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1. Einleitung  

1.1. Die Ordnung der Herpesvirales  

Alle Herpesviren besitzen eine charakteristische Morphologie des Viruspartikels und 

werden in der Ordnung Herpesvirales zusammengefasst. Dabei können sie sowohl 

Vertebraten als auch Invertebraten infizieren. Mittlerweile wurden weltweit mehr als 

200 verschiedene Herpesvirusspezies beschrieben. Ein weiteres Charakteristikum 

dieser Viren ist ihre Fähigkeit, 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, Vögel oder 

Säugetiere 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 fünf 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)), Iltovirus (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 Drüsen sowie in lymphoretikulären 

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 können. 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 können (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 für 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 

abhängig. Die Sterblichkeitsrate infizierter Ferkel kann dabei bis zu 100 % betragen, 

wohingegen eine Infektion bei adulten Tieren meist inapparent verläuft. Die 

Erkrankung trächtiger Sauen kann außerdem zu Aborten, Totgeburten oder 

mumifizierten Föten führen (Mettenleiter, 2008; Pensaert & Kluge, 1989; Pomeranz 

et al., 2005). In anderen Tierarten wie Hunden, Katzen oder Nagetieren verläuft die 

Infektion mit PrV auch bei adulten Tieren sehr schnell und tödlich, 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 führte zur Bezeichnung „Pseudowut“ bzw. 

„Pseudorabies“. Höhere Primaten, einschließlich des Menschen, können nicht 

infiziert werden. Auch Einhufer wie Pferde und Ziegen sind weitestgehend resistent. 

Heutzutage gelten die Hausschweinebestände 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 Apathogenität für den Menschen, das breite Wirtsspektrum und der schnelle 

Replikationszyklus machen PrV zu einem geeigneten Modellsystem für 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, 

doppelsträngigen DNA, im core, welches wiederum von einem ikosaedrischen 

Kapsid umgeben ist. Eine amorphe Proteinmatrix, das sogenannte Tegument, bildet 

die Verbindung des Kapsids zur äußeren Membranhülle, in der die viralen 

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

 

Abb. 1. Morphologie eines Herpesviruspartikels. Der strukturelle Aufbau der Herpesviren ist am 

Beispiel des Pseudorabies Virus in elektronenmikroskopischen Aufnahmen im Negativkontrast (links) 

und im Ultradünnschnitt (rechts) gezeigt. Zusätzlich ist eine schematische Übersicht (Mitte) eingefügt. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. habil. Harald Granzow und die Grafik von 

Mandy Jörn, 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 Molekülen zusammengesetzt sind (Homa et al., 2013; 

Newcomb et al., 1993). Zusätzlich befindet sich in einem Kapsidvertex ein 

Kanalkomplex, der aus zwölf 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). Außerdem sind mit den Hexonen jeweils 

sechs Moleküle des kleinen Kapsidproteins pUL35 assoziiert (Booy et al., 1994; 

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

Zwischen Kapsid und äußerer Lipidhülle befindet sich das Tegument, das neben 

zahlreichen viralen auch einige zelluläre Proteine enthält (Bechtel et al., 2005; Bortz 

et al., 2003; Dry et al., 2008; Johannsen et al., 2004; Kattenhorn et al., 2004; Loret et 
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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 

äußere, 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 

enthält zusätzlich 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 für die virale Replikation konnte allerdings noch nicht geklärt 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 Virushülle stammt aus Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN), welche die 

tegumentierten Kapside am Ende der viralen Replikation umschließen (Granzow et 

al., 1997; Mettenleiter et al., 2009; Turcotte et al., 2005; van Genderen et al., 1994; 

Whealy et al., 1991). In dieser Lipidhülle sind die viralen, meist glykosylierten 

Oberflächenproteine eingelagert (Mettenleiter et al., 2009; Pomeranz et al., 2005; 

Reske et al., 2007). 

Die Genomgröße 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 für 70 verschiedene Proteine kodieren (Klupp et al., 2004; 

McGeoch et al., 2006).  
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Charakteristisch für 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 (UL) 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 für PrV wurden der Nomenklatur des HSV-1 

angepasst und richten sich im Wesentlichen nach der Lage („UL“ oder „US“) im 

Genom. Die jeweiligen Genprodukte werden zusätzlich mit einem vorangestellten „p“ 

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

 

Abb. 2. Schematische Darstellung des PrV-Genoms. Das Genom des PrV zeichnet sich durch eine 

lange (unique long, UL) 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 

für 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 

anschließenden Fusion der Virushülle mit der Plasmamembran (Eisenberg et al., 

2012; Heldwein & Krummenacher, 2008).  

Mit Hilfe des Glykoproteins gC erfolgt das Andocken der Virionen zunächst durch 

Bindung an Heparansulfat-tragende Proteoglykane, die sich auf der Oberfläche 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 für die Infektion, erhöht jedoch wesentlich 

deren Effizienz (Herold et al., 1991; Karger et al., 1995). Die meisten 

Alphaherpesviren besitzen zusätzlich das essentielle Glykoprotein gD in ihrer 

Virushülle, das spezifisch mit zellulären 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 für den 

Viruseintritt benutzen kann. Für 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 Oberflächenproteine für die 

spezifische Bindung nutzen kann, da auch Zellen, denen Nektine fehlen, infizierbar 

sind (Nixdorf et al., 1999). Außerdem kann der humane Poliovirus-Rezeptor als 

Bindestelle des PrV gD fungieren (Connolly et al., 2001; Geraghty et al., 1998; 

Heldwein & Krummenacher, 2008). Für HSV konnte gezeigt werden, dass die 

Rezeptorbindung eine Konformationsänderung im gD auslöst, was den folgenden 

Fusionsvorgang zwischen Virushülle und Zelloberfläche induziert (Atanasiu et al., 

2010; Avitabile et al., 2007; Cocchi et al., 2004; Eisenberg et al., 2012; Heldwein & 

Krummenacher, 2008).  

Für die Membranfusion wird die sogenannte core-fusion machinery benötigt, 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 Vesikulären Stomatitis Virus und dem Baculovirus gp64 in die Klasse III 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 

zellulären Rezeptoren interagieren kann und folglich auch in der Virusadsorption 

involviert ist, erfüllt es seine Hauptaufgabe während 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 können (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 Konformationsänderung im gB bewirkt, die schließlich zur 

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

Die Glykoproteine gH und gL bilden einen heterodimeren Komplex (gH/gL-Komplex), 

der keinem anderen bisher bekannten Fusionsprotein ähnelt (Backovic et al., 2010; 

Chowdary et al., 2010; Matsuura et al., 2010). Die Funktionsweise dieses 

Proteinkomplexes konnte bislang noch nicht vollständig aufgeklärt 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 erfüllt 

(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 können (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 für den Fusionsprozess wurde jedoch noch nicht geklärt 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 löst sich der 

äußere 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).  

Für diesen Transport spielt das große 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 für das Erreichen der Kernpore wichtig sind (Abaitua et al., 2012; 

Abaitua & O'Hare, 2008; Möhl et al., 2009). Das Tegumentprotein pUL37 unterstützt 

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 primäre Kontakt der 

Kapside mit der Kernpore über 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 vollständig geklärt, jedoch konnte für 

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 für die DNA-Replikation und Genexpression zur Verfügung (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 frühe (immediate early, IE), frühe (early, E) und 

späte (late, L) Gene eingeteilt werden. Die E-Gene werden dabei zusätzlich 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 unterstützt das Tegumentprotein 

pUL48 (α-transinducing factor, α-TIF; VP16; ICP25; Vmv65) als Transkriptionsfaktor 

die Expression der sehr frühen 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 erfüllen andere regulatorische Funktionen. HSV-1 

besitzt fünf verschiedene IE-Gene (icp0, icp4, icp22, icp27 und icp47), wohingegen 

PrV über lediglich ein IE-Gen verfügt, das als ie180 bezeichnet wird und homolog 

zum HSV icp4 ist (Feldman et al., 1982; Ihara et al., 1983). Das IE180-Protein gilt bei 

PrV als Hauptregulator der Transkription der E-Gene (Ihara et al., 1983; Tombacz et 

al., 2012). Außerdem reguliert IE180 seine eigene Genexpression, indem es die 
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Aktivität seines spezifischen Protomors inhibiert (Tombacz et al., 2009; Vlcek et al., 

1990). 

Bei HSV-1 zählt 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 für HSV-1 ICP22 gezeigt werden, dass es 

einen Einfluss auf die Aktivität bzw. Expression von zellulären Faktoren nimmt, um 

seine regulatorische Funktion auszuüben (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 für Faktoren, welche für die DNA-Replikation 

(Helikase, Primase, DNA-Polymerase) oder für den Metabolismus von Nukleinsäuren 

(Thymidinkinase, dUTPase, Ribonukleotidreduktase) benötigt werden. Die Produkte 

anderer E-Gene fungieren allerdings auch als Transkriptionsregulatoren, wie z.B. das 

early protein 0 (EP0) oder pUL54 (Cheung, 1991; Huang & Wu, 2004; Taharaguchi 

et al., 1994; Tombacz et al., 2009; Watanabe et al., 1998). EP0 bewirkt neben seiner 

Funktion als Aktivator weiterer früher und später Gene auch die Hemmung des 

IE180, wodurch die Synthese der sehr frühen Gene gedrosselt wird (Boldogkoi et al., 

2000; Tombacz et al., 2012; Watanabe et al., 1998). Im Gegensatz zu EP0 

unterstützt pUL54 die Funktion der zellulären RNA-Polymerase II, welche für die 

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

Die späten Gene kodieren hauptsächlich für 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 abhängig sind (Honess & 

Roizman, 1974; Tombacz et al., 2009). 

Die DNA-Replikation erfolgt zunächst in einem Theta-Modus, der anschließend in 

einen rolling-circle Mechanismus übergeht, wodurch lange head-to-tail Konkatemere 
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des viralen Genoms entstehen (Ben-Porat, 1981; Muylaert et al., 2011; Weller & 

Coen, 2012). Dafür werden die sieben konservierten Proteine pUL9, pUL29, pUL30, 

pUL42, pUL5, pUL8 und pUL52 benötigt. pUL9 (origin-binding protein) bindet dabei 

an einen der drei Replikationsursprünge (origin of replication, ori) und pUL29 fungiert 

als Bindeprotein für einzelsträngige 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 Rekombinationsvorgänge eine Rolle spielen (Weller & Sawitzke, 

2014). Es wird ebenso spekuliert, dass hier ebenfalls zelluläre Faktoren involviert 

sind. Dabei wurde für HSV-1 postuliert, dass die zelluläre DNA-Polymerase  

α-Primase, die DNA-Ligase I und die Topoisomerase II bestimmte Funktionen in der 

viralen Replikation übernehmen können (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 Ribonukleaseaktivität 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 

unterstützt es wahrscheinlich das Umschalten der Expression von einer Genklasse 

zur nächsten (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 über Adsorption an der Wirtszelle (1) und einer 

anschließenden Fusion der Virushülle mit der Plasmamembran (2). Nach Ablösen des äußeren 

Teguments (3) werden die Kapside entlang der Mikrotubuli (MT) zur Kernpore (NP) transportiert (4). 

