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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herpesviren

Herpesviren,  genauer  die  Ordnung  Herpesvirales,  sind  eine  Gruppe  weitverbreiteter

Viren,  die  eine  Vielzahl  von Tieren  einschließlich  den Menschen infizieren  können.

Herpesviren befallen neben Säugern auch Vögel, Reptilien, Frösche, Fische und Austern

[1].  Die  Gemeinsamkeit  aller  Herpesviren  ist  ihre  lineare,  doppelsträngige  DNA in

einem ikosaedrischen Kapsid, welches von einer Hüllmembran umgeben ist. Zwischen

Hüllmembran und Kapsid befindet sich eine Proteinmatrix, das Tegument (Abbildung

1.1).  Zur  Identifizierung  von  Herpesviren  wird  vornehmlich  die  Morphologie  der

Virionen herangezogen. Das Kapsid aller Herpesviren hat einen Durchmesser von etwa

125 nm und die Triangulationszahl des Kapsids ist T=16.

Evolutionär gesehen sind Herpesviren äußerst  erfolgreich und haben sich meist über

lange Zeiträume an eine Wirtsspezies angepasst [2]. Diese Anpassung äußert sich darin,

dass  dieser  Hauptwirt  keinerlei  oder  nur  sehr  schwache  Symptome  zeigt,  wie

beispielsweise der Lippenherpes beim Menschen. Viele Herpesviren können in ihren

Hauptwirten  eine  Latenz  etablieren  und  in  vielen  Fällen  auch  auf  andere  Spezies

übertragen werden. Diese werden als Nebenwirte bezeichnet und zeigen oft deutliche

Symptome, die nicht selten auch zum Tod führen können. Dabei reicht das Spektrum

1

Abbildung 1.1: Morphologie der Herpesviren
Der schematische Aufbau des Pseudorabies-Virus-(PrV)-Virions ist  zwischen einem negativ gefärbten
PrV-Virion  (links)  und  einem  Ultradünnschnitt  eines  Viruspartikels  (rechts)  dargestellt.  Die
Subkomponenten  des  Virions  (Kern,  Kapsid,  Tegument  und  Virushülle)  sind  gekennzeichnet.  Die
stacheligen  Auswüchse  der  Virushülle  repräsentieren  virale  Glykoproteine.  Nachgedruckt  aus
Encyclopedia  of  virology,  Third  edition,  T.C.  Mettenleiter,  Pseudorabies  Virus,  Seiten  341-351,
Copyright 2008, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.



1 Einleitung

von  Krämpfen  über  Krebs  bis  zu  Gehirnentzündungen.  Darum  sind  Herpesviren

Gegenstand intensiver Forschung.

Herpesviren werden nach ihrer Genetik in drei Familien eingeteilt. Die Verwandtschaft

zwischen diesen drei Familien ist nur sehr schwach. Die erste Familie sind die Herpes-

viridae, woher auch der Name der Ordnung abgeleitet ist.  Zu ihr gehören Viren, die

Säuger, Vögel und Reptilien infizieren. Die zweite Familie sind die Alloherpesviridae,

welche die Fisch- und Froschviren umfasst. Die dritte Familie (Malacoherpesviridae)

besteht aus einem Virus, welches Austern befällt.

Die Familie der Herpesviridae wird in drei Unterfamilien eingeteilt: Alpha-, Beta- und

Gammaherpesvirinae.  Diese Unterteilung basiert darauf, dass  Herpesviridae etwa 40

konservierte  proteinkodierende  Gensequenzen  haben,  die  sich  in  sechs  Genblöcken

befinden [3]. Innerhalb der Genblöcke sind die konservierten Gene in Herpesviren meist

gleich  angeordnet.  Die  Reihenfolge  und  Orientierung  der  Genblöcke  zueinander

bestimmt die Zuordnung zu den drei Unterfamilien.

1.1.1 Alphaherpesvirinae

Charakteristisch für Viren aus der Subfamilie der  Alphaherpesvirinae ist ein schneller

lytischer  Replikationszyklus  mit  schneller  Lyse  der  Wirtszelle.  Außerdem  ist  das

Wirtsspektrum  relativ  breit.  Das  Genom  der  Alphaherpesviren besteht  aus  vier

generellen  Strukturkomponenten:  die  Unique-short-(US)- und  Unique-long-(UL)-

Regionen,  welche Einzelkopiegene enthalten,  sowie zwei Inverted-Repeat-Sequenzen

[4]. Eine dieser sich wiederholenden Sequenzen befindet sich innerhalb des Genoms

und wird darum als Internal-Repeat-Region bezeichnet und trennt die beiden Unique-

Regionen voneinander.

Alphaherpesviren infizieren vor allem Epithel- und Nervenzellen und die Latenz wird in

Neuronen etabliert  [3]. Sie werden weiter unterteilt in vier Genera  [5]. Die  Ilto- und

Mardiviren befallen  ausschließlich  Vögel.  Zu  ihnen  gehören  z. B.  die

Hühnerherpesviren gallid herpesvirus 1, 2 und 3 (GaHV-1, 2 und 3). Die Simplexviren

herpes simplex virus 1 und 2 (HSV-1 und HSV-2), auch human herpesvirus 1  bzw. 2

genannt (HHV-1 bzw. HHV-2), gehören zu den bekanntesten Herpesviren. Das HSV-1

ist das am besten untersuchte Alphaherpesvirus und fungiert als Modellvirus für diese.
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Der  Genus  Varicellovirus ist  der  speziesreichste  und  umfasst  unter  anderem  das

varicella zoster virus (VZV bzw. HHV-3) und das  pseudorabies virus (PrV bzw. suid

herpesvirus 1, SuHV-1).

1.1.2 Betaherpesvirinae

Die  Betaherpesvirinae tendieren zu Speziesspezifität und bleiben oft zellassoziiert  [3,

5]. Außerdem replizieren sie deutlich langsamer als  Alphaherpesvirinae. Als Folge ist

oft eine Vergrößerung der infizierten Zellen zu beobachten (Zytomegalie). Infektionen

dieser  Subfamilie  sind  in  gesunden  Individuen  meist  asymptomatisch.  Die  latente

Infektion wird meist  in Monozyten etabliert.  Auch  Betaherpesvirinae werden in vier

Genera eingeteilt.  Der wichtigste Vertreter ist das humanpathogene Zytomegalievirus

(HCMV bzw. HHV-5) im Genus  Cytomegalovirus.  Spezies des Genus  Muromegalo-

virus befallen Nagetiere.  Zu ihm gehören das  murine herpesvirus 1 und das  murine

herpesvirus 2 (MuHV-1 und MuHV-2, Maus- bzw. Rattenherpesvirus). Das elephantid

herpesvirus 1 (ElHV-1,  Elefantenherpesvirus)  ist  die  einzige  Spezies  im  Genus

Proboscivirus. Zwei humanpathogene Spezies bilden den vierten Genus  Roseolovirus:

human herpesvirus 6 und human herpesvirus 7.

1.1.3 Gammaherpesvirinae

Auch  Gammaherpesvirinae tendieren  zu  Speziesspezifität  [3].  Sie  replizieren

vornehmlich in Lymphozyten und lymphoidem Gewebe [5]. Auch ihre Latenz können

sie  hier  etablieren.  Diese  Subfamilie  wird  ebenfalls  in  vier  Genera  eingeteilt:

Lymphocrypto-,  Maca-,  Perca- und  Rhadinovirus.  Die  dazugehörigen  wichtigsten

Vertreter  sind  das  Epstein-Barr  virus (EBV  bzw.  HHV-4),  das  alcelaphine

herpesvirus 1 (AlHV-1,  Gnuherpesvirus),  das  equine  herpesvirus 2 (EHV-2,  Pferde-

herpesvirus) und das Kaposi sarcoma-associated herpesvirus (KSHV bzw. HHV-8).
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1.2 Morphologie der Herpesviren

1.2.1 Nomenklatur von Herpesvirusproteinen

Die Nomenklatur von Herpesvirusproteinen ist nicht einheitlich und hat sich teilweise

mit der Zeit geändert. In dieser Arbeit wird – wie meist im Zusammenhang mit dem

pseudorabies virus (PrV) – die Nomenklatur verwendet, die am häufigsten beim HSV-1

verwendet wird. Hierbei wurden die Gene der UL- und US-Regionen von der Inverted-

Repeat-Region  ausgehend  aufsteigend  nummeriert.  Die  von  den  Genen  kodierten

Proteine erhalten ein vorangestelltes „p“ für  protein. Das Genprodukt von US9 heißt

somit pUS9. In anderen Herpesviren wurden Proteine unter anderem als  viral protein

(VP)  oder  infected  cell  polypeptide (ICP) mit  einer  sich  anschließenden  Nummer

bezeichnet. Seltener wurden auch andere Abkürzungen verwendet. Eine weitestgehend

vollständige Liste mit alternativen Benennungen bzw. homologen Proteinen wurde von

Klupp et al. angefertigt [6].

1.2.2 Kapsid und Kern

Das  ikosaedrische  Kapsid  der  Herpesviren  ist  aus  sieben  verschiedenen  Proteinen

aufgebaut:  pUL6,  pUL17,  pUL18,  pUL19,  pUL25,  pUL35  und  pUL38.  Das

Hauptkapsidprotein pUL19 bildet, durch Selbstassoziation zu ringförmigen Penta- und

Hexameren, das Grundgerüst [7-10]. Diese Oligomere werden als Pentone bzw. Hexone

bezeichnet  und  zusammen  mit  dem  Portal  unter  dem  Begriff  Kapsomere

zusammengefasst. Das Portal wird von einem ringförmigen pUL6-Dodecamer gebildet

und dient dem Ein- und Ausschleusen der viralen DNA in das bzw. aus dem Kapsid

[11]. Ein Kapsid besteht aus insgesamt 162 Kapsomeren [12], wovon 11 Pentone und

150 Hexone sind. Das fehlende Kapsomer ist das Portal. Das Portal sowie die Pentone

bilden die zwölf Vertices des ikosaedrischen Kapsids, während die Hexone die Flächen

und  Kanten  bilden  [13].  Die  Kapsomere  sind  untereinander  durch  die  Triplexe

verbunden.  Dies  sind  Heterotrimere,  die  aus  einer  Kopie  pUL38  und  zwei  Kopien

pUL18 bestehen  [10]. Ausschließlich auf den Hexonen ist  an jedes pUL19-Molekül,

distal  zum Kapsid,  ein Molekül pUL35 gebunden  [14-16].  Die Proteine pUL17 und

pUL25 bilden ein Heterodimer und überspannen zwei Triplexe an den Vertices durch
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Bindung an pUL19 in Pentonen  [17-20]. Durch seine Lokalisierung ausschließlich an

den  Vertices,  wird  dieser  Komplex  als  capsid  vertex-specific  component (CVSC)

bezeichnet.

In mit Herpesviren infizierten Zellen liegen die Kapside in verschiedenen Formen vor,

die zum Teil auseinander hervorgehen: Pro-, A-, B- und C-Kapside. Diese unterscheiden

sich in Hinblick auf ihre Morphologie, sowie ihren Inhalt  [21]. Das Prokapsid ist die

sphärische  Vorläuferstruktur  der  drei  anderen,  ikosaedrischen  Kapsidarten  [22].  Der

Kern  der  Prokapside  enthält  ein  aus  dem  Gerüstprotein  pUL26.5  und  pUL26

bestehendes Proteingerüst [10]. Der Kern von A-Kapsiden ist vollständig leer, während

der  Kern  von  B-Kapsiden  dem  des  Prokapsids  mit  autoproteolytisch  gespaltenem

pUL26  und  proteolytisch  gespaltenem pUL26.5  entspricht  [23,  24].  Diese  Spaltung

führt  dazu,  dass  das  runde  Prokapsid  seine  ikosaedrische  Form  bekommt  [22].

C-Kapside enthalten schließlich das virale Genom in flüssig-kristalliner Form und sind

die Vorstufe infektiöser Virionen [25].

1.2.3 Das Tegument

Das Tegument  ist  eine  proteinöse  Matrix,  die  sich  zwischen Kapsid  und Virushülle

befindet.  Für  das  HSV-1  konnten  23  Tegumentproteine  und  bis  zu  49  zelluläre

Wirtsproteine identifiziert werden  [26]. Die Tegumentproteine haben unterschiedliche

Funktionen:  z. B.  Unterdrückung  der  Immunantwort  des  Wirtes,  Regulation  der

Transkription, Translation und Apoptose, Kapsidtransport innerhalb der Wirtszelle und

Virusassemblierung  [27]. Es ist nicht bekannt, ob die eingebauten Wirtsproteine eine

Bedeutung  für  die  virale  Replikation  haben.  In  Mutanten,  in  denen  einige

Tegumentproteine  fehlen,  konnte  gezeigt  werden,  dass  zelluläres  Aktin  in  erhöhtem

Maße  in  das  Tegument  eingebaut  wird.  Dies  deutet  auf  einen  strukturellen

Kompensationsmechanismus hin  [28, 29]. Das Tegument ist einteilbar in eine kapsid-

proximale und eine kapsiddistale Schicht. Die kapsidferne Schicht ist stöchiometrisch

weniger streng kontrolliert als die kapsidnahe [30].
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1.2.4 Die Virushülle

Die  finale  Virushülle  besteht  aus  Membranteilen  des  trans-Golgi-Netzwerks  der

Wirtszelle mit eingelagerten viralen Membranproteinen  [31-33].  Die viralen Proteine

werden eingeteilt in elf Glykoproteine [34] mit N- und O-verknüpften Zuckern (gB, gC,

gD, gE, gG, gH, gI, gK, gL, gM und gN) und einige unglykosylierte Proteine (pUL20,

pUL43,  pUS9 und möglicherweise  pUL24,  [26,  35]).  Das  Glykoprotein  B liegt  als

Homodimer  vor,  während  einige  weitere  Glykoproteine  (gE/gI,  gH/gL und  gM/gN)

wahrscheinlich Heterodimere sind  [34]. Es konnte aber gezeigt werden, dass gM des

pseudorabies virus mit uneingeschränkter Funktionalität ohne gN vorliegen kann [36].

Die  Glykoproteine  gB,  gH  und  gL  sind  die  grundlegenden  Proteine,  die  in  allen

Herpesviren  vorhanden  und  für  die  Fusion  von  Membranen  notwendig  sind.  Dazu

kommen  Glykoproteine,  die  Zellrezeptoren  binden  (gD  in  Alphaherpesviren  außer

VZV) oder die Effektivität der Bindung an diese verbessern (gC) [35, 37]. Einige der

Hüllproteine (gM, gE/gI) sind zudem an der Virusmorphogenese beteiligt, indem sie mit

der  äußeren  Tegumentschicht  bei  der  sekundären  Umhüllung  interagieren  [30].

Weiterhin sind gK und pUL20 für die Freisetzung der Viren aus der Zelle und die Zell-

zu-Zell-Ausbreitung verantwortlich  [38-40].  Der  gerichtete  Transport  der  Viren über

Axone wird durch pUS9 vermittelt  [41, 42]. Da die Hüllproteine integrale Membran-

proteine sind,  befinden sich diese nicht  nur in der Virushülle,  sondern auch auf der

Zelloberfläche und bieten somit ein Ziel für die Immunantwort des Wirtes [43].

1.3 Replikationszyklus der Alphaherpesviren

Im  Folgenden  wird  der  Replikationszyklus  der  Alphaherpesviren  dargestellt

(Abbildung 1.2). Das HSV-1 ist das am besten untersuchte Alphaherpesvirus und es

wird  davon  ausgegangen,  dass  die  Replikation  innerhalb  der  Alphaherpesviren

weitestgehend konserviert ist. Darum sind einige der Informationen nur für das HSV-1

und nicht für das PrV verfügbar.
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1.3.1 Adsorption und Penetration

Zunächst kommt es durch die Glykoproteine B und C der Virushülle zur Adsorption an

Heparansulfat-Proteoglykane  auf  der  Wirtszelloberfläche.  Anschließend  bindet  vor

allem  gD  an  spezifische  Rezeptoren.  Zwar  gibt  es  Hinweise,  dass  gB  und  gH/gL

Rezeptoren  binden,  jedoch  scheinen  diese  Bindungen  eine  untergeordnete  Rolle  zu

spielen.  Die  Fusion  der  viralen  Hülle  mit  der  Plasmamembran  der  Wirtszelle  wird

letztlich durch gB und gH/gL vermittelt, wobei gH/gL vermutlich eine regulatorische

Funktion  übernimmt  [44].  Es  wurden  für  das  HSV-1  auch,  abhängig  vom Zelltyp,

endozytotische Mechanismen des Zelleintritts beschrieben, die pH-abhängig und pH-

unabhängig sein können [45-47].

7

Abbildung 1.2: Replikationszyklus der Herpesviren
Dargestellt  ist  der  Replikationszyklus  der  Herpesviren  am  Beispiel  von  PrV  in  Verbindung  mit
elektronenmikroskopischen  Aufnahmen  der  entsprechenden  Stadien:  Adsorption (1),  Penetration (2),
Transport zum Nukleus (3 und 4), Freisetzung der DNA in den Nukleus (5), Replikation (6), Verpacken
und Schneiden der viralen DNA (7 und 8), primäre Behüllung und Freisetzung aus dem Kern (9-11),
sekundäre  Behüllung (12),  Transport  zur  Zelloberfläche (13)  und  Freisetzung  reifer,  behüllter  PrV-
Partikel (14).  M – Mitochondrium,  MT – Mikrotubuli,  KP – Kernpore,  N – Nukleus,  KM – Kernmem-
bran,  TGN – trans-Golgi-Netzwerk,  RER – rauhes  endoplasmatisches  Retikulum,  G – Golgi-Apparat.
Nachgedruckt aus Encyclopedia of virology, Third edition, T.C. Mettenleiter, Pseudorabies Virus, Seiten
341-351, Copyright 2008, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
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1.3.2 Transport zum Nukleus

Die äußere Tegumentschicht dissoziiert nach dem Zelleintritt des Nukleokapsids durch

kinasevermittelte  Phosphorylierung  [48].  Die  innere  Tegumentschicht  verbleibt  am

Nukleokapsid, welches entlang von Mikrotubuli zum Zellkern transportiert wird  [49],

[50].  Der  Transport  erfolgt  mithilfe  eines  Motorproteins:  dem  Dynein-Dynaktin-

Komplex  [51] und  wird durch  die  inneren  Tegumentproteine  pUL36  und  pUL37

vermittelt [52-56]. Da das Nukleokapsid zu groß für die Kernporen ist, wird die virale

DNA durch Kernporen in den Nukleus injiziert. Hierzu lagert sich das Kapsid mit dem

Vertex, welcher von dem Portalprotein pUL6 gebildet wird, an die Kernpore an [57, 58].

Der genaue Prozess des als  uncoating bezeichneten Entlassens des viralen Genoms in

den  Zellkern  ist  bisher  nicht  aufgeklärt.  Wahrscheinlich  sind  die  Proteine  pUL25,

pUL36 und pUL6 dabei  von Bedeutung und interagieren  mit  einem oder  mehreren

Teilen des Kernporenkomplexes  [58-62]. Im Zellkern zirkularisiert das virale Genom

[63, 64].

1.3.3 Transkription und Genomreplikation

Die Transkription der viralen Gene ist zeitlich in drei Gruppen eingeteilt:  Immediate-

early-, Early- und Late-Gene, bzw. α-, β- und γ-Gene [65, 66]. Nach erfolgter Infektion

werden  zunächst  –  unabhängig  von  De-novo-Proteinsynthese  –  α-Gene  exprimiert.

Diese  kodieren  für  Transkriptionsfaktoren  und  regulatorische  Proteine,  welche  die

Transkription von β-Genen regulieren. Letztere wiederum stehen in Zusammenhang mit

der  Replikation  der  viralen  DNA.  Schließlich  werden  γ-Gene  exprimiert,  die

hauptsächlich für Strukturproteine des Kapsids kodieren [67]. Während bei dem HSV-1

fünf α-Gene (RL2, UL54, RS1, US1 and US12) mit ihren Genprodukten ICP0, ICP4,

ICP22, ICP27 und ICP47 identifiziert wurden, gibt es im PrV-Genom wahrscheinlich

nur eines: IE180 (kodiert für ICP4-Homolog) [67-69]. Ein homologes Protein zu ICP47

existiert im PrV nicht, während die Homologen von ICP0 und ICP27 in PrV (pEP0 und

pUL54) β-Gen-Kinetik zeigen [70, 71]. Die Zugehörigkeit von pUS1 des PrV (ICP22-

homologes Protein) ist nicht einheitlich. Es wurde bereits als α-, nicht-α- und γ-Gen

eingeordnet [67, 72, 73].
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Die Replikation der DNA findet in Replikationskompartimenten im Nukleus statt [74].

Zunächst  erfolgt  diese  als  theta-Replikation,  welche  dann  in  einen  Rolling-Circle-

Mechanismus übergeht, aus dem Multi-Genom-Kopien (Concatemere) mit Kopf-Fuß-

Verknüpfung der Einzelgenome hervorgehen  [75, 76]. Für die DNA-Replikation wird

die RNA-Polymerase II  des Wirtes benötigt  [77-79]. Diese synthetisiert  kurze RNA-

Primer, welche die virale DNA-Polymerase benötigt [80].

1.3.4 Kapsidmorphogenese

Die  Vorbereitungen  für  den  Zusammenbau  der  Kapside  beginnen  bereits  im

Zytoplasma.  So interagieren dort  das  Gerüstprotein pUL26.5 und die  Gerüstprotein-

domäne von pUL26 mit dem Hauptkapsidprotein pUL19 und schleusen dieses in den

Zellkern ein  [81].  Des Weiteren bilden sich die Triplexe aus pUL18 und pUL38 im

Zytoplasma [82]. Der eigentliche Zusammenbau der Viruskapside erfolgt in Strukturen

im  Zellkern,  die  sich  nahe  den  Replikationskompartimenten  befinden  und  als

assemblons bezeichnet werden [83]. In einem autokatalytischen Prozess assoziieren die

Gerüstproteine  und  bilden  ringförmige  Strukturen  [84,  85].  Am Gerüstprotein  kann

entweder das Hauptkapsidprotein oder das Portalprotein pUL6 gebunden sein [86, 87].

Das Portal wird an genau einem Vertex in das Kapsid eingebaut. Wie diese Singularität

sichergestellt  wird,  ist  unbekannt  [88].  Letztlich  entsteht  durch  Anlagerung weiterer

Hauptkapsidprotein-Gerüstprotein-Komplexe  und  Triplexe  ein  fragiles,  sphärisches

Prokapsid. Dessen Gerüstkern besteht aus pUL26.5 und pUL26 im Verhältnis 10:1 [10].

Die Verbindungen an der Oberfläche der Prokapside werden hauptsächlich durch die

Triplexe vermittelt, während das Hauptkapsidprotein nur lose gepackt ist [22]. Aufgrund

der proteolytischen Spaltung des Gerüsts durch die Serinproteasedomäne von pUL26

kommt es zu einer Konformationsänderung. Als Folge dessen werden die sphärischen

Prokapside zu stabileren ikosaedrischen Kapsiden und die Packung des Hauptkapsid-

proteins wird deutlich enger [22, 89, 90]. Erst am ikosaedrischen Kapsid kann pUL35

an die Hexone binden [89]. Bisher konnte nicht eindeutig geklärt werden, wie pUL35 in

den  Nukleus  gelangt.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  es  in  Anwesenheit  vom

Hauptkapsidprotein pUL19 zusammen mit entweder dem Gerüstprotein oder pUL38 in

den Zellkern transportiert wird  [91]. Allerdings müsste der Komplex aus pUL35 und
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pUL19  im  Nukleus  dissoziieren,  damit  das  pUL35-freie  Prokapsid  gebildet  werden

kann  [16]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass das Fehlen von intrazellulärem ATP den

Einbau von pUL35 in das Kapsid verhindert [92].

Sowohl die Struktur als auch der Zusammenbau des Kapsids ähneln denen der Bakterio-

phagen mit doppelsträngiger DNA, z. B. T4-, T7- und λ-Phagen [93].

1.3.5 Genomverpackung

Da die DNA als Concatemer aus dem Rolling-Circle-Prozess hervorgeht, muss die DNA

beim Verpacken  in  das  Kapsid  zusätzlich  auf  die  Länge  eines  Genoms  geschnitten

werden. Beides geschieht durch den Terminasekomplex, der aus pUL15, pUL28 und

pUL33 aufgebaut ist [94]. Dieser Komplex ist am Kapsidportal gebunden. Durch dieses

hindurch  erfolgt  die  Verpackung  der  DNA in  das  Kapsid  [11,  95].  Der  Terminase-

komplex ist ein molekularer Motor, der ein Concatemer an zwei konservierten Stellen

an den Genomenden (pac-1 und  pac-2) schneidet und dabei das Genom unter ATP-

Verbrauch in das Kapsid pumpt [96-99]. Weiterhin existiert nahe der Kapsidvertices die

capsid vertex-specific component  (CVSC), die aus den Proteinen pUL17 und pUL25

besteht  [18, 100-102]. Die genaue Funktion der CVSC ist nicht endgültig geklärt. Es

gibt Beweise, dass diese mit verschiedenen Tegumentproteinen interagiert, Funktionen

in Zusammenhang mit dem Schneiden und Verpacken der viralen DNA einnimmt und

bei der Freisetzung aus dem Kern eine Rolle spielt  [20, 103-108]. Es konnte gezeigt

werden,  dass  pUL25  des  PrV im Gegensatz  zu  pUL25 aus  dem HSV-1 nicht  zum

Schneiden und Verpacken der DNA notwendig ist [109].

1.3.6 Primäre Behüllung und Freisetzung aus dem Nukleus

Die  Freisetzung  der  Nukleokapside  aus  dem  Zellkern  in  das  Zytoplasma  wird  als

nuclear egress bezeichnet. Hierbei knospen die Kapside durch die innere Kernmembran

in den perinukleären Spalt. Die daraus resultierende primäre Hülle der Nukleokapside

fusioniert  mit  der  äußeren  Kernmembran  und  entlässt  nackte  Nukleokapside  in  das

Zytoplasma. Dieses Modell wird als  Envelopment-Deenvelopment-Modell bezeichnet

und ist am weitesten verbreitet [30, 110, 111].
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Daneben  existieren  zwei  weitere  Modelle.  Eines  besagt,  dass  es  zu  einer  starken

Erweiterung  der  Kernporen  kommt,  welche  dann  von  den  Nukleokapsiden  passiert

werden können. Das zweite geht davon aus, dass die im perinukleären Spalt behüllten

Viruspartikel durch lumenalen Transport in das endoplasmatische Retikulum gelangen

und dann sekretiert werden. Die biochemischen und ultrastrukturellen Daten sprechen

jedoch für das Envelopment-Deenvelopment-Modell [112].

In allen bisher analysierten Herpesviren ist ein heterodimerer Komplex aus pUL31 und

pUL34 für die primäre Behüllung notwendig. Dieser wird als  nuclear egress complex

(NEC)  bezeichnet  und  befindet  sich  auf  der  nukleoplasmatischen  Seite  der  inneren

Kernmembran. Der NEC rekrutiert zelluläre Kinasen, vor allem verschiedene Isoformen

von  Proteinkinase  C,  und  die  viralen  Kinasen  pUS3 und  pUL13,  welche  Teile  der

nukleären Lamina phosphorylieren. Dies ist eine Protein- und Filamentschicht  [112],

welche sich zwischen innerer Kernmembran und peripherem Chromatin befindet [113].

Durch die Kinaseaktivitäten wird die Lamina lokal aufgelöst oder aufgeweicht  [114,

115].  Wie  die  Interaktion  der  Nukleokapside  mit  dem  NEC  genau  stattfindet,  ist

ungeklärt. Es wurde eine direkte Wechselwirkung mit dem Kapsid, mit dem CVSC und

pUL33 beobachtet [116-120]. Auch die Mechanismen der Knospung, Abschnürung und

Fusion der  primär  umhüllten  Viren mit  der  äußeren  Kernmembran sind Gegenstand

intensiver Forschung, da diese bis dato nicht vollständig aufgeklärt sind. Sowohl virale

als auch zelluläre Proteine scheinen hierbei eine Rolle zu spielen [121-129]. Es konnte

gezeigt werden, dass sich die Fusionsmechanismen des Zelleintritts und des  nuclear

egress voneinander  unterscheiden.  Im  HSV-1  verhinderte  einzig  das  gleichzeitige

Fehlen von gB und gH die Fusion mit der äußeren Kernmembran [130], während diese

Glykoproteine bei PrV-Infektionen für den nuclear egress entbehrlich sind [131].

1.3.7 Tegumentierung und sekundäre Behüllung

Die  Tegumentierung  ist  einer  der  am  wenigsten  verstandenen  Schritte  im

Replikationszyklus  der  Herpesviren  und ist  geprägt  von komplexen Protein-Protein-

Interaktionen. Sie beginnt während des nuclear egress oder möglicherweise bereits im

Nukleus. Auf in vitro hergestellten HSV-1-Kapsiden wurden pUS3, ICP0, ICP4, pUL36

und pUL37 nachgewiesen  [132]. Im PrV gibt es Hinweise darauf,  dass die Nukleo-
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kapside im Zytosol pUL36 und pUL37 tragen  [133]. Zudem konnte die Anwesenheit

von pUS3 auf primär behüllten Kapsiden und reifen Virionen nachgewiesen werden

[134].  Die Verbindung von Kapsid und Tegument erfolgt über  eine Wechselwirkung

zwischen  pUL25  (Bestandteil  der  CVSC)  und  pUL36  (Tegumentprotein)  [19].  Die

weitere  Tegumentierung  ist  stark  mit  der  sekundären  Behüllung  am  trans-Golgi-

Netzwerk  verbunden.  Wie  die  partiell  tegumentierten  Kapside  dorthin  gelangen,  ist

unklar  [135].  Aus  dem  trans-Golgi-Netzwerk  werden pUL11 und pUL49 rekrutiert,

welche die Verbindung zwischen Tegument und sekundärer Hülle bilden [136, 137]. Die

Glykoproteine gM und gE interagieren mit pUL49 [136]. Im HSV-1 wurde außerdem

eine  Wechselwirkung  zwischen  pUL49  und  pUL48  nachgewiesen  [138].  Letzteres

wiederum interagiert vermutlich mit pUL3.5, pUL41, pUL46, pUL47, gH und gB [138-

142].  Die  Knospung  der  tegumentierten  Nukleokapside  in  Vesikel  des  trans-Golgi-

Netzwerks  ist  ein  Prozess,  der  noch  nicht  vollständig  aufgeklärt  wurde.  Bei  PrV-

Infektionen sind gM, gE und gI vermutlich darin involviert [143].

1.3.8 Zellaustritt

Der Austritt  von sekundär behüllten Viren aus  einer  infizierten Zelle  kann auf  zwei

Arten erfolgen: die Freisetzung der Viren an der Zelloberfläche oder als Ausbreitung

von Zelle zu Zelle. Es ist nicht bekannt, wie Transport und Fusion der Transportvesikel

mit  der  Plasmamembran der  Wirtszelle  genau ablaufen.  Es  gibt  Hinweise,  dass  das

Heterodimer pUL20/gK neben zellulären Komponenten an diesem Prozess beteiligt ist

[39, 144, 145].

Die direkte Ausbreitung von Zelle zu Zelle spielt vor allem  in vivo eine große Rolle

[146].  An  dieser  sind  der  gE/gI-Komplex,  gB,  sowie  gH/gL  beteiligt.  Der  gE/gI-

Komplex wird zum trans-Golgi-Netzwerk transportiert und dirigiert die dort behüllten

Viren  zu Zell-Zell-Kontakten,  wo er  mit  zellulären Proteinen,  vermutlich β-Catenin,

interagiert  [147-150]. Wie beim Eindringen in die Zelle werden gB und gH/gL für die

Fusion  der  Membranen  benötigt  [151-153].  Im  HSV-1  wurde  außerdem  eine

Beteiligung von pUL51 an der Zell-zu-Zell-Ausbreitung gezeigt [154].
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1.3.9 Neuroinvasion, -virulenz und Latenz

Nach erfolgter  Infektion  von Epithelzellen  können,  durch  Ausbreitung von Zelle  zu

Zelle, Neuronen befallen werden. In diesen kann eine Latenz etabliert werden oder eine

produktive  Infektion  stattfinden.  Letztere  unterscheidet  sich,  bis  auf  den  axonalen

Transport,  kaum von  der  in  nicht-neuronalen  Zellen  [30].  Nach  dem Zelleintritt  in

Neuronen werden die Viren zunächst wie in nicht-neuronalen Zellen retrograd durch

den zellulären Dynein-Dynaktin-Komplex an Mikrotubuli zum Zellkörper transportiert.

Für  den  Zellaustritt  werden  sie  anterograd  durch  den  zellulären  Kinesin-

Motorproteinkomplex zu den Axonenden transportiert  [155]. Dieser axonale Transport

von behülltem PrV wird durch pUS9 vermittelt, welches an Lipidflöße (engl. lipid rafts)

bindet [41, 156].

Die  lebenslange  Latenz  wird  primär  in  Neuronen  des  Ganglion  Gasseri  (ein

Nervenknoten des fünften Hirnnervs) etabliert [157]. Die virale Transkription ist dabei

auf  die  latenzassoziierte  Transkriptregion  (LAT-Region)  beschränkt,  die  teilweise

innerhalb  der  Inverted-Repeat-Region  liegt  [158].  Das  längste  Transkript  ist  etwa

8,4 kbp lang und wird  in  8,0  und 2,0 kbp lange Transkripte  gespleißt  [70, 159].  Es

wurden mehrere microRNAs identifiziert, die aus der LAT-Region transkribiert werden.

Kürzlich  wurde  nachgewiesen,  dass  diese  nicht  für  die  Etablierung  der  Latenz

verantwortlich  sind  [160].  Allerdings  reduzieren  zwei  von ihnen die  Expression des

α-Gens IE180 und des β-Gens EP0  [161, 162].  Umgekehrt inhibieren diese Genpro-

dukte  anscheinend  die  Transkription  von  der  LAT-Region  [163].  Details  über  die

Prozesse, die zur Etablierung und Erhaltung der Latenz, sowie zur Reaktivierung des

Replikationszyklus  führen,  sind  bisher  kaum  bekannt.  Neben  komplexen,  wechsel-

seitigen  Repressionsmechanismen  zwischen  latenzassoziierten  Transkripten  und  den

α-Genprodukten, sind hierbei auch zelluläre Transkriptionsfaktoren relevant [164, 165].
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1.4 Das pseudorabies virus

1.4.1 Geschichte

Das  pseudorabies virus wurde erstmals 1902 von dem ungarischen Veterinär  Aladár

Aujeszky  wissenschaftlich  beschrieben  [166].  Darum  wird  die  von  diesem  Virus

ausgelöste Krankheit unter anderem auch Aujeszky’sche Krankheit genannt. Die ersten

beschriebenen Fälle  stammen aus  dem frühen 19.  Jahrhundert  in  den USA,  wo die

Krankheit aufgrund der Reaktion der befallenen Tiere auf den starken Juckreiz als mad

itch bezeichnet  wurde  [167].  Da  die  Symptome  bei  Kaninchen  denen  der  Tollwut

ähneln, wurde sie in Europa Pseudowut (engl.  pseudorabies) genannt  [35]. Die virale

Natur des Pseudowut-Erregers wurde kurz nach seiner Entdeckung bestätigt [168]. Erst

in den 1930er Jahren wurde das PrV als Auslöser der  mad itch identifiziert und das

Schwein als für dieses empfänglich und natürlicher Wirt beschrieben [169, 170].

Impfungen gegen das PrV sind verfügbar, aber sie schwächen lediglich die Symptome

und minimieren die Ansteckung [171]. Einer der PrV-Impfstoffe (OMNIVAC-PRV) war

der  weltweit  erste  eingesetzte,  rekombinant  hergestellte  Lebendimpfstoff  [172].  In

Deutschland wurde 1989 ein PrV-Ausrottungsprogramm gestartet, welches dazu führte,

dass Deutschland seit 2001 offiziell PrV-frei ist [173].

Durch seine breite Wirtspalette und die hohe Homologie innerhalb der  Herpesviridae

avancierte das PrV zu einem wichtigen Modellsystem, um die Herpesvirus-Biologie in

Zellkultur  und  im  natürlichen  Wirt  zu  untersuchen.  Außerdem  findet  das  PrV

Anwendung  in  der  Erforschung  von  neuronalen  Netzwerken,  da  es  durch  seine

neurotropen Eigenschaften als neuronaler Tracer verwendet werden kann [174, 175].

