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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Die Ordnung der Herpesvirales

Alle Herpesviren besitzen eine charakteristische Morphologie des Viruspartikels und
werden in der Ordnung Herpesvirales zusammengefasst. Dabei konnen sie sowohl
Vertebraten als auch Invertebraten infizieren. Mittlerweile wurden weltweit mehr als
200 verschiedene Herpesvirusspezies beschrieben. Ein weiteres Charakteristikum
dieser Viren ist ihre Fahigkeit, in ihren Wirten eine Latenz zu etablieren (Davison,
2010; Davison et al., 2009; Pellet & Roizman, 2013).

Taxonomisch wird die Ordnung der Herpesvirales in die drei Virusfamilien
Herpesviridae, Alloherpesviridae und Malacoherpesviridae untergliedert. Dabei
beinhaltet die Familie der Herpesviridae alle Herpesviren, die Reptilien, Vogel oder
Saugetiere infizieren. Sie wird aufgrund von biologischen Merkmalen und
Sequenzhomologien in die drei Unterfamilien Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae
unterteilt. Alphaherpesviren zeichnen sich durch ein breites Wirtsspektrum sowie
einen kurzen Replikationszyklus aus. Des Weiteren sind sie in der Lage, eine Latenz
in den sensorischen Ganglien der infizierten Wirte auszubilden. Diese Unterfamilie
besteht aus den fiinf Genera Simplexvirus (z.B. Herpes Simplex Virus (HSV) Typ 1
und 2), Varizellovirus (z.B. Varizella Zoster Virus (VZV) und Pseudorabies Virus
(PrV)), Mardivirus (z.B. Gallides Herpesvirus Typ 2 (GHV-2)), lltovirus (z.B. GHV-1)

und Scutavirus (Chenolides Herpesvirus Typ 5).

Im Gegensatz zu den Alphaherpesviren zeichnen sich Betaherpesviren durch ein
engeres Wirtspektrum aus und replizieren vergleichsweise langsam. Die Ausbildung
einer Latenz findet hier in den sekretorischen Driisen sowie in lymphoretikuléaren
Zellen statt. Diese Unterfamilie wird in die vier Genera Zytomegalovirus
(z.B. Humanes Zytomegalievirus (HCMV)), Muromegalovirus (z.B. Murines
Zytomegalievirus (MCMV)), Roseolovirus (z.B. Humanes Herpesvirus Typ 6 A und B
(HHV-6A und HHV-6B)), sowie Proboscivirus (Elephantides Herpesvirus Typ 1)

untergliedert.

Vertreter der Unterfamilie Gammaherpesvirinae haben ein  begrenztes

Wirtsspektrum, wobei sie T- oder B-Lymphozyten sowie lymphoblastoide Zellen,
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Fibroblasten und Epithelzellen infizieren kénnen. Eine Latenz wird in Zellen des
lymphoiden Gewebes etabliert. Die Gammaherpesviren werden in vier Genera
untergliedert, die als Lymphocryptovirus (z.B. Epstein-Barr Virus (EBV)),
Rhadinovirus (z.B. HHV-8), Macavirus (z.B. Alcelaphines Herpesvirus Typ 1) und
Percavirus (z.B. Equides Herpesvirus Typ 2) bezeichnet werden.

Die Familie der Alloherpesviridae umfasst Herpesviren der Fische und Amphibien,
wogegen Vertreter der Malacoherpesviridae Mollusken infizieren kdnnen (Davison,
2010; Davison et al., 2009; ICTV, 2013).

Das Alphaherpesvirus PrV, auch als Suid Herpesvirus Typ 1 bezeichnet, ist der
Erreger der Aujeszkyschen Krankheit (Mettenleiter, 2008; Pellet & Roizman, 2013;
Pomeranz et al., 2005) und Gegenstand dieser Arbeit. Wie es fiur Alphaherpesviren
charakteristisch ist, besitzt PrV ein sehr breites Wirtspektrum, wobei das Schwein als
der Hauptwirt gilt. Nach einer Infektion sind die klinischen Symptome erkrankter
Schweine vom Alter der Tiere, der Virulenz des Virus und dem Infektionsweg
abhangig. Die Sterblichkeitsrate infizierter Ferkel kann dabei bis zu 100 % betragen,
wohingegen eine Infektion bei adulten Tieren meist inapparent verlauft. Die
Erkrankung trachtiger Sauen kann auferdem zu Aborten, Totgeburten oder
mumifizierten Foten fuhren (Mettenleiter, 2008; Pensaert & Kluge, 1989; Pomeranz
et al., 2005). In anderen Tierarten wie Hunden, Katzen oder Nagetieren verlauft die
Infektion mit PrV auch bei adulten Tieren sehr schnell und tddlich, wobei das
Krankheitsbild, bedingt durch den auftretenden Juckreiz, hier oft als mad-itch-
Syndrom bezeichnet wird (Hanson, 1954). Die Analogie zu Symptomen einer
Tollwut-(englisch: rabies) Infektion fihrte zur Bezeichnung ,Pseudowut® bzw.
,Pseudorabies®. Hohere Primaten, einschlielich des Menschen, koénnen nicht
infiziert werden. Auch Einhufer wie Pferde und Ziegen sind weitestgehend resistent.
Heutzutage gelten die Hausschweinebestdnde in Westeuropa und Nordamerika
als PrV-frei. Allerdings konnte das Virus hier dennoch in einigen
Wildschweinpopulationen nachgewiesen werden (Mettenleiter, 2008; Pensaert &
Kluge, 1989; Pomeranz et al., 2005).

Die Apathogenitat fur den Menschen, das breite Wirtsspektrum und der schnelle
Replikationszyklus machen PrV zu einem geeigneten Modellsystem fir die Analyse

der grundlegenden molekularen Prozesse der Herpesvirusreplikation.
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1.2. Morphologie und Genomstruktur

Alle Herpesviren besitzen eine charakteristische Virusmorphologie (siehe Abb. 1).
Dabei befindet sich das virale Genom, bestehend aus einer linearen,
doppelstrangigen DNA, im core, welches wiederum von einem ikosaedrischen
Kapsid umgeben ist. Eine amorphe Proteinmatrix, das sogenannte Tegument, bildet
die Verbindung des Kapsids zur aufReren Membranhtlle, in der die viralen

Glykoproteine verankert sind (Davison et al., 2009; Pellet & Roizman, 2013).

PrV, Negativkontrast PrV, Ultradannschnitt

Abb. 1. Morphologie eines Herpesviruspartikels. Der strukturelle Aufbau der Herpesviren ist am
Beispiel des Pseudorabies Virus in elektronenmikroskopischen Aufnahmen im Negativkontrast (links)
und im Ultradiinnschnitt (rechts) gezeigt. Zusatzlich ist eine schematische Ubersicht (Mitte) eingefiigt.
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. habil. Harald Granzow und die Grafik von
Mandy Jorn, Friedrich-Loeffler Institut, Insel Riems, angefertigt.

Das ikosaedrische Kapsid weist eine Triangulationszahl von 16 auf und besitzt einen
Durchmesser von ca. 125 nm. Es besteht aus insgesamt 161 Kapsomeren mit 150
Hexonen und 11 Pentonen, die vom Hauptkapsidprotein pUL19 gebildet werden.
Verbunden sind die Kapsomere durch Triplexkomplexe, welche aus jeweils einem
pUL38 und zwei pUL18 Molekilen zusammengesetzt sind (Homa et al., 2013;
Newcomb et al., 1993). Zusatzlich befindet sich in einem Kapsidvertex ein
Kanalkomplex, der aus zwo6lf Kopien des Proteins pUL6 besteht und durch welchen
die virale DNA ins Kapsid geschleust wird (Homa et al., 2013; Newcomb et al., 2001,
Patel & MacLean, 1995; Trus et al., 2004). AufRerdem sind mit den Hexonen jeweils
sechs Molekiile des kleinen Kapsidproteins pUL35 assoziiert (Booy et al., 1994;

Homa et al., 2013; Trus et al., 1995; Windfield et al., 1997; Zhou et al., 1995).

Zwischen Kapsid und auf3erer Lipidhille befindet sich das Tegument, das neben
zahlreichen viralen auch einige zellulare Proteine enthalt (Bechtel et al., 2005; Bortz
et al., 2003; Dry et al., 2008; Johannsen et al., 2004; Kattenhorn et al., 2004; Loret et



Einleitung 4

al., 2008; Maxwell & Frappier, 2007; Michael et al., 2006; O'Connor & Kedes, 2006;
Varnum et al., 2004; Zhu et al., 2005). Es wird in eine innere, kapsidnahe und in eine
aulRere, kapsiddistale Tegumentschicht unterteilt (Mettenleiter, 2008; Mettenleiter et
al., 2006; Pomeranz et al., 2005). Dabei zeigt das innere Tegument zumindest bei
Alpha- und Betaherpesviren ebenfalls eine ikosaedrische Struktur und besteht aus
den Homologen der beiden Proteine pUL36 und pUL37 (Chen et al., 1999; Granzow
et al.,, 2005; Zhou et al., 1999). Das kapsidnahe Tegument der Alphaherpesviren
enthalt zusatzlich die virale Proteinkinase pUS3 (Granzow et al., 2004, 2005;
Reynolds et al., 2002), wohingegen in Betaherpesviren das Protein pUL32 (pp150)
Bestandteil des inneren Teguments ist (Baxter & Gibson, 2001; Sampaio et al.,
2005). Im Gegensatz dazu ist die kapsiddistale Tegumentschicht in Hinblick auf
Zusammensetzung und Funktion der einzelnen Komponenten in den verschiedenen
Herpesviren sehr variabel (Clarke et al., 2007; del Rio et al., 2005; Michael et al.,
2006). Neben viralen Proteinen wurden bisher durch verschiedene Analysen auch
die Zytoskelettproteine Aktin und Tubulin, die Hitzeschockproteine (Hsp) Hsp70 und
Hsp90 sowie Annexin und Enolase in den Viruspartikeln nachgewiesen. Deren
Funktionen fur die virale Replikation konnte allerdings noch nicht geklart werden
(Bechtel et al., 2005; Dry et al., 2008; Johannsen et al., 2004; Kattenhorn et al.,
2004; Kramer et al., 2011; Loret et al., 2008; Michael et al., 2006; Varnum et al.,
2004; Zhu et al., 2005).

Die Virushille stammt aus Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN), welche die
tegumentierten Kapside am Ende der viralen Replikation umschlieBen (Granzow et
al., 1997; Mettenleiter et al., 2009; Turcotte et al., 2005; van Genderen et al., 1994;
Whealy et al.,, 1991). In dieser Lipidhille sind die viralen, meist glykosylierten
Oberflachenproteine eingelagert (Mettenleiter et al., 2009; Pomeranz et al., 2005;
Reske et al., 2007).

Die Genomgrof3e der Herpesviren variiert zwischen ca. 124 Kilobasenpaaren (kb)
beim Cercopithecinen Herpesvirus Typ 9 (Gray et al., 2001) und ca. 295 kb beim
Cypriniden Herpesvirus Typ 1 (Pellet & Roizman, 2013; Waltzek et al., 2005). Das
Genom des PrV besteht aus mehr als 143 kb mit 72 identifizierten offenen
Leserahmen, die fiur 70 verschiedene Proteine kodieren (Klupp et al.,, 2004;
McGeoch et al., 2006).
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Charakteristisch far Herpesviren sind speziesspezifische DNA-
Sequenzwiederholungen, die als internal repeats (IR) und terminal repeats (TR)
bezeichnet werden (McGeoch et al., 2006; Pellet & Roizman, 2013). Zwischen
diesen Wiederholungen werden die einmalig auftretenden Sequenzbereiche als
unique long (U.) und unique short (Us) bezeichnet (Ben-Porat et al., 1983; Davison &
Wilkie, 1983; McGeoch et al., 2006; Pomeranz et al., 2005). Nach Anzahl und Lage
der Sequenzwiederholungen werden die Genome der Herpesviren in sechs Klassen
eingeteilt (A-F), wobei PrV der Klasse D zugeordnet wird (siehe Abb. 2) (Klupp et al.,
2004). Die Genbezeichnungen fur PrV wurden der Nomenklatur des HSV-1
angepasst und richten sich im Wesentlichen nach der Lage (,U_.“ oder ,Us") im
Genom. Die jeweiligen Genprodukte werden zusatzlich mit einem vorangestellten ,p*

gekennzeichnet (Mettenleiter, 2000; Pomeranz et al., 2005).

U, Us

Abb. 2. Schematische Darstellung des PrV-Genoms. Das Genom des PrV zeichnet sich durch eine
lange (unique long, U,) und eine kurze (unique short, Us) einmalige Sequenzregion aus, wobei die Us-
Region von terminalen (terminal repeats, TR) und internen Sequenzwiederholungen (internal repeats,
IR) flankiert wird.

1.3. Der Replikationszyklus der Herpesviren

Der Replikationszyklus der Herpesviren wurde durch ultrastrukturelle und
molekularbiologische Analysen intensiv untersucht (Granzow et al.,, 1997,
Mettenleiter, 2002; Mettenleiter et al., 2009). Im Folgenden sind vor allem die Fakten
fur die Alphaherpesviren HSV-1 und PrV dargestellt (siehe Abb. 3).

1.3.1. Adsorption und Penetration

Eine Infektion beginnt mit der Virusadsorption an der Wirtszelle und der
anschlielenden Fusion der Virushille mit der Plasmamembran (Eisenberg et al.,
2012; Heldwein & Krummenacher, 2008).

Mit Hilfe des Glykoproteins gC erfolgt das Andocken der Virionen zunachst durch
Bindung an Heparansulfat-tragende Proteoglykane, die sich auf der Oberflache der
Wirtszelle befinden (Eisenberg et al., 2012; Heldwein & Krummenacher, 2008; Herold
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et al.,, 1991; Mettenleiter et al., 1990; Shieh et al., 1992; WuDunn & Spear, 1989).
Diese Interaktion ist zwar nicht essentiell fur die Infektion, erhéht jedoch wesentlich
deren Effizienz (Herold et al., 1991; Karger et al., 1995). Die meisten
Alphaherpesviren besitzen zusatzlich das essentielle Glykoprotein gD in ihrer
Virushulle, das spezifisch mit zellularen Rezeptoren interagiert (Eisenberg et al.,
2012; Heldwein & Krummenacher, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass HSV-1 gD
sowohl HVEM (herpes virus entry mediator) als auch Nektin-1 und -2 fir den
Viruseintritt benutzen kann. Fur PrV gelten im Gegensatz dazu nur Nektin-1 und -2
und nicht HVEM als Rezeptoren (Eisenberg et al., 2012; Heldwein & Krummenacher,
2008), wobei das Virus vermutlich noch weitere Oberflachenproteine fir die
spezifische Bindung nutzen kann, da auch Zellen, denen Nektine fehlen, infizierbar
sind (Nixdorf et al., 1999). Aul3erdem kann der humane Poliovirus-Rezeptor als
Bindestelle des PrV gD fungieren (Connolly et al., 2001; Geraghty et al., 1998;
Heldwein & Krummenacher, 2008). Fur HSV konnte gezeigt werden, dass die
Rezeptorbindung eine Konformationsanderung im gD auslést, was den folgenden
Fusionsvorgang zwischen Virushulle und Zelloberflache induziert (Atanasiu et al.,
2010; Avitabile et al., 2007; Cocchi et al., 2004; Eisenberg et al., 2012; Heldwein &
Krummenacher, 2008).

Fur die Membranfusion wird die sogenannte core-fusion machinery bendétigt, die sich
aus den viralen Glykoproteinen gB, gH und gL zusammensetzt (Babic et al., 1996;
Desai et al., 1988; Eisenberg et al., 2012; Heldwein & Krummenacher, 2008).

Das Glykoprotein gB bildet ein Homotrimer und wird zusammen mit dem G-Protein
des Vesikularen Stomatitis Virus und dem Baculovirus gp64 in die Klasse Il der
Fusionsproteine eingeordnet (Backovic et al., 2009; Heldwein et al., 2006; Roche et
al., 2006). Obwohl gB von HSV-1 auch mit Heparansulfaten sowie mit anderen
zellularen Rezeptoren interagieren kann und folglich auch in der Virusadsorption
involviert ist, erftllt es seine Hauptaufgabe wahrend der Membranfusion (Bender et
al., 2005; Bender et al., 2003; Connolly et al., 2011; Eisenberg et al., 2012; Heldwein
& Krummenacher, 2008). Es konnte dabei gezeigt werden, dass konservierte fusion-
loops im gB mit der Plasmamembran interagieren konnen (Backovic et al., 2007,
Hannah et al., 2009; Hannah et al., 2007; Heldwein et al., 2006). Es wird vermutet,
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dass diese Interaktion eine Konformationsanderung im gB bewirkt, die schliel3lich zur

Bildung einer Fusionspore fuhrt (Connolly et al., 2011).

Die Glykoproteine gH und gL bilden einen heterodimeren Komplex (gH/gL-Komplex),
der keinem anderen bisher bekannten Fusionsprotein ahnelt (Backovic et al., 2010;
Chowdary et al.,, 2010; Matsuura et al.,, 2010). Die Funktionsweise dieses
Proteinkomplexes konnte bislang noch nicht vollstandig aufgeklart werden. Es wird
jedoch vermutet, dass gB als das eigentliche Fusionsprotein fungiert und dass der
gH/gL-Komplex durch Bindung an gB eine eher regulatorische Aufgabe erfullt
(Chesnokova & Hutt-Fletcher, 2014; Chowdary et al., 2010; Eisenberg et al., 2012;
Stampfer & Heldwein, 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die gH/gL-Homologen
in HSV-1 und -2, HCMV, EBV und KSHV mit Integrinen interagieren konnen (Akula et
al., 2002; Cheshenko et al., 2014; Chesnokova et al., 2009; Galdiero et al., 1997,
Gianni et al., 2013; Parry et al., 2005; Wang et al., 2005). Die Signifikanz dieser
Bindung fur den Fusionsprozess wurde jedoch noch nicht geklart und wird daher
kontrovers diskutiert (Eisenberg et al., 2012; Gianni et al., 2010; Parry et al., 2005).

1.3.2. Transport zum Zellkern

Nach der Penetration und dem Eintritt der Kapside ins Zytoplasma I6st sich der
auRere Teil des Teguments ab. Das innere Tegument bleibt mit den Kapsiden
assoziiert und vermittelt den retrograden Transport der Kapside entlang der
Mikrotubuli zum Zellkern (Antinone et al., 2006; Antinone & Smith, 2010; Granzow et
al., 2005; Luxton et al., 2005; Radtke et al., 2010; Sodeik et al., 1997).

Fur diesen Transport spielt das grof3e Tegumentprotein pUL36 eine essentielle Rolle
(Granzow et al., 2005; Luxton et al., 2006; Lyman & Enquist, 2009; Shanda & Wilson,
2008; Wolfstein et al., 2006). Bei PrV kann dieses Protein den Dynein/Dynaktin
Motorkomplex binden und ist somit vermutlich in der Lage, den retrograden
Transportprozess zu vermitteln (Zaichick et al., 2013). Des Weiteren wurden sowohl
in HSV-1 als auch in PrV pUL36 funktionelle Kernlokalisierungssequenzen
identifiziert, die fur das Erreichen der Kernpore wichtig sind (Abaitua et al., 2012;
Abaitua & O'Hare, 2008; Mohl et al., 2009). Das Tegumentprotein pUL37 unterstitzt
diesen Transportprozess, ist aber im Gegensatz zu pUL36 bei PrV nicht essentiell
(Krautwald et al., 2009; Luxton et al., 2006; Roberts et al., 2009).
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Sobald die Nukleokapside an der Kernpore angekommen sind, wird die virale DNA
ins Nukleoplasma freigesetzt. Bei diesem Prozess spielen vor allem pUL25 und
pUL36 eine bedeutende Rolle (Abaitua et al., 2012; Batterson et al., 1983; Copeland
et al., 2009; Jovasevic et al., 2008; Le Sage & Mouland, 2013; Liashkovich et al.,
2011; Ojala et al., 2000; Preston et al., 2008; Roberts et al., 2009; Schipke et al.,
2012). Dabei weisen Untersuchungen darauf hin, dass der primare Kontakt der
Kapside mit der Kernpore Uber das Kapsid-assoziierte pUL25 erfolgt (Copeland et
al., 2009; Pasdeloup et al., 2009). Der genaue Mechanismus des Transfers der
viralen DNA ins Nukleoplasma ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch konnte flr
HSV-1 gezeigt werden, dass eine proteolytische Spaltung des pUL36 stattfindet
(Jovasevic et al., 2008; Liashkovich et al., 2011).

Unmittelbar nach Freisetzung der viralen DNA in den Kern zirkularisiert diese und
steht fortan fur die DNA-Replikation und Genexpression zur Verfigung (Strang &
Stow, 2005).

1.3.3. Virale Genexpression und DNA-Replikation

Die herpesvirale Genexpression erfolgt kaskadenartig, wobei die Gene je nach
Zeitpunkt ihrer Transkription in sehr frihe (immediate early, IE), frihe (early, E) und
spate (late, L) Gene eingeteilt werden. Die E-Gene werden dabei zusatzlich in early
und delayed early bzw. early-late Gene unterteilt (Ben-Porat & Kaplan, 1985; Honess
& Roizman, 1974, 1975; Roizman & Knipe, 2001; Tombacz et al., 2009).

Im ersten Schritt der Genexpressionskaskade unterstitzt das Tegumentprotein
pUL48 (a-transinducing factor, a-TIF; VP16; ICP25; Vmv65) als Transkriptionsfaktor
die Expression der sehr frihen Gene (Batterson & Roizman, 1983; Campbell et al.,
1984; Fuchs et al., 2002a; Katan et al., 1990; Preston et al., 1988; Stern et al., 1989;
Weller & Coen, 2012). Die Produkte dieser Gene fungieren als
Transkriptionsaktivatoren oder erfullen andere regulatorische Funktionen. HSV-1
besitzt funf verschiedene IE-Gene (icpO, icp4, icp22, icp27 und icp47), wohingegen
PrV Uber lediglich ein IE-Gen verflgt, das als ie180 bezeichnet wird und homolog
zum HSV icp4 ist (Feldman et al., 1982; lhara et al., 1983). Das IE180-Protein gilt bei
PrV als Hauptregulator der Transkription der E-Gene (lhara et al., 1983; Tombacz et

al.,, 2012). AulRerdem reguliert IE180 seine eigene Genexpression, indem es die
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Aktivitat seines spezifischen Protomors inhibiert (Tombacz et al., 2009; Vicek et al.,
1990).

Bei HSV-1 zahlt das icp22-Gen zu den IE-Genen, wohingegen es bei PrV umstritten
ist, ob es dieser Genklasse (Fuchs et al., 2000), den E-Genen (Zhang & Leader,
1990) oder L-Genen (Tombacz et al., 2009) zuzuordnen ist. Nichtsdestotrotz fungiert
das ICP22-Protein, das bei PrV als pUS1 bzw. RSp40 bezeichnet wird, sowohl in
HSV-1 als auch in PrV als Transkriptionsregulator (Bowman et al., 2009; Flori et al.,
2008; Mostafa & Davido, 2013; Poffenberger et al., 1993; Takacs et al., 2013;
Zaborowska et al., 2014). Dabei konnte fur HSV-1 ICP22 gezeigt werden, dass es
einen Einfluss auf die Aktivitdt bzw. Expression von zellularen Faktoren nimmt, um
seine regulatorische Funktion auszutiben (Advani et al., 2003; Bastian et al., 2010;
Mostafa & Davido, 2013; Orlando et al., 2006; Rice et al., 1995; Zaborowska et al.,
2014).

Die meisten E-Gene kodieren fur Faktoren, welche fir die DNA-Replikation
(Helikase, Primase, DNA-Polymerase) oder fir den Metabolismus von Nukleinséduren
(Thymidinkinase, dUTPase, Ribonukleotidreduktase) bendtigt werden. Die Produkte
anderer E-Gene fungieren allerdings auch als Transkriptionsregulatoren, wie z.B. das
early protein 0 (EPO) oder pUL54 (Cheung, 1991; Huang & Wu, 2004; Taharaguchi
et al., 1994; Tombacz et al., 2009; Watanabe et al., 1998). EPO bewirkt neben seiner
Funktion als Aktivator weiterer friher und spater Gene auch die Hemmung des
IE180, wodurch die Synthese der sehr frihen Gene gedrosselt wird (Boldogkoi et al.,
2000; Tombacz et al.,, 2012; Watanabe et al., 1998). Im Gegensatz zu EPO
unterstitzt pUL54 die Funktion der zellularen RNA-Polymerase Il, welche fur die

virale Transkription verwendet wird (Schwartz et al., 2006).

Die spaten Gene kodieren hauptsachlich fur Strukturproteine (Johnson & Everett,
1986; Tombacz et al., 2009). Dabei werden die L-Gene weiter in leaky L oder true L
eingeteilt. Letztere werden erst nach der viralen DNA-Replikation exprimiert,
wohingegen leaky L-Gene nur partiell von der Replikation abhangig sind (Honess &
Roizman, 1974; Tombacz et al., 2009).

Die DNA-Replikation erfolgt zundchst in einem Theta-Modus, der anschlief3end in

einen rolling-circle Mechanismus Ubergeht, wodurch lange head-to-tail Konkatemere
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des viralen Genoms entstehen (Ben-Porat, 1981; Muylaert et al., 2011; Weller &
Coen, 2012). Dafur werden die sieben konservierten Proteine pUL9, pUL29, pUL30,
pUL42, pUL5, pUL8 und pUL52 benétigt. pUL9 (origin-binding protein) bindet dabei
an einen der drei Replikationsursprunge (origin of replication, ori) und pUL29 fungiert
als Bindeprotein fir einzelstrangige DNA. Die virale DNA-Polymerase wird aus den
Proteinen pUL30 und pUL42 gebildet, wohingegen der Helikase/Primase-Komplex
aus pUL5, pUL8 und pUL52 zusammengesetzt ist (Lehman & Boehmer, 1999;
Pomeranz et al., 2005).

Neuesten Studien bei HSV-1 zur Folge scheint der Mechanismus der viralen DNA
Replikation allerdings noch komplexer zu verlaufen als bisher angenommen, da
vermutlich auch Rekombinationsvorgéange eine Rolle spielen (Weller & Sawitzke,
2014). Es wird ebenso spekuliert, dass hier ebenfalls zellulare Faktoren involviert
sind. Dabei wurde fur HSV-1 postuliert, dass die zellulare DNA-Polymerase
a-Primase, die DNA-Ligase | und die Topoisomerase |l bestimmte Funktionen in der
viralen Replikation tibernehmen kénnen (Lehman & Boehmer, 1999; Pomeranz et al.,
2005).

Neben der Steuerung der DNA-Replikation und Genexpression hemmen Herpesviren
auch die de novo Proteinsynthese der Wirtszelle. Das virion host shutoff (vhs)
Protein, welches bei PrV als pUL41 bezeichnet wird, spielt dabei eine wesentliche
Rolle. Durch seine mRNA-spezifische Ribonukleaseaktivitdt inhibiert es die
Proteinsynthese infizierter Wirtszellen (Esclatine et al., 2004; Lin et al., 2004; Lin et
al., 2010; Read & Frenkel, 1983; Schek & Bachenheimer, 1985; Smiley, 2004; Smiley
et al., 2001; Strelow & Leib, 1995). Des Weiteren wurde gezeigt, dass das vhs
Protein bei HSV-1 als auch bei PrV in der Lage ist, virale mRNAs abzubauen (Flori et
al., 2008; Kwong & Frenkel, 1987; Lin et al., 2004; Tombacz et al., 2011). Dabei
unterstitzt es wahrscheinlich das Umschalten der Expression von einer Genklasse

zur nachsten (Tombacz et al., 2011).
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Abb. 3. Replikationszyklus der Alphaherpesviren am Beispiel des Pseudorabies Virus.
Schematische Darstellung des Replikationszyklus mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen der
einzelnen Prozesse. Der Eintritt des Virus erfolgt Uber Adsorption an der Wirtszelle (1) und einer
anschlieBenden Fusion der Virushille mit der Plasmamembran (2). Nach Ablésen des &ufReren
Teguments (3) werden die Kapside entlang der Mikrotubuli (MT) zur Kernpore (NP) transportiert (4).
Anschliel3end wird die virale DNA in den Nukleus (N) injiziert (5), wo sowohl die Transkription als auch
die Replikation des viralen Genoms erfolgt (6). In einem autokatalytischen Prozess im Zellkern werden
die Kapside gebildet (7), in welche die neu synthetisierte virale DNA inseriert wird (8). Daraufhin
kommt es zur Knospung der Nukleokapside an der inneren Kernmembran (NM) (9) und die damit
einhergehende Bildung primar umhdliter Virionen im periplasmatischen Raum (10). Die primére
Virushille fusioniert mit der &aufleren Kernmembran und die Kapside werden ins Zytoplasma
freigesetzt (11). Dort lagert sich ein Teil der Tegumentproteine an die Nukleokapside an. Der andere
Teil interagiert mit den in den Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) eingelagerten
Glykoproteinen. Nach der sekundaren Umbhillung (12) werden die reifen Virionen in den
Transportvesikeln an die Plasmamembran transportiert (13) und durch Fusion der Vesikelmembran
mit der Plasmamembran in den extrazellularen Raum freigesetzt (14). RER: raues endoplasmatisches
Retikulum; M: Mitochondrium; G: Golgi-Apparat (Mettenleiter, 2008).
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1.3.4. Kapsidmorphogenese und DNA-Verpackung

Die Neusynthese der Kapside findet in einem autokatalytischen Prozess im Zellkern
statt, wofur die viralen Proteine pUL19, pUL18, pUL38 sowie die Protease pUL26
und das Geristprotein pUL26.5 essentiell sind. Dabei ist pUL19 das
Hauptkapsidprotein und bildet die Pentone und Hexone des Kapsids. Die Proteine
pUL18 und pUL38 assoziieren zum Triplexkomplex, der die Kapsomere
zusammenhalt (Baines & Duffy, 2006). Das kleine Kapsidprotein pUL35 wird bei
Beta- und Gammaherpesviren ebenfalls fur die Kapsidmorphogenese bendtigt
(Baines & Duffy, 2006; Borst et al., 2001; Henson et al., 2009; Perkins et al., 2008),
wohingegen es bei Alphaherpesviren zwar ebenfalls in reifen Kapsiden zu finden ist,
aber dort keine essentielle Rolle spielt (Baines & Duffy, 2006; Desai et al., 1998;
Krautwald et al., 2008).

Obwohl der eigentliche Zusammenbau der Kapside im Zellkern stattfindet, formieren
sich erste Untereinheiten der einzelnen Kapsidproteine schon im Zytoplasma. Dort
bilden sich bereits Komplexe aus pUL19 und pUL26.5 sowie aus pUL18 und pUL38,
die in den Zellkern transportiert werden (Nicholson et al., 1994; Rixon et al., 1996).
Das Portalprotein pUL6 wird in Assoziation mit dem GerUstprotein pUL26.5 in den
Zellkern transferiert, wo es anschlieBend als erste Bindungsstation flr vorhandene
pUL19/pUL26.5-Komplexe fungiert. Dadurch wird sichergestellt, dass nur ein Portal
pro Kapsid eingebaut wird (Huffman et al., 2008; Newcomb et al., 2005; Newcomb et
al., 2003). Im Folgenden sorgen dann verschiedene Interaktionen der einzelnen
Kapsid-Untereinheiten fir die Bildung des Prokapsids (Brown & Newcomb, 2011,
Newcomb et al., 2003).

Fur die weiteren Schritte der Kapsidmorphogenese wird das Prokapsid durch die
eingebaute Protease pUL26 weiter prozessiert. Dabei wird das GerUstprotein
pUL26.5 gespalten, welches sich daraufhin vom Kapsid abldst. Parallel wird die virale
DNA durch das Portal in das Kapsid inseriert. Beide Vorgange fiihren schlie3lich zur
Konformationsanderung des sphéarischen Prokapsids zu einer ikosaedrischen
Kapsidstruktur (Cardone et al., 2012a).

Fur die DNA-Spaltung und -Verpackung wird ein viraler Terminasekomplex bendétigt,
der sich aus pUL15, pUL28 und pUL33 (Beard et al., 2002; Heming et al., 2014)
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zusammensetzt und zusatzlich pUL17 und pUL32 enthalt (Fuchs et al., 2009; Klupp
et al., 2005b; Lamberti & Weller, 1998; Taus et al., 1998).