Anschließend 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 primär umhüllter Virionen im periplasmatischen Raum (10). Die primäre 

Virushülle fusioniert mit der äußeren 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 sekundären Umhüllung (12) werden die reifen Virionen in den 

Transportvesikeln an die Plasmamembran transportiert (13) und durch Fusion der Vesikelmembran 

mit der Plasmamembran in den extrazellulären 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, wofür die viralen Proteine pUL19, pUL18, pUL38 sowie die Protease pUL26 

und das Gerüstprotein 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 

zusammenhält (Baines & Duffy, 2006). Das kleine Kapsidprotein pUL35 wird bei 

Beta- und Gammaherpesviren ebenfalls für die Kapsidmorphogenese benötigt 

(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 Gerüstprotein pUL26.5 in den 

Zellkern transferiert, wo es anschließend als erste Bindungsstation für 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 für die Bildung des Prokapsids (Brown & Newcomb, 2011; 

Newcomb et al., 2003). 

Für die weiteren Schritte der Kapsidmorphogenese wird das Prokapsid durch die 

eingebaute Protease pUL26 weiter prozessiert. Dabei wird das Gerüstprotein 

pUL26.5 gespalten, welches sich daraufhin vom Kapsid ablöst. Parallel wird die virale 

DNA durch das Portal in das Kapsid inseriert. Beide Vorgänge führen schließlich zur 

Konformationsänderung des sphärischen Prokapsids zu einer ikosaedrischen 

Kapsidstruktur (Cardone et al., 2012a).  

Für die DNA-Spaltung und -Verpackung wird ein viraler Terminasekomplex benötigt, 

der sich aus pUL15, pUL28 und pUL33 (Beard et al., 2002; Heming et al., 2014) 
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zusammensetzt und zusätzlich pUL17 und pUL32 enthält (Fuchs et al., 2009; Klupp 

et al., 2005b; Lamberti & Weller, 1998; Taus et al., 1998).  

Für HSV-1 pUL28 konnte gezeigt werden, dass es spezifisch an DNA-Sequenzen 

binden kann, die wichtig für 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 für die DNA-

Spaltung und -Verpackung sind (Przech et al., 2003; Yu & Weller, 1998). Da solche 

Motive häufig in Proteinen zu finden sind, die eine Rolle im ATP-Metabolismus 

spielen, wird vermutet, dass pUL15 als eine Art Motor für diesen Prozess fungiert 

(Draper & Rao, 2007; Heming et al., 2014). Es konnte außerdem gezeigt werden, 

dass ein carboxyterminales Fragment dieses Proteins eine Nukleaseaktivität besitzt 

und über Aminosäuren verfügt, die eine Affinität 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 über 

einen Metallionen-vermittelten Katalysemechanismus erfolgt, was der Funktion der 

RNase H ähnelt. Studien bezüglich des pUL33 weisen darauf hin, dass dieses 

Protein für den korrekten Zusammenbau des Terminasekomplexes benötigt wird 

bzw. dessen Enzymaktivität steuern könnte (Yang & Baines, 2006; Yang et al., 

2008).  

Im Gegensatz dazu sind die Funktionen von pUL32 und pUL17 noch weitestgehend 

ungeklärt. Es wird vermutet, dass pUL32 als Chaperon wirkt und die 

Disulfidbindungen zwischen einzelnen Kapsidproteinen reguliert. Es könnte damit 

eine wesentliche Rolle bei der Kapsidmorphogenese spielen (Albright et al., 2015). 

Für pUL17 wird dagegen vermutet, dass es für die Lokalisierung der Kapside bzw. 

Kapsidproteine am Ort der Spaltung der viralen DNA sorgt (Taus et al., 1998).  

Eine mögliche Rolle von pUL25 beim Einbau der viralen DNA ist noch umstritten. Es 

wurde bei HSV-1 postuliert, dass pUL25 für die stabile DNA-Verpackung benötigt 

wird, wohingegen bei PrV gezeigt werden konnte, dass es eher eine Rolle während 

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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Während einer herpesviralen Infektion entstehen neben den kompletten Kapsiden 

(C-Kapside) auch A- und B-Kapside. B-Kapside enthalten die Gerüststruktur, welche 

normalerweise während der Kapsidreifung verloren geht. Dagegen weisen A-Kapside 

weder DNA noch eine Gerüststruktur 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 zunächst 

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 schließlich zur Umbenennung in die Kapsidvertexspezifische 

Komponente (capsid vertex specific component-CVSC) führte (Toropova et al., 

2011). 

Prinzipiell ähnelt der Zusammenbau der herpesviralen Kapside stark der 

Kapsidmorphogenese der Bakteriophagen. Daher wird vermutet, dass beide einen 

gemeinsamen Vorläufer besitzen (Baker et al., 2005; Hendrix, 2005; McGeoch et al., 

2006; Mesyanzhinov, 2004). 

Nach der Kapsidmorphogenese müssen die neu synthetisierten Nukleokapside für 

den weiteren Reifungsprozess zur inneren Kernmembran gelangen. Es wurde 

zunächst vermutet, dass dafür ein aktiver Transport mit Hilfe nukleärer 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 über Diffusion im Nukleoplasma bewegen (Bosse et al., 2014). Es 

wird außerdem vermutet, dass Herpesviren in der Lage sind, Einstülpungen der 

Kernmembran zu nutzen, die auch als nukleoplasmatisches Retikulum bezeichnet 

werden (Malhas et al., 2011). Diese könnten als Knospungsstellen für Kapside 

dienen, die sich im zentralen Bereich des Zellkerns befinden, was somit die Effizienz 

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

Aufgrund ihrer Größe können Herpesviruskapside den Zellkern nicht durch die 

Kernporen verlassen, da diese nur Partikel mit einem maximalen Durchmesser von 

ca. 40 nm transportieren können (Panté & Kann, 2002). Für 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 über den 

periplasmatischen Raum in das Endoplasmatische Retikulum (ER) gelangen und 

über 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). Unterstützt wurde diese These zusätzlich durch 

die Detektion viraler Glykoproteine sowohl in der inneren Kernmembran als auch in 

der Hülle 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 für 

elektronenmikroskopische Untersuchungen basierten, aber bislang in keinen 

anderen Systemen reproduziert wurden. Sowohl klassische ultrastrukturelle als auch 

biochemische Analysen zeigten hingegen, dass eine Strukturänderung der Kernpore 

für den viralen Kernaustritt nicht benötigt 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 für 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 primäre Hülle erhalten und so in den Kernspalt gelangen 

(envelopment). Diese primäre Hülle fusioniert anschließend mit der äußeren 

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. 

 

Abb. 4. Herpesviraler Kernaustritt (nuclear egress). Diese Abbildung zeigt eine schematische 

Darstellung des viralen Kernaustritts mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen. (1) Während 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 schließlich 

zur Bildung des nuclear egress complex (NEC) führt. Dieser Komplex rekrutiert sowohl virale als auch 

zelluläre Kinasen, welche die Kernlamina lokal auflösen. Dadurch wird der Zugang der de novo 

synthetisierten Nukleokapside an die innere Kernmembran ermöglicht, wo eine Interaktion der 

Kapside mit dem NEC erfolgt. (2) Die Membrankrümmung um die Kapside wird wahrscheinlich durch 

Oligomerisierung mehrerer NEC oder pUL31-Moleküle verursacht. (3) Die Membranspannung wird 

vermutlich soweit erhöht, dass sich Kapsid-enthaltene Vesikel, die auch als primär umhüllte Virionen 

bezeichnet werden, von der inneren Kernmembran abschnüren. Diese primär umhüllten Virionen 

liegen nun im perinukleären Spalt (perinuclear space, PNS) vor. (4) Im nächsten Schritt  fusioniert die 

primäre Hülle mit der äußeren Kernmembran (outer nuclear membrane, ONM), was schließlich zur 

Freisetzung der Kapside ins Zytoplasma führt. 
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1.3.6.  Virusreifung und Freisetzung 

Nach dem Kernaustritt erfolgt die Tegumentierung der Kapside im Zytoplasma. In der 

Nähe des Zellkerns lagern sich dabei zunächst 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; Sandbaumhüter et al., 2013; 

Scrima et al., 2015).  

Diese beiden inneren Tegumentproteine werden vor allem für den Transport der 

Kapside vom Zellkern entlang der zellulären Mikrotubuli zu Vesikeln des TGN 

benötigt (Desai, 2000; Fuchs et al., 2004; Kelly et al., 2014; Luxton et al., 2006; 

Pasdeloup et al., 2010; Sandbaumhüter et al., 2013; Scrima et al., 2015). Dort 

angelangt erfolgt nach Komplettierung des Teguments schließlich die finale 

Umhüllung 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 Domänen 

der Glykoproteine gE und gM interagieren kann, welche in den Vesikeln des TGN 

lokalisieren (Fuchs et al., 2002b; Maringer et al., 2012). Außerdem wurde ein 

Komplex zwischen pUL49, gE, gI, gM und ICP0 postuliert, der für die finale 

Virusreifung benötigt wird (Maringer et al., 2012). Das Glykoprotein gM scheint dabei 

für die Anreicherung viraler Hüllproteine 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). 

Für das HSV-1 pUL48 konnte zusätzlich 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 könnte. 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 Umhüllung 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 Zelloberfläche transferiert, wo sie durch 

Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran in den extrazellulären 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 könnten (Johnson & Baines, 

2011; Mettenleiter, 2004; Mettenleiter et al., 2009). Für HSV-1 wurde außerdem eine 

Funktion des zellulären Proteins Myosin-Va beim Transport der Virionen an die 

Zelloberfläche postuliert (Roberts & Baines, 2010). Da sich Herpesviren auch von 

einer Zelle zur benachbarten Zelle ausbreiten (cell-to-cell spread, siehe 1.3.7), 

können die reifen Virionen innerhalb der Vesikel des TGN auch zu den Zell-Zell-

Verbindungen transportiert werden (Johnson & Baines, 2011). 

