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Prolog

Wenn Du den Feind und Dich selbst kennst, brauchst Du den Ausgang von hundert
Schlachten nicht zu firchten. Wenn Du Dich selbst kennst, doch nicht den Feind,
wirst Du fur jeden Sieg, den Du erringst, eine Niederlage erringen. Wenn Du weder
den Feind noch Dich selbst kennst, wirst Du in jeder Schlacht unterliegen.

Sun Tse (ca. 500 v. Chr.), Die Kunst des Krieges

Die moderne Erforschung von Krankheiten steht unter dem Aspekt, molekulare
Determinanten als Ziele fur Therapieansatze zu finden. Krankheitserreger,
insbesondere Viren, die als intrazellulare Parasiten auf ihren Wirt fir die eigene
Vermehrung angewiesen sind, zeigen eine enge Ko-Evolution mit ihrem Wirt. So war
die Erforschung des Lebenszyklus von Viren immer eine Erforschung der Virus-
Wirtszell-Interaktion, die haufig neue Schlisse Uber die vom Virus genutzten
zellularen Prozesse zulie3. Klassische antivirale Therapie, die gegen virale
Komponenten gerichtet ist, resultiert haufig in der Ausbildung mutierter Viren. Diese
sind meistens gegen die entsprechende Therapie resistent. Es mag also nicht
genugen, antivirale Strategien ausschliel3lich auf das Virus auszurichten. Um die
antivirale Therapie auf zellulare Determinanten ausweiten zu konnen, ist es
unerlasslich, auch die beteiligten Wirtszellfaktoren zu kennen, die an der
Vermehrung von Viren beteiligt sind. Man mag den zitierten Philosophen Sun Tse
vielleicht auch in diesem Sinne verstehen, wenn man das Virus und seinen Wirt
selbst kenne, brauche man den Ausgang von hundert Infektionen nicht zu furchten.
Daruber hinaus werden Viren, deren letztendliche Geheimnisse der Virusvermehrung
und der Wirtszell-Interaktionen es noch zu erforschen gilt, in jingerer Zeit auch als
Gentherapie-Vehikel eingesetzt. Auch in diesem Zusammenhang mag man in
Anlehnung an Sun Tse erst an eine erfolgreiche Nutzung dieser Viren zur
Gentherapie denken - ohne die vielen Rickschlage und Fehlentwicklungen, der die
virale Gentherapie seit ihrer ersten gedanklichen Konzeption ausgesetzt ist -, wenn
die meisten der beteiligten Faktoren der Virus-Wirtszell-Interaktionen erforscht

worden sind.

Die vorliegende Arbeit versteht sich als ein weiterer Schritt in der Erforschung von
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Virus-Wirtszell-Interaktionen. Dabei wurde das human-pathogene Herpes simplex
Virus Typ 1 (HSV-1) auf Determinanten untersucht, die den erfolgreichen Eintritt von
HSV-1 in Epithelzellen bestimmen kdnnten. Zur Einleitung in diese Thematik wird
daher im Folgenden auf den Stand der Forschung zum HSV-1 Lebenszyklus und der
Polaritdt der primaren Vermehrungsorte der Herpes simplex Viren, Haut- und
Schleimhaut-Epithelien, eingegangen. Zusétzlich werden zentrale Aspekte der

Dynamik des Aktin-Zytoskeletts eingefuhrt.

. Einleitung
1 Das Herpes simplex Virus Typ 1
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Der Name Herpesviren leitet sich von herpein (griechisch = kriechen, schleichen) ab.
In der griechischen Antike wurde so die kriechende Ausbreitung des von Herpes
simplex Viren verbreiteten Hautauschlages beschrieben (zur Ubersicht Wildy, 1973).
Herpesvirusinfektionen treten nicht nur beim Menschen, sondern auch bei vielen
Wirbeltierarten auf - von Affen tber Katzen bis hin zu Fréschen und Fischen. Die
Familie der Herpesviren wird gekennzeichnet durch eine &hnliche Partikel-
morphologie und ihre biologischen Eigenschaften. Insbesondere ihre Fahigkeit, nach
der Erstinfektion latent im Organismus zu verbleiben, ist ihnen gemein. Zu den
Herpes simplex Viren gehoren zwei Serotypen, HSV-1 und HSV-2, die zuné&chst Uber
serologische Untersuchungen und spater uber ihren Restriktionslangenpoly-
morphismus unterschieden wurden (Schneweiss, 1962, zur Ubersicht Roizman und
Sears, 1996). HSV-1 und HSV-2 zeigen eine 85%ige Homologie der
Nukleotidsequenz. Dabei unterscheiden sie sich nicht nur in den Aminosaure-
sequenzen, sondern auch in der apparenten GroRe viraler Proteine (zur Ubersicht
Whitley, 1996). Wahrend HSV-1 Infektionen hauptsachlich im orofacialen Bereich
auftreten, fiihrt HSV-2 Infektion meistens zu genitalen Erkrankungen (zur Ubersicht
Whitley und Roizman, 2001).

HSV-1 Erkrankungen manifestieren sich am haufigsten in ulcerierenden oder
vesicularen Lasionen des orofacialen Bereichs der Haut oder Schleimhaut. Es treten
seltener Infektionen des okularen oder genitalen Bereichs auf. Nach einer
Priméarinfektion der Epidermis erlangt HSV-1 Zugang zum peripheren Nervensystem.
Dort etabliert das Virus in Zellen der sensorischen Ganglien eine lebenslange latente
Infektion (Stevens und Cook, 1971) und kann in unregelmalligen Abstanden
reaktiviert werden. Verschiedenste Stimuli wie UV-Strahlung, Fieber, psychische
Einflusse und hormonelle Faktoren kbnnen zu einer solchen Reaktivierung fuhren.
Diese manifestiert sich in rezidiven Hauterkrankungen, meist an den gleichen Stellen
wie bei der Priméarinfektion. Selten fuhren Rezidive zusatzlich zu Infektionen des
zentralen Nervensystems in Form einer Enzephalitis, die ohne Behandlung in hohem
Mal3e lebensbedrohlich ist. Primarinfektionen Neugeborener sowie Rezidive immun-
kompromitierter Patienten kdnnen schwere generalisierte und ohne Behandlung

haufig todliche Erkrankungen hervorrufen.
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Aufgrund der neurotropen Eigenschaften von HSV-1 wird in verschiedenen Studien
die Moglichkeit zur Nutzung als Gentransfer-Vehikel in neuronale Zellen untersucht
(zur Ubersicht Latchman, 2001).

1.1 Aufbau und Struktur des HSV-1 Virions

Das HSV-1 Virion hat einen Durchmesser von etwa 150 nm und besteht aus mehr
als 30 Strukturproteinen (Abb. 1.1) (zur Ubersicht Roizman und Sears, 1996). Im
Inneren des Partikels befindet sich das Virus-Core mit der das doppelstrangige,
lineare DNA-Genom einer Grbél3e von etwa 152 kB assoziiert ist. Ungefahr 84
Polypeptide werden vom HSV-1 Genom kodiert, das aus einem langen (126 kB) und
einem kurzen (26 kB) Segment besteht. Diese Segmente werden von invertierten
Einheiten wiederholter Sequenzen flankiert (McGeoch et al., 1985; McGeoch et al.,
1988). Das Virus-Core selbst ist umgeben von einem icosaedrischen Kapsid, das
aus 162 Kapsomer-Untereinheiten aufgebaut ist. Das Viruskapsid ist umgeben von
einer proteinhaltigen Matrix, dem Tegument, und einer Lipid-Hullmembran. In die
Hullmembran inseriert sind 11 Glykoproteine (gB-gM); die Existenz eines weiteren
Glykoproteins (gN) ist postuliert. Neben infektiosen Virionen werden von Zellen
L-Partikel produziert, die nur aus Hullmembran und Tegument bestehen und nicht

infektids sind (Szilagyi und Cunningham, 1991).

1.2 Virale Genexpression, Replikation und Ausbreitung in Zellkulturen

In Zellkultur erfolgt die Expression des Virusgenoms nach Freisetzung in den
Zellkern in einem kaskadenartig ineinander Ubergehenden, zeitlich regulierten Zyklus
(zur Ubersicht Roizman und Sears, 1996). Zunachst erfolgt die Expression der sehr
frihen Gene (a-Gene), die unter Einfluss des viralen Transkriptionsaktivators VP16
(Virionprotein 16) verstarkt wird, das als Tegumentprotein Bestandteil des Virions ist.
VP16 bindet dabei in Kooperation mit zellularen Proteinen die Promotoren der sehr

frihen Gene und leitet die Transkription durch die RNA-Polymerase Il ein. Die a-
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Abb. I.1: Schematische Darstellung des Aufbaus von HSV-1 Virionen

(aus Modrow, S. und D. Falke (1997): Molekulare Virologie. Spektrum Verlag
Heidelberg.)

Gene kodieren fur insgesamt flnf Proteine, die als wichtige Regulatoren im Zellkern

die Promotoren der frihen Gene (b-Gene) aktivieren. Ein Produkt der a-Genex-

pression ist das gut charakterisierte Protein ICPO (engl. infected cell protein 0).
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Neben seiner Funktion als Transaktivator fir b-Gene kann ICPO im Infektionsverlauf

auch als E3-Ubiquitin-Ligase in Proteasom-abhangigen Abbauwegen wirken (Boutell
et al., 2001; Hagglund et al., 2002).

Zu den b-Proteinen gehdren die Proteine und Nukleinsaure-bindenden Polypeptide,
die fur die Replikation des Virusgenoms bendtigt werden. Zeitgleich mit der DNA-
Synthese werden die spaten Gene (gGene) exprimiert. Sie kodieren fur strukturelle
Proteine und Faktoren, die am Zusammensetzen der Virionen und an der
Freisetzung von Viren beteiligt sind. Das Zusammensetzen der Virionen beginnt im
Zellkern, wo das replizierte Virusgenom in neu gebildete Kapside verpackt wird. Uber
einen aufwendigen Mechanismus unter Beteiligung von Tegumentproteinen werden
diese Kapside aus dem Kern ausgeschleust, wobei sie an der inneren Kernmembran
ihre erste Hulle erhalten. Diese Hullmembran scheint spater wieder verloren zu
werden, so dass reife Virionen vermutlich erst bei der Ausschleusung an der
Plasmamembran entstehen. Dabei werden unter Zellkultur-Bedingungen Virionen in
die extrazellulare Umgebung abgegeben (sog. cell released virus, CRV), die weitere
Zellen infizieren kbnnen. Daneben findet eine extensive Ausbreitung der Viren uber
Zell-Zell-Kontakte oder Zellfusion statt. Klinische Isolate von HSV-1 werden dabei
durch Ausbildung unterschiedlicher zytopathischer Effekte unterschieden. Wahrend
der erste Subtyp eine Abrundung und Ablésung der Zellen von ihrer Matrix induziert
und sich Uber den interzellularen Raum von Zell-Zell-Verbindungen verbreitet,
zeichnet sich der zweite Subtyp durch Fusion infizierter mit uninfizierten Zellen und
Bildung von Riesenzellen aus. Unterschiede im syn-Lokus (fir syncytitial) der
Aminosauresequenzen der Glykoproteine gB, gD, und gH bestimmen die Art der
Ausbreitung entweder tber Zell-Zell-Kontakte oder Zellfusion. Im spéten Infektions-
stadium findet zudem eine Freisetzung von intrazellular akkumulierten Viruspartikeln

(engl. cell associated virus, CAV) durch Lyse der Wirtszelle statt .

1.3 Infektionszyklus in vivo

Die Primarinfektion durch HSV-1 bedingt den intimen, personlichen Kontakt eines
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seronegativen Individuums mit jemandem, der HSV-1 sekretiert. Der Kontakt von
Schleimhaut- oder Haut-Oberflachen mit vesikularer Flissigkeit der gebildeten
Blaschen initiiert die Infektion, wobei allgemein angenommen wird, dass
Verwundungen oder Mikrolasionen der Haut fiir eine erfolgreiche Infektion vorliegen
miissen (zur Ubersicht Whitley, 1996). Die primére Infektion ist dabei hauptséchlich
limitiert zum Bereich des Oropharynx. In Tiermodellen fihrt die initiale Replikation
zum direkten Zugang von HSV-1 zu dorsalen Nervenendigungen, in die das Virus
vermutlich tiber direkte Ausbreitung von Zelle zu Zelle eintritt (zur Ubersicht Hill,
1985). Das Viruskapsid gelangt zu dorsalen Nervenganglia Uber retrograden
axonalen Transport (Stevens und Cook, 1971), wo die latente Infektion etabliert wird.
In latent infizierten Nervenzellen werden zehn bis 100 episomale Virusgenome
gefunden. So ist das fundamentale Prinzip viraler Pathogenese die Eigenschaft des
Virus zur Replikation an mucosalen Oberflachen gefolgt von der Etablierung einer
latenten Infektion in dorsalen Nervenganglia. Verschiedene Stimuli fihren zur
Reaktivierung des Virus, der Uber anterograden axonalen Transport haufig an der
initialen Stelle der Infektion eine Sekundéarinfektion auslost. Dabei tritt das Virus
diesmal an der Unterseite des primar Gber die Oberflache infizierten Hautgewebes
ein und |6st vesikulare Blaschenbildung oder mucosale Ulcer aus, Uber die eine
Verbreitung zu weiteren Individuen stattfinden kann (vgl. Abb. 1.2).

Die Infektionswege in vivo implizieren einen Zugang des Virus zu den
hochpolarisierten Geweben der Hautepithelien und Nerven. Dabei erlangt HSV-1
Zugang zu Haut-Oberflachen, die durch entgegengesetzte Polaritdt gekennzeichnet
sind. Der potentielle Einfluss dieser Polaritat auf den Eintritt von HSV-1 wird bislang

nur wenig verstanden.
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Abb. I.2: Schematische Darstellung des HSV-1 Infektionsverlaufs in vivo

A) Primarinfektion, B) Reaktivierung, C) Verbreitung von HSV-1
(modifiziert nach einer 6ffentlich zugénglichen Quelle des Internets)

1.4 Eintritt von HSV-1 in die Wirtszelle

Der virale Eintritt in die Wirtszelle gliedert sich in verschiedene Schritte: Nach der
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initialen Bindung von HSV-1 an die Zelloberflache folgt die Penetration des Virions
ins Zytoplasma. AnschlieRend wird das Nukleokapsid zum Zellkern transportiert und
das virale Genom in den Zellkern freigesetzt (zur Ubersicht Spear et al., 2000). Im
Folgenden werden zelluldre und virale Determinanten vorgestellt, die den zellularen
Eintritt von HSV-1 vermitteln.

Die initiale Adsorption von HSV-1 an die Zelloberflache wird tber Interaktion der
viralen Glykoproteine gC und / oder gB mit Heparan Sulfat vermittelt (WuDunn und
Spear, 1989; Herold et al., 1991, Herold et al., 1994). Diese Bindung an eine
Komponente der extrazellularen Matrix ist vermutlich reversibel und kénnte zur
Konzentration von Virus auf der Zelloberflache dienen. Diese Konzentration von
Virus konnte eine Bindung an weitere Korezeptoren erleichtern, die fur die
Penetration des Virions ins Zytoplasma notwendig ist. Die Penetration kann
mechanistisch auf zwei Weisen erfolgen, wobei nicht geklart ist, ob diese
Eintrittsmechanismen sich gegenseitig ausschliessen oder gleichzeitig auftreten
kénnen. Der in der Literatur favorisierte Mechanismus beinhaltet eine pH-
unabhangige Fusion der viralen Hullmembran mit der Zellmembran verbunden mit
der Freisetzung des Kapsids in das Zytoplasma (zur Ubersicht Spear et al., 2000).
Eine neuere Studie legt jedoch auch eine Rolle fir endozytotische Aufnahme von
Virionen verbunden mit niedrigem pH-Wert in einigen Zellinien nahe (Nicola et al.,
2003), bei der anschlief3end die Freisetzung des Kapsides aus Endosomen durch
Fusion der endosomalen Membran und viraler Hulle erfolgen muss. Beide Prozesse
setzen die Bindung eines zellularen Korezeptors durch den viralen Liganden gD
voraus. Bisher wurden drei Klassen von Zelloberflachenmolekilen als HSV-1
Rezeptoren identifiziert: ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie (engl. tumor necrosis
factor), vier Mitglieder der Superfamilie der Immunglobuline sowie eine modifizierte
Form von Heparan Sulfat, die durch Glusosaminyl-Sulfotransferasen generiert wird
(zur Ubersicht Campadelli-Fiume et al., 2000, Spear et al., 2000). Der bisher am
intensivsten studierte Korezeptor ist das ubiquitdr vorkommende, interzellulare
Adhasionsmolekiil Nectin-1 (Cocchi et al., 1998, Geraghty et al., 1998, zur Ubersicht
Spear et al.,, 2000, Spear und Longnecker, 2003, Takai und Nakanishi, 2002).
Rezeptorbindung wird fir alle bisher identifizierten Korezeptoren durch das

Glykoprotein gD als viralem Liganden vermittelt. Ein erfolgreicher Eintritt benotigt
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jedoch eine Kooperation der viralen Glykoproteine gB, gD und einem Heterodimer
aus gH und gL (zur Ubersicht Spear, 1993). Nach der Penetration der Nukleokapside
in das Zytoplasma erfolgt ein Transport entlang von Mikrotubuli zu den Kernporen,
wo die Freisetzung des viralen Genoms in den Kern erfolgt (Kristensson et al., 1986,
Sodeik et al., 1997, zur Ubersicht Sodeik, 2000, Topp et al., 1994).

2 Epithelien

Die Charakterisierung der molekularen Determinanten des HSV-1 Eintritts basiert
hauptséachlich auf Studien in unpolarisierten Zellkultur-Modellen (zur Ubersicht Spear
et al., 2000). In vivo findet der initiale Eintritt von Virus-Partikeln jedoch in die polaren
Epithelgewebe der Haut bzw. Schleimhaut statt. Epithelgewebe dienen im Prinzip
zwei Hauptfunktionen: Schutz vor der Umwelt und Trennung von zwei verschiedenen
chemischen Milieus. Ein Epithel ist eine lateral kohéarente Schicht von Zellen mit
bestimmter apikal-basaler Polaritat (zur Ubersicht Schock und Perrimon, 2002). Die
meisten Epithelien bestehen aus einer einzelnen Zellschicht, nur wenige aus
mehreren Zellschichten wie stratifizierte Haut bzw. Schleimhaut (zur Ubersicht
Schock und Perrimon, 2002) .

Die Epithelgewebe der Haut/Schleimhdute dienen vor allen dem Schutz vor
Verletzungen und dem Eindringen von pathogenen Krankheitserregern oder
toxischen Substanzen. Daneben versorgen die Epithelgewebe der Schleimhaute das
Immunsystem mit einem kontinuierlichen Fluss an Informationen.

Im Folgenden werden die fir diese Arbeit relevanten Begriffe zur epithelialen
Polaritat eingefuhrt und einige Epithelmodelle vorgestellt, um schlieBlich auf

Ergebnisse von HSV-1 Infektionsstudien in Epithelmodellen einzugehen.

2.1 Polaritat von Epithelien

Epithelzellen sind alle in derselben Art und Weise polarisiert, ansonsten werden sie
als mesenchymal bezeichnet (zur Ubersicht Fristrom, 1988). Eine Zelle selbst kann
als polarisiert bezeichnet werden, wenn mophologische und/oder funktionale Unter-

teilungen ihrer Kompartimente vorgenommen werden kdénnen.
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Polaritit einfacher Epithelien:

Einfache einschichtige Epithelien wie die Oberflache des Rectums, der Endocervix
und des Gastrointestinal-Traktes besitzen eine Plasmamembran, die in zwei distinkte
Doménen geteilt wird (Abb 1.3). Die apikale Doméne ist dem luminalen Trakt
zugewandt, wahrend die basolaterale Doméne der serosalen Seite gegentibersteht.
Die Domanen werden definiert und separiert durch eine enge Zell-Zell-Verbindung,
der Zonula occludens. Diese wird entlang der apikalen Kontaktpunkte lateraler
Oberflachen von benachbarten Zellen gebildet. Durch diese enge Verbindung von
Zellen wird die Permeabilitat zwischen luminaler und serosaler Seite stark limitiert
(Gonzalez-Mariscal et al., 1989). Zuséatzlich verhindert sie einen Lipidfluss und
Proteinaustausch zwischen apikaler und basolateraler Membrandoméane, so dass die
Zonula occludens die Grundlage der Apikal-Basolateral-Polaritat bildet. Dabei besitzt
die apikale Oberflache eine Polypeptid- und Lipidkomposition unterschiedlich zur
basolateralen Doméne. Unterhalb der Zonula occludens liegen weitere Zell-Zell-
Verbindungen vor: die Zonula adhaerens sowie die Desmosomen. Die polare
Abfolge von Zell-Zell-Verbindungen ist dabei charakteristisch flr einschichtige
Epithelien (Gonzalez-Mariscal et al., 1989). Die Ausbildung und der Erhalt dieser
Polaritdt wird unterstitzt durch das Aktin-Zytoskelett und Mikrotubuli. Einfache
Epithelien besitzen polarisierte Endozytose-Wege (distinkt apikal bzw. basolateral),
die eine komplexe Folge von Kompartimenten nutzen. Diese Wege kénnen zu
Recycling, Degradation oder Transzytose fuhren, die im Gegenzug die epitheliale
Polaritat sowie die Barriere-Funktion kontrollieren (zur Ubersicht Bomsel und Alfsen,
2003).

Polaritdt komplexer Epithelien:

Die Besonderheiten der Polaritdt mehrschichtiger Epithelien wie menschlicher Haut
liegen in der Ausbildung mehrerer, unterschiedlich differenzierter Zellschichten. Die
menschliche Haut besteht aus insgesamt drei Schichten: der Epidermis als
eigentlichem Epithelgewebe, dem Bindegewebe der Dermis und dem fettreichen

Bindegewebe der Hypodermis. Wahrend Dermis und Hypodermis die mechanische
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Apikal

Microvillus (Luminal)

Zonula
occludens —{
Zonula  —;

adhaerens
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(Serosal)

£ Hemidesmosom
Basallamina

Abb. 1.3: Schematische Darstellung einer Epithelzelle im Zellverband
(aus Simons und Fuller, 1985)

Stratum corneum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Abb. I.4: Schematische Darstellung des Aufbaus von Hautepidermis
(aus Fuchs und Raghavan, 2002)

Stabilitat der Haut durch Bildung der extrazellularen Matrix unterstitzen, ist die
oberhalb der Basallamina liegende Epidermis das eigentliche polare Epithelgewebe.
In diesem Gewebe wandern differenzierende Zellen nach aul3en, ausgehend von

einer basalen Schicht relativ undifferenzierter Stammzellen, dem Stratum basale.
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Normalerweise zeigen nur Zellen der basalen Schicht Mitose. Suprabasale
Zellschichten sind das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und das im
Gegensatz zur Schleimhaut in der Haut vorkommende Stratum corneum (Abb. 1.4)
(zur Ubersicht Fuchs und Raghavan, 2002). Das Stratum spinosum kennzeichnet die
Ausbildung vieler Desmosomen, Zellverbindungen, in denen dicke Bindel von
Keratinflamenten verankert sind. Das Stratum granulosum ist ein relativ dinne
Schicht von Zellen, die den anfanglichen Verlust von Zellkernen und
zytoplasmatischen Organellen sowie die Ausbildung einer Zonula occludens zeigen
(zur Ubersicht Vasioukhin und Fuchs, 2001). Die dariiber im Stratum corneum
liegenden schuppenartigen Zellen der Haut besitzen weder Zellkerne noch

Organellen und sind angefullt mit dicht gepackten Keratinen.

2.2 Epithelmodelle

Viele verschiedene Techniken werden benutzt, um Epithelzellen zu kultivieren. Dabei
sind Modellsysteme flr einfache und stratifizierte Epithelien entwickelt worden, die
im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Einfache Epithelien:

Modellsysteme fiir einschichtige Epithelgewebe werden von immortalisierten
Zellinien epithelialen Ursprungs reprasentiert, die aus unterschiedlichsten Geweben
verschiedener Saugetiere isoliert wurden. Unter diesen nehmen die von Madin und
Darby isolierten MDCK (Madin-Darby canine kidney) Zellen eine Sonderstellung ein,
insoweit sie das wohl am besten untersuchte und charakterisierte Modellsystem fur
einfache Epithelien darstellen. Die MDCK Zellinie wurde aus der Niere eines
weiblichen Cocker-Spaniels isoliert (Madin und Darby, 1958) und zeigt
Charakteristika eines renalen Epithels. Aus der heterogenen parentalen Zellinie
wurden Anfang der 80er Jahre zwei homogene Subklone isoliert, die sich in
Morphologie, transepithelialer Resistenz und Lipidverteilung unterscheiden (zur
Ubersicht Tucker und Compans, 1993).

Die Kultivierung von polaren Epithelzellinien wird zum Teil auf pordsen
Filtermembranen durchgefuhrt, da sie Konditionen schaffen, die eher der Situation in

vivo entsprechen (Van Meer und Simons, 1982).

13



Einleitung

Stratifizierte Hautmodelle:

Ein Epithelmodell, das die in vivo Physiologie der Epidermis widergibt, ist das
organotypische Raft-Kultur-System (Bell et al., 1981; zur Ubersicht Meyers und
Laimins, 1994). Organotypische Epithelkulturen bestehen aus Keratinozyten, die auf
einem dermalen Aquivalent kultiviert werden. Vielfach besteht dieses dermale
Aquivalent aus einer Collagen-Matrix, in die Fibroblasten eingebettet sind. Werden
diese Kulturen entlang der Luft-Medium-Grenze kultiviert, stratifizieren die
Keratinozyten und differenzieren innerhalb von ein bis zwei Wochen in ein
ausgebildetes hautdhnliches Epithel. Proliferations-defiziente Fibroblasten, die durch
Mitomycin-C-Behandlung erhalten werden, kénnen alternativ als dermales
Aquivalent dienen (Watt, 1998). Bei dieser Art der Kultivierung findet keine
Differenzierung zu einem voll ausgebildeten Epithel statt, da eine Ausbildung des
Stratum granulosum bei der allgemein kurzen Kultivierungsdauer nicht beobachtet
wird. Neben diesen in vitro Modellen kbnnen Studien an ex vivo Epidermis-Kulturen
durchgefuhrt werden, die aber durch die kurze Lebensdauer der Kulturen limitiert

werden.