1.4.2 Genom

Das lineare, doppelsträngige Genom des PrV wurde vollständig sequenziert und besteht

aus ca. 143.000 Basenpaaren (143 kbp) mit einem sehr hohen G/C-Anteil von 74 % [6]

(GenBank-Eintrag  BK001744  [176]).  Es  gehört  zu  den  Klasse-D-Genomen  der

Herpesviren. Diese Klasse zeichnet sich durch das Vorhandensein einer UL- und einer

US-Region  aus,  die  jeweils  von  Inverted-Repeat-Regionen flankiert  werden.  Diese

Repeat-Regionen werden nach ihrer Lage als terminal repeat (TR) und internal repeat
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(IR)  bezeichnet  [177].  Durch  Rekombination  kommen  in  infizierten  Zellen  zwei

Isoformen des Genoms in äquimolaren Mengen vor. Die US-Region wird dabei relativ

zur  UL-Region  invertiert,  während  die  UL-Region  nahezu  ausschließlich  in  einer

Orientierung auftritt [178, 179].

Es wurden über 70 offene Leserahmen im PrV-Genom identifiziert,  die für 70 virale

Proteine kodieren, wovon etwa die Hälfte als Strukturproteine beschrieben wurden [6].

Die  Anordnung  der  Leserahmen  ist  größtenteils  kolinear  zum  HSV-1.  Einzige

Ausnahme ist eine Inversion von etwa 40 kbp, welche die Gene UL27 bis UL44 betrifft

[180, 181].

1.4.3 Pathogenese

Die  Übertragung  des  PrV erfolgt  bei  Schweinen  hauptsächlich  oronasal  [169].  Die

Ausbreitung in das Zentralnervensystem verursacht bei dortiger Replikation eine nicht-

eitrige Meningoenzephalitis. Die Schwere der Erkrankung ist abhängig von der Virulenz

des Stammes, sowie vom Alter und Immunstatus der Tiere [182, 183]. Je älter ein Tier

ist, desto schwächer sind apparente Symptomatik und zentralnervöse Symptome. Dafür

nehmen respiratorische Symptome zu.  Zum Krankheitsbild können Fieber, Anorexie,

Antriebslosigkeit, Husten, Schnupfen, Krämpfe, Zittern und Lähmungen (vor allem der

Hinterbeine)  gehören  [184, 185].  Saugferkel  zeigen  schwere  zentralnervöse  Erschei-

nungen und die Mortalitätsrate liegt in den ersten Wochen bei nahezu 100 %, während

sie bei erwachsenen Tieren nur noch bei 1-2 % liegt. Infizieren sich tragende Sauen mit

dem  PrV,  führt  dieses  in  den  meisten  Fällen  zum  Absterben  der  Embryos,  zu

Totgeburten oder zu mumifizierten Föten [184-186]. Nach einer überstandenen akuten

Infektion,  liegt  das Virus lebenslang latent  im Wirt  vor  und wird bei  Reaktivierung

ausgeschieden.

Neben dem Schwein als  Hauptwirt  sind die  meisten Säugetiere  wie Rinder, Schafe,

Hunde, Katzen, Nagetiere, Kaninchen, Meerschweinchen, Kojoten, selten auch Pferde

und Ziegen, aber auch Hühner empfänglich für das PrV [35, 187]. Außerdem können

auch Raubtiere wie Bären und Wildkatzen nach Konsum von rohem, PrV-infizierten

Fleisch infiziert  werden  [188-190].  Menschen und höhere Primaten sind  in vivo aus

unbekannten  Gründen  immun  gegen  das  PrV,  obwohl  Zellkulturen  dieser  Spezies
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infizierbar sind [187]. In allen Nebenwirten verläuft eine Infektion binnen weniger Tage

tödlich. Symptome sind hier schnell ansteigendes Fieber und starker Juckreiz an der

Stelle des Eintritts [170, 184, 191].

1.5 Zu untersuchende Proteine

1.5.1 pUL4

Homologe  Gene  von  UL4  wurden  in  allen  bisher  untersuchten  Alphaherpesviren

gefunden. Die Funktion des im PrV 145 Aminosäurereste (AS, 15,8 kDa) umfassenden

UL4-Genproduktes ist  bisher  ungeklärt  [6, 192].  In mit PrV infizierten RK13-Zellen

(Nierenzellen von Kaninchen) konnte pUL4 ab 6 h p.i. (lat. post infectionem, nach einer

Infektion)  im  Nukleus  mit  γ-Gen-Kinetik  nachgewiesen  werden.  In  gereinigten

Viruspartikeln hingegen wurde es nicht gefunden, was darauf hindeutet, dass pUL4 kein

strukturelles  Protein  ist.  Versuche  mit  einer  UL4-negativen  PrV-Mutante  zeigten

fünffach geringere maximale Virustiter als im Wildtyp und eine Beeinträchtigung der

Freisetzung reifer Virionen. Die PrV-Mutante zeigte  in Mäusen jedoch keine signifi-

kanten  Veränderungen  bezüglich  ihrer  Neurovirulenz.  Sämtliche  Einschränkungen

durch die Mutation konnten durch pUL4-exprimierende Zellen ausgeglichen werden. In

solchen  Zellen  wurde  weiterhin  gezeigt,  dass  pUL4 in  Abwesenheit  anderer  viraler

Proteine  ausschließlich  zytoplasmatisch  vorliegt.  Insgesamt  legen  diese  Ergebnisse

nahe,  dass  pUL4  Wirtszellfunktionen  moduliert,  um  eine  vermehrte  oder  erhöhte

Virusproduktion zu ermöglichen oder die Freisetzung infektiöser Virionen zu fördern

[192].  Für  das  homologe pUL4 aus  dem HSV-1 wurde  eine  Interaktion  mit  pUL3,

einem Shuttleprotein  zwischen Zellkern  und Zytoplasma  [193],  gezeigt,  die  für  den

Transport  von pUL4 in den Zellkern verantwortlich ist  [194].  Außerdem konnte am

C-Terminus von HSV-1-pUL4 ein Kernexportsignal (engl. nuclear export signal, NES)

nachgewiesen werden [195].

Die  Reinigung  von  löslichem,  in  E. coli hergestelltem  HSV-1-pUL4  mit  His6-

Markierung gelang nach unlöslicher Expression und anschließender Solubilisierung in

6 M Harnstoff über eine Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC)

unter  denaturierenden  Bedingungen.  Die  Rückfaltung  des  gereinigten  Proteins  war
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erfolgreich,  was  durch  die  Bindung eines  pUL4-Antiserums angezeigt  wurde  [196].

Bisher wurde keine Struktur eines pUL4-Homologen aufgeklärt.

1.5.2 pUL7

Die  Homologen  Gene  von  UL7  sind  in  den  Herpesviridae konserviert.  Über  die

Funktion  von  pUL7  ist  wenig  bekannt.  Im  PrV  wurde  pUL7  mit  einem

Molekulargewicht von 29 kDa in gereinigten Virionen nachgewiesen. Folglich ist pUL7

ein strukturelles Protein. In PrV-infizierten RK13-Zellen konnte pUL7 3 h p.i. detektiert

werden und zeigte eine Expressionskinetik, die zwischen der von β- und γ-Genen liegt.

Eine  PrV-pUL7-Deletionsmutante  zeigte  in  RK13-Zellen  fast  zehnfach  reduzierte

maximale  Virustiter  und  ca.  60 %  geringere  Plaquedurchmesser  im  Vergleich  zum

Wildtyp. Das Fehlen von pUL7 hat keinen Einfluss auf die Bildung und den  nuclear

egress von Nukleokapsiden. Allerdings scheint die sekundäre Behüllung verzögert zu

sein und die Freisetzung von reifen Virionen ist weniger effektiv. Die Einschränkungen

durch die  Deletion konnten in  pUL7-exprimierenden Zellen aufgehoben werden.  In-

vivo-Experimente in Mäusen mit der Deletionsmutante zeigten eine Verzögerung der

Neuroinvasion. Dies äußert sich darin, dass infizierte Tiere 70 h p.i. verenden, anstatt

50 h p.i.  wie im Wildtyp.  Zusätzlich wurden nicht  nur Neuronen erster  und zweiter

Ordnung, sondern auch Neuronen dritter Ordnung im ektorhinalen Kortex befallen, was

untypisch für den Wildtyp ist [197].

In HSV-1-Virionen konnte nachgewiesen werden, dass pUL7 Teil des Teguments und

durch NaCl  extrahierbar  ist  [198].  Die  Rekrutierung von pUL7 in  zytoplasmatische

Membranen und das Tegument erfolgt im HSV-1 durch Wechselwirkungen mit dem

Tegumentprotein  pUL51.  Allerdings  ist  ein  signifikanter  Teil  der  beiden  Protein-

populationen nicht  aneinander  gebunden,  was auf  weitere,  voneinander  unabhängige

Funktionen hindeuten könnte [199]. In mit HSV-1 infizierten Zellen wurde pUL7 auch

in der mitochondrialen Fraktion gefunden. Dort wurde ein mitochondriales Protein – der

Adeninnukleotid Translokator 2 (ANT2) – als Bindungspartner identifiziert  [200]. Der

ANT2  befindet  sich  als  Teil  der  Permeabilitätswechselpore  (engl.  permeability

transition pore) an der inneren Mitochondrienmembran. Durch das Öffnen dieser Poren

wird die innere Mitochondrienmembran abrupt durchlässig für Moleküle bis zu einem
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Molekulargewicht von 1,5 kDa. Dieser Vorgang steht in Verbindung mit Nekrose und

Apoptose [201]. Unter physiologischen Bedingungen sorgt der ANT2 für den Austausch

von zytosolischem ADP gegen mitochondriales ATP. Die genaue biologische Funktion

der  pUL7-ANT2-Wechselwirkung  ist  ungeklärt.  Da  der  ANT2  Apoptose  induzieren

kann und in Mitochondrien durch Herpesvirusinfektionen verschiedene Veränderungen

gezeigt wurden [202-204], könnte pUL7 antiapoptotisch wirken oder generell Einfluss

auf mitochondriale Funktionen nehmen [200]. Bisher wurde keine Struktur eines pUL7-

Homologen aufgeklärt.

1.5.3 Membrananker pUL11

Das UL11-Gen ist in allen  Herpesviridae konserviert.  Dennoch ist die Funktion von

pUL11 bislang  nicht  vollständig  bekannt.  Das  Protein  ist  nicht  essentiell,  Teil  des

Teguments und wurde in mit PrV infizierten Zellen vornehmlich an zytoplasmatischen

Membranen gefunden.  Es  wird vermutet,  dass  pUL11 an der  sekundären Behüllung

beteiligt  ist,  indem  es  effektiv  weitere  Tegumentproteine  und  so  schließlich

Nukleokapside  an  die  Membranen  des  trans-Golgi-Netzwerks  rekrutiert  [137].  Die

63 AS von PrV-pUL11 ergeben ein berechnetes Molekulargewicht von 7 kDa [6].

Homologe  von  pUL11  aus  dem  HSV-1,  dem  VZV  und  dem  HCMV  werden

posttranslational durch Phosphorylierungen, sowie N-Myristoylierung am N-terminalen

Glycin  und  S-Palmitoylierung  an  Cysteinen  nahe  des  N-Terminus  modifiziert  [205-

208].  Solche  Acylierungen  dienen  der  Membranverankerung  und  dem  gezielten

Transport zu bestimmten Membranen [209]. Für das HSV-1-Homologe wurde gezeigt,

dass  diese  Modifikationen  für  die  Funktion  von  pUL11 stark  förderlich,  aber  nicht

essentiell sind [210]. Untersuchungen ergaben, dass für die Lokalisation an Membranen

des  Golgi-Apparates  die  49  N-terminalen  Aminosäurereste,  sowie  Myristoylierung

notwendig sind [211].

Im HSV-1-Homologen  wurden ein  Dileucin-Motiv  (AS 18  und 19)  und ein  acidic

cluster  (AS  37-43)  identifiziert  [206],  die  mit  einer  pUL16-Wechselwirkung  in

Zusammenhang  stehen  und  für  die  Rückgewinnung  von  pUL11  aus  der

Plasmamembran in den Golgi-Apparat verantwortlich sind [212]. Das Fehlen des acidic

cluster führt  sowohl zu einem verminderten Einbau von pUL16 als  auch von gE in
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Viruspartikel, was darauf schließen lässt, dass der gE-Einbau pUL16-vermittelt ist. Die

26 C-terminalen AS von pUL11 binden direkt die ersten 28 AS des tegumentseitigen

Schwanzes  von  gE.  Der  N-terminale  Teil  von  pUL11 bindet  ebenfalls  an  gE,  aber

deutlich schwächer [213].

Der  Einbau von pUL11 in  das  Tegument  erfolgt  vor  allem in unterphosphorylierter

Form. Es ist  unklar, was hierfür  verantwortlich ist,  aber  der  acidic  cluster ist  dabei

notwendig. Im Gegensatz dazu sind der C-Terminus des Proteins, sowie die Interaktion

mit  pUL16  für  den  Einbau  entbehrlich  [214].  In  PrV-Virionen  ohne  pUL11 wurde

weiterhin  demonstriert,  dass  der  Einbau von pUL36 in  das  Tegument verringert  ist.

Stattdessen  wird  aus  unbekannten  Gründen  ein  N-terminales  Fragment  von  pUL36

vermehrt eingebaut, welches in Wildtyp-Virionen nur in Spuren vorhanden ist  [215].

Bisher wurde keine Struktur eines pUL11-Homologen aufgeklärt.

1.5.4 pUL16

Das  UL16-Gen  ist  in  nahezu  allen  Herpesviren  konserviert.  Das  aus  328

Aminosäureresten bestehende PrV-pUL16 hat  ein berechnetes  Molekulargewicht von

34,8 kDa, während das apparente Molekulargewicht 40 kDa beträgt. In RK13-Zellen ist

dieses Protein nicht essentiell und nicht relevant für Replikationsschritte, die innerhalb

des Zellkerns ablaufen. Stattdessen wird vermutet, dass es in die Ausbreitung von Zelle

zu  Zelle  involviert  ist.  Es  wurde  vorwiegend  im Zytoplasma gefunden,  wobei  eine

geringe Lokalisierung im Zellkern nicht ausgeschlossen ist und Computerprognosen ein

Kernlokalisierungssignal  (engl.  nuclear  localization  signal,  NLS)  zwischen  den

Aminosäureresten  261  und  267  vorschlagen.  Es  wurden  auch  mögliche  NLS  in

homologen Proteinen aus dem HCMV und dem EBV gefunden [216, 217]. Es ist nicht

ungewöhnlich, dass es Hinweise auf eine mögliche Phosphorylierung von PrV-pUL16

gibt [218], da viele Proteine des Teguments phosphoryliert werden [219].

Sequenzvergleiche  mit  verschiedenen  Mitgliedern  der  pUL16-Familie  ergaben  das

mögliche Vorhandensein eines zinkbindenden Motivs durch konservierte Cysteine und

Histidine  am  konservierten  C-Terminus  [217].  Ähnlichkeiten  eines  zinkbindenden

Motivs in dem Chaperon Hsp33 aus E. coli (CXC-X27-CXXC, [220]) mit der Sequenz

von  pUL16  (CXXC-X21-CXC)  konnten  nicht  mit  Computeranalysen  identifiziert
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werden, da die Motivenden vertauscht vorliegen [221]. Das Chaperon aus E. coli ist ein

Protein mit einer C-terminalen regulatorischen Domäne, die das zinkbindende Motiv

enthält und einer N-terminalen Domäne mit Chaperonaktivität. Es liegt normalerweise

in abgeschaltetem Zustand mit einem durch Cysteinreste koordinierten Zn2+-Ion vor. Bei

oxidativem Stress werden die Thiolgruppen der Zn2+-koordinierenden Cysteinreste von

Hsp33  oxidiert  und  die  daraus  resultierenden  Konformationsänderungen  führen  zur

Aktivierung der N-terminalen Chaperondomäne [220, 222, 223]. Auch für pUL16 gibt

es  die  Vermutung,  dass  es  eine  C-terminale  regulatorische  Domäne  und  eine

N-terminale Domäne mit verschiedenen Funktionen bzw. Bindungspartnern gibt [224].

Als Interaktionspartner von pUL16 wurden im HSV-1 pUL11 [212], pUL49 [225], der

tegumentseitige  Schwanz  von gE  [224, 226],  sowie  im HSV-1  und  im PrV  pUL21

identifiziert  [218, 227].  Bei  einem  breiten  Protein-Protein-Interaktionsscreening  von

HSV-1-Strukturproteinen in einem  yeast two-hybrid system wurden das Hauptkapsid-

protein pUL19 und das Kapsidprotein pUL35 als  weitere  mögliche Bindungspartner

von pUL16 vorgeschlagen.  Die  Ergebnisse  für  diese  Interaktionen  waren  allerdings

nicht  eindeutig  [228].  Dennoch  konnte  gezeigt  werden,  dass pUL16  dynamisch

kapsidassoziiert  ist.  Die Menge an kapsidgebundenem pUL16 wird drastisch erhöht,

wenn HSV-1-Virionen mit dem Thiolgruppenblocker N-Ethylmaleinimid inkubiert oder

leicht  saurem  Medium  (pH  5,0  bis  5,5)  ausgesetzt  werden.  Die  pH-abhängige

Assoziation ist vollständig reversibel  [229]. Da Viruspartikel während der sekundären

Behüllung in saure Kompartimente des  trans-Golgi-Netzwerks  [31] knospen und dort

auch oxidierenden Bedingungen ausgesetzt sind [230], ist es wahrscheinlich, dass diese

Änderung der Kapsidassoziation von pUL16 wichtig für eine effektive Behüllung der

Viren ist  [229]. Außerdem wird pUL16 unter anderem die Funktion eines Bindeglieds

zwischen Virushülle und Kapsid zugeschrieben, da es das ebenfalls kapsidgebundene

pUL21 und das mit der Virushülle assoziierte pUL11 bindet, Das Fehlen von pUL16 hat

für den Einbau von pUL36 in das Tegument  in vitro die gleichen Konsequenzen, wie

das zuvor beschriebene Fehlen von pUL11 (Kapitel 1.5.3) [215]. Für die Bindung von

pUL16 an das Kapsid ist pUL36 aber ebenso entbehrlich wie pUL21  [231].  Für die

Wechselwirkung zwischen pUL16 und pUL11 sind wahrscheinlich freie  Cysteine in

pUL16 notwendig, da N-Ethylmaleinimid die Interaktion mit pUL11 unterbindet [232].

Neben  der  Funktion  als  Bindeglied  zwischen  Virushülle  und  Kapsid  hat  pUL16
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wahrscheinlich eine Signalwirkung. Untersuchungen ergaben, dass die Anbindung von

extrazellulären Virionen an zelluläre Heparansulfat-Proteoglykane die Freisetzung von

pUL16 vom Kapsid  auslöst  [233].  Es  besteht  die  Möglichkeit,  dass  dies  durch  die

Bindung des N-terminalen Teils von pUL16 an den tegumentseitigen Schwanz von gE

realisiert ist, da eine solche Interaktion mit der Mutante pUL16(1-155), die nur aus den

155 N-terminalen Aminosäureresten von pUL16 besteht, nachgewiesen werden konnte.

In diesem Zusammenhang wurde in Zellen, die pUL16 und gE bzw. pUL16(1-155) und

gE exprimieren, festgestellt, dass der N-terminale Teil von pUL16 gE deutlich besser

bindet als das Volllängen-pUL16. Dies unterstützt die Vermutung, dass der C-terminale

Teil von pUL16 eine regulatorische Domäne beinhalten könnte. Diese Hypothese würde

zu der Beobachtung passen, dass pUL16 Einfluss auf die Ausbreitung von Zelle zu Zelle

hat, weil gE bei dieser involviert ist [224]. Außerdem ist in pUL16-Deletionsmutanten

der Einbau von gE reduziert [225]. Die Bindung von pUL16 an pUL11 scheint ähnlich

geregelt zu sein, wie die Bindung an gE, da pUL16(1-155) deutlich besser an pUL11

bindet,  als  pUL16  [221].  Bisher  wurde  keine  Struktur  eines  pUL16-Homologen

aufgeklärt.

1.5.5 pUL21

Das  UL21-Gen  ist  in  Herpesviren  konserviert.  Die  genaue  Funktion  des  von  ihm

kodierten  Proteins  pUL21  ist  unbekannt.  Es  ist  ein  kapsidassoziiertes,

phosphorylierbares Tegumentprotein und in die Reifung des Kapsids involviert  [234-

236]. Die Möglichkeit der Beteiligung von PrV-pUL21 am Schneiden der Concatemere

auf Genomlänge wurde diskutiert  [234]. Die Ergebnisse sind jedoch widersprüchlich,

denn dies wurde zwar in SK-6-Zellen (Schweinenieren) und lungenalveolaren Makro-

phagen, nicht aber in Explantaten nasaler Mukosa beobachtet.  Folglich könnte diese

Funktion vom Zelltyp abhängig sein [235]. PrV-pUL21 hat ein Molekulargewicht von

60 kDa,  besteht  aus  525 AS  [6],  ist  nicht  essentiell  und nicht  relevant  für  nukleäre

Prozesse  der  viralen  Replikation  in  RK13-Zellen.  Es  wurde  dort  kein  Defekt  beim

Schneiden der viralen DNA beobachtet.

Untersuchungen an einer PrV-pUL21-Deletionsmutante ergaben, dass der Einbau von

pUL46, pUL49 und pUS3 in reife Virionen drastisch reduziert wird  [237]. Ähnliches
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wird beim attenuierten und als Vakzin genutzen PrV-Bartha-Stamm beobachtet  [238,

239]. Die Attenuierung dieses Stammes resultiert aus Mutationen im UL21-Gen [237].

Es konnte eine Bindung von pUL21 an pUL16 gezeigt werden [218]. Lokalisiert wurde

pUL21 nahe  Kapsiden  [234] und bei  einem Protein-Protein-Interaktionsscreening in

einem  yeast  two-hybrid system wurden  das  Hauptkapsidprotein  pUL19  und  das

Kapsidprotein  pUL35  als  weitere  mögliche  Bindungspartner  von  pUL21 im HSV-1

identifiziert [228].

Allerdings interagiert HSV-1-pUL21 nicht nur mit viralen Proteinen, sondern auch mit

Wirtsproteinen. So assoziiert es mit Mikrotubuli und sorgt ähnlich wie das Tau-Protein

für  die  Ausbildung  langer  Fortsätze  in  nicht-neuronalen  Zellen.  Dafür  ist  ein

prolinreicher  Sequenzabschnitt  in  pUL21  notwendig,  der  Homologien  zu  einer

prolinreichen Sequenz im Tau-Protein zeigt  [236]. Diese Sequenz verbessert im Tau-

Protein  die  Mikrotubulibindung  und  den  Mikrotubuliaufbau  [240].  Die  C-terminale

Domäne von pUL21 ist für die Bildung der Fortsätze entbehrlich, während Deletionen

in  der  N-terminalen  Region  manchmal  zu  einer  Abschaltung  der  Fortsatzbildungs-

aktivität führten. Die Autoren vermuten, dass pUL21 Tubulinuntereinheiten verbindet

und so an dem Aufbau von Mikrotubuli beteiligt ist, konnten in vitro aber keine direkte

Interaktion zwischen diesen Proteinen feststellen. Als dafür mögliche Ursachen wurden

Faltungsprobleme von pUL21 in vitro, notwendige Phosphorylierung oder notwendige

Wechselwirkungen mit Wirtsproteinen genannt [236].

Kürzlich konnte die Struktur der N-terminalen Domäne (AS 1-216) von pUL21 aus dem

HSV-1  aufgeklärt  werden  (Proteindatenbank-(PDB)-Eintrag  4u4h).  Diese  zeigt  eine

bisher unbekannte Faltung, die folglich keine Aufschlüsse über seine Funktion geben

konnte.  Diese  neue  Faltung  wurde  von  den  Autoren  als  segelartig  (engl.  sail-like)

bezeichnet [241].

1.5.6 Komplex aus pUL11, pUL16 und pUL21

Es  wird  angenommen,  dass  pUL11,  pUL16  und  pUL21  einen  Komplex  bilden,  da

pUL16  sowohl  mit  pUL11  als  auch  mit  pUL21  interagiert.  Dieser  Tripelkomplex

wechselwirkt mit weiteren Proteinen, wie z. B. gE. Ein Teil dieser Wechselwirkungen

ist in Abbildung 1.3 dargestellt. Da pUL11 mit der Virushülle assoziiert ist und pUL21
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kapsidassoziiert vorliegt, könnte die Bildung des Tripelkomplexes der Rekrutierung von

Nukleokapsiden  an  den  Ort  der  sekundären  Behüllung  dienen  [212].  Außerdem

verbindet der Komplex Kapsid und Virushülle. Im HSV-1 wurde zudem nachgewiesen,

dass die Bindung von pUL21 and pUL16 die von pUL16 an pUL11 deutlich verbessert.

Die Interaktion von pUL11 und pUL16 wiederum ist notwendig, um die Bindung von

pUL16 an gE zu verbessern. Das für die Zell-zu-Zell-Ausbreitung wichtige gE wird bei

Abwesenheit  sowohl  von  pUL11  als  auch  von  pUL16  vermindert  in  Viruspartikel

eingebaut [226].

Eine  gleichzeitige  Deletion  von pUL16 und pUL21 führte  zur  Bildung von kleinen

Kapsidclustern  im  Zytoplasma.  Die  gleichzeitige  Deletion  von  pUL11,  pUL16  und

pUL21  entsprach  phänotypisch  der  pUL16-pUL21-Doppelmutante  mit  zusätzlichen

Membranstörungen, die auch bei einer pUL11-Deletionsmutante auftreten.  Insgesamt

sind  die  Auswirkungen  der  Tripeldeletionsmutante  in  vitro gering,  obwohl  alle  drei

Proteine in Herpesviren konserviert sind. Allerdings ist es möglich, dass die Auswir-

kungen erst im natürlichen Wirt gänzlich ersichtlich werden [218].
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Abbildung 1.3: Komplex aus pUL11, pUL16 und pUL21.
Dargestellt ist ein Schema der möglichen Bildung des hypothetischen Komplexes aus pUL11, pUL16 und
pUL21 an  Membranen  des  trans-Golgi-Netzwerks  (A),  sowie  die  Position  des  Komplexes  in  reifen
Virionen  (B).  AC - acidic cluster,  C - S-acyliertes Cystein,  G - N-myristoyliertes Glycin.  (A) und (B)
wurden aus  [226], respektive  [224] mit Genehmigung der jeweiligen Verlage entnommen und gering-
fügig angepasst.
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1.5.7 Serinprotease pUL26 und Gerüstprotein pUL26.5

Das UL26-Gen ist in Herpesviren konserviert und überlappt in frame mit dem ebenfalls

konservierten UL26.5-Gen  [6,  242].  Beide teilen sich folglich auch ein Stoppcodon,

wodurch der 3'-Terminus von UL26 identisch mit UL26.5 ist. Das Genprodukt pUL26

beinhaltet somit eine spezifische N-terminale Domäne und eine mit pUL26.5 identische

C-terminale Domäne. Die N-terminale Domäne zeigt Serinproteaseaktivität,  während

die C-terminale Domäne bzw. pUL26.5 ein Gerüstprotein ist [242]. Mit einer Länge von

524 bzw. 278 AS haben  pUL26 und pUL26.5  aus  dem PrV berechnete  Molekular-

gewichte von etwa 55 und 28 kDa [6].

Das  Gerüstprotein  interagiert  im  Zytoplasma  über  seinen  C-Terminus  mit  dem

Hauptkapsidprotein  pUL19.  Durch  ein  NLS  am  N-Terminus  des  Gerüstproteins

gelangen  das  Gerüstprotein,  die  Serinprotease  und  das  Hauptkapsidprotein  in  den

Zellkern  [243].  Dort  bildet  das  Gerüstprotein  durch  Selbstassoziation  ringförmige

Strukturen eines definierten Durchmessers [84, 85]. Diese Selbstassoziation erfolgt im

HSV-1-pUL26.5  möglicherweise  über  Coiled-Coil-Interaktionen  im  Bereich  von

Ser165  bis His219  zwischen  parallel  zueinander  angeordneten  Monomeren.

Anscheinend ist diese Region des Proteins auch wichtig für die Wechselwirkung mit

dem  Hauptkapsidprotein  [244].  Durch  die  Anlagerung  weiterer  Gerüstprotein-

Hauptkapsidprotein-Komplexe  entsteht  das  sphärische,  fragile  Prokapsid  ([22],

Abbildung 1.4).  Das Verhältnis von pUL26.5 zu pUL26 im Prokapsid beträgt dabei

10:1  [10].  Durch  eine  proteolytische  Spaltung  des  Gerüsts  kommt  es  zu  einer

Konformationsänderung,  die  dazu  führt,  dass  sich  die  Prokapside  zu  stabileren

ikosaedrischen Kapsiden umformen [22, 89]. Dabei erhält auch das an einem Vertex des

Kapsids eingebaute Portal, welches aus einem vom Gerüstprotein gebundenen pUL6-

Dodecamer besteht, offenbar seine endgültige Konformation  [88, 245]. Eine verfrühte

proteolytische Spaltung wird womöglich durch die Bindung des Hauptkapsidproteins an

das Gerüstprotein verhindert [246].
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Die  Serinproteasedomäne  wird  nach  ihrer  Funktion,  dem  Schneiden  des  assembly

protein (pUL26), auch als Assemblin bezeichnet. Die Serinproteasen der Herpesviren

sind sehr spezifisch und haben mindestens zwei  Zielsequenzen.  Zum einen sind die

Herpesvirusserinproteasen autoproteolytisch aktiv und schneiden zwischen ihren N- und

C-terminalen Domänen (release site bzw.  R-site), woraus die freie Serinprotease und

das  freie  Gerüstprotein  resultieren.  Zum anderen  schneiden  sie  am C-Terminus  der

Gerüstproteine (maturational site bzw. M-site)  [247, 248]. Die Konsensussequenz der

R-site ist Y-V/L-K/Q-A ↓ S/N/T (↓ markiert die Schnittstelle), wobei P1' meist Serin ist.

Die Konsensussequenz der M-site ist V/L/I-X-A ↓ S, wobei X Asn, Gln, Asp oder Glu

entspricht  [249].  Untersuchungen  am  HCMV-Assemblin  ergaben,  dass  die  M-site

schneller  geschnitten  wird,  als  die  R-site [250].  Die  proteolytisch  abgespaltene

Gerüstproteindomäne von pUL26, in dieser Arbeit als pUL26C bezeichnet, ist im PrV-

pUL26 21 AS länger als pUL26.5. Diese Differenz resultiert aus dem Vorhandensein

einer Verbindungsregion zwischen Protease- und Gerüstproteindomäne von pUL26, die

bei der Spaltung an pUL26C verbleibt. Die Prozessierungen von pUL26 und pUL26.5

sind in  Abbildung 1.5 schematisch dargestellt. In seiner Funktion kann pUL26.5 von

pUL26C ersetzt werden, allerdings mit verminderter Effektivität und dem Verlust des

ansonsten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbaren dichten Gerüstkerns in

den resultierenden Kapsiden [251].
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Abbildung 1.4: Kapsidreifung durch Assemblinaktivität
Schematische  Darstellung  der  Kapsidreifung  durch  die  Aktivität  der
Serinproteasedomäne von pUL26.
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Nach dem Zusammenbau des Kapsids, werden die Gerüstproteinmoleküle an der M-site

geschnitten,  wodurch  sie  vom  Hauptkapsidprotein  getrennt  werden.  Die  Protease-

domäne (pUL26N) verbleibt im Nukleokapsid,  während das Gerüst aus dem Kapsid

entfernt wird. Dies geschieht durch das Verpacken der DNA in das Kapsid. Es ist nicht

bekannt, ob das Verbleiben von pUL26N im Nukleokapsid einen Zweck hat, aber eine

Überexpression von pUL26 führt  zu keinem vermehrten Einbau der Protease in das

Kapsid. Auch in UL26.5-Deletionsmutanten ist pUL26N in reifen Kapsiden in gleicher

Menge  vorhanden.  Eine  mögliche  Erklärung  hierfür  ist,  dass  es  im  Kapsid

unterschiedliche Bindungsstellen für pUL26 und pUL26.5 gibt und die Proteasedomäne

entweder verhindert,  dass pUL26 an pUL26.5-Stellen bindet oder pUL26 an pUL26-

spezifische Stellen dirigiert [85]. Ohne Aktivität der Serinprotease bleibt das Gerüst im

Kapsid und das Verpacken der DNA kann nicht stattfinden. Solche B-Kapside können

durch  Aktivierung  der  Serinprotease  in  reife  C-Kapside  umgewandelt  werden,  wie

anhand  eines  temperatursensitiven  HSV-1-Phänotyps  mit  Mutation  im  UL26-Gen

gezeigt wurde [252].

Folglich muss die Aktivität der Protease streng geregelt sein, da eine verfrühte Aktivität

den  Kapsidzusammenbau  unmöglich  machen  würde.  Dafür  gibt  es  verschiedene

Mechanismen. In einigen Herpesviren, wie dem HCMV oder dem KSHV, haben die

Serinproteasedomänen  eine  oder  mehrere  interne  Schnittstellen,  bei  denen  vermutet
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Abbildung 1.5: Schnittstellen und -produkte von pUL26 und pUL26.5 aus PrV
Dargestellt  ist  eine  schematische  Übersicht  der  UL26/UL26.5-Genprodukte  aus  dem  PrV  und  ihre
Prozessierung durch die N-terminale Serinproteasedomäne von pUL26. Die katalytisch aktiven Reste
sind  pink,  die  Position  des  Kernlokalisierungssignals  (NLS)  ist  grün,  die  vermutliche  Hauptkapsid-
protein-Bindungsregion ist blau und das Startmethionin von pUL26.5 ist rot dargestellt. An der  R-site
(höchstwahrscheinlich Y-L-Q-A ↓ T(226)) werden die N-terminale Serinproteasedomäne pUL26N und
die C-terminale Gerüstproteindomäne pUL26C voneinander getrennt. Die genaue Position der M-site ist
nicht bekannt, aber auf der Grundlage von Sequenzabgleichen wurde P-V-Q-A ↓ S(488) vorgeschlagen
[249,  375].  Die Prozessierung an dieser Stelle trennt die Gerüstproteine pUL26C und pUL26.5 vom
Hauptkapsidprotein (VP5) ab, wodurch diese das Kapsid verlassen können.
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wird, dass sie der Regulation dienen [253-255]. Für HSV-1-, HSV-2- und PrV-pUL26

wurden allerdings keine solchen Schnittstellen gefunden. Zusätzlich wird die Aktivität

über  ein  Monomer-Dimer-Gleichgewicht  reguliert.  Die  mit  Dissoziationskonstanten

(KD) im unteren mikromolaren Bereich schwach assoziierten Dimere sind aktiv  [256].

Die  Monomere  sind  nahezu  komplett  inaktiv.  Der  Dimerisierungsgrad  nimmt  mit

steigender  Assemblinkonzentration  zu,  ebenso  wie  mit  höheren  Konzentrationen

kosmotroper  Salze  oder  unterstützender  Kosolvenzien,  wie  beispielsweise  Glycerol

[256, 257].  Im  Zytosol  ist  die  Assemblinkonzentration  sehr  gering,  wodurch  die

monomere,  inaktive  Form von pUL26 vorliegt.  Im sich zusammenbauenden Kapsid

wird  Assemblin  angereichert,  wodurch  es  zur  Dimerisierung  kommt  [258, 259].

Außerdem  wird  vermutet,  dass  die  Kapsidumgebung  selbst  zu  einer  erhöhten

proteolytischen Aktivität beiträgt [259]. Interessanterweise scheint die Proteaseaktivität

des  Volllängenproteins  pUL26  höher  zu  sein,  als  die  der  Proteasedomäne  pUL26N

allein [250].

Die Aktivität von Assemblinen wird durch C-terminale Änderungen zum Teil drastisch

beeinflusst. In vielen Fällen wird die Aktivität durch Verlängerungen des C-Terminus

reduziert [260-262]. Bei einer Kürzung des C-Terminus um drei bzw. acht AS wurde im

HCMV-Assemblin beobachtet, dass ein Prozessieren an einer der internen Schnittstellen

(I-site) nicht mehr auftritt.  Ein Substrat,  welches eine  M-site trägt,  wurde allerdings

weiterhin geschnitten [260].

Die Strukturen der nativen und kovalent inhibierten dimeren Formen der Serinprotease-

domänen von pUL26-Homologen aus dem HSV-1, HSV-2, VZV, HCMV, EBV und

KSHV sind bekannt (beispielhafte PDB-Einträge: 1at3, 1vzv, 1cmv, 1o6e, 1fl1). Zudem

wurden  Strukturen  diverser  HCMV-Assemblinmutanten  und  von  monomerem,

gekürztem  KSHV-Assemblin  mit  Inhibitoren,  die  an  der  Dimergrenzfläche  binden,

veröffentlicht (PDB-Einträge z. B. 4p3h, 1iec, 1jq6).