Viele behüllte Viren verwenden die zelluläre ESCRT (endosomal sorting complex 

required for transport)-Maschinerie für ihre finale Umhüllung und den Austritt aus der 

Wirtszelle (Bieniasz, 2006; von Schwedler et al., 2003). Diese Möglichkeit wird bei 

den Herpesviren kontrovers diskutiert, da zumindest eine Inaktivierung des Proteins 

Vps4 und des Vps4/Chmp3-Komplexes, welche beide für den ESCRT-Weg essentiell 

sind, eine Beeinträchtigung 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 über siRNA-knockdown Versuche in HCMV 

nicht bestätigt werden (Fraile-Ramos et al., 2007).  
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1.3.7.  Ausbreitung von Zelle zu Zelle 

Herpesviren können ihre Wirtszelle nicht nur von außen auf der Zelloberfläche 

infizieren, sondern sich auch direkt von einer Zelle zur benachbarten Zelle ausbreiten 

(cell-to-cell spread). Es wird vermutet, dass dies eine mögliche Strategie darstellt 

extrazelluläre Immuneffektoren, wie z.B. neutralisierende Antikörper, 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 vollständig 

aufgeklärt 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 für die Infektion von 

außen benötigt werden, essentiell für 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 

zusätzlich 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 dafür 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 über diesen Weg (Davison & Scott, 1986; Tan et al., 

2001). 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass bei HSV-1 der gE/gI-Komplex wichtig für 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 überall auf 

der Zelloberfläche infizierter Zellen, jedoch wird er bei HSV-1 vermehrt an Zell-Zell-

Verbindungen detektiert, wo er mit β-Catenin kolokalisiert (Dingwell & Johnson, 

1998; Farnsworth & Johnson, 2006; McMillan & Johnson, 2001; Wisner et al., 2000). 

Daher wurde vermutet, dass der Komplex eventuell für den Transport der Virionen zu 

den Zell-Zell-Kontakten an der Plasmamembran verantwortlich sein könnte 

(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). 

Zusätzlich ist der Komplex aus pUL11, pUL16 und pUL21 bei HSV-1 am Transport 

des gE/gI-Komplexes an Zell-Zell-Verbindungen involviert (Han et al., 2011; Han et 

al., 2012; Yeh et al., 2011). Außerdem 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 führte nur zu leicht reduzierten Titern, wobei allerdings auch ein 

deutlicherer Effekt auf die Plaquegrößen 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 bestätigt 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) 

Für den Kernaustritt herpesviraler Nukleokapside wird ein Proteinkomplex benötigt, 

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 

(Lötzerich 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-II-

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 für 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; Lötzerich 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; Lötzerich et al., 2006; Schmeiser et al., 2013; Zhu et al., 1999) (siehe Abb. 5). 

In einigen Homologen konnte die Funktionalität dieses Signals experimentell 

bestätigt werden (Lötzerich et al., 2006; Schmeiser et al., 2013). Es wird daher 

vermutet, dass die pUL31-Homologen durch die zelluläre Kernimport-Maschinerie 

(Görlich & Kutay, 1999; Pemberton & Paschal, 2005) in den Zellkern gelangen 

(Lötzerich 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 Domäne im N-Terminus 

eingeteilt (Lötzerich et al., 2006; Schnee et al., 2006) (siehe Abb. 5). Die pUL34-

Interaktionsdomäne wurde mittels eines Proteinkomplementierungsversuchs der 

pUL31-Homologen verschiedener Herpesviren in der CR1 lokalisiert (Schnee et al., 

2006). Beim MCMV pM53 wurde diese Domäne weiterhin auf den 

Aminosäurenbereich 115-137 eingegrenzt (Lötzerich et al., 2006). Für das pUL31-

Homolog des HCMV (pUL53) wurde für diese Region eine α-helikale Struktur 

vorhergesagt, die durch hydrophobe aber auch elektrostatische Wechselwirkungen 

für die Assoziation der beiden NEC-Komponenten verantwortlich sein könnte (Sam et 

al., 2009). Allerdings wurden zumindest in HSV-1 und in MCMV auch Bereiche 

außerhalb der CR1 identifiziert, die ebenfalls für 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 Interaktionsdomäne für die NEC-Bildung  

und -Funktion verantwortlich ist.  

Im Gegensatz zur CR1 ist relativ wenig über 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). Zusätzlich 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 schließen lässt, dass pUL31 neben seiner Funktion während 

des Kernaustritts auch eine Rolle bei der Kapsidmorphogenese bzw. DNA-

Verpackung spielen könnte. Bei PrV zeigte eine UL31-Deletionsmutante allerdings 

weder Defekte in der Spaltung oder Verpackung der DNA noch in der 

Kapsidsynthese (Fuchs et al., 2002c).  

Für einige pUL31-Homologe wurde gezeigt, dass sie phosphoryliert werden. Im PrV 

pUL31 wurden dabei mögliche Phosphorylierungsstellen für die Casein Kinase II, die 

Protein Kinase C (PKC) und die zyklische AMP-abhängige Proteinkinase 

vorhergesagt (Fuchs et al., 2002c). Dagegen konnte im HSV-1 pUL31 gezeigt 

werden, dass einige N-terminale Aminosäuren durch die virale Kinase pUS3 

phosphoryliert werden (Mou et al., 2009). Außerdem konnten in HSV-1 und -2 

mögliche 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). 

 
  



 

 
  

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 (Lötzerich 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 Aminosäure an. Außerdem 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 verstärken 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 

Transmembrandomäne als auch relativ große 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). Außerdem 

hatten Substitutionen dieses Proteinbereichs mit Transmembrandomänen zellulärer 

Proteine (Emerin, Lamin-assoziiertes Polypeptid (Lap) 2β 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 Transmembrandomäne 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 für 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 Interaktionsdomäne im zentralen Bereich des Proteins 

(Aminosäuren 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 durchgeführt, um zu untersuchen welche Regionen für 

die Bildung und Funktion des NEC verantwortlich sind. Dabei wurden im HSV-1 

pUL34 basische Aminosäuren in Clustern zu Alanin ausgetauscht (Bjerke et al., 

2003) und bei dem MCMV M53 eine Transposon-Mutagenese durchgeführt (Bubeck 
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et al., 2004). Im nahe verwandten HCMV wurden gezielt konservierte Aminosäuren 

im N-Terminus des jeweiligen Proteins durch Punktmutationen verändert (Milbradt et 

al., 2012). Obwohl sich die Auswirkungen der Mutationen teilweise unterschieden, 

konnte bei allen ein konserviertes Motiv (EY-Motiv), bestehend aus Glutaminsäure 

(E) und Tyrosin (Y) nachgewiesen werden, das für 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 geklärt worden wie pUL34 in den 

Zellkern gelangt. Für die Lokalisierung integraler Membranproteine wurden 

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

Integrale Membranproteine werden dabei zunächst posttranslational oder 

kotranslational in das ER inseriert. Von dort aus können sie durch aktive 

Signalsequenzen wie Kernimportsignale (NLS) oder spezifische Signalsequenzen für 

die innere Kernmembran (inner nuclear membrane (INM) sorting motifs) durch die 

Kernpore in den Zellkern transportiert werden. Außerdem können 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 MCMV vorhergesagt. Bei PrV pUL34 und anderen Homologen konnte hingegen 

ein solches Signal nicht detektiert werden (Schmeiser et al., 2013). Beim HCMV 

pUL50 wurde gezeigt, dass das Protein über Diffusion in den Zellkern gelangt und 

dort an der inneren Kernmembran möglicherweise durch Interaktion mit pUL31 fixiert 

wird (Schmeiser et al., 2013).  

Im zentralen Bereich des PrV pUL34 (Aminosäure 173-175) befindet sich das 

Tripeptid RQR (siehe Abb.6), das RXR-Sequenzen ähnelt, 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 könnte daher 

auch beim PrV pUL34 für die Lokalisierung an der inneren Kernmembran 

verantwortlich sein (Schuster et al., 2012).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6. Die pUL34-Komponente des nuclear egress complex (NEC). Im oberen Teil der Abbildung ist eine schematische 

Darstellung des PrV pUL34 gezeigt. Die für die Interaktion mit pUL31 benötigte Region im Aminoterminus (Fuchs et al., 

2002c) ist in blau markiert, wohingegen die Transmembrandomäne (TM) und der C-terminale Abschnitt, der durch 

heterologe Sequenzen ausgetauscht werden kann (Schuster et al., 2012), grün angezeigt ist. Das RQR-Tripeptid, welches 

sich zwischen diesen Bereichen befindet, ist ebenfalls angefügt. 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 Aminosäure an. Der für die pUL31-Interaktion benötigte 

aminoterminale Bereich ist blau und die austauschbare Region im C-Terminus in grün markiert. Die Transmembrandomänen 

(TM) wurden durch den TMHMM server v.2.0 (Krogh et al., 2001) vorhergesagt und sind ebenfalls grün gekennzeichnet. 
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1.4.2.  NEC-assoziierte Komponenten und weitere Faktoren des 

 viralen Kernaustritts 

Damit Nukleokapside während des Kernaustritts auch die innere Kernmembran 

erreichen können, rekrutiert der NEC sowohl zelluläre als auch virale Proteinkinasen, 

welche das Netzwerk aus Kernlaminen, Chromatin und membrangebundenen 

Proteinen an der inneren Kernmembran partiell auflösen (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 Ähnlichkeiten zu 

Zellzyklus-abhängigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, Cdk) wie Cdk1 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 aufzulösen (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 zelluläres 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 führt die Phosphorylierung von Lamin A/C durch pUL97 zur Exposition 

der Pin1 (Peptidyl-prolyl cis/trans-isomerase)-Bindedomäne (Milbradt et al., 2010). 

Dabei wird vermutet, dass die Assoziation mit Pin1 eine Konformationsänderung in 

den Laminen verursacht, was zur Auflösung der Kernlamina beiträgt. 

Alphaherpesviren besitzen neben der konservierten Kinase zusätzlich 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). Außerdem 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 während des Kernaustritts neben viralen auch zelluläre 

Kinasen. Dabei wurde für HSV-1 gezeigt, dass sowohl der NEC als auch pUS3  

die Proteinkinase C (PKC)-α und PKC-δ, die normalerweise an der 

Kernmembranauflösung während 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-δ sowohl Lamine als auch Emerin an mehreren 

Stellen (Cross et al., 2000; Leach et al., 2007), wohingegen die anti-apoptotische 

PKC-α kontrolliert, dass die induzierte Laminauflösung nur partiell stattfindet, um 

somit die Integrität der gesamten Kernmembran sicherzustellen (Cross et al., 2000; 

Martelli et al., 2002; Park & Baines, 2006). Allerdings wird vermutet, dass auch 

andere zelluläre Proteinkinasen eine Rolle in diesem Prozess spielen könnten 

(Leach & Roller, 2010). Es wurden auch direkte Interaktionen des NEC mit Laminen 

detektiert, die ebenfalls für die partielle Auflösung des Lamin-Netzwerks an der 

inneren Kernmembran verantwortlich sein können (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-α, aber keine neuen PKCs wie PKC-δ 

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 gestört (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 während einer Infektion auch die Lokalisierung der inneren 

Kernmembranproteinen LBR und LAP2 beeinträchtigt waren, was wiederum zu einer 

deutlichen Reduktion von Laminen führte (Scott & O'Hare, 2001; Simpson-Holley et 

al., 2004). Die Störungen der Lokalisierung dieser Proteine, welche bedeutende 

Faktoren für die Integrität der Kernmembran sind, könnte daher ein wichtiges 

Element in der Destabilisierung der inneren Kernmembran darstellen. 