2.3 Eintritt von HSV-1 in Epithelien

Die Pathogenese der HSV-1 Infektion wird an verschiedenen Tiermodellen vom
Kaninchen bis zur Maus untersucht. Obwohl all diese Modelle die epidermale Route
der Infektion nutzen, liegt der Fokus der Studien insbesondere auf Untersuchungen
zur Latenz und therapeutischen Interventionen. Nur wenige Studien untersuchen den
initialen Infektionsprozel3 und die Ausbreitung von HSV-1 in einfachen oder voll
stratifizierten und differenzierten Epithelien. Dabei bleibt der zugrunde liegende
Mechanismus, wie HSV-1 in individuelle Zellen des Gewebeverbandes eindringt,

weitgehend unklar.

HSV-1 Infektion einfacher Epithelien:

MDCK Zellen (engl. Madin-Darby Canine Kidney) sowie CaCo-2 Zellen bilden polare
einfache Epithelien mit minimaler Stratifizierung in Kultur aus. Untersuchungen zur

Adsorption von HSV-1 zeigen keine sigifikanten Unterschiede gebundener Virus-
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mengen im Vergleich apikaler und basolateraler Membrandomé&nen humaner
CaCo-2 Zellen (Griffiths et al.,, 1998). Infektionsstudien in polaren MDCK Zellen
zeigen zum Teil widersprichliche Ergebnisse: Eine signifikant limitierte HSV-1
Infektion und Replikation wird bei der Applikation von Virus zur apikalen Seite polarer
MDCK Zellen beobachtet (Hayashi, 1995). In anderen Studien wird die HSV-1
Infektion von MDCK Zellen auf Filtermembranen sowohl von der apikalen als auch
von der basolateralen Seite beobachtet (Sears et al., 1991, Tran et al., 2000) oder
alternativ mit einer Praferenz fur basolaterale Zelloberflachen (Topp et al., 1997).

Infektionsstudien komplexer Epithelien:

In organotypischen dreidimensionalen Keratinozytenkulturen wird eine effiziente
HSV-1 Replikation vorwiegend in Zellen der basalen Schicht beobachtet (Visalli et
al., 1997). Produktive HSV-1 Infektion wird in organotypischen Epithel-Kulturen nur
beobachtet, wenn keine Ausbildung eines Stratum corneums vorliegt (Syrjanen et al.,
1996, Hukkanen et al., 1999). Virus-Ausbreitung wird dabei hauptsachlich lateral in
den oberen Zellschichten beobachtet (Hukkanen et al., 1999).

3 Das Aktin-Zytoskelett

Das Zytoskelett von eukaryontischen Zellen ist eine hochdynamische Struktur, die
kontinuierlich reorganisiert wird, so dass die Zelle ihre Form verandern, sich teilen
und auf Umwelteinfliisse reagieren kann. Das Aktin-Zytoskelett besteht aus einem
filamentosen Netzwerk, das unter anderem eine entscheidende Rolle in der Zell-
Bewegung und der Etablierung epithelialer Polaritat spielt (zur Ubersicht Vasioukhin
und Fuchs, 2001). Auch in der Pathogenese viraler Infektionen besitzt das
Zytoskelett entscheidende Funktionen wéahrend des Eintritts, der Replikation und

dem Austritt von Viren (zur Ubersicht Smith und Enquist, 2002).

3.1 Aufbau und Struktur

Die Protein-Untereinheit Aktin, der auch Mikrofilamente genannten Polymere, hat

diesem Subtyp des Zytoskeletts seinen Namen verliehen. Aktin ist ein evulotionar
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hochkonserviertes Protein, das bis zu 5% des zellularen Proteingehaltes eukaryon-
tischer Zellen ausmachen kann. Aktin-Filamente werden aus dem zytosolisch
vorkommenden, globuldren Monomer (G-Aktin) durch Polymerisierung gebildet (zur
Ubersicht Carlier, 1991). Diese auch F-Aktin genannten Filamente haben einen
Durchmesser von 7-9 nm und besitzen eine Polaritat, die aufgrund der Form der
Verknldpfung von Aktin-Monomeren als (+) (schneller polymerisierendes) Ende oder
(-) (langsamer polymerisierendes) Ende bezeichnet wird. Aktin-Filamente sind
doppelstrangig und helikal angeordnet, treten aber im Gegensatz zu Microtubuli
selten als individuelle Einheiten auf. Vielmehr liegen sie durch Aktin-bindende
Proteine gebiindelt oder netzartig verkntpft vor.

Aktin-Filamente werden zwar verteilt durch das Zellinnere gefunden, sind jedoch am
starksten als Cortex unterhalb der Plasmamembran konzentriert und geben dadurch
der Zelle ihre Form. F-Aktin wird in tierischen Zellen dabei in drei Organisationsarten
vorgefunden (zur Ubersicht Bretscher, 1991): (i) in parallelen Bundeln, wie sie in
Filopodia, finger-ahnlichen Membranausstulpungen, gefunden werden. (i) in
antiparallelen, ziehbaren Bundeln, den Stressfibrillen. (iii) in einem Gel-ahnlichem
Netzwerk, der Zell-Cortex, wo die Filamente durch zahlreiche orthogonale
Verbindungen verkntpft vorliegen. Diese unterschiedlichen Organisationsarten von
F-Aktin werden in derselben Zelle moduliert und aufrecht erhalten von einer Vielzahl

von Aktin-bindenden Proteinen (zur Ubersicht Hartwig und Kwiatkowski, 1991).

3.2 Dynamik des Aktin-Zytoskeletts

Die grundlegenden Erkenntnisse tber Funktion und Dynamik des Aktin-Zytoskeletts
wurden in Studien der Zellbewegung gesammelt (zur Ubersicht Pollard, 2003). Die
Dynamik der Zell-Migration ist hochreguliert und kann prinzipiell in drei verschiedene
Prozesse unterteilt werden: das Vorschieben der Zell-Front, die Bindung der
extrazellularen Matrix durch das Aktin-Zytoskelett und die Zugleistung, die das Aktin-
Zytoskelett aufbringt, um den Zellkérper zu transportieren (zur Ubersicht Stossel,
1993).

Das Vorschieben der Zell-Front wird durch Aktin-Polymerisierung in F-Aktin reiche

Lamellipodia- und Filopodia-Strukturen Uber die extrazellulare Matrix in
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Migrationsrichtung  erreicht. Lamellipodia stellen ein dinnes Netzwerk
querverknupfter Aktin-Filamente dar. Die Bindung cortikalen Aktins an die
extrazellulare Matrix erfolgt Uber die Bildung von Fokalkontakten (zur Ubersicht
Burridge et. al., 1988). Die Plasmamembran der Zelle ist in diesen Fokalkontakten an
Komponenten der extrazellularen Matrix gebunden. Transmembran-Proteine der
Fokalkontakte, hauptsachlich Mitglieder der Integrin-Proteinfamilie, binden Uber die
Adapterproteine Talin und Vinculin die Enden von Stressfibrillen. So wird tber eine
Kette von Proteinwechselwirkungen die Bindung von F-Aktin an die extrazellulare
Matrix erreicht. Der Transport des Zellkdrpers kann Uber aktive Kontraktion von
Aktin-Myosin-Bundeln erfolgen oder alternativ passiv tUber eine cortikale Spannung,
die erzeugt wird, wenn die Aktin-Cortex an der Zell-Front vorgeschoben wird (zur
Ubersicht Stossel, 1993). Um eine kontinuierliche Bewegung der Zelle zu erreichen,
missen die beschriebenen Strukturen wiederholt lokal polymerisiert und de-
polymerisiert werden. Aktin-Polymerisierung ist bei allen F-Aktin dynamischen
Prozessen die treibende Kraft. Ihre lokale Regulation erfolgt Gber die Proteinfamilie
der Rho GTPasen, auf die spater ndher eingegangen wird. An den molekularen
Mechanismen von Aktin-Polymerisierung ist dartiber hinaus eine Vielzahl von Aktin-
bindenden Proteinen direkt beteiligt (zur Ubersicht Hartwig und Kwiatkowski, 1991).
Entscheidend ist h&ufig die Keimbildung von Aktin-Filamenten. Der aus sieben
Untereinheiten bestehende Multiproteinkomplex Arp2/3 (engl. actin related protein)
und Profilin sind die am besten untersuchten Proteine, die an Keimbildung und
Elongation von Filamenten mitwirken (Mullins et al., 1998). Regulatorisch wirken
ferner Proteine der Mena/VASP-Familie (engl. mammalian enabled und vasodilator
stimulated phosphoprotein) (Gertler et al., 1996; Halbrugge et al., 1990). Die Aktin-
bindenden Mena/VASP-Proteine sind in Bereichen der Aktin-Dynamik konzentriert
und fungieren als positive Regulatoren der Aktin-Polymerisierung (zur Ubersicht Bear
et al., 2001; Hu und Reichardt, 1999; Reinhard et al., 2001). So lokalisieren diese
Proteine in Fokalkontakten, entlang von Stressfibrillen, in den Spitzen von Filopodia
und entlang Lamellipodia (Gertler et al., 1996; Haffner et al., 1995, Reinhard et al.,
1992, Rottner et al., 1999). Ob Mena/VASP-Proteine allerdings direkt wie der Arp2/3-
Komplex an der Keimbildung und Elongation von Aktin-Filamenten beteiligt sind oder

indirekt Uber kompetitve Hemmung von Aktin-depolymerisierenden Proteinen
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wirken, wird nach wie vor kontrovers diskutiert (zur Ubersicht Krause et al., 2002).
Aktin-depolymerisierende Proteine kdnnen im Gegenzug uUber Bindung an freie (+)
Enden von Aktin-Filamenten, an denen die Polymerisationsrate am hochsten ist, eine

weitere Polymerisierung verhindern (Weeds und Maciver, 1993).

3.3 Interaktionen von HSV-1 mit dem Zytoskelett

Viren nutzen die zellulare Maschinerie des Zytoskeletts unter anderem zum
intrazellularen Transport wahrend des Ein- und Austritts aus der Wirtszelle sowie
haufig zur Exozytose (zur Ubersicht Smith und Enquist, 2002). Direkte Hinweise zur
Nutzung des Zytoskeletts durch HSV-1 beschranken sich weitgehend auf einen
microtubuli-basierten Transportweg der Kapside (zur Ubersicht Sodeik, 2000).
Wahrend des Eintritts von HSV-1 in nicht neuronale Zellinien werden Kapside mit
Microtubuli assoziiert beobachtet (Sodeik et al., 1997). Werden Microtubuli durch
Inhibitoren depolymerisiert, wird eine Reduktion des HSV-1 Transports beobachtet
(Kristensson et al., 1986; Sodeik et al., 1997, Topp et al., 1994). Die Uberexpression
von p50/Dynamitin fuhrt zur Zerlegung des Dynein-Motor-Komplexes von Microtubuli
und bei der HSV-1 Infektion von nicht-neuronalen Zellen zu einer Reduktion des
viralen Transports (Doéner et al.,, 2002). Der retrograde Transport von HSV-1
Partikeln in Axonen ist durch virale GFP-markierte Strukturproteine visualisiert
worden. Dabei bewegen sich HSV-1 Partikel mit einer Geschwindigkeit von 2,2 pm/s
(Bearer et al., 2000). Ahnliche Transportgeschwindigkeiten entlang von Microtubuli
sind fur das Pseudorabies Virus (PRV), einem HSV-1 eng verwandten Herpesvirus,
bestimmt worden. Wahrend des Eintritts wird PRV Transport hauptsachlich in
retrograder Transportrichtung beobachtet, wahrend der Transport bei Austritt in
anterograder Richtung stattfindet. (Smith et al., 2001; zur Ubersicht Smith und
Enquist, 2002). Der intrazellulare Transport von Herpesvirus Partikeln findet somit
wahrend des Ein- und Austritts in entgegengesetzter Richtung entlang von
Microtubuli statt.

Im Gegensatz zu Untersuchungen zum microtubuli-basierten Transport von HSV-1
Partikeln ist relativ wenig bekannt Giber eine Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts an der

HSV-1 Infektion. HSV-1 Internalisierung wird durch aktin-depolymerisierende
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Substanzen gehemmt, so dass Rosenthal et al. (1985) eine Rolle fur F-Aktin fur den
erfolgreichen Eintritt in HEp-2 Zellen postulieren. FRAP-Experimente (engl.
fluorescence recovery after photobleaching) zeigen eine Zunahme der Mobilitat von
Zelloberflachenproteinen bei Eintritt von HSV-1 (Rosenthal et al., 1984, Rosenthal et
al., 1988). Eine Modulation der Verankerung von Membranproteinen im cortikalen
Aktin-Zytoskelett durch die Fusion der Virus-Hullmembran und Plasmamembran wird
dabei als zugrunde liegender Mechanismus postuliert. Obwohl zahlreiche Studien
zur Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts bei dem viralen Austritt aus der Wirtszelle
publiziert wurden, konnte sich keine einheitliche ldee Uber eine Funktionalitat
ausbilden. In der spaten Phase der Infektion treten Veranderungen der
Zellmorphologie aufgrund des zytopathischen Effekts der Zellyse auf. Dabei ist die
Signifikanz der in Zellkulturen auftretenden Zellyse fur Virus-Ausbreitung in vivo nicht
klar. Mutierte Herpesviren, die keine infektiosen Partikel in Zellkultur in das Medium
freisetzen kdnnen, verbreiten sich im Nervensystem identisch zu Wildtyp-Virus durch
direkte Zelle-zu-Zelle-Ausbreitung (Heffner et al., 1993, Mulder et al., 1996). Eine
Unterscheidung der morphologischen Veranderungen des zytopathischen Effekts
und funktioneller, struktureller Veranderungen des Zytoskeletts, die der
Ausschleusung des Virus oder der Ausbreitung des Virus von Zelle zu Zelle dienen
kénnten, ist aul3erordentlich schwierig, da der zytopathische Effekt sowie der Austritt

und die Ausbreitung des Virus zeitnah auftreten.

4 Signaltransduktion der Rho-ahnlichen GTPasen

Die Ausbildung zelluléarer Polaritat ist eng verbunden mit der Ausbildung von Zell-
Zell-Verbindungen. Diese sind wiederum verankert im Aktin-Zytoskelett. So besteht
eine funktionelle Wechselwirkung zwischen Polaritat und Aktin-Dynamik, die sich
gegenseitig beeinflusst. Als Schaltzentrale dieser Wechselwirkungen dient die
Proteinfamilie der Rho-ahnlichen GTPasen, die als molekulare Schalter eine
zusammenfassende Regulationsebene bilden (Rojas et al., 2001; zur Ubersicht
Schmitz et al., 2000).

4.1 Rho-dhnliche GTPasen
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Rho-ahnliche GTPasen sind Signaltransduktionsproteine der Ras-Superfamilie. Sie
binden Guanin-Nukleotide (GDP oder GTP) und hydrolisieren GTP. Dabei tiben sie
eine molekulare Schalterfunktion aus. Die Proteine sind aktiv, wenn sie GTP
gebunden haben, und inaktiv, falls sie GDP gebunden vorliegen (zur Ubersicht Hall,
1998). Obwohl bereits 21 Rho-a&hnliche GTPasen aus Saugetieren bekannt sind,
bezieht sich die intensivste Forschung auf drei Rho GTPasen, RhoA, Racl und
Cdc42. RhoA (engl. Ras homologous A) ist die erste identifizierte Rho GTPase, die
der Familie den Namen gab (Madaule und Axel, 1985). Racl (engl. Ras related C3
botulinum toxin substrate 1) wurde auf der Grundlage einer humanen cDNA
identifiziert (Didsbury et al., 1989). Cdc42 wurde zunachst als beteiligtes Protein in
der Ausbildung von Zellpolaritat in Saccharomyces cerevisiae identifiziert, kurze Zeit

spater das humane Homolog (Johnson und Pringle, 1990; Shinjo et al., 1990).

4.2 Biologische Aktivitaten der Rho-ahnlichen GTPasen

Uber 2000 Publikationen beschreiben die Funktionen von RhoA, Racl und Cdc42 in
einer Fulle von fundamentalen biologischen Prozessen wie Zell-Adhasion und
-Motilitat, Proliferation, Transformation, Apoptose und Differenzierung. Die Aktivitat
der Rho-GTPasen wird dabei zunachst in Verbindung mit der Organisation des
Zytoskeletts gebracht. Durch Studien in Fibroblasten ist nachgewiesen worden, dass
Racl Zell-Spreizung durch Membranprotusion und Lammellipodia-Ausbildung
kontrolliert (Ridley et al., 1992). RhoA hingegen reguliert die Zellkontraktion durch
Ausbildung von kontraktilen Aktin-Stressfibrillen (Ridley und Hall, 1992). Cdc42
schlief3lich ist Uber die Ausbildung von Filopodia ebenfalls an Zell-Motilitat und Zell-
Spreizung beteiligt (Nobes und Hall, 1995). Neben ihrer Rolle in Zell-Matilitat und
Zell-Matrix-Adhasion sind Rho-GTPasen an der Ausbildung von Zell-Zell-
Verbindungen wie der Zonula occludens und Zonula adhaerens beteiligt (zur
Ubersicht Hall, 1998; Van Aelst und D'Souza-Schorey, 1997). Viele Schluss-
folgerungen auf die zellularen Funktionen der Rho GTPasen beruhen auf
Untersuchungen nach Expression konstitutiv-aktiver bzw. dominant-aktiver oder

dominant-inaktiver Mutanten (zur Ubersicht Feig, 1999). Dabei aktivieren dominant-
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aktive Isoformen ihre Effektoren Gber Bindung, die auch ohne GTP-Bindung durch
eine veranderte Konformation der GTPase ermdoglicht wird. Dominant-inaktive
Isoformen wirken tber kompetitive Bindung von Aktivatoren der Rho GTPasen, ohne
dabei Effektoren zu binden und ein Signal weiterzugeben. So wird eine Aktivierung
endogener Rho GTPasen durch die Titration von Aktivatoren vermindert.

Im Folgenden werden Prinzipien der Signaltransduktion von Rho GTPasen sowie
einige beteiligte Komponenten der Signaltransduktionswege vorgestellt, soweit sie

Zell-Motilitdt und / oder Zell-Zell-Adhasion beeinflussen.

4.3 Wechselseitige Signaltransduktion von Rho GTPasen

Die Prozesse der Zellmigration miussen in einer koordinierten Folge ablaufen, um
eine kontinuierliche Bewegung zu erreichen. So ist es nicht verwunderlich, dass auch
ihre Regulatoren sich wechselseitig beeinflussen. Eine lineare Kaskade der
Aktivierung von Rho GTPasen existiert fur die Bildung spezifischer F-Aktin
Strukturen in Fibroblasten. Cdc42 regt die Bildung von Filopodia an, die gefolgt ist
von Racl-abhangiger Lamellipodia-Ausbildung (Nobes und Hall, 1995). Racl im
Gegenzug besitzt die Fahigkeit, nicht nur die Ausbildung von Lamellipodia zu férdern
sondern auch die Bildung von Stressfibrillen durch die Aktivierung von RhoA zu
ermoglichen (Ridley et al., 1992). Obwohl dieser Prozel3 in bestimmten zellularen
Systemen auftritt, ist in den meisten Situationen RhoA den anderen GTPasen
gegenubergestellt. In Epithelzellen fuhrt die Aktivierung von Racl und Cdc42 zu
Stressfibrillen-Abbau (Zondag et al., 2000). Die Inhibierung von RhoA kann hingegen
die Zytoskelett-Veranderungen hervorrufen, die denen von aktiviertem Racl und
Cdc42 entsprechen.

Serielle sowie gleichzeitige Aktivierung von Rho GTPasen kann Uber drei Klassen
von Regulationsproteinen erfolgen: RhoGAPs (engl. Rho GTPase-activating
proteins), RhoGDIs (engl. Rho guanine nucleotide dissociation inhibitors) und
RhoGEFs (engl. Rho guanine nucleotide exchange factors) (zur Ubersicht Bottner
und Van Aelst, 1999; Bishop und Hall, 2000). RhoGAPs fordern den inaktiven Status
einer GTPase durch Erhéhung der intrinsischen  Nukleotid-Hydrolyse-

Geschwindigkeit. RhoGDls interferieren in variablem Maf3e mit beiden Prozessen,
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dem Austausch von GDP zu GTP sowie GTP-Hydrolyse. RhoGEFs fordern den
aktiven GTP-gebundenen Zustand und binden die GTPase zu spezifischen
subzellularen Orten. Die Spezifizitdt dieser Regulatoren kann variieren. Viele
RhoGEFs besitzen eine klare Spezifizitat, so z.B. Tiam1 fur Racl. RhoGAPs und
RhoGDIs besitzen meist eine breitere Spezifizitat. Diese sowie einige wenige
RhoGEFs kdnnen auf zwei oder drei Rho GTPasen gleichzeitig wirken, so z.B. Dbl,
das gleichzeitig Cdc42, Racl und RhoA aktivieren kann. Uber 100 dieser
Regulatorproteine wurden bisher identifiziert. Ihre Aktivierung erfolgt wahrscheinlich
Uber Phosphorylierung und/oder Translokation durch extrazellulare Stimuli. Dadurch
konvertieren sie ein Signal wie z.B. Rezeptorbindung in die Aktivierung einer oder

mehrerer RhoGTPasen.

4.4 Effektoren von RhoGTPasen in Epithelzellen

Zahlreiche Effektoren von Cdc42, Racl und RhoA wurden identifiziert. Von diesen
vermitteln einige die bereits beschriebene Aktivitaten dieser GTPasen in bezug auf
die Zell-Migration und Zell-Adhasion (Abb. 1.5).

Effektoren von Cdc42 und Racl:

Das ubiquitdr exprimierte und neuronal angereicherte N-WASP (engl. neuronal
Wiskott-Aldrich-Syndrom protein) ist ein Gerust-Protein spezifisch fir Cdc42 (Miki et
al., 1996; Kolluri et al., 1996). N-WASP sowie der Arp2/3-Komplex sind beide
essentiell fur die Cdc42-abhangige Aktin-Filament-Bildung in Fildopodia (Welch et
al., 1997; Rohatgi et al., 1999).

MRCKs (engl. Myotonic dystrophy kinase-related Ccd42-binding kinases) sind
Cdc42-spezifische Effektoren, welche die leichte Kette des Myosin Il Molekils (MLC,
engl. myosin light chain) tber eine ROK-Domé&ne phosphorylieren kbnnen (Leung et
al., 1998). Phosphorylierung der MLC ist Voraussetzung fur die Bildung von

Actomyosin-Komplexen und Kontraktion. Das Gleichgewicht zwischen MLC und
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--------- | ———— e — -
Cdc42 g Racl . RhoA
PAK
MRCK
ROK
N-WASP IQGAP \
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MLC- MLC-
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Arp2/3  a-catenin MLC-P Cofilin ~ Adducin ERM  NHE-1
b-catenin
E-cadherin
Aktin- Stabilisierung Zell- Aktin-De-  Aktin-  Aktin- Stress-
Polymeri- von Zell-Zell- Kontraktion, Polymeri- Cortex Membran- fibrillen
sierung Verbindungen Stressfibrillen sierung Bindung

Abb. 1.5: Ubersicht von ausgewahlten Signaltransduktionswegen der Rho GTPasen
Transmembran-Rezeptoren und deren Liganden aktivieren Rho GTPasen durch GEFs (nicht
gezeigt). Aktivierte Rho GTPasen binden und aktivieren Proteinkinasen, wie MRCK, PAK und
ROK. Diese und weitere Effektoren interagieren ihrerseits mit verschiedenen Proteinen und
bewirken spezifische Effekte auf das Aktin-Zytoskelett (untere Reihe).

(modifiziert nach Schmitz et al., 2000)

Phospho-MLC reguliert die Kraft notwendig zur Translokation des Zellkérpers
wahrend der Zell-Migration. Dabei ist dieses Gleichgewicht hauptséchlich reguliert
durch die entgegengesetzten Effekte der MLC-Kinase (MLCK) und der MLC-
Phosphatase.

PAK (p21-aktvierte Kinase) ist eine Ser/Thr-Kinase, die als Effektor sowohl von
Cdc42 als auch von Racl aktiviert werden kann (Manser et al., 1994). PAK besitzt
eine wichtige Rolle in Aktin-Dynamik sowie Zell-Adhasion. Phosphorylierung der
MLCK durch PAK fihrt zu einer Abnahme von Phospho-MLC (Sanders et al., 1999).

Folglich resultiert dieser Prozel3 in einer Abnahme von Stressfibrillen und
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Fokalkontakten, die auf eine Rolle in Zell-Matilitat hindeuten. Das Aktin-Zytoskelett
wird des Weiteren durch PAK Uber Phosphorylierung und nachfolgende Aktivierung
der LIM-Kinase reguliert. Phospho-LIM-Kinase phosphoryliert das Aktin-depoly-
merisierende Protein Cofilin. Wenn Racl aktiviert vorliegt, wird Aktin-Depoly-
merisierung inhibiert, so dass starke Lamellipodia-Bildung gefordert wird (Arber et
al., 1998, Edwards et al., 1999).

Der Cdc42- und Racl-Effektor IQGAP reguliert Zell-Zell-Adhasion vermutlich durch
Aktin-Polymerisierung und Ausschlu3 von b-Catenin, einem Adh&sions-Komplex-
Molekil. 1IQGAP kompetitiert mit a-Catenin bei der Bindung zu b-Catenin und
verhindert so eine Bindung des E-Cadherin/a-Catenin/b-Catenin-Komplexes zum
Aktin-Zytoskelett. Es folgt der Abbau von Zell-Zell-Kontakten. Dieser Prozel3 kann
unterbunden werden durch die Bindung von aktiviertem Cdc42 zu IQGAP (Kuroda et
al., 1996, Kuroda et al., 1998).

Effektoren von RhoA:

Die wichtigste Familie von RhoA Effektoren ist die ROK-Familie (engl. Rho-
associated kinases). ROK ist wie PAK eine Ser/Thr-Kinase, die zahlreiche weitere
Effektoren aktivieren kann. ROK phosphoryliert und inaktiviert dabei die MLC-
Phosphatase (Kimura et al., 1996). Zusatzlich kann ROK die MLC direkt
phosphorylieren (Amano et al., 1996). Die Anh&ufung phosphorylierter MLC resultiert
in erhdhter Actomyosin- und Stressfibrillen-Bildung, somit auch in Adhasion und
Kontraktionsfahigkeit. Die Stabilisierung von F-Aktin wird durch die Phosphorylierung
von LIM-Kinase und nachfolgende Inaktivierung Cofilins durch ROK erreicht
(Maekawa et al., 1999). ROK phosphoryliert des Weiteren Adducin (Fukata et al.,
1999), das wie Spectrin ein wichtiger Bestandteil des cortikalen Aktin-Netzwerkes
und potentiell an der Zell-Migration beteiligt ist. ERM Proteine (Ezrin/Radexin/
Moesin) kdnnen ebenfalls durch ROK phosphoryliert werden (Matsui et al., 1998).

Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Verbindung von Plasmamembran

und Aktin-Zytoskelett. Ein weiteres ROK-Substrat ist NHE-1, ein ubiquitidres Na/H"-

Austausch Protein, das Stressfibrillen-Bildung férdert (Tominaga et al., 1998).
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. Zielsetzung

Die mechanistische und molekulare Grundlage fur den Eintritt von HSV-1 in die
polaren Epithelzellen der Haut- oder Schleimhaut-Epidermis, den primaren
Wirtszellen von HSV-1 in vivo, ist trotz zahlreicher Studien in unpolarisierten
Zellkultur-Modellen weiterhin unklar. Daher bestand das zentrale Interesse der
vorliegenden Arbeit darin, zum Verstandnis der Eintrittsmechanismen von HSV-1 in

polare Epithelien beizutragen.

Zunéchst sollte der primére Ort des Viruseintritts in polaren Epithelmodellen
analysiert werden. Dazu wurden Eintritts-Studien in der epithelialen MDCKII Zellinie,
primaren humanen Keratinozytenkulturen sowie humaner Vorhaut-Epidermis
durchgefuhrt.

Im Folgenden sollten molekulare Determinanten des Virus-Eintritts untersucht
werden. Dabei wurde die Lokalisierung des HSV-1 Korezeptors Nectin-1 in MDCKI|I
Zellen, primaren Keratinozyten und Vorhaut-Epidermis untersucht. Die Beteiligung
des HSV-1 Glykoproteins gD am viralen Eintritt sollte mittels Antikorper-
Blockierungsexperimente analysiert werden.

Die Aktin-Cortex bildet neben der Plasmamembran eine natirliche Barriere fir den
Zugang von HSV-1 zum Zytoplasma und zum Kern der Wirtszellen. Daher sollte
untersucht werden, inwieweit die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts einen Einfluss auf
den HSV-1 Eintritt hat. Aktin-dynamische Prozesse sind ein hochregulierter Vorgang.
Eine Schlisselrolle bei der Signaltransduktion zum Aktin-Zytoskelett spielen die Rho-
ahnlichen GTPasen Cdc42, Racl und RhoA. Durch die Expression von konstitutiv
aktiven bzw. dominant inaktiven Rho GTPasen sollte der Frage nachgegangen
werden, inwieweit die durch Cdc42, Racl und RhoA regulierten Signalkaskaden den
Eintritt von HSV-1 in Epithelzellen beeinflussen. Schliel3lich sollte die Manipulation
Aktin-dynamischer Prozesse im HSV-1 Infektionsverlauf in MDCKII Zellen untersucht

werden.
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[l. Materialien und Methoden

1 Materialien
1.1 Chemikalien
Aceton

Agarose (Standard, fir Agarosegele)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast-Extract
USA

Bromphenolblau
Calciumchlorid
CITIFLUOR AF100-Fluoreszenz-Einbettmedium

Chloroform

DAKO-Fluoreszenz-Einbettmedium

Desoxyribonucleosid-5"-triphosphate (ANTPS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat

EDTA (Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Fotales Kalberserum (FCS)
Fotales Kalberserum (FCS)
Glycerin

Hepes (4-(2-Hydroxyethyl)-1

-piperazinethansulfonsaure)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Eurobio, Les Ulis Cedex, B
Sigma-Aldrich, Steinheim

Difco Laboratories, Detroit,
USA

Difco Laboratories, Detroit,
USA

Difco Laboratories, Detroit,

Sigma-Aldrich, Steinheim
Baker Chemicals, Deventer, NL
CITIFLUOR Ltd., London, UK

Fluka, Sigma-Aldrich,
Steinheim

DAKO, Carpinteria, Kalifornien,
USA

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Baker Chemicals, Deventer, NL
Fischer Scientific, Dusseldorf
Baker Chemicals, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Baker Chemicals, Deventer, NL

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Kristall-Violett
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid 4-Hydrat
Methanol

MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonséure)
Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsiliciumwolframat
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin-Ldsung
Phenol

Rinderserumalbumin (BSA)

Salzsaure

Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol)
Triton-X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Tryptose Broth

Zinkacetat

Baker Chemicals, Deventer, NL

Fisher Scientific,
Loughborough, UK

Baker Chemicals, Deventer, NL
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Plano, Wetzlar

Fluka, Steinheim

PAA, Linz, AU

Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Baker Chemicals, Deventer, NL
Eurobio, Les Ulis Cedex, B
Sigma, Steinheim

DIFCO, Detroit, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
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1.2 Kulturmedien

1.2.1 Bakterienmedien

LB (Luria-Bertani) - Medium (Sambrook et al., 1989):

Trypton 10 g
Hefeextrakt 59
NacCl 59

Die angegebenen Mengen wurden jeweils in 1000 ml H,O gel6st und mit 1M NaOH

auf pH 7,5 eingestellt. Fir Festmedien wurden 9 g Agar-Agar hinzugeftigt.

Je nach Resistenzmarker der verwendeten Plasmide wurden folgende Antibiotika in

den angegebenen Endkonzentrationen kurz vor Gebrauch hinzugegeben:
- Ampicillin: 100 pg/ml
- Kanamycin: 25 pg/ml

YT Medium (Sambrook et al., 1989):

Trypton 849
Hefeextrakt 59
NaCl 259

Die angegebenen Mengen wurden jeweils in 1000 ml H,O gelést und mit 1M NaOH

auf pH 7,0 eingestellt
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1.2.2 Saugerzellkultur-Medien

Dulbecco’s Maodifiziertes Eagle Medium  Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
(DMEM), hoher Zuckergehalt: (Kat.-Nr. 41966)

DMEM, niedriger Zuckergehalt: Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
(Kat.-Nr. 31885)

Dem Medium wurde 10% FCS (fotales Kalberseum un 100 1U/ml (1%) Penicillin/
Streptomycin (P/S) beigemischt.

Keratinozyten-Kultur-Medium: Geschenk von Ingo Haase,

Hautklinik der Universitat zu Koln

(Zusammensetzung:
Ham's F12 / DMEM 1:3 (Invitrogen),

1,8 mM Ca**, 10% FCS, 100 IU/ml P/S,

1,8-10'4 M Adenin, 2 mM Glutamin,
0,5 pg/ml Hydrocortison, 10 ng/ml
EGF (‘Epidermal Growth Factor’),

1-1019M Cholera Enterotoxin,

5 pg/ml Insulin, 50 pg/ml Vitamin C)

1.3 Enzyme

Fur die Reaktionen mit Restriktionsenzymen wurden in dieser Arbeit die von den
Firmen mitgelieferten Reaktionspuffer verwendet. Die Inkubation erfolgte nach

Angaben des Herstellers.
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Restriktionsenzyme:

BamHI Boehringer, Mannheim
EcoRl Boehringer, Mannheim
Xhol Boehringer, Mannheim
Xbal Boehringer, Mannheim

Weitere Enzyme:

Dispase I Boehringer, Mannheim

Phosphatase (SAP) Boehringer, Mannheim

Proteinase K Sigma-Aldrich, Steinheim

T4 DNA Ligase New England Bioloabs,
Schwalbach/Taunus

Taq Polymerase Promega, Heidelberg

1.4 GroRRenstandards

DNA-GroRenmarker (1 kb-Leiter) GibcoBRL, Karlsruhe

15 Saulen und Saulenmaterial

Plasmid-Maxi-Kit QIAGEN, Hilden

QIAEX Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

Qiaquick Spin Kit QIAGEN, Hilden

1.6 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg, bezogen oder

wurden aus der Laborsammlung von D. Knebel-Mdrsdorf zur Verfliigung gestellt.

Oligonukleotid Sequenz (5'-3") Verwendung
pRK5myc_seq CAA CTG CAC CTC GGT TC Sequenzierung
T7 Primer AAT ACG ACT CAC TAT AG Sequenzierung
US3 up GGG GGA AGC TTG CCACCATGG CCT GTC GTAAGT TTT G PCR Primer (Us3
US3 down GGG GGG TGA CCC TGT TGA AAC AGC GGC AA PCR Primer (Us3
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1.7 Plasmide

pRK5myc WT RhoA
pRK5myc L63 RhoA

pRK5myc N19 RhoA

pRK5myc WT Racl
pRK5myc L61 Racl

pRK5myc N17 Racl

pRK5myc L61Racl 37A

pRK5myc L61Racl 40C

pRK5myc WT Cdc42
pRK5myc L61 Cdc42

pRK5myc N19 Cdc42

pRK5myc C3 toxin

pRK5myc L107F PAK-1

pCMV6 WT PAK-1

pCMV6 K299R PAK-1

pCS2myc N-WASP Fragment

pEGFP-C1

pcDNA 3.1 myc/his C

Geschenk von Alan Hall,
University College London, UK
Geschenk von Vania Braga,
Imperial College, London, UK
Geschenk von Alan Hall,
University College London, UK

Geschenk von Alan Hall,
University College London, UK
Geschenk von Vania Braga,
Imperial College, London, UK
Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Koln

Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Kdln
Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Koln

Geschenk von Alan Hall,
University College London, UK
Geschenk von Vania Braga,
Imperial College, London, UK
Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Koln

Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Kéln

Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Koln
Geschenk von Stephan Ludwig,
Zentrum fur Molekulare Medizin,
Universitat zu Dusseldorf
Geschenk von Stephan Ludwig,
Zentrum fur Molekulare Medizin,
Universitat zu Dusseldorf

Geschenk von Vania Braga,
Imperial College, London, UK

Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA,

USA
Invitrogen GmbH, Carlsbad, CA, USA
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pIE1-ECFP-ICPO Geschenk von Roger Everett,
Medical Research Council Virology Unit,
Glasgow, UK

puUs3 myc Auf Basis von pcDNA 3.1 myc/his C
kloniertes Plasmid mit Insertion von
HSV-1 Us3

Die als Geschenke erhaltenen Plasmide wurden amplifiziert und Uber Restriktion und

Ansequenzierung vor ihrer Verwendung Uberpruft.

1.8 Antiseren, Antikérper und Substanzen fir die Immunfluoreszenz

1.8.1 Primare Antikérper und Antiseren

AcMNPV Kapsid:
Der monoklonale Antikérper Mab39 gegen das AcMNPV Kapsid wurde von

L. Volkman, University of California, Berkeley, USA, zur Verfiugung gestellt. Der
Antikorper wurde in der Verdinnung 1:100 fir die indirekte Immunfluoreszenz

eingesetzt.

C-myc Antikorper (Maus):

Der monoklonale Antikérper 9E10 gegen das c-myc Epitop wurde von der Firma
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornien, USA, bezogen. Der Antikorper
wurde in der Verdinnung 1:2000 (Stamm-Lo6sung: 200upg/ml) fir die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

E-cadherin / Uvomorulin (Ratte):

Der monoklonale Antikorper DECMAL1 gegen das canine Protein E-Cadherin
(Uvomorulin) wurde von der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Der
Antikorper wurde in der Verdinnung 1:2000 fir die indirekte Immunfluoreszenz

eingesetzt.
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E-Cadherin (Maus):

Der monoklonale Antikorper hecD gegen das humane Protein E-Cadherin wurde von
C. Niessen, Hautklinik der Universitat zu Koln, zur Verfigung gestellt. Der Antikdrper

wurde in der Verdinnung 1:500 fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

ap 64 Antikorper:

Der monoklonale gp64 Antikorper wurde von G. Blissard, zur Verfigung gestellt. Der

Antikorper wurde fur gD-Blockierungsexperimente verwendet.

HSV-1 gD Antikérper:
gD (DL11, Maus)
Der monoklonale Antikdrper DL11 gegen das HSV-1 Glykoprotein D (gD) wurde von

G. Cohen, Department of Microbiology, University of Pennsylvania, USA, zur
Verfigung gestellt. Der Antikorper wurde fir gD-Blockierungsexperimente

verwendet.

gD (IV-3-4, Maus)
Der monoklonale Antikdrper DL11 gegen das HSV-1 Glykoprotein D (gD) wurde von
J. Kuhn, Institut fur Mikrobiologie, Universitat zu Munster, zur Verfugung gestellt. Der

Antikorper wurde fir gD-Blockierungsexperimente verwendet.

HSV-1 Kapsid Antikérper (Maus):
Der monoklonale Antikérper DM 165 gegen das HSV-1 Kapsid wurde von F. Rixon,

Medical Research Council/Virology Unit, University of Glasgow, UK, zur Verfiigung

gestellt. Der Antikorper wurde in der Verdinnung 1:100 fuar die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

ICPO Antisera (Kaninchen):
Die polyklonalen Antisera r190/r191 gegen das HSV-1 Protein ICPO wurde von

R. Everett, Medical Research Council/Virology Unit, University of Glasgow, UK, zur
Verfugung gestellt. Die Antisera wurden in der Verdinnung 1:500 fiur die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.
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ICPO Antikorper (Maus):

Der monoklonale Antikérper Mab11060 gegen das HSV-1 Protein ICPO wurde von
R. Everett, Medical Research Council/Virology Unit, University of Glasgow, UK, zur
Verfligung gestellt. Der Antikérper wurde in der Verdinnung 1:2000 fur die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

[E2 Antiserum (Maus):

Das polyklonale Antiserum gegen das AcCMNPV Protein IE2 wurde aus der
Laborsammlung von D. Knebel-Mo6rsdorf zur Verfiigung gestellt. Das Antiserum

wurde flr gD-Blockierungsexperimente verwendet.

Mena Antiserum (Kaninchen):

Das polyklonale Antiserum 2197 gegen das zellulare Protein Mena wurde von
F. Gertler, Massachusetts Institute of Technology, Boston, Massachusetts, USA, zur
Verfligung gestellt. Das Antiserum wurde in der Verdinnung 1:500 fur die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

Nectin-1/HveC Antikdrper und Antisera:
CK41 (Maus)

Der monoklonale Antikérper CK 41 gegen humanes Nectin-1 wurde von G. Cohen,

Department of Microbiology, University of Pennsylvania, USA, zur Verfligung gestellt.
Der Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:250 fir die indirekte Immunfluoreszenz

eingesetzt.

CK8 (Maus)
Der monoklonale Antikérper CK8 gegen humanes Nectin-1 wurde von G. Cohen,
Department of Microbiology, University of Pennsylvania, USA, zur Verfigung gestellt.

Der Antikorper zeigte keine Reaktivitat fur die indirekte Immunfluoreszenz.
R165 (Kaninchen)

Das polyklonale Antiserum R165 (Kaninchen) gegen humanes Nectin-1 wurde von

G. Cohen, Department of Microbiology, University of Pennsylvania, USA, zur
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Verfligung gestellt. Der Antikérper zeigte keine Reaktivitat fir die indirekte Immun-

fluoreszenz.

R1.302.12 (Maus)
Der monoklonale Antikérper R1.302.12 (Maus) gegen humanes Nectin-1 wurde von
M. Lopez, Institut de Cancérologie et d'Immunologie de Marseille, FR, zur Verfigung

gestellt. Der Antikorper zeigte keine Reaktivitat fur die indirekte Immunfluoreszenz.

TK (Kaninchen)

Das polyklonale Antiserum TK (Kaninchen) gegen den C-Terminus von humanem
Nectin-1 wurde von Y. Takai, Department of Molecular Biology and Biochemistry,
Osaka University, Japan, zur Verfigung gestellt. Der Antikérper zeigte keine

Reaktivitat fir die indirekte Immunfluoreszenz.

Phospho-Tyrosin (Maus):

Der monoklonale Antikérper 4G10 gegen das Phospo-Tyrosin Epitop wurde von der
Firma Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA, bezogen. Der Antikdrper wurde in

der Verdinnung 1:1000 fir die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

VASP _Antiserum (Kaninchen):

Das polyklonale Antiserum 2010 gegen das zellulare Protein VASP wurde von

F. Gertler, Massachusetts Institute of Technology, Boston, Massachusetts, USA, zur
Verfligung gestellt. Das Antiserum wurde in der Verdinnung 1:500 fur die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

Vinculin Antikorper (Maus):

Der monoklonale Antikdrper V9131 gegen das zellulare Protein Vinculin wurde von
der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Der Antikérper wurde in der
Verdinnung 1:200 fir die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt (Stamm-L6sung:

7,7 mg/ml).
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Z0-1 Antikorper (Ratte):

Der monoklonale Antikérper mAB1520 gegen das zellulare Protein ZO-1 (Zonula
Occludens 1) wurde von der Firma Chemicon, Temecula, Kalifornien, USA, bezogen.
Der Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:250 fir die indirekte Immunfluoreszenz

eingesetzt.

Humanes Mischserum:

Das zur Plaque-Test-Methode verwendete humane Mischserum wurde von
verschiedenen Spendern erhalten und auf anti-HSV-Reaktivitdt getestet. Nach
Mischung erfolgte die Lagerung bei -20 °C. Es wurde in einer Konzentration von 0,5

% dem Wachstumsmedium der Zellen beigemischt.

1.8.2 Sekundare Antikdrper fir die Immunfluoreszenz

Der AF488-gekoppelte anti-Maus spezifische Antikdrper des Typs IgG, generiert in
Ziegen, wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL, bezogen. Der Antikorper
wurde in der Verdinnung 1:2000 (Stamm-Losung: 2 mg/ml) flr die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der AF488-gekoppelte anti-Kaninchen spezifische Antikérper des Typs IgG,
generiert in Ziegen, wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL, bezogen.
Der Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:2000 (Stamm-Ldsung: 2 mg/ml) fur die

indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der AF488-gekoppelte anti-Ratte spezifische Antikérper des Typs IgG, generiert in
Ziegen, wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL, bezogen. Der Antikorper
wurde in der Verdinnung 1:1000 (Stamm-Losung: 2 mg/ml) flr die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der AF555-gekoppelte anti-Kaninchen spezifische Antikérper des Typs IgG, aus
Ziegen, wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL, bezogen. Der Antikorper

wurde in der Verdiinnung 1:2000 fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.
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Der AF555-gekoppelte anti-Maus spezifische Antikorper des Typs IgG generiert in
Ziegen wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL, bezogen. Der Antikorper

wurde in der Verdiinnung 1:2000 fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der Cy3-gekoppelte anti-Kaninchen spezifische Antikbrper des Typs 1gG, generiert in
Ziegen, wurde von der Firma Amersham, Buckinghamshire, GB bezogen. Der
Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:1000 (Stamm-Loésung: 1 mg/ml) fir die

indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der Cy3-gekoppelte anti-Maus spezifische Antikorper des Typs IgG generiert in
Schafen wurde von der Firma Dianova/Jackson, Hamburg, bezogen. Der Antikorper

wurde in der Verdlinnung 1:2000 fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der FITC-gekoppelte anti-Ratte spezifische Antikdrper des Typs IgG, generiert in
Ziegen, wurde von der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Der Antikorper

wurde in der Verdinnung 1:50 fir die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

1.8.3 Fluorochrom-gekoppelte Phalloidine

FITC-gekoppeltes Phalloidin aus Amanita phalloides wurde von der Firma Sigma-
Aldrich, Steinheim, bezogen. FITC-gekoppeltes Phalloidin wurde in der Verdiinnung
1:1000 (Stamm-L6sung 0,2 mg/ml in Methanol) fir die indirekte Immunfluoreszenz

eingesetzt.

TRITC-gekoppeltes Phalloidin aus Amanita phalloides wurde von der Firma Sigma-
Aldrich, Steinheim, bezogen. TRITC-gekoppeltes Phalloidin wurde in der
Verdinnung 1:2000 (Stamm-Losung 0,2 mg/ml in Methanol) fur die indirekte

Immunfluoreszenz eingesetzt.
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1.9 Inhibitorsubstanzen

Cytochalasin D Sigma-Aldrich, Steinheim

Jasplakinolide Molecular Probes, Leiden, NL

Monensin Sigma-Aldrich, Steinheim

Toxin B Geschenk von Ingo Haase,
Hautklinik der Universitat zu Kdln

1.10 Bakterien

Escherichia coli

- DH10B: F~, F80dlacl9ZDM15, D(lacZYA-argF), U169, endA1l, recAl,
hsdR17, (r,-my"), deoR, thi-1, supE44, | -, gyrA96, relAl;

(Hanahan, 1985)

1.11 Saugetier-Zellkulturen

Saugerzellinie BHK21 (Stoker und MacPherson, 1964):
BHK21 Zellen wurden von der American Type Culture Collection, Manassas, USA
(ATCC) bezogen.

Saugerzellinie Hela (Scherer et al., 1953):

HelLa Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSMZ) bezogen.

Saugerzellinie MDCKII (Louvard, 1980):

Zellen der 41. Zellkulturpassage wurden von A. Meisner, Institut f. Virologie (Mar-

burg), zur Verfigung gestellt.
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Saugerzellinie MDCKII Aktin-GFP (Klon A10) (Robbins et al., 1999):
MDCKII Aktin-GFP Zellen wurden von A. Barth, Stanford University, USA, zur
Verfligung gestellt.

Saugerzellinien MDCKII T23 N17 Cdc42, V12 Cdc42, N17 Racl und V12 Racl (Jou
et al., 1998a und 1998b):

MDCKII T23 Zellen wurden in folgenden Zellkulturpassagen von J.W. Nelson,

Stanford University, USA, zur Verfigung gestellt:

N17 Cdc42 17. Zellkulturpassage
V12 Cdc42 11. Zellkulturpassage
N17 Racl 8. Zellkulturpassage
V12 Racl 7. Zellkulturpassage

Saugerzellinie Vero-B4 (Yasumura et al., 1963):

Vero-B4 Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSMZ) bezogen.

1.12 Primare Humankulturen

Humane Vorhaut wurde durch Beschneidungen adulter Spender in der Hautklinik der
Universitdt zu Ko&ln gewonnen. Die Gewinnung und Kultivierung primarer
Keratinozyten-Kulturen erfolgte im Labor von Ingo Haase, Hautklinik der Universitat

zu Koln.

1.13 Viren

1.13.1 AcMNPV

Das erste Isolat des Autographa californica Kernpolyedervirus (AcMNPV) wurde von
Vail et al. (1971) beschrieben. Das Plaqueisolat E, mit dem alle Experimente dieser
Arbeit durchgefuhrt wurden, wurde von Tjia et al. (1979) aus infektiosem

Zellkulturmedium gereinigt. A. McIntosh, Rutgers University, USA stellte dem Labor
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dieses Inokulum zur Verfigung.
Virusinokulum zu Infektionsstudien wurde von D. Mainz im Labor zur Verfiigung

gestellt.

1.13.2 HSV-1

Fur alle Experimente mit HSV-1 wurden klinische Wildtyp-Isolate von HSV-1
verwendet.

Ein Inokulum von HSV-1 (S17) (McGeoch, D.J. et al. 1988) wurde von G. Elliott vom
Marie Curie Research Institute, Surrey, UK, zur Verfiigung gestellt.

Ein Inokulum von HSV-1 (ANG path) (Heeg et al., 1986) wurde von D. Falke vom

Institut fur Virologie der Universitat zu Mainz zur Verfigung gestellt.

1.14 Computer / Software

Hardware: Apple Macintosh iBook G3 800 Mhz
DDS PC [Windows 2000], (DDS Systeme)

Software: Adobe Photoshop 7.0 (Adobe)
Focus Control 400 (Intas)
LCS Software (Leica Mikrosysteme)
Microsoft Excel 2000 (Microsoft)
RagTime 5.6.1 (B&E Software)

Die Aufnahme der digitalen mikroskopischen Bilder erfolgte unter Benutzung von
Focus Control 400 oder LCS Software. Deren Bearbeitung und Zusammensetzung
erfolgte mit Adobe Photoshop 7.0.

Die statistische Auswertung und Darstellung von Infektionsstudien erfolgte mit
Microsoft Excel 2000.
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1.15

Blaukappréhrchen

Cryo-Gefal3e

Deckglaser (20 x 20 mm)
Durchlichtmikroskop
Geldokumentationsgerat
Gewebekulturflaschen :

Gerate und sonstiges Material

(15 ml, 50 ml) Falcon, Becton Dickinson,
Plymouth,UK

Greiner, Solingen

Menzel

Leitz, Wetzlar

Pharmacia Biotech, Cambridge, England
Falcon, Becton Dickinson, Plymouth, UK

(25 cm?, 75 cm?, 300 cm? mit Gasaustauschkappe)

- Multiwell-Platten
(6, 24, 96 Loch)
- Transwell Clear Filter
Handschuhe
Heizblock (Digi-Block)
Immunfluoreszenzmikroskope:
- Mikroskop Axiovert 135
Inkubatoren:
- Bakterien
- Saugerzellkulturen
Jung Gewebe-Einfriermedium
Jung CM3000 Microtom
Kameras:
- Digitalkamerasystem Focus 400
Kanulen
Konfokales Immunfluoreszenzmikroskop:
- DM IRBE Mikroskop / TCS-SP/2 Einheit
Kulturschattler (Orbital shaker)

Kavetten (1,5 ml)
Magnetruhrer

Minicycler PTC-150 (fur PCR)
Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager (76 x 26 mm)
Parafilm ,M*“

Petrischalen
pH-Meter
Photometer:
- Novaspec |l
- GeneQuant
Pinzetten

Quarzkivetten
ReaktionsgefalRe (1,5 und 2 ml)

Falcon, New Jersey, USA

Costar, Bodenheim
Meditrade und N-Dex, Aartselaar, B
neolLab, Heidelberg

Zeiss, Jena

Heraeus, Hanau
WTB Binder, Tuttlingen
Leica, Bensheim
Leica, Bensheim

Intas, Gottingen
Terumo

Leica, Bensheim

Farma Scientific, Life Sciences
International, Frankfurt
Brand, Wertheim
Heidolph, Kelheim
Biozym, Oldendorf

Brand, Wertheim

Menzel

American Can Comp.,
Greenwich, USA

Falcon, Becton Dickinson,
Plymouth,UK

WTW, Weilheim

Pharmacia Biotech,
Cambridge, England
Pharmacia Biotech,
Cambridge, England
Millipore, Eschborn
Pharmacia, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
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Skalpelle

Spritzen

Sterilbank

Sterilfilter-Einmalfilter

(0,2 um und 0,45 um Porengrol3e)
Sterilfilter

Transformatoren:

- ESPS 3000/150

- GPS 200/400

Bayha, Tuttlingen
HSW, Tuttlingen
Nunc, Wiesbaden

Schleicher & Schuell, Dassel
Nalgene, Rochester, USA

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

UV-Lampe Herolab
Vortex Bender & Hobein, Zirich
Wasserbader GFL, Burgwedel
Weil3kapprohrchen (12 ml PPN-RG6hrchen) Kleef, Bonn
Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel
Zentrifugen Hettich, Tuttlingen
Heraeus, Osterode
Sorvall, Bad Homburg
Beckman, XXX
2 Methoden
2.1 Methoden der DNA-Praparation
2.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

5 (250) ml LB-Medium wurden mit einer einzelnen Bakterienkolonie (1 ml einer
Ubernachtkultur) angeimpft und (Gber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die
Bakterienkulturen wurden bei 4°C pelletiert. Die anschlieRende Plasmidisolierung
erfolgte mit Hilfe des Qiaquick Spin Kit (Plasmid MAXI Kit) nach den Angaben des
Herstellers (Qiagen, Hilden). Die DNA-Prazipitate wurden in einem geeigneten
Volumen 10 mM Tris/HCI, pH 8,5 gelost.