Alle bisher untersuchten Assemblin-Dimere sind aus 6-9 α-Helices aufgebaut, die ein

β-Fass bestehend aus zwei β-Faltblättern umschließen. Die katalytische Triade ist für

Serinproteasen ungewöhnlich, da sie aus einem Serin- und zwei Histidinresten, anstatt

wie  bei  den  meisten  Serinproteasen  aus  einem  Serin-,  einem  Histidin-  und  einem

Aspartatrest, besteht. Deshalb bilden die Herpesvirusproteasen auch eine eigene Familie

der  Serinproteasen  (S21)  in  der  Datenbank  der  proteolytischen  Enzyme  MEROPS

27



1 Einleitung

[263].  Die  von  der  International  Union  of  Biochemistry  and  Molecular  Biology

(IUBMB) empfohlene Enzyme Commission Number (EC-Nummer) der Assembline ist

3.4.21.97  [264].  Jedes  der  beiden  Monomere  beinhaltet  eine  eigenes,  autonomes,

solvensexponiertes  aktives  Zentrum,  das  sich  distal  zur  Dimergrenzfläche  befindet.

Nichtsdestotrotz wird die Aktivität drastisch durch die Dimerisierung beeinflusst [257].

Es  wird  vermutet,  dass  durch  die  Dimerisierung  und  die  damit  vermutlich

einhergehende  Verlagerung  eines  loops nahe  der  Dimergrenzfläche  das  für  die

Proteaseaktivität notwendige Oxyanionenloch gebildet wird [265-267].

Die  Struktur  eines  nativen,  monomeren  Assemblins  konnte  bisher  nicht  aufgeklärt

werden, sodass die molekularen Grundlagen der Aktivierung der Proteaseaktivität bisher

nicht zweifelsfrei  nachgewiesen wurden. Die Strukturen von Volllängen-pUL26 oder

des Gerüstproteinteils sind ebenfalls noch nicht bekannt.

1.5.8 pUL32

Die Funktion des UL32-Genproduktes ist bisher kaum verstanden. Innerhalb der Zelle

ist  HSV-1-pUL32  zunächst  in  Replikationskompartimenten  im  Nukleus  zu  finden,

später diffus verteilt in der gesamten Zelle  [268-270]. PrV-pUL32 besteht aus 470 AS

und hat ein berechnetes Molekulargewicht von 51,6 kDa [6].

An einer HSV-1-UL32-Insertionsmutante konnte bei unveränderter DNA-Syntheserate

neben einer  Unfähigkeit  zum Schneiden von Concatemeren und dem Verpacken der

genomischen DNA auch eine diffusere Verteilung der Kapside im Zellkern beobachtet

werden [269]. Der Cysteinanteil in pUL32 ist vergleichsweise hoch und 15 der Cysteine

sind in allen pUL32-Homologen konserviert  [270]. Darüber hinaus enthält es mehrere

C-X-X-C-Motive, die als hochkonservierte Motive in Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen

vorkommen,  welche  durch  Spaltung  und  Bildung  von  Disulfidbrücken  zum Redox-

gleichgewicht in der Zelle beitragen  [270-275]. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass

pUL32  redoxempfindlich  ist  und  zwei  der  C-X-X-C-Motive  essentiell  für  seine

Funktion  sind  [270].  Zudem  wurden  in  UL32-Deletionsmutanten  Änderungen  im

Disulfidbrückenmuster von pUL6, pUL25, pUL38 und pUL26N nachgewiesen, sodass

vermutet wird, dass pUL32 eine Chaperonfunktion haben könnte. Des Weiteren gibt es

ein  gut  konserviertes  H-X-X-C-X-X-X-C-Muster,  welches  in  zinkkoordinierenden
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Proteinen,  die  auf  Disulfidstress  reagieren,  gefunden wurde und für  die  beobachtete

Zinkbindung von pUL32  [268] verantwortlich sein könnte  [270].  Bisher wurde keine

Struktur eines pUL32-Homologen aufgeklärt.

1.5.9 pUL33

UL33 gehört zu den etwa 40 Kerngenen, die in allen  Herpesviridae konserviert sind

[276]. Das PrV-pUL33 besteht aus 115 AS und hat ein berechnetes Molekulargewicht

von  12,7 kDa  [6].  In  gereinigten  HSV-1-Virionen  oder  -Kapsiden  ist  pUL33  nicht

nachweisbar  und lokalisiert  vor  allem im Zytoplasma und  in  Replikationskomparti-

menten  im  Nukleus  [277].  Im HSV-1  ist  pUL33  notwendig  für  das  Schneiden  der

Concatemere  [278], da es Teil  des sogenannten Terminasekomplexes ist,  der für das

Schneiden und Verpacken der viralen DNA in das leere Kapsid verantwortlich ist [94].

Der  Terminasekomplex  bindet  an  das  Portal  [95] und  besteht  vermutlich  aus  drei

Untereinheiten: pUL15, pUL28 und pUL33 [94, 279, 280], wobei pUL33 die Bindung

zwischen pUL15 und pUL28 stärkt [281]. Zur Stabilisierung von pUL33 in infizierten

Zellen ist pUL28 ebenso notwendig, wie zum Schutz von pUL33 vor proteasomalem

Abbau in manipulierten Zelllinien [281]. In genomweiten yeast two-hybrid screens zeigt

pUL33  Interaktionen  mit  etlichen  Tegumentproteinen,  sowie  dem  aus  pUL31  und

pUL34 bestehenden NEC und könnte somit auch die DNA-Prozessierung, den nuclear

egress und  die  Tegumentierung  miteinander  verbinden  [116].  Bisher  wurde  keine

Struktur eines pUL33-Homologen aufgeklärt.

1.6 Röntgenkristallographie

Die  Röntgenkristallographie  ist  eine  wichtige  Methode  zur  Untersuchung  von

Festkörpern.  Sie  kann  zur  Untersuchung  von  pulverförmigen  Proben  und  zur

Aufklärung  des  atomaren  Aufbaus  von  Kristallen  eingesetzt  werden.  Diese  können

sowohl aus einfachen Chemikalien, wie z. B. Salz bestehen oder auch aus komplexen

Makromolekülen wie beispielsweise Proteinen. Farbe,  Form und Größe der Kristalle

können dabei sehr unterschiedlich sein. Proteinkristalle sind meist sehr klein (<1 mm³),

fragil und farblos.
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1.6.1 Kristallisation von Proteinen

Wie ein gegebenes Protein zur Kristallisation gebracht werden kann, ist bis heute nicht

vorhersagbar. Viele der Parameter, die einen Einfluss auf die Kristallisation haben, sind

bekannt. Welche genauen Parameter notwendig sind, muss empirisch für jedes Protein

bestimmt werden.  Zu den wichtigsten  gehören  pH-Wert  und chemische  Zusammen-

setzung  der  Proteinlösung,  Proteinkonzentration  und  Temperatur.  Zudem  gibt  es

Proteine, die trotz jahrelanger Bemühungen nicht erfolgreich kristallisiert worden sind

und wahrscheinlich auch nie kristallisieren werden [282]. Proteinkristallisation ist also

weder trivial noch zwangsläufig erfolgreich.

Einer der kritischen Schritte bei der Kristallisation von Proteinen ist die Nukleation.

Dies ist  die  Bildung von Kristallisationskeimen,  welche die  Ausgangspunkte für  die

Anlagerung  weiterer  Proteinmoleküle  und  somit  das  Kristallwachstum  sind.  Die

Proteinlösung muss für eine Nukleation übersättigt sein. Ist die Übersättigung zu groß,

aggregieren die Moleküle ungeordnet und bilden Präzipitat (ungelöstes Protein). Bei zu
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Abbildung 1.6: Phasendiagramm zur Kristallisation von Proteinen
Schematische  Illustration  eines  Phasendiagramms  zur  Proteinkristallisation.
Der einstellbare Parameter kann Präzipitanten- oder Additivkonzentration, pH,
Temperatur usw. sein. Die schwarzen Kreise stellen die Anfangsbedingungen
für (i)  Batch,  (ii)  Dampfdiffusion, (iii)  Dialyse und (iv) freie  Grenzflächen-
diffusion  dar.  Nachgedruckt  aus  [282],  Copyright  2004, mit  freundlicher
Genehmigung von Elsevier.
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geringer Übersättigung bilden sich keine Kristallisationskeime oder sie können nicht

genug wachsen,  um röntgenkristallographisch  genutzt  werden zu können  [282, 283].

Darum  wurden  verschiedene  Methoden  entwickelt,  um  die  Nukleationszone  im

Phasendiagramm zu erreichen (Abbildung 1.6). Die am häufigsten eingesetzte Methode

ist die Dampfdiffusion mit Hilfe des hängenden Tropfens. Hierbei wird ein Tropfen,

bestehend  aus  Proteinlösung  und  einer  Präzipitantenlösung,  an  einem Deckgläschen

hängend  über  einem  Reservoir  aus  derselben  Präzipitantenlösung  platziert.  Dieses

System wird luftdicht  versiegelt.  Durch Dampfdiffusion diffundiert  Wasser  aus  dem

niedriger konzentrierten Tropfen in die höher konzentrierte Reservoirlösung, was die

Protein- und Präzipitantenkonzentration im Tropfen stetig erhöht. Dadurch kann es zur

Nukleation und zum Kristallwachstum kommen [283].

1.6.2 Röntgendiffraktion

Trifft ein hochenergetischer, monochromatischer Röntgenstrahl auf einen Kristall, wird

ein  Teil  der  Strahlung  von  den  Elektronenhüllen  der  Atome  gebeugt,  während  ein

Großteil den Kristall ungehindert passiert. Die am Kristall gebeugte Strahlung wird von

einem Detektor gemessen. Die Wellenlänge der dabei verwendeten Strahlung muss für

eine  Strukturaufklärung  in  der  Größenordnung  der  zu  messenden  interatomaren

Abstände liegen.

Wie  in  jedem Kristall,  sind  die  einzelnen  Moleküle  eines  Proteinkristalls  in  einem

regelmäßigen  Gitter  angeordnet.  In  diesem  gibt  es  theoretisch  unendlich  viele

verschiedene Scharen von parallelen Gitterebenen gleichen Abstands, welche durch die

sogenannten Millerschen Indices  h,  k und l beschrieben werden. Durch die hohe Zahl

von Atomen in Kristallen existiert  statistisch zu jedem beugenden Atom ein zweites

beugendes Atom, welches die gebeugte Welle des ersten genau auslöscht. Folglich sind

detektierbare Signale nur  durch  ausschließlich  konstruktive Interferenz zu erreichen.

Diese tritt genau dann auf, wenn die Änderung des Wellenvektors beim Streuprozess

einem reziproken Gittervektor  entspricht.  Dies  ist  die  von Max von Laue definierte

Laue-Bedingung. Eine äquivalente Betrachtungsweise ist, dass konstruktive Interferenz

auftritt,  wenn  Röntgenstrahlen  an  Gitterpunkten  unterschiedlicher  Ebenen  einer

Gitterebenenschar (hkl) eines Kristalls gebeugt werden und der Gangunterschied der an
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verschiedenen Ebenen gebeugten Wellen einem ganzzahligen Vielfachen der genutzten

Wellenlänge entspricht  (Abbildung 1.7).  Die Bragg-Gleichung beschreibt diese kon-

struktive Interferenz mathematisch durch:

nλ=2d sinθ .

Diese Gleichung beinhaltet eine natürliche Zahl n, welche die Beugungsordnung angibt,

die Wellenlänge der Röntgenstrahlung λ, den Abstand d zwischen parallelen Netzebenen

und  den  Bragg-Winkel  θ,  dem  Winkel  zwischen  einfallendem  Röntgenstrahl  und

Gitterebene.

Jede Teilwelle, die von der näherungsweise sphärischen Elektronendichte eines Atoms

ρ(r) ausgeht, enthält den Phasenanteil exp(iφ) mit der relativen Phase φ = 2πS∙r. Dabei

ist S der Streuvektor, der sich aus der Differenz aus Ausfallvektor s1 und Einfallvektor s0

ergibt und  r ist der Vektor zwischen zwei Streuelementen (analog zu  Abbildung 1.7).

Für  die  Gesamtwelle  wird  über  das  Atomvolumen  integriert  und  man  erhält  den

atomaren Streufaktor fS, welcher der Fourier-Transformierten (FT) der Elektronendichte

ρ(r) des Atoms entspricht:

f S= ∫
r

V ( Atom)

ρ(r )exp (2π iS⋅r )d r=FT [ρ(r )] .
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Abbildung 1.7: Röntgenbeugung als Reflexion an Gitterebenen
Gezeigt ist eine Graphische Interpretation der Bragg-Gleichung und der
Laue-Bedingung.  Der  Gangunterschied  (2d sinθ) für  maximal
konstruktive  Interferenz  muss  ein  ganzzahliges  Vielfaches  der  Wellen-
länge des einfallenden Strahls sein. Nachgedruckt mit Genehmigung von
Biomolecular Crystallography by Bernhard Rupp, © 2009-2014 Garland
Science/Taylor & Francis LLC.



1 Einleitung

Da im Kristallgitter nicht nur ein Atom streut, sondern alle Atome j, ergibt sich aus der

Summe der Phasenanteile exp(iφ) mit der relativen Phase φ = 2πS∙rj und den atomaren

Streufaktoren  fS,j der  Strukturfaktor  Fhkl.  Dafür  kann der  Positionsvektor  rj auch  als

Skalarprodukt des Basisvektors und des fraktionelle Koordinaten Vektors ausgedrückt

werden:

r j=(a b c )⋅(
x
y
z )=ax j+by j+cz j .

Das Produkt von Streuvektor S und den Basisvektoren a, b und c wiederum ergibt die

Millerschen Indizes h, k und l: S∙rj = hxj+kyj+lzj, womit sich für Fhkl Folgendes ergibt:

Fhkl=∑
j=1

Atome

f S , j⋅exp [2π i(hx j+ky j+lz j)] .

Der  Strukturfaktor  Fhkl ist  die  Fourier-Transformierte  der  Elektronendichte  ρ  der

Elementarzelle für den Miller-Index hkl.

Mit dem Detektor wird ein Beugungsbild mit Reflexen aufgenommen. Die Intensität der

Reflexe in Richtung a (Ia) ist proportional zur quadrierten Amplitude von Fhkl:

I a∝Fhkl
2 .

Da  nur  die  Intensität,  also  die  Anzahl  der  Photonen  gemessen  wird,  gehen  die

Phaseninformationen  der  Wellen  verloren.  Dies  ist  das  Phasenproblem  der

Kristallographie,  da die Phasen für die Fourier-Transformation benötigt  werden. Zur

Lösung dieses Problems gibt es verschiedene Methoden um Startphasen zu erhalten, die

anschließend verfeinert werden [284, 285].

1.6.3 Bestimmung von Startphasen durch molekularen Ersatz

Zur Bestimmung von Startphasen kann beim Vorhandensein möglicherweise ähnlicher

dreidimensionaler  Strukturmodelle  die  Methode  des  molekularen  Ersatzes  genutzt

werden. Solche Modelle sind meist bereits gelöste Strukturen mit Sequenzidentitäten

von über 30 %, da dessen Tertiärstrukturen der gesuchten oft sehr ähneln. Es gibt viele

Methoden für den molekularen Ersatz, im Folgenden wird aber die Patterson-Methode

erklärt, da diese am verständlichsten ist.

Aus den gemessenen Beugungsbildern einer  unbekannten Molekülstruktur  kann eine
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Dichtekarte  errechnet  werden,  indem  die  Fourier-Transformierte  der  gemessenen

Intensitäten  gebildet  und  dafür  alle  Phasen  Null  gesetzt  werden.  Die  resultierende

Dichtekarte (Pattersonkarte) enthält die Information über alle interatomaren Abstands-

vektoren  der  Elementarzelle,  die  Pattersonvektoren.  Bestimmte  Abstände  sind  in

Proteinen unspezifisch. Dazu gehören die ubiquitären Cα-Cα Abstände (~3,8 Å) oder

die mehrheitlich großen Abstände zwischen Atomen unterschiedlicher Proteinmoleküle.

Deshalb wird die Auflösung der Pattersonkarte oft auf den Bereich zwischen 10 und 4 Å

begrenzt. Auch für die Modellstruktur wird eine solche Karte erstellt. Die intramole-

kularen Vektoren der Pattersonkarte sind unabhängig von der Position der Moleküle im

Raum  und  können  darum  losgelöst  von  der  Translation  betrachtet  werden.  Die

Pattersonkarte der Modellstruktur wird sukzessive um kleine Winkel um den Ursprung

rotiert und mit der Pattersonkarte der zu lösenden Struktur verglichen (Abbildung 1.8).

Die geringsten Abweichungen kommen als Lösungen in Betracht.
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Abbildung 1.8: Rotationsfunktion der Patterson-Methode
In  (A) ist das Suchmodell im Ursprung einer P1 Zelle dargestellt.  (B) zeigt die Pattersonkarte dieses
Suchmodells  (alle  interatomaren  Abstandsvektoren).  (C) Zeigt  das  Zielmolekül  in  unbekannter
Orientierung  und  Position  in  der  Einheitszelle,  sowie  (D) die  zugehörige  Pattersonkarte.  Die
Intermolekularen Abstandsvektoren des Zielmoleküls wurden ausgelassen. Durch sukzessives Rotieren
der Suchkarte (blaue Punkte) um den Ursprung und Berechnung der Überlappungsfunktion erhält man
den/die  korrekten  Rotationswinkel  (E und  F).  Nachgedruckt  mit  Genehmigung  von  Biomolecular
Crystallography by Bernhard Rupp, © 2009-2014 Garland Science/Taylor & Francis LLC.
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Anschließend muss das nun korrekt rotierte Suchmodell an die richtige Position in der

asymmetrischen  Einheit  verschoben,  also  translatiert  werden.  Dafür  sind  die

Abstandsvektoren zwischen unterschiedlichen Proteinmolekülen ebenso relevant,  wie

die  Raumgruppe  und  die  Wahl  des  Ursprungs.  In  vielen  zufälligen,  kleinen

Einzelschritten wird das korrekt rotierte Suchmodell verschoben und dessen Fourier-

Transformierte  mit  den  Strukturfaktoren  der  zu  lösenden  Struktur  verglichen.  Die

Lösung mit der geringsten Abweichung kann zur Berechnung eines ersten Phasensatzes

verwendet  werden.  Mit  dessen  Hilfe  werden  Fourier-Transformationen  durchgeführt

und die dadurch erhaltene Elektronendichtekarte wird auf Interpretierbarkeit geprüft. Ist

diese  gegeben,  können  die  Startphasen  über  weitere  Zyklen  von  Modellbau  und

Verfeinerung sukzessive verbessert werden [285].
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1.7 Zielstellung der Arbeit

Viele Vorgänge während der Replikation von Herpesviren sind bislang weitestgehend

ungeklärt.  Für Untersuchungen der Funktion kann die  dreidimensionale Struktur der

Proteine eine große Hilfe sein, da bestimmte Faltungsmuster auf spezifische Aufgaben

hindeuten können [286]. Folglich ist es möglich, dass die Kenntnis der Proteinstruktur

Rückschlüsse auf seine Funktion zulässt. Hinzu kommt, dass bisher nur die Strukturen

von  zwei  Proteinfragmenten  aus  dem  PrV  publiziert  sind.  Die  Strukturaufklärung

weiterer Proteine würde die Rolle vom PrV als Modellorganismus der  Herpesviridae

festigen und zu einem tieferen Verständnis der molekularen Vorgänge in durch Viren

dieser  Unterfamilie  infizierten  Zellen  beitragen.  Weiterhin  kann  die  Kenntnis  der

Struktur von Schlüsselproteinen des Replikationszyklus eine rationale Medikamenten-

entwicklung  ermöglichen und somit  zur  Bekämpfung  der  Aujeszky’schen Krankheit

beitragen. Auch die Entwicklung von Medikamenten gegen verwandte, unter anderem

humanpathogene  Herpesviren  ist  möglich,  da  Homologie  zwischen  den  Proteomen

unterschiedlicher Unterfamilien gegeben ist. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die PrV-Proteine pUL4, -7, -11, -16, -21, -26, -26.5, -32 und -33

zu charakterisieren und, sofern möglich, ihre Strukturen mittels Röntgenkristallographie

aufzuklären. Vor allem die Struktur der Serinprotease pUL26 wäre für eine rationale

Medikamentenentwicklung  interessant,  da  dieses  Protein  in  allen  Herpesviren

konserviert und essentiell für die Virusmorphogenese ist.

Zusätzlich werden die  Proteine durch die  Arbeit  mit  ihren Lösungen charakterisiert.

Dabei  wird es  vor  allem möglich  sein,  Aussagen über  ihre  Überexprimierbarkeit  in

E. coli,  ihre  Löslichkeit  und  ihr  Laufverhalten  bei  der  Natriumdodecylsulfat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)  zu  treffen.  Unterstützend  können  In-

silico-Analysen  der  Peptidsequenzen  Aufschluss  über  Eigenschaften  und Funktionen

der einzelnen Proteine geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Geräte

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) Merck/VWR

2-Methyl-2,4-Pentandiol (MPD) Roth

3-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS) Roth

Agar-Agar Roth

Agarose SERVA

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth

Ammoniumsulfat Roth

Bis-Acrylamid Roth

Borsäure Merck/VWR

Bromphenolblau Sigma

Calciumchlorid Merck/VWR

Coomassie Brilliantblau R250 Merck

D-Glucose VWR

Diisopropylfluorophosphat (DFP) Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Eisessig Roth

Ethanol Roth

Ethidiumbromid Roth

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) VEB Berlin Chemie

Ficoll-400 SERVA

Glucose VWR/Roth

Glycerol Roth

Glycin Roth

Harnstoff Roth

Hefeextrakt Roth

39



2 Material und Methoden

Chemikalie Hersteller

Imidazol Fluka/Roth

Isopropanol Baker

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth

Kaliumacetat Merck/VWR

Kanamycinsulfat Roth

Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth

Manganchlorid VEB Berlin Chemie

Methanol Roth

Natriumchlorid Roth

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat Fluka

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth

Natriumhydroxid Merck

Nickel(II)-chlorid Hexahydrat Merck

Nickel(II)-sulfat Hexahydrat Merck

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth

Phosphorsäure Fluka

Polyethylenglycol (PEG) 1.000 Roth

Polyethylenglycol (PEG) 1.500 Roth

Polyethylenglycol (PEG) 20.000 SERVA

Polyethylenglycol (PEG) 4.000 Merck

Polyethylenglycol (PEG) 400 Roth

Polyethylenglycol (PEG) 8.000 Roth

Roti-Nanoquant Roth

Rubidiumchlorid Aldrich

Salzsäure Roth

Tetramethylethylendiamin (TEMED) SERVA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth

Trypton Roth

Xylen-Cyanol Fluka

Zinkchlorid Merck/VWR

β-Mercaptoethanol (BME) Ferak
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2.1.2 Enzyme und Proteine

Tabelle 2: Enzyme und Proteine, sowie dazugehörige Puffer/Lösungen

Lösung Anbieter

100x Bovines Serumalbumin (BSA) EURx

10x High-buffer EURx

10x Medium-buffer EURx

BamHI EURx

BSA PAA Linz (Österreich)

Calf-intestine alkaline phosphatase (CIAP) EURx

DNase Applichem

dNTPs (10 mM) EURx

EcoRI Fermentas

Grünfluoreszierendes Protein (GFP) Laboreigene Expression und Reinigung

HindIII EURx

Lysozym Amresco

NdeI EURx

Ovalbumin Laboreigene Expression und Reinigung

PfuPlus! 10x Reaktionspuffer EURx

PfuPlus! DNA-Polymerase EURx

T4 DNA-Ligase EURx

T4 DNA-Ligase 10x Reaktionspuffer EURx

Taq 10x Reaktionspuffer EURx

Taq DNA-Polymerase EURx

2.1.3 Verwendete Primer und Matrizen

Die Gene wurden vom Friedrich-Loeffler-Institut bereitgestellt. Die Gene UL4, UL7,

UL26,  UL32  und  UL33  lagen  in  pcDNA-Vektoren  vor,  welches  Vektoren  für

Expressionen in Säugerzellen sind. Die Gene UL11, UL16, UL21 und UL26.5 wurden

in  pGEX-4T-1-Vektoren  bereitgestellt.  Dies  sind  eukaryotische  Vektoren,  die

Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteine exprimieren.

Für  jedes  Gen  sind  zwei  Primer  benötigt  worden:  ein  Vorwärts-  und  ein

Rückwärtsprimer (engl.  forward,  fw, bzw.  reverse,  rv).  Zusätzlich tragen die  Primer
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jeweils eine Schnittstelle für ein Restriktionsenzym, wodurch die amplifizierten Gene in

den Zielvektor einkloniert werden können. In der Benennung der Primer (Tabelle 3)

findet  sich  das  Gen,  die  Primerrichtung  (fw  oder  rv)  und  das  schneidende

Restriktionsenzym  wieder.  Die  Erkennungssequenz  für  das  entsprechende

Restriktionsenzym ist in der Primersequenz unterstrichen.

Tabelle 3: Verwendete Primer

Primer Primersequenz (5'→3')

UL4fwNdeI CCTCATATGACGGCGCTGGTGGCCTAC

UL4rvHindIII CTAAAGCTTTCACTCCAGGATGCGGGCC

UL11fwNdeI GGAACATATGGGACAGTGTTGCTGCCG

UL11rvBamHI GGCCGGATCCTCAGTACGCCCGCGAGG

UL21fwNdeI AATTCATATGGAGTTTGAGTACCAG

UL21rvBamHI GAGTGGATCCTAACGGTTTTTATTGAGG

UL26fwNdeI GAGTCATATGGGGCCCGTGTACGTG

UL26rvBamHI CTGTGGATCCTCATCGCTGGGACATCATC

UL26NrvBamHI GCGGGATCCTACTGCAGGTAGGTGTGTC

UL26.5fwNdeI TGCGCATATGGCAGCCCCGCCGAG

UL32fwNdeI GAACATATGGGCTGGAGCGAGGACG

UL32rvHindIII GATAAGCTTTCAAACATAGCTGCCGAGCG

UL33fwNdeI GATCATATGGCGCGCGGCGGCG

UL33rvHindIII CTGAAGCTTTTATAGGGCGCCCAGCTCC

2.1.4 Kommerzielle Kits

Tabelle 4: Kommerzielle Kits

Kit Hersteller

GeneMATRIX PCR clean-up DNA purification kit EURx

High pure plasmid isolation kit Roche

Qiaquick Gel Extraction Kit QIAGEN
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2.1.5 Vektoren und Zellstämme

Als  Expressionsvektoren  wurden der  Vektor  pET28a(+)  und ein  von Dr. Sebastiaan

Werten modifizierter pET15-Vektor verwendet. Dieser modifizierte Vektor kodiert nicht

für  eine  Thrombinschnittstelle,  sondern  für  eine  Schnittstelle  der  Protease  aus  dem

Tabakätzvirus (engl. tobacco etch virus, TEV) zwischen der His6-Markierung und dem

Zielgen.

Als  bakterieller  Klonierungsstamm  wurde  E. coli DH5α  und  als  Expressionsstamm

E. coli BL21 (DE3) verwendet.

2.1.6 Lösungen, Puffer und Verbrauchsmaterialien

Alle Lösungen ohne anders lautende Angabe wurden mit aq. dest. angesetzt.

2.1.6.1 Stammlösungen

Tabelle 5: Stammlösungen

Stammlösung Behandlung

100 mM DFP in Isopropanol Lagerung bei -20 °C

100 mM EDTA Filtriert, entgast, Lagerung bei 4 °C

1 M IPTG Lagerung bei -20 °C

1,03 M Kanamycinsulfat (Km50) Lagerung bei -20 °C

100 mM NiSO4 Filtriert, entgast, Lagerung bei 4 °C

130 mM PMSF in Isopropanol Lagerung bei -20 °C

2.1.6.2 Medien

Alle Medien wurden auf einen pH-Wert von 7 eingestellt und nach der Herstellung für

20 min bei 120 °C autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Dem Lysogeny-broth-

(LB)-Agar wurde nach dem Autoklavieren, beim Erreichen einer Temperatur von etwa

40 °C, 1 ml Kanamycin-Stammlösung pro Liter LB-Agar zugegeben.
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Tabelle 6: Medien

LB-Medium LB-Agar

Hefeextrakt 5 g/l 5 g/l

NaCl 10 g/l 10 g/l

Trypton 10 g/l 10 g/l

Agar-Agar - 15 g/l

2.1.6.3 Puffer für die Herstellung kompetenter Zellen

Die Puffer wurden nach der Herstellung für 20 min bei 120 °C autoklaviert.

Tabelle 7: Puffer für die Herstellung kompetenter Zellen

RF1-Puffer RF2-Puffer

CaCl2 10 mM 75 mM

Glycerol 15 % (V/V) 15 % (V/V)

RbCl 100 mM 10 mM

Kaliumacetat 30 mM -

MnCl2 50 mM -

MOPS - 10 mM

pH-Wert 5,8; mit Essigsäure 7; mit HCl

2.1.6.4 Puffer für Proteinreinigung und -renaturierung

Tabelle 8: Puffer für IMAC

Lysis 1 Lysis 2 Wasch 2 Elution 1 Elution 2

TRIS pH 7,5 50 mM - - 50 mM -

(NH4)H2PO4 pH 6,5 - 0,2 M 0,1 M - 0,1 M

Imidazol 50 mM - 10 mM 250 mM 250 mM

NaCl 0,5 M - - 0,5 M -

Harnstoff - - - 50 mM -

Glycerol - - - 5 % (V/V) -

EDTA - 5 mM - - -

PMSF - 0,15 mM - - -

44



2 Material und Methoden

Tabelle 9: Puffer für Proteinrenaturierung

Solubilisierungspuffer Renaturierungspuffer

TRIS 20 mM, pH 7,5 50 mM, pH 7

BME 10 mM -

EDTA 5 mM -

Harnstoff 8 M -

PMSF 0,15 mM -

NaCl - 0,4 M

2.1.6.5 Lösungen für SDS-PAGE

Tabelle 10: Lösungen für SDS-PAGE

Laufpuffer Probenpuffer Färbelösung Entfärber

TRIS 3 g/l 125 mM, pH 6,8 - -

SDS 1,67 g/l 4 % (m/V) - -

Glycin 24 g/l - - -

Glycerol - 20 % (V/V) - -

BME - 10 % (V/V) - -

Bromphenolblau - Spatelspitze - -

Coomassie
Brilliantblau R250

- - 1 g/l -

Methanol - - 30 % (V/V) 30 % (V/V)

Eisessig - - 10 % (V/V) 10 % (V/V)

2.1.6.6 Lösungen für Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 11: Stammlösungen für Agarose-Gelelektrophorese

20x Natriumboratpuffer Färbestammlösung

Borsäure 45,44 g/l -

NaOH 8,08 g/l -

Bromphenolblau - 2,5 mg/ml

Methanol - 50 µl/ml

Xylen-Cyanol - 2,5 mg/ml
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Tabelle 12: Puffer für Agarose-Gelelektrophorese

Probenpuffer Laufpuffer

Färbestammlösung 5 µl/ml -

Ficoll-400 150 mg/ml -

20x Natriumboratpuffer - 5 % (V/V)

2.1.6.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13: SDS-PAGE-Gele

Trenngel (12 %) Sammelgel (4 %)

Aq. dest. 4,7 ml 6 ml

Glycerol 2 ml -

1,5 M TRIS/HCl pH 8,5 5 ml -

0,5 M TRIS/HCl pH 6,8 - 2,5 ml

12 % SDS 200 µl 100 µl

30 % Bis-Acrylamid 8 ml 1,3 ml

10 % APS 100 µl 50 µl

TEMED 50 µl 10 µl

Tabelle 14: Kommerzielle Produkte

Verbrauchsmaterial Hersteller

Deckgläschen (18 x 18 mm) VWR

Kristallisationsplatten (24 wells) Greiner

Kristallisationsplatten (96 wells) Greiner Bio-One

Perfect™ 1kb DNA Ladder EURx

Photometer-Küvetten „Halbmikro-Küvetten PS“ Diagonal

Silikonpaste „Baysilone hochviskos/mittelviskos“ GE Bayer Silicones

Spritzenvorsatzfilter (Ø 25 mm, Membran: 0,2 µm PES) VWR International

Ultrafiltrationseinheit „Spin XR UF20“ Corning

Ultrafiltrationseinheit „Spin XR UF6“ Corning

Visking Dialysis Tubing 27/32, Ø 21 mm, MWCO 12-14 kDa SERVA

Säulenmaterialien

Poros 20 MC (IMAC) Perseptive Biosystems

Superdex 75 prep grade (Gelfiltration) GE Healthcare
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2.1.7 Geräte

Tabelle 15: Geräte

Gerät Hersteller

ÄKTApurifier GE Healthcare

Autoklav „HiClave HV-85“ HMC

Clean Bench „Herasafe KS 15“ Thermo

Handtropfsäule (30 µl Polyethylenbett) „Poly-prep“ BioRAD

Heizblock „Block Heater SHT200“ Stuart Scientific

Magnetrührer/Heizplatte „Combimag RCT“ IKA

Magnetrührer/Heizplatte „RH basic 2 IKAMAG“ IKA

Mikrozentrifuge „Biofuge fresco“ Heraeus

Mikrozentrifuge „Biofuge pico“ Heraeus

PCR-Maschine „MyCycler Thermal Cycler“ BioRAD

pH-Meter „Lab 850“ Schott Instruments

Plattformschüttler „Rotamax 120“ Heidolph Instruments

Plattformschüttler „Vibramax 100“ Heidolph Instruments

Säulenkörper Gelfiltration „XK-16“ Pharmacia

Schüttelinkubator „Innova 4200“ New Brunswick Scientific

Schüttelinkubator „Innova 4230“ New Brunswick Scientific

Spektralphotometer „Cary 50 Bio UV-visible“ Varian

Stereomikroskop „MDG41“ Leica

Stromversorgung für Gelelektrophorese „Powerpac 300“ BioRAD

Thermomixer „Thermomixer comfort“ Eppendorf

Thermostat „Polystat cc2“ Huber

Tiefkühlschrank „Ultra Low Temperature Freezer U570“ New Brunswick Scientific

Ultraschallbad „Sonorex Super 10 P“ Bandelin

Ultraschallsonde „Sonoplus HD 2070“ Bandelin

UV-Transilluminator „TFP-M/WL“ Vilber

Vortexmischer „MELB 1719“ Merck Eurolab

Waage „Adventurer“ Ohaus

Zentrifuge „RC6“ Sorvall

Zentrifuge „Super T-21“ Sorvall
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2.1.8 Programme

Tabelle 16: Programme

Programm Anwendung Referenzen

ALINE Version 1.0.025 Anmerkungen an Sequenzabgleichen [287, 288]

Cary WinUV UV/Vis-Spektralphotometer

CCP4 Program suite
Version 6.4.0

Makromolekulare 
Röntgenkristallographie

[289-291]

Clustal Omega Sequenzabgleiche [292-294]

DisEMBL™ Vorhersage unstrukturierter Bereiche [295, 296]

Easychem Version 0.6 Erstellen chemischer Gleichungen [297]

EMBOSS Needle Sequenzabgleiche [298-300]

FinchTV Version 1.3.1 Auslesen Sequenzierungssignale [301]

GIMP Version 2.8.10 Bildbearbeitung/-konvertierung [302]

Inkscape Version 0.48.4 Erstellen von Vektorgrafiken [303]

netNES Version 1.1 Vorhersage NES [304, 305]

NetPhos2.0 Vorhersage Phosphorylierungsstellen [306, 307]

NetPhosK1.0
Vorhersage von kinasespezifischer 
Phosphorylierung, Schwellwert: 0,6

[308, 309]

NucPred Vorhersage von NLS [310, 311]

PDBePISA
Analyse von Kontaktflächen in 
Proteinkristallen

[312, 313]

Protparam Vorhersage von Proteineigenschaften [314, 315]

PSORT II Analyse von Peptidsequenzen [316, 317]

PyMOL Version 1.7.1.3
Erstellen von Abbildungen von 
Strukturmodellen

[318, 319]

RACC Rare-codon usage [320]

Sequence manipulation suite
Bilden des reverse-complements von 
DNA-Sequenzen

[321, 322]

Unicorn 5.0
Fast protein liquid chromatography 
software

[323]

X-ray Detector Software (XDS) Prozessierung von Diffraktionsdaten [324, 325]

Für die Vorhersage von unstrukturierten Bereichen wurde, wie in Tabelle 16 angegeben,

der  DisEMBL™-Server  verwendet.  Die  Ausgabe  erfolgt  in  drei  Kategorien:  loops,

hotloops und remark-465.  Loops sind als Strukturbereiche definiert, die weder helikal,
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noch  Teil  eines  β-Stranges  sind.  Hotloops sind  sehr  flexible  loops mit  hohen  B-

Faktoren.  Remark-465 bezieht  sich  auf  den  gleichnamigen  Abschnitt  aus

Atomkoordinatendateien (.pdb-Dateien). In diesem sind AS zu finden, die keine bzw.

unzureichende Elektronendichte in der dazugehörigen Elektronendichtekarte haben. Als

remark-465 vorhergesagte  Bereiche  sollten  als  intrinsisch  ungeordnet  angesehen

werden, da fehlende Elektronendichte meist intrinsische Unordnung widerspiegelt.