Aktuelle Untersuchungen zeigten, dass neben dem konservierten NEC sowie viraler 

und zellulärer Kinasen auch weitere Faktoren im Kernaustritt beteiligt sein könnten. 
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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).  

Zusätzlich wurde kürzlich das Protein ICP22 bei HSV-1 als weiterer Faktor für den 

Kernaustritt detektiert (Maruzuru et al., 2014). Koimmunpräzipitationsstudien 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.  Primäre Umhüllung (envelopment) 

Die partielle Auflösung der Kernlamina ermöglicht den Nukleokapsiden das Erreichen 

der inneren Kernmembran, an der sie durch Knospung ihre primäre Hülle erhalten 

(Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 2013) (siehe Abb. 4). Da ein zweiter 

Umhüllungsprozess später in der finalen Virusreifung stattfindet, wird dieser erste 

Schritt des Kernaustritts auch als primäre Umhüllung und die Kapsid-enthaltenen 

Vesikel folglich als primär umhüllte Virionen bezeichnet. Die molekularen Details 

dieses ersten Schritts des Kernaustritts sind allerdings noch weitgehend ungeklärt.  

Für 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). Außerdem wurde 

bei HSV-1 und VZV eine Interaktion zwischen dem pUL31-Homolog und dem 

Kapsid-assoziierten pUL33 identifiziert, was ebenfalls für die Bindung von pUL31 an 

die Kapside wichtig sein könnte (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 Affinität zu Kapsiden zu besitzen, 

was auf einen möglichen Kontrollmechanismus über den Phosphorylierungsstatus 

dieses Proteins während des Kernaustritts hindeutet. 

Studien bei HSV-1 führten zur Hypothese, dass das Andocken eines Nukleokapsids 

an den NEC eine Konformationsänderung dieses Komplexes induziert, welche die 

Oligomerisierung der NECs oder weiterer pUL31-Moleküle verursacht. Die 

Oligomerisierung führt schließlich zur Krümmung der Membran um das gebundene 

Kapsid, was somit die Abschnürung primär umhüllter Virionen verursacht (Roller et 

al., 2010). Allerdings ist die Anwesenheit eines Kapsids nicht notwendig, um Vesikel 

von der inneren Kernmembran abzuschnüren. Die Koexpression beider NEC-

Komponenten bei PrV und KSHV führte auch ohne die Präsenz anderer viraler 

Faktoren zur Vesikelabschnürung von der inneren Kernmembran (Desai et al., 2012; 

Klupp et al., 2007). In einem zellfreien System konnte kürzlich sogar gezeigt werden, 

dass der NEC auch ohne jegliche zelluläre oder virale Faktoren die Spannung einer 

artifiziellen Membran soweit erhöhen kann, dass sich Vesikel daraus abschnüren 

(Bigalke et al., 2014). Hierbei wurde beobachtet, dass der NEC in einer hexagonalen 

Struktur an der gebundenen Membran oligomerisiert und somit die 

Vesikelabschnürung bewirkt. Es wurde dabei vermutet, dass basische Aminosäuren 

innerhalb des pUL34 durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der Membran für 

die Erhöhung der Membranspannung verantwortlich sein könnten. In diesen 

Experimenten wurde allerdings ein pUL34 verwendet, das keinen Membrananker 

besaß. Andere in vitro Studien weisen darauf hin, dass pUL31 der entscheidende 

Faktor für die Membrankrümmung 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 abzuschnüren.  

Die Ergebnisse dieser in vitro Untersuchungen schließen jedoch eine mögliche Rolle 

zellulärer Faktoren während der primären Umhüllung nicht aus. Versuche bei EBV 

weisen darauf hin, dass Herpesviren den ESCRT-Komplex für den Kernaustritt 

nutzen können 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 zellulären 

Komplex für das envelopment nutzen. 

Ein weiterer möglicher zellulärer Faktor, der für die primäre Umhüllung wichtig sein 

könnte, ist der LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton)-Komplex. Dieser 

Komplex wird durch Proteine gebildet, welche SUN (Sad1p/UNC-84) und KASH 

(Klarsicht, ANC-1, syne homology)-Domänen besitzen, die im Kernspalt interagieren. 

Dabei sorgt dieser Proteinkomplex dafür, dass der Abstand zwischen innerer und 

äußerer Kernmembran bei ca. 50 nm konstant bleibt (Burke, 2012; Crisp et al., 2006; 

Fridolfsson & Starr, 2010; Östlund et al., 2009; Razafsky & Hodzic, 2014; Starr, 

2011). Bei der Knospung der Kapside an der inneren Kernmembran überschreiten 

die daraus entstehenden primär umhüllten Virionen diesen ungefähr um das 

Dreifache (Rose & Schlieker, 2012). Daher kann vermutet werden, dass Herpesviren 

den LINC-Komplex modulieren können, um die primäre Umhüllung der 

Nukleokapside zu bewirken. Unterstützt wird diese Hypothese auch dadurch, dass 

während einer HCMV-Infektion die Anzahl von SUN2 reduziert und der Abstand 

zwischen innerer und äußerer Kernmembran vergrößert wird (Buchkovich et al., 

2010). 

1.4.4.  Fusion mit der äußeren Kernmembran (deenvelopment) 

Durch die Knospung an der inneren Kernmembran liegen die Nukleokapside nun in 

Transportvesikeln im perinukleären Spalt vor (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter 

et al., 2009; Mettenleiter et al., 2013). 

Die Zusammensetzung der primär umhüllten Virionen wurde bisher noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass zumindest die 

Proteinkinase pUS3 sowie der NEC neben dem Kapsid und dem CVSC in primären 

Virionen des PrV und HSV-1 vorhanden sind (Granzow et al., 2004; Reynolds et al., 

2002).  

Für HSV-1 wurden zusätzlich pUL47, pUL48, pUL49 und pUL11 in primär umhüllten 

Virionen nachgewiesen (Baines et al., 1995; Liu et al., 2014; Naldinho-Souto et al., 

2006; Padula et al., 2009), was bei PrV allerdings nicht bestätigt 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 außerdem das vhs Protein pUL41 ein Bestandteil der primär 

umhüllten Virionen zu sein (Read & Patterson, 2007). Es wird ebenfalls kontrovers 

diskutiert, ob sich das große 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 zusätzlich ICP0 und ICP4 als Bestandteile primär umhüllter Virionen 

identifizieren, was aber in anderen Systemen noch nicht bestätigt 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 primär umhüllten 

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 bestätigt werden konnte (Miranda-

Saksena et al., 2002).  

Über den Fusionsmechanismus der primären Virushülle mit der äußeren 

Kernmembran (deenvelopment) ist bisher nur wenig bekannt. Für HSV-1 wurde 

postuliert, dass die Glykoproteine gB und gH/gL, die während 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 führte zur Akkumulierung von 

primär umhüllten 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 primär umhüllter Virionen im perinukleären Spalt führt (Klupp et 

al., 2001; Reynolds et al., 2002; Schumacher et al., 2005). Bei HSV-1 wurde 

postuliert, dass die Phosphorylierung von pUL31 durch pUS3 dafür sorgt, dass die 

Bindungsaffinität von pUL31 zum Kapsid sinkt und somit die Auflösung der  
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NEC-Kapsid-Verbindung innerhalb des primären Virions bedingt, was 

möglicherweise die Freisetzung der Kapside ins Zytoplasma erleichtert (Mou et al., 

2009). Allerdings ist pUS3 nicht essentiell für den Kernaustritt (Klupp et al., 2001; 

Reynolds et al., 2002; Ryckman & Roller, 2004). 

Das membrangebundene pUL34 ist zwar ebenfalls Bestandteil der primären 

Virionen, jedoch ist eine Funktion während des deenvelopment-Prozesses relativ 

unwahrscheinlich, da der C-Terminus des Proteins, der aus dem primär umhüllten 

Virion in den Kernspalt herausragt, mit ein oder zwei Aminosäuren sehr kurz ist 

(Klupp et al., 2000; Schuster et al., 2012). Diese Vermutung wird besonders dadurch 

bestärkt, dass der C-Terminus von pUL34 inklusive der Transmembrandomäne 

durch hydrophobe Bereiche zellulärer 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 zelluläre Faktoren für das 

deenvelopment eine wichtige Rolle. Untersuchungen bei PrV konnten 

Fusionsvorgänge von Vesikeln mit der äußeren Kernmembran zeigen, die sich durch 

die Koexpression von PrV pUL31 und pUL34 von der inneren Kernmembran 

abgeschnürt 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 zelluläre Faktoren 

gesteuert werden könnte. 

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 Überexpression dieser 

ATPase führte dabei zur Bildung von Vesikeln im Zytoplasma und im perinukleären 

Spalt, welche primär umhüllten Virionen ähnelten. Es wird vermutet, dass die Fusion 

primär umhüllter Virionen mit der äußeren Kernmembran durch die TorsinA-

Überexpression verhindert wird, was schließlich zur Akkumulierung primär umhüllter 

Virionen im Kernspalt und ER führt. 
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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 für 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 infektiösen Partikeln reifen (Fuchs et al., 2002c; 

Klupp et al., 2000).  

Diese geringe Infektiosität der PrV pUL31- bzw. pUL34-Deletionsmutante konnte 

durch mehrfache Passagen auf RK13-Zellen dennoch zu Wildtyp-ähnlichen  

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 während der 

Mitose oder Apoptose beobachtet werden (Buendia et al., 2001). Dies ließ die 

Vermutung zu, dass die PrV Revertanten möglicherweise zelluläre 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 U0126 drastisch reduzierte Virustiter der beiden passagierten 

Revertanten verursachten (Grimm et al., 2012). Roscovitin ist ein Inhibitor von Cdk1, 

Cdk2 und Cdk5 sowie der extrazellulären 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 zellulärer Prozesse 

während 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 für die Phosphorylierung von ERK1/2 

sowie als Apoptose-Inhibitor identifiziert wurde (Liu et al., 2012), mutiert vor (Grimm 

et al., 2012). Eine mögliche Rolle dieses Tegumentproteins im NEBD konnte 

allerdings nicht bestätigt werden (Schulz et al., 2014).  
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Bei HSV-1 wurde das Phänomen der Kernauflösung 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.  Zelluläre 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 großer zellulärer RNP-Komplexe beobachtet 

werden kann (Hatch & Hetzer, 2014; Speese et al., 2012).  