Fur HSV-1 pUL28 konnte gezeigt werden, dass es spezifisch an DNA-Sequenzen
binden kann, die wichtig fur die Spaltung und den Einbau der viralen DNA in die neu
gebildeten Kapside sind (Adelman et al., 2001; Bogner et al., 1998). Im HSV-1
pUL15 wurden Walker A- und B-Motive identifiziert, die essentiell fir die DNA-
Spaltung und -Verpackung sind (Przech et al., 2003; Yu & Weller, 1998). Da solche
Motive haufig in Proteinen zu finden sind, die eine Rolle im ATP-Metabolismus
spielen, wird vermutet, dass pUL15 als eine Art Motor fur diesen Prozess fungiert
(Draper & Rao, 2007; Heming et al., 2014). Es konnte aul3erdem gezeigt werden,
dass ein carboxyterminales Fragment dieses Proteins eine Nukleaseaktivitat besitzt
und uber Aminoséuren verfugt, die eine Affinitat zu Metallionen aufweisen (Nadal et
al., 2010; Selvarajan Sigamani et al., 2013). Dabei wurde anhand der Kristallstruktur
postuliert, dass die Funktion dieses Proteins bei der Spaltung der viralen DNA uber
einen Metallionen-vermittelten Katalysemechanismus erfolgt, was der Funktion der
RNase H &ahnelt. Studien bezlglich des pUL33 weisen darauf hin, dass dieses
Protein fur den korrekten Zusammenbau des Terminasekomplexes bendtigt wird
bzw. dessen Enzymaktivitat steuern konnte (Yang & Baines, 2006; Yang et al.,
2008).

Im Gegensatz dazu sind die Funktionen von pUL32 und pUL17 noch weitestgehend
ungeklart. Es wird vermutet, dass pUL32 als Chaperon wirkt und die
Disulfidbindungen zwischen einzelnen Kapsidproteinen reguliert. Es kénnte damit
eine wesentliche Rolle bei der Kapsidmorphogenese spielen (Albright et al., 2015).
Fur pUL17 wird dagegen vermutet, dass es fur die Lokalisierung der Kapside bzw.
Kapsidproteine am Ort der Spaltung der viralen DNA sorgt (Taus et al., 1998).

Eine mdgliche Rolle von pUL25 beim Einbau der viralen DNA ist noch umstritten. Es
wurde bei HSV-1 postuliert, dass pUL25 fir die stabile DNA-Verpackung bendétigt
wird, wohingegen bei PrV gezeigt werden konnte, dass es eher eine Rolle wahrend
des Kernaustritts der Kapside spielt (Klupp et al., 2006; Kuhn et al., 2008; McNab et
al., 1998; Stow, 2001). Allerdings kann auch eine Funktion des PrV pUL25 bei der
DNA-Verpackung nicht vollkommen ausgeschlossen werden (Homa et al., 2013;
Sae-Ueng et al., 2014).
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Wahrend einer herpesviralen Infektion entstehen neben den kompletten Kapsiden
(C-Kapside) auch A- und B-Kapside. B-Kapside enthalten die Geriststruktur, welche
normalerweise wahrend der Kapsidreifung verloren geht. Dagegen weisen A-Kapside
weder DNA noch eine Geruststruktur auf und sind vermutlich das Produkt einer
fehlerhaften DNA-Verpackung (Gibson & Roizman, 1972; Perdue et al., 1976; Trus et
al., 1996).

Die Proteine pUL17 und pUL25 bilden einen heterodimeren Komplex, der zunéchst
nur auf reifen C-Kapsiden detektiert und folglich C-Kapsid spezifischer Komplex
(C-capsid specific complex; CCSC) genannt wurde (Trus et al., 2007). In neueren
Studien konnte dieser Komplex allerdings auch auf A- und B-Kapsiden identifiziert
werden, was schlieBlich zur Umbenennung in die Kapsidvertexspezifische
Komponente (capsid vertex specific component-CVSC) fuhrte (Toropova et al.,
2011).

Prinzipiell &ahnelt der Zusammenbau der herpesviralen Kapside stark der
Kapsidmorphogenese der Bakteriophagen. Daher wird vermutet, dass beide einen
gemeinsamen Vorlaufer besitzen (Baker et al., 2005; Hendrix, 2005; McGeoch et al.,
2006; Mesyanzhinov, 2004).

Nach der Kapsidmorphogenese missen die neu synthetisierten Nukleokapside flr
den weiteren Reifungsprozess zur inneren Kernmembran gelangen. Es wurde
zunéchst vermutet, dass dafur ein aktiver Transport mit Hilfe nuklearer Aktinfilamente
und Myosin verantwortlich ist (Feierbach et al., 2006; Forest et al., 2005; Taylor et al.,
2011). Neuere Studien konnten dies allerdings wiederlegen und zeigen, dass sich
Nukleokapside nur tber Diffusion im Nukleoplasma bewegen (Bosse et al., 2014). Es
wird aul3erdem vermutet, dass Herpesviren in der Lage sind, Einstilpungen der
Kernmembran zu nutzen, die auch als nukleoplasmatisches Retikulum bezeichnet
werden (Malhas et al., 2011). Diese konnten als Knospungsstellen fir Kapside
dienen, die sich im zentralen Bereich des Zellkerns befinden, was somit die Effizienz

des viralen Kernaustritts erhohen wirde (Buser et al., 2007; Hagen et al., 2014).
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1.3.5. Kernaustritt (nuclear egress)

Aufgrund ihrer GrofRe kénnen Herpesviruskapside den Zellkern nicht durch die
Kernporen verlassen, da diese nur Partikel mit einem maximalen Durchmesser von
ca. 40 nm transportieren kdnnen (Panté & Kann, 2002). Fir den Transport viraler
Kapside aus dem Kern (nuclear egress) wurden drei unterschiedliche Modelle
diskutiert.

Lange Zeit wurde der single-envelopment-pathway favorisiert, der davon ausging,
dass Virionen durch Knospen an der INM entstehen, diese dann Uber den
periplasmatischen Raum in das Endoplasmatische Retikulum (ER) gelangen und
Uber den sekretorischen Weg der Zelle an die Plasmamembran transportiert werden.
Dieses Modell beruhte darauf, dass Monensin, ein Inhibitor des sekretorischen
Transportwegs, den Austritt der Viren aus der Zelle blockierte und es zur
Akkumulierung von zytoplasmatischen Vesikeln kam, in denen sich Virionen
befanden (Johnson & Spear, 1982). Unterstiitzt wurde diese These zusatzlich durch
die Detektion viraler Glykoproteine sowohl in der inneren Kernmembran als auch in
der Hulle periplasmatischer Virionen (Torrisi et al., 1992). Dieses Modell setzt voraus,
dass alle viralen Strukturproteine bereits im Zellkern bzw. in der inneren
Kernmembran vorhanden sind. Jedoch konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die
Zusammensetzung (Klupp et al., 2000; Kopp et al., 2002; Reynolds et al., 2002;
Skepper et al., 2001; van Genderen et al., 1994) als auch die Morphologie (Granzow
et al., 2001; Mettenleiter et al., 2009) der Viruspartikel im Kernspalt von den reifen

Virionen deutlich unterscheiden.

Ein weiteres Modell diskutierte den Kernaustritt durch erweiterte Kernporen
(Leuzinger et al.,, 2005; Wild et al., 2005). Dieses Modell resultierte aus
Beobachtungen, welche auf einer damals noch neuartigen Gefriertechnik fur
elektronenmikroskopische Untersuchungen basierten, aber bislang in keinen
anderen Systemen reproduziert wurden. Sowohl klassische ultrastrukturelle als auch
biochemische Analysen zeigten hingegen, dass eine Strukturédnderung der Kernpore
fur den viralen Kernaustritt nicht benotigt wird (Nagel et al., 2008) und dass sowohl
der Kern als auch die Kernporen noch lange nach der Infektion intakt bleiben
(Hofemeister & O'Hare, 2008).
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Mittlerweile sprechen viele Daten fur das Modell des envelopment-deenvelopment-
pathway (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2013). Dieses Modell
beinhaltet, dass virale Nukleokapside an der inneren Kernmembran knospen,
wodurch sie eine primare Hulle erhalten und so in den Kernspalt gelangen
(envelopment). Diese primare Hulle fusioniert anschlieBend mit der &uf3eren
Kernmembran, wodurch das Kapsid in das Zytoplasma entlassen wird
(deenvelopment) (siehe Abb. 4). Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf diesem

Prozess liegt, folgt in Abschnitt 1.4. eine detaillierte Darstellung des nuclear egress.
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Abb. 4. Herpesviraler Kernaustritt (nuclear egress). Diese Abbildung zeigt eine schematische
Darstellung des viralen Kernaustritts mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen. (1) Wahrend einer
Infektion lokalisieren die beiden Proteine pUL31 und pUL34 im Zellkern. Das membrangebundene
pUL34 rekrutiert pUL31 an die innere Kernmembran (inner nuclear membrane, INM), was schlie3lich
zur Bildung des nuclear egress complex (NEC) fuhrt. Dieser Komplex rekrutiert sowohl virale als auch
zellulare Kinasen, welche die Kernlamina lokal auflésen. Dadurch wird der Zugang der de novo
synthetisierten Nukleokapside an die innere Kernmembran ermdglicht, wo eine Interaktion der
Kapside mit dem NEC erfolgt. (2) Die Membrankrimmung um die Kapside wird wahrscheinlich durch
Oligomerisierung mehrerer NEC oder pUL31-Molekile verursacht. (3) Die Membranspannung wird
vermutlich soweit erhéht, dass sich Kapsid-enthaltene Vesikel, die auch als primér umhdillte Virionen
bezeichnet werden, von der inneren Kernmembran abschniren. Diese primér umhullten Virionen
liegen nun im perinukle&ren Spalt (perinuclear space, PNS) vor. (4) Im néchsten Schritt fusioniert die
primare Hulle mit der dulReren Kernmembran (outer nuclear membrane, ONM), was schlie3lich zur
Freisetzung der Kapside ins Zytoplasma fuhrt.
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1.3.6. Virusreifung und Freisetzung

Nach dem Kernaustritt erfolgt die Tegumentierung der Kapside im Zytoplasma. In der
N&ahe des Zellkerns lagern sich dabei zunachst die Proteine des inneren Teguments
an. Es konnte gezeigt werden, dass das innere Tegumentprotein pUL36 in der Lage
ist, entweder direkt an das Kapsid (Cardone et al., 2012b) oder auch indirekt mittels
Interaktion mit dem Kapsid-assoziierten pUL25 (Coller et al., 2007; Schipke et al.,
2012) zu binden. Das Tegumentprotein pUL37 wird wiederum von pUL36 an das
Kapsid rekrutiert (Kelly et al., 2014; Klupp et al., 2002; Sandbaumhtiter et al., 2013;
Scrima et al., 2015).

Diese beiden inneren Tegumentproteine werden vor allem fur den Transport der
Kapside vom Zellkern entlang der zellularen Mikrotubuli zu Vesikeln des TGN
bendtigt (Desai, 2000; Fuchs et al.,, 2004; Kelly et al., 2014; Luxton et al., 2006;
Pasdeloup et al., 2010; Sandbaumhiter et al., 2013; Scrima et al., 2015). Dort
angelangt erfolgt nach Komplettierung des Teguments schlie3lich die finale
Umhdullung der Kapside durch Knospung in die Membran der Vesikel des TGN. Beide
Schritte werden durch diverse Protein-Protein-Interaktionen zwischen einzelnen
Tegument-Untereinheiten bzw. zwischen Kapsid-assoziierten Proteinen und Faktoren
induziert, die in den Vesikeln des TGN eingelagert sind (Henaff et al., 2012; Johnson
& Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2009).

Es konnte dabei gezeigt werden, dass pUL49 mit den zytoplasmatischen Doméanen
der Glykoproteine g und gM interagieren kann, welche in den Vesikeln des TGN
lokalisieren (Fuchs et al., 2002b; Maringer et al., 2012). Aul3erdem wurde ein
Komplex zwischen pUL49, gE, gl, gM und ICPO postuliert, der fiur die finale
Virusreifung bendtigt wird (Maringer et al., 2012). Das Glykoprotein gM scheint dabei
fur die Anreicherung viraler Hullproteine in den Vesikeln des TGN wichtig zu sein
(Crump et al.,, 2004). Des Weiteren interagiert das membrangebundene HSV-1
pUL11 mit dem Tegumentprotein pUL16 (Loomis et al., 2003; Meckes & Wills, 2007;
Yeh et al., 2008), welches wie auch bei PrV wiederum mit dem Kapsid-assoziierten
pUL21 interagiert (Harper et al., 2010; Klupp et al., 2005a).

Fur das HSV-1 pUL48 konnte zusatzlich eine Interaktion mit pUL36 (Ko et al., 2010;
Svobodova et al., 2012) sowie zwischen pUL17 und pUL47 (Scholtes et al., 2010),
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nachgewiesen werden, was zum Zusammenhalt der einzelnen Tegument-
Untereinheiten  beitragen konnte. Dabei bindet pUL48 wiederum die
membranverankerten Glykoproteine gB, gD und gH (Gross et al., 2003; Kamen et al.,
2005; Zhu & Courtney, 1994). Neuesten Studien zur Folge kann auch das HSV-1
pUL37 mit gH und dem ebenfalls membrangebundenem Protein pUL20 interagieren

und somit zur finalen Umhillung der Kapside beitragen (Jambunathan et al., 2014)

Nach der Knospung der tegumentierten Kapside werden die nun reifen Virionen in
den Transportvesikeln des TGN an die Zelloberflache transferiert, wo sie durch
Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran in den extrazellularen Raum freigesetzt
werden (Harley et al., 2001; Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2009). Es
wird vermutet, dass Herpesviren dabei den sekretorischen Transportmechanismus
der Wirtszelle nutzen. Es gibt auch Hinweise darauf, dass die viralen Proteine gK und
pUL20 in diesem Prozess eine wichtige Rolle spielen kénnten (Johnson & Baines,
2011; Mettenleiter, 2004; Mettenleiter et al., 2009). Fur HSV-1 wurde aul3erdem eine
Funktion des zellularen Proteins Myosin-Va beim Transport der Virionen an die
Zelloberflache postuliert (Roberts & Baines, 2010). Da sich Herpesviren auch von
einer Zelle zur benachbarten Zelle ausbreiten (cell-to-cell spread, siehe 1.3.7),
kénnen die reifen Virionen innerhalb der Vesikel des TGN auch zu den Zell-Zell-
Verbindungen transportiert werden (Johnson & Baines, 2011).

Viele behlllte Viren verwenden die zellulare ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport)-Maschinerie fir ihre finale Umhullung und den Austritt aus der
Wirtszelle (Bieniasz, 2006; von Schwedler et al., 2003). Diese Mdglichkeit wird bei
den Herpesviren kontrovers diskutiert, da zumindest eine Inaktivierung des Proteins
Vps4 und des Vps4/Chmp3-Komplexes, welche beide fir den ESCRT-Weg essentiell
sind, eine Beeintrachtigung der HSV-1 und PrV Replikation zur Folge hatte (Calistri
et al.,, 2007; Crump et al., 2007; Kharkwal et al., 2014). Ein solcher Einfluss auf die
herpesvirale Replikation konnte durch Inaktivierung anderer Komponenten der
ESCRT-Maschinerie, sowie von Vps4 Uber siRNA-knockdown Versuche in HCMV
nicht bestatigt werden (Fraile-Ramos et al., 2007).
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1.3.7. Ausbreitung von Zelle zu Zelle

Herpesviren konnen ihre Wirtszelle nicht nur von aul3en auf der Zelloberflache
infizieren, sondern sich auch direkt von einer Zelle zur benachbarten Zelle ausbreiten
(cell-to-cell spread). Es wird vermutet, dass dies eine mogliche Strategie darstellt
extrazellulare Immuneffektoren, wie z.B. neutralisierende Antikoérper, zu umgehen
(Johnson & Huber, 2002; Pellet & Roizman, 2013; Roller et al., 2014; Sattentau,
2008; Zsak et al., 1992).

Die molekularen Details des cell-to-cell spread konnten noch nicht vollstdndig
aufgeklart werden. Allerdings wurden bereits einige Faktoren identifiziert, welche
diese Ausbreitungsart zumindest in bestimmten Zelltypen regulieren. Es konnte
gezeigt werden, dass die Glykoproteine gB, gH und gL, die auch fur die Infektion von
aulRen bendtigt werden, essentiell fur den cell-to-cell spread sind (Atanasiu et al.,
2010; Browne et al., 2001; Eisenberg et al., 2012; Mettenleiter et al., 2009;
Pomeranz et al., 2005). Bei HSV-1 und dem Bovinen Herpesvirus Typ 1 (BoHV-1) ist
zusatzlich das Glykoprotein gD am cell-to-cell spread beteiligt (Even et al., 2006;
Fehler et al., 1992; Terry-Allison et al., 2001), das allerdings bei PrV dafur keine
Rolle spielt (Mulder et al., 1996; Peeters et al., 1992; Rauh & Mettenleiter, 1991;
Schmidt et al., 1997). Andere Alphaherpesviren wie VZV und der Erreger der
Marekschen Erkrankung (Mareks Disease Virus, MDV) exprimieren kein gD und
verbreiten sich vorwiegend Uber diesen Weg (Davison & Scott, 1986; Tan et al.,
2001).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass bei HSV-1 der gE/gl-Komplex wichtig fir den
cell-to-cell spread in Neuronen, Epithelzellen und Fibroblasten ist (Balan et al., 1994;
Dingwell et al., 1994; Dingwell et al., 1995; Dingwell & Johnson, 1998).

Beim cell-to-cell spread in Epithelzellen lokalisiert dieser Komplex zwar tberall auf
der Zelloberflache infizierter Zellen, jedoch wird er bei HSV-1 vermehrt an Zell-Zell-
Verbindungen detektiert, wo er mit B-Catenin kolokalisiert (Dingwell & Johnson,
1998; Farnsworth & Johnson, 2006; McMillan & Johnson, 2001; Wisner et al., 2000).
Daher wurde vermutet, dass der Komplex eventuell fir den Transport der Virionen zu
den Zell-Zell-Kontakten an der Plasmamembran verantwortlich sein konnte
(Farnsworth & Johnson, 2006; Johnson et al., 2001; McMillan & Johnson, 2001;
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Mingo et al., 2012) und durch Bindung an spezifische Rezeptoren die Infektion der
Nachbarzelle vermittelt (Collins & Johnson, 2003; Polcicova et al., 2005; Rauch et al.,
2000).

Zusatzlich ist der Komplex aus pUL11, pUL16 und pUL21 bei HSV-1 am Transport
des gE/gl-Komplexes an Zell-Zell-Verbindungen involviert (Han et al., 2011; Han et
al., 2012; Yeh et al., 2011). AulRerdem scheint das Tegumentprotein pUL51 ebenfalls
eine Rolle beim cell-to-cell spread zu spielen, da es den Transport des gE bzw. der
Virionen an die Zell-Zell-Verbindung beeinflusst (Roller et al., 2014). Eine Deletion
des PrV pUL51 fuhrte nur zu leicht reduzierten Titern, wobei allerdings auch ein

deutlicherer Effekt auf die Plaquegréf3en beobachtet wurde (Klupp et al., 2005c).

Sowohl bei HSV-1 als auch bei PrV scheint pUL34 im cell-to-cell spread involviert zu
sein (Haugo et al., 2011; Schuster et al., 2012). Dabei wird aufgrund der
Lokalisierung des pUL34 an der Kernmembran vermutet, dass es einen eher
indirekten Einfluss auf die Synthese oder den Transport wichtiger Faktoren des cell-
to-cell spread hat. Bei HSV-1 konnte dabei nachgewiesen werden, dass pUL34 eine
Rolle in der Steuerung der Lokalisierung und Funktion des gE im cell-to-cell spread
besitzt (Haugo et al., 2011). Dies konnte in anderen Herpesviren allerdings bislang

nicht bestatigt werden.

Die Kristallstruktur des HSV-1 pUL37 deutet darauf hin, dass auch dieses
Tegumentprotein eine Funktion beim Transport von Virionen zu den Zell-Zell-
Verbindungen einnimmt (Pitts et al., 2014).

1.4. Molekulare Grundlagen des viralen Kernaustritts

1.4.1. Der nuclear egress complex (NEC)

Fur den Kernaustritt herpesviraler Nukleokapside wird ein Proteinkomplex benétigt,
der als nuclear egress complex (NEC) bezeichnet wird. Bei HSV und PrV besteht
dieser aus den beiden Proteinen pUL31 und pUL34 (Chang & Roizman, 1993; Fuchs
et al., 2002c; Klupp et al., 2000; Reynolds et al., 2001; Roller et al., 2000). Das
Protein pUL31 wird in HCMV als pUL53 (Camozzi et al., 2008), in MCMV als pM53
(Lotzerich et al., 2006), in HHV-6A als U37 (Isegawa et al., 1999), in KSHV als
ORF69 (Santarelli et al., 2008) und in EBV als BFLF2 (Gonnella et al., 2005)
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bezeichnet. Die zweite Komponente des NEC, das pUL34, ist ein Typ-lI-
Membranprotein und wird pUL50 in HCMV (Milbradt et al., 2007), M50 in MCMV
(Muranyi et al., 2002), U34 in HHV-6A (Isegawa et al.,, 1999), ORF67 in KSHV
(Santarelli et al., 2008) und BFRF1 im EBV (Farina et al., 2000) genannt. Beide
Proteine sind essentiell fur einen effizienten Kernaustritt (Johnson & Baines, 2011,
Mettenleiter et al., 2013).

In allen bisher untersuchten Herpesviren lokalisieren die pUL31-Homologen im
Zellkern (Chang & Roizman, 1993; Dal Monte et al., 2002; Fuchs et al., 2002c;
Gonnella et al., 2005; Loétzerich et al.,, 2006; Zhu et al., 1999). Im Aminoterminus
(N-Terminus) verschiedener pUL31-Homologen wurde bereits ein klassisches
Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS) vorhergesagt (Fuchs et al.,
2002c; Lotzerich et al., 2006; Schmeiser et al., 2013; Zhu et al., 1999) (siehe Abb. 5).
In einigen Homologen konnte die Funktionalitdt dieses Signals experimentell
bestétigt werden (Lotzerich et al., 2006; Schmeiser et al., 2013). Es wird daher
vermutet, dass die pUL31-Homologen durch die zellulare Kernimport-Maschinerie
(Gorlich & Kutay, 1999; Pemberton & Paschal, 2005) in den Zellkern gelangen
(Lotzerich et al., 2006; Schmeiser et al., 2013). In Anwesenheit von pUL34 erfolgt
eine partielle Rekrutierung von pUL31 an die innere Kernmembran (Desai et al.,
2012; Fuchs et al., 2002c; Reynolds et al., 2001; Schnee et al., 2006).

Nach Sequenzvergleichen von 36 Homologen wurde pUL31 in vier konservierte
Bereiche (conserved region, CR1-4) mit einer variablen Domane im N-Terminus
eingeteilt (Lotzerich et al.,, 2006; Schnee et al., 2006) (siehe Abb. 5). Die pUL34-
Interaktionsdomane wurde mittels eines Proteinkomplementierungsversuchs der
pUL31-Homologen verschiedener Herpesviren in der CR1 lokalisiert (Schnee et al.,
2006). Beim MCMV pM53 wurde diese Doméane weiterhin auf den
Aminosaurenbereich 115-137 eingegrenzt (Lotzerich et al., 2006). Fur das pUL31-
Homolog des HCMV (pUL53) wurde fur diese Region eine a-helikale Struktur
vorhergesagt, die durch hydrophobe aber auch elektrostatische Wechselwirkungen
fur die Assoziation der beiden NEC-Komponenten verantwortlich sein kdnnte (Sam et
al., 2009). Allerdings wurden zumindest in HSV-1 und in MCMV auch Bereiche
aul3erhalb der CR1 identifiziert, die ebenfalls fur die Bindung mit pUL34 wichtig sind
(Pogoda et al., 2012; Roller et al., 2010). Daher liegt die Vermutung nahe, dass mehr
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als nur die in der CR1 lokalisierte Interaktionsdomane fur die NEC-Bildung

und -Funktion verantwortlich ist.

Im Gegensatz zur CR1 ist relativ wenig Uber die Funktionen der CR2-4 bekannt.
Linker-Insertionen innerhalb der CR2 und CR4 des MCMV M50 hatten allerdings
drastische Folgen auf die DNA-Verpackung und den Zusammenbau der Kapside
(Pogoda et al., 2012). Zusatzlich wurde bereits bei einer pUL31-Deletion des HSV-1
ein Defekt in der DNA-Verpackung neu synthetisierter Kapside festgestellt (Chang et
al., 1997), was darauf schlie3en lasst, dass pUL31 neben seiner Funktion wahrend
des Kernaustritts auch eine Rolle bei der Kapsidmorphogenese bzw. DNA-
Verpackung spielen konnte. Bei PrV zeigte eine UL31-Deletionsmutante allerdings
weder Defekte in der Spaltung oder Verpackung der DNA noch in der
Kapsidsynthese (Fuchs et al., 2002c).

Fur einige pUL31-Homologe wurde gezeigt, dass sie phosphoryliert werden. Im PrV
pUL31 wurden dabei mdgliche Phosphorylierungsstellen fir die Casein Kinase I, die
Protein Kinase C (PKC) und die zyklische AMP-abhéngige Proteinkinase
vorhergesagt (Fuchs et al., 2002c). Dagegen konnte im HSV-1 pUL31 gezeigt
werden, dass einige N-terminale Aminosduren durch die virale Kinase pUS3
phosphoryliert werden (Mou et al., 2009). AuRerdem konnten in HSV-1 und -2
maogliche Zielsequenzen einer post-translationalen Nukleotidylierung bestimmt
werden (Blaho et al., 1994; Zhu et al., 1999), die allerding nicht im PrV pUL31

vorhergesagt wurden (Fuchs et al., 2002c).
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Abb. 5. Die pUL31-Komponente des nuclear egress complex (NEC). Im oberen Teil der Abbildung ist eine schematische
Darstellung des PrV pUL31 gezeigt, in der das vorhergesagte Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS)
(Fuchs et al., 2002c; Schmeiser et al., 2013) und die konservierten Regionen (conserved region, CR) 1-4 (Lo6tzerich et al.,
2006) markiert sind. Im unteren Abschnitt ist ein Sequenzvergleich der pUL31-Homologen des PrV, HSV-1, VZV, HCMV,
HHV-6A, EBV und KSHV dargestellt. Die verschiedenen roten Markierungen zeigen dabei den Grad der Konservierung der
jeweiligen Aminosaure an. AulRerdem sind die CR1-4 grau unterlegt sowie die vorhergesagten NLS (Fuchs et al., 2002c;
Schmeiser et al., 2013) blau eingezeichnet.
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Die zweite Komponente des NEC ist pUL34. Es lokalisiert sowohl in transfizierten als
auch in infizierten Zellen in der Kernmembran, wo es dazu dient, den NEC an der
inneren Kernmembran zu fixieren (Farina et al., 2000; Klupp et al., 2000; Muranyi et
al., 2002; Roller et al., 2000; Santarelli et al., 2008). Die Anwesenheit von pUL31 und
der Kinase pUS3 verstarken die Lokalisierung des pUL34 an der inneren
Kernmembran (Fuchs et al., 2002c; Reynolds et al., 2004; Reynolds et al., 2001).

Der N-Terminus der pUL34-Homologen ist stark konserviert, wohingegen der
Carboxyterminus (C-Terminus) sehr variabel ist (Haugo et al., 2011; Milbradt et al.,
2012) (siehe Abb. 6). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die C-terminale
Transmembrandoméne als auch relativ grol3e Bereiche des C-Terminus mit
Sequenzen ausgetauscht werden konnten, die den Bereichen auf homologen
herpesviralen Proteinen entsprechen oder aus anderen membranverankerten
Herpesvirusproteinen wie pUS9 und pUL56 stammen (Ott et al., 2011). Aul3erdem
hatten Substitutionen dieses Proteinbereichs mit Transmembrandomanen zellularer
Proteine (Emerin, Lamin-assoziiertes Polypeptid (Lap) 2B oder Lamin-B-Rezeptor
(LBR)) keinen Einfluss auf die Funktionsweise des NEC beim Kernaustritt (Ott et al.,
2011; Schuster et al., 2012). Eine komplette Deletion der Transmembrandomane hat
allerdings zur Folge, dass der Kernaustritt, wie auch bei einer kompletten Deletion
des UL34-Gens, erheblich gehemmt wird (Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004;
Klupp et al., 2000; Roller et al., 2000).

In vielen bisher untersuchten pUL34-Homologen konnte gezeigt werden, dass der
konservierte N-Terminus fir die Interaktion mit pUL31 verantwortlich ist (Bubeck et
al., 2004; Fuchs et al., 2002c; Milbradt et al., 2012). Bei dem HSV-1 pUL34 wurde
dagegen eine spezifische Interaktionsdomane im zentralen Bereich des Proteins
(Aminosauren 137-181) identifiziert (Liang & Baines, 2005). Aktuellere Studien
weisen allerdings darauf hin, dass auch bei HSV-1 N-terminale Regionen eine

essentielle Rolle bei der NEC-Bildung spielen (Roller et al., 2010).

Da bisher noch keine Kristallstruktur von pUL34 oder vom gesamten NEC vorhanden
ist, wurden Mutationsstudien durchgefihrt, um zu untersuchen welche Regionen fir
die Bildung und Funktion des NEC verantwortlich sind. Dabei wurden im HSV-1
pUL34 basische Aminosauren in Clustern zu Alanin ausgetauscht (Bjerke et al.,
2003) und bei dem MCMV M53 eine Transposon-Mutagenese durchgefuhrt (Bubeck
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et al., 2004). Im nahe verwandten HCMV wurden gezielt konservierte Aminosauren
im N-Terminus des jeweiligen Proteins durch Punktmutationen veréandert (Milbradt et
al., 2012). Obwohl sich die Auswirkungen der Mutationen teilweise unterschieden,
konnte bei allen ein konserviertes Motiv (EY-Motiv), bestehend aus Glutaminséure
(E) und Tyrosin (Y) nachgewiesen werden, das fur die Bildung eines funktionellen
NEC essentiell ist (Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012)
(siehe Abb. 6).

Im Gegensatz zu pUL31 ist noch nicht eindeutig geklart worden wie pUL34 in den
Zellkern gelangt. Fir die Lokalisierung integraler Membranproteine wurden

verschiedene Modelle postuliert (Katta et al., 2014).

Integrale Membranproteine werden dabei zundchst posttranslational oder
kotranslational in das ER inseriert. Von dort aus konnen sie durch aktive
Signalsequenzen wie Kernimportsignale (NLS) oder spezifische Signalsequenzen fur
die innere Kernmembran (inner nuclear membrane (INM) sorting motifs) durch die
Kernpore in den Zellkern transportiert werden. Auf3erdem kdnnen integrale Proteine
auch passiv durch Diffusion entlang der Kernpore in den Zellkern gelangen und dort
durch Bindung eines Interaktionspartners festgehalten werden (diffusion-retention-
Modell) (Katta et al., 2014).

Ein NLS wurde in einigen pUL34-Homologen, wie z.B. in HSV-1 und -2 sowie EBV
und MCMYV vorhergesagt. Bei PrvV pUL34 und anderen Homologen konnte hingegen
ein solches Signal nicht detektiert werden (Schmeiser et al., 2013). Beim HCMV
pUL50 wurde gezeigt, dass das Protein tber Diffusion in den Zellkern gelangt und
dort an der inneren Kernmembran mdglicherweise durch Interaktion mit pUL31 fixiert
wird (Schmeiser et al., 2013).

Im zentralen Bereich des PrV pUL34 (Aminosdure 173-175) befindet sich das
Tripeptid RQR (siehe Abb.6), das RXR-Sequenzen &hnelt, die bereits als INM sorting
motifs die Lokalisierung des HSV-1 und HCMV gB an die inneren Kernmembran
vermitteln (Meyer et al., 2002; Meyer & Radsak, 2000). Diese Sequenz kdnnte daher
auch beim PrV pUL34 fur die Lokalisierung an der inneren Kernmembran

verantwortlich sein (Schuster et al., 2012).
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Abb. 6. Die pUL34-Komponente des nuclear egress complex (NEC). Im oberen Teil der Abbildung ist eine schematische
Darstellung des PrV pUL34 gezeigt. Die fir die Interaktion mit pUL31 bendétigte Region im Aminoterminus (Fuchs et al.,
2002c) ist in blau markiert, wohingegen die Transmembrandoméane (TM) und der C-terminale Abschnitt, der durch
heterologe Sequenzen ausgetauscht werden kann (Schuster et al., 2012), griin angezeigt ist. Das RQR-Tripeptid, welches
sich zwischen diesen Bereichen befindet, ist ebenfalls angefiigt. Im unteren Teil ist ein Sequenzvergleich der pUL34-
Homologen des PrV, HSV-1, VzV, HCMV, HHV-6A, EBV und KSHV zu sehen. Die verschiedenen roten Markierungen
zeigen dabei den Grad der Konservierung der jeweiligen Aminosaure an. Der fir die pUL31-Interaktion bendétigte
aminoterminale Bereich ist blau und die austauschbare Region im C-Terminus in griin markiert. Die Transmembrandoméanen
(TM) wurden durch den TMHMM server v.2.0 (Krogh et al., 2001) vorhergesagt und sind ebenfalls grin gekennzeichnet.
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1.4.2. NEC-assoziierte Komponenten und weitere Faktoren des
viralen Kernaustritts

Damit Nukleokapside wahrend des Kernaustritts auch die innere Kernmembran
erreichen kdnnen, rekrutiert der NEC sowohl zellulare als auch virale Proteinkinasen,
welche das Netzwerk aus Kernlaminen, Chromatin und membrangebundenen
Proteinen an der inneren Kernmembran partiell auflosen (Marschall et al.,, 2011,
Muranyi et al., 2002; Park & Baines, 2006).