2.1.2 Isolierung von viraler DNA
Zur Isolierung viraler DNA aus HSV-1 Virionen wurde wie folgt vorgegangen:

Zell-freies Virus wurde prapariert und pelletiert (vgl. 2.6.1) und in 10mM Tris/HCI (pH
7,6), 1ImM EDTA, 1% SDS, 50 ng/ml Proteinase K resuspendiert und vier Stunden

bei 50°C inkubiert. Die DNA wurde daraufhin mit zwei Volumina Isopropanol, dem 1/
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10 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung zugesetzt wurde, gefallt, pelletiert und tber
Nacht (UN) in 10 mM Tris/HCI, pH 8,5 gelést. Nach Phenol-Chlorform-Extraktion

(vgl. 2.1.3) wurde die virale DNA in einem geeigneten Volumen Wasser gelgst.
2.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die zu reinigende DNA-L6sung sollte ein Mindestvolumen von 200 pul besitzen und
wurde gegebenenfalls verdinnt. Nach Zugabe von einem Volumen Phenol/
Chloroform/lsoamylalkohol (1:1:24) wurde geschittelt und zur Phasentrennung 1
min. zentrifugiert. Die wal3rige Phase wurde abgenommen und durch Schitteln und
Zentrifugation mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Durch Zugabe von
2,5 Volumen Ethanol zur wafirigen Phase wurde die gereinigte DNA fur 2 h bei -20°C
gefallt. Durch Zentrifugation ftr 20 min. bei 4°C wurde die DNA pelletiert und mit
kaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde getrocknet und in einem

geeigneten Volumen 10 mM Tris/HCI pH 8,5 gelost.
214 Auftrennung von DNA mittels Elektrophorese (Sambrook et al., 1989)

Mittels Agarose-Gelelektrophorese konnen Nukleinsduren fur analytische und
praparative Zwecke der Grof3e nach getrennt werden. Je nach Grol3e der DNA-
Fragmente wurden 0,8-2%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in TBE-
Puffer aufgekocht, Ethidiumbromid wurde zu einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml
zugegeben und die Losung in eine Gelkammer mit Kamm als Probentaschenformer
gegossen. Die Gelkammer wurde anschiefl3end mit TBE-Puffer geflllt. Dann wurden
die Proben, die mit 1/10 Volumen Probenpuffer versetzt waren, eingefillt. Zur
GroélRenbestimmung der Fragmente wurde ein DNA-Standard (s. 1.5) aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgt bei 35 bis 120 V. Nach der Auftrennung konnte die
Position der DNA-Fragmente durch Fluoreszenz des Ethidiumbromid-DNA-

Komplexes mittels UV-Licht (I = 254 nm) sichtbar gemacht werden.

TBE-Puffer: 90 mM Tris/HCI, pH 8; 90 mM Borsaure; 2,5 mM EDTA,
Probenpuffer: 20% Glycerin; 75 mM EDTA, pH 8; 0,25% Bromphenolblau
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2.15 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-L&sungen
(Sambrook et al., 1989)

Die Konzentration von DNA-LAsungen wurde durch Messung der ODygg bestimmit.
Dabei entspricht eine ODyg9 von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppel-

strangiger DNA, bei einzelstrangiger DNA 40 pg/ml, bei Oligonukleotiden 20 pg/ml.
2.1.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Bei der Elution von aufgetrennten DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde
zunachst die entsprechende Bande mit einem Skalpell aus dem Gel entfernt. Die
entsprechende DNA wurde dann mit Hilfe des QIAEX Gel Extraction Kit (150) nach
Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) eluiert und in einem geeigneten Volumen
10 mM Tris/HCI pH 8,5 gelost.

2.2 Enzymatische DNA-Methoden
2.2.1 Verdau von DNA durch Restriktionsenzyme

Der Verdau von DNA erfolgte in den vom Hersteller gelieferten Puffern bei der fur
das jeweilige Enzym geeigneten Temperatur. Das Volumen der eingesetzten
Restriktionsendonukleasen darf 1/10 des Gesamtvolumens nicht Uberschreiten, da

der Lagerungspuffer Glycerin enthalt, das inhibitorisch auf die Reaktion wirkt.

Bei Restriktion der Plasmid-DNA wurden 1-2 ug DNA mit 5 U Restriktionsenzym 1-4
h bei geeigneter Temperatur inkubiert und anschlieRend gelelektrophoretisch

aufgetrennt.
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222 Dephosphorylierung von DNA-Einzelstrangenden
(Sambrook et al., 1989)

Die Dephosporylierung soll nach Restriktion von Plasmid-DNA deren Religation
verhindern. Dazu wurde dem Restriktionsansatz folgender Reaktionsmix hinzugeflgt
und fur 1h bei 37°C inkubiert :

1 pl bzw. 5 U alkalische Phosphatase (SAP) (Boehringer, Mannheim),

1 pl 10x Reaktionspuffer (Boehringer, Mannheim),

8 ul H0.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, Saiki et al., 1988) dient der selektiven
Amplifikation von DNA-Fragmenten (Template-DNA). Eine Reaktionsmischung aus
DNA, zwei Oligonukleotid-Startermolekulen (Primern), die das gewinschte DNA-
Fragment flankieren, der thermisch stabilen Tag-DNA-Polymerase und dNTPs wird
einem mehrfach wiederholten Zyklus unterworfen. Nach einem Denaturierungsschritt
bei 95°C erfolgt die Anlagerung der Oligonukleotide (Primer) an die DNA-
Einzelstrange bei 45-65°C. An diesem Primern setzt die DNA-Polymerase an. Die
Kettenverlangerung findet bei 72°C statt. Durch Wiederholungen dieses Zyklus findet

die Amplifikation des DNA-Fragmentes statt.

Zur Amplifikation des herpesviralen Us3-Gens wurden die spezifischen Oligo-

nukleotide Us3up, Us3down synthetisiert und im folgenden Ansatz verwendet:

PCR-Ansatz: 0,5ul  HSV-1 DNA aus einer Viruspraparation (0,2 pg/ul)
4 ul dNTPs (200uM)
5ul 10 x PCR Puffer (Promega, Mannheim)
je 1u spezifische Primer-Lsg. (20 pmol/ul)
1l 2,5 U/ pl Tag-Polymerase (Promega, Mannheim)
auf 50 pl mit Wasser auffullen.

PCR-Bedingungen: 5 min. 95°C Schritt 1
1 min. 95°C Schritt 2
45 sec. 50°C Schritt 3
90sec. 72°C Schritt 4
5 min. 72°C Schritt 5
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Die Schritte 2 - 4 wurden 30 x in der entsprechenden Reihenfolge wiederholt.

Nach Abschluf3 der PCR wurde die amplifizierte DNA auf einem Agarosegel (s.
2.1.5) aufgetrennt und auf Produkte Uberpruft.

224 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von geschnittenem, dephosphoryliertem Vektor (pcDNA 3.1 MycHis C)
und geschnittenem Us3-PCR-Amplifikats erfolgte UN bei 16°C in folgender

Reaktionsmischung:
1 pul T4-DNA-Ligase (1 U/ul) (Boehringer, Mannheim),
1 pl 10x Ligationspuffer (Boehringer, Mannheim),

und die geschnittene, gereinigte DNA im Verhaltnis Vektor zu Insert von

1:10 in einem Gesamtvolumen von 10 pl.
2.2.5 DNA-Sequenzierung (Sanger et al., 1977)

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode. Durchgefuhrt wurden
die Sequenzierungen vom ZMMK-Servicelabor der Universitat zu Kéln mit dem ABI
Prism 377-Sequenzierautomaten nach den Angaben des Herstellers (Applied

Biosystems, Weiterstadt).

2.3 Arbeiten mit Escherichia coli
2.3.1 Lagerung

Escherichia coli (E. coli) Bakterien (DH10B) wurden in TFB Il Puffer (s. 2.3.2) in 200
pl Aliquots bei -80°C gelagert.
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2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli

Ein Milliliter einer E. coli (DH10B) Ubernachtkultur wurde 1:200 in 200 ml YT-
Medium, dem 2 ml 1 M KCI-Lésung und 4 ml 1 M MgSOy4-L6sung zugesetzt wurden,
verdunnt. Bei 32°C wurden die Bakterien bis zu einer ODggo von 0,3 bis 0,4
angezogen. Die Bakterien wurden bei 4°C und 3000 g 15 min pelletiert und die
Uberstande verworfen. Die Bakterien wurden in 60 ml TFB | Puffer resuspendiert und
10 min auf Eis gelagert. Nachdem die Bakterien ein weiteres Mal unter vorgenannten
Bedingungen pelletiert wurden, wurden sie in 8 ml TFB Il Puffer resuspendiert und in

200 pl Aliguots auf Trockeneis schockgefroren.

TFB | Puffer: 30 mM Natriumactetat pH 6; 50 mM MnCl,; 100 mM CaCly;
15% Glycerin.

Die L6sung wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.

TFB Il Puffer: 10 mM MOPS; 75mM CaCl,; 10mM NacCl; 15% Glycerin

2.3.3 Hitzeschocktransformation

Ein Aliquot kompetenter E. coli Bakterien wurde auf Eis aufgetaut, 200-500 ng zu
transformierende Plasmid-DNA zugegeben, weitere 10 min auf Eis inkubiert und
dann fur 90 sec bei 42°C transformiert. Anschliel3end wurden ca. 800 ul LB-Medium
zugegeben und die Bakterien bei 37°C 1 h unter Schiitteln inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde dann auf LB-Platten mit Resistenzantibiotikum
ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert.

2.4 Arbeiten mit Sdugetier-Zellkulturen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Bei den
verwendeten Zellinien handelt es sich ausschlief3lich um S&ugerzellinien, die als Ein-
zelschichtkultur am Boden von Zellkulturflaschen wachsen. Alle Zellinien wurden bei
37°C, 5% CO, und wasserdampfgesattigter Atmosphare in DMEM (Dulbecco's
modifiziertem Eagle Medium) kultiviert, das zuséatzlich 10% FCS (fotales

Kalberserum) und 100 Einheiten (IU) P/S (Penicillin/Streptomycin) pro Milliliter
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enthielt. Die bengtigten Losungen und Zellkulturmedien wurden in einem Wasserbad

auf 37°C vorgewarmt. Es wurden sterile Einweg-Zellkulturflaschen der Grofzen 25

cm?, 75 cm? und 300 cm?, sowie autoklavierte Pipetten und Glasgefalie verwendet.

24.1 Kultivierung der Zellinie Vero-B4 (Yasumura et al., 1963)

Die Saugerzellinie Vero-B4 wurde aus einer grinen Meerkatzenniere im Jahre 1962
isoliert. Vero-B4 Zellen bilden im konfluenten Zustand einer Einzelschichtkultur mit
epithelahnlicher Morphologie aus. Vero-B4 Zellen wurden kurz vor Erreichen des
konfluenten Zustands einmal in PBS-d (phosphat-gepufferte Kochsalzlésung,
sterilfiltriert) gewaschen und 5 min. in 0,25%iger Trypsin-Losung inkubiert. Die
abgelosten Zellen wurden 1:6 in frisches Kulturmedium Uberfiihrt und anschliel3end

2-3 Tage vermehrt.

PBS-d: 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 2 mM NayHPOy4, 2 mM KH,POy; pH 7,4,

sterilfiltriert

Trypsin-Losung: 0,25 % Trypsin in PBS-d
2.4.2 Kultivierung der Zellinie BHK21 (Stoker und MacPherson, 1964)

Die Saugerzellinie BHK21 (Baby Hamster Kidney) stammt von Isolaten aus der Niere
eines syrischen Hamsters ab. BHK21 Zellen weisen in der Morphologie ein
fibroblastenahnliches Erscheinungsbild auf und wachsen in Kultur zu einem dichten
Zellrasen. Die Zellen wurden kurz nach Erreichen des konfluenten Zustands einmal
in PBS-d gewaschen und anschlieBend 1 min. in 0,25%iger Trypsin-Losung
inkubiert. Danach wurden die abgeldsten Zellen 1:30 in eine neue Kulturflasche

Uberfuhrt und 2-3 Tage vermehrt.
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2.4.3 Kultivierung der Zellinie HeLa (Scherer et al., 1953)

Die humane Zellinie HeLa wurde 1951 aus der Biopsie eines Cervix-Karzinoms einer
31-jahrigen Afroamerikanerin etabliert. HeLa Zellen weisen ein fibroblastendhnliches
Erscheinungsbild auf und wachsen in Kultur zu einem dichten Zellrasen. Die Zellen
wurden kurz vor Erreichen des konfluenten Zustandes einmal in PBS-d gewaschen
und anschlieend 2-3 min. in 0,25%iger Trypsin-Losung inkubiert. Danach wurden
die abgelosten Zellen 1:3 in eine neue Kulturflasche udberfuhrt und 2-3 Tage

vermehrt.

244 Kultivierung der Zellinie MDCKII (Louvard, 1980)

Die Saugerzellinie MDCKII (engl. Madin Darby Canine Kidney) wurde ausgehend
von der parentalen Zellinie MDCK subkloniert, die wiederum vom Nierengewebe
eines weiblichen Cocker-Spaniels abstammt und 1958 von Madin und Darby isoliert
wurde. MDCKII Zellen bilden im konfluenten Zustand ein einschichtiges Epithel mit
polaren Eigenschaften aus. Bei einer Konfluenz von 70-80% wurde das Medium
abgenommen und die Zellen zweimal in PBS-d gewaschen. Zur Ablésung vom
Substrat wurden die Zellen zunachst 10-15 min. in einer 0,25%igen Trypsin-Losung
inkubiert und dann durch vorsichtiges Klopfen in Suspension gebracht. Anschliel3end
wurden die Zellen im Volumen-Verhaltnis 1:15 in eine neue Kulturflasche tberfihrt

und 2-3 Tage vermehrt.

245 Kultivierung der Zellinie MDCKII Aktin-GFP (Klon A10)
(Robbins et al., 1999)

Die Saugerzellinie MDCKII Aktin-GFP (Klon A10) ist ein Klon der oben genannten
Zellinie MDCKII, die humanes Beta-Aktin fusioniert mit EGFP (engl. enhanced green
fluorescent protein) unter Kontrolle des Cytomegalievirus (CMV) Promotors
exprimiert. Bei dem exprimierten Fusionsprotein handelt es sich um eine Fusion vom
N-Terminus des Beta-Aktins zum C-Terminus des EGFPs. Das verwendete

Expressionsplasmid pEGFP-C1 (Clontech) tragt das Resistenzgen fir Geneticin
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(G418), so dass durch Zugabe von 300 pg G418 pro ml Medium fur plasmid-
tragende Zellen selektioniert werden kann. Diese Zellinie wurde im Labor von Angela
Barth (Stanford University) etabliert.

MDCKII Aktin-GFP Zellen bilden wie MDCKII Zellen im konfluenten Zustand ein
einschichtiges Epithel mit polaren Eigenschaften aus. Das konstitutiv exprimierte
Aktin-GFP Fusionsprotein wird in Aktinfilamente eingebaut, so dass diese Zellen bei
Anregung autofluoreszierende Filamente aufweisen. Bei einer Konfluenz von 70-80%
wurde das Medium abgenommen und die Zellen zweimal in PBS-d gewaschen. Zur
Ablosung vom Substrat wurden die Zellen zun&achst 10-15 min. in einer 0,25%igen
Trypsin-Losung inkubiert und dann durch vorsichtiges Klopfen in Suspension
gebracht. AnschlieBend wurden die Zellen im Volumen-Verhaltnis 1:15 in eine neue
Kulturflasche Uberfiihrt und 2-3 Tage vermehrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt in
DMEM mit vermindertem Zuckergehalt, was eine hohere und stabilere
Transgenexpression zur Folge hatte. Zusatzlich wurde dem Wachstumsmedium
300pg/ml G418 als Selektionsdruck des Plasmid-Konstrukts zugefiigt. G418 wurde
zwei bis drei Tage vor Experimenten mit diesen Zellen aus dem Wachstumsmedium
entfernt, da es die Morphologie der Zelle beeinflussen konnte (A. Barth, personl. Mit-

teilung).

2.4.6 Kultivierung der Zellinien MDCKII T23 N17Racl, V12 Racl,
N17 Cdc42, V12 Cdc42 (Jou et al., 1998a und 1998b)

Die Séaugerzellinien MDCKII T23 N17Racl, V12 Racl, N17 Cdc42 und V12 Cdc42
sind Klone, die auf der oben genannten Zellinie MDCKII basieren. Diese Zellen
exprimieren die Proteine N17 Racl, V12 Racl, N17 Cdc42 und V12 Cdc42 unter der
Kontrolle des tetracyclin-reprimierbaren Transaktivators (sog. TetOff-Kontrolle). Das
tTA Gen wurde hierzu im Labor von Keith Mostov in einem Plasmid mit Puromycin
Resistenz in die Zellen transfiziert (Regulator-Plasmid), der ausgewahlte Klon T23 ist
die Grundlage der oben genannten Zellinien. Das Regulator-Konstrukt kodiert fir
einen Transkriptionsaktivator (genanntes tTA Gen), der in Gegenwart von Tetracyclin
inhibiert wird. Die induzierbaren Transgene N17 Racl, V12 Racl, N17 Cdc42 und
V12 Cdc42 wurden im Labor von James W. Nelson in Plasmid HMR272 mit
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Hygromycin Resistenz in die Zellen transfiziert (Antwort-Plasmid). Das Antwort-
Konstrukt beinhaltet die zu exprimierende DNA des Transgens unter der Kontrolle
eines Promotors, der von dem Transkriptionsaktivator des Regulator-Plasmids
aktiviert wird. Folglich wird das Transgen auf dem Antwort-Plasmid in Abwesenheit
von Tetracyclin exprimiert und in Anwesenheit von Tetracyclin nicht exprimiert.

Im nicht-induzierten Zustand wurden die Zellen in Medium kultiviert, das zuséatzlich
Doxycyclin (40 ng/ml), ein Tetracyclin-Derivat, enthielt. Entsprechend wurden die
Zellen zur Transgen-Expression in doxycyclin-freies Medium Uberfihrt, das
aul3erdem tetracyclin-freies FCS enthielt (s. 2.4.11). Die Kultivierung erfolgte wie
2.4.4.

2.4.7 Lagerung der Zellinien

Die verwendeten Zellinien wurden in einer mit flussigem Stickstoff gekihlten
Atmosphare bei —-196° in Wachstumsmedium mit 20% FCS und 4% DMSO
(Dimethylsulfoxid) gelagert.

Zum Einfrieren wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70-80% einmal in PBS-d
gewaschen und durch Behandlung mit 0,25%iger Trypsin-Losung in Suspension
gebracht. Anschlie3end wurden die Zellen in Kulturmedium fur 1-2 min. bei 1000 G
und 4°C pelletiert und danach vorsichtig in 1 ml Kulturmedium, das zuséatzlich 20%
FCS und 4% DMSO enthielt, resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nun in ein
Cryo-Gefal3 uUberfuhrt, zundchst fur zwei Tage bei —-80°C eingefroren und
nachfolgend in einer mit flussigem Stickstoff gekuhlten Atmosphére bei —196°C
gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen von —196°C unmittelbar bei 37°C inkubiert und
anschlielBend 1-2 Minuten bei 800 G pelletiert. AnschlieRend wurden die Zellen in
Medium (+ 20% FCS) vorsichtig resuspendiert, in eine Kulturflasche tberfuihrt und
bei 37°C inkubiert. Nach 1-2 Stunden waren die Zellen adharent, das Medium wurde
zur Entfernung toter Zellen abgenommen und durch frisches Kulturmedium (+ 10%
FCS) ersetzt.
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2.4.8 Uberprifung auf Mykoplasmenkontaminationen (Russel et al., 1975)

Alle verwendeten Zellinien wurden etwa einmal pro Monat auf Mykoplasmen-
Kontaminationen getestet. Zellen wurden dazu tiber Nacht auf Deckglasern ausgesat
und am folgenden Tag fixiert und gefarbt. Die Fixier- und Farbe-Ldsung enthielt den
DNA-Hoechst-Farbstoff 33258 (1 pg/ml ) in Methanol. Zunachst wurden die Zellen
einmal in PBS gewaschen und nachfolgend 10 Minuten mit der Farbstoff-Losung
inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckgldschen nach kurzem Antrocknen an der
Luft in DAKO-Medium eingebettet. Der Hoechst-Farbstoff 33258 farbt DNA durch
Interkalierung spezifisch an und emittiert nach UV-Anregung im blauen
Wellenlangenbereich. Blaue Farbung von DNA aulRerhalb des Zellkerns deutet auf
Kontaminationen mit Mykoplasmen hin, die als punktierte Strukturen im Zytoplasma

oder auf der Plasmamembran sichtbar sind.

249 Bestimmung der Zellzahl

A) Mittels Neubauer-Zahlkammer:

Die Anzahl der Zellen in einer Kulturflasche wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Ein Tropfen Zellsuspension wurde an den Rand der
Zahlkammer gesetzt, und das Deckglas auf die Kammer aufgelegt. Infolge der
Kapillarkrafte verteilte sich die Zellsuspension Uber die gesamte Zahlkammer. Es
wurden nun zweimal je vier grof3e Quadrate ausgezahlt, die sich wiederum aus
jeweils 16 kleinen Quadraten zusammensetzen. Jedes grof3e Quadrat weist ein
Volumen von 0,1 ul auf. Nach Berechnung des Mittelwertes der gro3en Quadrate,
konnte die Zellzahl deshalb nach folgender Formel naherungsweise bestimmt
werden:

Anzahl der Zellen pro ml Suspension = Mittelwert der grol3en Quadrate x Volumen

der Zahlkammer x 10%
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B) Mittels Coulter Partikelzédhler Z1:

Die Anzahl der Zellen in einer Kulturflasche wurden des weiteren mit Hilfe eines
Coulter Partikelz&hlers bestimmt. Dazu wurden 0,5 ml der Zellsuspension in 9,5 ml
ISOTON II in einem Probengefald verdinnt. Dieses Probengefald wurde in den
Partikelzahler eingesetzt und die Messung gestartet. Der Partikelzahler bestimmt
durch photometrische Messung die Partikelanzahl pro Milliliter bei Durchfllu3 durch

eine Glaskapillare.

Der Vergleich beider Bestimmungsmethoden zeigte keine signifikanten Unterschiede

bei der Zellzahlbestimmung.

2.4.10 Subklonieren der MDCKII T23 Zellinien

Bei Kultivierung stabil transfizierter Zellinien kann es zum Verlust der Transgen-
Expression in einem Teil der Zellpopulation kommen. Daher ist es notwendig, solche
Zellinien gelegentlich zu subklonieren, um wiederum eine homogene Population mit
gleichmaliger Transgenexpression zu erhalten. Dazu wurde wie folgt vorgegangen:

Nach Ablésen der Zellen durch Trypsinisieren wurde die Zellsuspension auf zehn
Zellen pro Milliliter verdinnt. Es wurden je 100 pl dieser Zellsuspension oder
durchschnittlich eine Zelle in ein Multiwell einer 96-Multiwell-Platte gegeben und die
Zellen zwei bis drei Wochen darin kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde dazu das
Wachstumsmedium, das Selektionsantibiotika enthielt, gewechselt. Bei einer
70%igen Konfluenz wurden die Einzelklone der Zellen durch Trypsinisieren abgeldst
und etwa 80% davon wurden in je ein Multiwell einer 24-Multiwell-Platte Uberfihrt.
20% der Zellsuspension wurden auf Multiwell-Objekttrager gebracht und am
folgenden Tag der Erfolg der Subklonierung durch Nachweis des Transgens mittels
Immunfluoreszenz tberprift. Vier bis sechs Klone wurden dann weitervermehrt und

in niedriger Passage eingefroren und gelagert.
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2.4.11 Transfektionsmethoden

Zur Untersuchung des Einflusses zelluléarer Proteine auf die HSV-1 Infektion wurden
verschiedene mutierte Isoformen dieser Proteine vor Infektion transient in MDCKII
Zellen exprimiert. Dazu wurden Expressionsplasmide mittels der sog. Nucleofector™
Technolgie (Amaxa GmbH, KoéIn) in MDCKII Zellen transfiziert. Die Nucleofector™
Transfektionsmethode basiert auf Elektroporation von Zellen. Dazu bendtigt wird ein
Nucleofector™-Gerat, dass die elektrischen Parameter liefert, Nucleofector™
Losungen, in denen die Zellen in Suspension gehalten werden, wéhrend die
Elektroporation durchgefihrt wird:

Zur Transfektion von MDCKII Zellen wurden die Losungen des Nucleofector™ Cell
Line Kits T verwendet. Zun&achst wurden die Zellen wie gewohnt durch Trypsinisieren
abgeldst, nach Pelletieren in PBS-d resuspendiert und gezéhlt um nach erneutem
Pelletieren in Nucleofector™ Losung resuspendiert zu werden. Parallel wurden zu 90
pl der Nucleofector™ Lésung 1-2 pg zu transfizierende DNA gegeben und die

Losung in eine Kivette eingefillt. 10 ul der Zellsuspension wurden nun zugegeben

(etwa 2 - 410° Zellen) und das Programm P29 im Nucleofector™-Gerat
durchgefihrt. Die Zellen wurden in 0,5 ml DMEM (10% FCS, P/S) aus der Kivette
gespdult, in ein Multiwell einer 6-Multiwell-Platte ausgesat und bei 37°C, 5% CO»
inkubiert. Sechs Stunden nach der Transfektion wurden Experimente mit den

transfizierten Zellen durchgfthrt.

2.4.12 Induktion von Transgenexpression in MDCKII T23 N17Racl,
V12 Racl, N17 Cdc42, V12 Cdc42 (Jou et al., 1998a und 1998b)

Die Induktion der Transgen-Expression in den vorgenannten Zellinien erfolgt tber
Entfernung des Antibiotikums Doxycyclin (vgl. 2.4.5). Dazu wurde wie folgt
vorgegangen:

Zellen kultiviert in der Gegenwart von 40 ng/ml Doxycyclin wurden bei 60-75%
Konfluenz trypsinisiert und in 5 ml Kulturmedium ohne Doxycyclin tberfuhrt. Die
Zellen wurden pelletiert und in Kulturmedium ohne Doxycyclin aufgenommen. Die

Zellen wurden im Volumenverhaltnis 1:3 in zwei T75 Zellkulturflaschen Uberfihrt, bei
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denen jeweils eine Medium mit und eine Medium ohne Doxycyclin enthielt. Am

folgenden Tag wurde dieser Prozess wiederholt und die Zellen in der nétigen Dichte

von etwa 2-10° Zellen pro Deckglas in Multiwellplatten ausgesat, um einen weiteren

Tag spater die Experimente durchzufihren.