2.2 Methoden

2.2.1 Manipulation von genetischem Material

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur  Amplifikation  von  DNA  und  Einführung  gezielter  Mutationen  wurden

Polymerasekettenreaktionen  (engl.  polymerase  chain-reactions,  PCRs)  durchgeführt.

Bei  dieser  Methode  wird  die  doppelsträngige  DNA  denaturiert,  d. h.  in  seine

Einzelstränge  getrennt.  Anschließend  werden  Amplifikationszyklen,  bestehend  aus

einem  DNA-Denaturierungsschritt,  dem  annealing der  Primer  und  der  Elongation,

durchlaufen.  Auf  diese  Zyklen  folgt  ein  weiterer  Elongationsschritt.  Die  Dauer  der

Elongation wurde auf die Länge der zu amplifizierenden Matrize angepasst (1 min/kb).

Aufgrund des hohen G/C-Gehalts und der damit verbundenen hohen Schmelztemperatur

der PrV-DNA sind sowohl das Denaturieren, als auch das Primer-Annealing schwierig.

Darum  waren  PCRs  mit  einem  Standard-PCR-Protokoll  oftmals  nicht  erfolgreich.

Außerdem  musste  in  einigen  Fällen  zusätzlich  DMSO  zum  PCR-Ansatz  gegeben

werden,  da  dieses  das  annealing von  G/C-reichen  Sequenzen  verbessert  [326].  Als

Kontrolle diente bei allen PCRs ein Ansatz, bei dem die DNA-Polymerase durch  aq.

dest. ersetzt wurde. Die Ansätze und Protokolle der Standard-PCRs sind in Tabelle 17

und Tabelle 18 zu finden.
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Tabelle 17: PCR-Ansätze von UL4 und UL11

UL4 UL11

PfuPlus! 10x Reaktionspuffer in µl 5 5

Matrize in µl 1 1,25

fw-Primer (10 µM) in µl 1,75 1,25

rv-Primer (10 µM) in µl 1,75 1,25

dNTPs (5 mM) in µl 2,5 2,5

DMSO in µl 0 2,5

PfuPlus! DNA-Polymerase in µl 0,5 0,5

Aq. dest. in µl 37,5 35,75

Tabelle 18: PCR-Protokolle von UL4 und UL11

UL4 UL11

{
Initiale 
Denaturierung

97 °C, 180 s 95 °C, 180 s

Denaturierung 97 °C, 30 s 95 °C, 30 s

30 Zyklen Primer-Annealing 64 °C, 30 s 67 °C, 45 s

Elongation 72 °C, 45 s 72 °C, 30 s

Finale Elongation 72 °C, 350 s 72 °C, 120 s

2.2.1.2 Slowdown PCR

Die slowdown PCR [327] ist eine PCR-Methode zur Vervielfältigung von G/C-reichen

DNA-Sequenzen. Hierbei wird die Annealing-Temperatur unabhängig von der Schmelz-

temperatur der Primer zunächst auf 70 °C gesetzt. Alle drei Zyklen wird die Annealing-

Temperatur um 1 °C gesenkt, bis zu einem Minimum von 54 °C (16 ∙ 3 Zyklen). Daran

schließen sich 15 Zyklen mit einer festen Annealing-Temperatur von 58 °C zur Amplifi-

kation an. Der Grund dafür ist, dass die Reaktion durch die anfangs hohe Temperatur

sehr spezifisch ist und alle drei Zyklen unspezifischer wird. Statistisch gesehen wird es

aber  wahrscheinlicher,  dass  die  Primer  die  korrekte  Vorlage  binden,  da  diese  in

zunehmend großer Menge vorliegt. Zusätzlich ist bei dieser Methode die Heiz- bzw.

Kühlrate gesenkt. Die Ansätze und Protokolle der  slowdown PCRs sind in  Tabelle 19

und Tabelle 20 zu finden.
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Tabelle 19: Slowdown-PCR-Ansätze von UL21, UL26, UL26N, UL26.5, UL32 und UL33

UL21, UL26,
UL26.5 und

UL33
UL26N UL32

PfuPlus! 10x Reaktionspuffer in µl 5 2,5 5

Matrize in µl 1 0,5 1

fw-Primer (10 µM) in µl 1,75 0,5 1,75

rv-Primer (10 µM) in µl 1,75 0,5 1,75

dNTPs (5 mM) in µl 2,5 1 3,5

DMSO in µl 0 1 2,5

PfuPlus! DNA-Polymerase in µl 0,5 0,5 0,5

Aq. dest. in µl 37,5 18,5 34

Tabelle  20: Slowdown-PCR-Protokolle von UL21, UL26, UL26N, UL26.5,
UL32 und UL33

UL21 und
UL26

UL26N
UL26.5,

UL32 und
UL33

{
Initiale Denaturierung 95 °C, 300 s 98 °C, 60 s 95 °C, 300 s

Denaturierung I 95 °C, 30 s 98 °C, 15 s 95 °C, 30 s

16 ∙ 3 Zyklen Primer-Annealing I 70 °C, 30 s 72 °C, 30 s 70 °C, 30 s

Elongation I 72 °C, 100 s 72 °C, 40 s 72 °C, 40 s

15 Zyklen {
Denaturierung II 95 °C, 30 s 98 °C, 15 s 95 °C, 30 s

Primer-Annealing II 58 °C, 30 s 58 °C, 30 s 58 °C, 30 s

Elongation II 72 °C, 100 s 72 °C, 40 s 72 °C, 40 s

Finale Elongation 72 °C, 420 s 72 °C, 120 s 72 °C, 420 s

Auf den Agarosegelen der abgeschlossenen PCRs von UL26.5 und UL32 waren neben

den  Banden  bei  den  erwarteten  Längen  von  896 bp  bzw. 1.470 bp  weitere  Banden

vorhanden. Deshalb wurden die Banden der erwarteten Längen aus den Agarosegelen

extrahiert und weiterverwendet.
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2.2.2 Reinigung von DNA

Nach PCRs und Restriktionsverdauen wurde die DNA mit dem „GeneMATRIX PCR

clean-up DNA purification kit“ von EURx aufgereinigt. Es wurde nach der Anleitung

des Kits gearbeitet.

2.2.3 Restriktionsverdau

Um die  einzufügende  DNA (engl.  insert)  in  die  Vektoren  einklonieren  zu  können,

müssen sowohl die verwendeten Vektoren als auch die PCR-Produkte mit den zu den

Primern passenden Restriktionsenzymen geschnitten werden. Im Fall von UL16 diente

der  Restriktionsverdau  dazu,  das  insert aus  dem Donorvektor  zu  gewinnen.  Darum

musste  dieser  Restriktionsverdau  anschließend elektrophoretisch  aufgetrennt  und die

UL16-Bande aus dem Agarosegel extrahiert werden. Hierdurch wurde das  insert von

dem sich ebenfalls im Ansatz befindenden Donorvektor getrennt.

Alle Restriktionsverdaue wurden bei 37 °C als Doppelverdaue mit zwei Restriktions-

enzymen durchgeführt. Die Durchführung einer DNA-Reinigung stoppte die Reaktion.

Die Zusammensetzungen der Restriktionsansätze sind in den Tabellen 21-23 zu finden.

Tabelle 21: Restriktionsverdaue von Vektoren

pET15TEV pET28a(+) pGEX-4T-1-UL16

10x High-buffer in µl 2,5 5 2,5

Vektor in µl 5 20 5

Restriktionsenzym 1 
in µl

BamHI, 0,8 0,8 BamHI, 0,8

Restriktionsenzym 2 
in µl

EcoRI, 0,8 0,8 EcoRI, 0,8

100x BSA in µl 0,25 0 0,25

Aq. dest. in µl 5,25 23,4 5,25

Inkubationszeit in h 4 3 4
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Tabelle 22: Restriktionsverdaue von UL4, UL32 und UL33

UL4 UL32 UL33

10x Medium-buffer in µl 3 5 10

Substrat in µl 10 10 10

HindIII in µl 1 2 3

NdeI in µl 1 2 3

Aq. dest. in µl 15 31 74

Inkubationszeit in h 2,5 5 6

Tabelle 23: Restriktionsverdaue von UL11, UL21, UL26, UL26N und UL26.5

UL11 UL21 UL26 UL26N UL26.5

10x High-buffer in µl 2,5 10 10 5 10

Substrat in µl 15 10 20 10 10

BamHI in µl 0,5 3 5 3 3

NdeI in µl 0,5 3 5 3 3

Aq. dest. in µl 6,5 74 60 29 74

Inkubationszeit in h 3 6 5 4 6

2.2.4 Dephosphorylierung der Vektoren

Zur  Dephosphorylierung  der  Vektoren  wurde  nach  ihren  Restriktionsverdauen  1 µl

CIAP zugegeben  und  der  Ansatz  3 h  bei  37 °C  inkubiert.  Anschließend  wurde  der

Ansatz 20 min bei 65 °C inkubiert, um CIAP zu inaktivieren.

2.2.5 Ligation

Die Ligation bezeichnet das Einklonieren der doppelverdauten  inserts in die ebenfalls

doppelverdauten  und  dephosphorylierten  Zielvektoren.  Die  Zielvektoren  für  das

UL16-Insert  waren pET15TEV und pET28a(+).  Für  alle  anderen  inserts war  es  der

pET28a(+)-Vektor. Die Ligation erfolgte in allen Fällen bei 16 °C. Der Ansatz wurde

nach  Abschluss  der  Ligation  für  20 min  bei  65 °C  inkubiert,  um  die  Ligase  zu

inaktivieren.  Die  Zusammensetzungen  der  Ligationsansätze  sind  in  Tabelle  24 und

Tabelle 25 zu finden.
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Tabelle 24: Ligationsansätze von UL4, UL11, UL16 und UL21

UL4 UL11 UL16 UL21

Vektor in µl 2 2 2 2

Insert in µl 6 3 5 6

T4 DNA-Ligase in µl 0,5 0,5 1 0,5

10x Reaktionspuffer in µl 1 1 1 1

10 mM ATP in µl 0,5 0,5 1 0,5

Aq. dest. 0 3 0 0

Inkubationszeit in h 2,5 2,5 über Nacht 2,5

Tabelle 25: Ligationsansätze von UL26, UL26N, UL26.5, UL32 und UL33

UL26 UL26N UL26.5 UL32 UL33

Vektor in µl 2 2 2 2 2

Insert in µl 6 5 6 6 6

T4 DNA-Ligase in µl 0,5 1 0,5 0,5 0,5

10x Reaktionspuffer in µl 1 1 1 1 1

10 mM ATP in µl 0,5 1 0,5 0,5 0,5

Inkubationszeit in h 2,5 0,5 2 2,5 2,5

2.2.6 Transformation

Für die Transformation von genetischem Material in einen bakteriellen Akzeptorstamm

wurden 5 µl der zu transformierenden DNA zu 50 µl kompetenten Zellen gegeben und

dieser Ansatz für 30 min auf Eis gestellt. Das Reaktionsgefäß wurde anschließend für

40 s  in  ein  auf  42 °C  temperiertes  Wasserbad  überführt  und  nach  Ablauf  der  Zeit

unverzüglich für 2 min auf Eis gestellt. Anschließend erfolgte eine Zugabe von 100 µl

LB-Medium.  Der Ansatz  wurde  nun für  1 h  bei  37 °C und 220 U/min im Schüttel-

inkubator  inkubiert.  Schließlich wurden 50-100 µl des Transformationsansatzes  unter

sterilen  Bedingungen  auf  einer  LB-Agarplatte  mit  dem  zur  Selektion  nötigen

Antibiotikum ausplattiert.
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2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von 0,8-1 %igen Agarosegelen wurden 0,8-1 g Agarose in 95 ml  aq.

dest. und 5 ml 20x Natriumboratpuffer gegeben. Diese Suspension wurde aufgekocht,

bis die Agarose aufgelöst war. Anschließend wurden 10 µl Ethidiumbromid zugegeben,

die Lösung zum auspolymerisieren in den Schlitten der Laufkammer gegossen und der

Kamm eingesetzt. Die aufzutrennende Probe wurde vorbereitet, indem 10 µl der Probe

mit  2 µl  des  Probenpuffers  vermischt  wurden.  Das  nach etwa  30 Minuten  auspoly-

merisierte Gel wurde mit dem Schlitten in die Elektrophoresekammer überführt.  Die

Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer gefüllt, bis das Gel vollständig mit Puffer

bedeckt war. Nach der Entfernung des Kamms wurden die vorbereiteten Proben und der

Größenmarker  in  die  Geltaschen  pipettiert.  Zur  Probenauftrennung  wurde  eine

Spannung von 125 V an das Gel angelegt. Die Auftrennung war abgeschlossen, wenn

die  Lauffront  des  Probenpuffers  das  Gel  nahezu  gänzlich  passiert  hatte.  Zur

Sichtbarmachung der DNA-Banden wurde das Gel auf einem UV-Transilluminator mit

UV-Licht bestrahlt.

2.2.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Extraktionen von genetischem Material aus Agarosegelen erfolgten mit dem „QIAquick

Gel Extraction Kit“ von QIAGEN. Es wurde nach der Anleitung des Kits gearbeitet.

2.2.9 Plasmidisolation

Zur Plasmidisolation und -reinigung wurde das „High pure plasmid isolation kit“ von

Roche verwendet. Es wurde nach der Anleitung des Kits gearbeitet.

2.2.10 Kolonie-PCRs

Wenn nur wenige Kolonien auf einer Transformations-LB-Agarplatte wachsen, ist nicht

sicher,  ob  die  gewünschte  DNA  enthalten  ist.  In  diesen  Fällen  wurden  vor  einer

Sequenzierung eine oder mehrere Kolonie-PCRs durchgeführt,  um auf  Agarosegelen

sicherzustellen, dass mit den Primern ein DNA-Fragment amplifiziert wird, welches der
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Länge  des  gewünschten  entspricht.  Dabei  wurde  keine  isolierte  DNA-Vorlage  zum

PCR-Ansatz  zugegeben,  sondern  lebende  Zellen  einer  Kolonie  von  der

Transformations-LB-Agarplatte.  Aus  Kostengründen  wurde  die  PfuPlus!  DNA-

Polymerase,  wenn  möglich,  durch  die  Taq  DNA-Polymerase  ersetzt,  da  eine

Korrekturlesefunktion hierbei nicht notwendig ist.

2.2.11 Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden durch die Firma LGC Genomics GmbH durchgeführt. Das in

vielen  Fällen  notwendige  manuelle  Auslesen  der  Sequenzierungssignale  erfolgte  mit

dem Programm FinchTV Version 1.3.1 [301].

2.2.12 Umklonierung

Bei einer Umklonierung wird genetisches Material von einem Träger (z. B. Vektor) auf

einen anderen übertragen.  Dazu wird das  zu übertragende Material  durch eine PCR

amplifiziert, wobei Restriktionsschnittstellen durch die verwendeten Primer eingeführt

werden. Daraufhin folgt ein Doppelrestriktionsverdau des Akzeptorvektors, sowie des

amplifizierten Materials mit passenden Restriktionsenzymen. Der Akzeptorvektor wird

anschließend dephosphoryliert,  um eine  Religation  zu  vermeiden.  Das  amplifizierte,

restriktionsverdaute  Material  wird  mit  dem dephosphorylierten,  restriktionsverdauten

Akzeptorvektor in einem Ligationsansatz inkubiert, wodurch das Material in den Vektor

eingeführt wird.

2.3 Zellkultivierung und Proteinexpression

2.3.1 Übernachtkultur

Um  die  gewünschte  OD600 für  die  Proteinexpression  schneller  zu  erreichen,

Glycerolkulturen anzulegen  oder  Plasmide  zu  isolieren,  wurden  Übernachtkulturen

(ÜNK) angesetzt. Hierzu wurden 5 ml LB-Medium unter sterilen Bedingungen in ein

Reagenzglas  pipettiert  und  je  5 µl  aller  zur  Selektion  notwendigen  Antibiotika-
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Stammlösungen  zugegeben.  Anschließend  wurde  das  Nährmedium  mit  einer

Glycerolkultur oder Kolonien einer LB-Agarplatte inokuliert und über Nacht in einem

Schüttelinkubator  inkubiert.  Zur  Kontrolle  des  Mediums  wurde  ein  weiteres

Reagenzglas  mit  5 ml  LB-Medium  ohne  Inokulation  bei  ansonsten  identischen

Bedingungen angesetzt.

2.3.2 Glycerolkulturen

Zur  langfristigen  Aufbewahrung  von  Bakterienkulturen  wurden  sogenannte

Glycerolkulturen angelegt. Hierzu wurden 150 µl Glycerol und 850 µl einer ÜNK in ein

Mikroreaktionsgefäß  pipettiert  und  dieses  nach  erfolgter  Durchmischung  bei  -80 °C

eingefroren. Um ein Auftauen zu vermeiden, wurde mit Glycerolkulturen nur inokuliert,

indem das Mikroreaktionsgefäß in einer vorgekühlte Cryobox transportiert und so kurz

wie  möglich  geöffnet  wurde.  Nach  der  Entnahme  wurde  das  Mikroreaktionsgefäß

unverzüglich wieder bei -80 °C gelagert.

2.3.3 Proteinexpression

Für  die  Proteinexpression  wurde  eine  ÜNK  der  benötigten  Expressionskultur  unter

sterilen Bedingungen in einen Schikanekolben (2 l) mit 500 ml LB-Medium und 500 µl

des  zur  Selektion  nötigen  Antibiotikums  gegeben.  Die  Expressionskultur  wurde  in

einem Schüttelinkubator bei 37 °C und 220 U/min bis zur optischen Dichte (Extinktion)

bei einer Wellenlänge von 600 nm (OD600) von 0,5-0,8 inkubiert. Als Leerwert für die

Bestimmung der  OD600 diente  LB-Medium.  Anschließend  wurde  die  Temperatur  im

Schüttelinkubator auf 14 °C gesenkt und 1 ml einer 1 M IPTG-Lösung zur Induktion

der Expression zugegeben. Nach ca. 20 h wurden die Zellen bei 10.800 × g bei 4 °C für

8 min  abzentrifugiert  und  der  Überstand  verworfen.  Das  Sediment  wurde  entweder

sofort  weiterverwendet  oder  zur  Lagerung  in  ein  konisches  Zentrifugenröhrchen

überführt und bei -20 °C aufbewahrt.
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2.3.4 Kompetente Zellen

Kompetente Zellen sind Zellen, welche in der Lage sind genetisches Material aus der

Umgebung aufzunehmen. Es wurde genauestens darauf geachtet,  dass alle genutzten

Materialien  steril  waren  und  unter  sterilen  Bedingungen  gearbeitet  wurde.  Zur

Herstellung kompetenter Zellen wurde eine ÜNK zu 50 ml LB-Medium gegeben. Die

Zellkultur wurde bei 37 °C und 220 U/min im Schüttelinkubator bis zu einer OD600 von

0,5 inkubiert. Anschließend wurde die Zellkultur in ein konisches Zentrifugenröhrchen

überführt und 15 min auf Eis gekühlt. Die Zellen wurden daraufhin 20 min bei 4 °C und

3.800 × g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Sediment in 10 ml RF1-

Puffer resuspendiert und für 15 min auf Eis gestellt. Anschließend wurden die Zellen

erneut für 20 min bei 4 °C und 3.800 × g abzentrifugiert und der Überstand verworfen.

Das  Sediment  wurde  nun in  2 ml  RF2-Puffer  resuspendiert  und für  15 min  auf  Eis

gestellt.  Diese  Zellsuspension  wurde  schließlich  zu  je  50 µl  in  vorgekühlte

Mikroreaktionsgefäße aliquotiert und in einer Kältemischung (100 g Eis gemischt mit

33 g NaCl) oder flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.4 Proteinreinigung

2.4.1 Zellaufschluss

Das Sediment der Proteinexpression wurde in 5-10 ml Lysispuffer resuspendiert. Wenn

benötigt wurden 10 µl β-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel und/oder 10 µl 130 mM

PMSF als Proteaseinhibitor zugegeben. Die resuspendierten Zellen wurden auf Eis mit

den Geräteeinstellungen „20 % cycle“ und „50 % power“ mit Hilfe von Ultraschall für

15 min aufgeschlossen. Die aufgeschlossenen Zellen wurden für 20 min bei 47.500 × g

und 4 °C zentrifugiert.  Das  Sediment  enthielt  die  unlöslichen Zellbestandteile  (z. B.

Zellmembranen und inclusion bodies) und der Überstand die löslichen Zellbestandteile.

Der  Überstand  wurde  erneut  für  20 min  bei  47.500 × g  zentrifugiert,  um  letzte

unlösliche Reste zu entfernen.
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2.4.2 DNA-Hydrolyse mit DNase

Vor der Reinigung der proteinhaltigen Lösung wurde die DNA mit DNase hydrolysiert,

um das Filtrieren der Lösung zu erleichtern. Dazu wurde die Lösung mit 15 µl DNase je

Liter Zellkultur für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend durch einen

Spritzenvorsatzfilter  mit  0,2 µm  Porengröße  filtriert.  Die  Proteinlösung  wurde

anschließend aufgereinigt.

2.4.3 Proteinrenaturierung

Bei  der  Renaturierung  wird  ein  unlöslich  exprimiertes  Protein  zunächst  unter

denaturierenden  Bedingungen  gelöst,  um  anschließend  in  seine  native  Form

zurückgefaltet  zu  werden.  Dazu  wurden  die  unlösliche  Zellbestandteile  (inclusion

bodies) aus dem Zellaufschluss zunächst noch einmal in Lysispuffer 2 resuspendiert und

erneut  bei  47.500 × g  und  4 °C  für  20 min  zentrifugiert.  Nach  diesem Waschschritt

wurde das Sediment in ca. 20 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert und 2,5 h auf Eis

inkubiert. Die solubilisierten  inclusion bodies wurden anschließend bei 2.400 × g und

4 °C  für  15 min  zentrifugiert.  Das  Sediment  wurde  verworfen  und  der  Überstand

tropfenweise  in  das  etwa  20-fache  Volumen  Renaturierungspuffer  gegeben.  Dabei

wurde der Puffer durch einen Magnetrührstab und einen Magnetrührer ständig gerührt.

Abschließend wurde die Lösung bei 20.000 × g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. Der

Überstand wurde wie die lösliche Fraktion eines Zellaufschlusses behandelt.

2.4.4 Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie

Zur Vorbereitung der Säule wurden von dieser zunächst die Metallionen durch Spülen

mit dem fünffachen Säulenvolumen 100 mM EDTA entfernt. Anschließend wurde das

EDTA mit aq. dest. von der Säule gespült und diese anschließend mit 100 mM NiSO4-

Lösung (fünffaches Säulenvolumen) neu beladen.

Die frisch mit Metallionen beladene Säule wurde zunächst mit Lysispuffer äquilibriert

und die filtrierte, zu reinigende Probe anschließend luftblasenfrei in das ÄKTA-System

injiziert.  Nach dem Aufbringen der  Probe auf die  Säule wurden die Säule mit etwa

fünffachem Säulenvolumen Lysispuffer  bzw. Waschpuffer  gewaschen.  Das  in  diesen
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enthaltene Imidazol konkurriert mit schwach bindenden Bestandteilen um die Plätze auf

der Säule,  wodurch Unreinheiten entfernt werden. Die Elution erfolgte anschließend

durch Gradientenelution mit dem dazugehörigen Elutionspuffer und wurde fraktioniert

aufgefangen.  Die  Identifikation  proteinhaltiger  Fraktionen  erfolgte  durch  das  vom

ÄKTA-System  aufgezeichnete  Absorptionsprofil  bei  einer  Einstrahlungswellenlänge

von 280 nm und eine anschließende SDS-PAGE der entsprechenden Fraktionen.

Die Reinigungen erfolgten mit den Puffern Lysis 1 und Elution 1. Die Puffer Lysis 2,

Wasch 2 und Elution 2 sind Puffer, die für pUL11 optimiert wurden.

2.4.5 Einengen der Proteinlösung

Die Ultrafiltrationseinheiten wurden bei erstmaliger Benutzung stets einmalig mit aq.

dest. für 1 min bei 4 °C und 4.000 × g zentrifugiert, um sie zu spülen. Die einzuengende

Probe wurde in die obere Kammer der Ultrafiltrationseinheit überführt und bei 4 °C und

4.000 × g zentrifugiert, bis die gewünschte Konzentration erreicht wurde.

2.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Für  die  Bestimmung  der  Gesamtproteinkonzentration  in  einer  Lösung  wurden  5 µl

Probe mit 835 µl aq. dest. versetzt. Nach der Zugabe von 160 µl Roti-Nanoquant wurde

die Lösung homogenisiert und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend

wurde die  Extinktion  gegen  aq.  dest. bei  450 und 590 nm gemessen.  Anhand einer

zuvor  erstellten  Kalibriergeraden,  konnte  aus  den  gemessenen  Extinktionen  die

Proteinkonzentration in der Lösung berechnet werden.

2.4.7 Größenausschlusschromatographie

Die verwendete Säule für die Größenausschlusschromatographie wurde zunächst mit

dem  Renaturierungspuffer  äquilibriert.  Dazu  wurde  sie  mit  dem  anderthalbfachen

Säulenvolumen  des  Puffers  gespült.  Die  aufzutrennende  Probe  wurde  mittels

Vorspritzenfilter  vorfiltriert,  luftblasenfrei  in  eine  Spritze  aufgezogen  und  in  den

ÄKTApurifier  injiziert.  Die  Probe  wurde  wiederum  mit  dem  anderthalbfachen
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Säulenvolumen  über  die  Säule  gespült.  Dabei  wurden  die  in  der  Probe enthaltenen

Proteine nach ihrem hydrostatischen Volumen aufgetrennt und fraktioniert aufgefangen.

2.4.8 Dialyse

Für die Dialyse wurde ein Dialyseschlauch vorbereitet, indem ein ausreichend großes

Stück vom Dialyseschlauch abgeschnitten und dieses zweimalig in aq. dest. aufgekocht

wurde.  Ein Ende des Schlauches wurde mit einer Klammer verschlossen und die zu

dialysierende Probe in  den Schlauch pipettiert.  Im Anschluss  daran wurde auch das

zweite Ende des Dialyseschlauches mit einer Klammer verschlossen und der Schlauch

bei 4 °C im Dialysepuffer (etwa hundertfaches Volumen der zu dialysierenden Probe)

mit Hilfe eines Magnetrührstabs und eines Magnetrührer über Nacht gerührt.

2.4.9 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE bildet das Polyacrylamid ein Molekularsieb, welches die Proteine

im  elektrischen  Feld  in  Abhängigkeit  von  ihrer  Größe  unterschiedlich  schnell

durchlaufen.

Zur  Vorbereitung  der  Probe  wurde  die  Probenlösung  im  Verhältnis  2:1  mit  SDS-

Probenpuffer  versetzt  und  für  10 min  bei  95 °C  denaturiert.  Das  im  Probenpuffer

enthaltene BME reduziert möglicherweise vorhandene Disulfidbrücken. Dadurch liegen

die Proteine als  einzelne Polypeptidketten vor. Die hydrophoben Teile dieser Ketten

werden durch den hydrophoben Anteil des SDS abgeschirmt, während die geladenen

Kopfgruppen  des  SDS  solvensexponiert  vorliegen.  So  wird  gewährleistet,  dass  das

Masse-Ladungsverhältnis aller Proteine etwa gleich ist. Beim Anlegen einer Spannung

wandern die Polypeptidketten in Richtung des positiven Pols, wobei die Wanderungs-

geschwindigkeit hauptsächlich von der Länge der Polypeptidkette abhängig ist.

In  eine  Tasche  der  SDS-PAGE-Gele  wurden  3 µl  eines  Größenmarkers  und  in  die

übrigen Taschen 10 µl der vorbereiteten, denaturierten Probenlösungen pipettiert. Die

Elektrophoresekammer wurde daraufhin mit SDS-Laufpuffer gefüllt und eine Spannung

von  160 V  angelegt,  bis  die  Lauffront  das  untere  Ende  des  Gels  erreicht  hatte.

Anschließend wurden die Gele für 30 min in Färbelösung und anschließend zweimalig

61



2 Material und Methoden

für 45 min in Entfärberlösung inkubiert.

Der  bei  der  SDS-PAGE genutzte  Größenmarker  enthielt  BSA (65 kDa),  Ovalbumin

(45 kDa), GFP (27 kDa), Lysozym (14 kDa) und 20 % (V/V) Probenpuffer. Der Marker

wurde für 10 min bei 95 °C denaturiert und bei 4 °C gelagert.

2.5 Kristallisation

Für die Kristallisation von pUL26N mit dem Suizidinhibitor Diisopropylfluorophosphat

(DFP) wurde die Proteinlösung eine Stunde vor der Kristallisation mit  einer finalen

Konzentration von 5 mM DFP inkubiert.

Alle Kristallisationen von pUL26N erfolgten mittels Dampfdiffusion nach der Methode

des hängenden Tropfens.  Zunächst wurde ein manuelles Kristallisationsscreening mit

den in  Tabelle 26 dargestellten 24 Reservoirlösungen durchgeführt. Dieses Screening

ergab erste Kristalle bei 0,1 M TRIS/HCl pH 8,5 und 20 % Polyethylenglykol (PEG)

8.000. Diese Zusammensetzung der Reservoirlösung wurde als Ausgangspunkt für eine

systematische Verbesserung der Kristallisationsbedingungen genutzt. Dabei wurde der

pH-Wert, sowie die genutzte Puffersubstanz optimiert, verschiedene Additive getestet

und die Kettenlänge und Konzentration des PEGs variiert.

Tabelle 26: Kristallisationsscreening

15 %
PEG 400

30 %
PEG 400

25 %
PEG 1.000

20 %
PEG 4.000

20 %
PEG 8.000

2 M
(NH4)2SO4

15 %
PEG 400

30 %
PEG 400

25 %
PEG 1.000

20 %
PEG 4.000

20 %
PEG 8.000

2 M
(NH4)2SO4

15 %
PEG 400

30 %
PEG 400

25 %
PEG 1.000

20 %
PEG 4.000

20 %
PEG 8.000

2 M
(NH4)2SO4

15 %
PEG 1.500

30 %
PEG 4.000

4 %
PEG 8.000

1 M
(NH4)2SO4

3 M
(NH4)2SO4

20 %
MPD

gelb: 0,1 M MES pH 6,5
grün: 0,1 M HEPES pH 7,5
orange: 0,1 M TRIS/HCl pH 8,5
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2.6 Cryoschutz

Proteinkristalle  bestehen  zu  27-65 %  (Durchschnitt:  43 %)  aus  Solvens  [328] und

Beugungsdaten werden oft bei Temperaturen weit unter dem Gefrierpunkt des Wassers

aufgenommen. Auf Beugungsbildern von vereisten Proteinkristallen sind charakteris-

tische Eisringe zu sehen, da Eis ein Kristallgitter  bildet.  Diese Eisringe können von

Proteinen stammende Reflexe überdecken, wodurch Informationen verloren gehen. Um

dies zu vermeiden werden Kristalle nacheinander in Reservoirlösungen mit steigenden

Konzentrationen einer Substanz getränkt, die eine Eisbildung verhindert, z. B. PEG 400,

Glycerol, Ethylenglykol, Saccharose oder Xylitol. Dieser Schutz vor Eiskristallbildung

wird als Cryoschutz bezeichnet.

Der  Cryoschutz  der  genutzten  Kristalle  erfolgte,  indem  diese  15 s  in  Tropfen  mit

steigenden  PEG-400-Konzentrationen  getränkt  wurden.  Die  finalen  PEG-400-

Konzentrationen  für  den  Cryoschutz  der  monomeren  Form  betrugen  25 %  für  den

Kristall  des  höher  aufgelösten  Datensatzes  (PDB-Eintrag  4v0t)  und  23 %  für  den

Kristall des niedriger aufgelösten Datensatzes (PDB-Eintrag 4cx8). Die finalen PEG-

400-Konzentrationen für den Cryoschutz der dimeren Formen betrugen 18 % und 17 %

für natives bzw. mit DFP inkubiertes pUL26N.

Anschließend  konnten  die  so  cryogeschützten  Kristalle  in  flüssigem  Stickstoff

schockgefroren und dort aufbewahrt oder zur Datensammlung genutzt werden.

2.7 Kristallographische Datensammlung und -prozessierung

Alle  Datensätze  wurden  bei  100 K  mit  einem  PILATUS-6M  Detektor  an  der

Strahlführung  BL14.1,  die  vom  Helmholtz-Zentrum  Berlin  (HZB)  am  BESSY II

Elektronenspeicherring in  Berlin-Adlershof  [329] betrieben wird,  aufgenommen.  Die

Datensätze  wurden  mit  dem  Programmpaket  XDS  und  dem  Programm  Aimless

prozessiert  [324,  330-332].  Die  Bestimmung  der  Matthewskoeffizienten  und  des

Solvensgehalts  der  Einheitszelle  erfolgte  mit  der  CCP4 Program suite  Version 6.4.0

[289, 290, 328, 333]. 
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2.8 Phasenbestimmung und Modellverfeinerung

Die  initialen  Phasen  für  die  Modellverfeinerung  wurden  durch  die  Methode  des

Molekularen Ersatzes bestimmt. Hierfür wurden die Aminosäureseitenketten des ersten

Suchmodells (PDB-Eintrag 1at3) durch das Programm Chainsaw  [334, 335] bis zum

Cβ-Atom  gekürzt,  wodurch  ein  Polyalaninmodell  generiert  wurde.  Das  Programm

Phaser  [336] aus der CCP4 Program suite Version 6.4.0 wurde für die Phasenbestim-

mung  durch  molekularen  Ersatz  verwendet.  Die  Zyklen  des  Modellbaus  und  der

Verfeinerung wurden mit Coot Version 0.7.1 [337] und Refmac5 Version 5.8.0073 [338-

345] ausgeführt. Bei der Verfeinerung wurde restrained refinement in Kombination mit

translation/libration/screw (TLS) refinement mit Kette A als TLS-Gruppe 1 und Kette B

als TLS-Gruppe 2 genutzt. Im frühen Stadium der Verfeinerung wurde zusätzlich die

Option local non-crystallographic symmetry restraints verwendet. Die Beugungsdaten

und die  verfeinerten finalen  Modelle  wurden in der  PDB  (www.rcsb.org,  [346]) als

Einträge 4cx8, 4v0t, 4v07 und 4v08 abgelegt.

2.9 Kleinwinkelbeugung

Die  Datensammlung  der  Kleinwinkelbeugungsexperimente  (engl.  small-angle  X-ray

scattering,  SAXS)  erfolgte  durch  Maren  Thomsen  und  Gottfried  J.  Palm  an  der

Strahlführung P12 der EMBL Außenstelle PETRA III, DESY in Hamburg  [347]. Die

Auswertung der Daten erfolgte durch Sebastiaan Werten. Die Datensätze wurden mit

einer Wellenlänge von 1,24 Å bei 283 K aufgenommen und der Abstand der Probe zum

PILATUS  2M  Pixel  Detektor  betrug  3,1 m.  Die  Lösungen  enthielten  0,5 M  NaCl,

50 mM  TRIS/HCl  pH 7,5,  0,25 M  Imidazol,  5 %  Glycerol,  50 mM  Harnstoff  und

pUL26N  wie  angegeben.  Die  Messungen  umfassten  den  Impulsübertragungsbereich

von  0,008 < s < 0,47 Å-1 (s = 4π sin(θ) / λ,  wobei  2θ der  Streuwinkel  ist  und  λ  die

Wellenlänge der  Röntgenstrahlung).  Um Strahlungsschäden zu kontrollieren,  wurden

die Proben in 20 sukzessiven Schritten 50 ms lang der Röntgenstrahlung ausgesetzt.

Dabei wurde keine signifikante Veränderung der Daten beobachtet. Die Daten wurden

auf die Intensität des durchgeleiteten Strahls normiert und radial gemittelt. Die Streuung

des  Puffers  wurde  abgezogen  und  die  Differenzkurven  wurden  auf  die
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Einheitsproteinkonzentration von 1 mg/ml skaliert. Für die weitere Datenanalyse wurde

das  ATSAS-Paket  Version  2.6.0  [348] verwendet.  Formfaktoren  wurden  durch  das

Programm FFMAKER aus  den kristallographischen Modellen  von monomerem und

dimerem PrV-pUL26N erstellt. Die anschließende Kurvenanpassung erfolgte durch das

Programm OLIGOMER [349]. Die Programme DAMMIF [350], DAMAVER [351] und

DAMMIN [352] wurden durch die PRIMUS-Oberfläche [349] zur Erstellung eines ab

initio Modells  bei  der  höchsten  Proteinkonzentration  in  Anwesenheit  von  MgCl2

genutzt. Diese erfolgte im „slow“ Modus und ohne erzwungene Partikelsymmetrie.