Herpesviren besitzen eine konservierte Proteinkinase, die bei HSV und PrV als
pUL13 bezeichnet wird und bei Beta- und Gammaherpesviren Ahnlichkeiten zu
Zellzyklus-abhéngigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, Cdk) wie Cdkl aufweist
(Hamirally et al., 2009; Hume et al., 2008; Kawaguchi & Kato, 2003; Kuny et al.,
2010). Es wurde gezeigt, dass diese Kinasen in der Lage sind, die Lamina an der
inneren Kernmembran aufzuldsen (Cano-Monreal et al., 2009; Krosky et al., 2003;
Lee et al.,, 2008; Marschall et al.,, 2011; Muranyi et al., 2002). Dabei wurde
beobachtet, dass das HCMV pUL50 zellulares p32 an die innere Kernmembran
rekrutiert, welches wiederum mit der konservierten Kinase pUL97 assoziiert und
dadurch die Kernlamina phosphoryliert (Marschall et al., 2005; Milbradt et al., 2014).
Des Weiteren fuhrt die Phosphorylierung von Lamin A/C durch pUL97 zur Exposition
der Pinl (Peptidyl-prolyl cis/trans-isomerase)-Bindedoméane (Milbradt et al., 2010).
Dabei wird vermutet, dass die Assoziation mit Pinl eine Konformationsanderung in

den Laminen verursacht, was zur Auflésung der Kernlamina beitragt.

Alphaherpesviren besitzen neben der konservierten Kinase zusatzlich die Kinase
pUS3, die durch pUL13 phosphoryliert wird und wiederum selbst in der Lage ist,
Lamin A/C zu phosphorylieren (Bjerke & Roller, 2006; Kato et al., 2006; Leach et al.,
2007; Mou et al., 2008). Aulerdem phosphoryliert sie sowohl pUL31 als auch pUL34
und reguliert somit vermutlich die Funktion der NEC-Komponenten (Kato et al., 2005;
Mou et al., 2009; Purves et al., 1991; Ryckman & Roller, 2004).

Herpesviren verwenden wéhrend des Kernaustritts neben viralen auch zellulare
Kinasen. Dabei wurde fur HSV-1 gezeigt, dass sowohl der NEC als auch pUS3
die Proteinkinase C (PKC)-a und PKC-5, die normalerweise an der

Kernmembranauflosung wéahrend der Apoptose oder Mitose beteiligt sind (Brodie &
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Blumberg, 2003; Buendia et al., 1999; Cross et al., 2000; Eitel et al., 2003), an die
innere Kernmembran rekrutieren (Park & Baines, 2006). An der Kernmembran
angelangt phosphoryliert PKC-6 sowohl Lamine als auch Emerin an mehreren
Stellen (Cross et al., 2000; Leach et al., 2007), wohingegen die anti-apoptotische
PKC-a kontrolliert, dass die induzierte Laminauflésung nur partiell stattfindet, um
somit die Integritat der gesamten Kernmembran sicherzustellen (Cross et al., 2000;
Martelli et al., 2002; Park & Baines, 2006). Allerdings wird vermutet, dass auch
andere zellulare Proteinkinasen eine Rolle in diesem Prozess spielen kdnnten
(Leach & Roller, 2010). Es wurden auch direkte Interaktionen des NEC mit Laminen
detektiert, die ebenfalls fur die partielle Auflosung des Lamin-Netzwerks an der
inneren Kernmembran verantwortlich sein kdnnen (Gonnella et al., 2005; Mou et al.,
2008; Reynolds et al., 2004; Simpson-Holley et al., 2005).

Im Gegensatz zu den Alphaherpesviren kann der NEC bei HCMV und MCMV nur
konventionelle Proteinkinasen wie PKC-a, aber keine neuen PKCs wie PKC-0
rekrutieren (Marschall et al., 2011; Muranyi et al.,, 2002). Bei HCMV wurde diese
Rekrutierung der PKCs allerdings in einer aktuellen Studie in Frage gestellt (Sharma
et al., 2014).

Bei einer HSV-1 und -2 Infektion wird das innere Kernmembran-assoziierte Protein
Emerin hyperphosphoryliert und in seiner Lokalisierung deutlich gestért (Leach et al.,
2007; Leach & Roller, 2010; Morris et al., 2007). Dies konnte ebenfalls im
Gammaherpesvirus KSHV beobachtet werden, wo Emerin im Gegensatz zu anderen
Proteinen der inneren Kernmembran wie Luma (TMEM43), LBR oder LaminB1,
ebenfalls hyperphosphoryliert und in seiner Lokalisierung deutlich beeinflusst wird
(Farina et al., 2013). Neben diesen Effekten auf Emerin konnten weitere Studien bei
HSV-1 zeigen, dass wahrend einer Infektion auch die Lokalisierung der inneren
Kernmembranproteinen LBR und LAP2 beeintrachtigt waren, was wiederum zu einer
deutlichen Reduktion von Laminen fihrte (Scott & O'Hare, 2001; Simpson-Holley et
al., 2004). Die Stérungen der Lokalisierung dieser Proteine, welche bedeutende
Faktoren fur die Integritdt der Kernmembran sind, kdnnte daher ein wichtiges

Element in der Destabilisierung der inneren Kernmembran darstellen.

Aktuelle Untersuchungen zeigten, dass neben dem konservierten NEC sowie viraler

und zellularer Kinasen auch weitere Faktoren im Kernaustritt beteiligt sein konnten.
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Dabei wurde das Strukturprotein pUL47 des HSV-1 als Regulierungselement des
nuclear egress postuliert, welches einen Komplex mit pUL31, pUL34 und pUS3 bildet
und damit den envelopment-deenvelopment-Weg einleiten soll (Liu et al., 2014).
Untersuchungen in PrV zeigten hingegen, dass die Abwesenheit von pUL47 jedoch

keinen Einfluss auf den Kernaustritt viraler Kapside hat (Kopp et al., 2002).

Zusétzlich wurde kurzlich das Protein ICP22 bei HSV-1 als weiterer Faktor fur den
Kernaustritt detektiert (Maruzuru et al., 2014). Koimmunpréazipitationsstudien wiesen
darauf hin, dass dieses Protein, das bisher lediglich als Genexpressionsregulator
beschrieben wurde (Roizman & Knipe, 2001) auch mit dem NEC interagiert. Laut
diesen Untersuchungen lokalisiert ICP22 durch Bindung an pUL31 im NEC an die
innere Kernmembran. In anderen Analysen wurde ICP22 bisher allerdings lediglich in
dichten Strukturen im Nukleoplasma und nicht an der inneren Kernmembran
detektiert (Jahedi et al., 1999; Markovitz & Roizman, 2000). Daher bleibt es

umstritten, ob ICP22 wirklich am Kernaustritt beteiligt ist.

1.4.3. Primare Umhullung (envelopment)

Die partielle Auflésung der Kernlamina ermdglicht den Nukleokapsiden das Erreichen
der inneren Kernmembran, an der sie durch Knospung ihre priméare Hille erhalten
(Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2013) (siehe Abb. 4). Da ein zweiter
Umhullungsprozess spéater in der finalen Virusreifung stattfindet, wird dieser erste
Schritt des Kernaustritts auch als primare Umhillung und die Kapsid-enthaltenen
Vesikel folglich als primar umhiullte Virionen bezeichnet. Die molekularen Details

dieses ersten Schritts des Kernaustritts sind allerdings noch weitgehend ungeklart.

Fir das Andocken der Kapside an den NEC scheint pUL31 eine wichtige Rolle zu
spielen. So konnte bei PrV und HSV-1 eine Interaktion zwischen pUL31 und
Kapsiden nachgewiesen werden (Leelawong et al., 2011; Yang & Baines, 2011). Das
HSV-1 pUL31 kann dabei die CVSC-Komponente pUL25 binden (Yang & Baines,
2011), wobei die Assoziation mit Kapsiden, wie bei PrV, auch in Abwesenheit dieses
Proteins erfolgen kann (Leelawong et al., 2011; Yang et al., 2014). Auf3erdem wurde
bei HSV-1 und VZV eine Interaktion zwischen dem pUL31-Homolog und dem
Kapsid-assoziierten pUL33 identifiziert, was ebenfalls fur die Bindung von pUL31 an

die Kapside wichtig sein konnte (Fossum et al., 2009; Vizoso Pinto et al., 2011).
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Untersuchungen bei HSV-1 ergaben, dass die Kapsidbindung vermutlich durch
Phosphorylierung von pUL31 gesteuert wird (Mou et al., 2009). Demnach scheint
pUL31 im phosphorylierten Zustand eine geringere Affinitat zu Kapsiden zu besitzen,
was auf einen mdglichen Kontrollmechanismus tber den Phosphorylierungsstatus

dieses Proteins wahrend des Kernaustritts hindeutet.

Studien bei HSV-1 fuhrten zur Hypothese, dass das Andocken eines Nukleokapsids
an den NEC eine Konformationsanderung dieses Komplexes induziert, welche die
Oligomerisierung der NECs oder weiterer pUL31-Moleklle verursacht. Die
Oligomerisierung fuhrt schliel3lich zur Krimmung der Membran um das gebundene
Kapsid, was somit die Abschnirung priméar umhdllter Virionen verursacht (Roller et
al., 2010). Allerdings ist die Anwesenheit eines Kapsids nicht notwendig, um Vesikel
von der inneren Kernmembran abzuschniren. Die Koexpression beider NEC-
Komponenten bei PrV und KSHV fuhrte auch ohne die Prasenz anderer viraler
Faktoren zur Vesikelabschnirung von der inneren Kernmembran (Desai et al., 2012;
Klupp et al., 2007). In einem zellfreien System konnte klrzlich sogar gezeigt werden,
dass der NEC auch ohne jegliche zellulare oder virale Faktoren die Spannung einer
artifiziellen Membran soweit erhohen kann, dass sich Vesikel daraus abschniren
(Bigalke et al., 2014). Hierbei wurde beobachtet, dass der NEC in einer hexagonalen
Struktur an der gebundenen Membran oligomerisiert und somit die
Vesikelabschnurung bewirkt. Es wurde dabei vermutet, dass basische Aminosauren
innerhalb des pUL34 durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der Membran flr
die Erh6hung der Membranspannung verantwortlich sein kdnnten. In diesen
Experimenten wurde allerdings ein pUL34 verwendet, das keinen Membrananker
besal3. Andere in vitro Studien weisen darauf hin, dass pUL31 der entscheidende
Faktor fur die Membrankrimmung ist (Lorenz et al., 2015). Hier konnte gezeigt
werden, dass eine membrangebundene Variante des pUL31 auch ohne pUL34 in der

Lage ist, Vesikel aus artifiziellen Membranen abzuschniren.

Die Ergebnisse dieser in vitro Untersuchungen schliel3en jedoch eine mdgliche Rolle
zellularer Faktoren wahrend der primaren Umhiullung nicht aus. Versuche bei EBV
weisen darauf hin, dass Herpesviren den ESCRT-Komplex fir den Kernaustritt
nutzen kénnen und dass dieser durch das pUL34-Homolog BFRF1 rekrutiert wird
(Lee et al.,, 2012). Vergleichbare Untersuchungen bei HSV-1 konnten allerdings
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zeigen, dass die Inaktivierung des ESCRT-Komplexes durch Mutation des
essentiellen ESCRT-Faktors Vps4 den viralen Kernaustritt nicht beeinflusste (Crump
et al., 2007). Daher bleibt es fraglich, ob Herpesviren wirklich diesen zellularen

Komplex fur das envelopment nutzen.

Ein weiterer mdglicher zellularer Faktor, der fir die primare Umhullung wichtig sein
koénnte, ist der LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton)-Komplex. Dieser
Komplex wird durch Proteine gebildet, welche SUN (Sadlp/UNC-84) und KASH
(Klarsicht, ANC-1, syne homology)-Domanen besitzen, die im Kernspalt interagieren.
Dabei sorgt dieser Proteinkomplex dafir, dass der Abstand zwischen innerer und
auRRerer Kernmembran bei ca. 50 nm konstant bleibt (Burke, 2012; Crisp et al., 2006;
Fridolfsson & Starr, 2010; Ostlund et al., 2009; Razafsky & Hodzic, 2014; Starr,
2011). Bei der Knospung der Kapside an der inneren Kernmembran tberschreiten
die daraus entstehenden primar umhdllten Virionen diesen ungefahr um das
Dreifache (Rose & Schlieker, 2012). Daher kann vermutet werden, dass Herpesviren
den LINC-Komplex modulieren konnen, um die primare Umhillung der
Nukleokapside zu bewirken. Unterstitzt wird diese Hypothese auch dadurch, dass
wahrend einer HCMV-Infektion die Anzahl von SUNZ2 reduziert und der Abstand
zwischen innerer und &aulRerer Kernmembran vergréRert wird (Buchkovich et al.,
2010).

1.4.4. Fusion mit der auf3eren Kernmembran (deenvelopment)

Durch die Knospung an der inneren Kernmembran liegen die Nukleokapside nun in
Transportvesikeln im perinukledren Spalt vor (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter
et al., 2009; Mettenleiter et al., 2013).

Die Zusammensetzung der primar umhillten Virionen wurde bisher noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass zumindest die
Proteinkinase pUS3 sowie der NEC neben dem Kapsid und dem CVSC in primaren
Virionen des PrV und HSV-1 vorhanden sind (Granzow et al., 2004; Reynolds et al.,
2002).

Fur HSV-1 wurden zusatzlich pUL47, pUL48, pUL49 und pUL11 in primar umhullten
Virionen nachgewiesen (Baines et al., 1995; Liu et al., 2014; Naldinho-Souto et al.,

2006; Padula et al., 2009), was bei PrV allerdings nicht bestatigt werden konnte
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(Fuchs et al., 2002a; Granzow et al., 2004; Klupp et al., 2000; Kopp et al., 2003). Bei
HSV-1 scheint auferdem das vhs Protein pUL41 ein Bestandteil der priméar
umhdullten Virionen zu sein (Read & Patterson, 2007). Es wird ebenfalls kontrovers
diskutiert, ob sich das groRe Tegumentprotein pUL36 bereits im Kern an die
Nukleokapside anlagert und mit diesem zusammen aus dem Kern transportiert wird
(Bucks et al., 2007; Fuchs et al., 2004; Granzow et al., 2004; Henaff et al., 2013;
Klupp et al., 2002; Lee et al., 2006; Leelawong et al., 2012). In vitro Studien bei
HSV-1 konnten zusatzlich ICPO und ICP4 als Bestandteile primar umhdllter Virionen
identifizieren, was aber in anderen Systemen noch nicht bestatigt wurde (Henaff et
al., 2013).

Die Anwesenheit viraler Glykoproteine ist ebenfalls umstritten (Johnson & Baines,
2011; Mettenleiter et al., 2013). In Untersuchungen bei HSV-1 konnten gB, gC, gD,
gH und gM sowohl in der inneren Kernmembran als auch in primar umhillten
Virionen detektiert werden (Baines et al., 2007; Farnsworth et al., 2007; Jensen &
Norrild, 1998; Padula et al., 2009; Skepper et al., 2001; Stannard et al., 1996),
wohingegen dies in andere Untersuchungen nicht bestétigt werden konnte (Miranda-
Saksena et al., 2002).

Uber den Fusionsmechanismus der primaren Virushille mit der &uReren
Kernmembran (deenvelopment) ist bisher nur wenig bekannt. Fir HSV-1 wurde
postuliert, dass die Glykoproteine gB und gH/gL, die wahrend des Eintritts des Virus
eine essentielle Rolle spielen (Eisenberg et al., 2012), auch an diesem Prozess
beteiligt sind. Eine simultane Deletion von gB und gH fuhrte zur Akkumulierung von
primar umhdallten Virionen im Kernspalt (Farnsworth et al., 2007; Johnson & Baines,
2011). Bei PrV konnte hingegen bei verschiedenen Einfach-, Doppel- und Mehrfach-
Deletionsmutanten dieser Glykoproteine kein Defekt beim Kernaustritt beobachtet
werden (Klupp et al., 2008).

Bei Alphaherpesviren spielt die Kinase pUS3 eine wesentliche Rolle beim
deenvelopment. Es konnte gezeigt werden, dass eine Deletion bei HSV-1 und PrV
zur Akkumulierung primar umhdllter Virionen im perinuklearen Spalt fuhrt (Klupp et
al., 2001; Reynolds et al.,, 2002; Schumacher et al., 2005). Bei HSV-1 wurde
postuliert, dass die Phosphorylierung von pUL31 durch pUS3 dafiir sorgt, dass die
Bindungsaffinitat von pUL31 zum Kapsid sinkt und somit die Auflésung der
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NEC-Kapsid-Verbindung innerhalb des primaren Virions bedingt, was
maoglicherweise die Freisetzung der Kapside ins Zytoplasma erleichtert (Mou et al.,
2009). Allerdings ist pUS3 nicht essentiell fur den Kernaustritt (Klupp et al., 2001;
Reynolds et al., 2002; Ryckman & Roller, 2004).

Das membrangebundene pUL34 ist zwar ebenfalls Bestandteil der priméren
Virionen, jedoch ist eine Funktion wahrend des deenvelopment-Prozesses relativ
unwahrscheinlich, da der C-Terminus des Proteins, der aus dem primar umhiullten
Virion in den Kernspalt herausragt, mit ein oder zwei Aminosauren sehr kurz ist
(Klupp et al., 2000; Schuster et al., 2012). Diese Vermutung wird besonders dadurch
bestarkt, dass der C-Terminus von pUL34 inklusive der Transmembrandomane
durch hydrophobe Bereiche zellularer oder viraler Proteine ausgetauscht werden
kann, ohne dass dies einen Einfluss auf den Kernaustritt hat (Ott et al., 2011,
Schuster et al., 2012).

Neben viralen Komponenten spielen vermutlich auch zellulare Faktoren fur das
deenvelopment eine wichtige Rolle. Untersuchungen bei PrV konnten
Fusionsvorgange von Vesikeln mit der &uReren Kernmembran zeigen, die sich durch
die Koexpression von PrV pUL31 und pUL34 von der inneren Kernmembran
abgeschnirt hatten (Klupp et al.,, 2007). Diese Fusionsereignisse waren zwar
deutlich seltener als bei einer Infektion, jedoch weist diese Beobachtung darauf hin,
dass der Fusionsvorgang beim deenvelopment auch durch zellulare Faktoren

gesteuert werden kdnnte.

Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass die AAA® ATPase TorsinA, welche
normalerweise am Erhalt der Struktur der Kernmembran beteiligt ist (Goodchild &
Dauer, 2005; Grundmann et al., 2007; Naismith et al., 2004), eine Rolle beim
Kernaustritt des HSV-1 spielt (Maric et al., 2011). Eine Uberexpression dieser
ATPase fuhrte dabei zur Bildung von Vesikeln im Zytoplasma und im perinukle&ren
Spalt, welche priméar umhullten Virionen ahnelten. Es wird vermutet, dass die Fusion
primar umhdillter Virionen mit der &ufRReren Kernmembran durch die TorsinA-
Uberexpression verhindert wird, was schlieRlich zur Akkumulierung primar umhullter

Virionen im Kernspalt und ER flhrt.
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1.4.5. Fragmentierung der Kernmembran als Alternative zum
envelopment-deenvelopment-Mechanismus

Die beiden NEC-Proteine pUL31 und pUL34 sind wichtige Komponenten fur einen
effizienten Kernexport neu gebildeter Kapside. Dennoch kann auch in Abwesenheit
einer oder beider Faktoren eine geringe Menge an Nukleokapsiden vom Zellkern ins
Zytoplasma gelangen und dort zu infektiosen Partikeln reifen (Fuchs et al., 2002c;
Klupp et al., 2000).

Diese geringe Infektiositat der PrV pUL31- bzw. pUL34-Deletionsmutante konnte
durch mehrfache Passagen auf RK13-Zellen dennoch zu Wildtyp-ahnlichen
Titern revertiert werden (Grimm et al, 2012; Klupp et al, 2011). In
elektronenmikroskopischen Analysen konnte dabei gezeigt werden, dass die
Kernmembranen in den von den NEC-negativen Revertanten infizierten Zellen

fragmentiert waren.

Eine Fragmentierung der Kernmembran, auch als nuclear envelope breakdown
(NEBD) bezeichnet, kann auch in nicht-infizierten Zellen unter anderem wahrend der
Mitose oder Apoptose beobachtet werden (Buendia et al.,, 2001). Dies liel3 die
Vermutung zu, dass die PrV Revertanten moglicherweise zellulare Faktoren nutzen,
die bei diesen Prozessen eine Rolle spielen, um trotz fehlender NEC-Komponenten
aus dem Kern zu gelangen (Klupp et al.,, 2011). Inhibitorstudien ergaben, dass
Roscovitin und UO0126 drastisch reduzierte Virustiter der beiden passagierten
Revertanten verursachten (Grimm et al., 2012). Roscovitin ist ein Inhibitor von Cdk1,
Cdk2 und Cdk5 sowie der extrazellularen Signal-regulierten Kinase (extracellular
regulated kinase, ERK) (Meijer et al.,, 1997). Dagegen besitzt U0126 eine
inhibitorische Wirkung auf den MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-Weg (Favata
et al.,, 1998). Die Resultate dieser Studie weisen folglich darauf hin, dass die
Revertanten die Fragmentierung der Kernmembran mit Hilfe zellularer Prozesse
wahrend der Mitose nutzen, wobei sie vermutlich Einfluss auf die MAP-Kinase-
Kaskade nehmen (Grimm et al.,, 2012). Interessanterweise lag in beiden Prv-
Revertanten pUL46, das bei VZV als Aktivator fur die Phosphorylierung von ERK1/2
sowie als Apoptose-Inhibitor identifiziert wurde (Liu et al., 2012), mutiert vor (Grimm
et al.,, 2012). Eine mdgliche Rolle dieses Tegumentproteins im NEBD konnte

allerdings nicht bestétigt werden (Schulz et al., 2014).
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Bei HSV-1 wurde das Phanomen der Kernauflosung ebenfalls beobachtet. Dabei trat
der NEBD allerdings in infizierten Zellen auf, in denen TorsinA ausgeschaltet wurde
(Maric et al., 2014). Anders als bei PrV kann der NEBD bei HSV-1 das Fehlen von
pUL34 aber nicht kompensieren (Klupp et al., 2011; Maric et al., 2014).

1.4.6. Zellulare Transportwege durch die Kernmembran

Bisher galt der herpesvirale envelopment-deenvelopment-Mechanismus als
einzigartig in der Zellbiologie. Jedoch zeigten Untersuchungen an Drosophila, dass
dieser Prozess auch beim Kernexport grof3er zellularer RNP-Komplexe beobachtet
werden kann (Hatch & Hetzer, 2014; Speese et al., 2012).

Sowohl im herpesviralen Kernaustritt als auch im Kernexport grol3er RNP-Komplexe
wird die zellulare Proteinkinase PKC verwendet, um das Netzwerk aus Laminen an
der inneren Kernmembran aufzulésen (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al.,
2013; Speese et al., 2012). Unklar ist dabei dennoch wie genau die Rekrutierung der
PKC wahrend des Transports der RNP-Komplexe erfolgt und durch welche weiteren

zellularen Faktoren dieser Mechanismus gesteuert wird.

Es konnte gezeigt werden, dass TorsinA auch im zellularen Kernexportmechanismus
involviert zu sein scheint (Goodchild & Dauer, 2004; Jokhi et al., 2013). Es wird dabei
angenommen, dass TorsinA die Verbindung zwischen SUN- und KASH-Proteinen
aufldsen kann, um den LINC-Komplex zu destabilisieren (Sosa et al., 2012), der
ebenfalls einen moglichen Faktor bei der Bildung von Vesikeln im perinukle&ren Spalt
oder der Fusion dieser Vesikel mit der auReren Kernmembran darstellt (Rose &
Schlieker, 2012; Speese et al., 2012).

Neben dem Kernexport groBer RNP-Komplexe wurde der envelopment-
deenvelopment-Weg auch fur einen anderen zellularen Kernexport-Mechanismus
vermutet. Dabei wurde postuliert, dass auch Proteinaggregate aus dem Zellkern Uber
diesen Mechanismus ins Zytoplasma gelangen konnten, um dort durch die

Autophagie-Maschinerie abgebaut zu werden (Rose & Schlieker, 2012).
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2. Zielstellung

Der nuclear egress complex (NEC) ist bei allen Herpesviren konserviert und spielt
eine entscheidende Rolle beim Transport neu synthetisierter Kapside aus dem
Zellkern ins Zytoplasma (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2013). Da
bisher noch keine Kristallstruktur des NEC oder einer seiner Komponenten
vorhanden ist, basieren die bisherigen Ergebnisse zur Funktion und Interaktion der

pUL31- und pUL34-Homologen auf Mutagenesestudien.

Dieser Arbeit ging eine Untersuchung zum PrV pUL34 voraus, in welcher der
C-Terminus des pUL34 durch entsprechende Bereiche zellularer Proteine der
inneren Kernmembran ersetzt wurde (Schuster et al., 2012). Dabei konnte gezeigt
werden, dass der Austausch 50 C-terminaler Aminoséuren des pUL34 einschlief3lich
der Transmembranregion durch entsprechende Bereiche von Lap2(3 keinen Einfluss
auf die Proteinfunktion hatte. Dagegen fiuihrte die Substitution von 100 C-terminalen
Aminosauren zu einem Funktionsverlust des Proteins. Um die funktionell wichtige
Proteinregion weiter einzugrenzen, sollten in der vorliegenden Arbeit zuséatzliche
Deletionen in diesem Bereich des pUL34 generiert und deren Einfluss auf die

Proteinfunktion untersucht werden.

Im Gegensatz zum C-Terminus ist die Sequenz der N-terminalen Halfte des pUL34
innerhalb der Herpesviren konserviert (Haugo et al., 2011; Milbradt et al., 2012)
(siehe Abb. 6). Hier liegt auch die Domane, die fur die Interaktion mit pUL31
verantwortlich ist (Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Fur das PrV pUL34
konnte in yeast two-hybrid-Analysen gezeigt werden, dass die N-terminalen 162
Aminosauren ausreichen, um pUL31 zu binden (Fuchs et al., 2002c). In dieser Arbeit
sollte die pUL31-Interaktionsdoméane weiter eingegrenzt werden. Hierfir wurde der
N-Terminus von pUL34 schrittweise verkirzt und die entsprechenden Mutanten auf
pUL31-Bindung und Proteinfunktion getestet. Aul3erdem sollte auch die Bedeutung

konservierter Aminoséauren in diesem Bereich analysiert werden.

Zusétzlich sollte Uberprift werden ob die Sequenz RQR an Position 173-175 in PrvV
pUL34 als Lokalisierungssignal fur die innere Kernmembran fungiert, wie es bereits
fur RXR-Motive im HSV-1 und HCMV ¢B postuliert wurde (Meyer et al., 2002; Meyer
& Radsak, 2000).
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Fur das PrV pUL31 wurde im N-Terminus ein klassisches Kernlokalisierungssignal
(nuclear localization signal, NLS) vorhergesagt (Fuchs et al., 2002c; Schmeiser et al.,
2013). Zur Untersuchung der Funktionalitat dieses Motivs sollte das Signal durch
Deletion sowie durch zielgerichtete Punktmutagenese inaktiviert und die Folgen
bezuglich Proteinlokalisierung, Interaktion mit pUL34 sowie auf Funktion wahrend der
viralen Replikation analysiert werden. Da im Verlauf dieser Arbeit auch ein
Kenexportsignal (nuclear export signal, NES) in pUL31 detektiert wurde, sollte auch

dieses durch Mutagenese charakterisiert werden.

Diese Untersuchungen sollten schlielich dazu beitragen, die molekularen

Grundlagen des viralen Kernaustritts weiter aufzuklaren.
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3. Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der

Ergebnisse

3.1. “Mapping of sequences in Pseudorabies Virus pUL34 that are
required for formation and function of the nuclear egress

complex”

»ldentifizierung von Aminosauresequenzen des Pseudorabies
Virus pUL34, die fur die Bildung und Funktion des

Kernfreisetzungskomplexes beno6tigt werden

Zur Untersuchung potentiell funktioneller Bereiche im C-Terminus des PrV pUL34
wurde die Mutagenesestudie aus Schuster et al., 2012 in dieser Arbeit weitergefihrt
und der C-terminale Bereich des pUL34 zwischen 50 und 100 C-terminalen
Aminosauren schrittweise in bestimmten Abstanden verkurzt. Fur die Lokalisierung
an der Kernmembran wurden diese Deletionsmutanten wie auch in Schuster et al.,

2012 zusatzlich mit dem C-Terminus des Lap2p versehen.

Die Analyse dieser Chimaren ergab, dass eine Deletion von pUL34 bis zu 85
C-terminalen Aminosduren weder Einfluss auf die NEC-Bildung noch auf den
Kernaustritt hatte. Eine Verkirzung des C-Terminus um 90 Aminosauren (pUL34-
LapCT90) verhinderte jedoch die Freisetzung von Kapsiden aus dem Zellkern,
obwohl die Bildung des NEC noch stattfand. Dies zeigt, dass ein erstaunlich grol3er
Bereich im C-Terminus, der ca. ein Drittel des gesamten Proteins darstellt, durch
heterologe Sequenzen ersetzt werden kann, ohne dass es zur Beeintrdchtigung im
Kernaustritt kommt. Auf3erdem weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass der Bereich

zwischen Aminosaure 172-176 wichtig fur die Funktion des Proteins ist.

In diesem Bereich befindet sich die Aminosauresequenz RQR (*?MRQRS'’®),
welche durch in silico Analysen als ein RXR-Motiv erkannt wird (eukaryotic linear
motif, ELM; http://elm.eu.org/) (Dinkel et al., 2012)). Dieses Motiv wurden als
sogenanntes INM sorting Signal beschrieben und kann die Lokalisierung von

Proteinen in der inneren Kernmembran (inner nuclear membrane, INM) vermitteln
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(Meyer et al., 2002; Meyer & Radsak, 2000). Zur Analyse der Bedeutung der RQR-
Sequenz fir die Lokalisierung des pUL34 wurde das zweite Arginin des putativen
Lokalisierungssignals zu Glycin ausgetauscht (pUL34-RQG). Nach transienter
Expression wurde das Protein zwar noch an der Kernmembran detektiert,
kolokalisierte aber im Gegensatz zum nativen Protein mit Golgi-Komplex-
spezifischen Proteinen, was auf eine Anreicherung im Golgi-Apparat hinweist. Dies
bedeutet, dass die RQR-Sequenz das Protein nicht direkt an die innere
Kernmembran transportiert, sondern eher als Signalsequenz daflr sorgt, dass sich
pUL34 im endoplasmatischen Retikulum (ER) und der assoziierten Kernmembran
anreichert und nicht weiter zum Golgi-Apparat transportiert wird. Solche Arginin
basierende ER-Lokalisierungssignale konnten auch in anderen Proteinen identifiziert
werden (Banfield, 2011; Michelsen et al., 2005; Parmar et al., 2014). Ungeklart bleibt
allerdings, wie der Transport anschlieRend vom ER an die innere Kernmembran

gesteuert wird.

Die Mutation des RQR zu RQG fuhrte zu keiner signifikanten Beeintrachtigung des
Kernaustritts. Daher kann das Tripeptid somit nicht fir den Defekt der pUL34-
LapCT90-Mutante verantwortlich sein. In dem Bereich zwischen den 85 und 90
C-terminalen Aminoséauren kann beim Wildtyp pUL34 durch in silico Analysen das
Serin an Position 176 als mdogliche Phosphorylierungsstelle fir zellulare
Proteinkinasen  vorhergesagt werden (ELM; (Dinkel et al., 2012)).
Phosphorylierungen von Proteinen dienen haufig als post-translationale
Modifizierungsmdoglichkeit, um die Struktur und die damit verbundene Funktion zu
steuern (Cohen, 2000). Auch bei PrV konnte eine Phosphorylierung des pUL34
nachgewiesen werden (Klupp et al.,, 2001). Die Konsensussequenz mdglicher
zellularer Kinasen wird bei pUL34-LapCT90 im Gegensatz zum Wildtyp pUL34 und
dem funktionelle pUL34-LapCT85 nicht mehr erkannt (ELM; (Dinkel et al., 2012)).
Daher ist es moglich, dass das Serin an Position 176 eine wichtige Rolle fir die
Proteinfunktion des pUL34 einnehmen kann. Ungeklart ist allerdings, ob und durch
welche Kinasen die Phosphorylierung an dieser Stelle tatsachlich erfolgt und ob die
mogliche Phosphorylierung Auswirkungen auf die Funktion des pUL34 hat. Es kann
aul3erdem nicht ausgeschlossen werden, dass die Region zwischen Aminoséure

172-176 eine strukturelle Funktion Ubernimmt, die im Falle der Mutante
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pUL34-LapCT90 fehlt und somit die Proteinstruktur eventuell so stark beeinflusst,

dass die Funktion nicht mehr gewéhrleistet werden kann.