Sowohl im herpesviralen Kernaustritt als auch im Kernexport großer RNP-Komplexe 

wird die zelluläre Proteinkinase PKC verwendet, um das Netzwerk aus Laminen an 

der inneren Kernmembran aufzulösen (Johnson & Baines, 2011; Mettenleiter et al., 

2013; Speese et al., 2012). Unklar ist dabei dennoch wie genau die Rekrutierung der 

PKC während des Transports der RNP-Komplexe erfolgt und durch welche weiteren 

zellulären Faktoren dieser Mechanismus gesteuert wird.  

Es konnte gezeigt werden, dass TorsinA auch im zellulären 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 

auflösen kann, um den LINC-Komplex zu destabilisieren (Sosa et al., 2012), der 

ebenfalls einen möglichen Faktor bei der Bildung von Vesikeln im perinukleären Spalt 

oder der Fusion dieser Vesikel mit der äußeren Kernmembran darstellt (Rose & 

Schlieker, 2012; Speese et al., 2012).  

Neben dem Kernexport großer RNP-Komplexe wurde der envelopment-

deenvelopment-Weg auch für einen anderen zellulären Kernexport-Mechanismus 

vermutet. Dabei wurde postuliert, dass auch Proteinaggregate aus dem Zellkern über 

diesen Mechanismus ins Zytoplasma gelangen könnten, 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 zellulärer Proteine der 

inneren Kernmembran ersetzt wurde (Schuster et al., 2012). Dabei konnte gezeigt 

werden, dass der Austausch 50 C-terminaler Aminosäuren des pUL34 einschließlich 

der Transmembranregion durch entsprechende Bereiche von Lap2ß keinen Einfluss 

auf die Proteinfunktion hatte. Dagegen führte die Substitution von 100 C-terminalen 

Aminosäuren zu einem Funktionsverlust des Proteins. Um die funktionell wichtige 

Proteinregion weiter einzugrenzen, sollten in der vorliegenden Arbeit zusätzliche 

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 Hälfte des pUL34 

innerhalb der Herpesviren konserviert (Haugo et al., 2011; Milbradt et al., 2012) 

(siehe Abb. 6). Hier liegt auch die Domäne, die für die Interaktion mit pUL31 

verantwortlich ist (Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Für das PrV pUL34 

konnte in yeast two-hybrid-Analysen gezeigt werden, dass die N-terminalen 162 

Aminosäuren ausreichen, um pUL31 zu binden (Fuchs et al., 2002c). In dieser Arbeit 

sollte die pUL31-Interaktionsdomäne weiter eingegrenzt werden. Hierfür wurde der 

N-Terminus von pUL34 schrittweise verkürzt und die entsprechenden Mutanten auf 

pUL31-Bindung und Proteinfunktion getestet. Außerdem sollte auch die Bedeutung 

konservierter Aminosäuren in diesem Bereich analysiert werden.  

Zusätzlich sollte überprüft werden ob die Sequenz RQR an Position 173-175 in PrV 

pUL34 als Lokalisierungssignal für die innere Kernmembran fungiert, wie es bereits 

für RXR-Motive im HSV-1 und HCMV gB postuliert wurde (Meyer et al., 2002; Meyer 

& Radsak, 2000).  
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Für 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 Funktionalität dieses Motivs sollte das Signal durch 

Deletion sowie durch zielgerichtete Punktmutagenese inaktiviert und die Folgen 

bezüglich Proteinlokalisierung, Interaktion mit pUL34 sowie auf Funktion während 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 schließlich dazu beitragen, die molekularen 

Grundlagen des viralen Kernaustritts weiter aufzuklären. 
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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” 

„Identifizierung von Aminosäuresequenzen des Pseudorabies  

Virus pUL34, die für die Bildung und Funktion des 

Kernfreisetzungskomplexes benötigt werden“ 

Zur Untersuchung potentiell funktioneller Bereiche im C-Terminus des PrV pUL34 

wurde die Mutagenesestudie aus Schuster et al., 2012  in dieser Arbeit weitergeführt 

und der C-terminale Bereich des pUL34 zwischen 50 und 100 C-terminalen 

Aminosäuren schrittweise in bestimmten Abständen verkürzt. Für die Lokalisierung 

an der Kernmembran wurden diese Deletionsmutanten wie auch in Schuster et al., 

2012  zusätzlich mit dem C-Terminus des Lap2β versehen.  

Die Analyse dieser Chimären ergab, dass eine Deletion von pUL34 bis zu 85  

C-terminalen Aminosäuren weder Einfluss auf die NEC-Bildung noch auf den 

Kernaustritt hatte. Eine Verkürzung des C-Terminus um 90 Aminosäuren (pUL34-

LapCT90) verhinderte jedoch die Freisetzung von Kapsiden aus dem Zellkern, 

obwohl die Bildung des NEC noch stattfand. Dies zeigt, dass ein erstaunlich großer 

Bereich im C-Terminus, der ca. ein Drittel des gesamten Proteins darstellt, durch 

heterologe Sequenzen ersetzt werden kann, ohne dass es zur Beeinträchtigung im 

Kernaustritt kommt. Außerdem weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass der Bereich 

zwischen Aminosäure 172-176 wichtig für die Funktion des Proteins ist.  

In diesem Bereich befindet sich die Aminosäuresequenz RQR (172MRQRS176), 

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 für 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 dafür 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). Ungeklärt bleibt 

allerdings, wie der Transport anschließend vom ER an die innere Kernmembran 

gesteuert wird. 

Die Mutation des RQR zu RQG führte zu keiner signifikanten Beeinträchtigung des 

Kernaustritts. Daher kann das Tripeptid somit nicht für den Defekt der pUL34-

LapCT90-Mutante verantwortlich sein. In dem Bereich zwischen den 85 und 90  

C-terminalen Aminosäuren kann beim Wildtyp pUL34 durch in silico Analysen das 

Serin an Position 176 als mögliche Phosphorylierungsstelle für zelluläre 

Proteinkinasen vorhergesagt werden (ELM; (Dinkel et al., 2012)). 

Phosphorylierungen von Proteinen dienen häufig als post-translationale 

Modifizierungsmöglichkeit, 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 möglicher 

zellulärer 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 möglich, dass das Serin an Position 176 eine wichtige Rolle für die 

Proteinfunktion des pUL34 einnehmen kann. Ungeklärt ist allerdings, ob und durch 

welche Kinasen die Phosphorylierung an dieser Stelle tatsächlich erfolgt und ob die 

mögliche Phosphorylierung Auswirkungen auf die Funktion des pUL34 hat. Es kann 

außerdem nicht ausgeschlossen werden, dass die Region zwischen Aminosäure 

172-176 eine strukturelle Funktion übernimmt, 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 gewährleistet werden kann.  

Bereits durchgeführte Studien konnten zeigen, dass für die Interaktion mit pUL31 die 

ersten 161 Aminosäuren des PrV pUL34 ausreichen (Fuchs et al., 2002c; Schuster et 

al., 2012). Zur weiteren Eingrenzung der pUL31-Interaktionsdomäne wurden in der 

vorliegenden Studie Deletionen im Aminoterminus des PrV pUL34 durchgeführt und 

die daraus resultierenden Mutanten charakterisiert.  

Es konnte dabei gezeigt werden, dass die Deletion neun oder mehr aminoterminaler 

Aminosäuren die Freisetzung von Kapsiden aus dem Kern blockierte, wohingegen 

die Deletion von vier Aminosäuren (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 vesikuläre Strukturen (speckles) zu induzieren, was zeigte, 

dass diese Mutante noch fähig ist, mit pUL31 zu interagieren und Vesikel von der 

inneren Kernmembran abzuschnüren (Klupp et al., 2007). Somit konnte gezeigt 

werden, dass die ersten vier Aminosäuren für die Bildung eines funktionellen NEC 

nicht benötigt werden. Folglich wurde die pUL31-Interaktionsdomäne 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 für 

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 

für die Vesikelbildung ausreichend ist (Liang & Baines, 2005). Weitere 

Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch beim HSV-1 pUL34 zusätzlich 

Bereiche im N-Terminus für die NEC-Bildung wichtig sind (Bjerke et al., 2003; Haugo 

et al., 2011). 

In dieser Arbeit wurde die nun eingegrenzte pUL31-Interaktionsdomäne im PrV 

pUL34 noch intensiver untersucht, um potentiell wichtige Aminosäuren oder Motive 

für die NEC-Bildung bzw. -Funktion in diesem Bereich zu identifizieren. Dafür wurden 

zunächst 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 möglichen Effekte auf Lokalisierung, NEC-Bildung 

und -Funktion während einer viralen Infektion untersucht.  

Cysteine sind prinzipiell in der Lage, Disulfidbrücken zu bilden und spielen somit 

häufig eine wichtige Rolle in der Proteinfaltung (Bulleid & Ellgaard, 2011; Sela & 

Lifson, 1959). Die durchgeführten Substitutionen der ausgewählten Cysteine führten 

jedoch weder zu Veränderungen der Lokalisierung der jeweiligen pUL34-Mutanten 

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

Neben den Cysteinen wurde in dieser Studie auch ein konserviertes Motiv innerhalb 

der pUL31-Interaktionsdomäne untersucht, welches aus einer Glutaminsäure (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 Aminosäuren 

zu Alanin verhinderte beim PrV pUL34 die Bildung eines funktionellen NEC. Da in 

dieser Arbeit nur das komplette EY-Motiv und nicht beide Aminosäuren einzeln 

ausgetauscht wurden, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass auch nur 

eine dieser Aminosäuren für die Proteinfunktion essentiell ist. Analysen von pUL34-

Homologen in HSV-1, HCMV und MCMV ergaben allerdings, dass beide 

Aminosäuren 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 bekräftigt die Hypothese, dass pUL34 neben seiner Funktion 

während des Kernaustritts eine zusätzliche Rolle in der viralen Replikation spielen 

könnte. 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 bestätigt werden.  