Die  Beugungsdaten,  Strukturmodelle  und  Kurvenanpassungen  von  dimerem  PrV-

pUL26N wurden in der Small-angle scattering biological data bank (SASBDB, [353])

als Eintrag SASDA58 abgelegt.

2.10 Berechnungen

2.10.1 Dissoziationskonstante

Die Dissoziationskonstante KD eines Dimers wird nach folgender Formel berechnet:

KD =
cMonomer

2

cDimer
.

Die Gesamtkonzentration an pUL26N-Molekülen in der Lösung ist bekannt. Sie setzt

sich  aus  der  Monomerkonzentration  und  der  doppelten  Konzentration  des  Dimers

zusammen, da im Dimer zwei Monomere enthalten sind:

c pUL26N = cMonomer+2⋅cDimer .

Durch Umstellen erhält man

cDimer =
c pUL26N−cMonomer

2
.

Setzt man diese Formel in die für die Dissoziationskonstante eines Dimers ein, ergibt

sich:

KD =
cMonomer

2
⋅2

c pUL26N−cMonomer

.

Diese Formel kann in eine quadratische Gleichung umgeformt und gelöst werden:

2cMonomer
2

+KD⋅cMonomer−KD⋅c pUL26N = 0
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cMonomer =
−K D±√K D

2
−8(−K D⋅c pUL26N )

4
.

Nur die Lösung mit der Addition ist dabei sinnvoll, da die KD einen positiven Wert hat

und die Wurzel einer Zahl ebenfalls positiv ist.  Die Subtraktionslösung würde somit

eine negative Konzentration ergeben. Die gemessenen Werte der Monomerfraktion und

der  Gesamtkonzentration  können  an  diese  Gleichung  gefittet  werden,  wodurch  ein

Abschätzen der KD in An- bzw. Abwesenheit von 0,2 M MgCl2 möglich ist.

2.10.2 Geschwindigkeitskonstante von PrV-pUL26NΔA225

Die Inhibierung von pUL26N erfolgt durch den Einsatz von 5 mM DFP bei pH 7,5. Im

Strukturmodell  ist  die  Besetzung  von  DFP vollständig,  weswegen  für  die  folgende

Berechnung angenommen wird,  dass  pUL26N zu mindestens  90 % inhibiert  wurde.

Diese Inhibierung muss erfolgen,  bevor  DFP hydrolysiert  wird (t½ = 1 h bei pH 7,5,

[354]). Bei der Hydrolyse von DFP nimmt die DFP-Konzentration exponentiell ab. Die

akkumulierte  Wirkung  von  DFP  bei  einer  Anfangskonzentration  von  5 mM  über

unendliche Zeit entspricht der Wirkung von konstant 5 mM DFP über 1,44 h:

1h⋅
ln e
ln2

= 1,44h .

Gemäß einer Reaktionskinetik erster Ordnung 

c( t)
c0

= e−
t
τ

mit  der  Anfangskonzentration  c0, der  Konzentration  zum  Zeitpunkt  t  c(t)  und  der

Relaxationszeitkonstante  τ,  entspricht  eine  Inhibierung von 90 % des  in  der  Lösung

enthaltenen pUL26N:

0,1 = e−
1,44 h

τ

τ =−
1,44h
ln0,1

= 0,63h .

Die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung k1 ist demzufolge:

k1 =
1
τ = 0,00044 s−1 .

Da v = k 2⋅[DFP ]⋅[ pUL26 N ] = k1⋅[ pUL26N ] , ist die 

Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung k2:
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k2 =
k 1

[DFP]
= 0,089 s−1 M−1 .

Der angenommene Inhibierungsgrad von 90 % ist niedrig angesetzt. Folglich ist diese

errechnete  Geschwindigkeitskonstante  eine  untere  Grenze  und  liegt  wahrscheinlich

höher.
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3 Ergebnisse

3.1 pUL4

Das  erstellte  pET28a(+)-Konstrukt  von  pUL4  wird  von  E. coli in  inclusion  bodies

exprimiert.  Es  wurde  versucht,  eine  Renaturierung  durchzuführen.  Bei  der  Durch-

führung einer Größenausschlusschromatographie im Anschluss an die Renaturierungs-

prozedur  wurde  Protein  nahezu  ausschließlich  im  Totvolumen  der  Säule  detektiert.

Durch  SDS-PAGE  konnte  gezeigt  werden,  dass  dieses  detektierte  Protein  ein

Molekulargewicht von etwa 17-20 kDa hat. Dies entspricht dem Molekulargewicht von

pUL4 (18 kDa).

Es konnte, wie im HSV-1-Homolog, ein NES im Bereich zwischen AS 112 und 124

vorhergesagt  werden  und  ein  Großteil  des  Proteins  scheint  aus  loops  zu  bestehen

(Abbildung  3.1).  Es  wurden  keine  weiteren  Signalsequenzen,  Sequenzmotive  oder

Phosphorylierungsstellen vorhergesagt.

3.2 pUL7

Es konnten keine erfolgreichen PCRs mit dem UL7-Gen durchgeführt werden. Bei allen

Sequenzierungsversuchen wurde lediglich Rauschen detektiert.

In-silico-Analysen ergaben,  dass pUL7 einige mögliche Phosphorylierungsstellen hat

(Thr46, Ser51, 56, 87, 172 und 191) und es diverse Loop-Bereiche, doch offenbar auch

strukturierte  Nicht-Loop-Bereiche  gibt  (Abbildung  3.2).  Es  wurden  keine  weiteren

Signalsequenzen oder Sequenzmotive vorhergesagt.
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Abbildung 3.1: Aminosäuresequenz von pUL4
Dargestellt ist die Aminosäuresequenz von pUL4. Der rot hinterlegte Bereich stellt  das vorhergesagte
NES dar.  Die blauen und roten Linien über der Sequenz sind vom DisEMBL™-Server vorhergesagte
Loop-, bzw. Hotloop-Regionen, die also vermutlich weder helikal noch β-Stränge sind.
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3.3 Der Membrananker pUL11

3.3.1 In-vitro-Untersuchungen von pUL11

Die Umklonierung von UL11 in den Expressionsvektor pET28a(+)  konnte erfolgreich

durchgeführt werden. Nach Abschluss der Expression konnte in der löslichen Fraktion

ein überexprimiertes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 14 kDa durch SDS-

PAGE  nachgewiesen  werden.  Dies  entspricht  etwa  dem  Anderthalbfachen  des

berechneten Molekulargewichts von pUL11 (9,1 kDa). Dieses Laufverhalten der Proben

änderte  sich  auch  nicht  nach der  Zugabe von weiterem BME zum Probenpuffer  in

Kombination mit  einer  Erhöhung der  Denaturierungstemperatur  auf  99 °C und einer

Verlängerung  der  Denaturierungszeit  auf  20 min  vor  der  SDS-PAGE.  Ein  solches

Laufverhalten  bei  der  SDS-PAGE  wurde  bereits  früher  und  auch  bei  homologen

Proteinen von pUL11 beobachtet [137, 355].

Die  Reinigung  mittels  Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie  war

erfolgreich  und lieferte  weitestgehend  sauberes  Protein  der  zuvor  genannten  Größe.

Massenspektrometrische  Untersuchungen  von  Trypsin-  und  GluC-Verdauen  der

Elutionsfraktionen, durchgeführt  von Dr. Axel Karger vom Friedrich-Loeffler-Institut

Riems, zeigten, dass pUL11 vorhanden ist (Abbildung 3.3).

70

Abbildung 3.2: Aminosäuresequenz von pUL7
Darstellung  der  Aminosäuresequenz  von  pUL7.  Die  möglichen  Phosphorylierungsstellen  sind  rot
markiert und mit der phosphorylierenden Kinase beschriftet (Proteinkinase A bzw. B (PKA bzw. PKB),
Casein Kinase II (CKII) und p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38MAPK)).  Die blauen und roten
Linien über der Sequenz sind vom DisEMBL™-Server vorhergesagte Loop- bzw. Hotloop-Regionen, die
also vermutlich weder helikal noch β-Stränge sind.
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Das Einengen der Proteinlösung konnte nur bis zu einer Konzentration von 2-3 mg/ml

erfolgen. Darüber hinaus eingeengtes pUL11 aggregierte und fiel aus. Kristallisationen

mit dieser Proteinlösung ergaben keine Kristalle.  Versuche,  das Protein umzupuffern

und dadurch zu stabilisieren waren nur teilweise erfolgreich. Ein Puffer mit 100 mM

NaH2PO4 pH 6,5  und  250 mM  Imidazol  (Elutionspuffer  „Elution  2“)  erlaubte  ein

Einengen auf  etwa  10 mg/ml.  Allerdings  sind  phosphathaltige  Puffer  für  Kristallisa-

tionsversuche sehr ungünstig, da viele Phosphate schwer löslich sind und kristallisieren.

Somit ist eine Identifizierung von Proteinkristallen deutlich erschwert. Kristallisations-

versuche mit diesem Puffer ergaben zwar viele  Kristalle,  allerdings entsprachen alle

Beugungsbilder der getesteten, proteinähnlichen Kristalle, denen von Salzkristallen.

Eine Dialyse gegen „Elution 2“ ohne Imidazol führte zu einer deutlich verminderten

Löslichkeit.  Bei der Nickel-Affinitätschromatographie eluieren auch Nickelionen von

der  Säule  und  befinden  sich  durch  Imidazol  komplexiert  in  der  Proteinlösung.  Ein

Entfernen  von Imidazol  durch  Dialyse  kann  so  dazu  führen,  dass  Nickelionen  eine

Proteinaggregation von His6-markierten Proteinen verursachen, da die Nickelionen die

Histidine quervernetzen [356]. Um zu überprüfen, ob dies hier der Fall ist, wurde das

Eluat zunächst gegen den Elutionspuffer mit EDTA – einem starken Komplexbildner –

dialysiert.  Anschließend wurde diese Proteinlösung gegen EDTA- und imidazolfreien

Puffer dialysiert, wodurch die Nickelionen aus der Lösung entfernt werden. Auch dies

verbesserte  die  Löslichkeit  von  pUL11  nicht  und  führte  bei  einem  Einengen  über

2-3 mg/ml hinaus zu einem Ausfallen des Proteins.
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Abbildung 3.3: Massenspektrometrische Analyse von pUL11
Dargestellt  sind  die  durch  Massenspektrometrie  gefundenen  und  Tandem-Massenspektrometrie
bestätigten  Fragmente  von  His6-markiertem  pUL11.  In  der  oberen  Sequenz  sind  die  beiden  aus
Trypsinverdauen resultierenden Fragmente markiert (roter Hintergrund). In der unteren Sequenz sind die
beiden  aus  GluC-Verdauen  resultierenden  Fragmente  markiert  (grüne  Schriftfarbe  bzw.  blauer
Hintergrund).
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3.3.2 In-silico-Untersuchungen von pUL11

Der  Bereich  zwischen  L21  und  L33  enthält  im  PrV-pUL11  laut  Vorhersagen  ein

deutliches NES, welches für HSV-1-pUL11 erheblich schwächer ist. Außerdem scheint

PrV-pUL11, wie auch das HSV-1-Homologe, ausschließlich aus loops zu bestehen und

enthält  einen  acidic  cluster. Allerdings  ist  dieser  weniger  stark  ausgeprägt  als  im

Homologen. Der komplette C-terminale Teil des HSV-1-Homologs ist im PrV-pUL11

nicht  vorhanden,  ebenso  wie  das  Dileucin-Motiv,  aber  es  gibt  in  beiden  Proteinen

Phosphorylierungsstellen (Abbildung 3.4).

3.4 pUL16

3.4.1 In-vitro-Untersuchungen von pUL16

Es  konnte  keine  erfolgreiche  PCR  mit  UL16  durchgeführt  werden  oder  zumindest

konnte keine Sequenzierung des umklonierten Gens das Vorhandensein von UL16 im

Expressionsvektor bestätigen. Letztlich wurde UL16 aus dem bereitgestellten  pGEX-
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Abbildung 3.4: Sequenzabgleich und Vorhersagen pUL11
Dargestellt ist der Aminosäuresequenzabgleich von pUL11 aus PrV und HSV-1 (UniProtKB-Einträge:
G3G905 bzw. P04289).  Die blauen und roten Linien über der Sequenz sind vom DisEMBL™-Server
vorhergesagte Loop- bzw. Hotloop-Regionen, die also vermutlich weder helikal noch  β-Stränge sind.
Laut  Vorhersagen  existiert  ein  NES zwischen  L21 und L33 im PrV-pUL11,  im HSV-1-  Homologen
möglicherweise bei L28 bis I38, allerdings mit deutlich niedrigerer Wahrscheinlichkeit (NES-scores 0,27-
0,64 im Vergleich zu 0,52-1,1 bei PrV-pUL11). Dieser Bereich ist der einzige, welcher nicht aus hotloops,
also ungeordneten loops, besteht. Die Farbkodierung ist in der Abbildung beschriftet. Rot hinterlegte AS
werden wahrscheinlich durch die angegebenen Kinasen phosphoryliert: Proteinkinase A, B und C (PKA,
PKB, PKC), Caseinkinase II (CKII) und die Cyclin-abhängige Kinase 5 (engl. cyclin-dependent kinase 5,
cdk5).  Die  Phosphorylierung  von  HSV-1-pUL11 an  S40  wurde  experimentell  bereits  nachgewiesen
[206].  Die  Symbole  unter  den  Zeilen  des  Abgleichs  stehen  für  identische  Aminosäurereste  (*),  sehr
ähnliche Aminosäurereste (:) bzw. ähnliche Aminosäurereste (.).
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4T-1-Vektor durch  einen  Doppelrestriktionsverdau  entfernt  und  anschließend  durch

Gelextraktion aus einem Agarosegel isoliert. Das isolierte UL16 wurde sowohl in den

pET28a(+)-Vektor  als  auch  in  einen  modifizierten  pET15-Vektor,  der  anstatt  einer

Schnittstelle  für  Thrombin  eine  für  die  Tobacco-etch-virus-(TEV)-Protease  trägt,

einkloniert. Die Sequenzierung konnte aber nur bestätigen, dass sich zumindest ein Teil

von UL16 in den Zielvektoren befand. Bereits nach wenigen korrekten Basenpaaren (54

bzw. 42 bp) von UL16 konnte  kein  eindeutiges  Signal  mehr  bei  der  Sequenzierung

detektiert  werden.  Nach  erfolgter  Transformation  der  Vektoren  in  den  Expressions-

stamm und einer anschließenden Testexpression konnten keine Überexpressionsbanden

auf SDS-PAGE-Gelen der Expressionsproben beobachtet werden. Dies betraf sowohl

die lösliche Fraktion als auch die inclusion bodies. Selbiges trifft auf eine Koexpression

von pUL16 und pUL21 zu.

Das  aus  dem  pGEX-4T-1-Vektor  resultierende  Fusionsprotein  von  pUL16  und

Glutathion-S-Transferase (GST) wurde in inclusion bodies exprimiert.

3.4.2 In-silico-Untersuchungen von pUL16

Die Aminosäuresequenz von PrV-pUL16 wurde mit homologen Proteinen aus anderen

Herpesviren  verglichen  und  auf  Phosphorylierungsstellen  untersucht,  wobei  zwei

wahrscheinliche  Phosphorylierungsstellen  gefunden  wurden  (Thr86  und  Ser90,

Abbildung 3.5). Außerdem gibt es ein mögliches Dileucin-Motiv nahe des N-Terminus

bei  Leu16  und  Leu17.  Eine  Vorhersage  unstrukturierter  Bereiche  wurde  ebenfalls

durchgeführt. Die zuvor bereits vorhergesagten möglichen NLS und das konservierte,

vermutlich zinkbindende Motiv sind im Abgleich ebenfalls markiert [216-218, 221].
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Abbildung 3.5: Sequenzabgleich und Vorhersagen pUL16
Gezeigt ist ein Abgleich der Aminosäuresequenzen von PrV-pUL16 mit seinen homologen Proteinen aus
Herpesviren  verschiedener  Herpesvirusunterfamilien.  Hinter  den  Abkürzungen  der  Herpesviren  links
oben im Bild sind die verwendeten UniProtKB-Einträge angegeben. Violett markiert ist ein mögliches
Dileucin-Motiv, rot  markiert  sind die vorhergesagten wahrscheinlichsten Phosphorylierungsstellen für
PrV-pUL16, blau markiert ist das vermutete zinkbindende Motiv [221] und grün markiert sind mögliche
NLS [216-218]. Die blauen und roten Linien über dem Abgleich sind vom DisEMBL™-Server für PrV-
pUL16  vorhergesagte  Loop- bzw. Hotloop-Regionen,  die  also  möglicherweise  ungeordnet  sind.  Die
Symbole  unter  den  Zeilen  des  Abgleichs  stehen  für  identische  Aminosäurereste  (*),  sehr  ähnliche
Aminosäurereste (:) bzw. ähnliche Aminosäurereste (.).
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3.5 pUL21

3.5.1 In-vitro-Untersuchungen von pUL21

Testexpressionen des erstellten pUL21-Konstrukts zeigten auf SDS-PAGE-Gelen weder

in der löslichen Fraktion, noch in den  inclusion bodies  Überexpressionsbanden. Auch

eine  Expression  mit  1 %  Glucose im  Nährmedium  zur  Unterdrückung  der  Basal-

expression lieferte dieses Ergebnis. Wie im vorangehenden Abschnitt bereits erwähnt,

führte auch eine Koexpression von pUL16 und pUL21 nicht zum Erfolg.  Auch eine

Expression direkt aus dem pGEX-4T-1-Vektor, bei dem pUL21 als Fusionsprotein mit

der GST exprimiert wird, zeigte keine Überexpressionsbanden auf SDS-PAGE-Gelen.

3.5.2 In-silico-Untersuchungen von pUL21

Obwohl für VZV-pUL21 ein deutliches NLS vorhergesagt wird, konnte in PrV-pUL21

keines  gefunden  werden.  Allerdings  wurde  ein  NES  zwischen  Leu93  und  Leu100

vorhergesagt. In anderen pUL21-Homologen, mit denen ein Sequenzabgleich durchge-

führt  wurde,  wurde  kein  NES gefunden  (Abbildung 3.6).  Lediglich  im pUL21 aus

GaHV-1 wurde ein mögliches NES gefunden, die Sicherheit der Vorhersage ist mit einer

NES-Bewertung zwischen 0,34 und 0,88 allerdings vergleichsweise gering.

Weiterhin  existiert  möglicherweise  ein  Retentionssignal  für  die  Membran des  endo-

plasmatischen Retikulums,  ein sogenanntes  KKXX-ähnliches  Motiv, am C-Terminus

von PrV-pUL21: LNKN(524). Ein solches Motiv wurde ebenfalls im pUL21-Homolog

aus dem nahe verwandten VZV gefunden, aber nicht in pUL21 aus dem HSV-1 und

dem  GaHV-1.  Zusätzlich  gibt  es  in  PrV-pUL21  einige  mögliche  Phosphory-

lierungsstellen (Thr49, Ser254 und Thr414) und ein konserviertes Leucin-Zipper-Muster

(106)LDVYDPYLVECMVSLPASALSL(128).  Phosphorylierungsstellen  wurden  in

allen abgeglichenen Sequenzen vorhergesagt.
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Abbildung 3.6: Sequenzabgleich und Vorhersagen pUL21
Darstellung  eines  Aminosäuresequenzabgleichs  von  PrV-pUL21  mit  homologen  Proteinen.  Der
Urpsrungsorganismus ist links oben im Bild angegeben, darauffolgend befinden sich die dazugehörigen
UniProtKB-Einträge.  Die  wahrscheinlichsten  Phosphorylierungsstellen  sind  rot  markiert.  Orange
markiert  sind  die  vorhergesagten  NES.  Das  gefundene  konservierte  Leucin-Zipper-Muster  ist  blau
hinterlegt.  Violett  hinterlegt  ist  das  gefundene NLS. In gelb dargestellt  ist  der prolinreiche Sequenz-
abschnit  in HSV-1-pUL21, der  Ähnlichkeiten zum Tau-Protein aufweist  [236].  Die KKXX-ähnlichen
Motive im PrV- und VZV-pUL21 sind grün hinterlegt. Die blauen, grünen und roten Linien über der
Sequenz sind vom DisEMBL™-Server für PrV-pUL21 vorhergesagte Loop-, Remark-465- bzw. Hotloop-
Regionen, die also vermutlich weder helikal noch  β-Stränge sind.  Die Symbole unter den Zeilen des
Abgleichs stehen für identische Aminosäurereste (*), sehr ähnliche Aminosäurereste (:) bzw. ähnliche
Aminosäurereste (.).
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3.6 pUL26 – Serinprotease und Gerüstprotein

Eine  Umklonierung  der  pUL26-DNA in  den  Expressionsvektor  pET28a(+)  gelang,

wodurch  im  Expressionsprodukt  eine  N-terminale  His6-Markierung mit  Thrombin-

schnittstelle  im Verbindungsstück zwischen Markierung und Gen angefügt wurde. Die

Sequenzierung des resultierenden Vektors ergab, dass im Translationsprodukt 88 AS im

zweiten Drittel des Gerüstproteins fehlen würden. Nach den fehlenden 88 AS erfolgt auf

DNA-Ebene  keine  Verschiebung  des  Leserahmens,  sodass  die  C-terminalen  AS

wiederum korrekt  sind.  Das  Expressionsprodukt  (Abbildung  3.7)  wird  dementspre-

chend als pUL26Δ88 bezeichnet.

Auf SDS-PAGE-Gelen von Proben der Expressionskultur von pUL26Δ88 waren weder

in der löslichen, noch in der unlöslichen Fraktion Banden auf der Höhe von Volllängen-

pUL26Δ88 (48,8 kDa) sichtbar. Allerdings waren in der löslichen Fraktion zwei starke

Banden bei  ca. 25 und 27 kDa zu erkennen. Massenspektrometrische Untersuchungen

von trypsinverdauten Proben, die im Friedrich-Loeffler-Institut auf Riems von Herrn Dr.

Axel Karger durchgeführt wurden, ergaben, dass beide dieser Banden zur Serinprotease-

domäne  gehören.  In  keinem  der  nachgewiesenen  Peptide  ist  die  His6-Markierung
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Abbildung 3.7: Sequenzabgleich und Massenspektrometrie von pUL26Δ88
Dargestellt  ist  ein  Sequenzabgleich  von  pUL26Δ88  mit  pUL26.  Die  Fragmente,  welche  bei  den
massenspektrometrischen  Untersuchungen  von  Trypsinverdauen  der  beiden  auf  SDS-PAGE-Gelen
auftretenden  Überexpressionsbanden  nachgewiesen  wurden,  sind  in  der  Abbildung  markiert.  Blau
markierte Fragmente wurden in beiden Spezies gefunden, rot markierte Fragmente hingegen nur in der
27 kDa-Spezies.
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vorhanden und der C-Terminus der natürlich geschnittenen Proteasedomäne ist nur in

Peptiden  der  Bande bei  ca.  27 kDa  nachgewiesen  (Abbildung 3.7).  Da inhomogene

Lösungen für Kristallisationsexperimente von Nachteil sein können, wurde die Serin-

proteasedomäne pUL26N (Assemblin) einzeln kloniert und bearbeitet. Zusätzlich wurde

versucht,  eine Punktmutation im aktiven Zentrum einzuführen,  um die Aktivität  des

Proteaseteils  zu  unterbinden  und  so  Volllängen-pUL26 zu  erhalten.  Die  Einführung

einer  solchen  Punktmutation  war  trotz  der  Anwendung  unterschiedlicher  Methoden

(slowdown PCR, MEGAWHOP-cloning [357] und ligation-during-amplification), sowie

der  Variation  der  Primer,  PCR-Protokolle  und DMSO-Konzentrationen  nicht  erfolg-

reich.

Es wurde ein Sequenzabgleich von PrV-pUL26 mit anderen homologen Proteinen aus

Herpesviren aller Herpesvirusunterfamilien durchgeführt (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Sequenzabgleich und Vorhersagen pUL26
Dargestellt ist der Aminosäuresequenzabgleich von PrV-pUL26 mit homologen Proteinen aus anderen
Herpesviren aller Herpesvirusunterfamilien. Links oben im Bild sind die Abkürzungen der Viren, aus
welchen  die  Sequenz  stammt,  und  die  dazugehörigen  UniProtKB-Einträge  zu  finden.  AS  mit  roter
Schriftfarbe  sind  Teil  der  katalytischen  Triade  der  Assemblindomäne.  AS  mit  blauem  Hintergrund
gehören zum oxyanion-hole loop (OHL) und AS mit orangefarbenem Hintergrund sind durch NucPred
vorhergesagte  mögliche  Kernlokalisierungssignale  (NLS).  AS  mit  grauem,  violettem  und  gelbem
Hintergrund  gehören  zur  internen  Schnittstelle  des  HCMV  (I-site),  den  Freilassungsschnittstellen
(R-sites),  respektive  den  Reifungsschnittstellen  (M-sites)  [249, 376].  Pink  markierte  Bereiche  sind
Repeat-Regionen, welche vor allem reich an Pro, aber auch Ala, Thr und Gln sind. Das Met247 von PrV-
pUL26 ist rot hinterlegt und markiert das Startcodon von PrV-pUL26.5. AS mit grünem Hintergrund
gehören zu der im Laufe dieser Arbeit vorgeschlagenen zweiten  M-site von PrV-pUL26. Die blauen,
grünen und roten Linien über dem Abgleich sind vom DisEMBL™-Server für PrV-pUL26 vorhergesagte
Loop-,  Remark465- bzw. Hotloop-Regionen,  die also möglicherweise ungeordnet  sind.  Die  Symbole
unter den Zeilen des Abgleichs stehen für identische Aminosäurereste (*), sehr ähnliche Aminosäurereste
(:) bzw. ähnliche Aminosäurereste (.).
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3.6.1 Klonierung, Reinigung und Expression von pUL26N

Für die Generierung des Expressionsvektors für den N-terminalen Proteaseanteil von

pUL26  (pUL26N  bzw.  Assemblin),  wurde  ein  Stoppcodon  hinter  das  für  Gln224

kodierende  Codon  einkloniert.  Gln224  ist  der  Aminosäurerest  vor  der  R-site von

pUL26:  Ala225 ↓ Thr226.  Das  resultierende  Konstrukt  (pET28a(+)-pUL26NΔA225)

wurde durch Sequenzierung validiert und kodiert für eine N-terminale His6-Markierung

mit  Thrombinschnittstelle  im  Verbindungsstück  zwischen  Markierung und

pUL26NΔA225.  Zur  Vereinfachung  wird  das  Konstrukt  im  weiteren  Verlauf  dieser

Arbeit  als  pUL26N bezeichnet.  Die Deletion wird im späteren Verlauf dieser  Arbeit

thematisiert. Der Vektor wurde in E. coli BL21 (DE3) Zellen transformiert. SDS-PAGE-

Gele  des  Zellaufschlusses  der  Expressionskulturen  zeigten  starke  Banden  bei  der

berechneten  Größe  von  26,6 kDa in  der  löslichen  Fraktion.  Die  Proteinreinigung

erfolgte  mittels  IMAC  (0,5 M  NaCl,  50 mM  TRIS/HCl  pH 7,5,  5 %  Glycerol,

Gradientenelution mit 0-250 mM Imidazol) und lieferte sehr sauberes Protein, welches

auf ca. 20 mg/ml eingeengt wurde. Das Proteinkonzentrat konnte ohne nennenswerte

Verluste wiederholt bei -80 °C eingefroren und aufgetaut werden. Die Enzymaktivität

von pUL26N wurde nicht getestet.

3.6.2 Kristallisation, Datensammlung und -prozessierung

Die ersten erhaltenen pUL26N-Kristalle waren plattenförmig und entstanden innerhalb

einiger Tage bei 22 °C in Tropfen, bestehend aus 1 µl pUL26N-Konzentrat  und 1 µl

Reservoirlösung  (0,1 M  HEPES  pH 7,5,  20 %  PEG 8.000).  Die  Kristallisationsbe-

dingungen mussten optimiert werden, da die Kristallplatten relativ klein und sehr stark

miteinander  verwachsen  waren  (Abbildung  3.9A).  Viele  Platten  hatten  scheinbar

gemeinsame  Zentren,  aus  denen  viele  Platten  herauswuchsen,  sodass  die  Gebilde

insgesamt von kugelförmiger Gestalt waren. Sowohl die Qualität als auch die Größe der

Kristalle  konnten durch Variation der  Kristallisationsbedingungen deutlich verbessert

werden,  wobei  die  besten  Kristalle  innerhalb  einer  Woche  bei  22 °C  in  Tropfen,

bestehend aus  2 µl  pUL26N-Konzentrat  und 1 µl  Reservoirlösung (0,1 M TRIS/HCl

pH 8,  8 % PEG 8.000),  wuchsen.  Diese Kristalle  zeigten  weiterhin leichte  Verwach-
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sungen  in  einem scheinbar  gemeinsamen  Zentrum,  aber  offensichtlich  wuchsen  die

einzelnen  Kristalle  größtenteils  unterschiedlich  schnell,  sodass  die  Kristalle  wie  in

Abbildung 3.9B aussahen. Das Fischen der Kristalle musste sehr vorsichtig erfolgen,

da  diese  Kristalle  dazu  tendierten,  sich  zu  verbiegen.  Solche  verbogenen  Kristalle

lieferten keine Beugungsdaten. Die größeren von den kleineren Kristallen abzubrechen

und mit den großen Fragmenten Daten zu sammeln erwies sich als ungünstig, da die

erreichten maximalen Auflösungen sehr niedrig waren (über 4 Å) und kaum oder keine

Diffraktion auf dem Detektor nachweisbar war. Die Nutzung der gesamten Kristallge-

bilde aus bestimmten Tropfen hingegen lieferte gute Beugungsbilder. Aus verschiedenen

Tropfen  identischer  Bedingungen  und  gleicher  Proteincharge  unterschied  sich  aus

unbekannten Gründen die Diffraktionsfähigkeit und -qualität der Kristalle zum Teil sehr

deutlich.

Eine andere Kristallmorphologie konnte beobachtet werden, wenn in den Kristallisati-

onsbedingungen MgCl2 oder MnCl2 eingesetzt wurde. In solchen Bedingungen waren
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Abbildung 3.9: Kristalle des PrV-Assemblins
Abgebildet  sind  Aufnahmen  einiger  farbloser  Kristalle  vom  PrV-Assemblin.  Leichte  Färbungen
resultieren aus der Verwendung eines Polarisationsfilters an der Kamera. (A) Plattenförmige Kristalle vor
der Optimierung der Kristallisationsbedingungen (0,1 M HEPES pH 7,5, 20 % PEG 8.000, Tropfen: 1 µl
Reservoirlösung und 1 µl Proteinlösung, bei 22 °C gelagert). Die Verwachsungen sind hier sehr stark und
die Platten sind dünn und fragil. Rechts unten im Bild sind so viele Platten miteinander verwachsen, dass
sie insgesamt nahezu kugelförmig sind.  (B) Plattenförmige Kristalle unter optimierten Kristallisations-
bedingungen (0,1 M TRIS/HCl pH 8, 9 % PEG 20.000, Tropfen: 1 µl Reservoirlösung und 2 µl Protein-
lösung, bei 22 °C gelagert). Die Platten sind deutlich größer und dicker, wodurch sie sich beim Fischen
weniger verbiegen und mehr Röntgenstrahlung beugen. (C) Nadelförmige Kristalle, die unter optimierten
Kristallisationsbedingungen  mit  MgCl2 gewachsen  sind  (0,1 M TRIS/HCl  pH 8,  0,4 M MgCl2,  14 %
PEG 8.000, Tropfen: 1 µl Reservoirlösung und 2 µl Proteinlösung, bei 22 °C gelagert). Die Proteinlösung
wurde zuvor nicht mit DFP inkubiert. Von einem der in (C) abgebildeten Kristalle wurde ein Datensatz
aufgenommen (PDB-Eintrag 4v07). Kristalle aus Proteinlösungen, die mit DFP inkubiert wurden, sahen
identisch aus, waren aber nur etwa halb so groß.
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die Kristalle nadelförmig (Abbildung 3.9C). Solche Kristalle wurden unter identischen

Bedingungen  auch  erhalten,  wenn  die  Proteinlösung  zuvor  mit  dem Suizidinhibitor

Diisopropylfluorophosphat  (DFP)  inkubiert  wurde.  Dieser  Inhibitor  bildet  mit  dem

Serin  des  aktiven  Zentrums unter  Abspaltung von Fluorwasserstoff  einen Phosphor-

säureester  (Abbildung 3.10),  wodurch das Serin blockiert  wird. Die besten Kristalle

wuchsen wiederum bei 22 °C in Tropfen bestehend aus 2 µl pUL26N-Konzentrat und

1 µl Reservoirlösung. Die Reservoirlösungen von untersuchten Kristallen ohne bzw. mit

vorheriger Inkubation mit DFP enthielten 0,1 M TRIS/HCl pH 8, 14 % PEG 8.000 und

0,4 M MgCl2 bzw. 0,1 M TRIS/HCl pH 8,  20 % PEG 8.000 und 0,2 M MgCl2.  Eine

Inhibierung mit  dem Serinproteaseinhibitor  PMSF war nicht erfolgreich.  Es bildeten

sich  zwar  Kristalle,  doch  konnte  in  der  Elektronendichte  der  aus  diesen  Kristallen

gewonnenen Datensätze kein PMSF gefunden werden.

Es wurden je zwei Datensätze von plattenförmigen (PDB-Einträge 4cx8 und 4v0t) und

nadelförmigen  Kristallen  aufgenommen  (PDB-Einträge  4v07  und  4v08).  Einer  der

nadelförmigen  Kristalle  stammte  aus  einem Kristallisationsansatz,  bei  welchem  das

Protein zuvor mit DFP inkubiert wurde (PDB-Eintrag 4v08). Die Statistiken der Daten-

sammlungen sind in Tabelle 27 aufgelistet.
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Abbildung 3.10: Inhibierung durch Diisopropylfluorophosphat
Dargestellt ist die Inhibierung von Serinproteasen durch die Reaktion von Diisopropylfluorophosphat mit
der Seitenkette des aktiven Serins unter Bildung eines Phosphorsäureesters (Diisopropylphosphorylserin)
und Fluorwasserstoff. 
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Tabelle 27: Statistiken der Datensammlung der Röntgendiffraktion

PDB-Eintrag 4cx8 4v0t 4v07 4v08

Röntgenquelle
BESSY II
BL14.1

BESSY II
BL14.1

BESSY II
BL14.1

BESSY II
BL14.1

Wellenlänge in Å 0,91841 0,91841 0,91841 0,91841

Temperatur in K 100 100 100 100

Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121

Zelldimensionen in Å
40,44/101,34/

130,08
40,17/98,61/

131,11
51,38/75,98/

110,76
52,06/76,23/

111,05

Maximale Auflösung 
in Å

2,53
(2,68-2,53)

2,05
(2,16-2,05)

2,10
(2,21-2,10)

2,03
(2,14-2,03)

Unabhängige Reflexe 18.230 33.525 25.947 29.319

Redundanz 3,8 (3,3) 6,5 (6,3) 6,5 (6,7) 6,5 (6,3)

Rmeas in % 9,0 (74,4) 7,3 (77,4) 7,8 (88,5) 11,5 (82,1)

Mittleres I/σ(I) 14,3 (2,1) 16,3 (2,7) 19,3 (2,4) 13,1 (2,2)

Vollständigkeit in % 97,8 (93,6) 99,6 (97,8) 99,8 (99,2) 99,9 (99,4)

Wilson B-Faktor in Å² 55,9 44,0 44,7 35,0

Solvensgehalt in % 50,9 49,6 39,5 40,6

Werte in Klammern beziehen sich auf die höchste Auflösungsschale.

3.6.3 Phasenbestimmung und Modellverfeinerung

Die  Phasenbestimmung  erfolgte  durch  die  Methode  des  molekularen  Ersatzes.  Als

Startmodell  für den zuerst aufgenommenen Datensatz eines plattenförmigen Kristalls

diente die A-Kette des Assemblins aus dem HSV-2 (PDB-Eintrag 1at3,  [358]). Zwei

Ketten  wurden  in  der  asymmetrischen  Einheit  gefunden.  Allerdings  misslang  der

molekulare Ersatz, wenn als Suchmodell das HSV-2-Assemblindimer (Kette A und B

aus dem PDB-Eintrag 1at3) verwendet wurde. Die mit Hilfe der A-Kette des HSV-2-

Assemblins erfolgte Phasenbestimmung lieferte eine sinnvolle Elektronendichtekarte.