Bereits durchgefuhrte Studien konnten zeigen, dass fur die Interaktion mit pUL31 die
ersten 161 Aminosauren des PrV pUL34 ausreichen (Fuchs et al., 2002c; Schuster et
al., 2012). Zur weiteren Eingrenzung der pUL31-Interaktionsdoméne wurden in der
vorliegenden Studie Deletionen im Aminoterminus des PrV pUL34 durchgefihrt und
die daraus resultierenden Mutanten charakterisiert.

Es konnte dabei gezeigt werden, dass die Deletion neun oder mehr aminoterminaler
Aminosauren die Freisetzung von Kapsiden aus dem Kern blockierte, wohingegen
die Deletion von vier Aminosauren (pUL34-N5) im N-Terminus noch toleriert wurde.
Das Konstrukt pUL34-N5 war im Gegensatz zu den anderen Deletionsmutanten noch
in der Lage, mit pUL31 vesikulare Strukturen (speckles) zu induzieren, was zeigte,
dass diese Mutante noch fahig ist, mit pUL31 zu interagieren und Vesikel von der
inneren Kernmembran abzuschniren (Klupp et al., 2007). Somit konnte gezeigt
werden, dass die ersten vier Aminoséauren fur die Bildung eines funktionellen NEC
nicht bendtigt werden. Folglich wurde die pUL31-Interaktionsdoméane durch diese

Studie weiter auf den Sequenzabschnitt 5-161 eingegrenzt.

Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Studien pUL34-homologer Proteine in anderen
Herpesviren. Hier konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der N-terminale Bereich fur
die Interaktion mit den pUL31-Homologen verantwortlich ist (Bubeck et al., 2004;
Milbradt et al., 2012). Bei HSV-1 wurde jedoch ein zentraler Bereich des Proteins
identifiziert, der die Interaktion zum entsprechendem pUL31 vermittelt, wobei in
dieser Studie nur die Bindung untersucht wurde, nicht aber ob dieser Bereich auch
fur die Vesikelbildung ausreichend ist (Liang & Baines, 2005). Weitere
Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch beim HSV-1 pUL34 zusatzlich
Bereiche im N-Terminus fur die NEC-Bildung wichtig sind (Bjerke et al., 2003; Haugo
et al., 2011).

In dieser Arbeit wurde die nun eingegrenzte pUL31-Interaktionsdomane im PrV
pUL34 noch intensiver untersucht, um potentiell wichtige Aminosauren oder Motive
fur die NEC-Bildung bzw. -Funktion in diesem Bereich zu identifizieren. Daflr wurden

zunachst drei Cysteine an Position 36, 67 und 141, welche in verschiedenen
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pUL34-Homologen konserviert sind (Haugo et al., 2011; Milbradt et al., 2012) jeweils
zu Alanin ausgetauscht und die mdglichen Effekte auf Lokalisierung, NEC-Bildung

und -Funktion wahrend einer viralen Infektion untersucht.

Cysteine sind prinzipiell in der Lage, Disulfidbriicken zu bilden und spielen somit
haufig eine wichtige Rolle in der Proteinfaltung (Bulleid & Ellgaard, 2011; Sela &
Lifson, 1959). Die durchgefihrten Substitutionen der ausgewdahlten Cysteine fuhrten
jedoch weder zu Veranderungen der Lokalisierung der jeweiligen pUL34-Mutanten

noch zum Abbruch der NEC-Bildung und -Funktion wéhrend des Kernaustritts.

Neben den Cysteinen wurde in dieser Studie auch ein konserviertes Motiv innerhalb
der pUL31-Interaktionsdoméne untersucht, welches aus einer Glutaminsdure (E) und
einem Tyrosin (Y) besteht und folglich als EY-Motiv bezeichnet wird. Versuche in
pUL34-Homologen anderer Herpesviren zeigten, dass dieses Motiv eine wesentliche
Rolle bei der Funktion des Proteins einnimmt (Bjerke et al., 2003; Bubeck et al.,
2004; Haugo et al., 2011; Milbradt et al., 2012). Der Austausch beider Aminosauren
zu Alanin verhinderte beim PrV pUL34 die Bildung eines funktionellen NEC. Da in
dieser Arbeit nur das komplette EY-Motiv und nicht beide Aminosauren einzeln
ausgetauscht wurden, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass auch nur
eine dieser Aminosauren fur die Proteinfunktion essentiell ist. Analysen von pUL34-
Homologen in HSV-1, HCMV und MCMV ergaben allerdings, dass beide
Aminosauren wichtig sind (Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004; Haugo et al.,
2011; Milbradt et al., 2012).

Bei einigen Mutationen im PrV und HSV-1 pUL34 wurde ein Einfluss auf die virale
Ausbreitung von einer Zelle zur benachbarten Zelle (cell-to-cell spread) beobachtet
(Haugo et al., 2011; Schuster et al., 2012). Vor allem die Mutanten, in denen das
Cystein an Position 67 oder 141 zu Alanin ausgetauscht wurde, verursachten
ebenfalls deutliche Defekte im cell-to-cell spread, ohne dabei den viralen Kernaustritt
zu inhibieren. Dies bekraftigt die Hypothese, dass pUL34 neben seiner Funktion
wahrend des Kernaustritts eine zusétzliche Rolle in der viralen Replikation spielen
kénnte. Es bleibt allerdings noch zu analysieren, wie genau pUL34 den cell-to-cell
spread beeinflusst. Bei HSV-1 wird vermutet, dass es einen indirekten Einfluss auf
die Lokalisierung des gE nimmt (Haugo et al., 2011), welches als ein wichtiger Faktor

des cell-to-cell spread in einigen Zelltypen identifiziert wurde (Balan et al., 1994;
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Dingwell et al., 1994; Dingwell et al., 1995; Dingwell & Johnson, 1998). Bei PrV

konnte dies bisher noch nicht bestatigt werden.

Zusammenfassend wurden in dieser Studie funktionelle Domanen des PrV pUL34
identifiziert. Im C-Terminus des Proteins wurde der funktionelle Bereich aus Schuster
et al., 2012 weiter auf die Aminosauren 172-176 eingegrenzt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass ca. ein Drittel des Proteins durch heterologe Sequenzen austauschbar
ist, ohne dass die Proteinfunktion wéhrend des Kernaustritts inhibiert wird, wobei
allerdings eine Membranverankerung gegeben sein muss (Schuster et al., 2012).
Innerhalb dieser eingegrenzten Region befindet sich ein RQR-Tripeptid, welches
zunachst als Signalsequenz fur den aktiven Transport an die innere Kernmembran
(RXR-Motiv) (Meyer et al., 2002; Meyer & Radsak, 2000) angesehen wurde. Die
Inaktivierung dieses putativen Signals zeigte, dass es sich stattdessen um ein Arginin
basierendes ER-Lokalisierungssignal (Banfield, 2011; Michelsen et al., 2005; Parmar
et al., 2014) handelt, welches die Anreicherung des Proteins im ER bzw. der
Kernmembran verursacht. Zukinftige Studien mussen allerdings noch zeigen, wie
genau die anschlieRende Rekrutierung an die innere Kernmembran vermittelt wird
und welche spezifische Funktion der eingegrenzte Bereich zwischen Aminosaure
172-176 Ubernimmt. Im N-Terminus konnte die pUL31-Interaktionsdoméne weiter auf
den Proteinabschnitt zwischen Aminosaure 5 und 161 eingegrenzt werden. Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass drei konservierte Cysteine innerhalb dieser
Domane nicht essentiell sind, wohingegen die Cysteine an Position 67 und 141 einen
Effekt auf die direkte Ausbreitung des Virus zur Nachbarzelle haben. Des Weiteren
konnte durch gezielte Aminosauresubstitutionen bestatigt werden, dass ein
konserviertes EY-Motiv, das bereits in anderen pUL34 Homologen als essentiell fur
den nuclear egress identifiziert wurde, auch beim PrV pUL34 eine wichtige Rolle

beim viralen Kernaustritt spielt.
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3.2. “ldentification of conserved amino acids in pUL34 which are
critical for function of the Pseudorabies Virus nuclear egress

complex”

»ldentifizierung von konservierten Aminosauren in pUL34, die
fur die Funktion des Kernfreisetzungskomplexes beim

Pseudorabies Virus kritisch sind*

In dieser Arbeit wurde die in der vorherigen Studie durchgefiihrte Analyse
konservierter Aminosauren in PrV pUL34 (Pal3vogel et al., 2013) weitergefiihrt, um
zusatzliche Bereiche zu identifizieren, welche fir die Proteinfunktion wichtig sind.
Dabei lag der Fokus auf elf Aminosauren innerhalb der pUL31-Interaktionsdomane,
die in den pUL34-Homologen konserviert vorliegen. Mittels zielgerichteter
Punktmutagenese wurden diese Aminosauren einzeln zu Alanin ausgetauscht und
die Effekte auf die NEC-Bildung und -Funktion untersucht.

Dabei konnten zwei Asparagine identifiziert werden, welche essentiell fir die Bildung
eines funktionellen NEC sind. Die Substitution des Asparagins an Position 103
(pPUL34-N103A) verhinderte die Freisetzung der Kapside aus dem Kern. Allerdings
war diese Mutante noch immer in der Lage, pUL31 an die innere Kernmembran zu
rekrutieren und die Bildung von Vesikelstrukturen (speckles) zu induzieren, die
hdchstwahrscheinlich abgeschnirte Membranvesikel im Kernspalt darstellen (Klupp
et al., 2007; PalRvogel et al., 2013; Schuster et al., 2012). Dieses Asparagin scheint
also fur die Interaktion und Bildung primarer Virushillen nicht benétigt zu werden, ist
jedoch notwendig um Kapside aus dem Kern zu transferieren. Dagegen verhinderte
der Austausch des Asparagins an Position 75 (pUL34-N75A) bereits die Bildung der
speckles. In direkter Nachbarschaft befindet sich ein Glycin an Position 77, das wie
Asparagin 75 in verschiedenen pUL34-Homologen ebenfalls konserviert ist (Milbradt
et al., 2012; PalRvogel et al., 2013). Die Substitution dieses Glycins (pUL34-G77A)
verhinderte die Kolokalisierung mit pUL31 und damit die Bildung des NEC. Zelllinien,
die diese Mutante exprimierten, zeigten allerdings nur leicht reduzierte Virustiter.
Durch weitere Analysen konnte gezeigt werden, dass pUL34-G77A wahrend einer

Infektion, im Gegensatz zur transienten Expression, noch mit pUL31 kolokalisierte.
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Mit Hilfe viraler Faktoren scheint der NEC also mit der pUL34-G77A-Mutante
stabilisiert zu werden. Unklar bleibt allerdings, welche viralen Komponenten diese
Stabilisierung verursachen. Prinzipiell scheint aber der Bereich zwischen den
Aminosauren 75 und 77 (°NTG’’) eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit pUL31
zu spielen. Zusammen mit dem ebenfalls hochkonservierten und essentiellen EY-
Motiv an Position 53 und 54 (Pal3vogel et al., 2013) scheint die NTG-Sequenz daher

als eine wichtige Plattform fur die NEC-Bildung zu fungieren.

Obwohl die anderen untersuchten Aminosauren ebenfalls innerhalb verschiedener
pUL34-Homologen konserviert vorliegen, hatten Substitutionen zu Alanin keine

drastischen Folgen fur die NEC-Bildung oder fur den viralen Kernaustritt.

Bei einem Vergleich dieser Mutagenestudie mit anderen bisher durchgefihrten
Untersuchungen wird deutlich, dass die Relevanz der konservierten Aminosauren in
den verschiedenen Homologen stark variieren kann. So konnte gezeigt werden, dass
die aquivalenten Aminosauren zu Prolin 89 und Lysin 123, welche bei PrV keine
wichtige Rolle spielen, auch beim pUL34-Homolog des HCMV (pUL50) ohne
Funktionsverlust durch Alanin ersetzt werden konnen (Milbradt et al., 2012). Das
Leucin an Position 116 wird ebenfalls nicht fir die NEC-Funktion bei PrV und bei
HCMV bendétigt (Milbradt et al., 2012). Eine Insertion von Aminosauren in dieser
Region Uber Transposon-vermittelte Mutagenese beim MCMV M50 fiihrte jedoch zu
einem Defekt in der Proteinfunktion (Bubeck et al., 2004). Allerdings muss
bericksichtigt werden, dass die Insertion von finf Aminosauren vermutlich einen
groBeren Einfluss auf die Proteinstruktur austiben kann als der Austausch einer

einzelnen Aminoséaure.

In dieser Arbeit konnte au3erdem gezeigt werden, dass beim PrV pUL34 Arginin an
Position 144 (R144) durch Alanin austauschbar ist, ohne dass die Proteinfunktion
beeinflusst wird. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir pUL50 beschrieben (Milbradt
et al., 2012). In der Mutagenesestudie des HSV-1 pUL34 fuhrte die Substitution des
aquivalenten Arginins durch Alanin jedoch zu drastischen Defekten in der viralen
Replikation (Bjerke et al., 2003). In dieser Analyse wurde allerdings zusatzlich auch

ein benachbartes Arginin zu Alanin ausgetauscht.
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In der vorangegangenen Arbeit (Pafldvogel et al., 2013) wurde im zentralen Bereich
des PrV pUL34 ein ER-Lokalisierungssignal (**RQR'"®) identifiziert, das eine
Anreicherung des Proteins im ER bzw. der Kernmembran vermittelt (Banfield, 2011,
Michelsen et al., 2005; Parmar et al., 2014). Auch bei PrV befindet sich in
unmittelbarer Nahe der RQR-Sequenz  sowohl eine  vorhergesagte
Phosphorylierungsstelle als auch ein Dileucin-Motiv, wie es charakteristisch fur
Arginin basierende ER-Lokalisierungssignale ist (Michelsen et al., 2005; PalRvogel et
al., 2013; Scott et al., 2003).

Zur Analyse des Einflusses des Dileucin-Motivs auf die Lokalisierung von pUL34
wurden sowohl das konservierte Leucin an Position 167 als auch parallel beide
Leucine zu Alanin ausgetauscht. Dabei lokalisierten beide Mutanten in der
Kernmembran und es kam nicht, wie erwartet, zur Anreicherung im Golgi-Apparat,
wie es bei der pUL34-RQG-Mutante beobachtet wurde (Pal3vogel et al., 2013).
Allerdings fihrte die simultane Substitution beider Leucine zu einem Defekt im
Kernaustritt, obwohl die Bildung von speckles (Klupp et al., 2007) noch nachweisbar
war. Daher ist es moglich, dass dieses Motiv fur die Kapsidrekrutierung oder die
Interaktion mit anderen bisher unbekannten Faktoren wahrend des Kernaustritts
benotigt wird. Dagegen hatte der Austausch des konservierten Leucins an Position
167 keinen Einfluss auf den nuclear egress. Das Dileucin-Motiv scheint also nicht wie
vorher angenommen fir die Lokalisierung des Proteins in der Kernmembran
notwendig zu sein. Es spielt stattdessen aber eine wichtige Rolle bei der Freisetzung
der Kapside aus dem Zellkern. Hierbei konnte allerdings nicht gezeigt werden, ob
diese wichtige Funktion tatsachlich alleine vom Leucin an Position 166 abhéngt, da
nur die Doppelmutante generiert und analysiert wurde. Aul3erdem bleibt zu
untersuchen, welche Funktion dieses Motiv wahrend des Kernaustritts tbernimmt.
Die Insertion von Aminosauren in dem aquivalenten Bereich des M50 fiihrte ebenfalls
zum Funktionsverlust (Bubeck et al., 2004). Es kann spekuliert werden, dass diese
zentrale Region im Protein, die den essentiellen N-Terminus vom austauschbaren

C-Terminus trennt, eine wichtige strukturelle Funktion Gbernimmt.

Wie auch in anderen Mutagenesestudien (Haugo et al., 2011; Paldvogel et al., 2013;

Schuster et al., 2012) wurden auch hier bei fast allen Punktmutanten des PrV pUL34
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Defekte in der viralen Ausbreitung zur benachbarten Zelle (cell-to-cell spread)

beobachtet.

Zusammenfassend liefert diese Studie weitere Erkenntnisse zu wichtigen
konservierten Aminosauren innerhalb der pUL31-Interaktionsdoméne des PrVv
pUL34. Dabei konnte neben dem essentiellen EY-Motiv (PalRvogel et al., 2013) ein
konserviertes NTG-Motiv identifiziert werden, welches ebenfalls eine wichtige Rolle in
der Bildung eines funktionellen NEC ubernimmt. Auf3erdem konnte gezeigt werden,
dass das Asparagin an Position 103 essentiell fir die Funktion des NEC ist. Des
Weiteren wurde ein Dileucin-Motiv untersucht, das sich in unmittelbarer
Nachbarschaft der RQR-Signalsequenz befindet und damit eine Rolle in der
Lokalisierung des Proteins in der Kernmembran spielen kdnnte. Die Analyse dieses
Motivs ergab allerdings, dass es nicht fur die Lokalisierung bendétigt wird, sondern

eine essentielle Funktion wahrend des Kernaustritts tibernimmt.
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3.3. “Functional characterization of nuclear trafficking

signals in Pseudorabies Virus pUL31*

»Funktionelle Charakterisierung von Kerntransportsignalen im

pUL31 des Pseudorabies Virus*

Ein Sequenzvergleich verschiedener pUL31-homologer Proteine ergab vier
konservierte Regionen (conserved region; CR1-4). Dagegen sind die Sequenzen im
N-terminalen Bereich sehr variabel  (LoOtzerich et al.,, 2006). Wie auch in
anderen pUL31-Homologen wurde fur das PrV pUL31 ein klassisches
Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS) im N-Terminus
vorhergesagt (Fuchs et al., 2002c; Schmeiser et al., 2013) (siehe Abb. 5), welches
den aktiven Transport durch die Kernpore vermittelt (Pemberton & Paschal, 2005; Xu
et al., 2010) und somit die Lokalisierung des pUL31 im Zellkern erklart. Zur Analyse
der Funktionalitat dieses vorhergesagten NLS wurden in dieser Arbeit die ersten 25
Aminosauren des N-Terminus, inklusive des vorhergesagten NLS, deletiert und die
resultierende Mutante (pUL31-ANLS) auf ihre Lokalisierung getestet. Das NLS wurde
zusatzlich durch gezielte Aminosauresubstitutionen von vier Argininen zu Alanin
ausgeschaltet (pUL31-NLSpy), um auszuschlielen, dass der Phanotyp daraus
resultiert, dass die Deletion einen Einfluss auf die Proteinstruktur nimmt. Diese
Arginine sind dabei wichtig fur die Erkennung des NLS durch Karyopherine, die den
Kernimport vermitteln (Goldfarb et al., 2004; Xu et al., 2010).

In transfizierten Zellen wurden beide pUL31-NLS-Konstrukte ausschlie3lich im
Zytoplasma detektiert. Diese Mutanten waren also nicht mehr im Zellkern
nachweisbar, was die Funktionalitat des vorhergesagten NLS bestétigte. Allerdings
kénnen kleine Molekile wie pUL31 (ca. 28 kDa) auch passiv durch die Kernpore in
den Zellkern diffundieren (Terry & Wente, 2009). Daher war zu erwarten, dass die
pUL31-Mutanten trotz fehlendem NLS auch im Zellkern detektiert werden mussten.
Beide Konstrukte lokalisierten allerdings ausschlie3lich im Zytoplasma. Daher lag die
Vermutung nahe, dass diese Mutanten durch ein mogliches Kernexportsignal
(nuclear export signal, NES) aktiv aus dem Zellkern transportiert werden kdnnten.

Eine in silico Analyse erkannte im C-Terminus des pUL31 ein Leucin-reiches NES
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(NetNES 1.1 server, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/; (la Cour et al., 2004)).
Dieses Signal kann durch das =zellulare Exportin Crml (chromosome region
maintenance 1, Exportinl oder Xpol) erkannt werden und somit den Kernexport
vermitteln (Hutten & Kehlenbach, 2007).

Zur weiteren Analyse der Funktionalitdt dieses putativen NES wurden pUL31-
Mutanten generiert, in denen das Signal sowohl durch Deletion (pUL31-ANES) als
auch durch gezielte Aminosauresubstitutionen ausgeschaltet werden sollte. Dabei
wurden zwei Leucine, die essentiell fir die Erkennung durch Crm1 sind (la Cour et
al., 2004), zu Alaninen ausgetauscht (pUL31-NESpy). Zusatzlich wurden Mutanten
erstellt, in denen beide Kerntransportsignale durch Deletionen bzw. Alanin-
Substitutionen ausgeschaltet wurden. Bei diesen Doppelmutanten (pUL31-
ANLS/NES und pUL31-NLS/NESpM) war zu erwarten, dass sie zum einen trotz
Fehlen des Kernimportsignals auch passiv in den Kern gelangen und zum anderen
durch das Ausschalten der NES dort im Zellkern auch verweilen kénnen. Dies konnte
auch in transfizierten Zellen bestatigt werden. Die pUL31 NES-Mutanten lokalisierten

dagegen ausschliel3lich im Zellkern.

Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass pUL31 nicht nur Uber ein
Kernimportsignal, sondern auch Uber ein aktives Kernexportsignal verfugt. Mittels
Computer-Vorhersage kann in vielen bisher analysierten pUL31-Homologen ein NLS
identifiziert werden (Fuchs et al., 2002c; Lo6tzerich et al., 2006; Nguyen Ba et al.,
2009; Schmeiser et al., 2013). Experimentell wurden die Funktionen dieser NLS
sowohl bei PrV (diese Arbeit) als auch HCMV und MCMV bestatigt (Lotzerich et al.,
2006; Schmeiser et al., 2013). Ein NES wurde allerdings bislang fur kein anderes
pUL31-Homolog postuliert. In silico Analysen erkennen auch nur bei PrV ein
entsprechendes Signal (la Cour et al., 2004), obwohl sich der Bereich in der CR4
befindet und einige Aminosauren in anderen Homologen konserviert sind
(siehe Abb. 5). Allerdings fuihrte die Deletion des NLS beim pUL31-Homologen M53
des MCMV ebenfalls zu einer ausschlie3lichen zytoplasmatischen Lokalisierung
(Lotzerich et al., 2006). Es besteht daher die Mdglichkeit, dass auch andere pUL31-
Homologe funktionelle NES besitzen, die aber nicht dem Algorithmus der Computer-

Software entsprechen.
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Die pUL34-Interaktionsdomane wurde durch vorherige Studien in pUL31-Homologen
des HSV-1, PrV, HCMV, MCMV und EBV in der CR1 lokalisiert (Schnee et al., 2006).
Daher war zu erwarten, dass die Deletionen und Aminosauresubstitutionen im
variablen N-Terminus (NLS-Mutanten) bzw. in der CR4 (NES-Mutanten) des PrV
pUL31 keinen Einfluss auf die NEC-Bildung haben sollten. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass in transfizierten Zellen pUL31-ANLS und pUL31-ANES in Anwesenheit
von pUL34 nicht an die innere Kernmembran rekrutiert wurden und auch keine
charakteristischen Vesikelstrukturen (speckles) (Klupp et al., 2007) sichtbar wurden.
Bereits durchgefuhrte yeast two-hybrid-Versuche zeigten allerdings, dass pUL31 mit
aminoterminalen Deletionen bis zu Aminosaure 42 noch mit pUL34 interagieren,
wohingegen Verkirzungen des C-Terminus zum Verlust der Interaktion mit pUL34
fuhrten (Fuchs et al., 2002c). Daher kann spekuliert werden, dass auch pUL31-ANLS
noch mit pUL34 interagieren konnte. Dagegen kann das Fehlen von speckles bei den
C-terminal verkirzten Proteinen (pUL31-ANES und pUL31-ANLS/NES) darauf
zuriickzufiihren sein, dass die Bindung mit pUL34 nicht mehr stattfinden kann. Zur

Klarung mussten allerdings noch weitere Analysen durchgefuihrt werden.

Die Deletionsmutanten konnten keinen effizienten Kernaustritt vermitteln. Bei der
Analyse Wildtyp-infizierter Zellen wurde allerdings ein dominant negativer Effekt der
pUL31-ANLS-Mutante beobachtet. Dieses Konstrukt inhibierte somit auch in
Anwesenheit des Wildtyp pUL31 die Freisetzung der Kapside aus dem Zellkern.
Weitere Analysen ergaben, dass in diesen Zellen pUL34 vermehrt im Zytoplasma
nachweisbar war. Dies koénnte eine Erklarung fur den dominant negativen Effekt
bieten. In weiteren Versuchen muss allerdings geklart werden, ob diese Mutante
dabei die Lokalisierung des pUL34 aktiv beeinflusst, indem der Transport des pUL34
an die innere Kernmembran verhindert wird oder der ganze NEC aus dem Kern uber

das NES exportiert wird.

Dieser dominant negative Effekt wird bei der NLS-Punktmutante nicht beobachtet.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass es in der deletierten Region von pUL31-ANLS
einen Bereich geben muss, der diesen Effekt verhindert. Eine Computer-Analyse
ergab, dass in dieser Region die Serine an Position 12 und 13 als mogliche
Phosphorylierungsstellen fiir die virale Kinase pUS3 oder zellulare Kinasen dienen
konnten (ELM; (Dinkel et al., 2012; Leader et al., 1991)). Beim HSV-1 pUL31 wurden
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im N-Terminus bereits sechs Phosphorylierungsstellen fur die virale Kinase pUS3
identifiziert (Mou et al., 2009). Daher kann spekuliert werden, ob die
Phosphorylierung dieser Serine fur die Funktion des PrV pUL31 wichtig ist. Es ist
allerdings auch nicht auszuschliel3en, dass der dominant negative Effekt der Mutante

pUL31-ANLS auf einer strukturellen Anderung des Molekiils beruht.

Die pUL31-Konstrukte, in denen NLS und/oder NES durch Aminosauresubstitutionen
ausgeschaltet wurden, waren im Gegensatz zu den Deletionsmutanten noch in der
Lage, speckles in Gegenwart von pUL34 zu bilden. Es konnte aul3erdem gezeigt
werden, dass die NLS-Punktmutante in Anwesenheit von pUL34 im Zellkern durch
Bildung des NEC an der Kernmembran gehalten wurde und zur Bildung von Vesikeln
fuhrte, obwohl diese Mutante alleine ausschlief3lich im Zytoplasma lokalisierte.

Die Analyse der Funktionalitat der Punktmutanten wahrend einer Infektion ergab,
dass die virale Replikation bei der NLS-Punktmutante nur leicht reduziert war,
wohingegen die Substitutionen im NES zu einem drastischeren Defekt fuhrten. Die
Doppelmutante, in denen beide Signale ausgeschaltet wurden, war nicht mehr in der
Lage, einen effizienten Kernaustritt zu vermitteln. Elektronenmikroskopische
Analysen konnten dabei zeigen, dass bei der NLS-Punktmutante alle Stadien der
Replikation zu beobachten waren. Hier war die Freisetzung von Kapsiden aus
dem Kern trotz defektem NLS nicht signifikant beeinflusst. Bei den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der NES-Punktmutante konnten allerdings
ausschlieBlich Nukleokapside im Zellkern und keine weiteren Stadien der
Virusreifung beobachtet werden. AuRerdem fiel auf, dass sich die Nukleokapside
zwar an der inneren Kernmembran befanden, es aber nicht zur Umhdillung dieser
Kapside kam. Dies lasst die Vermutung zu, dass das NES eine wichtige Rolle bei der

Knospung der Kapside an der inneren Kernmembran spielt.

Der gleiche Phanotyp wurde beobachtet, wenn bei einer PrV- und HSV-1-Infektion
das Kapsid-assoziierte pUL25 fehlte (Klupp et al., 2006; Kuhn et al., 2010). Eine
direkte Interaktion zwischen pUL31 und pUL25 konnte bei HSV-1 bereits gezeigt
werden, welche moglicherweise die primare Umhuillung von Kapsiden vermittelt
(Yang & Baines, 2011). Jedoch kann die Bindung der Kapside an pUL31 bei HSV-1
und PrV auch ohne pUL25 erfolgen (Leelawong et al., 2011; Yang et al., 2014). Ein
Defekt in der primaren Umhillung konnte allerdings auch bei einer Mutation im
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pUL34 des HSV-1 beobachtet werden (Roller et al., 2010). Hier wurde postuliert,
dass das Andocken der Nukleokapside am NEC eine Konformationséanderung
verursacht, was wiederum zur Oligomerisierung weiterer NECs bzw. pUL31-Molekile
fuhrt und somit die Membrankrimmung um das Kapsid vermittelt. Daher kann
angenommen werden, dass das NES in dieser Konformationsanderung des NEC
involviert ist. Ob das Andocken der Kapside dabei fir die Oligomerisierung
verantwortlich ist, bleibt fraglich, da die Oligomerisierung und Membrankrimmung
auch in Abwesenheit von Kapsiden erfolgen kann (Bigalke et al., 2014; Desai et al.,
2012; Klupp et al., 2007; Lorenz et al., 2015).

Des Weiteren bleibt unklar, ob das Leucin-reiche NES des pUL31 dabei wirklich
durch das Exportin Crm1 gebunden wird und dass diese Interaktion die Funktion des
NES wahrend des Kernaustritts beeinflusst. Eine Computer-Analyse sagt fur diese
Region neben dem NES auch ein SUMO (small ubiquitin-like modifier)-Bindemotiv
voraus (ELM; http://elm.eu.org/) (Dinkel et al., 2012; Song et al., 2004) das als post-
translationale Modifizierung die Proteinfunktion regulieren kann (Muller et al., 2004;
Seeler & Dejean, 2003). AuBerdem kann die SUMO-Bindung von Proteinen auch die
Interaktionen mit weiteren Faktoren beeinflussen (Mahajan et al., 1997; Matunis et
al.,, 1998). Zur Klarung der Funktion der SUMO-Modifikation beim Kernaustritt

mussten noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend konnte diese Studie die Funktionalitt eines vorhergesagten NLS
im N-Terminus des PrV pUL31 bestatigen. Im C-Terminus des Proteins wurde
dagegen erstmalig ein funktionelles NES identifiziert. Die Deletionen beider
Transportsignale fuhrte zum Funktionsverlust des Proteins. Zusatzlich zeigte die
Deletion der NLS-Region einen dominant negativen Effekt wahrend einer Wildtyp-
Infektion. Die Inaktivierung des NLS durch Aminosauresubstitutionen wies dagegen
nur einen geringen Effekt auf die Freisetzung der Kapside aus dem Kern auf.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass das Leucin-reiche NES in einer Region liegt,
die eine wichtige Funktion wéhrend der primaren Umhdillung spielt. Die molekularen

Details hierfir missen in weiteren Studien untersucht werden.
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Mapping of Sequences in Pseudorabies Virus pUL34 That Are
Required for Formation and Function of the Nuclear Egress Complex

Lars PaBvogel, Patricia Triibe, Franziska Schuster, Barbara G. Klupp, Thomas C. Mettenleiter

Institute of Molecular Biology, Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald-Insel Riems, Germany

The nuclear egress complex (NEC) is required for efficient translocation of newly synthesized herpesvirus nucleocapsids from
the nucleus to the cytosol. It consists of the type Il membrane protein pUL34 which interacts with pUL31 at the inner nuclear
membrane (INM). To map regions within pUL34 required for nuclear membrane targeting and pUL31 interaction, we con-
structed deletion/substitution mutations. Previously, we showed that 50 C-terminal amino acids (aa) of pseudorabies virus
(PrV) pUL34, including the transmembrane domain, could be functionally replaced by cellular lamina-associated polypeptide
2p (Lap2p) sequences. In contrast, replacement of the C-terminal 100 aa abrogated complementation but not pUL31 interac-
tion. To further delineate essential sequences within this region, C-terminal pUL34 truncations of 60, 70, 80, 85, and 90 aa fused
to Lap2f3 sequences were generated. While truncations up to 85 aa were functional, deletion of the C-terminal 90 aa abrogated
function, which indicates that the important region is located between aa 171 and 176. Amino acids 173 to 175 represent RQR, a

motif suggested to mediate INM targeting. Mutagenesis to RQG revealed that the mutant protein exhibited pronounced Golgi
localization, but a fraction still reached the INM. Deletion mutations in the N-terminal domain of pUL34 demonstrated that
absence of the first 4 aa was tolerated, while removal of 9 or more residues resulted in a nonfunctional protein. In addition, mu-
tation of three conserved cysteines did not abrogate pUL34 function, whereas alteration of a conserved glutamine/tyrosine se-

quence yielded a nonfunctional protein.