2.5 Arbeiten mit priméaren Humankulturen
25.1 Isolierung und Kultivierung von humanen Epithelexplant-Kulturen

Epidermisexplant-Kulturen wurden aus normaler menschlicher Vorhaut gewonnen.
Der bei Beschneidungen gewonnenen Vorhaut wurde das meiste Fett und
Bindegewebe mit Hilfe einer gekrimmten Schere entfernt. Hautstiickchen von sechs
Millimeter Durchmesser wurden ausgestanzt und fir 15-18 h auf Eis in DMEM, das
zusatzlich 100 1U/ml P/S und 10 mg/ml Dispase Il (Boehringer, Mannheim) enthielt,
inkubiert. Mittels Pinzetten wurden die Epidermis als intakte Epithelexplant-Kultur
und die durch die Dispase abgeloste Dermis voneinander getrennt. Die so

gewonnene Epidermis wurde umgehend fur Infektionsstudien verwendet.
25.2 Isolierung von Kultivierung von humanen Keratinozyten (Watt, 1998)

Humane VorhautKeratinozyten wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor von Ingo
Haase (Hautklinik der Universitdt zu Kéln) aus vorgenannten Epidermis-Explanten

gewonnen und kultiviert
2.5.2.1 Isolierung von humanen Keratinozyten

Humane Vorhautepidermis (vgl. 2.5.1) wurde in 0,25%iger Trypsin-L6ésung inkubiert,
die Zellsuspension wurde durch Gaze-Filter filtriert, gesammelt, resuspendiert und in

Kulturschalen ausgesat, die NIH3T3 (Stamm J2) Feeder-Zellen enthielten.
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2.5.2.2 Kultivierung von differenzierenden Keratinozyten-Kulturen

Um die Differenzierung von Keratinozyten zu erreichen, wurden sie in Anwesenheit
von Mitomycin C behandelten NIH3T3 (Stamm J2) Feeder-Zellen (s.0.) in

Keratinozyten-Kultur-Medium kultiviert.
2.5.2.3 Kultivierung von Einzelschicht-Keratinozyten-Kulturen

Um die Differenzierung von Keratinozyten zu vermeiden und Einzelschichtkulturen

zu erhalten, wurde der Ca?*-Gehalt des Kulturmediums auf 50 pM reduziert.

2.6 Arbeiten mit Herpes simplex Virus Typ 1

2.6.1 Virusvermehrung und -aufreinigung (Powell und Watson, 1975)

Zur Herstellung eines Virus-Inokulums wurden BHK21 Zellen zunachst in 300 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert. Kurz vor Erreichen des konfluenten Zustands wurden die
Zellen mit Virus aus Stamm-Inokulum mit einer MOI (Multiplizitat der Infektion, engl.
Multiplicity of Infection) von 0,01 PFU (Plaque formende Einheit, engl. Plaque
Forming Unit) pro Zelle infiziert und bei 31°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei
31°C, da bei dieser Temperatur weniger defekte Virus-Partikel gebildet werden im
Vergleich zur Inkubation bei 37°C. Am folgenden Tag wurde das Inokulum
abgenommen und durch frisches Kulturmedium ersetzt und fiir weitere drei bis vier
Tage bei 31°C inkubiert. Nach vier bis fiinf Tagen waren nahezu alle Zellen infolge
des zytopathischen Effektes in Suspension. Zur Virusaufreinigung wurden die Zellen
zundchst 10 Minuten bei 3000 rpm pelletiert und das Pellet anschlielend samt
intrazellularem Virus (CAV = Cell-Associated Virus) verworfen. Der Uberstand mit
extrazellularem Virus (CRV = Cell-Released Virus) wurde abgenommen und fur 2 h
bei 15.000 G und 4°C abzentrifugiert. Anschlielend wurde das Virus-Sediment in
einem Aliquot Zellkulturmedium resuspendiert, vorsichtig auf einen linearen Ficoll-
400-Gradienten (5-15%) aufgetragen und die Virus-Fraktion 2 h bei 15.000 G und
4°C entsprechend ihrer Dichte zentrifugiert. Die unter gebindeltem Licht sichtbare

Virus-Bande wurde nun abgenommen und nochmals 90 Minuten bei 25.000 G und
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4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Virus-Sediment in 0,5-1 ml
Zellkulturmedium UN bei 4°C resuspendiert. Am nachsten Tag wurde die Virus-
Suspension zu je 50 pl aliquotiert und auf —80°C gelagert. Die konzentrierte und
aufgereinigte CRV-Fraktion (extrazellulares Virus) hat im Gegensatz zur CAV-
Fraktion (intrazellulares Virus) den Vorteil, dass sie keine Zellfragmente mehr
enthalt, die moglicherweise die virale Infektion der Zellen beeinflussen kdnnten, und

wurde daher bei allen Experimenten als Virus-Inokulum eingesetzt.

2.6.2 Bestimmung der Infektidsitat des Virus-Inokulums

Etwa 4-5-10° Vero-B4 Zellen wurden in Multiwell-Platten mit sechs Vertiefungen
ausgesat und bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die konfluenten

Zellkulturen in Doppel-Ansatzen mit Virus-Inokulum in einer Verdlinnungsreihe

(Faktor 10°%-10%in Zehnerschritten) infiziert und bei 37°C inkubiert. Nach 1 h wurde
das Virus-Inokulum abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt, das zusatzlich
0,5% HSV-1-reaktives humanes Mischserum enthielt, und fir drei Tage bei 37°C
inkubiert. Durch die Zugabe des Serums wurde eine Virus-Ausbreitung nur von Zelle
zu Zelle (engl. cell-to-cell spread) gewahrleistet, die in der Bildung von Plaques,
Bereichen in denen sich die Zellen abgel6st haben, resultierte. Die Ausbreitung von
ins Medium freigesetzten Viren wurde dagegen durch das HSV-1-reaktive humane
Mischserum verhindert. Nach 72 h wurden die Zellen zunachst 20 min. in 2%
Paraformaldehyd fixiert, 15 min. in 0,1% Kristall-Violett (in 10% Methanol) gefarbt
und zuletzt vorsichtig unter Leitungswasser ausgewaschen. Die Plaques, als weil3e
Locher vor dem Hintergrund der violett-gefarbten Zellen sichtbar, wurden ausgezahlt.
Die Infektidsitat, d.h., die Menge an infektiosen Virus-Partikeln in einem definierten
Volumen, konnte nach folgender Formel bestimmt werden:

PFU / ml = Anzahl Plaques x Verdinnungsfaktor

Der Endwert wurde durch Bildung des Mittelwertes aus dem Doppelansatz eines
jeden Verdiunnungsfaktors, sowie anschliel3end durch Bildung des Mittelwertes aus

den Zwischenergebnissen der jeweiligen Verdinnungsfaktoren berechnet.
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2.6.3 HSV-1 und AcMNPV Infektion von Zellkulturen

Zellen wurden mit einer PFU von 0,1 bis 100 (entsprechende Verdinnung des
Ausgangs-Inokulums in Zellkulturmedium) pro Zelle infiziert und bei 37°C inkubiert.
Ausgehend von der Annahme, dass ein infektioses Virus-Partikel fur die Bildung
eines Plaques ausreicht, ist die Einheit PFU ein relatives Mal3 fur die Anzahl
infektioser Virus-Partikel. Die Infektion hangt jedoch von der zufélligen Kollision von
infektiosen Virus-Partikeln und Zellen ab. Demnach steigt mit zunehmender Anzahl
von infektiosen Virus-Partikeln die Wahrscheinlichkeit, dass mehr Zellen infiziert
werden. Darauf basierend entstand der Begriff MOI, der in dieser Arbeit immer in
PFU pro Zelle angegeben wird. Dies bedeutet, dass beispielsweise bei einer MOI 10
durchschnittlich zehn infektiose Virus-Partikel auf eine Zelle kommen. Nach 1 h
wurde das Virus-Inokulum abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt. Die

Zugabe des Virus wurde als Zeitpunkt Null definiert.

2.6.4 HSV-1 Infektion von Explantkulturen

Humane Vorhautepidermis (s. 2.5.1) wurden mit einer errechneten PFU von 10 oder
100 pro Zelle infiziert und bei 37°C inkubiert. Dazu wurde die Vorhautepidermis mit
der Unterseite auf der Virussuspension schwimmend oder mit der Oberseite in
Virussuspension untergetaucht inkubiert. Nach sechs Stunden wurde das Virus-
Inokulum abgenommen und die Epithelexplant-Kultur fixiert. Die Zugabe des Virus

wurde als Zeitpunkt Null definiert.

2.6.5 HSV-1 Infektion von MDCKII Filterkulturen (Topp et al., 1997)

Die Ausbildung der Polaritadt von MDCKII auf Filtern ist aufRerordentlich gut
charakterisiert. Zum Vergleich zu Infektionsstudien, bei denen MDCKII Zellen auf
Deckglasern kultiviert wurden, wurden auch Infektionen von Filterkulturen
durchgefuhrt.

Dazu wurden MDCKII Zellen in unterschiedlichen Dichten auf Transwell Clear Filtern

(Costar GmbH, Bodenheim) ausgesat. Nachdem die Kulturen zwei bis drei Tage im

58



Materialien und Methoden

konfluenten Zustand oder subkonfluent kultiviert wurden, erfolgten die
Infektionsstudien wie folgt:

Das Virusinokulum wurde entweder in die obere Kammer (vgl. Abb. I11.1) oder in die
untere Kammer gegeben. Dabei wurden im Falle der oberen Kammer nur die
apikalen Membranen von MDCKII Zellen Virus-exponiert, im Falle der unteren
Kammer nur die basalen Membranen der Zellen im Porenbereich. Die Zellen wurden
mit einer PFU von 10 oder 100 pro Zelle infiziert und bei 37°C inkubiert. Nach einer
Stunde wurde das Virus-Inokulum abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt.
Die Zugabe des Virus wurde als Zeitpunkt Null definiert. Kontrollexperimente zeigten
allerdings, dass HSV-1 die Poren zwischen den Kammern nur schwer passiert und
selbst bei Abwesenheit von Zellen maximal 1% der infektidsen Virione in der oberen
Kammer nach einer Stunde wiedergewonnen werden konnten (vgl. auch Topp et al.,
1997).

- Transwel!® noert

— Lippar compzrirment

Micioporous mambrans

Lowssr commipar trment

Abb. lll.1 Schematische Darstellung einer Filterkultivierung
(enthommen www.costar.com)

2.6.6 Verwundungsexperimente vor HSV-1 Infektion

Humane VorhautKeratinozyten und MDCKII Zellen wurden in einigen Experimenten
vor der HSV-1 Infektion verwundet. Dazu wurde wie folgt vorgegangen:

MDCKII Zellen und humane VorhautKeratinozyten wurden eine Stunde vor Infektion
verwundet, in dem eine Nadel der Bereite 27 gauge (im Falle der MDCKII Zellen)
oder ein rundgeschmolzener Glasstab (im Falle der Keratinozyten) durch die

Wachstumsflache gezogen wurde. Die Infektion erfolgte analog 2.6.3.
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2.7 Arbeiten mit zellularen Inhibitoren
2.7.1 Jasplakinolide und Cytochalasin D

Um den Einfluss des Aktin-Zytoskeletts auf den HSV-1 Eintritt zu untersuchen,
wurden Inhibitoren, die die Aktin-Dynamik beeinflussen, eingesetzt. Jasplakinolide
(JAS, aus Jaspis johnstoni) ist ein zell-permeables Peptid, das mit Phalloidin bei der
Bindung von filamentosem Aktin (F-Aktin) kompetitiert. Es setzt die kritische
Konzentration zur Aktin-Polymerisierung herab und stabilisiert so F-Aktin oder fuhrt
in héheren Konzentration zu Aktin-Polymerisierung (Bubb et al., 1994). Cytochalasin
D (CD, aus Ascomycotina) bindet stochiometrisch das spitze Ende von Aktin-
Filamenten und verhindert den Monomer-Austausch. CD fuhrt somit bei langerer

Exposition zur Depolymerisierung von F-Aktin (Walling et al., 1988).

Beide Inhibitoren wurden in den angegebenen Mengen 30 min. vor der Infektion dem
Wachstumsmedium der Zellen zugesetzt. Dann wurde das Medium gegen Virus-
inokulum (5 PFU pro Zelle) getauscht, dass ebenfalls die angegebenen
Inhibitormengen enthielt. Nach einer Stunde wurde das Virus-Inokulum
abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt. Die Zugabe des Virus wurde als

Zeitpunkt Null definiert. Zwei Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert.

2.7.2 Monensin (Nicola et al., 2003)

Der Eintritt von HSV-1 kann Uuber Fusion der viralen Lipid-Hulle mit der
Plasmamembran erfolgen (Spear, 1993). Neuere Studien zeigten jedoch, dass HSV-
1 auch Uber Endozytose in HeLa und CHO-K1 Zellen eintritt. Um erste Hinweise
uber den Eintritt-Mechanismus in MDCKII Zellen zu erhalten, wurde Monensin, ein
lysomotropisches Agens in Eintritt-Experimenten verwendet. Monensin ist ein
lonophor, dass vesikularen Transport und die Ansauerung friher Endosomen
inhibiert (Brock und Smith, 1982; Fliesler und Basinger, 1987).
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Monensin inhibiert die pH-induzierte Fusion der viralen Lipid-Hulle mit der Membran

von Endosomen (Nicolai et al., 2003). Experimentell wurde wie folgt vorgegangen:

Monensin  wurde 30 min. vor der Infektion dem Wachstumsmedium
(Endkonzentration 25 und 100 uM) der Zellen zugesetzt. Danach wurde das Medium
gegen Virus-Inokulum (0,1; 1; 10 PFU pro Zelle) getauscht, dass ebenfalls die
angegebenen Inhibitormengen enthielt. Nach einer Stunde wurde das Virus-
Inokulum abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt. Die Zugabe des Virus
wurde als Zeitpunkt Null definiert. Zwei Stunden nach Infektion wurden die Zellen

fixiert.

2.7.3 Toxin B

Der zellulare Inhibitor Toxin B (aus Clostridium difficile) glykosyliert Racl und Cdc42
an Thr35 und inhibiert dabei deren Funktion, in dem die Effektoren Bindung
verhindert wird (zur Ubersicht Just et al., 2000). Um den Einfluss der
Signaltransduktion von Racl und Cdc42 auf die HSV-1 Infektion zu untersuchen,
wurde dieser Inhibitor eingesetzt. Das verwendete Toxin B wurde uns von Ingo
Haase (Hautklinik der Universitat zu Koln) zur Verfiugung gestellt. Experimentell

wurde wie folgt vorgegangen:

Toxin B wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml dem respektiven Kulturmedium
von MDCKII Zellen und stratifizierenden Keratinozyten zugesetzt. Die Zellen wurden
fur 15 h bei 37°C kultiviert, um danach das Medium gegen Virus-Inokulum (50 PFU
pro Zelle) zu tauschen, dem ebenfalls 10 ng/ml Toxin B zugesetzt wurde. Nach 1 h
wurde das Virus-Inokulum abgenommen und durch Zellkulturmedium ersetzt. Die

Zugabe des Virus wurde als Zeitpunkt Null definiert.
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2.8 Antikorper-Blockierungsexperimente
2.8.1 Blockierung von HSV-1 gD

Um den Einfluss von Glykoprotein D auf die HSV-1 Infektion der verwendeten
Epithelmodelle zu untersuchen, wurden epitop-spezifische Antikdrper zur
Blockierung eingesetzt. Dazu wurden der monoklonale Mausantikérper a-gD (DL11)
sowie weitere unten genannten Antikorper in verschiedenen Konzentrationen flir eine
Stunde mit HSV-1 (50 PFU pro Zelle) in 100 pul Wachstumsmedium der Zellen bei
37°C inkubiert. Daraufhin wurden die entsprechenden Kulturen wie unter 2.6.3

beschrieben mit diesem Inokulum infiziert.

Verwendete Antikérper zur gD Blockierung:

Antikorper Antigen erhalten von
DL11 gD (x-Domane) G. Cohen
IV-3-4 gD (terminal) J. Kihn
IE2 AcMNPV IE2 Laborsammlung
gp64 AcMNPV gp 64 Laborsammlung
2.9 Elektronenmikroskopie
29.1 Zellpraparation und Fixierung

Zur Durchfihrung von elektonenmikroskopischen Studien wurden Zellen auf
20 x 20 mm Stickchen von Melinex-Film in Multiwell-Platten ausgesat. Dazu wurde
der Melinex-Film zunachst zur Sterilisation in 70%igen Ethanol drei Mal gewaschen
und luftgetrocknet. Die Melinex-Filme wurden dann 24 h in Kulturmedium bei 37°C

inkubiert, das Medium gewechselt und MDCKII Zellen wurden in der nétigen Dichte

von etwa 2-10° Zellen pro Multiwell ausgeséat. Nach Inkubation UN bei 37°C wurden
die Zellen fur 1 h mit Virusinokulum (100 PFU pro Zelle) inkubiert.

Danach wurde das Medium abgenommen und 37°C warmes Fixativ hinzugeftigt und
30 min. bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Fixativ abgenommen und in

Cacodylat-Puffer aufbewabhrt.

Fixativ: 2,5% Glutaraldehyd, 0,09M Cacodylat, 3mM CacCl,, pH 7.2
Cacodylat-Puffer:  0,09M Cacodylat, 3mM CaCls,, pH 7.2
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2.9.2 Farbung, Schnitt und Analyse

Die Post-Fixierung, Farbung und der Schnitt der Praparate wurde von Ute Oschlies
(MPI fur neurologische Forschung) durchgefuihrt. Die Analyse der Praparate erfolgte
an einem Elektronenmikroskop der Firma Zeiss. Bilder wurden auf einem

Schwarzweil3-Film aufgenommen, entwickelt und digitalisiert.

293 Negativ-Farbung von HSV-1 Virionen (Brown und MacLean, 1998)

Bei der Negativ-Farbung erfolgen Fixierung und Féarbung in einem Schritt. Die Virus-
Suspension wurde dazu mit einem gleichen Volumen einer 1%igen
Natriumsiliciumwolframat-Losung gemischt. Die Suspension wurde sofort auf ein
Elektronenmikroskop-Rastergitter aufgebracht, um nach 5 min. die Uberschuissige

Losung zu entfernen und die Probe zu analysieren.

2.10 Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung und - mikroskopie
(Harlow und Lane, 1988)

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz werden Antikdrper zum Nachweis von
Antigenen verwendet. Diese Methode wird vornehmlich zur Untersuchung der sub-
zellularen Lokalisation dieser Antigene eingesetzt. Prinzipiell werden die zu
untersuchenden Zellen zunéchst fixiert, permeabilisiert und zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen mit einer Proteinlésung behandelt. Anschliel3end folgt
die Inkubation mit einem primaren Antikérper, der gegen ein oder mehrere Epitope
des zu untersuchenden Antigens gerichtet ist. Der Nachweis des Antigens erfolgt
letztlich Uber einen sekundaren fluorochromgekoppelten Antikorper, der gegen den
primaren Antikorper gerichtet ist. Das Fluorochrom des sekundaren Antikérpers
emittiert nach Bestrahlung im Wellenlangenbereich des Anregungsspektrums, Licht
eines langeren Wellenlangenbereichs und kann mit Hilfe eines Fluoreszenz-

Mikroskops detektiert werden.
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2.10.1 Zellpraparation

Zur Durchfihrung von indirekten Immunfluoreszenzstudien wurden Zellen auf
20 x 20 mm Deckglasern in Multiwell-Platten ausgesét. Dazu wurden die Deckglaser

zunachst zur Sterilisation in 96%iges Ethanol getaucht und Giber dem Bunsenbrenner

abgeflammt. Saugerzellen wurden in der notigen Dichte von etwa 2-10° - 1-10° Zellen
pro Deckglas ausgesat und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag (nach
16 bis 24 h Inkubationszeit) wurden die Zellen fur die entsprechenden Experimente

verwendet oder es wurden unbehandelte Zellen untersucht.
2.10.2 Fixierung der Zellen

Durch die Fixierung wird das Antigen immobilisiert, dabei sollte die Struktur und die
subzellulare Lokalisierung des Antigens mdglichst nicht verandert werden. Nach der
Fixierung sollte die zellulare Architektur erhalten bleiben und Antikérper dennoch
Zugang zu den zellularen Kompartimenten haben. Manche Epitope werden bei der
Fixierung maskiert oder durch das Fixierungsagens verandert. In dieser Arbeit wurde
zur Fixierung der Zellen Formaldehyd in frisch hergestellter Paraformaldehyd-Lésung
verwendet.

Fixierung durch Vernetzung (Formaldehyd-Fixierung):

Formaldehyd fixiert Zellen, indem es Proteine durch Bildung intramolekularer
Brucken zwischen Aminogruppen miteinander vernetzt. Die Methode der
Formaldehyd-Fixierung ist relativ schonend fur die Zellarchitektur und
Membranstrukturen der Zellen bleiben weitestgehend intakt, wahrend der Fixierungs-
grad relativ niedrig ist. Zellen wurden zunachst in PBS gewaschen, 15 min. in 2%
Paraformaldehyd-Lésung (in PBS) bei RT (Raumtemperatur) fixiert und erneut
dreimal in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen durch 15 minttige Inku-
bation bei RT mit 0,1% Triton-X-100 (in PBS) permeabilisiert und dreimal in PBS
gewaschen.

PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalz-Losung):

140 mM NaCl, 3 mM KCI, 2 mM NayHPOg4, 2 mM KH,POy; pH 7,4
Paraformaldehyd-L6sung:

2% Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4
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0,1% Triton-X-100-L6sung:
0,1 % Triton-X-100 in PBS

2.10.3 Antikdrperbindung

Zunédchst wurden die  Zellpraparate zum  Blockieren  unspezifischer
Antikdrperbindungsstellen 45 min. in 3% BSA-L6sung (in PBS) bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen eine Stunde mit dem primé&ren Antikdrper (verdinnt
in 3% BSA) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS zur Entfernung
ungebundener Antikorper erfolgte die Inkubation mit dem Fluorochrom-gekoppelten
sekundaren Antikorper (verdinnt in 3% BSA) fur 45 min. bei RT. Nachfolgend wurde
dreimal in PBS gewaschen. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluorochrome
wurden alle Inkubationsschritte von diesem Zeitpunkt an im Dunkeln durchgefihrt.
Die Praparate wurden abschlieRend in CITIFLUOR AF100 Medium eingebettet und
im Dunkeln bei 4°C gelagert.

BSA (bovines Serumalbumin) -Lésung: 3% in PBS, pH 7,4

2.104 Doppelfarbungen

Mit der Technik der indirekten Immunfluoreszenz ist es moglich durch
Doppelfarbungen die subzelluldre Lokalisierung von zwei verschiedenen Antigenen
simultan nachzuweisen. Dabei kann die Lokalisierung des einen Antigens in Relation
zur Lokalisierung des anderen Antigens analysiert werden. Es ist wichtig fur die
Doppelfarbung, dass die beiden Antigene von zwei verschiedenen Fluorochrom-
gekoppelten Antikdrpern nachgewiesen werden, indem primare Antikorper aus
unterschiedlichen Spezies verwendet werden. Durch Anwendung von sekundaren
Antikorpern, die speziesspezifisch die primaren Antikorper erkennen und
verschiedene Fluorochrome tragen, kann das eine Antigen vom anderen
unterschieden werden. Doppelfarbungen mit zwei verschiedenen primaren und
sekundaren Antikdrpern erfolgten unter den gleichen Bedingungen wie bereits im
Abschnitt zur Antikdrperbindung (Abschnitt 2.10.3) beschrieben. Dazu wurden die

unterschiedlichen primaren bzw. sekundaren Antikérper in einer Inkubationslésung
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gleichzeitig vewendet.

2.10.5 Immunfarbung von Gewebeschnitten

Die Immunfarbung von Gewebeschnitten erfolgte im Prinzip wie in 2.10.1 bis 2.10.4
beschrieben. Die Unterschiede waren wie folgt:

Die Fixierung der Vorhautepidermis erfolgte in 2%iger Paraformaldehyd-L6sung fir
90 min. bei RT. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde das Gewebe mit Jung
Gewebe-Einfrier-Medium tber Nacht bei 4°C infiltriert. Danach wurde das Gewebe in
flissigem Stickstoff schockgefroren und 10 um dicke Querschnitte mit Hilfe eines
Jung CM3000 Mikrotom (Leica) geschnitten.

Diese Schnitte wurden in 3% BSA fur 60 min. bei RT geblockt und die Antikérper-
Inkubationsschritte erfolgten weitere 90 min. bei RT. Alle anderen Schritte erfolgten
analog 2.10.1 bis 2.10.4.

2.10.6 Fluoreszenzmikroskopie
2.10.6.1 Epifluoreszenz-Mikroskopie

Die Praparate wurden an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop der Firma Zeiss
(Axiovert 135) mit digitalem Intas Kamerasystem (Mikroskop Imager Typ Focus 400)
ausgewertet. Proben wurden gesichtet und Bilder mit entweder einem 10x Objektiv
(0,25 numerische Apertur, NA), einem 20x Objektiv (0,4 NA) oder einem 100x
Objektiv (1,30 NA) aufgenommen.

2.10.6.2 Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie

Die konfokale Analyse wurde mittels konfokalen Mikroskopsystems TCS-SP/2 der
Firma Leica Microsysteme an einem aufrechten Leica DMRE Mikroskop
durchgeftihrt. Proben wurden gesichtet und Bilder mit entweder einem 40x Objektiv
(1,25 NA) oder einem 63x Objektiv (1,32 NA) aufgenommen.
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V. Ergebnisse

Zur Untersuchung potentieller Eintrittsmechanismen von HSV-1 in Epithelien wurden
Infektionsstudien der polarisierten Epithelzellinie  MDCKIIl, humaner primarer
Keratinozyten und humaner Vorhautepidermis durchgefuhrt. Fir das Verstandnis der
molekularen Determinanten des HSV-1 Eintritts in polare Epithelien ist es
unerlasslich, zunachst den primaren Ort des Viruseintritts in das Epithel
festzustellen. Daraufhin wurden Studien zu einigen zellularen und viralen
Komponenten durchgefihrt, die am HSV-1 Eintritt beteiligt sind. Schliel3lich werden
Untersuchungen zur zellularen Signaltransduktion und ihrer Beeinflussung des
viralen Eintritts beschrieben.

Zunéchst werden die experimentellen Grundlagen fur die HSV-1 Eintrittsstudien
geschildert, um anschlieBend auf Infektionsstudien der verschiedenen

Epithelmodelle einzugehen.

