson et
al., 1984; Virtanen und Pettersson, 1985; Lewis und Anderson, 1987). Mit Hilfe der
Virusmutante H5pm4133, die zwei Stoppkodons an den AS-Positionen drei und acht
tragt, sowie des E1B-spezifischen, C-terminalen Antikorpers 7C11, konnten im
Rahmen dieser Arbeit zwei weitere N-terminal deletierte Isoformen von E1B-55K -
E1B-48K und E1B-49K - identifiziert werden (Abb. 39). Bereits 1987 wurde eine
verkiirzte Form von E1B-55K beobachtet, jedoch konnte die Herkunft und Identitat
dieses Proteins nicht eindeutig gekldrt werden (Barker und Berk, 1987). Obwohl nur
sehr geringe Mengen dieser verkiirzten E1B-Isoformen im Verlauf der Virusinfektion
hergestellt werden (Abb. 39), reichen sie aus, um alle bisher bekannten Funktionen
von E1B-55K wihrend der viralen Replikation zu erfiillen (Abb. 37 und 38). Zudem
konnte gezeigt werden, dass E1B-55K anscheinend einen positiven Einfluss auf die

Stabilitdt von E4orf6 hat. Sobald nur geringe Mengen von E1B exprimiert werden, wie
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in der Virusmutante H5pm4133 (Abb. 38), oder E1B-55K vollstindig fehlt, wie in
dl1520 (Abb. 15 A und 17 B), ist auch die Gleichgewichtsmenge von E4orf6 reduziert.
Ahnliches kann man beobachten, wenn man die Funktion von E1B-55K als
Substratlieferant der E3-Ligase einschrankt, wie in den Virusmutanten H5pm4109 und
H5pm4127 (Abb. 30). Dennoch reichen die reduzierten Mengen von E4orf6 und E1B in
der Mutante H5pm4133 aus, um alle Funktionen des E1B/E4orf6-Komplexes wiahrend
des viralen Replikationszyklus zu erfiillen (Abb. 37 und 38).

Weitere Erkenntnisse {iber die beiden verkiirzten Isoformen konnten mit Hilfe von
E1B-Expressionsplasmiden, die die beiden Stoppkodons an AS-Position drei und acht
und zusitzlich Mutationen in den alternativ verwendeten ATG-Startkodons an AS-
Positionen 64 und 75 enthielten, erlangt werden (Abb. 40 A). Die Gleichgewichts-
menge der kiirzeren 48K-Isoform (pE1B-1670) war nach Transfektion geringer als die
der 49K-Isoform (pE1B-1671; Abb. 40 B). Dies deutet darauf hin, dass das E1B-49K-
Protein entweder stabiler ist oder dass mehr von diesem Protein translatiert wird.
Interessanterweise konnte bei der 49K-Form eine Doppelbande detektiert werden,
wohingegen die 48K-Isoform nur als Einzelbande vorlag. Bei der Doppelbande konnte
es sich um eine posttranslationale Modifikation, wie z. B. Phosphorylierung handeln.
Es ist bereits bekannt, dass das E1B-55K-Protein an drei C-terminalen AS
phosphoryliert wird und diese Phosphorylierung wichtig fiir die Repression der p53-
vermittelten Transkriptionsaktivierung ist (Teodoro et al., 1994; Teodoro und Branton,
1997). Zudem war in den Luziferaseversuchen nur die langere 49K-Isoform in der
Lage, die p53-abhdngige Transkription zu inhibieren (Abb. 40 C). Es wdre daher
moglich, dass zwischen den AS 64 und 75 eine, fiir die Repression der p53-
stimulierten Transkription wichtige Funktion des EI1B-Proteins kodiert. Da
bekanntermafien die Phosphorylierung wichtig ist, kann man spekulieren, dass dieser
AS-Bereich die Phosphorylierung von E1B fordert. Eine andere Moglichkeit fiir die
reduzierte Repressionsfdhigkeit von E1B-48K konnte die geringe Gleichgewichts-
menge dieser Isoform darstellen. Wie bereits erwdhnt, wire es denkbar, dass von
dieser kiirzeren Form weniger translatiert wird.