H erpesvirus capsids are assembled and viral genomes are pack-
aged in the host cell nucleus while further virion maturation
occurs in the cytosol. For transit from the nucleus to the cyto-
plasm, herpesvirus nucleocapsids bud at the inner nuclear mem-
brane (INM), thereby acquiring a primary envelope which subse-
quently fuses with the outer nuclear membrane (ONM) to release
the nucleocapsids into the cytosol. This process can be regarded as
avesicle (primary envelope)-mediated transport of cargo (nucleo-
capsids) through the nuclear envelope. Although mechanistic de-
tails of this process are not yet known, conserved herpesviral pro-
teins homologous to herpes simplex virus 1 (HSV-1) pUL31 and
pUL34 are required for efficient translocation (reviewed in refer-
ences 1 to 3).

The pUL34 homologs constitute type 11, tail-anchored mem-
brane proteins which are efficiently targeted to the nuclear enve-
lope. The pUL34 interaction partner pUL31 is diffusely distrib-
uted in the nucleoplasm in the absence of pUL34 but relocates to
the INM in its presence, where both proteins form the heterodi-
meric nuclear egress complex (NEC). This complex recruits cel-
lular and viral kinases to phosphorylate the nuclear lamina, a tight
network of intermediate filaments underneath the INM, to partly
dissolve or soften the lamina, and to permit access of nucleocap-
sids to the budding sites (reviewed in references 1, 3, and 4). Ex-
pression of only these two viral proteins is sufficient for the for-
mation of vesicles from the INM which resemble primary
envelopes, indicating that no other viral components are required
for membrane bending, fusion, and fission during primary envel-
opment (5, 6).

How nucleocapsids are targeted to the budding site is unclear.
Recently, an interaction between pUL31 and the capsid via pUL25
within the C-capsid specific component (CCSC; renamed capsid
vertex-specific component, or CVSC) (7) has been shown for
HSV-1 (8), and interactions between pUL31 and pUL25 have
been demonstrated by yeast two-hybrid analyses of alphaherpes-
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virus homologs (8-10). However, pseudorabies virus (PrV)
pUL25 seems not to be required for capsid binding of pUL31 (11).
Moreover, HSV-1 and PrV nucleocapsids lacking pUL25 are often
found close to the INM, indicating that they are able to dock at
putative budding sites although primary envelopment does not
ensue (12, 13). A direct link of pUL34 to the capsid via the major
capsid protein has been suggested based on coprecipitation (14),
but this requires confirmation.

The nuclear envelope consists of two lipid bilayers, which are
designated the inner and outer nuclear membranes. Both mem-
branes are connected at multiple nuclear pores. Nevertheless, they
possess unique protein compositions, and at least 100 different
integral INM proteins have been identified (15). The ONM is
contiguous and shares proteins with the rough endoplasmic retic-
ulum (ER) but also contains a specific subset of polypeptides. How
the selectivity of ONM and INM protein composition is realized is
still not completely clear (16). Three different models are pro-
posed to explain how membrane proteins specific for the INM
reach their final destinations: (i) diffusion and retention, (ii) ac-
tive transport using classical nuclear localization signals (NLS),
and (iii) active trafficking via inner nuclear membrane sorting
(NMS) motifs (17-21). Recent studies indicate that the SUN do-
main (Sadlp and UNC-84 homology domain) containing pro-
teins of the INM contains several different localization signals
throughout the proteins (16, 21, 22). Mammalian SUN2 carries
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three different motifs: a classical NLS, a basic arginine-rich cluster
which probably functions as a Golgi retrieval signal, and the SUN
domain (22). The Caenorhabditis elegans homolog of mammalian
SUN, Unc-84, contains four different trafficking signals including
two classical NLS, an inner nuclear membrane-targeting signal,
and the SUN domain (21). Only when all four signals are simul-
taneously deleted does Unc-84 completely fail to localize to the
INM and to function, indicating that multiple mechanisms are
used to ensure proper targeting.

HSV-1 and PrV pUL34 are targeted to the nuclear envelope
independent of other viral proteins although the presence of the
alphaherpesvirus-specific kinase pUS3 increases the efficiency
(23, 24). While a putative NLS is predicted for HSV-1 pUL34
(PSort [http://www.psort.org/]) (25) and HSV-1 pUL34 lacking
its transmembrane domain efficiently localizes to the nucleoplasm
(26), a similar motif is absent in PrV pUL34.

To define the regions necessary for pUL34 intracellular target-
ing and function, we (27) and others (28, 29) constructed chime-
ric proteins in which different parts of pUL34 were replaced by
corresponding regions of either homologous viral proteins (hu-
man cytomegalovirus [HCMV| pUL50 and Epstein-Barr virus
[EBV] BFRF1), other viral tail-anchored membrane proteins
(HSV-1 pUS9 and pUL56), cellular proteins specific for the inner
nuclear membrane (Emerin, Lap2f3, and lamin B receptor), or
ER-resident tail-anchored cellular proteins (Bcl and Vamp).
These data indicated that the transmembrane domain can be
functionally replaced by various alpha-helical membrane anchors
with a length of at least 15 amino acids (aa) (27, 28). Deletion of
the C-terminal 14 amino acids in HSV-1 pUL34, leaving only 15
hydrophobic amino acids at the C terminus, did not impair func-
tion (28), and extension of the lumenal domain by at least 22
additional amino acids had also no detectable effect on correct
targeting and complementation, indicating that the C-terminal
part serves solely to anchor the protein in the membrane. In PrV,
the substituted region could be extended to 50 C-terminal amino
acids without functional loss. However, when 100 C-terminal
amino acids were replaced by Lap23 sequences, the chimeric pro-
tein was nonfunctional in complementation of a UL34-deleted
PrV mutant (PrV-AUL34), although it still recruited pUL31 to the
nuclear membrane into speckles indicative of vesicle formation (5,
27). These results localized a region which is required for function
of pUL34 beyond pUL31 interaction to a stretch of 50 amino acids
between aa 161 and aa 211 of the PrV protein.

The interaction domain of pUL34 homologs with pUL31 has
been mapped in several herpesviruses, and important amino acids
have been identified in HSV-1 (26, 29, 30), murine cytomegalovi-
rus (MCMV) (31, 32),and HCMV (33). In PrV, yeast two-hybrid
studies showed that the N-terminal 162 amino acids of pUL34 are
sufficient for interaction with pUL31 (34), while in HSV-1 the
interaction domain was further pinpointed to aa 137 to 181 (cor-
responding to aa 123 to 167 in PrV pUL34). This region mediated
interaction with pUL31, necessary for colocalization of pUL31
and pUL34 and essential for function (35). However, sequences in
the N-terminal part of HSV-1 pUL34 preceding the proposed in-
teraction domain also mediated binding to pUL31 (29). A pUL34
mutant lacking amino acids 91 to 275 still interacted with pUL31
(29), whereas charged cluster mutants located outside the pro-
posed interaction domain failed to bind pUL31 (26). In addition,
data from MCMV and HCMV homologs also suggest that
(nearly) the complete pUL34 N terminus is required for efficient
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binding to pUL31 homologs (aa 1 to 181 in HCMV) (33). More-
over, in HCMV, MCMYV, and HSV-1, two amino acids within the
conserved N-terminal part were found to be especially important
for complex formation, represented by glutamate at position 53
and tyrosine at position 54 in PrV pUL34 (Fig. 1) (26, 31-33),
indicating that in all herpesvirus pUL34 homologs, the complete
N-terminal part may be involved in pUL31 binding.

To further identify important functional domains and essen-
tial amino acids in PrV pUL34, we generated additional chimeric
constructs and replaced sequentially either 60, 70, 80, 85, or 90
amino acids of the PrV pUL34 C terminus by Lap2f sequences as
described previously (27). We show that pUL34 lacking the C-ter-
minal 85 amino acids and fused to the Lap23 C terminus (pUL34-
LapCT85) efficiently complemented the defect of PrV-AUL34,
while pUL34-LapCT90 failed to, thus indicating that functionally
important sequences were deleted. Recruitment of pUL31 was un-
impaired, as described previously for pUL34-LapCT100 (27), but
nucleocapsids were unable to leave the nucleus. Within this re-
gion, amino acid positions 173 to 175 are represented by RQR.
The three-residue motif RXR has been shown to be present in the
cytoplasmic domains of glycoproteins B in HSV-1 and HCMV as
well as in the cellular lamin B receptor. Fused to a reporter protein
(CD8), this signal was sufficient for INM localization (36, 37). To
study the role of this motif in pUL34 localization, it was altered to
RQG by site-directed mutagenesis. Moreover, to study require-
ments for pUL31 interaction in the N-terminal part of pUL34,
N-terminal truncations were generated, and conserved amino ac-
ids were mutated and tested for pUL31 recruitment as well as
functional complementation.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. Rabbit kidney (RK13) or porcine kidney (PSEK) cells
were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential me-
dium supplemented with 10% or 5% fetal calf serum, respectively. Wild-
type PrV Kaplan (PrV-Ka) (38) was grown on RK13 or PSEK cells,
whereas PrV-AUL34 was propagated on RK13-UL34 cells as described
previously (23, 39).

Generation of mutant pUL34. Chimeric pUL34-LapCT proteins were
generated as described recently (27) using primers listed in Table 1 and
PrV-Ka DNA and plasmid pEGFP-Lap2$ (40) as the templates. After
fusion, PCR products were cloned into EcoRV-cleaved pcDNA3 (Invitro-
gen). Correct amplification and cloning were controlled by restriction
enzyme cleavage and sequencing.

N-terminal truncations were introduced by PCR using the primers
listed in Table 1 on pcDNA-UL34 as the template (39). PCR products
were furnished with artificially introduced EcoRI and Xhol cleavage sites
for cloning into pcDNA3. Correct amplification and cloning were verified
by sequencing.

Point mutations were created by site-directed mutagenesis using an
Agilent Technologies QuikChange 11 XL site-directed mutagenesis kit.
pcDNA-UL34 served as the template for primers listed in Table 1. All
plasmids were sequenced for correct amplification and cloning (data not
shown).

Generation of stable cell lines. To generate cell lines which stably
express mutant pUL34, RK13 cells were transfected by calcium phosphate
precipitation (41). The transfected cells were selected in medium supple-
mented with 0.5 mg/ml G418 (Invitrogen). Resistant cell clones were
picked, and pUL34 expression was examined by indirect immunofluores-
cence and Western blot analysis with a pUL34-specific polyclonal rabbit
serum (39).

Laser scanning confocal microscopy. To determine the localization
of the mutated pUL34, RK13 cells were transfected with the different
pcDNA-UL34 constructs by calcium phosphate precipitation. For colo-
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Functional Domains of Prv pUL34

N5 N10 N20 N30
0 T8 Wt = -
PrVv  pUL34 | B e —— HS&Q’Q@LKLI LSGG====~ NLRCSDGET-ACDPERPPTHCVFQVHGQDGSNDTFP. LRLMR 60
HSV-1 pUL34 1 MAGLGKPYTGHPGDAFEGLVQRIRLIVPST-————- LRGGDGEAGPYSPSSLPSHCRFQFHGHDGSDESFP LRLMN 74
MCMV M50 | MEIDKNVGADLISNTRRILRLD-~--ENELRITD-TA-LICKNPNYSICODAMLT--~-TDIVYPVEYLLSYWE 63
HCMV  UL50 1 ~MEMNKVLHQDLVQATRRILKLG-~-PSELRVTD-AG-LICKNPNYSWCPDAMLK--~~TDTVYCVEYLLSYWE 63
EBV  BFRF1 e MASPEERLLDELNNVIVSFLCDSG-SLEVERCSG-AH-VFSRGSSQPLICII'VKLR----HGQIYH YKFLA 66
PrVv  pUL34 61  SWAHVP---JDPYVRVONTGVSVLFQGFFFRPADAPL~-AAITAEHNNVILASTHSTGMSLSALDDIKRAGGVDTWPLRAM 136
HSV-1 pUL34 75 DNAEVP——EPYLRIQNTGVSVLE‘(}GFFHRPHNAPG—GAITPERTNVILGSTE‘.TTGLSLGDLDTIKGRLGLDARPMMAS 150
MCMV M50 64  CRSG----- RTﬁVFKNTGCR\FSLSCYIGFPERLKD-LKRVCD-FNF-LSV‘NEALWTLAD] ERIK-======= PCDKG 127
HCMV  UL50 64  SRTD----- HVPOFIFKNTGCAVSLCCFVRAPVKLYV S PARHVGE-FNV-LKVNESLIVTLKDIEEIK=======~ PSAYG 128
EBV  BFRF1 67  FKLKNONYPSSPVFVISNNGLATTLRCFLHEPSGLRSGQSGPCLGLSTDVDLPKNSIIMLGODDFIKFKSPLVFPAELDL 146
CT100 CT90  CT85 CT80
- -=
PrVv  pUL34 137 MSV RMPRVQLSFRFMGPDDASQTQRLLDRMSR-- - -PGG--GAGGGDDG 190
HSV-1 pUL34 151 MWI RMPRVQLAFRFMGPEDAGRTRRILCRAAEQAITRRR- R-TRRSR 200
MCMV M50 128 VL RKSNSGMSYNIEVVAFGPDNEREYQALLRDIYARRMTS ----VPTDCGSLI 181
HCMV  ULS50 129 VLT RKSNSASVFNIELIAFGPENEGEYENLLRELYAKKARSTSLAVRNHVTVSSHSGSGPSLWRARMSAALTRTAG 209
EBV  BFRF1 147 LKSMVVORAYITEHRTTMQFLVFORANAQKASRVMDMISDMSQQLSR SGQVE 198
cT7 cTee cTse
PrV  pUL34 191 EGPSPRAPIRPTVISPVPGHAAAAFVGQAAYPPPARFPASLLHTLLGLR - -- -- 239
HSV-1 pUL34 201 EAYGAEAGLGVAGTGFRARGDGFGPLPLLTQGPSRPWHOALRGLKHLRIG - -- - 250
MCMV M50 182 CRRARCLAAAPPRRPPPPPPPGQRWGSLRKHGPVLTRRYAGGGGAAKNQPARASPTSTSTSS-——————— PARPSRDQDQ 253
HCMV  ULS50 210 KRSS---RTASPPPPPRHPSCSPTMVAAGGARAGPRPPPPPMAAGSWRLCRCERCMGRC - 264
EBV  BFRF1 199 DTGARVTGGGGPRPGVTHSGCLGDSHVRGRGGWDLDNFSEAETEDEASYAPWRD-~ --KDSW -- 256
Prv  pUL34 = =
HSV-1 pUL34 —— —— —— - - -- ——
MCMV M50 254 TQRP PPAGDTNVTAAETTYSERT--—-————--- ISFLTRH--------- 283
HCMV ULS50 265 GCASEGDADEEEEELLALAGEGKAAAARAAGODVGGSARRPLEEHVSRRRGVSTHHRHPPSPPCAPSLERTGYRWAPSSHW 344
EBV  BFRF1 257 =----SESERAPWKKELV RRMRGS======== HSRVEHVPPET 298
Prv  pUL34 240 262
HSV-1 pUL34 251 mmmmmmmmmmm - 275
MCMV M50 284 BARS ATHCAPTLAAATALVILWLLYWHAARSAGHP 316
HCMV ULS50 345 RSGPSRPQSGPWLPARFATLGP-LVLALLLVLALLWRGHGQSSSPTRSAHR 397
EBV  BFRF1 299 RETVVGGAWRYS--WR-ATPYLARVEAVIAVALLIMELRWT 336

FIG 1 Sequence comparison of pUL34 homologs. Deduced amino acid sequences of PrV’ {accession number AFI70799), HSV-1 (AER38042), HCMV
(AAS48955), MCMV (CAP08099), and EBV (YP_401649) were compared using the constraint-based multiple protein alignment tool (COBALT) (49) (and
matched to the alignment shown in reference 33). Amino- and carboxy-terminal truncations as well as site-specific mutations introduced into Prv pUL34 and
analyzed in this report are indicated. The RXR motif present in PrV pUL34 is boxed; the deduced transmembrane regions (TM) are shaded. A predicted

amino-terminal alpha-helix (33) is marked in Prv pUL34.

calization studies of pUL34 and pUL31, RK13 cells were cotransfected
with pcDNA-UL31 (34). At 48 h after transfection, cells were fixed with
3% paraformaldehyde for 20 min, washed with 50 mM NH,Cl, and per-
meabilized with 0.5% Triton X-100. Immunostaining for pUL34 and/or
pUL31 was performed with polyclonal rabbit anti-pUL31 (34) and poly-
clonal rabbit or mouse anti-pUL34 serum (5, 39), which was diluted 1:500
in phosphate-buffered saline (PBS), and incubated for 1 h at room tem-
perature. Cell culture supernatant of hybridoma cell lines expressing anti-
Golgi complex monoclonal antibody P3-b4-3 was used at a dilution of
1:10 (42, 43). Bound antibody was detected by Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit IgG and Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgG (Invitrogen), which
were diluted 1:1,000 in PBS. Fluorescence images were obtained using a
confocal laser scanning microscope (LSM310 [Zeiss, Jena, Germany] and
Leica SP5 [Wetzlar, Germany]).

Complementation assay. To assay for functional complementation,
RK13 cell lines expressing the pUL34 constructs were infected with
PrV-Ka or Prv-AUL34 at a multiplicity of infection (MOI) of 5 or 3 as
indicated in the legends to Fig. 3 and 6. After 1 h at 4°C the inoculum was
replaced by prewarmed medium and incubated for an additional hour at
37°Ctoallow virus entry. Remaining extracellular virus was inactivated by
low-pH treatment (44). To determine progeny virus titers, infected cells
and supernatants were harvested and titrated on RK13-UL34 cells. The
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mean values of at least three independent experiments and the corre-
sponding standard deviations were determined.

For determination of plaque size, cells were infected with PrV-Ka or
Prv-AUL34 under plaque assay conditions and fixed 2 days later. Diam-
eters of 30 plaques each were measured microscopically and calculated
compared to PrV-Ka on the corresponding cell line, set as 100%. Mean
values of three independent assays were plotted.

RESULTS

Localization of functionally important regions in the C-termi-
nal part of pUL34. Recently, we showed that deletion of 50 C-ter-
minal amino acids of PrV pUL34 including the predicted trans-
membrane region and replacement with a corresponding region
of the cellular Lap2f resulted in a functional chimeric protein
(27). However, extension of the deleted region to 100 C-terminal
amino acids retaining only amino acids 1 to 161 of pUL34 fused to
the C terminus of Lap2 with the transmembrane region resulted
in lack of complementation of the UL34 deletion mutant despite
continuing pUL31 binding (27). To further delineate the func-
tionally important sequences between amino acids 161 and 211,
truncation mutants of pUL34 were generated lacking 60, 70, 80, or
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TABLE 1 Primers used in this study

Name

Sequence (5" to 3')*

Location in PrV-Ka (nt)"

UL34Forl
UL34rev
UL34-lapCT60for

CACAGAATTCATGAGCGGCACCCTGGTCC
CACACTCGAGCGGACCGCCTTTAACGCATG
CCCGCGCGCCCATCCGCCGCCGCTCGAGCTCAGTGACTT

31398-31416
32192-32177
31981-31998

UL34-lapCT60rev AAGTCACTGAGCTCGAGCGGCGGGCGGATGGGCGCGCGGG 31998-31981
UL34-lapCT70for GCGGCGGCGACGACGGCGAGCCGCTCGAGCTCAGTGACTT 31951-31970
UL34-lapCT70rev AAGTCACTGAGCTCGAGCGGCTCGCCGTCGTCGCCGCCGC 31970-31951
UL34-lapCT80for GCTCGGTCTCCCGCCCCGGCCCGCTCGAGCTCAGTGACTT 31921-31940
UL34-lapCT80rev AAGTCACTGAGCTCGAGCGGGCCGGGGCGGGAGACCGAGC 31940-31921
UL34-lapCT85for CCGAGATGCGGCAGCGCTCGCCGCTCGAGCTCAGTGACTT 31906-31925
UL34-lapCT85rev AAGTCACTGAGCTCGAGCGGCGAGCGCTGCCGCATCTCGG 31925-31906
UL34-lapCT90for GCCTCCTGGACCGCGCCGAGCCGCTCGAGCTCAGTGACTT 31891-31910
UL34-lapCT90rev AAGTCACTGAGCTCGAGCGGCTCGGCGCGGTCCAGGAGGC 31910-31891
UL34-lapCT100for CCCGACGACGCCTCGCAGAGGTTGACTGGAAATTTCAAGC 31866-31884
UL34-lapCT100rev GCTTGAAATTTCCAGTCAACCTCTGCGAGGCGTCGTCGGG 31884-31866
UL34-For-N5 CACAGAATTCATGCTGGTCCAACGCCTG 31410-31424
UL34-For-N10 CACAGAATTCATGAAGCTCATCCTCTCC 31425-31439
UL34-For-N20 CACAGAATTCATGAGCGACGGCGAGACGGCC 31458-31475
UL34-For-N30 CACAGAATTCATGCGCCCCCCGACGCGGTGC 31488-31505
UL34_C36A_1 CGCCCCCCGACGCGGGCCGTCTTCCAGGTCCAC 31488-31520
UL34_C36A_2 GTGGACCTGGAAGACGGCCCGCGTCGGGGGGCG 31520-31488
UL34_C67A_1 TGGGCCCACGTCCCCGCCGACCCCTACGTGCGC 31581-31613
UL34_C67A_2 GCGCACGTAGGGGTCGGCGGGGACGTGGGCCCA 31613-31581
UL34_CI141A_1 GCCATGATGTCGGTGAGCGCCTTCGTGCGCATGCCG 31800-31835
UL34_CI141A_2 CGGCATGCGCACGAAGGCGCTCACCGACATCATGGC 31835-31800
UL34_E53AY54A_1 GACACCTTCCCGCTGGCGGCGGTGCTGCGCCTCATGCGC 31539-31577
UL34_E53AY54A_2 GCGCATGAGGCGCAGCACCGCCGCCAGCGGGAAGGTGTC 31577-31539
UL34mutRXG-F CCGAGATGCGGCAGGGCTCGGTCTCCC 31906-31932
UL34mutRXG-R GGGAGACCGAGCCCTGCCGCATCTCGG 31932-31906

“ Restriction sites introduced for convenient cloning are underlined, artificial start codons are shown in bold, and

italics.
" Positions correspond to GenBank accession number BK001744. nt, nucleotide.

90 C-terminal amino acids (Fig. 1) and fused to the same Lap2
sequences used for pUL34-LapCT50 (amino acids 374 to 452 of
Lap2B). The corresponding chimeras pUL34-LapCT60, pUL34-
LapCT70, pUL34-LapCT80, and pUL34-LapCT90 showed nu-
clear rim staining after transfection of the expression plasmids
into RK13 cells and relocated coexpressed pUL31 to the nuclear
boundary, indicating functional interaction as shown for pUL34-
LapCT50 and pUL34-LapCT100 (Fig. 2) (27).

Cell lines stably expressing the different pUL34-Lap23 chime-
ric proteins were infected with either PrV-Ka or PrV-AUL34 atan
MOI of 5 and harvested 30 h postinfection. As shown in Fig. 3A,
pUL34-LapCT60, pUL34-LapCT70, and pUL34-LapCT80 com-
plemented the defect of PrV-AUL34 to titers only approximately
5- to 10-fold lower than those of PrV-Ka on the same cells. How-
ever, PrV-AUL34 titers derived from RK13-UL34-LapCT90 were
similar to those from nontransfected RK13 cells (Fig. 3A). Titers
of PrV-Ka from the different pUL34-LapCT-expressing cell lines
were above 10° PFU/ml and similar to titers from nontransfected
RK13 cells, indicating that none of the constructs exerted a signif-
icant dominant negative effect on virus replication.

Since these data indicated presence of a region important for
pUL34 function independent of the pUL31 interaction between
pUL34 amino acids 171 (pUL34-LapCT90) and 181 (pUL34-
LapCT80), an additional chimeric protein was constructed lack-
ing amino acids 176 to 262 of pUL34, designated pUL34-
LapCT85. This protein localized to the nuclear rim, interacted
with pUL31 (Fig. 2), and complemented PrV-AUL34 to a signifi-
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cant extent (Fig. 3A), delineating the functionally important do-
main between amino acids 171 and 176 of pUL34.

Besides its role in nuclear egress, pUL34 may also influence
direct viral cell-to-cell spread (27, 45). Therefore, we tested the
efficiency of plaque formation of PrV-AUL34 on the different
pUL34-Lap2B-expressing cell lines. Wild-type-like plaque diam-
eters were found on cells expressing pUL34-LapCT80, while
plaque size was slightly reduced on RK13-UL34-LapCT60, RK13-
UL34-LapCT70, and RK13-UL34-LapCT85 cells. RK13-UL34-
LapCT90 failed to efficiently complement cell-to-cell spread of
PrV-AUL34, and plaque diameters were only marginally larger
than on RK13 cells (Fig. 3B), thereby mirroring the results of
one-step growth analyses (Fig. 3A).

These data indicate that pUL34 sequences preceding amino
acid 176 (present in pUL34-LapCT85) (Fig. 1) are required for
pUL34 function during viral replication. Since amino acids 1 to
162 were shown to be sufficient for pUL31 interaction (27, 34),
this result points to a function beyond recruitment of pUL31 to
the INM.

The RQR motif does not specifically target pUL34 to the
INM. The pUL34 amino acid sequences present in functional
pUL34-LapCT85 but lacking in noncomplementing pUL34-
LapCT90 comprise the tripeptide RQR at amino acids 173 to 175
(Fig. 1). This RXR motif has been shown to be sufficient for tar-
geting HCMV and HSV-1 glycoprotein B and lamin B receptor as
well as a CD8 reporter protein to the INM (36, 37). To study the
role of this sequence on PrV pUL34 localization, RQR was altered
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FIG 2 Nuclear envelope localization and pUL31 interaction of pUL34-LapCT chimeras. RK13 cells were cotransfected with expression plasmids for pUL34-

LapCT and pUL31 and analyzed by indirect immunofluorescence with monospecific murine anti-pUL34 (red) and rabbit anti-pUL31 (green) sera. Images were
recorded with a confocal laser scanning microscope (LSM510 [Zeiss| and SP5 [Leica]). Scale bar, 10 pum. «, anti.

to RQG by site-directed mutagenesis, and cell lines were isolated
which stably expressed pUL34RQG. Indirect immunofluores-
cence analyses with the rabbit anti-pUL34 serum (39) revealed a
perinuclear pattern characteristic for Golgi localization in addi-
tion to nuclear rim staining (Fig. 4A). Double fluorescence stain-
ing using a Golgi complex-specific monoclonal antibody (42, 43)
verified colocalization in these punctate structures in the cytosol
but not at the nuclear rim, indicating that pUL34RQG, but not
wild-type pUL34, was present in the Golgi apparatus (Fig. 4A).
However, after cotransfection with pcDNA-UL31, nuclear speck-
les were still observed in which both proteins colocalized, demon-

strating that, despite its prominent Golgi localization, a fraction of

pUL34RQG also reached the INM to recruit nucleoplasmic
pUL31 (Fig. 4B). These data suggest that the RQR motif is not
essential for pUL34 targeting to the nuclear membrane but might
act as a Golgi retrieval signal to relocate Golgi compartment-lo-
calized molecules back into the ER and from there into the nuclear
membrane.

Despite its enhanced Golgi localization, pUL34RQG partially
complemented the defect of PrV-AUL34 in one-step growth
kinetics, with approximately 25-fold reduced titers (Fig. 3A)
and reduced plaque diameters (ca. 60% compared to PrV-Ka)
(Fig. 3B), correlating with the continuing, but reduced, pres-
ence of pUL34RQG at and recruitment of pUL31 to the INM.

Delineation of the pUL31 interaction domain. Yeast two-hy-
brid studies showed that amino acids 1 to 162 of PrV pUL34 are
sufficient for interaction with pUL31 (34), and a pUL34-LapCT
chimera comprising only amino acids 1 to 161 of PrV pUL34 was
able to recruit pUL31 to the nuclear rim (27). In HSV-1 pUL34,
the pUL31 interaction domain was reported at amino acids 137 to
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181 (35). However, a PrV pUL34-Lap2f chimeric construct in
which the N-terminal 50 amino acids of pUL34 were replaced by
Lap2 sequences, thus retaining the respective homologous re-

gion (PrV pUL34 aa 123 to 167), did not mediate recruitment of

pUL31 to the INM and failed to complement the defect in PrV-
AUL34. Thus, at least in PrV pUL34, this domain is not sufficient
for functional interaction (27). Therefore, to further delineate the
pUL31 interaction domain, N-terminal truncations of 4,9, 19, 29,
or 39 N-terminal amino acids were created (designated pUL34-
N5, -N10, -N20, -N30, and -N40, respectively). For all constructs,
an artificial start codon was added by the primers used for ampli-
fication (Table 1; Fig. 1). Transfection of the pcDNA3 expression
constructs revealed that all proteins localized to the nuclear rim as
did native pUL34 (data not shown). However, after cotransfection
with pcDNA-UL31, only pUL34-N5 showed the typical punctate
nuclear rim pattern, with costaining of both anti-pUL34 and anti-
pUL31 sera indicating interaction and vesicle formation (5) (Fig.
5). In contrast, all other N-terminally truncated pUL34 proteins
were unable to recruit pUL31 to the INM (exemplarily shown for
pUL34-N10) (Fig. 5) since the protein was found diffusely distrib-
uted in the nucleoplasm as in cells expressing only pUL31 (34).
These results demonstrate that deletion of as few as nine N-termi-
nal pUL34 amino acids abolishes pUL31 recruitment to the INM.

To test for complementation, cell lines stably expressing
pUL34-N5, pUL34-N10, pUL34-N20, and pUL34-N30 were gen-
erated and tested after infection with either PrV-Ka or PrV-
AUL34. Only RK13-UL34-N5 complemented PrV-AUL34 to
wild-type-like titers and plaque diameters while all the others
failed, with values similar to those found on nontransfected RK13
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FIG 3 Functional complementation of PrV-AUL34 by the pUL34-LapCT chimeras and pUL34RQG. (A) Cell lines stably expressing the indicated proteins were
infected with PrV-Ka or PrV-AUL34 at an MOI of 5, and viral progeny were harvested at 30 h postinfection and titrated on RK13-UL34 cells. Values represent
the means of three independent experiments with the corresponding standard deviations. (B) To test for complementation of direct cell-to-cell spread, cells were

infected with PrV-Ka or PrV-AUL34 under plaque assay conditions and fixed at 2 days postinfection. Diameters of 30 plaques for each virus and cell line were
measured microscopically in three independent experiments. Plaque diameters of PrV-Ka on a given cell line were set as 100%, and diameters of plaques induced

by PrV-AUL34 were calculated accordingly.

cells (Fig. 6). These data further restrict the pUL31 interaction
domain in pUL34 to sequences between amino acids 5 and 161.
Conserved amino acids in the N-terminal domain of pUL34.
Since truncations in the N terminus, besides deletion of the first 4
amino acids, resulted in nonfunctional proteins, we aimed to
identify functionally important amino acids in the conserved N-
terminal part of PrV pUL34. Similar studies have been performed
for pUL34 homologs of HSV-1 (charge cluster mutants) (26),
MCMV (linker insertions) (31), and HCMV (point mutations)
(33). We first focused on the conserved cysteine residues. These
had not been addressed in other studies but might play an impor-
tant role for pUL34 structure. To this end, cysteine residues at
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positions 36, 67, and 141 of PrV pUL34 (Fig. 1) were changed to
alanines by site-directed mutagenesis. While cysteine at position
36 is strictly conserved also positionally within pUL34 homologs
in all herpesvirus subfamilies, the cysteines at positions 67 and 141
are found at similar, though not identical, positions (Fig. 1) (33).
Interaction between the mutated pUL34 constructsand pUL31
was tested after cotransfection of the corresponding expression
plasmids with pcDNA-UL31 into RK13 cells, followed by coim-
munostaining at 2 days posttransfection. As shown in Fig. 5, all
cysteine mutants still localized to the nuclear rim and recruited
pUL31 into nuclear speckles, indicating continuing interaction.
The ability to functionally complement PrV-AUL34 was again
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FIG 4 Intracellular localization of pUL34RQG. (A) RK13 cells were transfected with plasmids expressing pUL34 or pUL34RQG, fixed, and costained with
a monoclonal antibody against Golgi proteins (P3-b4; red) (42, 43) and rabbit anti-pUL34 serum (green). (B) RK13 cells were cotransfected with
pcDNA-UL34RQG and pcDNA-UL31, fixed, and stained 2 days later with rabbit anti-pUL31 and mouse anti-pUL34 sera. Bound antibody was visualized
after incubation with Alexa Fluor 488 anti-rabbit and Alexa Fluor 555 anti-mouse secondary 1gG. Images were taken with a confocal laser scanning

microscope (LSM510; Leica SP5). Scale bar, 10 pm.

assayed on cell lines stably expressing the mutated pUL34 proteins
(Fig. 6A). While RK13-UL34-C36A complemented PrV-AUL34
to wild-type-like titers, infectious progeny derived from RK13-
UL34-C67A and RK13-UL34-C141A reached lower titers than
PrV-Ka on the corresponding cell lines, but titers were still well
above those of the nontransgenic control cells. However, plaque
diameters formed by PrV-AUL34 after infection of RK13-UL34-
C67A and RK13-UL34-C141A were similar to those found after
infection of nontransfected RK13 cells (Fig. 6B), indicating that
these residues are important for a step beyond nuclear egress.