1 Experimentelle Grundlagen der HSV-1 Eintrittsstudien

Der initiale Eintritt von HSV-1 in seine respektive Wirtszelle ist ein komplexer
Vorgang. Die verschiedenen Schritte umfassen die Penetration der
Plasmamembran, den Transport des Virions zum Nukleus, wo die Freisetzung der
viralen DNA an der Kernpore stattfindet. In der vorliegenden Arbeit wurden
Mechanismen untersucht, die zu jedem dieser Schritte beitragen konnten. Der
erfolgreiche Viruseintritt in individuelle Zellen wurde anhand der Initiation der sehr

frihen (engl. immediate early) viralen Genexpression sichtbar gemacht.
1.1 ICPO als Marker fur die HSV-1 Infektion

ICPO gehdrt zu den ersten exprimierten Proteinen nach der Freisetzung der DNA in
den Nukleus und wurde daher in den folgenden Infektionsstudien als Marker ftr den
erfolgreichen Viruseintritt genutzt. Wahrend ab 1 h p.i. ICPO in einzelnen Zellen
ausschliel3lich in distinkten Kernstrukturen lokalisierte (Daten nicht gezeigt), fullte es
zusatzlich ab 2 h p.i. diffus den Nukleus aus (Abb. 1V.1, B). Ab 3 h p.i. relokalisierte
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Abb. IV.1: ICPO Lokalisierung im HSV-1 Infektionsverlauf

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen mit HSV-1
infiziert (5 PFU/Zelle, B-D) oder mock infiziert (A). Entweder 2 h p.i. (B), 3 h
p.i. (C) oder 4 h p.i. (D) wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert.
ICPO Féarbung wurde mit anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060) und Cy3-
konjugierten anti-Maus 1gG (rot) durchgefuhrt.
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ICPO zunéchst zu Vesikel-ahnlichen Strukturen im Zytoplasma (Abb. IV.1, C), um
4 h p.i. diffus im Zytoplasma zu lokalisieren (Abb. IV.1, D).

Die Lokalisierung von ICPO lieferte zusatzlich zur Funktion des Eintritts-Markers
somit ein Mal3, inwieweit der Infektionsverlauf in einer indiviuellen Zelle
fortgeschritten war.

Bei allen folgenden Experimenten wurden uninfizierte Zellen zur Kontrolle verwendet
(Abb. 1V.1, A). Es wurde im Folgenden jedoch bis auf Einzelfalle auf die Abbildung

dieser Kontrolle verzichtet.

1.2 Gereinigte Virus-Praparation

Die Praparation von infektiosen HSV-1 Virionen kann entweder aus extrazellularem,
d.h. aus der Wirtszelle freigesetzten Viren oder aus intrazellularen Viren erfolgen
(Powell und Watson, 1975). Um den moglichen Einfluss dieser verschiedener
Viruspraparationen auf den Viruseintritt zu tGberprufen, wurden MDCKII Zellen mit
zwei auf diese unterschiedlichen Weisen préaparierten Virusinokula infiziert. Als
sensitiver Marker fur zellularen Stress wurde das Aktin-Zytoskelett mit Fluorochrom-
gekoppeltem Phalloidin 1 h p.i. angefarbt. Ein Beispiel fir eine solche Stressreaktion
ist die Bildung von Stressfibrillen, gebindelten filamentésen Aktin (F-Aktin)
Strukturen.

Extrazellulares und tber Gradienten aufgereinigtes Virus zeigte keine strukturellen
Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Vergleich zu uninfizierten Zellen (Abb.
IV.2, A, B). Infektion mit intrazellularem Virus hingegen zeigte eine Ausspreizung der
Zellen und die Bildung von starken Aktin-Stressfibrillen (Abb. 1V.2, D). Wenn eine
Mock-Infektion mit einer Praparation uninfizierter Zellen auf MDCKIlI Zellen
durchgefuhrt wurde, zeigte sich die Ausbildung ahnlicher Strukturen (Abb. IV.2, C).
Es handelte sich vermutlich bei der beobachteten Stressreaktion von MDCKII Zellen
auf intrazellulares Virusinokulum um eine Reaktion auf Kontaminationen des
Inokulums mit zellularen Membranen oder Proteinen.

Daher wurden fir alle weiteren Experimente Virusinokula verwendet, die
aufgereinigte extrazellulare Viren enthielten.

Zur weiteren Charakterisierung der verwendeten Virusinokula wurden elektronen-

69



Ergebnisse

uninfiziert

intrazellulare Prép.‘*«f\‘”" .intrazellulére Virusprap.

Abb. IV.2: Einfluss der Virus-Praparationau die zellulare Stressantwort
Subkonfluente MDCK Il Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen nicht
infiziert (A), mock infiziert (C) sowie mit entweder gereinigtem (B) oder
intrazellularem (D) HSV-1 Inokulum (5PFU/Zelle) infiziert. Nachfolgend
wurden die Zellen 1 h p.. in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-
Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert.
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Abb. IV.3: Elektronenmikroskische Aufnahmen von HSV-1 Virionen
Vero Zellen wurden fir 1 h mit gereinigtes HSV-1 Inokulum (100 PFU/Zelle)
inkubiert und nachfolgend fir die Elektronenmikrokopie behandelt (A und B).
Alternativ wurde das gereinigte HSV-1 Inokulum direkt fur die elektronen-
mikroskopische Negativfarbung verwendet (C). Virionen hatten einen
Durchmesser von 150-200 nm. Dargestellt sind Vergrésserungen von
x90.000 (A) und x75.000 (B, C)
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mikroskopische Untersuchungen zur ultrastrukturellen Integritat der Viruspartikel
durchgefuhrt. Positiv wie negativ gefarbte Virus-Partikel zeigten die typischen
Struktureinheiten der HSV-1 Virionen (Abb. IV.3, A, B, C). Au3en erkannte man die
Doppelmembran der Lipid-Hulle (Abb. IV.3, A, C, Pfeilspitzen). Weiter innen erkannte
man ein elektronendichtes Sechseck, das ikosaedrische Kapsid (Abb. 1V.3, A, C,
Pfeile), das die DNA einschlief3t. Zwischen Hullmembran und Kapsid liegt die lockere
Proteinmatrix des Teguments. Die gezeigten Bilder stellen reprasentative Beispiele
fur die ultrastrukturelle Varianz der Virionen dar (Abb. IV.3, A, B).

1.3 Charakteristika von MDCKII Zellen

Fur Eintrittsstudien in polarisierte Epithelien wurden MDCKII Zellen als
Zellkultursystem verwendet. Diese Zellinie ist ein Subklon der heterogenen
parentalen Zellinie MDCK, einer der am besten charakterisierten polaren
Epithelzellinien. Konfluente MDCKII Zellen bilden ein polares einschichtiges Epithel
aus. Subkonfluente MDCKII Zellen wachsen in Zell-Inseln verschiedener Grol3e. Da
Infektionsstudien in konfluenten und subkonfluenten MDCKII Zellen durchgefuhrt
wurden, wurden subkonfluente Zellen zunéchst auf zellulare Polaritat und

Homogenitat untersucht.

131 Morphologie und Polaritat

Zur Charakterisierung der zellularen Apikal-Basolateral-Polaritéat subkonfluenter
MDCKII Zellen wurde die Lokalisierung von Zell-Zell-Adh&sionsproteinen durch
Immunfluoreszenzstudien untersucht.

Ausbildung der Zonula occludens (enql. tight junction):

Das Zonula Occludens Protein 1 (ZO-1) ist ein Bestandteil der Zonula occludens, die
sich typischerweise an der apikalen Seite von Zellen an laterale Membranen
anschliet. Durch ihre enge Verknipfung trennt sie wie ein Girtel apikale
Membrandomé&nen von basolateralen Membrandomanen durch Hemmung lateraler
Lipid- und Proteindiffusion und sorgen fir eine feste Verbindung zwischen

Epithelzellen (zur Ubersicht Gonzalez-Mariscal et al., 2000).
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Konfokale Analyse subzellularer Lokalisierungsstudien zeigte ZO-1-Signale, die in
einer apikalen Ebene wie ein Band zwischen Zell-Grenzen liegen (Abb. 1IV.4, A).
Dagegen konnte ZO-1 selten in medialen oder basalen Ebenen detektiert werden,
nur gelegentlich konnte eine Farbung in der Peripherie von Zell-Inseln erkannt
werden (Abb. 1V.4, B, C) oder kleinere Zellen zeigten ZO-1 in der als medial
bezeichneten Ebene (Abb. 1V.4, B, Pfeilspitze). Die Aufnahme der lateralen Ansicht
zeigte ZO-1 lokalisiert zu den apikalen Kontaktpunkten der benachbarten Zellen
(Abb. IV.4, D, Pfeile). Diese Anordnung ist konsistent mit der Ausbildung der Zonula
occludens (Gottardi et al., 1996).

Ausbildung der Zonula adhaerens (engl. adhesion junction):

Das Protein E-Cadherin ist ein Zell-Zell-Adhasionsmolekil, das in einer weiteren
epithelialen Zell-Zell-Verbindung lokalisiert, der Zonula adhaerens (Aberle et al.,
1996). Die Zonula adhaerens verbindet entlang lateraler Membranen Epithelzellen
und stabilisiert ihre feste Bindung.

E-Cadherin-Signale konnten in Lokalisierungsstudien subkonfluenter MDCKII Zellen
entlang der Zell-Zell-Grenzen in apikalen, medialen und basalen Ebenen konfokaler
Analysen gezeigt werden (Abb. IV.5, A, B, C). Die Ansicht der lateralen Ebene zeigte
E-Cadherin entlang der lateralen Zell-Zell-Grenzen (Abb. IV.5, D, Pfeile). Diese
Lokalisierung von E-Cadherin bestatigte die Ausbildung einer Zonula adhaerens
(Aberle et al., 1996).

Diese Anordnung zeigte in Verbindung mit der Lokalisierung von ZO-1 eine polare
Verteilung der Zell-Zell-Verbindungen, die typisch fur polare einschichtige Epithelien
ist. Die Ausbildung zellularer Polaritat konnte in diesen Studien zusatzlich durch Ko-
Farbung des Aktin-Zytoskeletts gezeigt werden, die die Ausbildung von Mikrovilli
(Abb. IV.4, A und Abb. IV.5, A) apikal und Stressfasern basal (Abb. IV.4, C und Abb.
IV.5, C) visualisierte. Bemerkenswert ist die Ausbildung von starken Aktinbtindeln
entlang der basalen peripheren Begrenzung der MDCKII Zell-Inseln.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass subkonfluente MDCKII Zellen, die

auf Glasoberflachen wuchsen, Charakteristika polarer Epithelzellen zeigten.
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Abb. IV.4: Ausbildung der Zonula occludens in subkonfluenten MDCK Il Zellen
Subkonfluente MDCK Il Zellen wurden 16 h nach dem Ausséhen in 2 % Paraformaldehyd
fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert (rot).
Z0-1 Farbung wurde mit anti-ZO-1-Antikdrpern (Mab 1520) und FITC-konjugierten anti-
Ratte 1gG (grun) durchgefuhrt. Konfokale Aufnahmen der basalen (A), medialen (B),
apikalen (C) und lateralen (D) Ebene sind dargestellt. Die Uberlagerung der Farbungen ist
gezeigt.
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Abb. IV.5: Ausbildung der Zonula adhaerens in subkonfluenten MDCK 1l Zellen
Subkonfluente MDCK Il Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen in 2 % Paraformaldehyd
fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert (rot). E-
Cadherin/Uvomorulin Farbung wurde mit anti-Uvomorulin-Antikbrpern (DECMA-1) und
Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Ratte 1gG (griin) durchgefiihrt. Konfokale Aufnahmen
der basalen (A), medialen (B), apikalen (C) und lateralen (D) Ebene sind dargestellt. Die
Uberlagerung der Farbungen ist gezeigt.
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1.3.2 Weitere Komponenten des Zytoskeletts

Zur weiteren Charakterisierung subkonfluenter MDCKIl Zellen wurde die
Lokalisierung zellularer zytoskelettassoziierter Proteine untersucht. Im Folgenden
werden die Lokalisierung der Zytoskelett-Proteine Mena (engl. mouse enabled) und
VASP (engl. vasolidator stimulated phosphoprotein), des Adhasionsmolekils
Vinculin und tyrosin-phosphorylierter Proteine dargestellt.

In subkonfluenten MDCKII Zellen wurden entweder Mena oder VASP und jeweils
das Aktinzytoskeltt gefarbt. Mena Lokalisierung konnte in punktierten Strukturen
insbesondere entlang der Zell-Zell-Kontakte gezeigt werden (Abb. IV.6, A, B). VASP
hingegen lokalisierte nicht nur entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 1V.6, C, D,
Pfeilspitze), sondern dartber hinaus auch basal in distinkten Strukturen entlang der
Zellgrenzen peripherer Zellen (Abb. 1V.6, C, D, Pfeile) und apikal in Mikrovilli (Abb.
V.6, E, F).

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden weiterhin mit einem Antikdrper gegen Vinculin
gefarbt. Vinculin lokalisierte in distinkten Strukturen, den Adhasionspunkten, an der
basalen Membran von MDCKII Zellen (Abb. IV.7, A, B) und entlang der Zell-Zell-
Kontakte (Abb. V.7, B Pfeil). Bemerkenswert ist die hohe Anzahl der
Adhasionspunkte, insbesondere am Rand der peripheren Zellen von MDCKII Inseln,
die auf eine besonders starke Zell-Matrix Adh&sion dieser Zellen schlie3en lasst
(Abb. IV.7, A, B Pfeilspitzen). Die mit einem Antikdrper gegen Phospho-Tyrosin-
Epitope gefarbten Zellen zeigten im basalen Fokus Adhasionspunkt-ahnliche
Strukturen (Abb. V.7, C). Im apikalen Fokus zeigten sich besonders deutlich
Phospho-Tyrosin Signale entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 1V.7, D). Die Farbung
gegen Phospho-Tyrosin zeigte die Anwesenheit aktivierter phosphorylierter Proteine.
Dabei ist bemerkenswert, dass nicht alle Zellen der MDCKII Zell-Inseln eine
homogene Farbung aufweisen (Abb. IV.7, C, im Vgl. Pfeilspitze zu Pfeil). Diese
Unterschiede folgten jedoch keinem ersichtlichen Muster.

Subkonfluente MDCKII Zellen zeigten grundsétzlich eine homogene Verteilung der
angefarbten Proteine, wobei eine besondere Prominenz der peripheren Zellen in

Bezug auf die Zell-Matrix-Adh&sion anzumerken ist.
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Abb. IV.6: Lokalisierung von Mena/VASP in subkonfluenten MDCK Il Zellen
Subkonfluente MDCK Il Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen in 2 % Paraformaldehyd
fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert (grin).
Die Mena Farbung wurde mit anti-Mena-Antiserum (2197) und Cy3-konjugierten anti-
Kaninchen IgG (rot) durchgefuihrt (A, B). Die VASP Farbung wurde mit anti-VASP-
Antiserum (2010) und Cy3-konjugierten anti-Kaninchen 1gG (rot) durchgefihrt (C-
F).Konfokale Projektionen (A, B) oder konfokale Aufnahmen der basalen (C, D) sowie
apikalen (E, F) Ebene sind dargestellt. Die Mena- und VASP-Farbung (A, C, E) sowie die
Uberlagerung der Farbungen mit dem Aktin-Zytoskelett (B, D, F) sind gezeigt.
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i
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Abb. IV.7: Lokalisierung von Vinculin und Phosphotyrosin-Epitopen in
subkonfluenten MDCK Il Zellen

Subkonfluente MDCK 1l Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen in 2 % Paraformaldehyd
fixiert. Die Vinculin Farbung wurde mit anti-Vinculin-Antikérpern (V9131) und Cy3-
konjugierten anti-Maus 1gG (grun) durchgefuhrt. Zwei unabh&ngige Experimente sind
gezeigt (A, B). Die Phospho-Tyrosin (P-Tyr) Farbung wurde mit anti-P-Tyr-Antikdrpern
(4G10) und Cy3-konjugierten anti-Maus 1gG (rot) durchgefihrt. (C, D). Epifluoreszenz-
Aufnahmen des basalen (C) sowie apikalen (D) Ebene sind dargestellt .
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2 Tropismus der HSV-1 Infektion polarer Epithelzellen

2.1 HSV-1 Infektionsstudien in MDCKII Zellen

Um den Tropismus des Eintritts von HSV-1 in MDCKII Zellen zu untersuchen,
wurden sowohl konfluente als auch subkonfluente MDCKII Zellen infiziert und 2 h p.i.
auf sehr frihe Genexpression untersucht. Als Ko-Farbung wurde das Aktin-
Zytoskelett angefarbt, um die individuelle Zellmorphologie und -homogenitat zu

visualisieren.

21.1 Eintrittsstudien in konfluente polare MDCKII Zellen

Konfluente MDCKII Zellen wurden infiziert und mit einem Antikérper gegen ICPO
gefarbt. Nur wenige Zellen zeigten ein Signal fir ICPO Genexpression 2 h p.i. (Abb.
V.8, A). Selbst bei héherer Multiplizitat der Infektion waren nur wenige Zellen infiziert
(Abb. 1V.8, B).

Wurden konfluente MDCKII Zellen hingegen vor der Infektion verwundet, konnte
ICPO Farbung in Zellen direkt an der Wunde beobachtet werden (Abb. IV.8, C). Da
die Zellen direkt an der Wunde keine Apikal-Basolateral-Polaritat aufweisen, legt
dieses Ergebnis eine Nutzung basolateraler oder unpolarisierter Membrandomanen
durch HSV-1 fur den Eintritt nahe.

Die Ausbildung der zellularen Polaritdt von MDCKII Zellen ist am besten bei
Wachstum der Zellen auf Filtermembranen charakterisiert. Bei MDCKII Zellen, die
auf Filtern wachsen, kdnnen apikale und basolaterale Membranen durch die Teilung
des Multiwells z.B. unterschiedlichen Kulturmedien oder Wachstumsstimuli exponiert
werden. Hier wurden entweder apikale oder basolaterale Membrandomanen von
MDCKII Zellen gegen HSV-1 Inokulum exponiert. Bei der basolateralen Infektion von
MDCKII Zellen mussten die HSV-1 Partikel durch die Poren des Filters diffundieren,
um Zugang zu Zelloberflachen zu erhalten. Bei Infektion von MDCKII Zellen tber die
apikale Membrandoméane konnten keine infizierten Zellen festgestellt werden (Abb.
V.8, D). Bei basolateraler Infektion wurden hingegen wenige infizierte Zellen gefarbt

(Abb. IV.8, E). Kontrollexperimente zeigten jedoch, dass HSV-1 die Poren des Filters
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Abb. IV.8: Eintrittsstudien in konfluente polare MDCK Il Zellen

MDCK Il Zellen wurden entweder auf Glasoberflachen (A-C) oder auf Transwell Clear Filtern (D-
F) fir 16 h (F) oder 72 h kultiviert (A-E) und nachfolgend mit HSV-1 infiziert. Die HSV-1 Infektion
erfolgte mit einer Multiplizitat entweder von 10 PFU/Zelle (A) oder von 100 PFU/Zelle (B-F)t.
Infektionsstudien wurden in unverwundeten (A,B, D-F) oder 1 h vor der Infektion verwundeten
Kulturen durchgefuhrt. Bei Infektionsstudien von Zellen auf Filtern wurde das Virus-Inokulum
entweder der apikalen (D, F) oder basolateralen (E) Membrandomaéane exponiert. 2 h p.i. wurden
die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. ICPO Farbung wurde mit anti-ICPO-Antikérpern (Mab
11060) und Cy3-konjugierten anti-Maus 1gG (rot) durchgefiihrt. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-
konjugiertem Phalloidin visualisiert (griin). Die Uberlagerung der Farbungen ist gezeigt.
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nur unzureichend penetriert. Bei Experimenten, in denen HSV-1 Partikel durch
Membranporen ohne Wachstum von Zellen diffundierten, konnte nach einer Stunde
nur weniger als 1% der infektiosen Viruspartikel von der basalen in die apikale
Teilung diffundieren (Daten nicht gezeigt). Die geringe Effizienz der Infektion tber
basale Membrandomanen von MDCKII Zellen kénnte somit auf die experimentelle
Versuchsfihrung zurtickzufihren sein. Weitere Kontrollexperimente mit subkonfluent
auf Filtern gewachsenen MDCKII Zellen zeigen, dass sich diese auf Filtern infizieren
lieBen (Abb. IV.8, F).

Daher l&sst sich feststellen, dass konfluente MDCKII Zellen, die entweder auf Glas
oder auf Filtern wuchsen, kaum HSV-1 Eintritt Gber apikale Membrandomanen

zeigten.

2.1.2 Eintrittsstudien in subkonfluente MDCKII Zellen

Im Gegensatz zur Infektion konfluenter MDCKII Zellen, konnten bei der Infektion
subkonfluenter MDCKII Zellen ICPO Farbung insbesondere am Rand der Zell-Inseln
beobachtet werden (Abb. IV.9, A, B). Die Farbung gegen ICPO korrelierte mit der
Farbung gegen Viruskapside. Anti-Kapsid-Antikorper farbten 2 h p.i. Viruspartikel
insbesondere in den peripheren Zellen der Zell-Inseln (Abb. 1V.9, C,D). Kapsid
Farbung und ICPO Farbung deuten auf eine Penetration der Virione insbesondere in
unpolarisierte periphere Zellen der Zell-Inseln hin, bei denen basolaterale Membran-
domanen zuganglich sind. Nur wenn Zellen mit héherer Virusmenge infiziert wurden,
wurden gelegentlich infizierte Zellen in zentraleren Bereichen der Zell-Inseln
beobachtet (Abb. 1V.9, B, F). Diese Zell-Inseln zeigten die Lokalisierung von ZO-1 an
den apikalen Seiten lateraler Membranen. Unterschiede der ZO-1 Farbung zu Inseln
mit ausschliel3lich peripherer Infektion konnten nicht beobachtet werden (Abb. 1V.9,
E). Da ICPO zuné&chst im Nukleus lokalisiert und im Verlauf der Infektion eine zyto-
plasmatische Verteilung annimmt, ist es interessant zu beobachten, dass infizierte
Zellen innerhalb der Insel eine nukleare Verteilung von ICPO zeigten, wahrend Zellen
in der Peripherie ausschlief3lich eine zytoplasmatische Verteilung aufwiesen (Abb.
IV.9, F). Dies konnte darauf hinweisen, dass die Infektion zuné&chst in peripheren

Zellen erfolgt und mit Verzdgerung Zellen innerhalb der Insel infiziert werden.
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Abb.IV. 9: Eintrittsstudien in subkonfluente MDCK Il Zellen

Subkonfluente MDCK 1l Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen mit 2-5 PFU/Zelle (A, E)
oder 100 PFU/Zelle (B-D, F) infiziert . Die Zellen wurden 2 h p.i. fixiert und nachfolgend mit
FITC-konjugiertem Phalloidin (grin) und entweder mit anti-ICPO-Antikérpern (Mab 11060)
oder mit anti-Kapsid Antikérpern (DM165) ko-gefarbt. Die Antikérper-Farbung wurde dabei
durch Cy3-konjugierte anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Alternativ wurden Zellen mit anti-
ICPO-Antiserum (r191) und anti-ZO1-Antikorpern (Mab 1520) ko-gefarbt. Diese Farbung
wurde durch Cy3-konjugierte anti-Kaninchen 1gG (rot) und Alexa Fluor 488-konjugierten
anti-Ratte 1gG (griin) visualisiert. Die Doppelfarbungen sind entweder als Einzelfarbung
(C) oder Uberlagerungen der Farbungen (A, B, D-F) dargestellt.
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2.1.3 Infektion von MDCKII Zellen

Um zu uberpriifen, ob Zellen mit sehr friher Genexpression eine produktive Infektion
zeigen, wurde die Ausbildung des zytopathischen Effektes (CPE, engl. cytopathic
effect) in konfluenten und subkonfluenten MDCKII Kulturen sowie Wachstum des
Virus in subkonfluenten MDCKII Zellen untersucht.

In Zeitkurven-Experimenten von konfluenten MDCKIl Zellen konnte in Uberein-
stimmung mit der selten beobachteten ICPO Farbung kaum ein zytopathischer Effekt
beobachtet werden (Abb. IV.10, A, B). Unpolare konfluente Vero Zellen bildeten zum
Vergleich einen vollstdndigen CPE aus (Abb. 1V.10, E, F). Wurden konfluente
MDCKIl Zellen vor der Infektion verwundet, bildete sich hingegen ebenfalls ein
signifikanter CPE aus (Daten nicht gezeigt). Infektion von subkonfluenten MDCKII
Zellen resultierte in einem vollstandigen CPE (Abb. IV.10, C, D).

Wachstumskurven in subkonfluenten MDCKII Zellen verglichen mit permissiven Vero
Zellen zeigten eine Verzogerung des Maximums der Virusproduktion um etwa 24 h
(in Zusammenarbeit mit M. Jansen, Jansen, 2003).

Zellen, die sehr frihe Genexpression zeigten, kénnen somit als produktiv infizierte

Zellen bezeichnet werden.

Die Effizienz der HSV-1 Infektion von konfluenten MDCKII Zellen, die ein polares
einschichtiges Epithel ausbildeten, war ausgesprochen niedrig. Im Gegensatz dazu
zeigte sich eine auffallige Erhéhung der Permissivitat fir den HSV-1 Eintritt in
verwundeten Epithelien und in den peripheren Zellen subkonfluenter MDCKII Zellen.
Dies legt einen Eintrittsmechanismus nahe, der auf der Zuganglichkeit basolateraler

Membranen beruht.

2.2 Tropismus der HSV-1 Infektion von Hautmodellen
Da Haut und Schleimh&aute die primaren Epithelien der HSV-1 Infektion in vivo

reprasentieren, wurden im Folgenden Eintrittsstudien in humanen Epidermis-Explant-

Kulturen und in primaren Keratinozyten durchgefuhrt.
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Abb. IV.10: Zytopathischer Effekt der HSV-1 Infektion

Konfluente MDCK Il Zellen (A, B) oder konfluente Vero Zellen (E, F) wurden entweder
mock-infiziert (A, C, E) oder infiziert mit 50 PFU/Zelle (B, F) drei Tage nach Aussahen.
Subkonfluente  MDCK Il Zellen (C, D) wurden 16 h nach Aussahen entweder mock-
infiziert (C) oder infiziert mit 5 PFU/Zelle (D). Der zytopathische Effekt ist 24 h p.i. durch
Phasenkontrast-Aufnahmen mit 20x Vergré3erung gezeigt.
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221 Infektion von Epithel-Explant-Kulturen

Um mdglichst den Infektionsverlauf in vivo nachzuahmen, wurden Eintrittsstudien in
humane Vorhautepidermis durchgefihrt. Diese wurde aus Vorhaut durch Be-
schneidungen adulter Spender erhalten. Der Grofteil der Dermis und des
Bindegewebe wurde mit einer Schere entfernt und anschlieBend wurde die
Epidermis von der verbleibenden Dermis durch Dispasell-Behandlung abgel6st. Die
Integritat der Zell-Zell-Kontakte dieser Explantkulturen wurde dabei durch Farbung
mit einem anti-E-Cadherin Antikdrper bestétigt. Wie zu erwarten konnten E-Cadherin
Signale entlang der Zell-Zell-Kontakte detektiert werden. Die Prasenz von E-
Cadherin konnte so in allen Zellschichten bis zum Stratum granulosum
nachgewiesen werden (Abb. 1V.11, B).