Die viralen mRNAs haben wie zelluldre ein 5-Cap und sind polyadenyliert und
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werden deshalb normalerweise Cap-abhédngig translatiert. Eine Ausnahme bilden die
spdten viralen mRNAs, deren Translationsinitiation mit Hilfe des L4-100K-Proteins
Cap-unabhingig erfolgt (Cuesta et al., 2000; Yueh und Schneider, 2000; Cuesta et al.,
2004; Xi et al., 2004; Xi et al., 2005). Bei der Cap-abhdngigen Translation bindet der
Translationsinitiationskomplex an das 5-Cap der mRNA und wandert dann an der
mRNA entlang bis zum ersten moglichen Startkodon. Das konservierte Sequenzmotiv
fiir die Erkennung des Startkodons wird als Kozak-Sequenz bezeichnet und ist
GCCRCCaugG. Dabei ist das Purin (R; A oder G) an Position -3 und das G an Position
+4 hochkonserviert und am wichtigsten fiir die Translationsinitiation (zur Ubersicht:
Kozak, 2002). Das bedeutet, dass die Translation normalerweise hauptsédchlich am
erste Startkodon vom 5-Ende der mRNA initiiert wird und somit im Falle von E1B
die verkiirzten Formen nicht translatiert werden konnten. Es gibt jedoch verschiedene
Mechanismen um die Translation von stromabwaérts liegenden Startkodons zu
ermoglichen. Bei der ersten handelt es sich um das sogenannte leaky scanning. Das
bedeutet, dass falls die Kozak-Sequenz des ersten Startkodons nicht optimal ist, der
ribosomale Priinitiationskomplex dieses nicht als Startkodon erkennt und deshalb
weiter auf der mRNA zum ndchsten moglichen Startkodon entlang wandert. Dies ist
vermutlich auch der Mechanismus, der zur Bildung von E1B-19K (GACCUCaugQG)
und E1B-55K (GGAUAAaugG) fiihrt (Bos et al., 1981). Weil auch die Kozak-Sequenz
beim AUG von E1B-55K nur suboptimal ist, konnte es sein, dass der Prdinitiations-
komplex das Startkodon erneut nicht erkennt und die mRNA nach weiteren Starts
absucht. Da die Wahrscheinlichkeit fiir die Translationsinitiation an stromabwaérts
gelegenen AUGs immer geringer wird, konnte dies auch die verringerte Gleich-
gewichtsmenge der verkiirzten Isoformen erkladren.

Durch die Einftihrung der beiden Stoppkodons in den E1B-55K-Leserahmen der
verschiedenen Expressionsplasmide bzw. der Virusmutante H5pm4133 kommt es
eigentlich zum Abfallen der Ribosomen von der mRNA. Es kann jedoch zum Vorgang
der Reinitiation kommen. Dabei wird bei Erreichen eines Stoppkodons nur die 60S
ribosomale Untereinheit freigesetzt, wiahrend die 40S Untereinheit an der mRNA

gebunden bleibt und somit an einem weiter stromabwirts gelegenen Start die
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Translation neu initiieren kann (zur Ubersicht: Kozak, 2002).

Eine letzte Moglichkeit zur Initiation der Translation wére das Vorhandensein einer
internen Ribosomen Eintrittsstelle (IRES, internal ribosome entry site) an der mRNA.
Dabei kann die Translationsmaschinerie direkt am bzw. in der Nahe des Startkodons
assemblieren, ohne die gesamte 5-UTR (untranslatierte Region) nach moglichen
AUGs abzusuchen. Da trotz vielfdltiger Vergleiche verschiedener IRES mit Ausnahme
eines Polypyrimidin-Stiicks noch keine Konsensus-Sequenz ermittelt werden konnte,
geht man davon aus, dass die Sekunddrstruktur der mRNA ein wesentlicher
Bestandteil der Effizienz einer IRES ist (zur Ubersicht: Hellen und Sarnow, 2001). Um
zu Uberpriifen, ob es sich bei der Translation der verkiirzten E1B-Isoformen um eine

IRES handelt, miissen weiterfithrende Experimente durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend zeigen die Daten des letzten Teils dieser Arbeit, dass neben den
bisher bekannten E1B-Proteinen zwei weitere N-terminal verkiirzte Isoformen
gebildet werden, die trotz der geringen Gleichgewichtsmengen fiir die effiziente

virale Replikation ausreichen.
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