Lastly, we wanted to validate our assay system by mutating
amino acids which had already been shown to be important for
pUL34 function in other herpesviruses. In the HCMV and HSV-1
pUL34 homologs, amino acids corresponding to glutamate 53 and
tyrosine 54 in PrV pUL34 have been shown to be important for
pUL31 interaction and protein function (26, 33). To test for their
role in PrV, both amino acids were simultaneously altered to ala-
nines, giving rise to pUL34-E53AY54A (Fig. 1). In transient ex-
pression assays, pUL34-E53AY54A localized to the nuclear rim
but was unable to relocate pUL31 (Fig. 5), indicating that these
two amino acids play an important role for pUL31 interaction also
in PrV pUL34. On transgenic cells stably expressing pUL34-
E53AY54A, titers and plaque diameters of PrV-AUL34 were sim-
ilar to those from nontransfected RK13 cells (Fig. 6), demonstrat-
ing that these two conserved amino acids of pUL34 play an
important role in herpesvirus replication, presumably by direct
involvement in interaction with pUL31.

April 2013 Volume 87 Number 8

DISCUSSION

Conserved herpesvirus proteins designated pUL34 and pUL31 in
PrV and HSV-1 physically interact to form the NE
required for efficient nuclear egress, by mediating primary enve-
lope formation, fusion, and fission (reviewed in references 1 to 3).

which is

While the N-terminal part is well conserved between the pUL34
homologs throughout the herpesvirus subfamilies, the C-terminal
half including the membrane anchor region of these type Il mem-
brane proteins is more divergent (Fig. 1) (31, 33, 45). The N-ter-

minal domain is required for interaction with and recruitment of

pUL31 to the INM as a prerequisite for primary envelopment
during nuclear egress (27, 29, 31, 33, 34).

In the absence of a crystal structure for the NEC, several mu-
tagenesis and/or deletion analyses have been performed to iden-
tify regions in either protein required for complex formation and
function. Although the results improved our understanding of the
NEC, the picture is far from being complete. Thus, in this study we
extend previous analyses on PrV pUL34 by creating truncated and
site-specifically mutated versions of the protein and testing them
for pUL31 interaction and for functional complementation of a
pUL34 deletion mutant.

Previously, it has been shown that replacement of the C-termi-
nal transmembrane domain of pUL34 by corresponding regions
of other cellular INM proteins or of other related or unrelated viral
polypeptides was functionally tolerated, whereas deletion of the
transmembrane domain resulted in a nonfunctional protein.
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FIG 5 Interaction of N-terminally truncated and site-specifically mutated pUL34 with pUL31. To test whether the N-terminally truncated pUL34 and mutated
constructs were able to interact with pUL31, plasmids expressing the indicated proteins were cotransfected with pcDNA-UL31. Two days later cells were fixed and

stained with pUL34-specific murine serum and pUL31-specific rabbit serum. Bound antibodies were visualized after incubation with the corresponding

secondary antibodies under the confocal laser scanning microscope (LSM510; Leica SP5). Scale bar, 10 pm.

Thus, the presence of a membrane anchor in pUL34 but not its
viral origin is necessary for function since it can be replaced by a
variety of alpha-helical sequences of at least 15 amino acids (27—
29). We showed recently that even the exchange of 50 C-terminal
residues of PrV pUL34 with Lap2 sequences resulted in a func-
tional protein which efficiently mediated nuclear egress and infec-
tious virus formation (27). However, extension of the substituted

region to 100 amino acids, retaining only amino acids 1 to 161 of

the 262 amino acids of PrV pUL34, resulted in a nonfunctional
protein although it was still able to recruit pUL31. To further
delineate this functionally important region, we sequentially de-
leted sequences from the C terminus of PrV pUL34 and fused the
truncated proteins with the membrane anchor domain of cellular
Lap2B (27). We show here that extension of the deletion up to
amino acid 177 of PrV pUL34 did not impair pUL31 interaction
and NEC function. In contrast, deletion of an additional 5 amino
acids resulted in a nonfunctional protein which was, however, still
able to recruit pUL31. Thus, most of the less-conserved C-termi-
nal region of pUL34 is actually not required for protein function.
This suggests that this part of the protein could simply act as a
“stalk” exposing the N-terminal pUL31 interaction domain for
recruitment of the complex partner. Apparently, heterologous se-
quences are able to substitute for authentic pUL34 sequences to
provide this feature.

The 5 amino acids which differ between functional pUL34-
LapCT85 and nonfunctional pUL34-LapCT90 contain the tripep-
tide RQR. This motif bears striking resemblance to the RXR se-
quence shown to locate glycoproteins B of HSV-1 and HCMV as
well as nonviral reporter CD8 to the INM (36, 37). To test the
influence of this arginine-rich motif on pUL34 localization, we
altered its sequence to RQG. After transient as well as stable ex-
pression, a fraction of the mutated protein still located to the nu-

clear rim and interacted with pUL31. However, a major fraction of
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the mutated pUL34 was found to colocalize with a Golgi complex-
specific protein in perinuclear structures, indicative oflocalization
to the Golgi apparatus. Thus, after mutation of the RQR sequence,
a fraction of pUL34 does not reach the nucleus but may leak into
the cellular secretory pathway to the Golgi compartment. This
indicates that the RQR motif may function as a Golgi retrieval
signal relocating pUL34 from the secretory pathway. Similar re-
sults were obtained for the cellular SUN2 protein in which a clus-
ter of arginines mediates Golgi retrieval (22).

RXR motifs have been described on ER-resident proteins. They
were first identified as ER retention signals for type Il membrane
proteins (46). Protein kinase A and C phosphorylation sites flank
the RXR sequence, suggesting phosphorylation-controlled ER ex-
port of RXR-containing proteins as a quality control mechanism
(47). Frequently, a dileucine endocytic sorting motif is located in
the vicinity (48). In PrV pUL34 the sequence comprising the RQR
motif is predicted as a phosphorylation site (http://elm.eu.org/)
with a preceding dileucine (both in boldface) sequence
(SQTQRLLDRAEMRQRSVSRP) (Fig. 1). Further experimenta-
tion is needed to test whether pUL34 is phosphorylated at this
position and to elucidate the influence of phosphorylation as well
as the importance of the dileucine motif on pUL34 localization
and function. Interestingly, a linker insertion within the dileucine
sequence in the MCMV homolog was detrimental to protein func-
tion (31).

Whereas the C-terminal, less-conserved part of pUL34 shows
little sensitivity toward alterations, the well-conserved N terminus
is highly sensitive. Only the amino-terminal four amino acids
could be deleted without impairing pUL34 function and interac-
tion with pUL31. Extending the truncation to nine amino-termi-
nal amino acids resulted in a nonfunctional protein. In this in-
stance loss of pUL34 function correlated with loss of pUL31
interaction, which again emphasizes the importance of complex
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formation for nuclear egress. These data support results of other
investigators (29, 31, 33), demonstrating that interaction of
pUL34 with pUL31 requires more than the interaction domain
mapped by Liang and Baines (35). Most likely, the complete well-
conserved amino terminal part of pUL34 is necessary for complex
formation.

To test for the importance of specific amino acids in this re-
gion, we mutated three conserved cysteine residues to alanines.
Whereas Cys36 of PrV pUL34 is positionally identical in pUL34
homologs of other herpesviruses, Cys67 and Cys141 are slightly
offset in pUL34 homologs of HCMV, MCMV, and EBV (Fig. 1)
(33). All of these mutants still interacted with pUL31, resulting in
nuclear rim localization. However, different phenotypes in func-
tional complementation were observed. pUL34-C36A efficiently

April 2013 Volume 87 Number 8

complemented the replication and cell-to-cell spread defect of
PrV-AUL34. In contrast, whereas titers found after infection of
RK13-UL34-C67A and RK13-UL34-C141A were only slightly re-
duced, direct cell-to-cell spread was nearly abrogated, and plaque
diameters were similar to those found after infection of nontrans-
genic RK13 cells. This unexpected result points to an important
function of PrV pUL34 Cys 67 and Cys 141 in a step beyond
nuclear egress.

Alteration of the highly conserved dipeptide Glu53/Tyr54 of
PrV pUL34 to alanine abolished pUL31 interaction and function
of pUL34. These amino acids have already been shown to be re-
quired for function of pUL34 homologs in HSV-1 (26) and
HCMV (33). Moreover, a linker insertion between them in
MCMYV pUL34 resulted in a dominant negative protein (32). A
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cell line stably expressing HSV-1 pUL34Y68A, which is equivalent
to PrV Tyr54, replicated a corresponding pUL34 deletion mutant
to approximately 60-fold lower titers than the parental protein
and complemented direct viral cell-to-cell spread only very inef-
ficiently. In pUL34Y68A-expressing cells the nuclear envelope
showed blebs, presumably as the result of disconnecting nuclear
envelope from the underlying lamina, pointing to an exaggerated
lamina disruption. In addition, trafficking of gE was inhibited in
this cell line after infection with the UL34 deletion mutant, but
interaction of pUL34Y68A with pUL31 was not tested (45). Col-
lectively, these data identify a conserved dipeptide motif in her-
pesvirus pUL34 homologs which is highly important for function
of the NEC.

In summary, our data show that most of the C-terminal por-
tion of pUL34, which shows little to no conservation between the
herpesvirus pUL34 homologs, can be deleted and replaced by het-
erologous sequences if a transmembrane anchor is provided.
Thus, this portion of the protein may primarily, if not solely, act to
anchor pUL34, and, consequently, the NEC, in the INM and pro-
vide a stalk for presenting the N-terminal domain for interaction
with pUL31. In contrast, the well-conserved N-terminal part of
pUL34 is essential for NEC function during virus replication and
nuclear egress although conserved cysteine residues, in contrast to
asimilarly conserved EY motif, are not required. Amino acids 5 to
161 of PrV pUL34 are sufficient for pUL31 binding, while the
precise termini of this interaction domain remain to be identified,
preferably by elucidation of the crystal structure of the NEC. How-
ever, sequences up to amino acid 176 also play a fundamental role
for viral replication independent of pUL31 binding. In this region,
trafficking signals such as the presumptive Golgi retrieval motif
RQR could modulate the intracellular location of pUL34 and,
therefore, impact its function in nuclear and extranuclear events
of herpesvirus replication.
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ABSTRACT

Nuclear egress of herpesvirus capsids is mediated by a conserved heterodimeric complex of two viral proteins, designated pUL34
and pUL31 in herpes simplex virus and pseudorabies virus (PrV). pUL34, a tail-anchored membrane protein, is targeted to the
nuclear envelope and recruits pUL31 to the inner nuclear membrane (INM) to provide the docking and envelopment machinery
for the nascent capsid. While the less conserved C-terminal part of pUL34 is required for correct positioning of the nuclear
egress complex (NEC) at the INM, the conserved N-terminal part functions as a docking site for pUL31. Since no crystal struc-
ture of NEC is available yet, structure-function studies depend on mutational analyses, with several approaches already being
performed for different herpesvirus NECs. Here, we extended our studies on PrV pUL34 and identified two asparagine residues
(N75,N103) and a dileucine motif (LL166/167), adjacent to an endoplasmic reticulum retention signal, which are absolutely re-
quired for NEC function. While the pUL34-N75A substitution mutant is unable to interact with pUL31, the pUL34-N103A mu-

tant is nonfunctional, despite continuing complex formation. Surprisingly, mutant pUL34-G77A, which does not efficiently
recruit pUL31 to the nuclear rim after cotransfection, nonetheless complements a UL34 deletion mutant, indicating that the
NEC may be stabilized by additional viral factors during infection.

IMPORTANCE

In the absence of a crystal structure of the nuclear egress complex (NEC) required for herpesvirus maturation, site-directed mu-
tagenesis studies provide important information on critical amino acid residues. Here, we identify conserved amino acid resi-
dues in the membrane-bound component of the NEC which are relevant for its function.

In herpesviruses, DNA replication and nucleocapsid formation
occur in the host cell nucleus, while further virion maturation
takes place in the cytosol. Thus, viral capsids have to cross the
nuclear envelope (NE) to gain access to the final maturation com-
partment. In the meantime, it is well accepted that nuclear egress
of herpesvirus capsids occurs by an envelopment-deenvelopment
mechanism, in which capsids gain a transient lipid envelope by
budding at the inner nuclear membrane (INM), resulting in pri-
mary enveloped virions being located in the perinuclear cleft. Sub-
sequently, this primary envelope fuses with the outer nuclear
membrane (ONM) or with the contiguous membrane of the en-
doplasmic reticulum (ER), resulting in the release of the capsids
into the cytosol (1). This process can be regarded as a vesicle (pri-
mary envelope)-mediated transport of cargo, represented by the
capsid, which was long believed to be unique in cell biology. How-
ever, recent studies on the nuclear export of large ribonucleopro-
tein complexes in Drosophila revealed a similar transport mecha-
nism, leading to the hypothesis that herpesviruses could have
adopted this cellular process for their replication (2-4). However,
its molecular details remain enigmatic.

Nuclear egress of herpesvirus capsids is mediated by the nu-
clear egress complex (NEC), which is conserved within the Her-
pesviridae. It consists of a heterodimer of a type II membrane
protein designated pUL34 in the prototypic alphaherpesvirus her-
pes simplex virus 1 (HSV-1) which interacts with nucleoplasmic
pUL31. The NEC is important for efficient viral replication, and
the absence of pUL31 and/or pUL34 leads to a drastic impairment
of nuclear egress and of the formation of infectious progeny (5-
11). In transfected cells, the tail-anchored pUL34 is targeted to the
NE, whereas pUL31 localizes diffusely throughout the nucleus.

6224 jviasm.org
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During infection, pUL34 binds and recruits pUL31 to the INM.
Subsequently, viral and cellular kinases are relocated, and these
phosphorylate and thereby locally dissolve the nuclear lamina, so
that intranuclear capsids can reach their budding sites at the INM
(reviewed in references 2, 12, and 13). Interestingly, coexpression
of pUL31 and pUL34 is sufficient to mediate the formation of
primary envelopes without any additional viral factors (14, 15).
However, for efficient fusion of the primary vesicle with the ONM,
other viral and probably also cellular factors are required, as evi-
denced by the accumulation of NEC-containing primary enve-
lopes in the perinuclear space, which resemble the accumulations
of primary enveloped virions in cells infected with mutants lack-
ing or expressing an inactive pUS3 kinase (16, 17).

Since no crystal structure of any herpesviral NEC has so far
been obtained, elucidation of the molecular details of the pUL34-
pUL31 interaction and NEC function continue to rely on random
or targeted mutational analyses which were performed for several
herpesvirus NECs (10, 18-20). Deletion/substitution analyses
performed on the C terminus of pUL34 homologs comprising the
transmembrane domain (10, 18, 20-22) revealed that this part is
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FIG 1 Amino acid sequence of PrV pUL34. Conserved amino acids (20)
within the N terminus were mutagenized to alanine (highlighted by boxes).
The pUL31 interaction domain is underlined, and the predicted transmem-
brane region is shaded. The complementation indexes for PrV-AUL34 by the
cell lines expressing the mutated proteins are also given as +++, ++, +, or
—, as defined in footnote b of Table 2.

not required for pUL31 interaction but serves to anchor the pro-
tein to the nuclear membrane. The N-terminal part of pUL34
homologues shows significantly higher amino acid conservation
within the Herpesviridae (10, 18-20), and the interaction domain
with the pUL31 homologues was mapped to this region (10, 19,
23, 24). In pseudorabies virus (PrV), this interaction domain was
delineated by N-terminal truncations and C-terminal substitu-
tions/deletions to amino acids (aa) 5 to 161 (20). For further char-
acterization of NEC formation, several mutational analyses within
the interaction domain of pUL34 homologs revealed specific res-
idues required for interaction and function during viral replica-
tion. In HSV-1, clusters of charged amino acids were mutagenized
(18). The murine cytomegalovirus (MCMV) pUL34 homolog,
M50, was analyzed using random transposon mutagenesis (10),
whereas site-directed mutagenesis was performed on the human
cytomegalovirus (HCMV) pULS50 (19). Interestingly, in all muta-
tional analyses of pUL34 homologs in HSV-1, HCMV, MCMV,
and PrV, a conserved pair of amino acids consisting of a glutamic
acid and tyrosine (EY motif; E53 and Y54 in PrV) was shown to
play a crucial role for function (10, 18-20). In addition, mutation

TABLE 1 Primers used for site-directed mutagenesis

Important Amino Acids in PrV pUL34

of an RQR motif present in PrV pUL34 (aa 173 to 175), which was
originally suggested to be an INM-targeting signal (25, 26) but
more likely constitutes an ER retention signal, resulted in partial
localization of pUL34 in the Golgi apparatus (20). Like the classi-
cal arginine-based ER retention signals for membrane proteins,
this RQR is surrounded by a putative phosphorylation site and a
characteristic dileucine motif (27) (Fig. 1).

In order to identify further residues within the N-terminal part
of PrV pUL34 important for pUL31 interaction and NEC target-
ing and function, we extended our site-directed mutagenesis to 13
additional conserved amino acids within pUL34. This study iden-
tifies two asparagine residues (N75, N103) which, like the EY mo-
tif, are essential for pUL34 function. Mutation of the dileucine
motif which separates the conserved N-terminal pUL31 interac-
tion domain from the variable C-terminal membrane anchor re-
gion also abolished NEC function, despite unimpaired complex
formation.

In addition to its function during nuclear egress, pUL34 also
seems to be involved in direct viral cell-to-cell spread (20, 22, 28).
However, although it was speculated that pUL34 affects trafficking
of glycoprotein gE to cellular junctions, the molecular details re-
main elusive (28). To clarify the putative role of pUL34 in direct
cell-to-cell transmission, we also analyzed pUL34 mutant-ex-
pressing cells for their capacity to complement plaque formation
of our PrV pUL34 deletion mutant. Surprisingly, except for one
protein, all mutant polypeptides, including those which quite ef-
ficiently supported replication of PrV-AUL34, showed a signifi-
cant reduction in plaque size.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. Rabbit kidney (RK13) cells were cultivated in Dul-
becco’s modified Eagle’s minimum essential medium supplemented with
10% fetal calf serum. The wild-type PrV strain Kaplan (PrV-Ka) (29) was
propagated on RK13 cells, while PrV-AUL34 and PrV-AUL34/US3,
which express green fluorescent protein (GFP) instead of either UL34 or
US3, respectively, were grown on RK13-UL34 cells as described previ-
ously (5, 16).

Generation of pUL34 mutants and stably expressing cell lines. Site-
directed mutagenesis was performed as described recently (20) using a
QuikChange II XL site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies).
Plasmid DNA carrying UL34 (pcDNA-UL34) (5) served as the template,
and the mutant primers used are listed in Table 1 (only the forward prim-
ersare given, but they were used in combination with reverse complemen-

Name Sequence (5" to 3')" Location in PrV Ka (nt)"
UL34_L56A CCGCTGGAGTACGTGCTGCGCCTCATGCGCAGC 31548-31562
UL34_N75A CCTACGTGCGCGTGCAGGCCACGGGCGTGTCGGTGCTC 31603-31649
UL34_G77A CGCGTGCAGAACACGGCCGTGTCGGTGCTCTTCC 31611-31644
UL34_V80A CAGAACACGGGCGTGTCGGCGCTCTTCCAGGGCTTCTTCTTCC 31617-31659
UL34_P89A GGCTTCTTCTTCCGGGCCGCCGACGCCCCCCTGG 31647-31680
UL34_N103A CACGGCCGAGCACAACGCCGTGATCCTGGCCTCG 31688-31721
UL34_L106A GCACAACAACGTGATCGCGGCCTCGACGCACAGC 31697-31730
UL34_L116A GCACAGCACCGGCATGAGCGCCTCGGCGCTCGACGAC 31724-31760
UL34_K123A GCGCTCGACGACATCGCGCGCGCCGGGGGCGTGG 31749-31782
UL34_P132A GGCGTGGACACGCGGGCGCTGCGCGCCATGATGTCG 31776-31811
UL34_R144A CGGTGAGCTGCTTCGTGGCCATGCCGCGCGTGCAGCTC 31810-31847
UL34_L167A CAGACGCAGCGCCTCGCCGACCGCGCCGAGATG 31881-31913
UL34_L166/167A CTCGCAGACGCAGCGCGCCGCCGACCGCGCCGAGATGC 31877-31914

“ Only forward primers are listed, and the mutations introduced are underlined.

" Positions correspond to those in the sequence with GenBank accession number BK001744. nt, nucleotide.
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tary sequences). All constructs were verified by restriction enzyme cleav-
age and sequencing (data not shown).

For generation of cell lines stably expressing the pUL34 mutants, RK13
cells were transfected with the pcDNA-UL34 constructs by calcium phos-
phate precipitation (30). After transfection, cells were selected in medium
containing 0.5 mg/ml G418 (Invitrogen), and resistant clones were picked
by aspiration. pUL34 expression was tested by Western blot analysis and
immunofluorescence using polyclonal monospecific rabbit serum specific
for PrV pUL34 (5).

Western blot analysis. Western blot analysis was performed on cells
expressing the pUL34 mutants by scraping the cells into medium and
centrifugation. The cell pellets were washed twice with phosphate-buff-
ered saline (PBS), resuspended in sodium dodecyl sulfate (SDS) sample
buffer, and disrupted by supersonic lysis. Proteins were separated on an
SDS-10% polyacrylamide gel. After transfer onto a nitrocellulose mem-
brane, the blot was incubated with the PrV pUL34-specific polyclonal
rabbit antiserum (5). Bound antibody was detected by peroxidase-cou-
pled goat anti-rabbit antibody and visualized by enhanced chemilumines-
cence (Super Signal West Pico; Thermo Scientific). Images were recorded
in an image analyzer (Bio-Rad).

Laser scanning confocal microscopy. To analyze the localization and
colocalization of mutated pUL34 with pUL31, RK13 cells were transfected
with pcDNA3 constructs containing the corresponding genes for pUL31
or the pUL34 mutants, To investigate the colocalization of both proteins
during infection, transgenic RK13-UL34 cell lines were infected in 6-well
culture plates with PrV-Ka, PrV-AUL34, or PrV-AUL34/US3 under
plaque assay conditions (300 PFU). Cells were fixed with 3% paraformal-
dehyde 2 days after transfection and labeled with polyclonal rabbit anti-
pUL31 (8) and mouse anti-pUL34 (14) sera, which were diluted 1:500 and
1:300, respectively, in PBS. After incubation at room temperature for 1 h,
bound antibody was detected with Alexa Fluor 488 goat antirabbit and
Alexa Fluor 561 goat anti-mouse (Invitrogen) antibodies. In samples
where GFP-expressing mutant viruses were used, the Alexa Fluor 634
anti-rabbit antibody (Invitrogen) was applied to detect bound anti-
pUL31 antibodies. All secondary antibodies were diluted 1:1,000 in PBS.
Fluorescence images were recorded with a laser scanning confocal micro-
scope (SP5; Leica, Mannheim, Germany).

Complementation assays. To test for functional complementation,
cell lines expressing wild-type or mutant pUL34 were infected with
PrV-Ka or PrV-AUL34 at a multiplicity of infection (MOI) of 3. After 1 h
at 4°C, the inoculum was replaced by prewarmed medium and the cells
were incubated at 37°C for an additional hour. Extracellular virus was
inactivated by low-pH treatment (31). At 24 h after infection, cells and
supernatant were harvested and progeny virus was titrated on RK13-UL34
cells. The mean values of three independent experiments were calculated
and plotted with the corresponding standard deviations. The comple-
mentation index (CI) was calculated as the ratio of the titer of PrV-AUL34
and PrV-Ka on a given cell line and normalized to the ratio of PrV-
AUL34/PrV-Ka on RK13-UL34 cells. The statistical significance of differ-
ences between PrV-Ka and PrV-AUL34 was evaluated by Student’s  test.

To investigate the role of pUL34 mutants in viral cell-to-cell spread,
transgenic cell lines were infected with PrV-Ka or PrV-AUL34 under
plaque assay conditions and fixed with 5% formaldehyde 2 days after
infection. The diameters of 30 plaques each were measured microscopi-
cally, and the plaque diameters of PrV-AUL34-infected samples were
compared to those of PrV-Ka-infected plaques, which were set to 100%.
The statistical significance of the differences between infection with
PrV-Ka and PrV-AUL34 was evaluated by Student’s ¢ test.

Electron microscopy. Cell lines expressing wild-type pUL34 or
PUL34-N75A, -G77A, -N103A, -L116A, -P132A, -L167A, and -L166/
167A were infected with PrV-AUL34 atan MOI of 1. At I hafter infection,
the inoculum was replaced by fresh medium, and at 16 h after infection,
cells were fixed and processed for electron microscopy as described pre-
viously (5).
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RESULTS

Mutation of residues within the pUL31 interaction domain of
PrV pUL34. We showed recently that the pUL31 interaction do-
main is contained within amino acids 5 to 161 of PrV pUL34 (20).
Several amino acids which are conserved throughout the Herpes-
viridae can be identified in this region (19, 20). Recently, we
showed that three conserved cysteine residues within this region
could be functionally replaced by alanine, whereas the diresidue
motif EY at positions 53 and 54 was crucial for interaction and
function (20). To further identify essential amino acids within the
pUL31 binding domain, 13 additional point mutations of con-
served residues were generated (Fig. 1, boxed amino acids).

Localization and pUL31 interaction of mutant pUL34 after
transient expression. In transfected cells, all pUL34 mutants
showed wild-type-like nuclear rim staining, indicating that none
of the mutations interfered with targeting to the nuclear envelope
(data not shown). After cotransfection with a pUL31 expression
plasmid, pUL34 mutants pUL34-L56A, -V80A, -P89A, -N103A,
-L116A, -K123A, -P132A, -R144A, and -L167A and the double
dileucine mutant pUL34-L166/167A were able to induce speckles
(Fig. 2; Table 2), i.e., accumulations of vesicles in which both
proteins colocalize, reflecting successful pUL31 interaction (14).
pUL34-N75A and pUL34-G77A failed to efficiently relocate
pUL31, as evidenced by the diffuse nucleoplasmic staining of
pUL31. This was also the case for cells cotransfected with pcDNA-
UL34-L106A, but the detected amount of this mutated pUL34
was low, indicating either inefficient expression or instability of
the protein. In summary, 10 of the 13 tested pUL34 mutants co-
localized with pUL31 in the typical speckled pattern at the NE,
indicating that they are able to interact with pUL31.

Functional complementation by cell lines stably expressing
mutated pUL34. We next tested which of the pUL34 mutants
were able to form a functional NEC and complement the defect of
PrV-AUL34. To this end, cell lines stably expressing the mutated
pUL34 were generated after transfection of RK13 cells and selec-
tion with G418. To verify correct protein expression, Western blot
analysis was performed with cell lysates of the respective cell lines
(Fig. 3). With the exception of RK13-UL34-L106A, all cell lines
expressed pUL34 at levels comparable to the level of expression by
RK13-UL34. Only a faint pUL34-specific signal was detectable in
cell lysates of RK13-UL34-L106A, paralleling the results from
transient-expression analyses. Therefore, this construct was ex-
cluded from further analyses.

To test whether the pUL34 mutants were able to complement
the defect of PrV-AUL34, the corresponding cell lines were in-
fected with wild-type PrV-Ka or PrV-AUL34 at an MOI of 3, titers
were determined after 24 h by titration on RK13-UL34 cells (Fig.
4), and the complementation index (CI) was calculated (Table 2).
The proline substitution mutants pUL34-P89A and pUL34-
P132A complemented PrV-AUL34 to titers similar to those of the
wild type or decreased a maximum of 10-fold compared to the
titer of the wild type. Infectious progeny titers derived from RK13-
UL34-V80A, -K123A, -R144A, and -L167A cells were reduced
approximately 50- to 100-fold. Progeny virus titers obtained from
RK13-UL34-L56A and -L116A cells were even more drastically
decreased, but they were still ca. 10-fold higher than those ob-
tained from nontransfected RK13 cells, indicating a limited resid-
ual capacity for complementation. RK13-UL34-N75A, RK13-
UL34-N103A, and RK13-UL34-L166/167A cells completely
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FIG 2 Colocalization of mutated pUL34 with pUL31 after transient expression. In order to analyze the interaction between pUL31 and mutated pUL34, RK13
cells were cotransfected with the corresponding expression plasmids. Colocalization was studied using the monospecific murine anti-pUL34 (red) and rabbit

anti-pUL31 (green) sera. Images were recorded by confocal laser scanning microscopy (Leica SP3). Speckles seen after coexpression of native pUL34 and pUL31
reflect the interaction of both proteins and the formation of primary envelopes (14), while diffuse nucleoplasmic pUL31 staining is due to failure of pUL31

recruitment. «, anti. Bars, 10 pm.

failed to produce titers above those from nontransgenic RK13
cells, demonstrating that they were nonfunctional. This was ex-
pected for RK13-UL34-N75A cells, since this protein failed to

interact with pUL31. In contrast, despite a clear colocalization of

pUL34-N103A with pUL31 (Fig. 2), the corresponding cell line
failed to complement the defect of PrV-AUL34. On the other
hand, viral progeny titers from infected RK13-UL34-G77A cells
were only 50-fold lower than those from infected RK13-UL34
cells, although after transient expression, no interaction with
pUL31 was detectable (Fig. 2). No significant difference in viral

TABLE 2 Summary of results

Nuclear

rim Colocalization Plaque
Construct localization  w Complementation diam’
pUL34 + + +++ 90
pUL34-L56A . - + 30
pUL34-N75A . 10
pUL34-G77A + . 30
pUL34-V80A + + ++ 20
pUL34-PS9A + + 4+ 10
pUL34-N103A + + 10
PUL34-L116A : - - 20
pUL34-K123A . . &4 40
pUL34-P132A ! ' 44 20
pUL34-RI44A i + F+ 10
pUL34-L167A ‘ + +4 10
PUL34-L166/167A + + 10
Negative control NA NA 10

RK13 cells infected with PrV AUL34 served as a negative control. NA, not applicable.

Complementation is given as the Cl: +++,Cl = 0.5; ++, 0.1 < Cl < 0.3; +,0.01

ClI <0.09 -, CI 0.009.

Data represent diameters as a percentage of that for PrV Ka, which was set to 100%.
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titers was found when PrV-Ka was propagated on the different

pUL34 mutant-expressing cell lines, demonstrating that none of

the mutant proteins exerted a dominant negative effect.

To investigate the phenotype of pUL34-G77A and pUL34-
N103A in more detail, the respective cell lines, as well as RK13,
RK13-UL34, and RK13-UL34-N75A cells as controls, were in-
fected with PrV-AUL34/US
pUL31 and pUL34 by confocal microscopy (Fig. 5). A double de-
letion mutant, which was unable to express pUL34 and pUS3, was
used to better visualize the formation of speckles which accumu-
late in the absence of the viral kinase pUS3 (16, 17). Colocalization
of pUL34 and pUL31 in speckles was evident, as expected, after
infection of RK13-UL34 cells but also after infection of RK13-
UL34-G77A cells, indicating that complex formation between
pUL34-G77A and pUL31 can occur during virus infection, prob-
ably by providing factors stabilizing the complex. Speckle forma-
tion and pUL31 colocalization were absent after infection of pa-
rental RK13 cells (data not shown) and RK13-UL34-N75A cells
(Fig. 5). Unexpectedly, it was also missing in RK13-UL34-N103A
cells, although cells with pUL34-N103A showed speckle forma-
tion and pUL34-N103A interacted with pUL31 after transient

expression (compare Fig. 2 and 5).