Fur die Eintrittsstudien wurde HSV-1 dem Medium zugegeben, in dem die Explant-
Kultur kultiviert wurde. Die Proben wurden 6 h p.i. fixiert. Frihe virale Genexpression
wurde mit einem Antikérper gegen ICPO Gber Immunfluoreszenz nachgewiesen. Um
die Polaritat des Eintritts von HSV-1 zu untersuchen, wurden die Epidermisstiicke
zum einen auf Virusinokulum schwimmend inkubiert, so dass Virus nur Zugang zu
basalen Keratinozyten hatte. Alternativ wurde die Epithel-Explant-Kultur in
Virusinokulum eingetaucht, so dass HSV-1 Zugang zu allen Oberflachen der
Gewebekultur hatte. In beiden Féallen konnte der Virus-Eintritt nur tber basale
Zellschichten nachgewiesen werden (Abb. IV.11, A, C-F). Bei hdherer Virusmenge
konnte virale Genexpression in mehreren Zellschichten bis zum Stratum spinosum
nachgewiesen werden (Abb. IV.11, C-F). Basale Zellen zeigten ICPO im Zytoplasma,
wahrend apikal gelegene Zellschichten eine nukleére Lokalisierung von ICPO
aufwiesen (Abb. IV.11, F).

Aufgrund der zellularen Verteilung von ICPO im Infektionsverlauf lasst sich vermuten,
dass HSV-1 Infektion zunachst in basalen Zellen auftritt, gefolgt von einer Infektion
der suprabasalen Zellschichten. Die verzogerte Infektion suprabasaler
Zellen kdnnte einerseits eine Folge der Infektion basaler Zellen oder die Folge einer

Diffusion des Virus in den interzellularen Raum sein.
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Abb. IV.11: HSV-1 Infektion humanen Vorhautepithels

Vorhautepidermis wurde entweder mit der basalen (A, C) oder apikalen Oberflache (D-F) auf
Keratinozyten-Kultur-Medium schwimmend infiziert. Virus wurde dem Medium in einer berechneten
MOI von etwa 10 PFU / Zelle (A) oder 100 PFU / Zelle (C-F) zugegeben. Das Gewebe wurde 6 h p.i.
fixiert und geschnitten, gefolgt von der Ko-Immunfarbung der Gewebeschnitte mit TRITC-
gekoppeltem Phalloidin (rot) und entweder anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060, A, C-F) oder anti-E-
Cadherin-Antikérpern (hecD, B) und Alexa Fluor 488 anti-Maus 1gG (grin). Die Gewebeproben
wurden mit der apikalen Oberflache oben und der basalen Schicht unten dargestellt. In allen Fallen
wurde unspezifische Farbung des Stratum corneums apikal beobachtet (griin). Die Uberlagerung
konfokaler Projektionen ist gezeigt.
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Da Infektion suprabasaler Zellschichten ohne die Infektion basaler Zellen nicht
beobachtet werden konnte, lasst sich folgern, dass eine Infektion Uber die periphere
Oberflache nicht erfolgen konnte und dass HSV-1 Keratinozyten effizient infizierte,

sobald die basalen Membranen dem Virus zuganglich waren.

2.2.2 Infektion von stratifizierenden Keratinozyten

Um auszuschliel3en, dass die Barriere des Stratum corneums, die hauptsachlich aus
abgestorbenen Keratinozyten und Fetten besteht, der limitierende Faktor des HSV-1
Eintritts Uber die periphere Oberflache ist, wurden Infektionsstudien in
differenzierenden Keratinozyten-Kulturen durchgefiihrt. Dieses dreidimensionale
Zellkultursystem erlaubt Keratinozyten zu stratifizieren, so dass ein partiell
differenziertes Epithel ohne Stratum corneum ausgebildet wird.

Die Integritat der Zell-Zell-Kontakte wurde wiederum durch Férbung gegen E-
Cadherin bestatigt. Wie in Abb. IV.12 A-l dargestellt, konnten E-Cadherin Signale
durch konfokale Analyse entlang der Zell-Zell-Kontakte in allen Schichten des partiell
differenzierten Epithels nachgewiesen werden.

Nach Zugabe von HSV-1 zum Kulturmedium wurden die Zellen 2 h p.i. fixiert und mit
einem Antikdrper gegen ICPO gefarbt. Frihe virale Genexpression konnte selbst bei
grolRerer Virusmenge nur in basalen peripheren Zellen detektiert werden (Abb. 1V.13,
A, B). Daraus lasst sich schlie3en, dass HSV-1 nur Uber basale undifferenzierte
Keratinozyten in stratifizierende Kulturen eintritt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass
das Stratum corneum der einzig limitierende Faktor fir apikalen Eintritt in humane
Epidermis ist.

In  Analogie zu den Verwundungsstudien in MDCKIl Zellen wurden auch
stratifizierende Keratinozyten-Kulturen 1 h vor der Infektion verwundet. Interessanter-
weise wurde in diesen Kulturen frihe virale Genexpression nicht nur in peripheren
basalen Zellen, sondern auch in apikalen differenzierenden Keratinozyten
beobachtet (Abb. 1V.13, C, D). Vermutlich erfolgte durch die Verwundung ein
zellularer Prozess, der stratifizierte Keratinozyten der Infektion durch HSV-1
zuganglich machte. Die Ko-Farbung des Aktin-Zytoskeletts zeigte, dass in

verwundeten Kulturen die Zell-Zell-Kontakte in der obersten Keratinozytenschicht
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F-Aktin Uberlagerung

Abb. IV.12: Ausbildung der Zonula adhaerens in stratifizierenden Keratinozyten-Kulturen

apikal

basal

Stratifizierende Keratinozyten-Kulturen wurden in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-
Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert (rot). E-Cadherin Farbung wurde
mit anti-E-Cadherin-Antikbrpern (hecD) und Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus 1gG (gruin)
durchgefiihrt. Konfokale Aufnahmen der apikalen (A-C), basalen (D-F) und lateralen (G-I) Ebene
sind dargestellt. Die Uberlagerung der Farbungen istin C, F, | gezeigt.
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basal apikal

Abb. IV.13: HSV-1 Infektion stratifizierender Keratinocyten

Stratifizierende Keratinozyten-Kulturen wurden unverwundet (A, B) oder 1 h nach Ver-
wundung (C, D) mit einer MOI von 50 PFU/Zelle infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen in
2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem
Phalloidin visualisiert (rot). ICPO Farbung wurde mit anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060)
und Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus IgG (grun) durchgefiihrt. Konfokale
Aufnahmen der basalen (A, C) und apikalen (B, D) Ebene sind dargestellt. Die
Uberlagerung der Farbungen ist gezeigt.
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nicht so eng ausgebildet waren (Abb. IV.13, D, Pfeilspitze). Es kdnnte daher sein,
dass die Lockerung der Zell-Zell-Kontakte es HSV-1 erlaubte, in Zell-Zell-
Zwischenrdaume zu diffundieren und Zugang zu basolateralen Membrandomanen zu

erlangen.

2.2.3 Infektion von undifferenzierten Keratinozyten

Um weitere Hinweise dartber zu erhalten, ob zellulare Polaritat von Keratinozyten
den Tropismus des HSV-1 Eintritts beeinflussen, wurden Infektionsstudien in
undifferenzierten  primaren Keratinozyten-Kulturen  durchgefuhrt, die unter
verminderten Kalziumbedingungen zu Einschichtkulturen unterschiedlicher Dichte
wachsen.

In diesen Studien konnte beobachtet werden, dass die Permissivitat fur HSV-1
Eintritt in Keratinozyten von der unterschiedlichen Auspragung der Zell-Zell-Kontakt
Bildung abh&ngig war. Ko-Farbung des Aktin-Zytoskeletts und ICPO zeigte, dass
Kulturen mit geringerer Dichte und schwéacheren Zell-Zell-Kontakten eine hohe
Anzahl infizierter Keratinozyten aufwies (Abb. 1V.14, B). In konfluenten
Keratinozyten-Kulturen, die Zell-Zell-Kontakte zeigten, konnten hingegen kaum
Zellen mit friher viraler Genexpression beobachtet werden (Abb. IV.14, A, C). Wenn
einschichtige Kulturen mit ausgepragten Zell-Zell-Kontakten vor der Infektion
verwundet wurden, konnten ICPO Signale in Zellen innerhalb und entlang der
Wundrandern beobachtet werden (Abb. 1V.14, D). Diese Ergebnisse deuteten in
Analogie zu den Experimenten mit polarisierten MDCKII Zellen auf eine Nutzung

basolateraler Membrandomanen fir den Eintritt von HSV-1 in Keratinozyten hin.

So kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die HSV-1 Eintrittsstudien in
unterschiedliche Epithelmodell-Systeme wie polarisierten MDCKII Zellen, humaner
Vorhautepidermis, stratifizierenden und undifferenzierten Keratinozyten, einen
Tropismus des primaren HSV-1 Eintritts zur Nutzung basolateraler

Membrandomanen und basaler undifferenzierter Keratinozyten zeigten.
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Abb. IV.14: HSV-1 Infektion primarer Einschicht-Keratinozyten-Kulturen

Verschiedene Préparationen von Keratinozyten wurden als Einschicht-Kulturen kultiviert und 1 h
vor der Infektion verwundet (D). Die Zellen wurden mit 50 PFU/Zelle infiziert und 2 h p.i. in 2 %
Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden entweder mit TRITC-konjugiertem Phalloidin (rot)
und anti-ICP0O-Antikérpern (Mab11060) sowie nachfolgend mit Alexa Fluor 488-konjugierten anti-
Maus 1gG (gruin) gefarbt (A, B). Oder die Zellen wurden mit FITC-konjugiertem Phalloidin (griin)
und anti-ICPO-Antikérpern (Mab11060) sowie nachfolgend mit Cy3-konjugierten anti-Maus 1gG
(rot) gefarbt (C, D). Die Uberlagerung konfokaler Projektionen (A, B) oder die Uberlagerung von
Epifluoreszenz-Aufnahmen (C, D) sind gezeigt. A und B zeigen unterschiedliche Bereiche einer
Einschicht-Kultur. Kaum ausgebildete im Vergleich zu voll ausgebildeten Zell-Zell-Kontakten sind
durch Pfeilspitzen angedeutet (A, B).
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3 Studien zur Beteiligung von Komponenten des
HSV-1 Eintritts

Der in verschiedenen Epithelmodellen beobachtete Tropismus von HSV-1 fir basale
Zellen/Membranen fuhrt zu der Frage nach den zugrunde liegenden molekularen
Determinanten. Im Folgenden wurde daher untersucht, welche zellularen und viralen
Komponenten am HSV-1 Eintritt in diese Epithelmodelle beteiligt sind. Dazu wurden
die subzellulare Verteilung eines Virus-Rezeptors und die Beteiligung des viralen
Glykoproteins D am HSV-1 Eintritt in Epithelien untersucht. Schlief3lich wurden erste
Studien zur Untersuchung des Eintrittsmechanismus von HSV-1 Virionen in MDCKII

Zellen durchgefihrt.

3.1 Lokalisierung von Nectin-1 in Epithelzellen

Drei Klassen von Zelloberflachen-Molekilen kdnnen unabhangig voneinander als
Korezeptoren fur HSV-1 fungieren. Zur Zeit beziehen sich die intensivsten
Untersuchungen auf Nectin-1, einem interzellularen Adh&sionsmolektl. Nectin-1 ist
in vielen Zellinien und humanen Geweben ubiquitar exprimiert (zur Ubersicht Takai
und Nakanishi, 2002). Im Folgenden wurde die subzellulare Lokalisierung von
Nectin-1 in den verwendeten Epithelmodellen untersucht. Bei diesen Studien wurden

die folgenden Antikérper gegen humanes Nectin-1 verwendet:

Name Ursprungsorganismus erhalten von
CK41 Maus (monoklonal) G. Cohen
CK8 Maus (monoklonal) G. Cohen
R165 Kaninchenserum G. Cohen
R1.302.12 Maus (monoklonal) M. Lopez

K Kaninchen (affinitdtsgereinigt) Y. Takai

Tabelle IV. 1: anti-Nectin-1 Antikdrper
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3.1.1 Nectin-1 Lokalisierung in MDCKII Zellen

Mit den verwendeten Antikdrpern konnte keine endogene Nectin-1 Lokalisierung in
subkonfluenten MDCKIlI Zellen durch Immunfluoreszenzstudien nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Die Expression von Nectin-1 in MDCKII Zellen ist
gezeigt, wobei Nectin-1 Lokalisierung zur Zonula adhaerens allerdings nur in
Uberexpressionstudien eindeutig nachgewiesen ist (zur Ubersicht Takai und
Nakanishi, 2002). Daher war vermutlich die endogene Expression von Nectin-1 in
subkonfluenten MDCKII Zellen zu niedrig, um nachgewiesen werden zu koénnen.
Alternativ kénnten die verwendeten Antikdrper gegen humanes Nectin-1 nicht
genugend Kreuzreaktivitdt zum caninen Homolog aufweisen, um Nectin-1 zu

detektieren.

3.1.2 Nectin-1 Lokalisierung in Epithelexplant-Kulturen

Auch in humaner Vorhautepidermis konnte kein Nachweis der Expression von
Nectin-1 in Immunfluoreszenzstudien mit den verwendeten Antikorpern erreicht
werden (Daten nicht gezeigt). Entweder ist Nectin-1 in humaner Vorhautepidermis
nicht exprimiert oder die Expression von Nectin-1 ist zu niedrig, um Signale zur

subzellularen Lokalisierung per Immunfluoreszenz zu erhalten.

3.1.3 Nectin-1 Lokalisierung in stratifizierenden Keratinozyten

In stratifizierenden Keratinozyten konnte durch Farbung gegen Nectin-1 und Ko-
Farbung des Aktin-Zytoskeletts eine Lokalisierung entlang der Zell-Zell-Kontakte,
insbesondere in apikalen Zellschichten, beobachtet werden (Abb. IV.15, A, B, E, F).
In basalen Keratinozyten konnte Nectin-1 in der Uberwiegenden Anzahl der
Experimente nicht detektiert werden (Abb. 1V.15, C, D). In Einzelfallen wurde jedoch
auch in basalen Zellschichten Nectin-1 entlang der Zell-Zell-Grenzen beobachtet
(Abb. 1V.15, G, H). Die den Experimenten zugrunde liegende Heterogenitat priméarer
Keratinozyten-Kulturen I&sst verschiedene Schliisse zu. Die Expression von Nectin-1

kbnnte in basalen Keratinozyten haufig unterhalb der Detektionsgrenze liegen, so
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Abb. IV.15: Lokalisierung von Nectin-1 in stratifizierenden Keratinozyten-Kulturen

Verschiedene Praparationen (A-D gegeniiber E-H) von stratifizierenden Keratinozyten-Kulturen
wurden in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem
Phalloidin visualisiert (rot). Nectin-1 Farbung wurde mit anti-Nectin-1-Antikdrpern (CK41) und
Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus IgG (grtn) durchgefuhrt. Konfokale Aufnahmen der
apikalen (A, B, E, F) und basalen (C, D, G, H) Ebene sind dargestellt. Nectin-1 Farbung (A, C, E,
G) sowie die Uberlagerung der Farbungen (B, D, F, H) ist gezeigt.
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dass Signale nur in wenigen Fallen beobachtet werden kdnnten. Alternativ kdnnte
Nectin-1 in basalen Keratinozyten generell nicht exprimiert werden, so dass nur in
Ausnahmefallen aufgrund spezieller Aktivierung Nectin-1 exprimiert wird. Apikale
Keratinozyten zeigten jedoch in allen Fallen Nectin-1 Expression.

In HSV-1 infizierten Zellen 2 h p.i. konnte keine Nectin-1 Lokalisierung festgestellt

werden, weder in basalen noch suprabasalen Keratinozyten (Daten nicht gezeigt).

3.14 Nectin-1 Lokalisierung in undifferenzierten Keratinozyten

Keratinozyten, die als Einschichtkultur unter verminderten Kalziumbedingungen
wuchsen, wiesen eine relativ homogene sowie im Vergleich zu stratifizierenden
Kulturen besonders prominente Nectin-1 Farbung entlang der Zell-Zell-Kontakte auf
(Abb. IV.16, A, B). Nectin-1 Signale waren jedoch nicht auf laterale Membran-
domanen beschrankt, sondern zeigten sich in geringerer Intensitat auch entlang der
apikalen Oberflache (Abb. 1V.16, C, D). Zuséatzlich zeigten wenige Zellen zyto-
plasmatische Farbung von Nectin-1 (Abb. IV.16, E, F).

In Analogie zu den Infektionsstudien wurden Keratinozyten-Einschichtkulturen
verwundet und auf Nectin-1 Lokalisierung untersucht. Die meisten Zellen entlang
oder innerhalb der Wunde zeigten interessanterweise kaum Nectin-1 Farbung (Abb.
IV.16, E, F, Pfeil). Einige Zellen in diesem Bereich zeigten zwar eine starke aber
zytoplasmatische Lokalisierung von Nectin-1 (Abb. IV.16, E, F, Asterisk). In den
dichteren Bereichen der Kultur konnte Nectin-1 entlang der Zell-Zell-Grenzen wie in
unverwundeten Kulturen detektiert werden (Abb. IV.16, E, F, Pfeilspitze).

Zellen bevorzugter HSV-1 Infektion zeigten somit kaum Nectin-1 Lokalisierung in der
Plasmamembran, wahrend Zellen, die selten infiziert wurden, Nectin-1 auf der

Oberflache exponierten.

Die Verteilung von Nectin-1 in Keratinozyten-Kulturen korrelierte somit nicht mit

Zellen bevorzugter HSV-1 Infektion.
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Abb. IV.16: Lokalisierung von Nectin-1 in Keratinozyten-Einschicht-Kulturen

Keratinozyten wurden als Einschicht-Kulturen kultiviert und 1 h vor der Infektion verwundet (E, F).
Die Zellen wurden in 2 % Paraformaldehyd fixiert und mit FITC-konjugiertem Phalloidin (griin) und
anti-Nectin-1-Antikdrpern (CK41) sowie nachfolgend mit Cy3-konjugierten anti-Maus IgG (rot)
gefarbt. Die Uberlagerung konfokaler Projektionen (A, B, E, F) oder die Aufnahmen der lateralen
Ebene (C, D) sind gezeigt. Die Nectin-1 Farbung (A, C, E) sowie die Uberlagerung der Farbungen
(B, D, F) sind abgebildet.
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3.2 Vermittlung des HSV-1 Eintritts durch Glykoprotein D

Das Hullmembranprotein gD wird als viraler Ligand fir alle bisher identifizierten HSV-
1 Korezeptoren beschrieben (zur Ubersicht Spear et al., 2000). Die Beteiligung von
gD am Eintritt von HSV-1 in polare Epithelzellen wurde durch gD-Epitop-
Blockierungsexperimente untersucht. Dazu wurden verschiedene Antikorper
verwendet (Tabelle IV.2): Der neutralisierende anti-gD-Antikorper (DL11) ist in der
Lage, die Bindung der zellularen Rezeptoren zu blockieren (Huber et al., 2001). Der
nicht-neutralisierende anti-gD-Antikorper (IV-3-4) diente als Kontrolle fir die Spezi-
fizitat der Neutralisierung. Ein Maus-Serum (IE2) und ein Antikérper gegen ein zu gD
nicht verwandtes Glykoprotein (gp64) wurden zur weiteren Kontrolle auf
unspezifische Hemmung des Eintritts durch Antikérper eingesetzt. Im Experiment
wurden HSV-1 Virionen mit den Antkdrpern 1 h inkubiert. Dieses Inokulum wurde
dann auf die Zellen gegeben. Der Nachweis des HSV-1 Eintritts erfolgte tber

Farbung gegen ICPO 2 h p.i..

Antikdrper  Antigen Verwendete Mengen erhalten von
DL11 (Maus) gD (neutralisierend) 0,1-10 ug G. Cohen
IV-3-4 (Maus) gD (nicht neutralisierend) bis 10 pg J. Kuhn

IE2 (Maus) AcCMNPV IE2 bis 10 pg Laborsammlung
gp64 (Maus) AcMNPV gp 64 bis 10 ug Laborsammlung

Tabelle IV.2: Verwendete Antikdrper zur gD-Neutralisierung

3.2.1 Blockierung des HSV-1 Eintritts in MDCKII Zellen durch
anti- gD-Antikorper

Die Infektion subkonfluenter MDCKII Zellen zeigte eine Farbung von ICPO 2 h p.i. in
vielen Zellen, falls sie mit einem Virus-Inokulum ohne Antikorper (Abb. 1V.17, A, B)
oder mit einem Virus-Inokulum infiziert wurden, das bis zu 10 pg der
Kontrollantikérper (IE2 oder gp64) enthielt (Daten nicht gezeigt). Nicht
neutralisierende anti-gD-Antikérper (IV-3-4) konnten selbst in Konzentrationen von
10 pg den viralen Eintritt nicht vollstandig blockieren, so dass ICPO Farbung zu

erkennen war (Abb 17, C, D). Peripher lokalisierte MDCKIIl Zellen zeigten eine
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F-Aktin ICPO /gD

Kontrolle

10 pg IV-3-4

0,1 pg DL11

1pg DL11

Abb. IV.17: Blockierung des HSV-1 Eintritts in MDCK Il Zellen durch anti-gD-Antikdrper
Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Ausséhen mit 10 PFU/Zelle infiziert.
Die HSV-1 Inokula wurden mit den angegebenen Mengen an anti-gD-Antikdrpern (Maus) 1 h
vor der Infektion bei 37°C prainkubiert und nachfolgend auf die Zellen gegeben. 2 h p.i.
wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-
konjugiertem Phalloidin visualisiert (A, C, E, G). Die ICP0O Farbung wurde mit anti-ICPO-
Antikdrpern (Mab11060) und Cy3-konjugierten anti-Maus IgG (B, D, F, H) durchgefihrt . Die
Pfeilspitzen deuten eine Farbung von HSV-1 gD an.
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nukleare Lokalisierung von ICPO. Im Gegensatz dazu wurde bei der Infektion mit
Virus-Inokulum ohne Antikdrper-Prainkubation eine zytoplasmatische ICPO
Lokalisierung in Randzellen von MDCKII Zell-Inseln beobachtet (Abb. 1V.17, A-D).
Dies deutet im Vergleich auf einen langsameren Infektionsverlauf hin, wenn das
Virus-Inokulum mit nicht-neutralisierenden anti-gD-Antikorpern prainkubiert wurde.
Vermutlich war dieser langsamere Infektionsverlauf auf ein partielle Hemmung des
HSV-1 Eintritts durch nicht-neutralisierende anti-gD-Antikdrper zurtickzufihren.
Wurden Virus-Inokula mit geringen Mengen (0,1 pg) neutralisierenden anti-gD-
Antikdrpers (DL11) prainkubiert, zeigte sich ein ahnlicher Effekt (Abb. IV.17, E, F).
Wurde 1 pg dieses Antikdrpers zur Blockierung verwendet, wurde ICPO nicht in
MDCKII Zellen detektiert (Abb. IV.17, G, H), was auf eine vollstandige Blockierung
des HSV-1 Eintritts in MDCKII Zellen schlie3en lasst. Zusatzlich zu ICPO wurden in
diesen Experimenten punktierte Signale auf der Zelloberflache beobachtet (Abb.
IV.17, D, F, H, Pfeilspitze). Diese lokalisieren gebundene Virione, da der sekundare
Antikdrper zusatzlich zu ICPO auch den anti-gD-Antikdrper derselben Spezies
detektierte .

In den gezeigten Experimenten konnten geringe Mengen an DL11 Antikdrper
spezifisch HSV-1 Eintritt vollstandig blockieren, wahrend eine vollstandige
Blockierung des HSV-1 Eintritts selbst durch héhere Mengen 1V-3-4 Antikdrper nicht
erreicht wurde. Die Blockierungsexperimente in MDCKII Zellen legen daher nahe,

dass gD am Viruseintritt beteiligt war.

3.2.2 Blockierung des HSV-1 Eintritts in Keratinozyten durch
anti- gD-Antikorper

Infizierte Keratinozyten zeigten frihe virale Genexpression in den peripheren
basalen Keratinozyten und den fibroblastischen Feeder-Zellen (Abb. 1V.18, A-C).
Infektionsstudien mit  Virus-Inokulum, das vor der Infektion mit nicht-
neutralisierendem anti-gD-Antikoérper (IV-3-4) versetzt wurde, zeigten ebenfalls die
Infektion peripherer basaler Keratinozyten und Feeder-Zellen (Abb. 1V.18, D-F).
Neutralisierende anti-gD-Antikérper (DL11) reduzierten die Anzahl infizierter

Keratinozyten in einer Dosis abhé&ngigen Weise (Abb. 1V.18, G-l im Vgl. zu J-L).

98



Ergebnisse

F-Aktin

Kontrolle

1 pg IV-3-4

0,1 pg DL11

1pg DL11

Abb. IV.18: Blockierung des HSV-1 Eintritts in Keratinozyten durch anti-gD-Antikdrper
Stratifizierende Keratinozyten-Kulturen wurden mit 50 PFU/Zelle infiziert. Die HSV-1 Inokula wurden
mit den angegebenen Mengen an anti-gD-Antikdrpern (Maus) 1 h vor der Infektion bei 37°C
prainkubiert und nachfolgend auf die Zellen gegeben. 2 h p.i. wurden die Zellen in 2 %
Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert
(rot). Die ICPO Farbung wurde mit anti-ICPO-Antikérpern (Mab11060) und Alexa Fluor 488-
konjugierten anti-Maus 1gG (griin) durchgeftihrt . Die Aktin Farbung (A, D, G, J), die ICPO Farbung
(B, E, H, K) sowie die Uberlagerungen der Farbungen (C, F, I, L) sind gezeigt. Die Projektionen
konfokaler Aufnahmen sind gezeigt.
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Interessanterweise war bei den Blockierungsexperimenten eine punktierte gD-
Farbung auf der gesamten Oberflache der Keratinozyten-Kulturen zu beobachten,
die auf eine Bindung von Virionen an die Oberflache samtlicher Keratinozyten
schlie3en lasst (Abb. IV.18. H, | und K, L). DL11-Antikdrper blockierten somit den
Eintritt von viralen Partikeln.