Dieses initiale Strukturmodell wurde weiter verfeinert. Das finale Modell (PDB-Eintrag

4cx8)  diente  als  Startmodell  für  den  molekularen  Ersatz  bei  der  Strukturlösung der

PDB-Einträge 4v0t und 4v07. Für die Lösung der Struktur von 4v08 konnte aufgrund

von Isomorphismus der dazugehörigen Kristalle direkt das Modell von 4v07 verfeinert

werden. Die Verfeinerungsstatistiken sind in Tabelle 28 aufgelistet.
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Tabelle 28: Verfeinerungsstatistiken der Strukturmodelle von pUL26N

PDB-Eintrag 4cx8 4v0t 4v07 4v08

Auflösung in Å 79,9-2,53 78,8-2,05 62,7-2,10 62,8-2,03

Anzahl Reflexe 18.230 33.525 25.947 29.319

R/Rfree¹ in % 19,8/25,2 17,9/22,7 17,8/23,7 17,0/23,4

Figure of merit 0,797 0,837 0,791 0,825

Aminosäurereste/Wassermoleküle 418/49 435/148 442/133 437/263

Root-mean-square deviation 
(RMSD) der Bindungslängen in Å

0,014 0,019 0,015 0,016

RMSD der Bindungswinkel in ° 1,788 1,993 1,722 1,762

Durchschnittlicher B-Faktor in Å² 61,0 52,0 49,0 36,0

Ramachandran Statistiken²

Bevorzugte Bereiche in % 94,33 96,55 97,06 96,80

Ausreißer in % 0,49 0 0 0,23
1 R = Σ||Fo|-|Fc||/Σ|Fo|, wobei Fo and Fc die beobachteten, respektive berechneten Strukturfaktoren sind. Rfree

= analog zum R-Faktor, aber die Summierung ist über 5 % der Reflexe, welche von der Verfeinerung 
ausgenommen wurden.
2 Die Kategorien wurden vom Programm MolProbity definiert [359].

3.6.4 Finale Strukturmodelle

3.6.4.1 Quartärstruktur

Bei der Phasenbestimmung der aus nadelförmigen Kristallen gewonnenen Daten fiel

auf,  dass einige Teile der Struktur nicht mit  dem genutzten Modell  übereinstimmen.

Dieses  Modell  stammte  aus  der  Verfeinerung  eines  aus  plattenförmigen  Kristallen

gewonnenen  Datensatzes.  Darum wurde  getestet,  ob  der  molekulare  Ersatz  bei  aus

nadelförmigen Kristallen erhaltenen Daten mit dem HSV-2-Assemblindimer möglich

ist. Dabei konnte eine sehr gute Lösung erhalten werden. Dies lässt den Schluss zu, dass

sich  vor  allem  die  Quartärstrukturen  von  nadel-  und  plattenförmig  kristallisiertem

pUL26N voneinander unterscheiden und pUL26N aus nadelförmigen Kristallen dem

bekannten Dimer entspricht. Demzufolge stellt der PDB-Eintrag 4v07 natives, dimeres

pUL26N und der PDB-Eintrag 4v08 inhibiertes, dimeres pUL26N dar.

Zur  Bestimmung  der  Quartärstruktur  des  plattenförmig  kristallisierten  pUL26Ns

wurden in den finalen Strukturmodellen die Kontakte im Kristall mit dem PDBePISA
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Webserver ([312], [313]) analysiert. Der Webserver schlug lediglich einen relevanten

Kontakt vor. Dieses theoretische pUL26N-Dimer hätte keine zweizählige Symmetrie,

was für biologisch relevante Dimere sehr ungewöhnlich wäre [360, 361]. Zudem wäre

die Grenzfläche mit 978 Å² signifikant kleiner als der Durch-schnitt für Homodimere

mit vergleichbarem Molekulargewicht (ca. 1.500 Å², [361]). Die Atome in den Helices,

die in diesem Dimer die Grenzfläche bilden würden, haben überdurchschnittlich hohe

B-Faktoren (60-100 Å², Durchschnitt im Modell: 52 Å²), was ebenfalls sehr ungewöhn-

lich wäre. Dies alles deutet darauf hin, dass diese einzige vorgeschlagene Interaktion ein

Kristallkontakt ist und in Lösung vermutlich nicht existiert. Folglich liegt plattenförmig

kristallisiertes pUL26N in monomerer Form vor, was durch Kleinwinkelbeugungsdaten

bestätigt wird (Kapitel 3.6.4.6, S. 96).

3.6.4.2 Natives und inhibiertes dimeres pUL26N

Die Tertiärstruktur von pUL26N ist ein von acht α-Helices umgebenes β-Fass, welches

aus  einem  viersträngigen,  antiparallelen  und  einem  dreisträngigen,  gemischten

β-Faltblatt besteht (Abbildung 3.11). Das Homodimer hat eine zweizählige Symmetrie

mit einer durch PDBePISA bestimmten Grenzfläche von 1.273 Å² (natives Dimer) bzw.

1.258 Å² (inhibiertes Dimer). Die Grenzflächen von homologen Assemblinen betragen

etwa  1.300 Å².  Die  RMSD  des  Sekundärstrukturvergleichs  [362] der  PDB-Einträge

4v07 und 4v08 liegt mit 437 abgeglichenen Cα Atomen bei 0,39 Å (Abbildung 3.11A).

Das im inhibierten pUL26N kovalent an das Serin des aktiven Zentrums gebundene

Diisopropylphosphat ersetzt ein Chloridion im nativen pUL26N-Modell. 

Die B-Faktoren der Cα-Atome im β-Fass und an der Dimergrenzfläche sind niedrig,

während sie in grenzflächenabgewandten Bereichen höher sind (Abbildung 3.11B). Die

RMSD der Vergleiche der vollständigen Dimere reichen von 1,32 Å (PDB-Eintrag 1vzv,

410 abgeglichene Cα-Atome) bis  2,58 Å (PDB-Eintrag 1cmv, 334 abgeglichene Cα-

Atome).  Eine Superposition von repräsentativen Assemblinen aus allen Herpesvirus-

unterfamilien ist in Abbildung 3.12 dargestellt.
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Die  Dimergrenzfläche  wird  von  den  Helices  α3,  α4  und  α7  gebildet.  Die  einander

zugewandten  Seiten  der  Helices  sind  hydrophob  und  bilden  so  eine  hydrophobe

Kontaktfläche. Zwischen den aufeinanderzeigenden N-Termini der Helices α8 befindet

sich ein Chloridion je Monomer, wie in Abbildung 3.11A gezeigt ist.
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Abbildung 3.11: Superposition von nativem und inhibiertem dimerem PrV-Assemblin
Gezeigt  ist  eine  Superposition  der  Bändermodelle  von  nativem  (PDB-Eintrag  4v07)  und  mit  DFP
inhibiertem (PDB-Eintrag 4v08) dimerem pUL26N aus dem PrV. (A) Das native Assemblin ist in violett
dargestellt,  während  das  inhibierte  grün  gefärbt  ist.  Diisopropylphosphate  sind  als  Stabmodelle  und
Chloridionen als rote Kugeln dargestellt. Die zweizählige Dimerachse wird durch eine gelbe gestrichelte
Linie repräsentiert.  (B) Die Färbung der beiden Modelle basiert auf den B-Faktoren der Cα-Atome. B-
Faktoren unter 30 Å² sind dunkelblau und B-Faktoren über 80 Å² sind rot gefärbt. Diisopropylphosphat
ist als nach Atomsorte gefärbtes Kalottenmodell dargestellt. Hohe B-Faktoren können vor allem in Loop-
Bereichen und der dimergrenzflächenabgewandten Seite beobachtet werden. Der Oxyanionenloch-Loop
und die Helices an der Kontaktfläche sind, den B-Faktoren nach zu urteilen, weitestgehend starr.
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Das aktive Zentrum der Serinprotease ist solvensexponiert und die katalytischen Reste

gehören zu den β-Strängen β5 (Ser109) und β6 (His128) und dem β2-β3-loop (His43).

Die Inhibierung mit DFP führt zur Bildung eines Phosphatesters zwischen Ser109 und

dem  DFP,  wie  in  Abbildung  3.13 zu  erkennen.  Die  Besetzung  des  Diisopropyl-

phosphats in der Kristallstruktur ist vollständig. In der nativen Struktur hingegen besetzt
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Abbildung 3.12: Superposition repräsentativer Assemblinstrukturen
Orthogonale  Ansichten  (A,  B) von  superpositionierten,  dimeren  Assemblinstrukturen  der  Alpha-
herpesviren PrV (PDB-Eintrag 4v08, rot) und VZV (PDB-Eintrag 1vzv, orange),  des Betaherpesvirus
HCMV  (PDB-Eintrag  1cmv,  dunkelblau)  und  des  Gammaherpesvirus  KSHV  (PDB-Eintrag  1fl1,
hellblau). Die schwarze, gestrichelte Linie zeigt die zweizählige Dimerachse an. Alle Proteinstrukturen
sind als Bändermodell dargestellt.
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ein Chloridion das Oxyanionenloch, welches vor allem vom β6-β7-loop (AS 133-142,

Abbildung 3.13) gebildet wird. Dieser loop wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit als

OHL (engl.  oxyanion-hole loop)  bezeichnet.  Zwei  für die Proteaseaktivität  wichtige,

konsekutive  Argininreste  im OHL (Arg136  und  Arg137)  sind  in  allen  Assemblinen

streng konserviert ([267],  Abbildung 3.14). Das Rückgrat-N-H von Arg136 stellt den

primären  Wasserstoffbindungsdonor  des  Oxyanionenlochs.  Ein  Wassermolekül  (z. B.

Wat2064 im PDB-Eintrag 4v08) unterstützt  die  Anionenstabilisierung als  sekundärer

Wasserstoffbrückenbindungsdonor ebenso, wie die generelle positive Umgebung durch

die  beiden  konservierten  Argininreste.  Für  das  HCMV-Assemblin  konnte  gezeigt

werden, dass dieses Wassermolekül eine Rolle bei der Katalyse spielt  [363]. Wat2064

wird durch ein zweites Wassermolekül (Wat2008 bzw. Wat2005 in Kette A bzw. B im

PDB-Eintrag 4v08) in Position gehalten, welches wiederum durch Wasserstoffbrücken

mit dem Peptidsauerstoff von Leu10 (loop β1-α1) und dem Peptid-N-H von Leu110

(β5) positioniert wird. Beide Wassermoleküle sind auch in mehreren Assemblinstruk-

turen aus dem HSV-2, dem KSHV und dem HCMV zu finden (PDB-Einträge 1at3, 1fl1,

2pbk, 1cmv, 1wpo, 1id4, 1ied, 1ief und 1ieg).
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Abbildung 3.13: Stereoabbildung des aktiven Zentrums von inhibiertem, dimerem PrV-Assemblin
Dargestellt ist eine Stereoabbildung des aktiven Zentrums von inhibiertem, dimerem pUL26N aus PrV
(PDB-Eintrag  4v08,  Bändermodell)  mit  detailliertem Wasserstoffbrückenbindungsnetzwerk.  Relevante
Aminosäurereste sind als Stabmodelle dargestellt. Der OHL ist orange, das Diisopropylphosphat ist rot
und die katalytisch aktiven Aminosäurereste sind violett hervorgehoben. Die roten Kugeln stellen Wasser
dar und die gestrichelten Linien entsprechen Wasserstoffbrückenbindungen (Atomabstände zwischen 2,7
und 3,4 Å). Das Oxyanionenloch wird maßgeblich durch das N-H des Peptidrückgrats vom konservierten
Aminosäurerest Arg136 gebildet. In der nativen Struktur wird das Oxyanionenloch von einem Chloridion
besetzt,  welches  sich  an  der  hier  abgebildeten  Position  des  doppelt  an  den  Phosphor  gebundenen
Sauerstoffs vom Diisopropylphosphat befindet.
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Ein dichtes Netzwerk von Wasserstoffbrückenbindungen verbindet die α1-Region, α8,

den OHL und β5 (Abbildung 3.13). Insgesamt sind fünf der zehn Aminosäurereste im

OHL streng konserviert (Abbildung 3.14), wovon jeder in dieses Wasserstoffbrücken-

bindungsnetzwerk involviert ist. Die Seitenkette von Arg137 bildet Wasserstoffbrücken

zu den ebenfalls konservierten AS Leu20 (α1) und Leu110 (β5) aus. Das Peptidrückgrat

von Arg137 akzeptiert eine Wasserstoffbrücke von der OH-Gruppe des konservierten

Thr140, während der  Carbonylsauerstoff des Peptidrückgrats von Thr140 selbst  eine

Wasserstoffbrücke  vom  Ala108-Rückgrat  (β5)  akzeptiert  (Abbildung  3.13).  Diese

Wasserstoffbrücken sind in allen dimeren Assemblinstrukturen zu finden. Der Carbonyl-
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Abbildung 3.14: Sequenzabgleich der Assembline aller Herpesvirusunterfamilien
Abgleich  der  Aminosäuresequenzen  von Assemblinen  unterschiedlicher  Herpesvirusunterfamilien  mit
verfügbaren Strukturmodellen. Verglichen sind die Sequenzen der Assembline der Alphaherpesviren PrV,
VZV, HSV-1 und HSV-2,  sowie  des  Betaherpesvirus  HCMV und den  Gammaherpesviren  EBV und
KSHV. Pfeile und Zylinder über dem Abgleich repräsentieren β-Stränge, bzw. α-Helices in dimerem PrV-
Assemblin.  Die katalytische Triade ist  rot  markiert,  der  OHL hat  einen blauen Hintergrund mit  den
beiden konservierten, konsekutiven Argininresten in grüner Schrift. Gelb markierte AS sind in die im
Monomer  und Dimer  von  PrV-pUL26N konservierte,  hydrophobe  Interaktion  involviert  (S. 92).  Die
Symbole  unter  den  Zeilen  des  Abgleichs  stehen  für  identische  Aminosäurereste  (*),  sehr  ähnliche
Aminosäurereste  (:)  bzw.  ähnliche  Aminosäurereste  (.). Fünf  der  zehn  AS  im  OHL  sind  streng
konserviert. Die verwendeten UniProtKB-Einträge entsprechen denen aus Abbildung 3.8.
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sauerstoff des Rückgrats von Val138 ist mit dem N-H des Rückgrats von Leu12 über ein

Wassermolekül  verbunden.  Dieses  findet  sich in  den Strukturen der  Assembline aus

HSV-2 und KSHV wieder. Außerdem bilden die Seitenketten von Asp16 (α1), Glu214

und Arg211 (beide α8) Wasserstoffbrücken zu den Rückgraten von Val138, Gly139 bzw.

Gly135 aus. Im HSV-2-Assemblin sind diese Wasserstoffbrücken ebenfalls vorhanden,

wobei Glu214 hier einem Gln entspricht. Die entsprechenden AS des VZV-Assemblins

sind  zwar  identisch  zu  denen  aus  dem  PrV-Assemblin,  allerdings  zeigen  die

Seitenketten von Glu und Asp in andere Richtungen und bilden somit im Modell keine

entsprechenden  Wasserstoffbrücken.  Dies  könnte  aus  der  vergleichsweise  schlechten

Auflösung des Datensatzes, aus dem dieses Strukturmodell berechnet wurde, resultieren

(PDB-Eintrag 1vzv, max. Auflösung: 3 Å, keine abgelegten Strukturfaktoren).

In beiden dimeren PrV-Strukturen wurde

eine  wahrscheinliche  Kationenbindungs-

stelle  zwischen  zwei  aneinander  gren-

zenden Dimeren identifiziert (Abbildung

3.15). Eine verzerrte oktaedrische Anord-

nung von koordinierten Wassermolekülen

mit mittleren Abständen von 2,1 Å deutet

stark auf ein Kation anstelle von Wasser

hin.  Da  die  Kristallisationspuffer  0,2 M

MgCl2 enthalten,  sind  Mg2+-Ionen  sehr

wahrscheinliche  Kandidaten.  Zur  Verifi-

zierung  wurden  zweiwertige  Kationen

mit  höherer  Elektronendichte  als  Mg2+-

Ionen in  der  Kristallisation  eingesetzt.

Nur Bedingungen mit Mn2+-Ionen führten

zur  Bildung ähnlicher  Kristalle  wie  mit

MgCl2 bzw. überhaupt  zur  Kristallbildung.  Trotz  des  Versuchs  der  Optimierung der

Kristallisationsbedingungen  beugten  die  resultierenden  Kristalle  Röntgenstrahlen

deutlich  schlechter  als  die  Mg2+-Ionen  enthaltenden  Kristalle.  Der  beste,  an  der

Absorptionskante von Mn aufgenommene, Datensatz hatte eine maximale Auflösung

der nativen Daten von 3 Å. Es konnte kein anomales Signal detektiert werden, aber der
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Abbildung  3.15:  Bindungsstelle  des  vermuteten
Mg2+-Ions
Gezeigt ist die Bindungsstelle der vermuteten Mg2+-
Ionen (größere Kugeln) in den Kristallstrukturen des
nativen  und des  inhibierten Dimers  (dargestellt  als
Bändermodell  in  violett  bzw.  grün;  PDB-Einträge
4v07  bzw.  4v08).  Die  kleineren  Kugeln  stellen
Wassermoleküle  dar.  Die  Zahlen  entsprechen
Abständen in Å. Die Abstände und Bindungswinkel
deuten  stark  auf  Mg2+-Ionen  mit  sinnvoller
Koordinationssphäre hin. Eines der Wassermoleküle
verbindet  zwei  Aspartatseitenketten  (Stabmodell)
von  unterschiedlichen  Dimeren  über  Wasserstoff-
brücken.



3 Ergebnisse

Datensatz  konnte direkt  mit  den  Atomkoordinaten der  dimeren Strukturen von PrV-

Assemblin  anverfeinert  werden.  Die  initiale  Elektronendichte  an  der  vermuteten

Kationenbindungsstelle  war  allerdings  zu  schwach,  um  die  Präsenz  eines  Ions  mit

höherer  Elektronendichte  bestätigen  zu  können.  Darum  wurde  auf  ein  weiteres

Verfeinern dieses Datensatzes verzichtet.

3.6.4.3 Monomeres pUL26N

Im Strukturmodell der monomeren Form von pUL26N befinden sich zwei Ketten in der

asymmetrischen Einheit. Diese unterscheiden sich mit einer RMSD von 1,03 Å bei 207

abgeglichenen  Cα-Atomen  etwas  voneinander.  Die  Nummerierung  der  Sekundär-

strukturelemente der monomeren Form von pUL26N wurde an die der dimeren Form

angeglichen. Das β-Fass und die Teile der beiden Ketten der asymmetrischen Einheit,

die sich distal zur Dimerisierungsregion befinden, sind nahezu identisch.

Der OHL und die Helices α3, α7 und α8

hingegen  zeigen  leichte  Abweichungen

(Abbildung 3.16). Der OHL in Kette A

hat  zwei  alternative  Konformationen

gleicher  Besetzung.  Eine  Konformation

entspricht  der  in  Kette B,  während  die

andere in Richtung von α8 verlagert ist.

Die Helices α3 und α7 in Kette A sind im

Vergleich zu Kette B leicht gebogen und

α8 ist etwas gekippt. Zudem gibt es zwei

Seitenketten,  dessen  Rotamere  sich  in

beiden  Ketten  voneinander  unter-

scheiden: Tyr104 aus α4 und Trp205 aus

α8. Es konnte keine Elektronendichte für

die  AS  16-19  in  Kette A  (β1-α2-loop)

und nur sehr schwache Elektronendichte

für  die  AS  14-18  und  194-196  in  Kette B  (β1-α2-loop und  der  kurze  α7-α8-loop)

beobachtet werden, sodass diese AS im Modell nicht vorhanden sind.

91

Abbildung 3.16: Superposition beider Ketten von
monomerem pUL26N
Eine Superposition der Ketten A und B der  asym-
metrischen  Einheit  in  Kristallen  aus  monomerem
PrV-Assemblin  (PDB-Eintrag  4v0t),  als  Bänder-
modell  mit  Cα-Atom-B-Faktorfärbung  (<40 Å²:
dunkelblau,  >100 Å²:  orange/rot) dargestellt.
Sowohl das β-Fass als auch die Teile des Proteins,
die  sich  distal  zur  Dimerisierungsregion  befinden,
haben  niedrige  und  moderate  B-Faktoren.  Die
Dimerisierungsregion  und der  partiell  ungeordnete
loop β1-α2 hingegen haben hohe B-Faktoren.
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3.6.4.4 Vergleich von PrV-pUL26N in monomerer und dimerer Form

Die Tertiärstrukturen von dimerem und monomerem pUL26N aus dem PrV wurden

überlagert  (Abbildung  3.17).  Es  wurde  lediglich  die  inhibierte,  dimere  Form  zum

Vergleich herangezogen, da die native und die inhibierte Form nahezu identisch sind

und  letztgenannte  im  Durchschnitt  niedrigere  B-Faktoren  hat.  Die  RMSD  der

Superpositionen von Kette B des Dimers mit Kette A bzw. B des Monomers betrugen

0,93 Å bei 192 überlagerten Cα-Atomen, respektive 1,01 Å bei 190 überlagerten Cα-

Atomen.  Wurden  bei  dieser  Überlagerung  hingegen  die  Helices  α3,  α7  und  α8

weggelassen, waren die RMSD 0,54 Å bei 151 überlagerten Cα-Atomen bzw. 0,63 Å

bei 149 überlagerten Cα-Atomen. Diese Helices weisen, neben dem OHL, die größten

Unterschiede in den Strukturen auf.

Der  OHL  ist  in  der  monomeren  Form

deutlich  in  Richtung  des  N-Terminus  von

α8  verlagert.  Die  Position  des  Cα-Atoms

von  Arg136  ist  dadurch  um  etwa  11 Å

verschoben. Auffällig ist,  dass die Positio-

nen von Ile134 in der  dimeren Form und

Val138  in  der  monomeren  Form  nahezu

identisch  sind  (Abbildung  3.18A).  Der

hydrophobe  Charakter  von  Ile134  ist  in

allen Herpesviren hochkonserviert und der

von  Val138  ist  in  Alphaherpesviren  typ-

konserviert  (Abbildung  3.14).  Nahe  der

alternativ  von  Ile134/Val138  besetzten

Position  befinden  sich  mit  Leu207  und

Val208  aus  Helix  α8  zwei  weitere  Reste,

deren hydrophober Charakter in Assembli-

nen ebenfalls  konserviert  ist.  Dabei  scheinen auch Thr (EBV-Assemblin) und lange,

partiell aliphatische Seitenketten toleriert zu werden (Lys im KSHV-Assemblin).

In der monomeren Form ist der N-Terminus von Helix α8 anderthalb Windungen länger

und  der  C-Terminus  von  Helix  α7  eine  Windung  kürzer  als  in  der  dimeren  Form.
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Abbildung  3.17:  Superposition  von  mono-
merem und dimerem PrV-Assemblin
Gezeigt  ist  die  Superposition  (Bändermodell)
von monomerem (Kette A aus PDB-Eintrag 4v0t,
orange) und dimerem (Kette B aus PDB-Eintrag
4v08, grün) PrV-pUL26N. Die alternative OHL-
Konformation im Monomer ist violett dargestellt.
Die  Position  von  Arg136  (Stabmodell)  in  der
monomeren Form ist im Vergleich zur dimeren
Form  um  11 Å  verschoben  (rote,  gestrichelte
Linien).  Diisopropylphosphat  ist  als  Kugel-
modell  dargestellt.  Die Helix α1 ist  im Modell
der monomeren Form nicht vorhanden.
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Dadurch ist der kurze α7-α8-loop in der dimeren Form auf der Polypeptidsequenz in

Richtung α8 verschoben. Im Dimer bilden die Helices α3 und α7 einen hydrophoben

Spalt, der von α7 des zweiten Monomers besetzt ist. In der monomeren Form ist dieser

Spalt nicht vorhanden, da die C-Termini von α3 und α7 im Vergleich zur dimeren Form

aufeinander zu gebogen sind (Abbildung 3.17 und  Abbildung 3.18B). Die AS, die in

der dimeren Form α1 bilden, sind in der monomeren Form im Modell nicht vorhanden,

wodurch  Helix  α1  fehlt.  Darum  wurde  die  Nummerierung  der  Sekundärstruktur-

elemente der monomeren Form an die der dimeren Form angepasst. Die Positionen der

katalytisch  aktiven  AS  und  deren  Seitenketten  sind  in  beiden  Oligomerisierungs-

zuständen nahezu identisch.

3.6.4.5 Einfluss der Deletion von Ala225

In den Strukturen von homologen, dimeren Wildtypassemblinen ist die Konformation

der C-Termini untereinander sehr ähnlich (Abbildung 3.19A). Das C-terminale Alanin

zeigt  auf  α8  (PrV-Nummerierung)  und  wird  durch  einen  sich  in  dieser  Helix

befindlichen konservierten  basischen Aminosäurerest  (Arg212 im PrV-Assemblin)  in

Position  gehalten  (Abbildung  3.19B).  Der  Tyrosinrest  in  P4-Position  und  der

aliphatische Aminosäurerest in P3-Position der  R-site nehmen ebenfalls weitestgehend
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Abbildung 3.18: OHL und Kontakthelices der monomeren und dimeren Formen von PrV-pUL26N
Dargestellt sind die Bändermodelle der überlagerten A-Ketten von monomerem (PDB-Eintrag 4v0t, in
orange)  und  inhibiertem,  dimerem  (PDB-Eintrag  4v08,  in  grün)  PrV-Assemblin.  Gestrichelte,  blaue
Linien verbinden gleiche Reste der monomeren und dimeren Form. Hydrophobe Reste sind als Stab-
modell dargestellt. (A) Ansicht des OHLs, sowie der Helices α7 und α8. (B) Ansicht der Kontakthelices
α3,  α7  und  α8.  Der  OHL  ist  zur  besseren  Übersicht  ausgeblendet.  In  rot  dargestellte  AS  sind
Seitenkettenrotamere, die sich in Kette A und Kette B der monomeren Form voneinander unterscheiden.
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konservierte  dreidimensionale  Positionen  ein  (Abbildung  3.19C und  D).  Insgesamt

interagieren die C-Termini mit α4, α8 und dem Übergang zwischen dem OHL und β7

(Abbildung  3.19B,  C  und  D).  In  Beta-  und  Gammaherpesviren  interagieren  sie

zusätzlich  noch  mit  dem  loop α3-α4,  welcher  in  Alphaherpesviren  eine  andere

Konformation einnimmt (Abbildung 3.19D). 
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Abbildung 3.19: C-Termini dimerer Assemblinstrukturen
Gezeigt ist eine Superposition der A-Ketten von dimeren Assemblinen (Bändermodelle, relevante AS als
Stabmodelle).  Die  Assemblinstrukturen  (dazugehörige  PDB-Einträge  in  Klammern)  sind  wie  folgt
gefärbt: aus dem Alphaherpesvirus PrV (4v07 und 4v08) in rot, aus den Alphaherpesviren HSV-2 (1at3)
und VZV (1vzv) in orange, aus dem Betaherpesvirus HCMV (1cmv) in hellblau und aus den Gamma-
herpesviren EBV (1o6e) und KSHV (1fl1) in blau. Die Nummerierung der Sekundärstrukturelemente und
AS entspricht der des dimeren PrV-Assemblins. (A) Gezeigt ist eine Übersicht der C-Termini aller über-
lagerter Assemblinstrukturen.  (B) Gezeigt ist die Interaktion der C-terminalen Alanine der Assembline
aus dem HSV-2, dem HCMV und dem KSHV mit dem konservierten basischen Aminosäurerest in  α8.
Die gestrichelten Linien stellen Atomabstände zwischen 2,8 und 3,4 Å dar. (C) Eine hydrophobe Tasche
der Assembline aus PrV, HSV-2, HCMV und KSHV ist hier dargestellt,  die von einem aliphatischen
Aminosäurerest  (Leu223)  besetzt  wird.  Im  PrV-Assemblin  nimmt  die  Seitenkette  des  konservierten
basischen Rests (Arg212) die Position des aliphatischen Rests ein. Dadurch wird die Tasche vom Solvens
abgeschirmt.  Die  AS  219-224  des  PrV-pUL26N  und  248-251  (HCMV-Nummerierung)  des  HCMV-
Assemblins wurden ausgeblendet, um die Übersichtlichkeit zu verbessern.  (D) Gezeigt sind die Inter-
aktionen des konservierten Tyr222. Die Struktur des EBV-Assemblins wurde zur Vereinfachung ausge-
blendet.  Die  hydrophobe  Oberfläche  von  α4  wird  in  der  nativen  Konformation  durch  das  Tyrosin
abgedeckt. Die gestrichelten Linien entsprechen Atomabständen von 2,3-2,5 Å.
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Der C-Terminus des für die Strukturlösung verwendeten PrV-Assemblins ist um einen

AS (Ala225) gekürzt.  In  den Strukturen,  die  im Laufe dieser  Arbeit  gelöst  wurden,

unterscheiden  sich  die  Konformationen  der  C-Termini  im  Bereich  von  Arg218  bis

Gln224 sowohl voneinander als größtenteils auch von denen der homologen, dimeren

Strukturen (Abbildung 3.20A und  B). In den A-Ketten der dimeren PrV-Assemblin-

strukturen ragt der C-Terminus in eine Solvenskavität und konnte wegen unzureichen-

der  Elektronendichte  nicht  modelliert  werden.  In  den  B-Ketten  interagiert  der

C-Terminus  geringfügig  mit  dem  solvensexponierten  N-Terminus  von  α4  einer

symmetrieverwandten A-Kette. Dennoch sind alle Interaktionsbereiche der kompletten

C-Termini homologer Strukturen denen in C-terminal gekürztem PrV-Assemblin sehr

ähnlich.  Die  einzige  Ausnahme  ist  Arg212,  welches  mit  dem  im  PrV-Assemblin

fehlenden Ala225 interagieren  würde.  In  monomerem PrV-Assemblin  interagiert  der

C-Terminus der B-Kette mit zwei symmetrieverwandten A-Ketten. Interessanterweise

ähnelt  die  Konformation  des  C-Terminus  der  A-Kette  im  Monomer  denen  der

kompletten C-Termini homologer, dimerer Assembline (Abbildung 3.20B).
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Abbildung  3.20:  Vergleich  der  C-Termini  von  monomerem  PrV-Assemblin  mit  dimeren
Assemblinen aus PrV und HSV-2
(A) Gezeigt ist eine Superposition der A- und B-Ketten sowohl von monomerem als auch von dimerem
PrV-Assemblin. Die Ketten A und B von monomerem PrV-Assemblin sind in rot bzw. weinrot und die
Ketten A und B von dimerem PrV-Assemblin in  blau  bzw. hellblau dargestellt.  Alle  vier  C-Termini
unterscheiden  sich  voneinander,  während  die  C-Termini  in  den  Strukturen  homologer,  dimerer
Volllängen-Assembline  nahezu  identisch  sind.  Die  einzige  Ausnahme  ist  das  VZV-Assemblin,  in
welchem der C-Terminus im Modell fehlt. (B) Gezeigt ist die A-Kette von monomerem PrV-Assemblin
(rot, wie in Feld A) mit einer symmetrieverwandten A-Kette (orange) und einer symmetrieverwandten
B-Kette  (gelb).  Der gemeinsame Teil  von  α8 und der  C-Terminus  der A-Kette  des  dimeren HSV-2-
Assemblins  (PDB-Eintrag  1at3,  violett)  wurde  mit  den  entsprechenden  Teilen  der  A-Kette  des
monomeren PrV-Assemblins überlagert.
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3.6.4.6 Kleinwinkelbeugung von pUL26N in Lösung

Zur Bestimmung des Dimerisierungsgrades in Abhängigkeit von der Proteinkonzentra-

tion und der An- bzw. Abwesenheit  von MgCl2 wurden Kleinwinkelbeugungsexperi-

mente (engl.  small-angle X-ray scattering, SAXS) in Lösung durchgeführt. Die Daten

wurden bei Proteinkonzentrationen zwischen 0,5 mg/ml und 10 mg/ml aufgenommen.

Normalisierte  SAXS  Intensitäten  variierten  mit  der  Proteinkonzentration.  Die

experimentell bestimmten SAXS-Kurven konnten unter der Annahme eines Monomer-

Dimer-Gleichgewichts  sehr  gut  interpretiert  werden.  Dazu  wurden  die  kristallo-

graphischen Strukturmodelle als Formfaktoren verwendet. Ein repräsentatives Beispiel

ist  in  Abbildung 3.21A gezeigt.  Die  Volumenanteile  des  Monomers  resultieren  aus

Kurvenanpassungen mit  dem Programm OLIGOMER  [349] und sind in  Abbildung

3.21B und Tabelle 29 dargestellt. Bei der höchsten Proteinkonzentration von 10 mg/ml,

welche  in  etwa  der  Proteinkonzentration  im  Kristallisationsansatz  (ca. 13 mg/ml)

entspricht,  liegt  ein  signifikanter  Volumenanteil  (30 %)  von pUL26N in  monomerer

Form vor.

Tabelle 29: Kurvenanpassung der SAXS-Daten

cpUL26N (mg/ml) MgCl2 (mol/l)
Volumenanteil

Monomer
χ²

0,51 - 0,95 ± 0,05 1,04

0,96 - 0,80 ± 0,02 1,10

1,39 - 0,69 ± 0,02 0,99

2,94 - 0,60 ± 0,01 1,05

5,06 - 0,50 ± 0,01 1,25

9,89 - 0,300 ± 0,003 1,54

0,35 0,2 0,63 ± 0,08 1,04

0,97 0,2 0,57 ± 0,04 1,01

1,33 0,2 0,55 ± 0,02 0,99

2,91 0,2 0,42 ± 0,01 1,02

4,91 0,2 0,21 ± 0,03 0,99

9,83 0,2 0,03 ± 0,01 1,36

Auflistung der Konzentrationen von pUL26N und MgCl2.  Die Volumenanteile des Monomers wurden
durch  das  Programm  OLIGOMER  und  die  dazugehörigen  χ²-Werte  durch  die  Kurvenanpassung
bestimmt. Diese Tabelle wurde von Sebastiaan Werten erstellt.
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In  Anwesenheit  von  0,2 M  MgCl2 in  der  Proteinlösung  liegt  ein  deutlich  größerer

Volumenanteil von pUL26N in dimerer Form vor. Ab etwa 10 mg/ml pUL26N ist die

Dimerisierung dabei vollständig. Aus den SAXS-Daten von solch nahezu vollständig

dimerisiertem pUL26N wurde die Partikelform mit OLIGOMER unabhängig von den

kristallographischen  Modellen  ab initio bestimmt.  Die  Größe  und Form des  finalen

Kugelmodells  wurde  durch  DAMMIN  [352] bestimmt  und  zeigt  eine  gute

Übereinstimmung mit der Kristallstruktur des PrV-pUL26N-Dimers (Abbildung 3.21C

und  D).  Die  Dissoziationskonstanten  in  An-  bzw.  Abwesenheit  von  0,2 M  MgCl2

konnten auf 50 µM respektive 200 µM geschätzt werden (Abbildung 3.21B). Höhere

Oligomere als Dimere wurden nicht beobachtet.