Zusammenfassend wurden in dieser Studie funktionelle Domänen des PrV pUL34 

identifiziert. Im C-Terminus des Proteins wurde der funktionelle Bereich aus Schuster 

et al., 2012 weiter auf die Aminosäuren 172-176 eingegrenzt. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass ca. ein Drittel des Proteins durch heterologe Sequenzen austauschbar 

ist, ohne dass die Proteinfunktion während 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 

zunächst als Signalsequenz für 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. Zukünftige Studien müssen allerdings noch zeigen, wie 

genau die anschließende Rekrutierung an die innere Kernmembran vermittelt wird 

und welche spezifische Funktion der eingegrenzte Bereich zwischen Aminosäure 

172-176 übernimmt. Im N-Terminus konnte die pUL31-Interaktionsdomäne weiter auf 

den Proteinabschnitt zwischen Aminosäure 5 und 161 eingegrenzt werden. Es 

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass drei konservierte Cysteine innerhalb dieser 

Domäne 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 Aminosäuresubstitutionen bestätigt werden, dass ein 

konserviertes EY-Motiv, das bereits in anderen pUL34 Homologen als essentiell für 

den nuclear egress identifiziert wurde, auch beim PrV pUL34 eine wichtige Rolle 

beim viralen Kernaustritt spielt.  
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3.2. “Identification of conserved amino acids in pUL34 which are 

critical for function of the Pseudorabies Virus nuclear egress 

complex” 

„Identifizierung von konservierten Aminosäuren in pUL34, die 

für die Funktion des Kernfreisetzungskomplexes beim 

Pseudorabies Virus kritisch sind“ 

In dieser Arbeit wurde die in der vorherigen Studie durchgeführte Analyse 

konservierter Aminosäuren in PrV pUL34 (Paßvogel et al., 2013) weitergeführt, um 

zusätzliche Bereiche zu identifizieren, welche für die Proteinfunktion wichtig sind. 

Dabei lag der Fokus auf elf Aminosäuren innerhalb der pUL31-Interaktionsdomäne, 

die in den pUL34-Homologen konserviert vorliegen. Mittels zielgerichteter 

Punktmutagenese wurden diese Aminosäuren einzeln zu Alanin ausgetauscht und 

die Effekte auf die NEC-Bildung und -Funktion untersucht. 

Dabei konnten zwei Asparagine identifiziert werden, welche essentiell für die Bildung 

eines funktionellen NEC sind. Die Substitution des Asparagins an Position 103 

(pUL34-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 

höchstwahrscheinlich abgeschnürte Membranvesikel im Kernspalt darstellen (Klupp 

et al., 2007; Paßvogel et al., 2013; Schuster et al., 2012). Dieses Asparagin scheint 

also für die Interaktion und Bildung primärer Virushüllen nicht benötigt 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; Paßvogel 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 während 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 

Aminosäuren 75 und 77 (75NTG77) eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit pUL31 

zu spielen. Zusammen mit dem ebenfalls hochkonservierten und essentiellen EY-

Motiv an Position 53 und 54 (Paßvogel et al., 2013) scheint die NTG-Sequenz daher 

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

Obwohl die anderen untersuchten Aminosäuren ebenfalls innerhalb verschiedener 

pUL34-Homologen konserviert vorliegen, hatten Substitutionen zu Alanin keine 

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

Bei einem Vergleich dieser Mutagenestudie mit anderen bisher durchgeführten 

Untersuchungen wird deutlich, dass die Relevanz der konservierten Aminosäuren in 

den verschiedenen Homologen stark variieren kann. So konnte gezeigt werden, dass 

die äquivalenten Aminosäuren 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 können (Milbradt et al., 2012). Das 

Leucin an Position 116 wird ebenfalls nicht für die NEC-Funktion bei PrV und bei 

HCMV benötigt (Milbradt et al., 2012). Eine Insertion von Aminosäuren in dieser 

Region über Transposon-vermittelte Mutagenese beim MCMV M50 führte jedoch zu 

einem Defekt in der Proteinfunktion (Bubeck et al., 2004). Allerdings muss 

berücksichtigt werden, dass die Insertion von fünf Aminosäuren vermutlich einen 

größeren Einfluss auf die Proteinstruktur ausüben kann als der Austausch einer 

einzelnen Aminosäure. 

In dieser Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, dass beim PrV pUL34 Arginin an 

Position 144 (R144) durch Alanin austauschbar ist, ohne dass die Proteinfunktion 

beeinflusst wird. Ähnliche Ergebnisse wurden auch für pUL50 beschrieben (Milbradt 

et al., 2012). In der Mutagenesestudie des HSV-1 pUL34 führte die Substitution des 

äquivalenten Arginins durch Alanin jedoch zu drastischen Defekten in der viralen 

Replikation (Bjerke et al., 2003). In dieser Analyse wurde allerdings zusätzlich auch 

ein benachbartes Arginin zu Alanin ausgetauscht.  
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In der vorangegangenen Arbeit (Paßvogel et al., 2013) wurde im zentralen Bereich 

des PrV pUL34 ein ER-Lokalisierungssignal (173RQR175) 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 Nähe der RQR-Sequenz sowohl eine vorhergesagte 

Phosphorylierungsstelle als auch ein Dileucin-Motiv, wie es charakteristisch für 

Arginin basierende ER-Lokalisierungssignale ist (Michelsen et al., 2005; Paßvogel 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 (Paßvogel et al., 2013). 

Allerdings führte 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 möglich, dass dieses Motiv für die Kapsidrekrutierung oder die 

Interaktion mit anderen bisher unbekannten Faktoren während des Kernaustritts 

benötigt 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 für 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 tatsächlich alleine vom Leucin an Position 166 abhängt, da 

nur die Doppelmutante generiert und analysiert wurde. Außerdem bleibt zu 

untersuchen, welche Funktion dieses Motiv während des Kernaustritts übernimmt. 

Die Insertion von Aminosäuren in dem äquivalenten Bereich des M50 führte 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 übernimmt. 

Wie auch in anderen Mutagenesestudien (Haugo et al., 2011; Paßvogel 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 Aminosäuren innerhalb der pUL31-Interaktionsdomäne des PrV 

pUL34. Dabei konnte neben dem essentiellen EY-Motiv (Paßvogel et al., 2013) ein 

konserviertes NTG-Motiv identifiziert werden, welches ebenfalls eine wichtige Rolle in 

der Bildung eines funktionellen NEC übernimmt. Außerdem konnte gezeigt werden, 

dass das Asparagin an Position 103 essentiell für 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 könnte. Die Analyse dieses 

Motivs ergab allerdings, dass es nicht für die Lokalisierung benötigt wird, sondern 

eine essentielle Funktion während des Kernaustritts übernimmt.  



Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Ergebnisse 48 

 

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  (Lötzerich et al., 2006). Wie auch in  

anderen pUL31-Homologen wurde für 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 erklärt. Zur Analyse 

der Funktionalität dieses vorhergesagten NLS wurden in dieser Arbeit die ersten 25 

Aminosäuren des N-Terminus, inklusive des vorhergesagten NLS, deletiert und die 

resultierende Mutante (pUL31-ΔNLS) auf ihre Lokalisierung getestet. Das NLS wurde 

zusätzlich durch gezielte Aminosäuresubstitutionen von vier Argininen zu Alanin 

ausgeschaltet (pUL31-NLSPM), um auszuschließen, dass der Phänotyp daraus 

resultiert, dass die Deletion einen Einfluss auf die Proteinstruktur nimmt. Diese 

Arginine sind dabei wichtig für 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 ausschließlich im 

Zytoplasma detektiert. Diese Mutanten waren also nicht mehr im Zellkern 

nachweisbar, was die Funktionalität des vorhergesagten NLS bestätigte. Allerdings 

können kleine Moleküle 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 müssten. 

Beide Konstrukte lokalisierten allerdings ausschließlich im Zytoplasma. Daher lag die 

Vermutung nahe, dass diese Mutanten durch ein mögliches Kernexportsignal 

(nuclear export signal, NES) aktiv aus dem Zellkern transportiert werden könnten. 

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 zelluläre Exportin Crm1 (chromosome region 

maintenance 1, Exportin1 oder Xpo1) erkannt werden und somit den Kernexport 

vermitteln (Hutten & Kehlenbach, 2007). 

Zur weiteren Analyse der Funktionalität dieses putativen NES wurden pUL31-

Mutanten generiert, in denen das Signal sowohl durch Deletion (pUL31-∆NES) als 

auch durch gezielte Aminosäuresubstitutionen ausgeschaltet werden sollte. Dabei 

wurden zwei Leucine, die essentiell für die Erkennung durch Crm1 sind (la Cour et 

al., 2004), zu Alaninen ausgetauscht (pUL31-NESPM). Zusätzlich wurden Mutanten 

erstellt, in denen beide Kerntransportsignale durch Deletionen bzw. Alanin-

Substitutionen ausgeschaltet wurden. Bei diesen Doppelmutanten (pUL31-

ΔNLS/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 können. Dies konnte 

auch in transfizierten Zellen bestätigt werden. Die pUL31 NES-Mutanten lokalisierten 

dagegen ausschließlich im Zellkern. 

Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass pUL31 nicht nur über ein 

Kernimportsignal, sondern auch über ein aktives Kernexportsignal verfügt. Mittels 

Computer-Vorhersage kann in vielen bisher analysierten pUL31-Homologen ein NLS 

identifiziert werden (Fuchs et al., 2002c; Lötzerich 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 bestätigt (Lötzerich et al., 

2006; Schmeiser et al., 2013). Ein NES wurde allerdings bislang für 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 Aminosäuren in anderen Homologen konserviert sind  

(siehe Abb. 5). Allerdings führte die Deletion des NLS beim pUL31-Homologen M53 

des MCMV ebenfalls zu einer ausschließlichen zytoplasmatischen Lokalisierung 

(Lötzerich et al., 2006). Es besteht daher die Möglichkeit, dass auch andere pUL31-

Homologe funktionelle NES besitzen, die aber nicht dem Algorithmus der Computer-

Software entsprechen. 
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Die pUL34-Interaktionsdomäne 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 Aminosäuresubstitutionen 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-∆NLS und pUL31-∆NES in Anwesenheit 

von pUL34 nicht an die innere Kernmembran rekrutiert wurden und auch keine 

charakteristischen Vesikelstrukturen (speckles) (Klupp et al., 2007) sichtbar wurden. 

Bereits durchgeführte yeast two-hybrid-Versuche zeigten allerdings, dass pUL31 mit 

aminoterminalen Deletionen bis zu  Aminosäure 42 noch mit pUL34 interagieren, 

wohingegen Verkürzungen des C-Terminus zum Verlust der Interaktion mit pUL34 

führten (Fuchs et al., 2002c). Daher kann spekuliert werden, dass auch pUL31-ΔNLS 

noch mit pUL34 interagieren könnte. Dagegen kann das Fehlen von speckles bei den  

C-terminal verkürzten Proteinen (pUL31-ΔNES und pUL31-ΔNLS/NES) darauf 

zurückzuführen sein, dass die Bindung mit pUL34 nicht mehr stattfinden kann. Zur 

Klärung müssten allerdings noch weitere Analysen durchgeführt werden. 