Ultrastructural analyses. For further analysis, RK13-UL34
and RK13-UL34-N75A, -G77A, -N103A, -L116A, -P132A,
-L167A, and -L166/167A cells were infected with PrvV-AUL34 at
an MOI of 1 and processed for transmission electron microscopy
at 16 h after infection. Infected RK13-UL34 cells (Fig. 6A) served
as a positive control. Immature capsid forms and DNA-filled nu-
cleocapsids were observed in the nucleus as well as nucleocapsids
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FIG 3 Western blot analysis of transgenic RK13 cell lines stably expressing mutated pUL34. Cell lysates of transgenic RK13 cell lines expressing the different
pUL34 proteins were separated on an SDS-10% polyacrylamide gel, transferred onto a nitrocellulose membrane, and incubated with the polyclonal monospecific

anti-pUL34 serum and monoclonal anti-a-tubulin antibody, which served as a loading control.

in the cytosol and mature virions at the cell surface. The same was
observed for infection of transgenic RK13-UL34-G77A, -L116A,
-P132A,and -L167A cells (Fig. 6B to E). In contrast, RK13-UL34 -
N75A, -N103A, and -L166/167A cells (Fig. 6F to H) resembled
nontransgenic RK13 cells, with capsids being present only in the
nucleus. No budding stages at the INM or primary enveloped
virions were observed in the perinuclear space, and capsids and
virions were not observed in the cytosol or in the extracellular
space, indicating that these pUL34 mutants do not support nu-
clear egress. Unfortunately, no differences between the pUL34
variants which were still able to interact with pUL31 (pUL34—
NI103A, pUL34-L166/167A) and the noninteracting mutant
pUL34-N75A were evident in the ultrastructural analysis.
Influence of pUL34 mutations on viral cell-to-cell spread.
Previous experiments on HSV-1 and PrV indicated that pUL34
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might play a direct or indirect role in viral replication beyond
nuclear egress (20, 22, 28). To investigate this further, transgenic
cell lines expressing the mutated pUL34 constructs were infected
with PrV-Ka and PrV-AUL34 under plaque assay conditions.
Plaque diameters were measured microscopically 2 days after in-
fection in three independent experiments and compared to those
of PrV-Ka on the corresponding cell line. Except for RK13-UL34
P132A, the plaque diameters of PrV-AUL34 on all transgenic cells
lines were 60 to 80% smaller than those of PrV-Ka (Fig. 7). This
was not expected for mutants pUL34 -V80A, -P89A, -K123A, and
-R144A or mutants with cysteine substitutions, pUL34-C67A and
pUL34-Cl141A, as shown previously (20), which replicated the
UL34 deletion mutant to only slightly reduced viral titers com-
pared with those for PrV-Ka. These data provide additional evi-
dence that pUL34 plays a role in the efficiency of transfer of infec-
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FIG 4 Functional complementation of RK13 pUL34-expressing cells. RK13 cells stably expressing the corresponding pUL34 mutants were infected with either

PrV-Ka or PrV-AUL34 at an MOI of 3. Viral progeny

as harvested at 24 h after infection, and the corresponding titers were determined by titration on

RK13-UL34 cells. The mean values of three independent experiments and the corresponding standard deviations are given. Statistically significant differences
between the titers of infection with PrV-Ka and PrV-AUL34 of each transgenic cell line are indicated: *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.
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FIG 5 Colocalization of pUL31 and pUL34-N75A, pUL34-G77A, and
pUL34-N103A in infected cells. To further investigate the divergent results
obtained with pUL34-G77A and pUL34-N103A, the corresponding cell lines
were infected with PrV-AUL34/US3 under plaque assay conditions. Two days
after infection, cells were fixed, and colocalization of pUL31 and pUL34 was
analyzed using monospecific pUL31 rabbit (turquoise) and pUL34 mouse
(red) antisera. RK13-UL34 cells were used as a positive control, and RK13-
UL34-N75A cells were used as a negative control. «, anti; arrow, speckle for-
mation in infected RK13-UL34 -G77A cells. Bars, 10 pm.

tivity to neighboring cells independent of its role in nuclear egress.
A summary of the results is shown in Table 2.

DISCUSSION

In our previous study, we focused on three conserved cysteine
residues which might influence the secondary structure of pUL34.
However, mutations of these residues had only a moderate effect.
In contrast, a highly conserved EY motif in PrV pUL34 was shown
to be essential for NEC function, as had been demonstrated for the
HCMV, MCMV, and HSV-1 homologs (10, 18, 19). We have now
extended our mutational analysis to 13 additional conserved
amino acids within the pUL31 interaction domain and the dileu-
cine motif located outside but in the vicinity of the putative ER
retention signal RQR, which was suggested to be relevant for cor-
rect targeting of pUL34 (20). All mutated pUL34 constructs were
analyzed for interaction with pUL31 after transient transfection
and for function after PrV-AUL34 infection of stably expressing
cell lines.

All mutants described here localized to the nuclear rim, con-
firming that the N-terminal region does not seem to be involved in
proper targeting. After cotransfection with a pUL31-expressing
plasmid, most of the expressed mutant pUL34 proteins showed
punctate, speckled structures at the nuclear rim comparable to
those detectable after expression of the native proteins, indicating
that the mutated amino acids are not necessary for pUL34 target-
ing, complex formation with pUL31, or, probably, the formation
of NE-derived vesicles. Despite high expression levels, pUL34—
N75A and pUL34-G77A failed to recruit coexpressed pUL31 to
the NE. These residues are part of a conserved triad of amino acids
which also includes a threonine residue (75-NTG-77). It might be
speculated that this NTG motif and the essential upstream EY
(53/54) motif form the major platform for pUL31 docking in PrV
pUL34. pUL34-L106A did not show pUL31 recruitment either

June 2014 Volume 88 Number 11
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FIG 6 Ultrastructural analysis. Cell lines RK13-UL34 (A), RK13-G77A (B),
RK13-L116A (C), RK13-P132A (D), RK13-L167A (E), RK13-N75A (F),
RK13-N103A (G), and RK13-L166/167A (H) were infected with PrV-AUL34
at an MOI of 1 and processed for electron microscopy at 16 h after infection.
Bars, 2 um and 500 nm (insets).

but was excluded from further analyses due to very low expression
levels. In summary, 10 of the 13 tested PrV pUL34 mutants main-
tained an interaction with pUL31.

Six of the 10 pUL34 mutants which formed a complex with
pUL31 after transient expression complemented the defect of the
pUL34 deletion mutant to some extent. While RK13-UL34-P89A
and -P132A complemented expression to wild-type levels, the
titers of PrV-AUL34-infected RK13-UL34-V80A, -K123A, and
-R144A cells were reduced a maximum of 100-fold, while those
derived from RK13-UL34-L56A and -L116A cells were only
slightly above the titers of infected RK13 cells. In contrast, RK13-
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UL34-N75A cells yielded very low titers similar to those of non-
transgenic RK13 cells. Despite the use of high-resolution trans-
mission electron microscopic images, no further conclusions on
the different complementation abilities could be drawn. Surpris-
ingly, pUL34-N103A was unable to complement the defect of
PrV-AUL34, despite speckle formation indicative of pUL31 inter-
action after cotransfection. Since no pUL34/pUL31-positive
speckles were found after infection of pUL34 -N103A-expressing
cells with Prv-AUL34/US3 and no cytosolic nucleocapsids or ma-
ture virions could be detected in ultrastructural analyses, the
pUL34-N103A/pUL31 complex may either not form or be unsta-
ble during infection. In contrast, complex formation could not be
observed after transient coexpression of pUL34-G77A with
pUL31, whereas the cell line stably expressing pUL34-G77A com-
plemented the defect of PrV-AUL34 to titers only approximately
50-fold lower than those of PrV-Ka, and nucleocapsids as well as
mature virions were detectable in the cytosol in electron micro-
scopic images. These data indicate that NEC formation may be
influenced by other viral components besides the core NEC con-
stituents.

While amino acids corresponding to P89 and K123 of Prv
pUL34 were also found to be dispensable in HCMV UL50 (19), the
roles of L116 and R144 were divergent. Whereas the residue cor-
responding to L116 could also be replaced in HCMV M50 (19),
insertion of a linker in MCMV M50 at a site immediately preced-
ing this residue resulted in a nonfunctional protein (10). It should
be considered, however, that insertion of 6 amino acids by the
transposon linker sequence might influence the protein structure
more dramatically than a single amino acid substitution, and the
results are therefore difficult to compare. On the other hand, the
arginine corresponding to PrV pUL34-R144 was found to be ex-
changeable in HCMV M50 (19) and also had no relevance for
pUL31 interaction or complementation in PrV (this study), while
a charge cluster mutation including this residue (RMPR/AMPA;
CL13) abrogated complementation by HSV-1 pUL34 (18). How-
ever, it was not further investigated whether a single alanine sub-
stitution would also result in a loss of function.

Since it has been proposed that pUL34 plays an additional role
beyond nuclear egress aftecting direct viral cell-to-cell spread (20,
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FIG 7 Complementation of direct cell-to-cell transmission. Direct viral cell-to-cell spread was analyzed by infecting the different pUL34-expressing RK13 cell
lines with Prv-Ka or Prv’-AUL34 under plaque assay conditions. After 2 days, samples were fixed and the diameters of 30 plagues of each cell line and virus were
measured. Plaque diameters of Prv-Ka on a given cell line were set equal to 100%, and the diameters of the plaques induced by PrV-AUL34 were calculated
accordingly. Values represent the means of three independent experiments. The corresponding standard deviations are indicated, and statistically significant
differences of the infection with Prv-AUL34 compared to wild-type Prv-Ka infection of each transgenic cell line are indicated: *, P < 0.05;**, P< 0.01; ***, P <
0.001.

22, 28), the transgenic pUL34 cell lines generated in this study
were infected with PrV-Ka and PrV-AUL34, and plaque diameters
were determined 2 days after infection. Surprisingly, except for
pUL34-P132A, all tested cell lines supported cell-to-cell trans-
mission of PrV-AUL34 with decreased efficiency. This also ap-
plied to those transgenic cell lines which complemented the pro-
duction of infectious progeny of PrV-AUL34 rather efficiently.
Although it has been proposed that HSV-1 pUL34 may influence
targeting of gE to cell junctions, which might be a prerequisite for
efficient cell-to-cell spread (28), this could not be shown for Prv
(data not shown). Unfortunately, transmission electron micros-
copy did not provide further evidence of this defect. Therefore, it
remains unclear which factors are involved or influenced directly
or indirectly by pUL34 in direct herpesvirus cell-to-cell spread.
The dileucine motif L166/167 was speculated to be part of an
arginine-based ER sorting motif (RQR) (20). Therefore, we mu-
tated either the more highly conserved L167 or both leucine resi-
dues to alanine. Although a point mutation of RQR to RQG re-
sulted in pUL34 accumulation in the Golgi apparatus (20),
localization of pUL34-L167A or -L166/167A was indistinguish-
able from that of native pUL34, indicating that these residues are
not required for nuclear rim localization or ER retention. More-
over, speckles could be observed after cotransfection with pUL31,
correlating with the location of both residues outside the pUL31
interaction domain. Nevertheless, mutation of both leucine resi-
dues had a dramatic effect on NEC function, and RK13-UL34—-
L166/L167A cells completely failed to complement the UL34 de-
letion mutant, while the single mutation L167 had no effect.
Therefore, this motif is apparently not involved in the proper
translocation of pUL34 to the INM, as was previously hypothe-
sized (20), but, rather, plays an important role in another step,
e.g., in capsid recruitment or interaction with other factors in-
volved in nuclear egress. Whether the L166A substitution is suffi-
cient for this effect needs to be tested. Interestingly, both leucine
residues are also present in MCMV and HCMV pUL34 homologs
(10, 19),and a linker insertion at the corresponding site in MCMV
UL50 also resulted in a nonfunctional protein. Thus, the location
of the dileucine motif seems to separate the essential N-terminal
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pUL31 interaction domain from the replaceable C-terminal an-
chor domain.

In summary, our mutational analyses provide additional infor-

mation on the role of different conserved amino acid residues of
pUL34 in NEC formation and function. Together with the eluci-
dation of the NEC structure, these data are crucial to further de-
fine the structure-function relations within the NEC and contrib-
ute to understanding vesicle-mediated nuclear egress.
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ABSTRACT

The herpesviral nuclear egress complex (NEC), consisting of pUL31 and pUL34 homologs, mediates efficient translocation of
newly synthesized capsids from the nucleus to the cytosol. The tail-anchored membrane protein pUL34 is autonomously tar-

geted to the nuclear envelope, while pUL31 is recruited to the inner nuclear membrane (INM) by interaction with pUL34. A nu-
clear localization signal (NLS) in several pUL31 homologs suggests importin-mediated translocation of the protein. Here we
demonstrate that deletion or mutation of the NLS in pseudorabies virus (PrV) pUL31 resulted in exclusively cytosolic localiza-
tion, indicating active nuclear export. Deletion or mutation of a predicted nuclear export signal (NES) in mutant constructs lack-
ing a functional NLS resulted in diffuse nuclear and cytosolic localization, indicating that both signals are functional. pUL31
molecules lacking the complete NLS or NES were not recruited to the INM by pUL34, while site-specifically mutated proteins
formed the NEC and partially complemented the defect of the UL31 deletion mutant. Our data demonstrate that the N terminus
of pUL31, encompassing the NLS, is required for efficient nuclear targeting but not for pUL34 interaction, while the C terminus,
containing the NES but not necessarily the NES itself, is required for complex formation and efficient budding of viral capsids at

the INM. Moreover, pUL31-ANLS displayed a dominant negative effect on wild-type PrV replication, probably by diverting

pUL34 to cytoplasmic membranes.

IMPORTANCE

The molecular details of nuclear egress of herpesvirus capsids are still enigmatic. Although the key players, homologs of herpes
simplex virus pUL34 and pUL31, which interact and form the heterodimeric nuclear egress complex, are well known, the molec-
ular basis of this interaction and the successive budding, vesicle formation, and scission from the INM, as well as capsid release
into the cytoplasm, remain largely obscure. Here we show that classical cellular targeting signals for nuclear import and export
are important for proper localization and function of the NEC, thus regulating herpesvirus nuclear egress.

H erpesvirus assembly and maturation proceed in two different
cellular compartments. After capsid formation and genome
packaging in the nucleus, nucleocapsids are translocated to the
cytoplasm, where final maturation and egress from the host cell
occur. To exit the nucleus, nucleocapsids bud at the inner nuclear
membrane (INM), resulting, after scission of the vesicles, in pri-
mary enveloped virions in the perinuclear space. The primary
envelope subsequently fuses with the outer nuclear membrane
(ONM), thereby releasing the capsids into the cytoplasm (re-
viewed in references 1 to 4). The nuclear egress complex (NEC),
which is composed of proteins homologous to herpes simplex
virus 1 (HSV-1) pUL31 and pUL34, is the key player in this pro-
cess and is conserved among all members of the family Herpesviri-
dae studied to date. The NEC recruits viral and cellular kinases to
phosphorylate, and thereby soften, the nuclear lamina to allow
access of nucleocapsids to the budding sites at the INM. It also
mediates membrane bending and vesicle scission. Absence of ei-
ther pUL31 or pUL34 significantly impairs nuclear egress, while
coexpression of both proteins is sufficient for membrane budding
and scission not only in eukaryotic cells (reviewed in references 1
to 4) but also in model membrane systems, e.g., giant unilamellar
vesicles (5), demonstrating that no other viral or cellular proteins
are required for these steps.

While the pUL34 homologs are tail-anchored membrane pro-
teins residing in the nuclear membrane, pUL31 homologs consti-
tute phosphoproteins localizing to the nucleus (6-11). In the ab-
sence of pUL34, pUL31 is found diffusely distributed in the

2002 jviasm.org
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nucleus but is recruited to the INM by its complex partner pUL34
(6, 11-17). However, the molecular details of this interaction are
still not fully understood and no crystal structures of the NEC or of
the single proteins are available yet. Deletion and substitution
analyses for different pUL34 homologs showed that the N-termi-
nal part, which is well conserved between the different homologs,
is necessary for pUL31 binding while the C terminus comprising
the transmembrane domain is required for correct positioning
but can be functionally substituted by heterologous sequences as
long as a membrane anchor is provided (12, 18-23).
Comparison of the various pUL31 homologs from different
herpesvirus subfamilies resulted in the identification of four con-
served regions (CR1 to CR4) (Fig. 1) (11). The N-terminal part,
which is variable in length in the different homologs, shows low
sequence conservation but comprises a classical mono- or bipar-
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FIG 1 pUL31 mutant constructs. (A) Schematic representation of PrV pUL31 with a variable (V) region and CR1 to CR4 (11). The pUL31 NLS and NES deletion
mutant constructs used in this study are also shown. (B) Amino acid sequence of PrV pUL31. Underlined are the nuclear trafficking signals (NLS and NES)
predicted by NLS (37) and NES (40) prediction software. Amino acids that were mutated to alanine are indicated by asterisks. (C) Alignment of CR4 of selected
pUL31 homologs in three alphaherpesviruses (PrV, HSV-1, HSV-2), two betaherpesviruses (HCMV, MCMV), and a gammaherpesvirus (EBV). The predicted

NES in PrV pUL31 is boxed, and conserved amino acids are highlighted.

tite nuclear localization signal (NLS) in many of the pUL31 ho-
mologs (6, 9, 11, 24). The NLS function was experimentally
mapped to amino acids (aa) 18 to 27 in human cytomegalovirus
(HCMV) pUL53 (24) and aa 1 to 106 in murine cytomegalovirus
(MCMV) M53 (11). Since all pUL31 homologs are present in the
nuclei of transfected or infected cells, it is reasonable to speculate
that the protein is actively imported by the classical importin-
mediated cellular pathway.

The pUL34 interaction domain of pUL31 was localized to
CRI in HSV-1, pseudorabies virus (PrV), HCMV, MCMV, and
Epstein-Barr virus (EBV) homologs by protein complementation
assays (25). An amphipathic helix within this region predicted for
HCMV pULS53 is supposed to be responsible for complex forma-
tion by a combination of hydrophobic and charge-charge interac-
tions (26). Nevertheless, sequences in CR2 and CR3 in HSV-1
pUL31 and MCMV M53 also influence the interaction with the
respective pUL34 homologs (27, 28). While CR3 of HSV-1 pUL31
was supposed to be involved in generating the curvature of the
INM (27), mutagenesis within CR4 of MCMV M53 yielded dom-
inant negative mutant forms with defects in nuclear capsid release

February 2015 Volume 89 Number 4
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(29). Yeast two-hybrid studies with PrV indicated that the N ter-
minus (up to aa 41) comprising the predicted NLS is dispensable
for pUL34 interaction in this artificial system (6). In addition to its
well-known function in nuclear egress, pUL31 might also be in-
volved in capsid assembly and/or the DNA cleavage and packaging
process (28, 30), although this could not be corroborated for PrV
(6).

In this study, we performed mutational analyses of the pre-
dicted NLS and nuclear export signal (NES) in PrV pUL31 to
further elucidate their role in NEC formation and function during
nuclear egress.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. Rabbit kidney (RK13) cells were cultivated in Dulbec-
co’s modified Eagle’s minimum essential medium supplemented with
10% fetal calf serum. Wild-type strain PrV Kaplan (PrV-Ka) (31) was
grown on RK13 cells, while PrV-AUL31 and PrV-AUL31/US3 were prop-
agated on RK13-UL31 cells (6). Mutant PrV-AUL31/US3 was generated
after the cotransfection of PrV-AUL31 genomic DNA (6) and plasmid
pAUS3gfp (32) into RK13-UL31 cells. Green fluorescing plaques were
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TABLE 1 Primers used for mutagenesis of PrV pUL31

Name Sequence (5 to 3')" Location in Prv-Ka (nt)"
UL31for CTGAATTCACACGCTCGGCAGCTATGTTTG 29581-29573
UL31rev CTGAATTCTTCGCGGCGCTCACGG 2977129766
UL31-ANLSfor CACAGAATTCATGGATCGCTACGCGCCCTA 29506-29490
UL31-ANESrev CTGAATTCCGCTCAGTCCCGCATCTTGCAATAAATG 28868-28847
UL31-NLS;,,1-1 GCTATGTTTGAGCGAGCGGCGCTCCTGCGGCGCAAG 29584-29549
UL31-NLSp,1-2 CTTGCGCCGCAGGAGCGCCGCTCGCTCAAACATAGC 29549-29584
UL31-NLS,;,,,2-1 AAGTCGTCGGCCGCGGCGGCCAAGACGCTGACGCGC 29551-29516
UL31-NLS;,,,2- GCGCGTCAGCGTCTTGGCCGCCGCGGCCGACGACTT 29516-29551
UL31-NESp\1-1 GCTTCGACGGGGAGGCGCTGGCGGAGTACAAAAGATTG 28842-28805
UL31-NESpy2-2 CAATCTTTTGTACTCCGCCAGCGCCTCCCCGTCGAAGC 28805-28842
“ Restriction sites introduced for convenient cloning are underlined, start and stop codons are shown in bold, and hes for site-directed is in italics.

" Positions correspond to the sequence with GenBank accession number JQ809328. nt, nucleotides.

purified to homogeneity and tested for correct deletion of UL31- and
US3-specific sequences (data not shown).

Preparation of pUL31-NLS and pUL31-NES mutant constructs.
Truncated versions of pUL31 were generated by PCR with Pfx DNA poly-
merase (Invitrogen), the primers listed in Table 1, and pcDNA-UL31 (6)
as the template. For cloning, PCR products were digested with EcoRlI and
ligated with EcoRI-cleaved mammalian expression vector pcDNA3 (In-
vitrogen). Point mutations were introduced by site-directed mutagenesis
with the Agilent Technologies QuikChange IT XL site-directed mutagen-
esis kit as described recently (20) with pcDNA-UL31 as the template.
Correct amplification, cloning, and mutagenesis of all constructs were
verified by sequencing.

Generation of stably expressing cell lines. For complementation
studies, cell lines stably expressing the pUL31-NLS and pUL31-NES mu-
tant constructs were generated. To this end, RK13 cells were transfected
with the mutated pcDNA-UL31 plasmids by calcium phosphate precipi-
tation (19, 33). Cells were selected in medium containing 0.5 mg/ml G418,
and correct protein expression was verified by indirect immunofluores-
cence and Western blot analysis.

Western blot analysis. For Western blot analysis, transgenic cell lines
were harvested by scraping the cells into the medium. Cells were pelleted
by centrifugation, washed twice with PBS, resuspended in sodium dodecyl
sulfate (SDS) sample buffer, and disrupted by supersonic lysis. Cell lysates
were separated by SDS-10% polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred onto a nitrocellulose membrane. After blocking with 3% skim
milk, the membrane was incubated with a monospecific polyclonal rabbit
serum directed against pUL31 (6). Bound antibody was visualized by en-
hanced chemiluminescence (Super Signal West Pico; Thermo Scientific)
and subsequently recorded in an image analyzer (Bio-Rad).

Laser scanning confocal microscopy. To analyze the localization of
the mutated pUL31, RK13 cells seeded onto coverslips were transfected
with the corresponding expression plasmids by calcium phosphate pre-
cipitation either singly or cotransfected with pcDNA-UL34 (34). For anal-
ysis of protein localization during infection, transgenic cell lines were
infected with PrV-Ka or PrV-AUL31 under plaque assay conditions. Cells
were fixed with 3% paraformaldehyde 2 days after transfection or infec-
tion, washed with 50 mM NH,Cl in PBS, and permeabilized with 0.5%
Triton X-100 in PBS. Fixed cells were incubated with rabbit anti-pUL31
serum (6) and mouse anti-pUL34 polyclonal serum (35). Bound antibod-
ies were detected by Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit and
Alexa Fluor 555-conjugated goat anti-mouse serum (Invitrogen). Fluo-
rescent signals were recorded with a laser scanning confocal microscope
(Leica SP5).

Complementation assays. To investigate the functional complemen-
tation of pUL31 constructs during infection, cell lines stably expressing
pUL31 or the corresponding mutant proteins were infected on ice with
PrV-Ka or PrV-AUL31 ata multiplicity of infection (MOI) of 3. One hour
after infection, the inoculum was replaced with prewarmed medium and
samples were incubated at 37°C for an additional hour. Subsequently,
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extracellular virus was inactivated by low-pH treatment (36) and cells
were further kept at 37°C. At 24 h after infection, cells and supernatants
were harvested and progeny virus was titrated on RK13-UL31. Mean val-
ues of three independent experiments and the corresponding standard
deviations are shown. The statistical significance of differences between
PrV-Ka and PrV-AUL31 infections was determined by Student’s 1 test.

Ultrastructural analysis. For ultrastructural analysis, transgenic cell
lines were infected at an MOI of 1 with PrV-Ka, PrV-AUL31, or PrV-
AUL31/US3. Samples were fixed at 14 h p.i. and processed for transmis-
sion electron microscopy as described previously (34).

RESULTS

Generation of pUL31-NLS and pUL31-NES mutant constructs.
Computer analysis predicted a bipartite NLS between aa 5 and 20
in PrV pUL31 (6, 24, 37) (Fig. 1). To investigate its role in pUL31
localization and function, we either deleted the first N-terminal 25
aa (Fig. 1A) or changed four arginine residues within this motif to
alanines by site-directed mutagenesis (Fig. 1B). The localization of
the resulting protein product was determined by confocal micros-
copy after the transfection of RK13 cells with the corresponding
expression plasmids (Fig. 2). In contrast to wild-type pUL31,
which is located in the nucleus, N-terminally truncated, as well as
point mutated, pUL31 was found exclusively in the cytoplasm,
although its predicted molecular mass (<28 kDa) should actually
permit passive diffusion through the nuclear pore (38, 39). This
implied not only that the predicted NLS is functional but also
that both NLS-deficient pUL31 constructs are actively excluded
from the nucleus. To test for corresponding export motifs, the
amino acid sequence of PrV pUL31 was analyzed by NES
prediction software (NetNES 1.1 server, http://www.cbs.dtu.dk
/services/NetNES/) (40), which disclosed a leucine-rich NES be-
tween aa 246 and 254 within CR4 (Fig. 1B). Although the se-
quences within CR4 are well conserved in HSV-1 and -2 pUL31,
and also partly in murine and HCMV M53 and pUL53 (Fig. 1C),
the software failed to detect a NES for these homologs.

To test for the function of the predicted NES in PrV pUL31, the
C terminus, including the predicted NES, was deleted (aa 246 to
the end; Fig. 1A) or codons for two leucine residues within this
motif were mutated to alanines, resulting in pUL31-ANES and
pUL31-NESy,,, respectively (Fig. 1B). The corresponding pUL31
expression vectors were transfected into RK13 cells and analyzed
by confocal microscopy (Fig. 2). Neither the NES deletion nor the
leucine-to-alanine change in pUL31 showed an impact on the
nuclear localization of the respective proteins, which were, like
wild-type pUL31, detectable predominantly in the nucleus. How-
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FIG 2 Localization of pUL31-NLS and pUL31-NES mutant constructs. RK13 cells were transfected with expression plasmids for the different pUL31 mutant constructs
indicated and then analyzed by confocal laser scanning microscopy 2 days posttransfection by incubation with monospecific rabbit anti-pUL31 serum and Alexa Fluor

555-conjugated secondary antibodies (red). 4,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue) was used for better visualization of the nucleus. Bars, 10 pm.

ever, when the NLS and NES mutations were combined, resulting
in pUL31-ANLS/NES and pUL31-NLS/NES,,, (Fig. 1), the pro-
teins were found diffusely distributed throughout the cell (Fig. 2),
indicating that both the NLS and the NES are functional.
Interaction of pUL31-NLS and pUL31-NES mutant con-
structs with pUL34. To analyze for interaction and vesicle forma-
tion, the pUL31-NLS and pUL31-NES expression plasmids were
cotransfected with wild-type pcDNA-UL34 and analyzed by con-
focal microscopy (Fig. 3). Coexpression of wild-type pUL31 and

pUL34 leads to recruitment of nucleoplasmic pUL31 to the nu-
clear rim and the development of pUL31- or pUL34-containing
speckles indicative of the formation of vesicles within the perinu-
clear cleft (35). pUL31-ANLS failed to form speckles with pUL34,
which was not surprising since the protein was excluded from the
nucleus (Fig. 2). Speckle formation was also not observed after
cotransfection of pcDNA-UL34 with pcDNA-UL31-ANES and
pcDNA-UL31-ANL , although the corresponding proteins
are in the nucleus. Interestingly, a larger proportion of cytoplas-

puUL34
+
pUL31 pUL31- puUL31- pUL31- pUL31- puUL31- puUL31-
ANLS ANES ANLS/NES NLS NESp,  NLS/INES,

FIG 3 Colocalization of transiently expressed pUL31 mutant constructs with wild-type pUL34. To investigate the interaction of pUL31 constructs with
pUL34, RK13 cells were cotransfected with the corresponding expression plasmids and colocalization was analyzed by confocal laser scanning microscopy
of indirect immunofluorescence reactions with DAPI for labeling of chromatin and monospecific rabbit anti-pUL31 (red) and murine anti-pUL34 (green)

sera, Bars, 10 pm.
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FIG 4 Western blot analysis of transgenic RK13 cells expressing pUL31 NLS
and NES mutant proteins. RK13 cells stably expressing native pUL31 or pUL31
mutant proteins were lysed, and proteins were separated by SDS-10% poly-
acrylamide gel electrophoresis. After transfer onto a nitrocellulose membrane,
the blot was incubated with polyclonal monospecific rabbit anti-pUL31 se-
rum. A control blot was incubated with a murine anti-a-tubulin monoclonal
antibody.

mic pUL34 was observed after coexpression with pUL31-ANLS
than after coexpression with wild-type pUL31 or the other mutant
constructs.

Speckle formation could be observed after cotransfection of
pcDNA-UL34 with pcDNA-UL31-NLS;,,. This was surprising
since the corresponding protein was, like pUL31-ANLS, detected
exclusively in the cytoplasm after single expression (Fig. 2) but
found partially in the nucleus in the presence of pUL34 (Fig. 3).
However, the speckles exhibited a different morphology, irregular
in size and bulging toward the cytoplasmic side. After cotransfec-
tion of pcDNA-UL34 with pcDNA-UL31-NES;,, or pcDNA-
UL31-NLS/NES;,, speckles indistinguishable from those of wild-
type pUL31- and pUL34-transfected cells were present, indicating
that the point mutations in pUL31-NLS or pUL31-NES do not
abrogate pUL31-pUL34 interaction and vesicle formation.

Impact of mutations in pUL31-NLS and pUL31-NES on PrV
replication. To analyze the importance of the NLS and NES re-
gions in PrV pUL31 for virus replication, RK13 cell lines stably
expressing the different truncated or mutated proteins were gen-
erated. Western blot analysis of cell lysates demonstrated protein
expression at sizes expected from the mutations introduced. Ex-
pression levels were largely comparable to those of RK13-UL31,
with the exception of RK13-UL31-ANES, which appeared to ex-
press a larger amount of pUL31 (Fig. 4).

To test for complementation, the stably expressing cell lines
were infected with PrV-Ka or PrV-AUL31 at an MOI of 3. Viral
progeny titers were determined at 24 h p.i. on RK13-UL31 cells
(Fig. 5). All of the truncated mutant constructs (pUL31-ANLS,
pUL31-ANES, and pUL31-ANLS/NES) failed to complement the
defect of PrV-AUL31, which was expected, since no pUL34 inter-
action was detectable (Fig. 3). Furthermore, pUL31-ANLS, which
is found exclusively in the cytoplasm, exerted a significant domi-
nant negative effect on PrV-Ka replication and virus titers were
comparable to those of PrV-AUL31 on RK13 cells, indicating that
pUL31-ANLS impairs the formation of a functional NEC and,
consequently, nuclear egress.

Infectious progeny with only approximately 10-fold lower ti-
ters than those from RK13-UL31 cells could be found after infec-
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FIG 5 Functional complementation of PrV-AUL31 by pUL31-NLS and
pUL31-NES mutant proteins. RK13 cells expressing pUL31 mutant proteins
were infected with PrV-Ka or PrV-AUL31 at an MOI of 3, and viral progeny
was harvested 24 h after infection. Titers were determined by plaque assays on
RK13-UL31 cells. Shown are the means of three independent experiments with
standard deviations. Statistically significant differences between PrV-Ka and
PrV-AUL31 infections are indicated. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

tion of RK13-UL31-NLS;,, with PrV-AUL31. Approximately
100-fold reduced titers were detectable after infection of RK13-
UL31-NESpy cells, while titers from cells expressing pUL31-
NLS/NES, were comparable to those derived after infection of
nontransgenic RK13 cells, pointing to an additive effect of the
mutations in NLS and NES (Fig. 5).

Ultrastructural analysis. For in-depth analysis of the effect of
the pUL31-NLS and pUL31-NES mutations, transgenic cell lines
were infected with PrV-AUL31 or PrV-AUL31/US3 at an MOI of
1, fixed 14 h later, and processed for high-resolution transmission
electron microscopy. In addition, RK13-UL31-ANLS cells were
infected with PrV-Ka (Fig. 6B). On RK13 cells expressing pUL31-
ANES (Fig. 6A), pUL31-ANLS, and pUL31-ANLS/NES (not
shown), PrV-AUL31 showed the same phenotype as on nontrans-
genic RK13 cells (6). Capsids remained diffusely distributed in the
nucleus, and neither budding at the INM nor primary enveloped
virions in the perinuclear cleft nor final virus maturation stages in
the cytoplasm were observed, despite the formation of capsidless L
particles (Fig. 6A), indicating that nuclear egress does not ensue.
The same phenotype was found after infection of RK13-UL31-
ANLS with PrV-Ka (Fig. 6B), indicating that the cytoplasmic lo-
cation of pUL31-ANLS precludes the formation of a functional
NEC at the INM. All stages of herpesvirus morphogenesis, includ-
ing primary envelopment at the INM, primary enveloped virions
in the perinuclear space, secondary envelopment in the cyto-
plasm, and virions at the plasma membrane, were detectable after
infection of RK13-UL31-NLS;,, (Fig. 6C), demonstrating that
disruption of the nuclear import signal by site-specific mutagen-
esis does not block nuclear egress.