97

Abbildung 3.21: Auswertung der SAXS-Daten von PrV-pUL26N
Dargestellt  ist  die  Auswertung  der  SAXS-Daten  von  PrV-pUL26N in  Lösung  bei  unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen und in der An- und Abwesenheit von MgCl2. (A) Konzentrationsnormalisierte
Beugung an 5 mg/ml pUL26N in Abwesenheit  von MgCl2.  Die Impulsübertragung  s ist  definiert  als
4π sin(θ) / λ,  wobei  2θ der  Beugungswinkel  ist  und  λ = 1,24 Å die  genutzte  Wellenlänge.  Die  mit
OLIGOMER  angepasste  Kurve  (rot  dargestellt)  zeigt  je  50 %ige  Volumenanteile  von  pUL26N  in
monomerer  und  dimerer  Form  (χ² = 1,25).  (B) Durch  OLIGOMER  bestimmte  Volumenfraktion  des
Monomers  aufgetragen  gegen  die  Proteinkonzentration.  Die  abgeschätzten  Dissoziationskonstanten
basieren auf den angepassten Kurven. Schwarz: Puffer ohne MgCl2 und rot: Puffer mit 0,2 M MgCl2. Der
Pfeil  zeigt  die  ungefähre  Proteinkonzentration  bei  Kristallisationsexperimenten.  (C,  D) Orthogonale
Ansichten des  ab initio Modells für pUL26N bei cpUL26N = 10 mg/ml in Puffer mit 0,2 M MgCl2.  Die
finalen Kugelmodelle aus DAMMIN wurden mit dem kristallographischen Dimermodell mit Hilfe des
Programms SUPCOMB  [377] überlagert  (unterschiedliche Farben zeigen die beiden  Untereinheiten).
Diese Abbildung wurde von Dr. S. Werten erstellt.
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3.6.4.7 Vergleich der monomeren Assembline aus PrV und KSHV

Es wurden drei Strukturmodelle von KSHV-Assemblin (KA) mit helikalen Peptidmime-

tika  (HPM) als  PDB-Einträge  3njq,  4p2t  und  4p3h  veröffentlicht  [266, 364].  Diese

HPM stören die Dimerbildung in Volllängen-KA, wie durch Größenausschlusschroma-

tographie  gezeigt  wurde  [365].  Analysen  des  monomeren  Volllängen-KA  mittels

Circulardichroismus- und Kernspinresonanzspektroskopie in Lösung ergaben, dass die

beiden C-terminalen Helices des dimeren KA in der monomeren Form ungeordnet sind

[258, 364]. Darum wurden diese 34 C-terminalen AS für die Kristallisation der HPM-

Komplexe entfernt. Dieses gekürzte KA ist obligat monomer, da eine dieser Helices die

Hauptdimerisierungshelix ist. Die KA-HPM-Komplexe wurden als Monomer beschrie-

ben und in der PDB als monomere Strukturen abgelegt [266, 364]. PDBePISA schlägt

für die drei Strukturen von KA in Komplex mit HPM Dimere oder höhere Oligomerisie-

rungszustände mit  Grenzflächen von ~1.200 Å² je Monomer vor. In diesen Dimeren

liegen die Monomere wie im natürlichen KA-Dimer vor. Der Unterschied hierbei ist,

dass  eines  der  Monomere  80°  um  eine  Achse  gedreht  ist,  die  senkrecht  zur

Dimergrenzfläche  verläuft.  Dies  ist  in  Abbildung  3.22 exemplarisch  für  den  PDB-

Eintrag 4p2t dargestellt. Das Monomer hingegen wird von PDBePISA als „in Lösung

nicht stabil“ klassifiziert und die HPMs würden solvensexponiert sein.
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Abbildung 3.22: Superposition von dimerem KA und gekürztem KA im Komplex mit HPM
Gezeigt  sind zwei orthogonale Ansichten einer  Superposition der  A-Ketten von dimerem KA (PDB-
Eintrag 2pbk, Kette A und B in hellrot bzw. rot) und C-terminal gekürztem KA im Komplex mit HPM
(PDB-Eintrag 4p2t, Kette A in hellblau, Kette B eines Symmetrieverwandten in dunkelblau, HPM in
pink). Loop-Regionen und Regionen in den B-Ketten, die sich in den Strukturen unterscheiden, wurden
zur besseren Übersicht  ausgeblendet.  Die  AS der  dunkelgrauen Helices  sind im gekürzten  KA nicht
vorhanden.  Die  gestrichelte,  grüne  Linie  zeigt  die  Rotationsachse,  um  welche  die  B-Kette  des
Symmetrieverwandten im Vergleich zur B-Kette im natürlichen Dimer um etwa 80° verdreht ist. Durch
diese Drehung befinden sich die C-Termini von KA im KA-HPM-Komplex nahe beieinander.
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Die Superposition eines KA-HPM-Komplexes mit der monomeren Struktur von PrV-

pUL26N zeigt,  dass die beiden Strukturen im Kern gut übereinstimmen (Abbildung

3.23A). Größere Unterschiede gibt es zwischen den Dimerisierungsflächen, den OHLs,

dem Bereich zwischen β1 und α2 (einschließlich α1) und den β5-β6-loops. Der Bereich,

der  im  nativen  Volllängen-KA  α1  bildet,  formt  in  den  Strukturen  der  KA-HPM-

Komplexe zwei β-Stränge, die eines der bereits vorhandenen β-Faltblätter verlängern.

Eine  solche  Konformation  dieses  Abschnitts  existiert  in  keiner  anderen  Struktur

(Abbildung  3.24).  In  monomerem  PrV-Assemblin  ist  dieser  Bereich  weitestgehend

identisch zu dem der anderen nativen Strukturen. Nur die AS 16-19 in Kette A und die

AS 14-18 in Kette B sind im Modell des monomeren PrV-Assemblins nicht vorhanden.

In dimerem Volllängen-KA ohne gebundene Inhibitoren (PDB-Eintrag 1fl1) ist dieser

Bereich  aufgrund  von  schwacher  Elektronendichte  im Modell  in  größerem Umfang

nicht  vorhanden  (nach  KA-Nummerierung:  AS  16-37  in  Kette A und  AS  15-27  in

Kette B,  entspricht  15-35  bzw. 14-24  in  PrV-Assemblin).  In  einer  KA-Struktur  mit

gebundenem  Substratanalogon  (PDB-Eintrag  2pbk)  hingegen  ist  dieser  Bereich  im

Modell vorhanden und dem aus anderen dimeren Strukturen sehr ähnlich.
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Abbildung 3.23: Vergleich von monomerem PrV-Assemblin mit einem KA-HPM-Komplex
Gezeigt ist eine Superposition der Bändermodelle der A-Ketten von monomerem PrV-pUL26N (orange,
PDB-Eintrag 4v0t) und dem gekürztem KA (blau) mit HPM (pink) aus dem PDB-Eintrag 4p2t. Der OHL
der B-Kette des monomeren PrV-Assemblins ist schwarz (A) bzw. rot (B) dargestellt. (A) Gesamtansicht
der  Superposition.  Gestrichelte  Linien  repräsentieren Strukturteile,  welche im Modell  nicht  enthalten
sind. Der OHL von dimerem PrV-Assemblin (grün) ist zum Vergleich ebenfalls dargestellt.  (B) Für die
HPM-Bindung  relevante  hydrophobe  AS  aus  dem  KA  und  ähnliche  entsprechende  AS  des  PrV-
Assemblins sind als Stabmodelle dargestellt.  Die Hot-Spot-Reste  [366] des KAs sind beschriftet. Die
entsprechenden AS im PrV-Assemblin sind in geschweiften Klammern angegeben. Die Helices  α7 und
α8 des PrV-Assemblins sind zur Wahrung der Übersicht ausgeblendet.
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Die Konformation des OHLs in den KA-HPM-Komplexen unterscheidet sich sowohl

von monomerem als auch von dimerem PrV-Assemblin. In monomerem Assemblin aus

PrV steht der OHL in engerem Kontakt mit dem Dimerisierungsbereich.  Die auf Seite

92 beschriebene alternativ  besetzte  Position  von Val138/Ile134 in monomerem bzw.

dimerem PrV-Assemblin hat kein Äquivalent in den HPM-Komplexen von KA.

Die Bindung der HPM an das gekürzte KA erfolgt hauptsächlich durch die sogenannten

Hot-Spot-Aminosäurereste  Trp109  (α4)  [364, 366] und  möglicherweise  Phe76  (α3).

Daneben  gibt  es  noch  verschiedene  weitere  hydrophobe  Wechselwirkungen  mit

aliphatischen Resten, die wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielen (Abbildung

3.23B). In den Alphaherpesvirusassemblinen entsprechen die Hot-Spot-AS Trp109 und

Phe76 den Aminosäureresten Tyr (α4) und Leu (α3).
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Abbildung 3.24: Vergleich des β1-α2-Bereichs aller Assemblinmodelle
Gezeigt  ist  eine  Superposition  aller  bekannter  Assemblinmodelle,  dargestellt  als  Bändermodelle.  Die
Konformation des Sequenzbereichs zwischen β1 und α2 in gekürztem KSHV-Assemblin im Komplex mit
helikalen Peptidmimetika (PDB-Einträge 3njq, 4p2t, 4p3h; blau dargestellt) unterscheidet sich von allen
anderen Assemblinmodellen. Die konformationellen Änderungen dieses Bereichs in diesen Strukturen
scheint zu einer Erweiterung eines bereits vorhandenen β-Faltblatts zu führen. In einer der beiden Ketten
der asymmetrischen Einheit  bildet  dieses erweiterte Faltblatt  ein nochmals erweitertes β-Faltblatt mit
einem symmetrieverwandten Molekül  (nicht  dargestellt).  Die dimeren Strukturen von PrV-Assemblin
sind in rot, das monomere PrV-Assemblin ist in orange und alle weiteren Assemblinstrukturen sind in
gelb dargestellt.  Die  β5-β6-loops sind  nicht  dargestellt,  um die Übersichtlichkeit  zu  verbessern.  Die
dargestellten PDB-Einträge sind: 1at3, 1cmv, 1fl1, 1id4, 1iec, 1ied, 1ief, 1ieg, 1jq6, 1jq7, 1lay, 1njt, 1nju,
1nkk, 1nkm, 1o6e, 1vzv, 1wpo, 2pbk, 2wpo, 3njq, 4p2t, 4p3h, 4v0t, 4v07 und 4v08.
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3.7 Das Gerüstprotein pUL26.5

3.7.1 In-vitro-Untersuchungen von pUL26.5

SDS-PAGE-Gele von pUL26.5-Expressionen in E. coli zeigten starke Überexpressions-

banden bei  einem Molekulargewicht  von etwa 42 kDa in der Fraktion der  inclusion

bodies.  Eine schwächere Bande in der gleichen Fraktion hatte ein Molekulargewicht

von  etwa  35 kDa.  Allerdings  liegt  das  berechnete  Molekulargewicht  des  genutzten

pUL26.5-Konstrukts bei 30,4 kDa. Auf SDS-PAGE-Gelen der Reinigung der löslichen

Fraktion mittels IMAC ist im Waschschritt eine etwas stärkere Bande bei etwa 42 kDa

zu sehen, in der Elutionsfraktion waren hingegen keinerlei Banden sichtbar.

3.7.2 In-silico-Untersuchungen von pUL26.5

Ein Sequenzabgleich von pUL26.5 erfolgte indirekt bereits in Abbildung 3.8, S. 79, da

pUL26.5  dem  C-terminalen  Teil  von  pUL26  entspricht.  Zusätzlich  wurden  weitere

Analysen durchgeführt. Es wurden NLS in allen homologen Gerüstproteinen gefunden.

Diese  liegen,  mit  Ausnahme  bei  VZV-pUL26.5,  alle  an  der  gleichen  Position  im

Sequenzabgleich. Das von VZV liegt knapp 40 AS weiter in C-terminaler Richtung. 

Die bisher vorhergesagte M-site für das PrV-Gerüstprotein ist P-V-Q-A ↓ S(488). Diese

ist die einzige vermutete oder nachgewiesene Schnittstelle eines Assemblins, welche an

P4-Position ein Prolin hat. Sie liegt deutlich in der sehr wahrscheinlich ungeordneten

Repeat-Region des Gerüstproteins, während die meisten vorgeschlagenen  M-sites von

homologen  Proteinen  weiter  C-terminal  am  Ende  der  jeweiligen  Repeat-Regionen

liegen  (einzige  Ausnahme  neben  dem  PrV-Gerüstprotein:  das  Gerüstprotein  aus

HCMV).  Die  vorhergesagte  M-site für  die  homologen  Proteine  aus  den  nahe

verwandten Pferde-, Rinder- und Hühnerherpesviren (EHV-1, BoHV-1 und GaHV-1)

ist  T-V-D-A ↓ S,  und  für  das  saimiriine  herpesvirus 2 (SaHV-2,  Totenkopfaffen-

herpesvirus)  H-I-D-A ↓ S  [249].  Es  gibt  eine  zweite  Stelle  im  PrV-Gerüstprotein,

welche die Konsensussequenz V/L/I-X-A ↓ S (X = N, Q, D oder E) hat, den genannten

M-sites sehr  ähnlich  ist  und  am  Ende  der  Repeat-Region  liegt:  T-I-D-A ↓ S(503)

(Abbildung 3.8, S. 79). Diese wurde bisher nicht in der Literatur erwähnt.
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3.8 pUL32

Die Sequenzierung des erstellten Konstruktes war wegen des hohen G/C-Gehalts nicht

vollständig. Von den 1.413 Nukleotiden konnten die  Nukleotide 1-532 und 791-1.413

sequenziert werden. Eines der Signale war schwach und nicht eindeutig, wodurch in

pUL32  anstelle  eines  Glu  ein  Lys  eingebaut  werden  würde.  Dennoch  wurde  eine

Testexpression durchgeführt, da der restliche sequenzierte Teil korrekt war. SDS-PAGE-

Gele der Expression zeigten zwei Überexpressionsbanden in den inclusion bodies, aber

bei  einem  deutlich  zu  geringen  Molekulargewicht  von  40  bzw.  38 kDa  (pUL32:

53 kDa).

In-silico-Analysen  sagen  ein  NES  bei  LAL(459)  vorher,  sowie  einige  mögliche

Phosphorylierungsstellen bei T21, S121, S156, S181 und S336 (Abbildung 3.25). Am

wahrscheinlichsten  davon  erscheint  S121.  Außerdem  wurde  ein  basisches  Leucin-

Zipper-Muster gefunden: (445)LRDAHALLRRHGLALVSLEHTL(466). Die Analyse

durch den DisEMBL™-Server ergab, dass es offenbar wenig intrinsische Unordnung in

pUL32 gibt.
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Abbildung 3.25: Sequenzableich und Vorhersagen pUL32
Darstellung  eines  Aminosäuresequenzabgleichs  von  PrV-pUL32  mit  homologen  Proteinen.  Der
Urpsrungsorganismus ist links oben im Bild angegeben, darauffolgend befinden sich die dazugehörigen
UniProtKB-Einträge. Die möglichen Phosphorylierungsstellen von PrV-pUL32 sind rot markiert und mit
der  phosphorylierenden  Kinase  beschriftet  (Proteinkinase  A und  C  (PKA/C)  und  Casein  Kinase  II
(CKII)). Orange markiert sind die vorhergesagten NES. Das in PrV-pUL32 gefundene basische Leucin-
Zipper-Muster,  sowie  die  infrage  kommenden  Pendants  der  abgeglichenen  Sequenzen  sind  blau
hinterlegt. Das hochkonservierte, zinkbindende Motiv ist grün markiert und die hochkonservierten, für
die Funktion von HSV-1-pUL32 essentiellen C-X-X-C-Motive  [270] sind violett markiert. Die blauen,
grünen und roten Linien über der Sequenz sind vom DisEMBL™-Server vorhergesagte Loop-, Remark-
465- bzw. Hotloop-Regionen, die also vermutlich weder helikal noch β-Stränge sind. Die Symbole unter
den Zeilen des Abgleichs stehen für identische Aminosäurereste (*), sehr ähnliche Aminosäurereste (:)
bzw. ähnliche Aminosäurereste (.).
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3.9 pUL33

Das  pUL33-Konstrukt  wird  in  E. coli in  inclusion  bodies exprimiert.  Eine

Renaturierung  von  pUL33  wurde  durchgeführt.  In  einer  sich  anschließenden

Größenausschlusschromatographie wurde ein Protein mit einem Molekulargewicht von

etwa  14 kDa  im  Trennvolumen  detektiert.  Allerdings  war  die  letztlich  erhaltene

Proteinmenge von etwa 1 mg pro Liter Expressionskultur relativ gering.

In-silico-Untersuchungen ergaben, dass es kein NES oder NLS in pUL33 gibt. Auch

Phosphorylierungsstellen wurden nicht  gefunden.  Es  wurde aber  ein möglicherweise

XXRR-ähnliches Motiv – ein Retentionssignal für die Membran des endoplasmatischen

Retikulums – am N-Terminus gefunden: ARGG(4). Dieses Motiv wurde gleichzeitig als

eine  Schnittstelle  für  mitochondriale  Präsequenzen  vorgeschlagen  (R-2-Motiv

ARG ↓ GG(5),  Abbildung  3.26).  Allerdings  wurde  keine  mitochondriale  Targeting-

Sequenz gefunden.
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Abbildung 3.26: Sequenz und Vorhersagen pUL33
Darstellung der Aminosäuresequenz von pUL32. Die vorhergesagten XXRR-ähnlichen bzw. R-2-Motive
sind rot hinterlegt. Die blauen, grünen und roten Linien über der Sequenz sind vom DisEMBL™-Server
vorhergesagte Loop-, Remark-465- bzw. Hotloop-Regionen, die also vermutlich weder helikal noch  β-
Stränge sind.
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4 Diskussion

4.1 pUL4

Das  genutzte  pUL4-Konstrukt  wird  in  E. coli ebenso  unlöslich  exprimiert,  wie  das

homologe Protein aus dem HSV-1. Eine Renaturierung ist im Unterschied zum HSV-1-

Homolog anscheinend nicht möglich, da nach der Renaturierungsprozedur zumindest

ein  Großteil  von  pUL4  im  Totvolumen  der  Größenausschlusschromatographiesäule

vorliegt.  Dies  bedeutet,  dass  lösliche  pUL4-Aggregate  vorliegen,  welche  sehr

wahrscheinlich nicht nativ sind. Eine andere, aber unwahrscheinliche Möglichkeit ist,

dass diese Aggregation eine Eigenschaft des Proteins ist und pUL4 somit nativ vorliegt.

In beiden Fällen ist eine Kristallisation dieser Aggregate kaum möglich.

Da pUL4 im HSV-1 mit dem Shuttleprotein pUL3 interagiert ist es möglich, dass eine

Koexpression von pUL4 mit  pUL3 die  Löslichkeit  von pUL4 verbessert.  Außerdem

steht  pUL4  im  Verdacht,  Wirtszellfunktionen  zu  modulieren.  Demzufolge  hat  es

vermutlich weitere, wirtszellspezifische Interaktionspartner, die somit in  E. coli nicht

vorhanden sind.  Diese könnten  ebenfalls  die  Löslichkeit  von pUL4 verbessern,  was

erklären würde, warum pUL4 in E. coli nicht löslich exprimiert wird.

Für das  PrV-pUL4 konnte,  wie schon für das HSV-1-Homolog,  ein mögliches NES

vorhergesagt  werden,  welches  sich  im Bereich  zwischen AS 112 und 124 befindet.

Warum es notwendig ist,  dass pUL4 durch pUL3 in den Zellkern gebracht wird und

wieder  hinausgelangt,  ist  unbekannt,  da  pUL4 selbst  klein  genug ist,  um durch die

Kernmembran zu diffundieren. Möglich ist, dass pUL4 im Zytoplasma Proteine bindet

und diese durch Wechselwirkung mit pUL3 in den Zellkern schleust. Dort bindet es

womöglich  andere  Proteine  und  schleust  diese  durch  das  sehr  wahrscheinlich

vorhandene NES aus dem Nukleus. Somit wäre pUL4 selbst ein Shuttleprotein.

Es  ist  fraglich,  ob  eine  Strukturaufklärung  von  pUL4  gelingt,  da  ein  Großteil  des

Proteins laut Vorhersagen aus Loop-Regionen besteht.
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4.2 pUL7

Eine Charakterisierung dieses Proteins konnte nicht erfolgen, da entweder die PCRs

oder die Sequenzierungen nicht erfolgreich waren. Der Grund für diese Ergebnisse ist

sehr wahrscheinlich der hohe G/C-Gehalt des Gens und die damit in Zusammenhang

stehenden sehr stabilen Sekundärstrukturen der DNA. Diese verhindern entweder die

Primeranbindung während der  PCR oder  machen eine Sequenzierung unmöglich.  In

jedem Fall gestalten sich PCRs dieses Gens als äußerst schwierig, sodass die Arbeit mit

einem synthetischen, für  E. coli codonoptimierten Gen und minimiertem G/C-Gehalt

angestrebt werden sollte.

Wahrscheinlich kann pUL7 an mindestens einer Stelle phosphoryliert werden,  was für

Tegumentproteine  nicht  ungewöhnlich  ist  [219].  Da  pUL7  laut  Vorhersagen  etliche

längere Nicht-Loop-Bereiche hat, sollte eine Strukturaufklärung zumindest von Teilen

des Proteins möglich sein. So könnte beispielsweise der als Loop- (ab AS 203) und

Hotloop-Bereich  (ab  AS  235)  vorhergesagte  C-terminale  Bereich  hierfür  entfernt

werden, falls Volllängen-pUL7 nicht kristallisieren sollte.

4.3 Der Membrananker pUL11

Der Membrananker pUL11 ist ein in E. coli exprimierbares, gut lösliches Protein. Wie

auch  bei  homologen  Proteinen  aus  anderen  Herpesviren  ist  das  Laufverhalten  von

pUL11 auf SDS-PAGE-Gelen ungewöhnlich, da es auf diesen deutlich größer scheint

(zw. 50 und 100 % größer), als es laut Berechnungen ist. Der Grund hierfür ist weiterhin

unbekannt.  Möglich wären posttranslationale  Modifikationen wie die  vorhergesagten

Palmitoylierungen  und  Myristoylierungen.  Allerdings  wurden  Fragmente  mit  den

betreffenden  Reste  bei  den  massenspektrometrischen  Untersuchungen  gefunden  und

diese  zeigten  keine  Modifikationen.  Abgesehen  davon  treten  Acylierungen  von  in

E. coli exprimierten  Proteinen  im  Normalfall  nicht  auf.  Auch  der  authentische

C-Terminus  wurde  gefunden.  Es  bliebe  also  lediglich  der  N-Terminus,  welcher

modifiziert worden sein könnte. Allerdings ist auch dies unwahrscheinlich, da sich hier

die  His6-Markierung  befindet.  Eine  besonders  starke  Dimerisierung  ist  ebenfalls

auszuschließen, da im Denaturierungsschritt vor der SDS-PAGE Disulfidbrücken durch
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das im Probenpuffer enthaltene BME gespalten und sonstige Interaktionen durch die

hohe Temperatur gelöst  werden. Somit bleibt als  Erklärung vermutlich nur noch ein

durch die Primärstruktur bedingtes, ungewöhnliches Laufverhalten.

Für eine Kristallisation kann eine Konzentration von 2-3 mg/ml zwar ausreichend sein,

eine höhere Konzentration ist allerdings oft von Vorteil.  Trotz der Pufferoptimierung

konnte keine höhere Konzentration erreicht werden. Kristallisationsversuche bei dieser

Konzentration blieben erfolglos. Allerdings ist auch nicht sicher, ob pUL11 überhaupt

strukturiert ist, da wahrscheinlich zumindest ein Großteil des Proteins aus loops besteht

und nicht  geordnet  ist  (Abbildung  3.4,  S. 72).  Es  ist  möglich,  dass  pUL11 erst  bei

Interaktionen mit  anderen Proteinen, z. B. pUL16 oder  gE, strukturiert  vorliegt oder

auch dann noch ungeordnet ist. Somit ist fraglich, ob eine Kristallisation von pUL11,

sowohl allein als auch im Komplex mit Interaktionspartnern, überhaupt möglich ist und

inwieweit  die  daraus  resultierende  Kristallstruktur  durch  Kristallkontakte  beeinflusst

sein würde.

Insgesamt fällt bei dem Sequenzabgleich von pUL11 aus dem PrV und dem HSV-1 auf,

dass  trotz  zumindest  ähnlicher  Funktion  die  Sequenzen  der  beiden  Proteine  kaum

konserviert sind. Die Gemeinsamkeiten beschränken sich auf die N-Myristoylierungs-

stelle  am N-terminalen Glycin,  die  S-Palmitoylierungsstellen und das Vorhandensein

mindestens  einer  Phosphorylierungsstelle  und eines  acidic  clusters,  wobei  dieser  im

PrV-pUL11 schwächer  ausgeprägt  ist.  Dies  scheinen  die  für  die  Funktion  minimal

notwendigen  Eigenschaften  von  pUL11  zu  sein.  Für  HSV-1-pUL11  wurde  bereits

gezeigt,  dass  die  Wechselwirkung mit  pUL16 und der  C-Terminus für  die  Funktion

entbehrlich sind. Letztgenannter fehlt im PrV-pUL11 gänzlich, weswegen dieses Protein

um etwa 33 % kürzer ist. Die Funktion dieses Teils ist eine Bindung von gE, welche im

PrV-pUL11 folglich über den C-Terminus erfolgt oder nicht notwendig ist.  Ob es in

PrV-infizierten Zellen überhaupt zu einer Wechselwirkung zwischen pUL11 und pUL16

kommt, ist bisher nicht nachgewiesen, wird aber vermutet. Zwar fehlt beim PrV-pUL11

das Dileucin-Motiv, aber der  acidic cluster ist vorhanden. Beides wurde beim HSV-1

als  an  dieser  Wechselwirkung  beteiligt  beschrieben.  Möglich  ist  auch,  dass  nicht

unbedingt  ein  Dileucin-Motiv  notwendig  ist,  sondern  der  hydrophobe Charakter  der

beiden Valine (Val13 und Val14), welche sich beim PrV-pUL11 im Sequenzabgleich an

der Position des Dileucin-Motivs befinden, für die Interaktion ausreichen.
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Weiterhin  gibt  es  im  PrV-pUL11  ein  sehr  deutliches  NES,  welches  bisher  in  der

Literatur  offenbar  nicht  erwähnt  wurde,  während  im  HSV-1-pUL11 wahrscheinlich

keines vorhanden ist.  Im HSV-1-Homolog wurde pUL11 sowohl im Zytoplasma, als

auch im Kern nachgewiesen, während das PrV-pUL11 ausschließlich im Zytoplasma

gefunden wurde. Es ist bisher nicht bekannt, ob bzw. wofür dieses NES im pUL11 aus

dem PrV genau notwendig ist. Aufgrund seiner Größe kann pUL11 ungehindert durch

die  Kernmembran  diffundieren.  Dies  legt  den  Schluss  nahe,  dass  es  entweder  als

Transporter für ein anderes, deutlich größeres Protein aus dem Kern heraus fungiert

oder die Anwesenheit von pUL11 im Nukleus bei PrV-Infektionen störend ist und es

darum vermehrt ausgeschleust werden muss. Es bliebe dann die Frage offen, warum

pUL11  aus  dem  HSV-1  das  entsprechende  Protein  nicht  transportieren  muss  bzw.

warum die Anwesenheit von pUL11 im Nukleus dort nicht störend oder möglicherweise

sogar notwendig ist.  Letztlich könnte es auch sein, dass PrV-pUL11 nur zufällig ein

NES trägt und dieses für die Replikation des PrV unerheblich ist. Um dies zu klären,

müssten In-vivo-Experimente durchgeführt werden.

Insgesamt scheint die  Funktion von pUL11 eher auf Sequenzmustern und posttrans-

lationalen  Modifikationen  zu  beruhen  als  auf  einer  definierten  dreidimensionalen

Struktur. Vermutlich  hat  dieses  Protein  darum auch keine  konservierte  Struktur, wie

Vorhersagen  und  fehlgeschlagene  Kristallisationsversuche  während  dieser  Arbeit

suggerieren.

4.4 pUL16

Die PCRs und Sequenzierungen von pUL16 gestalteten sich schwierig bis unmöglich.

Es  ist  nicht  sicher,  ob  pUL16  überhaupt  exprimiert  werden  konnte,  da  keine

vollständige Sequenzierung möglich war. Die durch PCR erstellten Konstrukte wurden

nicht überexprimiert, weder allein noch in Koexpression mit dem möglichen pUL21-

Konstrukt.  Es  sind  viele  Szenarien  denkbar,  die  dies  begründen.  Zunächst  ist  es

möglich, dass das Konstrukt nicht pUL16 ist oder ein so stark verkürztes Konstrukt,

dass es auf den SDS-PAGE-Gelen nicht mehr zu sehen ist. Da die Sequenzierung nach

spätestens 50 bp abbrach ist es somit möglich, dass das Polypeptid nur etwa 20 AS lang
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ist, was etwa 2 kDa entspräche. Solch kurze Moleküle wären auf den genutzten Gelen

nicht  zu  sehen.  Im  Falle,  dass  das  Polypeptid  die  vollständige  Länge  hat,  sind

Änderungen  des  Gens  nicht  auszuschließen,  was  Deletionen,  Insertionen  und

Punktmutationen einschließt. Diese könnten zu Fehlfaltungen und somit zum Abbau der

exprimierten Polypeptide führen. Für den Fall,  dass das Konstrukt dem gewünschten

Polypeptid entspricht, ist es ebenfalls möglich, dass pUL16 in  E. coli fehlgefaltet und

abgebaut  wird.  Möglicherweise  fehlen  auch  Interaktionspartner  oder  Faltungshelfer,

welche  in  Wirtszellen  des  Virus  vorkommen  oder  für  die  das  PrV-Genom  kodiert.

Außerdem könnte der sehr hohe G/C-Gehalt dieses Gens von 79,1 % dazu führen, dass

die  Translation  aufgrund  von stabilen  Sekundärstrukturen  der  mRNA nicht  erfolgen

kann oder die in E. coli seltenen Codons zu häufig in diesem Gen auftauchen und so zu

einer Verknappung der entsprechenden tRNAs führen. Von den 328 UL16-Codons sind

14 Codons das in  E. coli seltene Prolincodon „CCC“. Ein synthetisches Gen mit für

E. coli optimierten  Codons  und  minimiertem  G/C-Gehalt  könnte  die  Expression

ermöglichen und Manipulationen des Gens vereinfachen.

Das pUL16-GST-Fusionsprotein konnte erfolgreich, aber unlöslich, exprimiert werden.

Es  könnte  künftig  getestet  werden,  ob  es  renaturierbar  ist.  Die  Wahrscheinlichkeit

hierfür ist eher gering, da die GST die Löslichkeit bereits verbessern sollte und zuerst

exprimiert wird.

In silico konnte gezeigt werden, dass das im HSV-1-pUL16 gefundene, möglicherweise

zinkbindende Motiv (CXXC-X21-CXC) auch im PrV-pUL16 mit dem Motiv CXXC-X20-

CXC vorhanden ist. Demzufolge ist es wahrscheinlich, dass PrV-pUL16, wie bereits für

das  HSV-1-pUL16 vermutet,  eine  regulatorische  Domäne mit  zinkbindendem Motiv

beinhaltet  und  eine  katalytische  Domäne,  welche  möglicherweise  eine  Chaperon-

funktion hat. In reduziertem Zustand lägen die Cysteine des zinkbindenden Motivs als

Thiole vor und koordinierten ein Zn2+-Ion. Die Chaperondomäne wäre dabei inaktiv.

Unter  oxidativen Bedingungen würden die  Cysteine reduziert  und bildeten Disulfid-

brücken, wodurch die Chaperondomäne aktiviert  werden würde.  Wenn pUL16 keine

Chaperonaktivität haben sollte, müssen die Cysteinreste dennoch von großer Bedeutung

für die Funktion sein, da 7 der 19 in allen abgeglichenen pUL16-Homologen konser-

vierten Aminosäurereste Cysteine sind (Abbildung 3.5, S. 74).

Eine  mögliche  Phosphorylierung  von  pUL16  wurde  ebenfalls  bereits  vermutet.
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Vorhersagen ergeben, dass es verschiedene mögliche Phosphorylierungsstellen im PrV-

pUL16 gibt.  Die  wahrscheinlichsten  sind dabei  Thr86 und Ser90,  welche  durch die

Proteinkinase C bzw. A phosphoryliert werden könnten.

Das  in  dieser  Arbeit  durch  Vorhersagen  gefundene  mögliche  Dileucin-Motiv  in  der

N-terminalen  Bindedomäne  ist  vermutlich  in  die  Bindung  von  Interaktionspartnern

involviert, da sich in allen homologen Proteinen an oder nahe dieser Stelle mindestens

zwei konsekutive, hydrophobe AS befinden, sowie ein hochkonservierter Tryptophan-

rest (W14 in PrV-pUL16). Solche hydrophoben AS sind unverzichtbar für spezifische

Protein-Protein-Wechselwirkungen.

4.5 pUL21

Trotz  der  erfolgreichen  Umklonierung  von  UL21  in  den  Expressionsvektor  konnte

pUL21 weder allein, noch in Koexpression mit pUL16 oder als GST-Fusionsprotein in

E. coli exprimiert werden. Offenbar gibt es, wie bei pUL16, erhebliche Probleme bei

der Expression, sodass pUL21 nicht einmal in inclusion bodies vorkommt. Die Gründe

hierfür sind vermutlich ähnlich wie für pUL16. Es ist möglich, dass pUL21 in  E. coli

nicht korrekt gefaltet und infolgedessen abgebaut wird. Auch bei pUL21 könnten Inter-

aktionspartner bzw. Faltungshelfer fehlen, welche in Wirtszellen des Virus vorkommen

oder vom PrV-Genom kodiert werden. Ebenso könnten ungünstige Sequenzabschnitte

der DNA, die stabile Sekundärstrukturen bilden, die Translation erschweren oder sogar

unmöglich machen bzw. die in E. coli seltenen Codons könnten zu häufig in dem Gen

auftauchen und zu einer Verknappung der entsprechenden tRNAs führen. Von den 526

UL21-Codons  sind  16  in  E. coli seltene  Codons  (15  Prolincodons  „CCC“  und  ein

Arginincodon „AGG“). Ein synthetisches Gen mit für  E. coli optimierten Codons und

minimiertem  G/C-Gehalt  könnte  auch  hier  die  Expression  ermöglichen  und

Manipulationen des Gens vereinfachen.

Der im HSV-1-pUL21 gefundene prolinreiche Sequenzabschnitt, der Homologien zum

Tau-Protein zeigt, ist in pUL21-Homologen aus dem PrV, dem VZV und dem GaHV-1

nicht  vorhanden.  Demzufolge scheint  die  Einflussnahme auf  die  Mikrotubulibildung

keine  allgemeine  Funktion  von  pUL21  zu  sein  oder  wird  anders  als  durch  diesen

Sequenzabschnitt realisiert.
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Wie  für  HSV-1-pUL21  nachgewiesen,  scheint  auch  PrV-pUL21  laut  Vorhersagen

phosphoryliert  zu  werden.  Ob  das  gefundene  mögliche  Retentionssignal  für  die

Membran des endoplasmatischen Retikulums hingegen tatsächlich ein solches ist,  ist

schwer einzuschätzen. Jedoch wurde ein solches Signal in deutlicherer Form auch in

pUL21 aus dem sehr nahe verwandten VZV gefunden. Folglich ist es durchaus möglich,

dass dieser Sequenzteil ein solches Signal darstellt.

Die  Beobachtung,  dass  pUL21  in  das  Schneiden  der  Concatemere  eingebunden  ist,

würde zu dem in dieser Arbeit gefundenen Leucin-Zipper-Muster passen. Auch in den

mit  PrV-pUL21  abgeglichenen  homologen  Proteinen  ist  ein  solches  Muster  in  sehr

ähnlicher Form vorhanden. Allerdings befänden sich die basischen Reste des Musters in

C-terminaler Richtung vom Leucin-Zipper-Muster. Dies würde darauf hindeuten, dass

der C-terminale Teil des Leucin-Zippers in Richtung der DNA zeigen würde, obwohl

normalerweise der N-terminale Teil in Richtung der DNA zeigt und die phosphatrück-

gratbindenden basischen AS N-terminal vom Leucin-Zipper liegen. Außerdem zeigt die

kürzlich  gelöste  Struktur  der  N-terminalen  Domäne  von  HSV-1-pUL21  in  dem

fraglichen Bereich keinen Leucin-Zipper. Somit ist diese Vorhersage vermutlich falsch.

4.6 pUL26 – Serinprotease und Gerüstprotein

Trotz  der  Anwendung  verschiedener  Klonierungsmethoden  (siehe  Kapitel  3.6), der

Verwendung  unterschiedlicher  Primer  und  DNA-Polymerasen  und  dem  Zusatz  von

Hilfsstoffen wie Ethylenglykol oder DMSO zum PCR-Ansatz, war es nicht möglich,

eine Punktmutation in UL26, die für eine S109A-Variante von pUL26 kodiert hätte,

einzubringen. Möglicherweise bildet UL26 an oder nahe der fraglichen Stelle durch den

hohen G/C-Gehalt stabile Sekundärstrukturen, wodurch die Anbindung der Primer oder

der Polymerase nicht erfolgen kann. Im Gegensatz dazu können diese Sekundärstruk-

turen bei der Amplifikation des gesamten Gens anscheinend durch das Entlangfahren

der bereits gebundenen Polymerase am DNA-Strang aufgebrochen werden.

Statt  der  Einführung  einer  Punktmutation  am  aktiven  Serin  könnten  künftig  die

Schnittstellen  mutiert  werden,  wodurch  man  ebenfalls  Volllängenprotein  erhalten

würde. Geeignet wären hierfür die absolut konservierten Alanine an P1-Position, indem
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diese z. B. zu Valin oder Glycin mutiert werden. Eine weitere Möglichkeit wäre, auch

von UL26 ein synthetisches, für  E.coli codonoptimiertes Gen mit minimiertem G/C-

Gehalt zu nutzen und dort die S109A-Mutation einzuführen.

Im Gegensatz zur Punktmutation konnte die Serinproteasedomäne pUL26N mit einer

C-terminalen  Deletion  (ΔA225)  kloniert,  kristallisiert  und  dessen  Struktur  bestimmt

werden. Auch eine Inhibierung mit DFP konnte erfolgreich durchgeführt und inhibiertes

pUL26N kristallisiert  werden, während eine Inhibierung mit PMSF nicht erfolgreich

war. Es ist aber bekannt, dass die meisten Standardserinproteaseinhibitoren (außer DFP)

Assembline schlecht oder nicht inhibieren  [367]. Somit ist das PMSF im Kristallisa-

tionsansatz  sehr  wahrscheinlich  hydrolysiert  worden,  bevor  es  zu  einer  möglichen

bemerkbaren Inhibierung kommen konnte (Halbwertszeit von PMSF bei pH 8: 35 min,

[368]).