Die Deletionsmutanten konnten keinen effizienten Kernaustritt vermitteln. Bei der 

Analyse Wildtyp-infizierter Zellen wurde allerdings ein dominant negativer Effekt der 

pUL31-ΔNLS-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 könnte eine Erklärung für den dominant negativen Effekt 

bieten. In weiteren Versuchen muss allerdings geklärt 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 über 

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-ΔNLS 

einen Bereich geben muss, der diesen Effekt verhindert. Eine Computer-Analyse 

ergab, dass in dieser Region die Serine an Position 12 und 13 als mögliche 

Phosphorylierungsstellen für die virale Kinase pUS3 oder zelluläre Kinasen dienen 

könnten  (ELM; (Dinkel et al., 2012; Leader et al., 1991)). Beim HSV-1 pUL31 wurden 
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im N-Terminus bereits sechs Phosphorylierungsstellen für die virale Kinase pUS3 

identifiziert (Mou et al., 2009). Daher kann spekuliert werden, ob die 

Phosphorylierung dieser Serine für die Funktion des PrV pUL31 wichtig ist. Es ist 

allerdings auch nicht auszuschließen, dass der dominant negative Effekt der Mutante 

pUL31-ΔNLS auf einer strukturellen Änderung des Moleküls beruht. 

Die pUL31-Konstrukte, in denen NLS und/oder NES durch Aminosäuresubstitutionen 

ausgeschaltet wurden, waren im Gegensatz zu den Deletionsmutanten noch in der 

Lage, speckles in Gegenwart von pUL34 zu bilden. Es konnte außerdem 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 

führte, obwohl diese Mutante alleine ausschließlich im Zytoplasma lokalisierte.  

Die Analyse der Funktionalität der Punktmutanten während einer Infektion ergab, 

dass die virale Replikation bei der NLS-Punktmutante nur leicht reduziert war, 

wohingegen die Substitutionen im NES zu einem drastischeren Defekt führten. 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 

ausschließlich Nukleokapside im Zellkern und keine weiteren Stadien der 

Virusreifung beobachtet werden. Außerdem fiel auf, dass sich die Nukleokapside 

zwar an der inneren Kernmembran befanden, es aber nicht zur Umhüllung dieser 

Kapside kam. Dies lässt die Vermutung zu, dass das NES eine wichtige Rolle bei der 

Knospung der Kapside an der inneren Kernmembran spielt.  

Der gleiche Phänotyp 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 möglicherweise die primäre Umhüllung 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 primären Umhüllung 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 Konformationsänderung 

verursacht, was wiederum zur Oligomerisierung weiterer NECs bzw. pUL31-Moleküle 

führt und somit die Membrankrümmung um das Kapsid vermittelt. Daher kann 

angenommen werden, dass das NES in dieser Konformationsänderung des NEC 

involviert ist. Ob das Andocken der Kapside dabei für die Oligomerisierung 

verantwortlich ist, bleibt fraglich, da die Oligomerisierung und Membrankrümmung 

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 während des Kernaustritts beeinflusst. Eine Computer-Analyse sagt für 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 (Müller et al., 2004; 

Seeler & Dejean, 2003). Außerdem kann die SUMO-Bindung von Proteinen auch die 

Interaktionen mit weiteren Faktoren beeinflussen (Mahajan et al., 1997; Matunis et 

al., 1998). Zur Klärung der Funktion der SUMO-Modifikation beim Kernaustritt 

müssten noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden. 

Zusammenfassend konnte diese Studie die Funktionalität eines vorhergesagten NLS 

im N-Terminus des PrV pUL31 bestätigen. Im C-Terminus des Proteins wurde 

dagegen erstmalig ein funktionelles NES identifiziert. Die Deletionen beider 

Transportsignale führte zum Funktionsverlust des Proteins. Zusätzlich zeigte die 

Deletion der NLS-Region einen dominant negativen Effekt während einer Wildtyp-

Infektion. Die Inaktivierung des NLS durch Aminosäuresubstitutionen wies dagegen 

nur einen geringen Effekt auf die Freisetzung der Kapside aus dem Kern auf. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass das Leucin-reiche NES in einer Region liegt, 

die eine wichtige Funktion während der primären Umhüllung spielt. Die molekularen 

Details hierfür müssen in weiteren Studien untersucht werden.  
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4. Abkürzungsverzeichnis  

Abb. Abbildung 

AMP Adenosinmonophosphat 

α-TIF α-transinducing factor 

ATP Adenosintriphosphat 

BoHV Bovines Herpesvirus 

bp Basenpaar 

bzw.  beziehungsweise 

ca. circa 

Ca2+ Kalzium 

CCSC C-capsid specific component 

Cdk cyclin-dependent kinase 

Chmp charged multivesicular body protein 

CR conserved region 

Crm chromosome region maintenance 

C-Terminus Carboxyterminus 

CVSC capsid vertex specific component 

D Asparaginsäure 

DNA desoxyribonucleic acid  

E early 

E Glutaminsäure 

EBV Epstein-Barr Virus 

E/L early-late 

ELM eukaryotic linear motif 

EP0 early protein 0 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERK extracellular signal-regulated kinase  

ESCRT endosomal sorting complex required for transport 

et al. et alii 

G Glycin 

G Golgi-Apparat 

GHV Gallides Herpesvirus 
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HCMV Humanes Zytomegalievirus 

HHV Humanes Herpesvirus  

Hsp Hitzeschockprotein 

HSV Herpes Simplex Virus 

HVEM herpes virus entry mediator 

ICP infected cell protein 

IE immediate early 

INM inner nuclear membrane 

IR internal repeat 

K Lysin 

KASH Klarsicht, ANC-1, syne homology 

kb Kilobasenpaare 

kDa Kilodalton 

L late 

L Leucin 

LAP lamina-associated polypeptide  

LBR Lamin-B-Rezeptor 

LINC linker of nucleoskeleton and cytoskeleton  

M Mitochondrium 

MAPK mitogen activated protein kinase 

MDV Marek’s Disease Virus 

MCMV Murines Zytomegalievirus 

MEK MAPK/ERK Kinase  

mRNA messenger RNA 

MT Mikrotubuli 

N Asparagin 

N Nukleus 

NEBD nuclear envelope breakdown 

NEC nuclear egress complex 

NES nuclear export signal 

NLS nuclear localization signal 

NM nuclear membrane 

nm Nanometer 
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NP nuclear pore 

NPC nuclear pore complex 

N-Terminus Aminoterminus 

ORF open reading frame 

ori origin of replication 

PKC Proteinkinase C 

Pin Peptidyl-prolyl cis/trans-Isomerase 

PM Plasmamembran 

PNS perinuclear space 

PrV Pseudorabies Virus 

Q Glutamin 

R Arginin 

RER raues ER 

RK13 rabbit kidney cells 13 

RNA ribonucleic acid  

siRNA small interfering RNA 

SUMO small ubiquitin-like modifier 

SUN Sad1p/UNC-84 

T Threonin 

TGN Trans-Golgi-Netzwerk 

TM Transmembrandomäne 

TR terminal repeats 

u.a. unter anderem 

UL unique long  

US unique short  

vhs virion host shut-off factor, pUL41 

VP viral protein 

Vps4 vacuolar protein sorting 4 

VZV Varizella Zoster Virus 

Y Tyrosin 

z.B. zum Beispiel 
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9. Zusammenfassung der Dissertation 

Zum Thema: 

„Analyse funktioneller Domänen in den 

Kernfreisetzungskomplexproteinen pUL31 und pUL34  

des Pseudorabies Virus” 

vorgelegt von 

Lars Simon Paßvogel 

Während 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 für diesen Transportprozess (nuclear egress), der aufgrund 

der Größe der herpesviralen Nukleokapside nicht durch die Kernpore erfolgen kann, 

aufgestellt wurden, sprechen mittlerweile viele Daten für 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 

aufzuklären und funktionelle Domänen in den NEC-Komponenten, welche beim 

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

Da bisher noch keine Kristallstruktur des NEC oder einer seiner Komponenten 

verfügbar ist, basieren die meisten Untersuchungen innerhalb der Herpesviren auf 

Mutationsstudien. Bereits durchgeführte Analysen konnten zeigen, dass die 

Transmembrandomäne des pUL34, die für 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 während des viralen 

Kernaustritts inhibiert wird (Ott et al., 2011; Schuster et al., 2012). Beim PrV pUL34 

kann sogar eine Substitution der 50 C-terminalen Aminosäuren toleriert werden, 
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wohingegen die Substitution 100 C-terminaler Aminosäuren zum Funktionsverlust 

des Proteins führt (Schuster et al., 2012). 

Zur Identifikation möglicher funktioneller Domänen im C-Terminus des PrV pUL34 

wurde das Protein in der vorliegenden Arbeit zwischen 50 und 100 C-terminalen 

Aminosäuren schrittweise verkürzt. Für die Lokalisierung an der Kernmembran 

wurden diese Deletionsmutanten zusätzlich mit dem C-Terminus des Lap2β 

versehen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Deletion von 85 C-terminale 

Aminosäuren keine Beeinträchtigung der Proteinfunktion verursachte, wohingegen 

die weitere Deletion und Substitution von 90 Aminosäuren den viralen Kernaustritt 

blockierte. Somit konnte ein funktionell wichtiger Bereich des Proteins auf die 

Aminosäuren 172 bis 176 eingegrenzt werden. 

In dieser Region befindet sich die Sequenz 173RQR175, die einem RXR-Motiv 

entspricht, das als Signalsequenz für den Transport von Membranproteinen an die 

innere Kernmembran beschrieben wurde (Meyer et al., 2002; Meyer & Radsak, 

2000). Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte 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 für 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 Hälfte des PrV pUL34 wurde in dieser Arbeit 

auch der N-Terminus analysiert. Bereits durchgeführte Studien beim PrV pUL34 

ergaben dabei, dass die ersten 161 Aminosäuren für die Interaktion mit pUL31 und 

damit für die NEC-Bildung verantwortlich sind (Fuchs et al., 2002c; Schuster et al., 

2012). In der vorliegenden Arbeit konnte die pUL31-Interaktionsdomäne auf den 

Bereich von Aminosäure 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 für die pUL31-Interaktion identifiziert werden (Bjerke et al., 2003; 

Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Zur Analyse wichtiger Aminosäuren oder 

Motive innerhalb der Interaktionsdomäne beim PrV pUL34 wurden in der 

vorliegenden Arbeit gezielt konservierte Aminosäuren zu Alanin ausgetauscht und 

die Auswirkungen auf die Bildung des NEC und der Funktion während einer Infektion 

analysiert.  

Dabei konnten zwei konservierte Motive identifiziert werden, die  für die NEC-Bildung 

wichtig sind. Zum Einen wurde ein Motiv bestehend aus einer Glutaminsäure (E) und 

einem Tyrosin (Y) (EY-Motiv) detektiert, welches bereits in anderen pUL34-

Homologen als essentiell für die Bildung eines funktionellen NEC beschrieben wurde 

(Bjerke et al., 2003; Bubeck et al., 2004; Milbradt et al., 2012). Für ein zweites Motiv 

bestehend aus einem Asparagin (N), einem Threonin (T) und einem Glycin (G) 

(NTG-Motiv) zeigte sich, dass N und G für die Funktion des NEC wichtig sind. 