In contrast, nuclear egress was observed only rarely in RK13-
UL31-NESp,, cells infected with PrV-AUL31. However, a striking
number of nucleocapsids were found closely attached to the INM,
with only a few primary enveloped particles in the perinuclear cleft
(Fig. 6D), indicating that the sequence containing the NES is dis-
pensable for docking of nucleocapsids at the INM but required for
primary envelopment. To investigate this in more detail, RK13-
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FIG 6 Ultrastructural analysis of transgenic cell lines. RK13-UL31-ANES (A), RK13-UL31-NLSy, (C), or RK13-UL31-NES;,, (D) cells were infected with
PrV-AUL31 and RK13-UL31-ANLS cells were infected with PrV-Ka (B) at an MOI of 1 for 14 h and processed for electron microscopic analysis. Bars, 2 um in
panels A to C; 4 wm in panel D, 500 nm in the insets in panels A, B, and D and the upper inset in panel C, and 1 pm in the lower inset in panel C.

UL31-NESpy, cells were infected with PrV-AUL31/US3 (Fig. 7).
Deletion of US3 results in the accumulation of primary virions in
the perinuclear cleft, which should enhance the observation of any
effect of the mutations on these virus maturation intermediates
(32). An accumulation of primary enveloped virions was evident
after the infection of RK13-UL31 with PrV-AUL31/US3 (Fig. 7B).
In PrV-AUL31/US3-infected RK13-UL31-NES,,, cells, numer-
ous nucleocapsids were detected closely attached to the INM,
which was especially evident at invaginations of the nuclear mem-
brane (Fig. 7C and D). These data confirm that mutation of the
two leucine residues within the NES does not inhibit the docking
of nucleocapsids at the INM but interferes with efficient budding.

Localization of pUL34 and mutated pUL31 during infection.
To explain the discrepancy between the truncated and site-specif-
ically mutated pUL31 proteins, localization of the NEC compo-
nents was analyzed during infection. To this end, cell lines stably
expressing the different pUL31 mutant constructs were infected
with PrV-AUL31 under plaque assay conditions and analyzed by
confocal microscopy 2 days postinfection (p.i.) (Fig. 8A). During
infection of wild-type pUL31-expressing cells, both proteins colo-
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calize at the nuclear rim, as described earlier (6), with pUL34 only
faintly detectable in cytoplasmic structures. In contrast, after in-
fection of cells expressing the truncated molecules pUL31-ANLS
and pUL31-ANES, pUL34 was detectable with a punctate pattern
in the cytoplasm in addition to its normal nuclear-rim staining,
while the complex partner pUL31 was not recruited to the nuclear
envelope. Nuclear-rim staining was evident for pUL34, pUL31-
NLSpy, and pUL31-NESy,, indicating that these proteins inter-
act, thus confirming the data of the transient-expression studies
(Fig. 3). The most drastic difference in pUL34 distribution is evi-
dent after infection of RK13-UL31-ANLS and pUL31-NLS,,;-ex-
pressing cells, where pUL34 seems to be bound to the nuclear
membrane in the presence of pUL31-NLS;,, but is mislocalized in
cells expressing pUL31-ANLS, indicating that the N-terminal 25
aa of pUL31 are important for correct and efficient nuclear-enve-
lope targeting of pUL34.

To test whether this mislocalization of pUL34 also occurs
during wild-type PrV infection, RK13, RK13-UL31-ANLS, and
RK13-UL31-NLSpy, cells were infected with PrV-Ka under plaque
assay conditions and analyzed by confocal microscopy 2 days p.i.
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FIG 7 Ultrastructural analysis after infection with PrV-AUL31/US3. RK13 (A), RK13-UL31 (B), and RK13-UL31-NES;,, (C and D) cells were infected at an
MOI of 1, and samples for ultrastructural analysis were prepared at 14 h p.i. Bars, 2 um in panels A and C, 1 um in panel B, and 300 nm in panel D.

(Fig. 8B). As observed after infection with PrV-AUL31, in PrV-
Ka-infected RK13-UL31-ANLS cells, pUL34 was also found witha
significant cytoplasmic localization pattern, suggesting that mis-
localization of pUL34 leads to the dominant negative effect of
pUL31-ANLS.

DISCUSSION

The NEC components homologous to HSV pUL31 and pUL34 are
sufficient for membrane deformation and scission of membra-
nous vesicles not only from the INM in eukaryotic cells but also in
model membrane systems such as giant unilamellar vesicles, indi-
cating that no other viral or cellular protein is necessary for this
process (5, 35, 41). However, the spatiotemporal regulation of
NEC formation and function and how nucleocapsids are recruited
into these vesicles remain incompletely understood. Mutational

2008 jvi.asm.org

Journal of Virology

studies of pUL34 have already shed some light on the mechanism
of NEC formation and function (12, 18-23), but corresponding
data on pUL31 homologs are less comprehensive.

Many of the pUL31 homologs of herpesviruses comprise
a predicted or experimentally proven classical NLS in their
N-terminal domain, suggesting importin-mediated nuclear
translocation of the protein (6, 9, 11, 24). In the nucleus,
pUL31 encounters and interacts with INM-targeted pUL34,
forming the NEC (6, 13, 14, 17), which then drives primary
envelopment as a prerequisite for nuclear egress of herpesvirus
nucleocapsids. In order to further investigate the role of pUL31
during nuclear egress, we performed mutational analyses
and tested mutated pUL31 for localization, interaction with
pUL34, and function during nuclear egress.

Disabling of the predicted NLS in PrV pUL31 by either deletion
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FIG 8 Localization of mutated pUL31 and wild-type pUL34 during PrV infection. To investigate the interaction of mutated pUL31 with pUL34 during virus

infection, the corresponding cell lines were incubated with PrV-AUL31 (A) or PrV-Ka (B) under plaque assay conditions and fixed 2 days p.i. Localization of

pUL31 and pUL34 was analyzed by confocal laser scanning microscopy after an indirect immunofluorescence assay with monospecific rabbit anti-pUL31 (red)
and murine anti-pUL34 (green) sera. DAPI (blue) was included to visualize nuclei. Bars, 10 pm.

of the N-terminal 25 aa or site-specific mutagenesis of four argi-
nine residues within this motif resulted in exclusion from the nu-
cleus and the exclusive presence of pUL31 in the cytoplasm, which
demonstrates the significance of the nuclear import signal. Muta-
tion of only two adjacent arginine residues, R5 and R6 or R16 and
R17, did not impair the nuclear targeting or nuclear egress func-
tion (data not shown), indicating that one stretch of basic amino
acids is probably sufficient to mediate efficient nuclear import.
This is consistent with data from other pUL31 homologs, where
functional NLSs were reported to reside in the variable N terminus
(9, 11, 24). By in silico analysis, a leucine-rich NES could be un-
covered for PrV pUL31 (aa 246 to 254) within C-terminal CR4
(Fig. 1). PrV pUL31 mutant constructs simultaneously lacking
the predicted NLS and NES sequences, pUL31-ANL s and
pUL31-NLS/NES,,, were indeed found diffusely distributed
throughout the cell, indicating that nuclear exclusion is not due to
the size or overall shape of the protein but that active export is
involved. However, despite high sequence homology, at least
within the alphaherpesvirus homologs (Fig. 1C), a NES was pre-
dicted by the program NetNES only for PrV pUL31. Nevertheless,
NLS mutations in HSV-2 pUL31, MCMV M53, and HCMV
pUL53 resulted in cytoplasmic localization patterns similar to
those of PrV pUL31, indicating that these proteins are also actively
exported from the nucleus (9, 11, 24).

Although both PrV pUL31-NLS mutant constructs were de-
tected exclusively in the cytoplasm when expressed singly, the
presence of complex partner pUL34 resulted in speckle formation
at the nuclear rim with pUL31-NLS;,,, indicating that the protein
reaches the nucleus, where it encounters and is retained by inter-
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action with pUL34, resulting in reorganization of the INM with
speckle formation. However, the INM-derived speckles detected
by confocal microscopy after cotransfection of pcDNA-UL34 and
pcDNA-UL31-NLS,, exhibited a phenotype different from those
formed by coexpr
protuberances reaching into the cytoplasm. Despite the different
localization in transfected cells, pUL31-NLS,,, complemented the
defect of PrV-AUL3I to a significant extent, resulting in titers
approximately 100-fold higher than those in noncomplementing
cells, indicating that, even without a functional NLS, sufficient
pUL31 is present in the nucleus to support a certain level of nu-
clear egress.

Speckle formation from the nuclear membrane could not be
observed after coexpression of pUL34 with pUL31-ANLS, lacking
the complete N terminus up to aa 25. In contrast to the regular
smooth nuclear rim staining (34, 35), pUL34 was found predom-
inantly in the cytoplasm in a pattern reminiscent of the endoplas-
mic reticulum, indicating that pUL31-ANLS blocks pUL34 from
reaching the INM or that the complete NEC is exported via the
pUL31 NES function. It was therefore not surprising that pUL31-
ANLS did not complement the defect of PrV-AUL31. Above all,
the efficient depletion of pUL34 from the INM and relocation to
cytoplasmic membranes, not only in transfected but also in in-
fected cells (Fig. 8), most likely explain the dominant negative
effect of pUL31-ANLS on PrV-Ka replication.

The different phenotypes of pUL31-ANLS and pUL31-NLS,,
indicate that not only does the functional NLS play a role in nu-
clear egress but sequences beyond the mutated arginine residues
also participate in this process. Roller et al. (27) suggested that the

sion of the wild-type proteins, with striking
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NEC exists in two different conformations involving different
parts of the proteins, one necessary for correct targeting of the
complex and one necessary for membrane bending during pri-
mary envelopment. It might be speculated that complex forma-
tion involving the N terminus of pUL31 is required to prevent
premature pUL34 escape from the INM as a prerequisite to allow
multimerization, eventually resulting in membrane bending. For
HSV-1 pUL3l, six phosphorylation sites were identified in the
N-terminal domain (42). Analysis of the corresponding region
deleted in PrV pUL31-ANLS revealed the presence of two serine
residues (S12, S13) that are found in a context resembling the
consensus sequences for phosphorylation by pUS3 (43). We are
currently investigating whether these sites are indeed targeted by
phosphorylation and whether this modification contributes to the
different phenotypes of pUL31-ANLS and pUL31-NLS,,,,.

In contrast to the N terminus containing the NLS, the C-ter-
minal 26 aa of PrV pUL31 are required for pUL34 interaction.
Despite wild-type-like nuclear localization, pUL31-ANES is not
recruited to the INM by coexpressed pUL34. This is in line with
results of yeast two-hybrid studies where only pUL31 fragments
comprising the complete C terminus were fished with pUL34 as
bait (6). Mutation of two leucine residues within the predicted
NES impaired efficient nuclear export, indicating that the signal is
functional but might usually be masked or overcome by the NLS.
Interestingly, the NES point mutations did not abrogate pUL34
interaction and vesicle formation either in the presence of the
functional NLS (pUL31-NES,,) or in its absence (pUL31-NLS/
NESpy). However, despite complex formation, the titers of PrV-
AUL31 derived from RK13-UL31-NES;,, were approximately
100-fold lower than those of PrV-Ka and only background levels
are produced in RK13-UL31-NLS/NESy,,, pointing to an additive
effect of the two mutations.

In ultrastructural analyses, budding at the INM and presence
of primary virions are only rarely observed in RK13-UL31-NES,,,
infected with PrV-AUL31, although numerous nucleocapsids
were found closely attached to the INM, indicating that docking of
nucleocapsids at the INM takes place but budding is impaired.
Infection of RK13-UL31-NES,, with PrV-AUL31/US3 resulted
in a similar pattern, but in addition, inward bulges of both nuclear
membranes, studded by nucleocapsids, are evident. The INM at
these structures is lined with electron-dense material most likely
representing the NEC as part of the primary tegument, but bud-
ding and scission obviously do not occur.

Interestingly, nucleocapsids closely attached to the INM were
also observed after infection with PrV-AUL25 (44) or HSV-1-
AUL25 (45) lacking one component of the capsid vertex-specific
complex (CVSC). It was shown recently for HSV-1 that pUL25
interacts with pUL31, thereby selecting capsids for primary envel-
opment (30), but pUL31 binding to capsids obviously also occurs
in the absence of the protein (46), consistent with data for PrV
(47). Thus, it might be speculated that pUL31-pUL25 interaction
is important for the envelopment of mature capsids and that mu-
tation of the NES interferes with this interaction.

A charge cluster mutation in the amino terminus of HSV-1
pUL34 (D35A, E37A) also resulted in an impairment of primary
envelopment of nucleocapsids (27). The authors speculated that
docking of capsids to the NEC at the INM triggers a change in
NEC structure allowing interaction between the N terminus of
pUL34 and the C terminus of pUL31. This structural change
might be a prerequisite for multimerization of complexes, which

2010 jviasm.org
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then drives curvature around the capsids probably involving the
CVSC (27). Consistent with this model, capsid docking at the
INM was not impaired by deletion of pUL25, mutations in the N
terminus of pUL34, or mutation of the leucine residues in the C
terminus of pUL31 (this study; 27, 44). This might also explain the
discrepancies between the pUL31-pUL34 interaction domain de-
termined in vitro (48) and by in vivo mutational analyses (19, 20,
22,23, 27). Additionally, the phosphorylation status of the pUL31
N terminus may regulate the budding step (5, 42).

Nevertheless, the presence of neither capsids nor pUL25 is es-
sential for primary envelopment, since the NEC components
alone are sufficient for the formation of primary envelopes from
the INM (35, 41) or vesicle formation from artificial membrane
systems (5).

In summary, we show here that PrV pUL31 contains not only a
functional nuclear import signal but also a NES. Deletion of these
motifs abrogates NEC formation and impairs viral replication
while inactivation of the corresponding motifs still allows partial
NEC function. The N-terminal 25 aa of pUL31, including the
NLS, are required for efficient nuclear localization and proper
positioning of the NEC but not for interaction with pUL34. An
intact NLS is not required, but sequences within the N-terminal 25
aa are essential for vesicle formation, whereas the C-terminal 26 aa
are necessary for interaction with pUL34. In addition, the leucine
residues within the NES motif play a major role in the budding
process. However, it remains unclear if the NES acting as a NES
involves exportin binding or has an as-yet-unknown function in
primary envelopment at the INM during herpesvirus nuclear
egress. Since the mutated leucine residues are also part of a pre-
dicted SUMO bindingsite (Eukaryotic Linear Motif; http://elm.eu
.org/) (49), the regulation of pUL31 and/or NEC function via
corresponding protein modifications needs further investigation.
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9. Zusammenfassung der Dissertation
Zum Thema:

»<Analyse funktioneller Domanen in den
Kernfreisetzungskomplexproteinen pUL31 und pUL34

des Pseudorabies Virus”

vorgelegt von

Lars Simon Pal3vogel

Wahrend des Replikationszyklus der Herpesviren vermittelt ein heterodimerer
Proteinkomplex, welcher als nuclear egress complex (NEC) bezeichnet wird, den
Transport neu synthetisierter Nukleokapside vom Zellkern ins Zytoplasma. Obwohl
verschiedene Modelle fir diesen Transportprozess (nuclear egress), der aufgrund
der Grol3e der herpesviralen Nukleokapside nicht durch die Kernpore erfolgen kann,
aufgestellt wurden, sprechen mittlerweile viele Daten fur das Modell des
envelopment-deenvelopment pathway, welcher den Vesikel-vermittelten Transport
durch die Kernmembran beschreibt (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al.,
2013).

Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Grundlagen des viralen Kernaustritts weiter
aufzuklaren und funktionelle Domanen in den NEC-Komponenten, welche beim

Pseudorabies Virus als pUL31 und pUL34 bezeichnet werden, zu ermitteln.

Da bisher noch keine Kiristallstruktur des NEC oder einer seiner Komponenten
verfigbar ist, basieren die meisten Untersuchungen innerhalb der Herpesviren auf
Mutationsstudien. Bereits durchgefihrte Analysen konnten zeigen, dass die
Transmembrandomane des pUL34, die fiur die Verankerung des NEC an der
Kernmembran verantwortlich ist, bei HSV-1 und PrV durch heterologe Sequenzen
ausgetauscht werden kann, ohne dass dabei die Proteinfunktion wahrend des viralen
Kernaustritts inhibiert wird (Ott et al., 2011; Schuster et al., 2012). Beim PrV pUL34

kann sogar eine Substitution der 50 C-terminalen Aminosduren toleriert werden,
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wohingegen die Substitution 100 C-terminaler Aminosauren zum Funktionsverlust
des Proteins fuhrt (Schuster et al., 2012).

Zur ldentifikation madglicher funktioneller Domanen im C-Terminus des PrV pUL34
wurde das Protein in der vorliegenden Arbeit zwischen 50 und 100 C-terminalen
Aminosauren schrittweise verkirzt. Fur die Lokalisierung an der Kernmembran
wurden diese Deletionsmutanten zuséatzlich mit dem C-Terminus des Lap2f
versehen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Deletion von 85 C-terminale
Aminosauren keine Beeintrachtigung der Proteinfunktion verursachte, wohingegen
die weitere Deletion und Substitution von 90 Aminoséuren den viralen Kernaustritt
blockierte. Somit konnte ein funktionell wichtiger Bereich des Proteins auf die
Aminosauren 172 bis 176 eingegrenzt werden.

In dieser Region befindet sich die Sequenz >RQR'"®, die einem RXR-Motiv
entspricht, das als Signalsequenz fur den Transport von Membranproteinen an die
innere Kernmembran beschrieben wurde (Meyer et al.,, 2002; Meyer & Radsak,
2000). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse konnte jedoch zeigen,
dass es sich hierbei um ein Arginin basierendes ER-Lokalisierungssignal (Banfield,
2011; Michelsen et al., 2005; Parmar et al., 2014) handelt, welches die Anreicherung
von Proteinen im endoplasmatische Retikulum (ER) und der damit verbundenen
Kernmembran vermittelt. Wie bei anderen Arginin basierenden ER-
Lokalisierungssignalen (Michelsen et al., 2005) befindet sich auch bei pUL34 ein
Dileucin-Motiv in unmittelbarer Nachbarschaft. Die Alanin-Substitution dieses Motivs
ergab, dass es nicht wie erwartet fir die Lokalisierung des Proteins verantwortlich ist,
sondern eine wichtige Rolle bei der Funktion des NEC spielt. Studien im pUL34-
Homologen des MCMV konnten ebenfalls eine wichtige Funktion dieser Region
nachweisen (Bubeck et al., 2004).

Neben der konservierten C-terminalen Halfte des PrV pUL34 wurde in dieser Arbeit
auch der N-Terminus analysiert. Bereits durchgefihrte Studien beim PrV pUL34
ergaben dabei, dass die ersten 161 Aminosauren fur die Interaktion mit pUL31 und
damit flr die NEC-Bildung verantwortlich sind (Fuchs et al., 2002c; Schuster et al.,
2012). In der vorliegenden Arbeit konnte die pUL31-Interaktionsdomé&ne auf den
Bereich von Aminoséure 5 bis 161 eingegrenzt werden. Diese Region ist innerhalb
der pUL34-Homologen konserviert und konnte auch in anderen Herpesviren als
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wichtiger Bereich fur die pUL31-Interaktion identifiziert werden (Bjerke et al., 2003;
Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Zur Analyse wichtiger Aminosauren oder
Motive innerhalb der Interaktionsdomane beim PrV pUL34 wurden in der
vorliegenden Arbeit gezielt konservierte Aminosauren zu Alanin ausgetauscht und
die Auswirkungen auf die Bildung des NEC und der Funktion wahrend einer Infektion

analysiert.

Dabei konnten zwei konservierte Motive identifiziert werden, die fur die NEC-Bildung
wichtig sind. Zum Einen wurde ein Motiv bestehend aus einer Glutaminsaure (E) und
einem Tyrosin (Y) (EY-Motiv) detektiert, welches bereits in anderen pUL34-
Homologen als essentiell fur die Bildung eines funktionellen NEC beschrieben wurde
(Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Fir ein zweites Motiv
bestehend aus einem Asparagin (N), einem Threonin (T) und einem Glycin (G)
(NTG-Motiv) zeigte sich, dass N und G fur die Funktion des NEC wichtig sind.
Zusatzlich zu diesen beiden Motiven konnte ein konserviertes Asparagin an Position
103 identifiziert werden, welches zwar nicht fur die Bildung des NEC bendtigt wird,

aber fur die Funktion wahrend des Kernaustritts essentiell ist.

Fur pUL34 wurde neben seiner Funktion wahrend des Kernaustritts auch eine Rolle
bei der direkten Virusausbreitung von Zelle zu Zelle (cell-to-cell spread) postuliert
(Haugo et al., 2011; Schuster et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte bei
einigen pUL34-Mutanten ebenfalls beobachtet werden, dass sie den cell-to-cell-
spread nur unzureichend vermittelte. Die molekularen Mechanismen sind dabei
allerdings noch unklar, auch wenn fur HSV pUL34 beschrieben wurde, dass dieser

Effekt auf einer veranderten Lokalisierung von gE zu beruhen scheint.

In dieser Arbeit wurde auch die zweite Komponente des NEC, das pUL31,
untersucht. Dabei konnte die Funktion eines vorhergesagten
Kernlokalisierungssignals (nuclear localization signal, NLS) (Fuchs et al., 2002c;
Schmeiser et al.,, 2013) im N-Terminus des Proteins bestatigt werden. Aul3erdem
wurde ein Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) identifiziert, welches eine
wichtige Rolle bei der Knospung der Nukleokapside an der inneren Kernmembran

wahrend des Kernaustritts spielt.
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Hierfir wurden in dieser Studie die entsprechenden Bereiche im N- bzw. C-Terminus
von pUL31 deletiert, was die Bildung eines funktionellen NEC und somit den
Transport der Kapside aus dem Kern verhinderte. Ausgehend von vorherigen
Untersuchungen am PrV pUL31 (Fuchs et al., 2002c) kann dabei spekuliert werden,
dass der Bereich des NLS im N-Terminus neben der Lokalisierung im Zellkern
maoglicherweise auch fir eine Funktion bei der Oligomerisierung von NECs bzw.
pUL31-Molektlen wichtig ist. Der Bereich im C-Terminus, welcher das NES
beinhaltet, scheint hingegen fir die Komplexbildung mit pUL34 relevant zu sein.
AulRerdem wies die pUL31-ANLS-Mutante einen dominant-negativen Effekt bezlglich
der Freisetzung von Wildtyp-Kapsiden aus dem Kern auf. Weitere Analysen ergaben,
dass pUL34 in Anwesenheit dieser Mutante weniger in der Kernmembran, sondern

vermehrt in zytoplasmatischen Strukturen lokalisierte.

Zusammenfassend fuhrten die hier durchgeflihrten Analysen in den beiden NEC-
Komponenten pUL31 und pUL34 zu einem besseren Verstandnis der molekularen
Grundlagen des herpesviralen Kernaustritts. Da es bisher noch nicht gelungen ist
eine Kristallstruktur des NEC zu ermitteln, sind Mutagenesestudien eine wichtige
Methode funktionelle Domanen zu identifizieren. Die Aufklarung der NEC-Struktur
kann in Kombination mit den bereits durchgefuhrten Mutagenesestudien das
Verstandnis der Funktion dieses Komplexes weiter komplettieren.
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10. Summary

”Analysis of functional domains in the
nuclear egress complex proteins pUL31 and pUL34 of

Pseudorabies Virus”

submitted by

Lars Simon Pal3vogel

During herpesviral replication a heterodimeric protein complex, designated as nuclear
egress complex (NEC), mediates the transport of de novo synthesized nucleocapsids
from the nucleus to the cytoplasm. Although different models were proposed to
describe this transport, which cannot take place via the nuclear pores due to the size
of nucleocapsids, the envelopment-deenvelopment pathway is how widely accepted
describing this process as a vesicular transport through the nuclear envelope
(Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2013).

The aim of the present study was to further unravel the molecular details of
herpesviral nuclear egress and to identify possible functional domains on both NEC-
components, designated as pUL31 and pUL34 in Pseudorabies Virus (PrV), which

are essential for efficient nuclear egress.

Since no crystal structure of the NEC or any of its components has been determined
yet most functional analyses are based on mutational studies of both NEC proteins.
Previous studies demonstrated that the C-terminal transmembrane domain of HSV-1
and PrV pUL34, which anchors the NEC into the nuclear envelope, could be
substituted by foreign transmembrane domains (Ott et al., 2011; Schuster et al.,
2012). In PrV pUL34 the substitution of even 50 C-terminal amino acids with
heterologous sequences was tolerated while the substitution of 100 C-terminal amino

acids abrogated protein function (Schuster et al., 2012).

To identify possible functional domains in the C terminus of PrV pUL34 the protein

was sequentially deleted from 50 to 100 C-terminal amino acids and fused to the
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C terminus of cellular Lap2B in order to ensure localization at the inner nuclear
membrane (INM). Thereby it could be shown that deletion of 85 C-terminal amino
acids was tolerated, whereas deletion of 90 C-terminal amino acids abolished protein
function during nuclear egress. Thus a functional domain within the C terminus could

be delineated to amino acids 172-176.

In this region the sequence RQR'® resembles an RXR-motif, which was
previously described as an INM-sorting motif (Meyer et al., 2002; Meyer & Radsak,
2000). For further analysis amino acid substitution within the RQR-tripeptide was
performed, demonstrating that it displays an arginine-based ER sorting signal
(Banfield, 2011; Michelsen et al., 2005; Parmar et al., 2014), which mediates the
enrichment of the protein in the endoplasmatic reticulum (ER) and the associated

nuclear envelope.

However, as with other arginine-based ER sorting signals (Michelsen et al., 2005),
also in pUL34 a characteristic dileucine motif can be found in close vicinity of the
RQR-sequence. The functional analysis of this motif revealed that it is not, as
expected, involved in the localization of pUL34 at the nuclear membrane, but
required for NEC function during nuclear egress. This is consistent with other studies
on the pUL34 homolog of MCMV where the importance of this region for nuclear

egress could also be demonstrated (Bubeck et al., 2004).

In addition to the C terminus also the N terminus of PrV pUL34 was analyzed for
possible functional domains. Previous studies on PrV pUL34 demonstrated that the
first N-terminal 161 amino acids mediate the interaction with pUL31 (Fuchs et al.,
2002c; Schuster et al.,, 2012). This interaction domain could now further be
delineated to amino acids 5-161. This part of the protein is highly conserved among
the pUL34 homologs and comparable studies in other herpesviruses could also
demonstrate that it mediates NEC formation (Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004;
Milbradt et al., 2012). To further determine important amino acids and/or motifs within
this interaction domain in PrV pUL34 several conserved amino acids were substituted
by alanines and the resulting effects on NEC-formation and protein function were

analyzed.



Summary 135

Thereby two conserved motifs were identified, which function as an important
platform for pUL31-interaction. One of these motifs is composed of a glutamic acid
(E) and a tyrosine (Y) (EY-motif), which could be shown to be essential for the
formation of a functional NEC also in other herpesviruses (Bjerke et al., 2003;
Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). The second motif comprises a tripeptide of
asparagine (N), threonine (T) and glycine (G) (NTG-motif), where N and G are
important for NEC function. Furthermore, a conserved asparagine at position 103
was identified, which is not required for NEC-formation but essential for nuclear

egress.

It has been postulated that pUL34 is also involved in direct viral cell-to-cell spread
beside its role during nuclear egress (Haugo et al., 2011; Schuster et al., 2012). This
was also observed during the analysis of pUL34-mutants in the present study, which
strengthens the hypothesis for an additional role of pUL34 during viral replication.
However, the molecular details behind this process and the exact role of pUL34

remain obscure.

In the present work pUL31 was also analyzed in order to identify functional domains.
As other pUL31 homologs PrV pUL31 contains a predicted classical nuclear
localization signal (NLS) in the N terminus (Fuchs et al., 2002c; Schmeiser et al.,
2013). In this study the functionality of this putative transport signal was verified.
Furthermore, the present analysis identified also a leucine-rich nuclear export signal
(NES) in the conserved C terminus of pUL31, which plays an important role during

primary envelopment of nucleocapsids at the INM during nuclear egress.

Truncation of pUL31 from the C and/or N terminus inhibited formation of a functional
NEC also leading to the abrogation of nuclear egress. Considering previous work on
PrV pUL31 (Fuchs et al., 2002c) it can be speculated that the deleted N-terminal
region comprises residues involved in NEC or pUL31-oligomerization, while the
C terminus might be required for NEC formation with pUL34. However, further

experiments are needed to verify this assumption.

N-terminal truncation of pUL31 inhibited nuclear egress also in presence of wild-type
pUL31. Further analysis revealed that the localization pattern of pUL34 at the nuclear

rim was altered to a more cytoplasmic distribution in presence of this pUL31 mutant.
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In summary, the mutational analyses of possible functional domains in both NEC
components in this work helps to further understand the molecular basis of
herpesviral nuclear egress. Since no crystal structure of the NEC has been unraveled
yet, mutational analysis is an important tool to identify functional domains. In the
future these results could, in combination with a crystal structure, complete the

understanding of the function of this complex.



Anhang 137
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11.2. Eigenanteil an den zur Dissertation eingereichten

Publikationen

“Mapping of sequences in Pseudorabies Virus pUL34 required for formation

and function of the nuclear egress complex”

Lars PaRRvogel, Patricia Tribe, Franziska Schuster, Barbara G. Klupp and Thomas C.

Mettenleiter.
J. Virol. 2013, 87(8):4475-4485. DOI 10.1128/JV1.00021-13.

Die aminoterminal-verkirzten pUL34-Mutanten wurden von mir erstellt und der
Einfluss dieser Deletionen auf die Proteinlokalisierung und -funktion wéahrend einer
viralen Infektion wurde von mir analysiert. Aul3erdem wurden die pUL34-
Punktmutanten von mir generiert und ebenfalls analysiert. Dagegen wurden die
pUL34-Chimare mit Lap2B von Frau Dr. Klupp in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
Schuster und Frau Patricia Tribe erstellt. Die Analyse dieser Mutanten auf die
Funktionalitéat wahrend einer Infektion wurden von Frau Dr. Klupp und Frau Patricia
Tribe durchgefuhrt. Die Lokalisierung dieser Konstrukte sowie die Kolokalisierung
mit pUL31 wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie von mir
untersucht. Dies gilt auch fir die Mutante pUL34-RQG, deren Einfluss auf die
Proteinfunktion wahrend einer Infektion allerdings von Frau Dr. Klupp und Frau

Patricia Trube analysiert wurde.

“Identification of conserved amino acids in pUL34 which are critical for

function of the Pseudorabies Virus nuclear egress complex”

Lars PalRvogel, Una Janke, Barbara G. Klupp, Harald Granzow and Thomas C.

Mettenleiter

J. Virol. 2014, 88(11):6224-6231. DOI: 10.1128/JV1.0059-14.

Die pUL34-Punktmutanten wurden von mir generiert und auf ihre Lokalisierung,
Kolokalisierung mit pUL31 und Funktion wahrend einer viralen Infektion getestet. Bei
der Erstellung und Analyse der Mutanten pUL34-L167A und pUL34-L166/167A war
zusatzlich Frau Una Janke beteiligt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen

wurden von Herrn Dr. Granzow durchgefuhrt.
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“Functional characterization of nuclear trafficking signals in Pseudorabies
Virus pUL31”

Lars Palvogel, Barbara G. Klupp, Harald Granzow, Walter Fuchs, Thomas C.

Mettenleiter.

J. Virol. 2015, 89(4):2002-12. DOI: 10.1128/JVI1.03143-14

Die Mutante pUL31-ANLS wurde von Frau Dr. Klupp erstellt und bezuglich ihres
Einflusses auf die virale Infektion untersucht. Die dafiir verwendete transgene
Zelllinie wurde ebenfalls von Frau Dr. Klupp generiert, wohingegen die Analyse der
Lokalisierung dieser Mutante und Kolokalisierung mit pUL34 in transfizierten wie
infizierten Zellen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie von mir durchgefuhrt
wurde. Die Generierung der pUL31-Punktmutanten wurde von mir vorgenommen.
Die Erstellung der Deletionsmutanten pUL31-ANES und pUL31-ANLS/NES erfolgte
in Zusammenarbeit mit Frau Josephine Schréter. Die Analyse dieser sowie der
Punktmutanten wurde von mir durchgeftihrt. AuRerdem wurde die in silico-Analyse
mittels der Computer Software NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009) und NetNES
1.1 Server (la Cour et al., 2004) von mir unternommen. Die Ultrastrukturanalysen

wurden von Herrn Dr. Granzow durchgeflhrt.

Prof. Dr. Dr. h. c. Thomas C. Mettenleiter

Lars Simon PalRvogel
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