Die Diskussion zum C-terminalen Teil  von pUL26,  welcher  weitestgehend pUL26.5

entspricht, erfolgt zusammen mit pUL26.5 (Kapitel 4.7, S. 123).

4.6.1 Natives und inhibiertes dimeres pUL26N

Die  Kristallisation  der  dimeren  Form  von  PrV-pUL26N  erfolgte  ausschließlich  in

Anwesenheit von zweiwertigen Kationen, speziell Mg2+- und Mn2+-Ionen. Der Grund

hierfür ist, dass diese Kationen offenbar die beobachtete Kristallpackung unterstützen

bzw. erst  ermöglichen.  An der  in  der  Kristallstruktur  vermuteten Position der  Mg2+-

Ionen kommen sich zwei Aspartatseitenketten aus symmetrieverwandten Dimeren sehr

nahe. Diese Seitenketten würden sich durch ihre negativen Ladungen abstoßen und so

eine Kristallisation verhindern. Die Mg2+- oder Mn2+-Ionen gleichen diese Ladungen aus

und  ermöglichen  somit  die  beobachtete  Kristallpackung.  Zusätzlich  verlagern  die

zweiwertigen Kationen das Gleichgewicht zugunsten der Dimeren Form, wodurch im

Kristallisationsansatz nahezu 100 % pUL26N als Dimer vorliegt (Tabelle 29, S. 96).

Die Tertiär- und Quartärstrukturen von nativem und inhibiertem dimerem pUL26N sind

nahezu  identisch  und  denen  von  publizierten  homologen  Dimeren  sehr  ähnlich

(Abbildung 3.12, S. 87). Da das PrV ein Alphaherpesvirus ist, ist die Ähnlichkeit des

PrV-Assemblins zu anderen Assemblinen aus Alphaherpesviren größer als zu Beta- oder

Gammaherpesvirusassemblinen.  Die  Beschaffenheit  des  Oxyanionenlochs  und  die
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Anbindung des Inhibitors DFP als Phosphatester an das aktive Serin ist bei der Lösung

der Kristallstruktur vom HSV-2-Assemblin ähnlich beschrieben worden [358], wie hier

für das PrV-Assemblin.

Insgesamt sind die B-Faktoren der inhibierten Form niedriger als in der nativen Form

(Tabelle  28,  S. 84).  Vermutlich  resultiert  dies  aus  einer  Stabilisierung des  Moleküls

durch die  Anbindung des  Inhibitors.  Solche sogenannten  Induced-fit-Effekte wurden

bereits im homologen Assemblin aus HCMV beobachtet [369, 370].

Der OHL wird durch ein komplexes Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen in der

aktiven Konformation gehalten. Zu diesem Netzwerk gehören Aminosäurereste aus α1,

α8 und β5, sowie einige konservierte Wassermoleküle. Ein Teil dieser Wassermoleküle

wurde früher bereits als konserviert und für die Katalyse essentiell identifiziert  [261,

358, 363, 371]. Weiterhin ist der OHL der Bereich der höchsten Konservierung in den

Assemblinsequenzen  (Abbildung  3.14,  S. 89).  Dies  alles  deutet  auf  die  besondere

Bedeutung des OHLs hin.

4.6.2 Monomeres PrV-pUL26N

Da Assembline mit steigender Konzentration zunehmend als Dimere vorliegen und die

Kristallisation  von  Proteinen  bei  hohen  Proteinkonzentrationen  stattfindet,  liegt  ein

Großteil  des Proteins (ca.  70 %,  Tabelle 29) im Kristallisationsansatz als Dimer vor.

Dennoch kristallisiert  aus diesem Ansatz das Monomer. Durch die Abwesenheit  von

zweiwertigen Kationen konnte das Dimer nicht kristallisieren. Das Monomer hingegen

scheint bei diesen Bedingungen kristallisieren zu können und wird durch das Monomer-

Dimer-Gleichgewicht stetig nachgebildet. Der Monomeranteil wird mit der Zeit sogar

größer, da die Assemblinkonzentration in Lösung durch die Kristallisation sinkt. In An-

wesenheit von zweiwertigen Kationen dagegen ist die Monomerfraktion verschwindend

gering (ca. 0,03 %, Tabelle 29), sodass die Monomerkonzentration sehr wahrscheinlich

unter  der  kritischen Nukleationskonzentration  liegt.  Darum gab es  keine  Kristallisa-

tionstropfen mit beiden Kristallformen. Ähnliche Fälle der Kristallisation einer kleinen

Monomerfraktion  aus  einem  Monomer-Dimer-Gleichgewicht  sind  bereits  bekannt

[372].

Der Kern des monomeren PrV-pUL26N (β-Fass und α4) ist im Gegensatz zur Peripherie
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(vor  allem α7,  der  β1-α2-loop und  teilweise  α8)  starr,  wie  die  B-Faktorfärbung  in

Abbildung  3.16 (S. 91)  zeigt.  Im  N-terminalen  Teil  von  α8,  sowie  dem  Übergang

zwischen α7 und α8 haben die Cα-Atome B-Faktoren um 100 Å², was Schwingungen

von etwa 1,1 Å um ihre Ruhepositionen entspricht. Dies bedeutet, dass dieser Bereich

zwar strukturiert, aber im Ganzen vergleichsweise flexibel ist. Der OHL nimmt zwei

verschiedene Konformationen ein, was trotz moderater B-Faktoren ebenfalls auf erhöhte

Flexibilität  schließen lässt.  Die zweite  Konformation resultiert  aus  Interaktionen mit

einem symmetrieverwandten Molekül im Kristall.

Der Bereich, der im dimeren pUL26N der Helix α1 entspricht, ist in der monomeren

Form ungeordnet.  Ein  Teil  von  α7  –  der  Hauptdimergrenzflächenhelix  im  dimeren

pUL26N – ist in einer der beiden Ketten der asymmetrischen Einheit ebenfalls ungeord-

net  und in  der  zweiten Kette  sehr  flexibel.  Demzufolge sind die  Hauptbereiche der

Dimerisierung, der OHL und damit verbunden auch α1 flexibler bzw. ungeordnet.

4.6.3 Dimerisierung von PrV-pUL26N

Die  Dimerisierung  wird  im  Folgenden  im  Singular  für  die  Kette A des  Monomers

beschrieben, bei der die Helix α7 im Modell vollständig enthalten ist. Selbstverständlich

laufen die beschriebenen Veränderungen bei beiden beteiligten Monomeren ab. Im Zuge

der  Dimerisierung  nähern  sich  die  Monomere  jeweils  mit  Helix  α7  aneinander  an.

Hierdurch wird der gebogene C-terminale Teil der Helix begradigt. Außerdem kommt es

zu einer Verlängerung der Helix um etwa eine Windung. Dafür muss sich die Helix α8

um  etwa  anderthalb  Windungen  verkürzen.  Durch  diese  Änderungen  käme  es  zu

sterischen Hinderungen des  OHLs mit  der  Helix α7,  weswegen sich der  OHL vom

Dimerisierungsbereich  in  Richtung  des  ungeordneten  Teils  zwischen  β1  und  α2

umlagert. Die dem Protein zugewandten hydrophoben Reste in α8 (Leu207 und Val208)

sollten aus entropischer  Sicht wieder  mit  einem hydrophoben Rest  assoziieren.  Dies

resultiert in der Besetzung der in Kapitel  3.6.4.4 beschriebenen konservierten hydro-

phoben  Position  durch  Ile134  anstatt  Val138  (Abbildung  3.18,  S. 93).  Es  kommt

außerdem  zur  Ausbildung  eines  ausgedehnten  Wasserstoffbrückenbindungsnetzwerks

zwischen dem OHL, α8 und β5, wodurch das Oxyanionenloch gebildet wird. Einige

Wassermoleküle nehmen konservierte Positionen ein und werden ebenfalls Teil dieses
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Bindungsnetzwerks.  Weiterhin  folgt  aus  der  Umlagerung des  OHLs,  dass  der  zuvor

ungeordnete Teil zwischen β1 und α2 durch die Ausbildung einiger Wasserstoffbrücken-

bindungen die Helix α1 bildet. Damit liegt das Protein aktiviert vor. Generell wird die

Flexibilität der Dimerisierungsregion durch die Dimerisierung deutlich reduziert.

4.6.4 Einfluss der C-terminalen Deletion

Die  Deletion  des  C-terminalen  Ala225  führt  zu  einer  erhöhten  Flexibilität  des

C-terminalen loops. Dies äußert sich darin, dass die C-Termini der dimeren und mono-

meren PrV-Assemblinstrukturen in allen Ketten unterschiedlich sind (Abbildung 3.20A,

S.  95).  Es  gibt  jedoch  keine  Hinweise  darauf,  dass  sich  dies  negativ  auf  die

Proteinaktivität auswirkt, da die Gesamtfaltung des Proteins – vor allem in den für die

Katalyse  wichtigen  Bereichen  –  de  facto identisch  zu  homologen  Volllängen-

Assemblinen ist.  Auch die  inhibierte  dimere Struktur  unterstützt  diese Annahme,  da

DFP  in  Wasser  schnell  spontan  hydrolysiert.  Die  Halbwertszeit  beträgt  bei  einem

pH-Wert von 7,5 eine Stunde [354]. Bei höheren pH-Werten läuft die Hydrolyse noch

schneller ab, weil das Fluor im DFP durch Hydroxidionen nucleophil substituiert wird.

Da die  aus  nativem und inhibiertem PrV-Assemblin  bestehenden Kristalle  isomorph

sind,  würde  eine  nicht-quantitative  Inhibierung einen Mischkristall  aus  nativem und

inhibiertem  Assemblin  ergeben.  Dies  wiederum  ginge  mit  einer  unvollständigen

Besetzung des DFPs in der Elektronendichte einher. Allerdings wurde eine vollständige

Besetzung beobachtet. Die Inhibierung erfolgte demzufolge quantitativ und schneller als

die Hydrolyse von DFP. Daraus konnte eine minimale Reaktionsrate zweiter Ordnung,

unter  Berücksichtigung  eines  siebenfachen  DFP-Überschusses,  von  0,09 s-1 M-1

errechnet werden. Diese Reaktionsrate kommt der von HSV-1-Assemblin mit DFP von

1 s-1 M-1 sehr nahe, obwohl diese bei höherem pH-Wert (pH 8) und höherer Temperatur

(30 °C)  gemessen  wurde  [373]. Eine  Änderung  der  Aktivität  im  Hinblick  auf  das

natürliche Substrat kann allerdings nicht sicher ausgeschlossen werden, da dies nicht

getestet wurde.

Es  ist  bekannt,  dass  Verlängerungen  des  C-Terminus  zu  größtenteils  drastisch

reduzierten Enzymaktivitäten von Assemblinen führen [260-262]. In der Literatur findet

sich nur ein Fall,  in  dem zwei  Kürzungen (drei bzw. acht AS) des C-Terminus von
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HCMV-Assemblin  untersucht  wurden  [260].  Dort  wurde  die  Aktivität  an  einem

rekombinanten Protein, welches eine  M-site trägt, getestet. Hierbei wurde zwar keine

signifikante  Einschränkung  der  Aktivität  in trans beobachtet,  allerdings  konnte  die

Prozessierung  in cis an der  I-site des Assemblins nicht mehr beobachtet werden. Da

PrV-Assemblin keine I-site trägt, ist es wahrscheinlich, dass die Deletion eines einzigen

C-terminalen Aminosäurerests keinen nennenswerten Einfluss auf die Proteaseaktivität

hat.

In der Struktur von monomerem PrV-Assemblin ist die Konformation des C-Terminus

der  Kette A der  Konformation  in  dimeren  homologen  Volllängen-Assemblinen  sehr

ähnlich,  was  anscheinend  das  Resultat  von  Kristallkontakten  zu  einer  symmetrie-

verwandten A-Kette und dem aus dem Kristallkontakt mit dem C-Terminus der B-Kette

resultierenden Rotamer von Tyr99 ist (Abbildung 3.20B, S. 95). Dies zeigt, dass dieser

C-Terminus eine dem C-Terminus im Volllängenprotein entsprechende Konformation

annehmen kann. Somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass die C-terminale Deletion Aus-

wirkungen auf die Aktivität hat, äußerst gering.

Die  beobachteten  Kristallkontakte  und  Kristallpackungen  sind  wahrscheinlich  nur

möglich, weil der C-Terminus im genutzten Konstrukt flexibler ist als im Volllängen-

Assemblin.  Folglich  ist  es  denkbar, dass  sowohl  dimeres  als  auch monomeres  PrV-

Volllängen-Assemblin nicht kristallisiert oder zumindest in einer anderen Packung als

die hier untersuchte gekürzte Variante. Da die Konformation des C-Terminus offenbar

konserviert  ist,  kann  diese  für  das  PrV-Assemblin  aus  den  homologen  Strukturen

geschlossen werden und ist vermutlich sowohl in der monomeren als auch der dimeren

Form gleich. Diese Annahme beruht auf der Tatsache, dass das C-terminale Ende von

Helix α8 und die Interaktionsbereiche der C-Termini in monomerem und dimerem PrV-

Assemblin nahezu identisch positioniert sind und in der Kette A der monomeren Form

bereits eine Konformation vorliegt, die der konservierten stark ähnelt.

4.6.5 Vergleich monomeres PrV-pUL26N mit gekürztem KA mit HPM

Obwohl eine der im gekürzten KA entfernten Helices die Hauptdimergrenzflächenhelix

(in PrV: α7) ist und es somit obligat monomer sein müsste, zeigen die Analyseergeb-

nisse von PDBePISA und die Betrachtung der Kristallpackung, dass die Kristallstruktur
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der KA-HPM-Komplexe ein dimeres Protein enthält, obschon in einem anderen Modus

als  das  native  Dimer.  Wie  in  Abbildung  3.22 (S. 98)  ersichtlich,  sind  die  beiden

Monomeruntereinheiten  dieses  Dimers  im  Vergleich  zum  nativen  Dimer  um  80°

verdreht und zwischen den beiden Monomeruntereinheiten befinden sich drei Moleküle

des HPMs. Da diese helikalen Peptidmimetika α-Helices imitieren, binden sie zwischen

zwei Monomeren und ersetzen somit die fehlende Hauptdimergrenzflächenhelix α7. Auf

diese Weise  wird offenbar  aus  einem obligat  monomeren Protein  durch Zugabe der

HPM ein artifizielles Dimer geschaffen. Der Oligomerisierungszustand des gekürzten

KA nach  Zugabe  des  HPM  wurde  in  Lösung  anscheinend  nicht  überprüft,  da  die

Autoren von einem obligat monomeren Protein ausgingen. Es stellt sich lediglich die

Frage, warum Volllängen-KA als Monomer beobachtet wurde und es dort somit nicht zu

einer artifiziellen Dimerisierung durch die HPM kommt. Zwei Gründe kommen dafür in

Betracht.  Erstens  sind  die  C-Termini  des  gekürzten,  künstlichen  Dimers  durch  die

Drehung relativ nahe beieinander (Abstände der Cα-Atome des C-terminalen Restes:

8,2 Å,  Abbildung 4.1), sodass es bei einer C-terminalen Verlängerung wahrscheinlich

zu sterischen Hinderungen kommt. Zweitens ist es möglich, dass die im Volllängen-KA-

Monomer  ungeordneten  C-terminalen  Bereiche  die  gebundenen,  hydrophoben  HPM

zumindest teilweise umschließen und so vom Solvens abschirmen. Da diese Reste im

gekürzten KA fehlen, müssen die gebundenen HPM dort anders abgeschirmt werden,

was durch die Anbindung eines zweiten Monomers geschieht. Dadurch werden die drei

HPM-Moleküle nahezu vollständig umschlossen.

Die  beobachteten  strukturellen  Änderungen  des  KA-HPM-Komplexes  im  Vergleich

zum nativen KA gehen nur indirekt auf die HPM-Bindung zurück. Ein Großteil  der

Änderungen resultiert  primär aus  dem Fehlen  der  C-terminalen  Helix,  da  diese  den

OHL zum Teil vom Solvens abschirmt und maßgeblich an der korrekten Positionierung

des  OHLs  beteiligt  ist.  Der  OHL  selbst  wiederum  steht  mit  der  Stabilität  bzw.

Konformation des Bereichs um α1 in Zusammenhang. Im Fall von dimerem Volllängen-

KA ist dieser Bereich ungeordnet und nimmt erst durch Bindung eines Substrats die

bekannte Konformation an [371].
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Obgleich das KA-HPM-Dimer nur  in vitro existiert, ist dennoch ersichtlich, dass eine

Änderung des OHLs zum Verlust des Oxyanionenlochs und damit auch der Aktivität

führt. Es ist allerdings schwer abzuschätzen, inwiefern diese dimere Struktur mit den

Strukturen  von  nativem  bzw. HPM-gebundenem,  monomerem  Volllängen-KA über-

einstimmt.  Auffällig  ist  in  jedem Fall,  dass  die  strukturellen  Änderungen,  die  beim

Vergleich vom monomeren und dimeren PrV-Assemblin bzw. KA-HPM-Komplex und

dimerem  Volllängen-KA  beobachtet  wurden,  in  den  gleichen  Strukturbereichen

auftreten. Dabei ist der Grad und die Art der Änderung allerdings unterschiedlich.

Die beobachtete Unordnung der C-terminalen Helices im monomeren Volllängen-KA

[258] ist  in  geringerem Ausmaß  auch  in  der  monomeren  PrV-Assemblinstruktur  zu

finden. Der aufgrund von mangelnder Elektronendichte nicht modellierte Bereich von

α7  in  Kette B  des  monomeren  PrV-Assemblins  beginnt  nach  etwa  zweieinhalb

Windungen  der  Helix,  während die  B-Faktoren  des  korrespondierenden  Bereichs  in

Kette A  stark  ansteigen  (Abbildung  3.16,  S. 91).  In  diesem  Bereich  beginnt

wahrscheinlich  auch  im  KSHV-Assemblin  die  stark  erhöhte  Flexibilität.  Der
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Abbildung 4.1: Wahrscheinliches, artifizielles Dimer von KA im Komplex mit HPM
Darstellung  des  artifiziellen  Dimers  von  C-terminal  gekürztem  KA  im  Komplex  mit  HPM  als
Bändermodell.  Exemplarisch  wurde  hier  der  PDB-Eintrag  4p2t  gezeigt,  nahezu  identische  Dimere
können aber auch mit den PDB-Einträgen 3njq und 4p3h erhalten werden. Kette A ist in dunkelblau,
Kette B des Symmetrieverwandten ist in hellblau und die drei Moleküle HPM zwischen den Monomeren
sind in pink als Stabmodell dargestellt. Die C-Termini der beiden KA-Ketten sind grün markiert und
liegen nahe beieinander (Abstand der Cα-Atome: 8,2 Å, im natürlichen Dimer beträgt dieser Abstand bei
den  gleichen  AS  11,5 Å).  In  Volllängen-KA  sind  die  C-Termini  um  34 AS  länger,  was  bei  einer
identischen  Dimeranordnung  zu  sterischen  Hinderungen  führen  könnte.  Dies  wäre  eine  mögliche
Erklärung für die in Lösung beobachtete Monomerisierung von Volllängen-KA in Anwesenheit von HPM
[365], die ansonsten im Widerspruch zu der hier gezeigten Struktur stehen würde.
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Unterschied  hierbei  ist,  dass  dort  alle  folgenden  AS  ungeordnet  sind,  während  im

monomeren PrV-Assemblin nur ein kurzer Bereich ungeordnet ist (Kette B) bzw. die

Atombewegungen in diesem kurzen Bereich stark zunehmen (Kette A).

Die Unterschiedliche Verlagerung des  OHLs im Vergleich des  KA-HPM-Komplexes

mit monomerem PrV-Assemblin ist vermutlich dem Fehlen der C-terminalen Helices im

KA  oder  der  Wechselwirkung  des  N-terminalen  Teils  des  OHLs  mit  dem  HPM

geschuldet.  Die  deletierten  Helices  α7  und  α8  beinhalten  ferner  die  hydrophoben

Seitenketten (Leu212 und Leu213 in KA bzw. Leu207 und Val208 in PrV), welche die

aliphatischen  Reste  Val138  bzw.  Ile134  des  OHLs  in  ihrer  im  PrV-Assemblin

konservierten  hydrophoben  Position  (S. 92 f.)  halten.  Der  Sequenzabgleich  in

Abbildung  3.14 (S. 89)  zeigt,  dass  Val138  aus  dem  PrV-Assemblin  in  Beta-  und

Gammaherpesviren Argininresten entspricht. Wenn der OHL in monomeren Beta- und

Gammaherpesvirusassemblinen eine ähnliche Konformation hätte wie im monomeren

PrV-Assemblin, könnte die C-terminale Helix α8 wegen der Länge und physikalisch-

chemischen Eigenschaften der Argininseitenkette nicht in gleicher Position sein, wie in

der  nativen,  dimeren  Form  des  entsprechenden  Assemblins.  Dies  könnte  erklären,

warum in monomerem Volllängen-KA die kompletten C-terminalen Helices in Lösung

ungeordnet sind [258], während dies bei monomerem PrV-Assemblin, wie wahrschein-

lich auch bei anderen Alphaherpesviren, nicht der Fall ist.

Die Anbindung der HPM erfolgt an diverse hydrophobe Reste, deren Gegenstücke in

Alphaherpesviren nicht als Hot-Spot-Aminosäurereste [366] gelten. Dies ist vermutlich

einer der Gründe, warum die Bindung der selben HPM beim HSV-1-Assemblin, als

repräsentativem  Vertreter  der  Alphaherpesviren,  als  deutlich  schwächer  beobachtet

wurde  [266].  Ein weiterer Grund ist  wahrscheinlich,  dass die HPM bei  Alphherpes-

virusassemblinen mit den C-terminalen Helices um die Bindung konkurrieren müssen,

da diese zumindest im PrV-Assemblinmonomer weitestgehend geordnet sind. Folglich

ist ein Screening nach passenden Mimetika für Alphaherpesvirusassembline notwendig,

um eine spezifische und effektive Inaktivierung dieser Assembline zu erreichen.
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4.6.6 Mögliche Generierung eines temperatursensitiven Phänotyps

Für  das  Assemblin  aus  dem  HSV-1

wurde eine temperatursensitive Variante

beschrieben,  indem  eine  Y30F/A48V-

Doppelmutante  (HSV-1-Nummerierung)

erstellt wurde [374]. Äquivalente Mutati-

onen in PrV-UL26 (Y13F/A30V) führten

allerdings  nicht  zum  gewünschten

Phänotyp  (Dr.  B.  Klupp,  Friedrich-

Loeffler-Institut,  Riems,  persönliche

Kommunikation),  was  darauf  schließen

lässt,  dass  diese  Mutationen  im  PrV-

Assemblin nicht zu einer ausreichenden

Destabilisierung  führen.  Eine  Ein-

schätzung  anhand  der  Struktur  des

Assemblins aus dem HSV-2 ergibt, dass

die  genannten  Mutationen  vermutlich

den Bereich um Helix α1 destabilisieren,

da eine Wasserstoffbrücke zwischen der

phenolischen OH-Gruppe von Tyr30 mit

der  Seitenkette  von  Asn75  (Asp75  im

HSV-1-Assemblin)  wegfällt  und  der

Abstand zwischen Ala48 und Phe146 bzw. Leu145 etwas vergrößert wird (Abbildung

4.2). Die Helix α1 und die umgebenden Loop-Bereiche stabilisieren den OHL in der

aktiven Konformation.  Im PrV-Assemblin  befindet  sich am N-Terminus von α2 ein

Argininrest  (Arg24),  welcher  wahrscheinlich  die  bekannte,  aktive  Konformation  der

α1-Region  unterstützt.  Dies  geschieht  über  eine  Wasserstoffbrücke  der  Arginin-

seitenkette zum Peptidsauerstoff von Asp59 (Abbildung 4.2). Diese Wasserstoffbrücke

ist  weder  im  HSV-1-  noch  im  HSV-2-Assemblin  vorhanden,  da  der  zu  Arg24

äquivalente  Aminosäurerest  dort  jeweils  Prolin  ist.  Die  Seitenkette  von  Prolin  ist

generell nicht dazu in der Lage, Wasserstoffbrücken auszubilden und wäre auch viel zu
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Abbildung  4.2:  Superposition  der  inhibierten,
dimeren  Assembline  aus  dem  PrV  und  dem
HSV-2
Dargestellt  ist  eine  detaillierte  Ansicht  der  für  die
vorgeschlagene  temperatursensitive  Assemblinvari-
ante  relevanten  Aminosäurereste  (Stabmodelle)  im
Bändermodell der inhibierten, dimeren Assembline
aus  PrV  (PDB-Eintrag  4v08,  grün)  und  HSV-2
(PDB-Eintrag  1at3,  cyan).  Bezeichnungen  in
geschweiften  Klammern  entsprechen  der  HSV-2
Nummerierung. Der OHL von PrV-Assemblin ist in
orange  dargestellt,  während  Diisopropylphosphat
und die katalytische  Triade  im PrV-Assemblin als
rotes Kalottenmodell bzw. als violette Stabmodelle
dargestellt  sind.  Der  Bereich  von  AS  15-21
einschließlich  Helix  α1  sind  bei  der  nicht-
permissiven Temperatur vermutlich ungeordnet, was
zur Destabilisierung des OHLs und damit zu einer
reduzierten Aktivität führt.
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kurz, als dass eine gleichartige Stabilisierung erfolgen könnte. Folglich ist es möglich,

dass  ein  temperatursensitiver  Phänotyp  vom  PrV-Assemblin  als  Dreifachmutante

(Y13F/R24P/A30V) erhalten werden könnte. Alternativ wäre auch ein R24K-Austausch

denkbar, da  die  Seitenkette  von Lysin  etwas  kürzer  als  die  von Arginin  ist  und so

möglicherweise eine schwächere Wasserstoffbrücke zum Peptidsauerstoff  von Asp59

bilden würde.

4.7 Das Gerüstprotein pUL26.5

Das  Gerüstprotein  pUL26.5  konnte  nicht  löslich  exprimiert  werden.  Dies  liegt

vermutlich  an  der  Selbstassoziation  von  pUL26.5,  welche  grundlegend  für  seine

Funktion ist. Doch auch eine lösliche Expression würde ein deutlich größeres Problem

für  die  Strukturlösung  nicht  beseitigen.  Da  große  Teile  des  Proteins  höchst-

wahrscheinlich ungeordnet sind, vor allem die Repeat-Region im Bereich von P355-

A506  (in  diesem  Kapitel  wird  die  PrV-pUL26-Nummerierung  verwendet),  ist  eine

Kristallisation des Volllängen-Konstrukts äußerst unwahrscheinlich. Andererseits bleibt

ohne diese Region kaum etwas von dem Gerüstprotein (Gesamtlänge: 277 AS) übrig,

sodass  sowohl  die  Deletion  der  Repeat-Region  und  des  C-terminalen  Teils

(pUL26.5ΔC-Term:  108 AS)  als  auch  die  Deletion  des  N-terminalen  Teils  und  der

Repeat-Region (pUL26.5ΔN-Term: 16 AS) keine echten Optionen sind. Hinzu kommt,

dass auch nicht sicher ist wie viel von diesen Teilen strukturiert ist.

Die Analysen der Aminosäuresequenzen von pUL26.5 zeigen, dass auch das pUL26.5

aus  dem  PrV,  wie  seine  homologen  Proteine  aus  anderen  Herpesviren,  sehr

wahrscheinlich ein Kernlokalisierungssignal trägt (R308-R311).

Die  M-site für das PrV-pUL26 bzw. -pUL26.5 wurde als  P-V-Q-A ↓ S(488) vorher-

gesagt [249]. Diese ist zwar denkbar, aber die in dieser Arbeit gefundene zweite Stelle,

T-I-D-A↓S(503) (Abbildung 3.8, S. 79), ist wahrscheinlicher, da sie kein Prolin an P4-

Position hat, der M-site aus Gerüstproteinen nahe verwandter Herpesviren ähnlicher ist

und wie bei  diesen am Ende der  Repeat-Region liegt.  Unwahrscheinlich,  aber  nicht

gänzlich auszuschließen ist, dass beide Stellen geschnitten werden könnten.
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4.8 pUL32

Die Expression von löslichem pUL32 war nicht möglich. Die beobachteten  inclusion

bodies zeigten eine zu geringe Größe, um Volllängen-pUL32 zu sein. Demzufolge wird

in E. coli exprimiertes pUL32 entweder teilweise abgebaut oder das genutzte Konstrukt

enthält  Mutationen,  welche  aufgrund  der  unvollständigen  Sequenzierung  nicht

ersichtlich waren. Somit ist eine Charakterisierung von PrV-pUL32  in vitro in dieser

Arbeit nicht möglich.

Das durch PSORT II  [316] vorhergesagte Leucin-Zipper-Muster wurde bisher in der

Literatur nicht erwähnt. Demzufolge wurde es bisher nicht entdeckt, da es nur im PrV-

pUL32  ein  Leucin-Zipper  ist,  bei  welchem  die  AS  aller  Heptaden  Leucine  sind

(Abbildung 3.25, S. 103), oder dieses Muster bildet keinen Leucin-Zipper. Das Motiv ist

in den abgeglichenen Homologen aus anderen Herpesviren nicht konserviert,  v. a.  in

Beta- und Gammaherpesviren weicht das Muster ab. Das Vorhandensein eines solchen

Motivs wäre allerdings plausibel, da pUL32 in das Schneiden der DNA involviert ist.

Vermutlich gelangt pUL32 durch Interaktion mit einem anderen Protein in den Zellkern,

da  es  zu  groß  ist  um  die  Kernmembran  zu  passieren  und  kein  NLS  in  pUL32

vorhergesagt wird. Da es im späteren Verlauf des Replikationszyklus wieder im Zytosol

beobachtet wurde [268-270], muss es den Nukleus wieder verlassen können. Entweder

durch ein eigenes NES oder durch Wechselwirkungen mit anderen Proteinen. In dem

Bereich des vorhergesagten Leucin-Zipper-Motivs wurde ein NES für das PrV-pUL32

vorhergesagt. Allerdings ist  es unwahrscheinlich,  dass in diesem Bereich sowohl ein

Leucin-Zipper als auch ein NES vorhanden ist, zumal eines der NES-Leucine Teil der

Leucin-Zipper-Heptade wäre und somit nicht exponiert vorläge. Wahrscheinlicher ist,

dass höchstens eines der beiden vorhergesagten Motive tatsächlich vorhanden ist. Das

NES ist, wie auch das Leucin-Zipper-Motiv, in homologen Proteinen nicht konserviert.

Da es laut  Vorhersagen offenbar  wenig intrinsische Unordnung im PrV-pUL32 gibt,

sollte  eine Strukturaufklärung möglich sein,  falls  es löslich exprimiert  werden kann.

Dafür könnte wiederum ein für  E. coli optimiertes,  synthetisches Gen hilfreich sein.

Außerdem könnte es notwendig sein, dass pUL32 aufgrund seiner vielen Cysteine und

seiner  Redoxsensitivität  in  einem  speziellen  E. coli Stamm  (E. coli SHuffle®)

exprimiert werden muss, um das korrekte Disulfidbrückenbindungsmuster zu erhalten.
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4.9 pUL33

Das Protein pUL33 wird bei Überexpression unlöslich exprimiert, ist aber renaturierbar.

Für  eine  Charakterisierung  müsste  dies  in  größerem  Maßstab  unter  optimierten

Bedingungen durchgeführt werden, da die Ausbeute relativ gering ist. Möglicherweise

müsste dazu pUL28 koexprimiert werden, da dieses pUL33 stabilisiert [281].

Die durch PSORT II  vorhergesagte Schnittstelle  für  mitochondriale  Präsequenzen ist

vermutlich keine solche, da eine mitochondriale Targeting-Sequenz fehlt und pUL33 im

Nukleus gefunden wurde, wo es Teil des Terminasekomplexes ist. Ob das gefundene

mögliche Retentionssignal für die Membran des endoplasmatischen Retikulums korrekt

ist, kann nicht mit Sicherheit vorhergesagt werden.
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Der Replikationszyklus der Herpesviren ist sehr komplex und im Detail unzureichend

verstanden. Die Funktionen und Eigenschaften einiger viraler Proteine sind bisher kaum

charakterisiert.  Folglich  gibt  es  wenige  Strukturmodelle  dieser  Proteine,  wodurch

beispielsweise eine rationale Medikamentenentwicklung kaum möglich war.

Die Zielstellung dieser Arbeit war, neun dieser Proteine (pUL4, -7, -11, -16, -21, -26,

-26.5,  -32 und -33) aus dem  pseudorabies virus (PrV) zu charakterisieren und nach

Möglichkeit  deren Struktur aufzuklären.  Hierzu wurden die zur Verfügung gestellten

Gensequenzen in geeignete bakterielle Expressionsvektoren umkloniert und in  E. coli

exprimiert. Lösliche Proteine wurden gereinigt und anschließend Kristallisationsexperi-

menten unterzogen, während unlösliche Proteine zum Teil  auf ihre Renaturierbarkeit

getestet  wurden.  Die  Strukturen  des  kristallisierten  Assemblins  wurden  mittels

Röntgenkristallographie  aufgeklärt.  Außerdem  wurden  alle  Proteine  in  silico auf

Signalsequenzen, Phosphorylierungen und Sequenzmuster untersucht.

Von  der  N-terminalen  Serinproteasedomäne  (Assemblin)  von  pUL26 wurden  drei

Strukturen durch Röntgenkristallographie bestimmt: eine native dimere, eine inhibierte

dimere,  sowie  eine  native  monomere  Struktur.  Letztere  ist  das  erste  bekannte

Strukturmodell der monomeren Form eines Assemblins. In Verbindung mit den dimeren

Strukturen konnte experimentell bestätigt werden, dass die Aktivierung der Assembline

über die Verschiebung eines loop bei der Dimerisierung erfolgt. Die Umlagerung dieses

loop basiert  darauf,  dass  sich  der  in  der  monomeren  Form  teilweise  flexible

Dimerisierungsbereich durch die Dimerisierung etwas verändert und eine weitestgehend

starre  Konformation einnimmt.  Die Helix α8 wird etwas verkürzt  und die  Helix α7

etwas  verlängert  und  begradigt,  wodurch  sich  der  Oxyanionenloch-Loop vom

Dimerisierungsbereich  entfernt  und  ein  ausgedehntes  Wasserstoffbrückenbindungs-

netzwerk  aufbaut.  In  dieser  Konformation  stabilisiert  der  loop das  Oxyanionenloch,

wodurch  die  Protease  aktiviert  wird.  Weiterhin  wurde  durch  small-angle  X-ray

scattering bestätigt,  dass  der  Dimerisierungsgrad  von  der  Assemblin-  und  Mg2+-

Ionenkonzentration abhängig ist.

Diese  Informationen zur  Dimerisierung  des  PrV-Assemblins  können dazu  beitragen,
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rationale  Medikamentenentwicklung  zu  betreiben.  Daraus  resultierende  Wirkstoffe

können  die  Dimerisierung  und  somit  die  Aktivierung  dieses  Schlüsselproteins

verhindern. Durch die hohe Ähnlichkeit der Assembline in anderen Herpesviren, kann

die nun bekannte monomere Struktur des PrV-Assemblins als Modell für die monomere

Struktur anderer, zum Teil humanpathogener Herpesviren genutzt werden. Demzufolge

könnte dieses Modell auch die Entwicklung von Medikamenten beispielsweise gegen

das Epstein-Barr virus oder das herpes simplex virus 1 ermöglichen.

Es  stellte  sich  zudem  heraus,  dass  die  bisher  für  das  PrV-pUL26  bzw.  -pUL26.5

vorhergesagte zweite Assemblinschnittstelle (M-site)  vermutlich nicht korrekt ist.  Es

wurde eine andere M-site vorgeschlagen, welche ebenfalls infrage kommt.

Eine  Charakterisierung  in  vitro war  bei  fünf  der  neun  zu  untersuchenden  Proteine

möglich. Die anderen vier Proteine (pUL7, -16, -21 und -32) konnten aus verschiedenen

Gründen nicht erfolgreich exprimiert werden. Die Proteine pUL4, pUL26.5 und pUL33

wurden  unlöslich  exprimiert,  wobei  pUL33  renaturiert  werden  konnte.  Der

Membrananker pUL11 und die N-terminale Serinproteasedomäne von pUL26 konnten

löslich exprimiert werden.

Untersuchungen  in silico ergaben, dass der Membrananker pUL11 aus dem  pseudo-

rabies virus wahrscheinlich ein nukleäres Exportsignal trägt, was bisher nicht bekannt

war. Es ist zudem wahrscheinlich, dass pUL11 selbst keine definierte Struktur hat, da es

mit 63 AS ein sehr kleines Protein ist und über Sequenzmuster mit anderen Proteinen

interagiert.
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