Zusätzlich zu diesen beiden Motiven konnte ein konserviertes Asparagin an Position 

103 identifiziert werden, welches zwar nicht für die Bildung des NEC benötigt wird, 

aber für die Funktion während des Kernaustritts essentiell ist.  

Für pUL34 wurde neben seiner Funktion während 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 für HSV pUL34 beschrieben wurde, dass dieser 

Effekt auf einer veränderten 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 bestätigt werden. Außerdem 

wurde ein Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) identifiziert, welches eine 

wichtige Rolle bei der Knospung der Nukleokapside an der inneren Kernmembran 

während des Kernaustritts spielt. 
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Hierfür 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 

möglicherweise auch für eine Funktion bei der Oligomerisierung von NECs bzw. 

pUL31-Molekülen wichtig ist. Der Bereich im C-Terminus, welcher das NES 

beinhaltet, scheint hingegen für die Komplexbildung mit pUL34 relevant zu sein. 

Außerdem wies die pUL31-∆NLS-Mutante einen dominant-negativen Effekt bezüglich 

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 führten die hier durchgeführten Analysen in den beiden NEC-

Komponenten pUL31 und pUL34 zu einem besseren Verständnis 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 Domänen zu identifizieren. Die Aufklärung der NEC-Struktur 

kann in Kombination mit den bereits durchgeführten Mutagenesestudien das 

Verständnis 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 Paßvogel 

 

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 now 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 Lap2β 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 173RQR175 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. 
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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 Paßvogel, Patricia Trübe, Franziska Schuster, Barbara G. Klupp and Thomas C. 

Mettenleiter. 

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

 

Die aminoterminal-verkürzten pUL34-Mutanten wurden von mir erstellt und der 

Einfluss dieser Deletionen auf die Proteinlokalisierung und -funktion während einer 

viralen Infektion wurde von mir analysiert. Außerdem wurden die pUL34-

Punktmutanten von mir generiert und ebenfalls analysiert. Dagegen wurden die 

pUL34-Chimäre mit Lap2β von Frau Dr. Klupp in Zusammenarbeit mit Frau Dr. 

Schuster und Frau Patricia Trübe erstellt. Die Analyse dieser Mutanten auf die 

Funktionalität während einer Infektion wurden von Frau Dr. Klupp und Frau Patricia 

Trübe durchgeführt. Die Lokalisierung dieser Konstrukte sowie die Kolokalisierung 

mit pUL31 wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie von mir 

untersucht. Dies gilt auch für die Mutante pUL34-RQG, deren Einfluss auf die 

Proteinfunktion während einer Infektion allerdings von Frau Dr. Klupp und Frau 

Patricia Trübe analysiert wurde. 

 

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

function of the Pseudorabies Virus nuclear egress complex” 
 

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

Mettenleiter 
 

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

 

Die pUL34-Punktmutanten wurden von mir generiert und auf ihre Lokalisierung, 

Kolokalisierung mit pUL31 und Funktion während einer viralen Infektion getestet. Bei 

der Erstellung und Analyse der Mutanten pUL34-L167A und pUL34-L166/167A war 

zusätzlich Frau Una Janke beteiligt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 

wurden von Herrn Dr. Granzow durchgeführt. 
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“Functional characterization of nuclear trafficking signals in Pseudorabies 

Virus pUL31” 
 

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

Mettenleiter. 
 

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

 

Die Mutante pUL31-ΔNLS wurde von Frau Dr. Klupp erstellt und bezüglich ihres 

Einflusses auf die virale Infektion untersucht. Die dafür 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 durchgeführt 

wurde. Die Generierung der pUL31-Punktmutanten wurde von mir vorgenommen. 

Die Erstellung der Deletionsmutanten pUL31-ΔNES und pUL31-ΔNLS/NES erfolgte 

in Zusammenarbeit mit Frau Josephine Schröter. Die Analyse dieser sowie der 

Punktmutanten wurde von mir durchgeführt. Außerdem 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 durchgeführt. 

 

 

 

_________________________________ 

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

 

 

_________________________________ 

Lars Simon Paßvogel 



Anhang  141 

 

11.3. Tagungsbeiträge 

Paßvogel L, Klupp BG, Granzow H, Fuchs W and Mettenleiter TC. The nuclear 

import and export signals in Pseudorabies Virus pUL31 play a role in efficient nuclear 

egress of viral capsids. 9. Mini-Herpesvirus Workshop, 19.09.2014, Berlin. Vortrag. 

 

Paßvogel L, Klupp BG, Granzow H and Mettenleiter TC. Importance of nuclear 

trafficking signals in the pUL31 component of the herpesvirus nuclear egress 

complex. 3. FLI Junior Symposium, 19.-22.08.2014, Mariensee. Vortrag. 

 

Paßvogel L, Trübe P, Schuster F, Klupp BG and Mettenleiter TC. Mapping of 

sequences in Pseudorabies Virus pUL34 required for formation and function of the 

nuclear egress complex. 2. FLI Junior Scientist Symposium, 21.-24.08.2013, Jena. 

Vortrag. 

 

Paßvogel L, Trübe P, Schuster F, Klupp BG and Mettenleiter TC. Fine mapping of 

pUL34 and pUL31 sequences required for formation and function of the nuclear 

egress complex. 38th Annual International Herpesvirus Workshop, 20.-24.07.2013, 

Grand Rapids (USA). Vortrag und Poster. 

 

Paßvogel L, Trübe P, Schuster F, Klupp BG and Mettenleiter TC. Mapping of 

sequences in Pseudorabies Virus pUL34 required for formation and function of the 

nuclear egress complex. 23rd Annual Meeting of the Society of Virology,  

06.-09.03.2013, Kiel. Poster. 

 

Paßvogel L, Schuster F, Trübe P, Klupp BG and Mettenleiter TC. Sequence 

requirements of Pseudorabies Virus pUL34 for targeting to the inner nuclear 

membrane and interaction with its complex partner pUL31. 7. Mini-Herpesvirus 

Workshop, 14.09.2012, Hamburg. Vortrag. 

 

Paßvogel L, Klupp BG, and Mettenleiter TC. Molecular details of nuclear egress of 

Pseudorabies Virus. 1. FLI Junior Scientist Symposium, 10.-11.08.2012 Vilm. 

Vortrag.  

  



Anhang  142 

 

  



Anhang  143 

 

11.4. Eigenständigkeitserklärung 

Hiermit erkläre ich, dass diese Arbeit bisher von mir weder an der Mathematisch-

Naturwissenschaftlichen  Fakultät der Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald noch 

einer anderen wissenschaftlichen Einrichtung zum Zwecke der Promotion eingereicht 

wurde. 

Ferner erkläre ich, dass ich diese Arbeit selbstständig verfasst und keine anderen als 

die darin angegebenen Hilfsmittel und Hilfen benutzt und keine Textabschnitte eines 

Dritten ohne Kennzeichnung übernommen habe. 

 

 

 

_________________________________ 

Lars Simon Paßvogel 



Anhang  144 

 

  



Anhang  145 

 

11.5. Lebenslauf 

Persönliche Angaben: 

 

Name Lars Simon Paßvogel 

Geburtsdatum 26.08.1987  

Geburtsort Ebersberg 

Familienstand verheiratet 

Ausbildung: 

 

1993-1996 Grundschule, Pfaffing 

1996-1998 Grundschule, Deutsche Internationale Schule Den Haag 

(Niederlande) 

1998-2006 Gymnasium, Deutsche Internationale Schule Den Haag 

(Niederlande). Abschluss: Abitur 

2006-2012 Ernst-Moritz-Arndt Universität Greifswald 
Studium der Biochemie. Abschluss: Diplom 
 
Diplomarbeit am Friedrich-Loeffler-Institut, Bundes-
forschungsinstitut für Tiergesundheit, Insel Riems 
 
„Funktionen des großen Tegumentproteins pUL36 und  
möglicher zellulärer und viraler Interaktionspartner im  
Replikationszyklus des Pseudorabies Virus.“ 
 

2012-2015 Dissertation am Friedrich-Loeffler-Institut, Bundes-

forschungsinstitut für Tiergesundheit, Insel Riems. 

„Analyse funktioneller Domänen in den 

Kernfreisetzungskomplexproteinen pUL31 und pUL34 

des Pseudorabies Virus“ 

 

 

_________________________________ 

Lars Simon Paßvogel 



Anhang  146 

 

  



Anhang  147 

 

11.6. Danksagung 

An erster Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Thomas C. Mettenleiter 

für die Möglichkeit, diese Arbeit am Friedrich-Loeffler-Institut anfertigen zu können, 

für die Überlassung des Themas sowie für die hervorragende wissenschaftliche 

Betreuung während meiner Promotion bedanken. Außerdem danke ich ihm für die 

Unterstützung bei der Veröffentlichung der gewonnen Resultate und für die 

Möglichkeit an nationalen und internationalen Tagungen teilzunehmen. 

Bei Frau Dr. Barbara G. Klupp bedanke ich mich für die vielen Anregungen und 

Hinweise, die hilfreiche Unterstützung im Laboralltag sowie für die stete Bereitschaft 

zu kritischen und hilfreichen Diskussionen der Ergebnisse.  

Herrn Dr. Walter Fuchs danke ich vor allem für die Hilfe bei molekularbiologischen 

Fragestellungen. Mein besonderer Dank gilt außerdem Herrn Dr. Stefan Finke für die 

Hilfestellung in Bezug auf die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie sowie Herrn Dr. 

Granzow, Frau Petra Meyer und Frau Mandy Jörn für die produktive 

Zusammenarbeit und für die elektronenmikroskopischen Aufnahmen.  

Des Weiteren möchte ich mich bei Frau Dr. Franziska Schuster, Frau Dr. Alexandra 

Negatsch, Frau Dr. Britta Möhl, Frau Cindy Meinke, Frau Teresa Hellberg, Frau 

Christina Schröter, Frau Dr. Katharina Schulz, Frau Charlotte Erhlich, Frau Anja 

Bauer, Frau Franziska Kraatz, Frau Stephanie Peitsch, Herrn Dr. Frederik Müller, 

Herrn Sebastian Böhm und Herrn Robert Scheffter für die kollegiale 

Zusammenarbeit, das freundliche Arbeitsklima im Laboralltag und die stetige 

Hilfsbereitschaft bedanken. Bei Frau Una Janke, Frau Patricia Trübe und Herrn 

Maximilian Sell bedanke ich mich zusätzlich für die Unterstüzung bei der praktischen 

Arbeit.  

Meinen Eltern und meiner Frau danke ich für die ständige und liebevolle 

Untersützung und den Rückhalt während meiner Promotion. 