Eintritt von HSV-1 in humane Keratinozyten, die als Einschichtkultur unter
verminderten Kalziumbedingungen wuchsen, konnte ebenfalls mit gleichen Mengen
DL11 Antikorper gehemmt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Blockierung des Eintritt von HSV-1 in MDCKII Zellen und priméare Keratinozyten
durch neutralisierende anti-gD-Antikorper deutet auf eine Beteiligung des HSV-1

Glykoproteins gD hin.

3.3 Aufnahme der Virionen in MDCKII Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HSV-1 Eintritt in polare
Epithelzellen vermutlich nicht Gber Nectin-1 vermittelt wird und das hingegen eine
Beteiligung des viralen Glykoproteins D am Eintritt vermutlich fur die Penetration
essentiell ist. Als mechanistische Grundlage fir die Penetration der zellularen
Plasmamembran durch HSV-1 Virionen wurde lange Zeit ausschliel3lich Fusion der
viralen Hillmembran mit der Plasmamenbran verbunden mit der Freisetzung des
Kapsids in das Zytoplasma postuliert. Eine neuere Studie konnte jedoch nachweisen,
dass in einigen Zellinien HSV-1 Uber einen endozytotischen Mechanismus in die
Zelle eintritt (Nicola et al., 2003). Vergleichende Inhibitorstudien und elektronen-
mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass HSV-1 in Vero Zellen den Vorgang
der Fusion fur die Penetration nutzt. Die Aufnahme von Virionen in HeLa und CHO
Zellen konnte hingegen unter anderem durch die Gabe von lysomotropischen
Agenzien in Dosis-abhangiger Wirkweise inhibiert werden. Diese verhinderte eine
pH-aktivierte Fusion der viralen Hullmembran mit endosomalen Membranen und
damit die Freisetzung des Kapsids ins Zytoplasma (Nicola et al., 2003).

In Analogie zu diesen Untersuchungen wurde die Aufnahme von HSV-1 Partikeln in
MDCKII Zellen untersucht, um erste Hinweise dartuber zu erhalten, welcher

Aufnahmemechanismus in MDCKII Zellen verwendet wird.
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3.31 Mechanismus der HSV-1 Penetration der Plasmamembran

Monensin ist ein lonophor, das den vesikularen Transport und die Ansauerung friiher
Endosomen inhibiert (Brock und Smith, 1982; Fliesler und Basinger, 1987).
Monensin inhibiert dartber hinaus die pH-induzierte Fusion der viralen Lipid-Hdlle
mit der Membran von Endosomen (Nicola et al., 2003). Dem Kulturmedium von
HelLa, Vero und MDCKII Zellen wurde Monensin in ansteigender Konzentration
sowohl 30 min. vor, als auch wahrend der HSV-1 Infektion zugesetzt. Als sensitiver
Marker fur zellularen Stress wurde das Aktin-Zytoskelett angefarbt und frihe virale
Genexpression mit einem Antikorper gegen ICPO 2 h p.i. detektiert.

Subkonfluente HeLa Zellen zeigten in Dosis-abhangiger Wirkung mit hoherer Menge
zugesetzten Monensins weniger ICPO gefarbte Zellen. Beim Einsatz von Monensin-
Konzentrationen von 25 pM wurden weniger als 50% ICPO gefarbte Zellen
beobachtet (Abb. 1V.19, B im Vgl. zu A). Frihe virale Genexpression wurde bei
100 uM Monensin-Konzentration kaum mehr in HelLa Zellen detektiert (Abb. 1V.19,
C). Im Gegensatz dazu zeigten Vero Zellen erst bei hdheren Konzentrationen von
Monensin eine Reduktion ICPO gefarbter Zellen (Abb. 1V.19, D-F). MDCKII Zellen
zeigten hingegen im Vergleich zu Zellen ohne Monensin-Gabe (Abb. V.19, G)
sowohl bei niedriger, als auch bei h6herer Monensin-Konzentration nicht signifikant
geringere Mengen an Zellen mit friher viraler Genexpression (Abb. 1V.19, H, I).
Dieser erste Hinweis deutet darauf hin, dass HSV-1 in MDCKII Zellen vermutlich
Uber pH-unabhénige Fusion der Hullmembran mit der Plasmamembran eintritt, wenn
auch eine endozytotische Aufnahme von infektiossen HSV-1 Partikeln in MDCKII

Zellen nicht ausgeschlossen werden kann.

3.3.2 Vergleichende Eintrittsstudien

Wie in dieser Arbeit beschrieben wurde, zeigte HSV-1 einen Tropismus flr den
Eintritt in Zellen entlang der Wundrander verwundeter MDCKII Epithelien und
peripherer Zellen subkonfluenter Zell-Inseln. Um der Frage nachzugehen, ob die
peripheren Zellen subkonfluenter MDCKII Inseln einen generell aktivierten Zustand

fur die Aufnahme viraler Partikel, z.B. durch endozytotische Vorgénge, zeigen, wurde
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Abb. IV.19: Einfluss von lysomotropischem Monensin auf den HSV-1 Eintritts
Subkonfluente HeLa (A-C), Vero (D-F) und MDCKII (G-1) Zellen wurden infiziert (1 PFU/Zelle)
entweder unbehandelt (A, D, G) oder nach Behandlung mit 25 pM (B, E, H) sowie 100 pM (C,
F, I) Monensin. 2 h p.i. wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden mit
FITC-konjugiertem Phalloidin (griin) und anti-ICP0O-Antikdrpern (Mab11060) sowie nachfolgend
mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus IgG (rot) gefarbt. Die Uberlagerung der Farbungen
ist gezeigt.
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in einer vergleichenden Studie der Eintritt von HSV-1 und eines weiteren DNA-Virus
untersucht. Das insektenpathogene Baculovirus AcCMNPV (Autographa californica
Kernpolyedervirus) tritt Gber Endozytose in permissive Insektenzellen ein (Volkman
und Goldsmith, 1988). Ein Eintritt, wenn auch keine produktive Infektion, konnte auch
in Sauger-Zellen beobachtet werden (Boyce und Bucher, 1996).

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden entweder mit HSV-1 Inokulum oder mit
ACMNPV Inokulum infiziert und 1 h p.i. fixiert. Viruspartikel wurden mit Antikérpern
gegen die respektiven Kapside angefarbt. Als Ko-Farbung wurde das Aktin-
Zytoskelett visualisiert. In konfokaler Analye konnten AcCMNPV Kapside haufig als
Punkte entlang der Oberflachen von MDCKII Zellen beobachtet werden (Abb. 1V.20,
F, G, H). Dies kennzeichnete nicht aufgenommene Virionen. Gelegentlich konnten
aber auch Baculoviren im Zytoplasma beobachtet werden (Abb. 1V.20. E, G, Pfell,
Pfeilspitze), die in Zellen der Peripherie (Abb. 1V.20, E, Pfeilspitze) oder auch in der
Mitte der Zell-Inseln zu finden waren (Abb. IV.20, E, Pfeil). Eintretende ACMNPV
Partikel zeigten somit keine Praferenz fur periphere Zellen der MDCKII Inseln.

HSV-1 Partikel konnten hingegen, sofern sie innerhalb des Zytoplasmas detektiert
wurden, ausschlieflich in peripheren Zellen von Zell-Inseln beobachtet werden (Abb.
V.20, A, C, D). Virionen konnten allerdings gebunden an der Oberflache weiter
innen liegender Zellen beobachtet werden (Abb. 1V.20, B, D). Interessanterweise
wurden penetrierte HSV-1 Kapside vorwiegend in peripheren Zellen beobachtet, die
Lamellipodia ausbildeten (Abb. V.20, A). Lamellipodia sind F-Aktin-reiche
Strukturen, die an zellularer Migration beteiligt sind. Diese Analogie zu der
bevorzugten Infektion der migrierenden Zellen entlang verwundeter MDCKII
Epithelien ist bemerkenswert.

HSV-1 Virione traten bevorzugt in periphere Zellen von MDCKII Inseln ein,
insbesondere in solche, die Anzeichen von Migration zeigten. Dies beruhte
vermutlich nicht auf einer generell starkeren Aufnahme von Partikeln, wie der

Vergleich mit dem Eintritt von AcCMNPV Virionen nahelegte.
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HSV-1

AcMNPV

Abb. IV.20: Vergleichende Eintrittsstudien in subkonfluente MDCK Il Zellen

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen entweder mit HSV-1 (10 PFU/Zelle,
A-D) oder mit AcMNPV (100 PFU/Zelle, E-H) infiziert. 1 h p.i. wurden die Zellen in 2 %
Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert
(rot). Kapsid Farbung wurde mit anti-Kapsid-Antikérpern (DM165 [HSV-1] und Mab39 [AcMNPV]) und
FITC-konjugierten anti-Maus 1gG (griin) durchgefiihrt. Die Uberlagerungen konfokaler Aufnahmen der
basalen (A, E), apikalen (B, F) und lateralen (C, D, G, H) Ebene sind gezeigt.
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4 Einfluss der zellularen Signaltransduktion des
Aktin-Zytoskeletts auf den HSV-1 Eintritt

In den HSV-1 Eintrittsstudien in Epithelzellen wurde ein Tropismus des HSV-1
Eintritts zur Nutzung basolateraler Membrandomé&nen beobachtet. Die Lokalisierung
von Nectin-1 in Keratinozyten korrelierte nicht mit Zellen bevorzugten HSV-1 Eintritts,
so dass die Nutzung eines weiteren Korezeptors nicht ausgeschlossen werden kann.
Dartuiber hinaus konnten neben der notwendigen Zugéanglichkeit eines Virus-
Rezeptors weitere Erfordernisse fur einen erfolgreichen HSV-1 Eintritt existieren.

In Verwundungsstudien von MDCKII Zellen wurde erfolgreicher HSV-1 Eintritt vor
allem in Zellen beobachtet, die Migration zeigten. In subkonfluenten MDCKII Zellen
wurden eintretende HSV-1 Kapside hauptsachlich in peripheren Zellen von Zell-
Inseln beobachtet, dabei insbesondere in migratorischen Zellen, die Lamellipodia
ausbildeten. MDCKII Zellen, die bevorzugt infiziert wurden, zeigten &hnliche
Eigenschaften neben dem Status ihrer zellularen Polaritat. Sie schienen eine Epithel-
Mesenchymal-Transition (EMT) durchlaufen zu haben, die durch Verlust der apikal-
basolateralen Polaritat und durch vermehrte Migration sowie Proliferation
gekennzeichnet ist. Eine EMT tritt insbesondere entlang von Wundrandern auf, um
durch Migration eine Wunde schlieRen zu kénnen (zur Ubersicht Schmitz et al.,
2000). Dabei wird zur Migration insbesondere ein dynamischeres Aktin-Zytoskelett
genutzt. Die notwendige Umstellung zellularer Prozesse zur EMT erfolgt Uber die
Familie der Rho-ahnlichen GTPasen (zur Ubersicht Schmitz et al., 2000).

Diese Beobachtungen legten einen potentiellen Einfluss der Dynamik des
Aktinzytoskeletts und der durch Cdc42/Racl/RhoA-induzierten Signaltransduktion

auf den HSV-1 Eintritt nahe, der im Folgenden untersucht wurde.

4.1 Hemmung der Aktin-Dynamik

Um erste Hinweise flr die Bedeutung der Aktin-Dynamik auf die HSV-1 Infektion zu
erhalten, wurden Inhibitorstudien durchgefuihrt. Dabei wurden zur Untersuchung der
Aktin-Dynamik Inhibitoren eingesetzt, welche die Aktin-Polymerisierung beeinflussen.

Jasplakinolide (JAS) ist ein zell-permeables Peptid, das mit Phalloidin bei der
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Bindung von F-Aktin kompetitiert. Es setzt die kritische Konzentration zur Aktin-
Polymerisierung herab und stabilisiert so F-Aktin oder fihrt in htheren Konzentration
oder langerer Exposition zu Aktin-Polymerisierung (Bubb et al., 1994). Cytochalasin
D (CD) bindet stochiometrisch das spitze Ende von Aktin-Filamenten und verhindert
den Monomer-Austausch. CD fuhrt somit bei langerer Exposition zur
Depolymerisierung von F-Aktin (Walling et al., 1988).

Da eine Farbung des Aktin-Zytoskeletts mit Fluorochrom-gekoppeltem Phalloidin
aufgrund einer Kompetition mit JAS fir dieselbe Bindungsstelle nur unzureichend
gelingt, wurden subkonfluente MDCKII Zellen fur diese Experimente verwendet, die
stabil ein Aktin-GFP Fusionsprotein exprimieren. Wie durch Ko-Farbung mit
Phalloidin-TRITC dargestellt, wird Aktin-GFP dabei in alle Aktin-Filamente eingebaut
(Abb. 1V.21, A-C). Zusatzlich konnte zytoplasmatisches G-Aktin beobachtet werden.
Subkonfluente MDCKII Aktin-GFP Zellen wurden zun&chst 30 min. mit ansteigenden
Konzentrationen an JAS behandelt, dann wurde Virusinokulum, das JAS enthielt,
zugegeben und 2 h p.i. gegen ICPO gefarbt. Mit ansteigender JAS Konzentration
wurden zunehmend weniger Zellen mit friher viraler Genexpression beobachtet
(Abb. 1V.22, A-C). Aktin lokalisierte dabei in vermehrtem Male in globuléaren
zytoplasmatischen Strukturen (Abb. 1V.22, A-C, Pfeile). Um einen direkten Einfluss
von JAS auf die Infektidsitat von HSV-1 Virionen auszuschlie3en, wurden
Virusinokula 1h mit entsprechenden Konzentrationen an JAS préainkubiert und
subkonfluente MDCKII Zellen infiziert. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen
Infektionen mit JAS-behandelten und mit unbehandelten Virusinokula festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion von HSV-1 infizierten Zellen durch JAS
stimulierte Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts kann als erster Hinweis auf einen
Einfluss von Aktin-Dynamik auf die Infizierbarkeit durch HSV-1 gewertet werden.
Analog wurden subkonfluente MDCKII Zellen mit ansteigender Konzentration von CD
behandelt, infiziert und 2 h p.i. gegen ICPO gefarbt. Dabei wurde eine zunehmende
Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts und der Verlust von Zell-Zell-Kontakten bei
ansteigender CD-Konzentration durch Ko-Farbung mit Phalloidin beobachtet (Abb.
IV.22, D-F). Die CD-Behandlung fiihrte zu einer Erhohung der Anzahl HSV-1
infizierter Zellen, insbesondere in zentraleren Bereichen der Zell-Inseln (Abb. IV.22,

D-F). Diese Ergebnisse legen einen Zugang von Viruspartikeln zu allen Zellen nahe,
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Abb. IV.21: Lokalisierung von Aktin-GFP in MDCK Il Aktin-GFP Zellen

Subkonfluente MDCKII Aktin-GFP wurden 16 h nach dem Ausséhen in 2 % Paraformaldehyd
fixiert. F-Aktin wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin visualisiert (rot). Aktin-GFP Farbung
(griin, A), F-Aktin Farbung (B) und die Uberlagerung der Farbung sindgezeigt.

JAS

Abb. IV.22: HSV-1 Infektion von CD- oder JAS- behandelten MDCKII Zellen

Subkonfluente MDCKII Aktin GFP (griin, A-C) oder MDCKII (D-F) Zellen wurden 16 h nach dem
Aussdhen entweder mit JAS (A-C) oder mit CD (D-F) in den angegebenen Konzentrationen
behandelt und nachfolgend mit HSV-1 infiziert (5 PFU/Zelle). Das Aktin-Zytoskelett der MDCKII
Zellen wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin (griin) visualisiert (D-F). ICPO Farbung wurde mit
anti-ICPO-Antikérpern (Mab 11060) und Cy3-konjugierten anti-Maus 1gG (rot) durchgefuhrt. Die
Uberlagerung der Farbungen ist gezeigt.
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sobald die Integritat von Zell-Zell-Kontakten verloren wird.

Diese Experimente liefern erste Hinweise auf einen Einfluss der Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts auf die Infizierbarkeit von MDCKII Zellen durch HSV-1. F-Aktin
Stabilisierung fuhrte zu einer Verminderung der Infizierbarkeit. Dagegen hatte die
Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts keinen Einfluss auf die Infizierbarkeit
individueller Zellen. Da die Polaritat von MDCKII Zellen durch Depolymerisierung des
Aktin-Zytoskeletts beeintrachtigt wurde, waren auch MDCKII Zellen innerhalb von
Zell-Inseln der Infektion durch HSV-1 zugénglich. Diese Beobachtungen deuten auf
eine potentielle Barriere-Funktion des polymeren Aktin-Zytoskeletts gegeniber der
HSV-1 Infektion hin.

4.2 Hemmung endogener Cdc42/Racl-Signaltransdukion durch Toxin B

Die Rho-ahnlichen GTPasen Cdc42 und Racl fihren im aktiven Zustand zur
Ausbildung von Filopodia und Lamellipodia. Diese Aktin-reichen Protusionen
bewirken am fuhrenden Ende von migrierenden Zellen das Vorschieben der
Zellmembran. Um in diesem Zusammenhang zunéchst erste Hinweise zu erhalten,
ob die Cdc42/Racl-Signal-Transduktionswege einen Einfluss auf die Infizierbarkeit
von MDCKII Zellen und primaren Keratinozyten durch HSV-1 haben kdnnten, wurden
die Zellen mit Toxin B inkubiert und anschlie3end infiziert. Toxin B glykosyliert dabei
Thr36 von Racl und Cdc42 und verhindert damit die Bindung von Effektoren, so
dass eine aktive Signaltransduktion zum Aktin-Zytoskelett verhindert wird (zur
Ubersicht Just et al., 2000).

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 15 h vor der Infektion mit Toxin B behandelt.
AnschlieBend wurde HSV-1 Inokulum zugesetzt und 2 h p.. frihe virale
Genexpression mit einem Antikdrper gegen ICPO detektiert. Toxin B bewirkte einen
Verlust von cortikalem F-Aktin, wie durch Ko-Farbung des Aktin-Zytoskeletts gezeigt
werden konnte (Abb. IV.23, A und D). Dies fluhrte zur Ausspreizung von MDCKII
Zellen. Es waren dabei hauptsachlich periphere Zellen von Zell-Inseln betroffen
(Abb. V.23, D). Im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde bei phanotypisch
veranderten Zellen entweder das Fehlen friher viraler Genexpression oder die
Prasenz von ICPO festgestellt (Abb. 1V.23, D-F, Pfeile im Vgl. zu Pfeilspitzen). Die

108



Ergebnisse
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Abb. IV.23: HSV-1 Infektion von Toxin B- behandelten MDCK Il Zellen

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 31 h nach dem Ausséhen (A-C) oder 16 h nach dem Ausséhen
und nachfolgender 15 stiindiger Toxin B Behandlung (D-F) mit HSV-1 infiziert (5 PFU/Zelle). 2 h p.i.
wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem
Phalloidin (griin) visualisiert. ICPO Farbung wurde mit anti-ICPO-Antikérpern (Mab 11060) und Cy3-
konjugierten anti-Maus IgG (rot) durchgefihrt. Die Aktin Farbung (A, D), die ICPO Farbung (B, E) und
die Uberlagerung der Farbungen (C, F) sind gezeigt.
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Abb. IV.24: HSV-1 Infektion von Toxin B- behandelten Keratinozyten

Stratifizierende Keratinozyten-Kulturen wurden ohne Toxin B Behandlung (A-C) oder nach 15
stiindiger Toxin B Behandlung (D-F) mit HSV-1 infiziert (50 PFU/Zelle). 2 h p.i. wurden die Zellen in 2
% Paraformaldehyd fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit TRITC-konjugiertem Phalloidin (rot)
visualisiert. ICPO Féarbung wurde mit anti-ICP0O-Antikdrpern (Mab 11060) und Alexa Fluor 488-
konjugierten anti-Maus IgG (rot) durchgefihrt. Die Aktin Farbung (A, D), die ICPO Farbung (B, E) und
die Uberlagerung der Farbungen (C, F) sind gezeigt.
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Inhibierung der Signaltransduktion von Racl und Cdc42 zu deren Effektoren fiihrte
damit zu einer teilweisen Inhibierung der HSV-1 Infektion.

In einem analogen Experiment wurden stratifizierende Keratinozyten-Kulturen mit
Toxin B behandelt und anschlieBend mit HSV-1 infiziert. Zellen ohne Toxin B-
Behandlung zeigten 2 h p.i. nukleares ICPO nuklear in peripheren basalen Zellen
(Abb. IV.24, A-C). In Toxin B behandelten Keratinozyten, die wenig cortikales F-Aktin
zeigten, wurde entweder keine frihe virale Genexpression (Abb. 1V.24, D-F, Pfeile)
oder zytoplasmatisches ICPO detektiert (Abb. IV.24, D-F, Pfeilspitzen).

Die Toxin B Experimente weisen daher auf einen moglichen Einfluss der
Signaltransduktion von Cdc42/Raclauf die HSV-1 Infizierbarkeit primarer Kerati-

nozyten und von MDCKII Zellen hin.

4.3 Einfluss Rho-adhnlicher GTPasen auf die HSV-1 Infektion

vereinzelter MDCKII Zellen

Die Inhibitorstudien ergaben erste Hinweise, dass der Eintritt von HSV-1 Partikeln in
Epithelzellen mdglicherweise durch Rho-ahnliche GTPasen beeinflusst wird. Der
potentielle Einfluss einzelner Rho GTPasen wurde in MDCKIl Zellen durch die
Expression dominanter Isoformen untersucht. Einzelne Aminoséuresubstitutionen
rufen bei Uberexpression entweder einen dominant-aktiven (GTP-gebundenen) oder
einen dominant-negativen (GDP-gebundenen) Phanotyp hervor und sind in Tabelle

IV.3 zusammengefasst (zur Ubersicht Feig, 1999).

Isoform Effekt

L61 Cdc42 dominant aktiv
L61 Racl dominant aktiv
L61 RhoA dominant aktiv
V12 Cdc42 dominant aktiv
V12 Racl dominant aktiv
V12 RhoA dominant aktiv
N17 Cdc42 dominant inaktiv
N17 Racl dominant inaktiv
N17 RhoA dominant inaktiv

Tabelle IV.3: Dominante Isoformen der Rho GTPasen
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In den folgenden Experimenten wurden diese unterschiedlichen Isoformen von
Cdc42, Racl und RhoA transient in MDCKII Zellen exprimiert und anschliel3end
diese Zellen infiziert. Dazu war es zunachst erforderlich die Bedingungen der
transienten Expression der Rho GTPasen zu optimieren. Optimale Voraussetzungen
zur Auswertung dieser Experimente bedingten eine hohe Transfektionseffizienz, eine
gleichméaRige Expressionsstarke der Transgene und eine kurze Expressionsdauer.
Eine hohe Transfektionseffizienz war notwendig fir eine statistisch relevante
Auswertung der Experimente, in denen die Anzahl infizierter Zellen pro Transgen-
exprimierender Zellen bestimmt wurde. Eine gleichmaRige Expressionsstarke trug
zur Minimierung der Unterschiede im Effekt auf das Aktin-Zytoskelett bei. Eine kurze
Expressionsdauer konnte zytotoxische Effekte minimieren, die nach langerer
Expression der Transgene auftraten. Die besten Bedingungen zur transienten
Expression dieser Transgene in MDCKII Zellen wurde durch Transfektion mit der
Nucleofector-Methode, einer Elektroporationsmethode, bei sechsstindiger Trans-
genexpression vor der Infektion erreicht (Daten nicht gezeigt).

In den folgenden Experimenten wurden die Transgene 6h nach Transfektion in
MDCKII Zellen exprimiert. AnschlielRend wurden die Zellen mit hoher MOI infiziert
und 2 h p.i. gegen ICPO und das exprimierte Transgen gefarbt, das ein c-myc-Epitop
als Marker tragt. Die Anzahl ICPO-exprimierender Zellen pro Transgen
exprimierender Zellen wurde bestimmt und als Mittelwert mit Standardabweichung
der generell dreifach durchgefiihrten Experimente in Prozent angegeben. Die
zugrunde liegenden Daten aller Transfektionsexperimente sind im Anhang der

vorliegenden Arbeit angefiigt.

43.1 Einfluss dominanter Isoformen auf die HSV-1 Infektion

MDCKII Zellen wurden zundchst mit Expressionsplasmiden der dominanten
Isoformen Rho-&hnlicher GTPasen transfiziert. Die Expression von GFP vor der
Infektion diente als Kontrolle, ob die Transfektionsbedingungen und die transiente
Expression von Transgenen generell die HSV-1 Infektion in MDCKII Zellen
beeinflussen. Durch die Transfektionsbedingungen wurden MDCKII Zellen vereinzelt

und durchschnittlich 85% aller GFP exprimierenden Zellen zeigten frihe virale
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Abb. IV.25: Einfluss dominanter Isoformen Rho-ahnlicher GTPasen auf die HSV-1 Infektion
MDCKII Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion mit HSV-1 (50 PFU/Zelle) infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit anti-ICPO-
Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikérpern (9E10) gegen das Transgen gefarbt. Die Anzahl ICPO-
exprimierender (infizierter) Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde bestimmt und als
Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten in Prozent fur das jeweilige Transgen angegeben
(Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken angegeben. Die Daten der
einzelnen Experimente sind im Anhang angefiigt. Die exprimierten Transgene sind rechts
angegeben.

113



Ergebnisse

Genexpression (Abb. IV.25, 1. Balken). Die Transfektionsbedingungen wirkten nicht
inhibierend auf die HSV-1 Infektion. Von den dominant aktiven Konstrukten Rho-
ahnlicher GTPasen zeigten L61 Cdc42 und L61 Racl eine deutliche Reduktion in der
Anzahl infizierter Zellen, so dass nur in 22% aller L61 Cdc42 oder L61 Racl
exprimierenden Zellen ICPO Expression detektiert werden konnte (Abb. 1V.25, 2. und
3. Balken). Wurde L63 RhoA vor der Infektion exprimiert, konnte in 65% aller
Transgen exprimierenden Zellen friihe Genexpression nachgewiesen werden (Abb.
IV.25, 4. Balken). Von den dominant inaktiven Konstrukten zeigten N17 Racl und
N19 RhoA ahnlich viele infizierte Zellen wie die GFP-Kontrolle (Abb. 1V.25, 6. und 7.
Balken). Im Gegensatz dazu konnte bei Expression von N17 Cdc42 bei nur 25% der
Zellen frihe virale Genexpression nachgewiesen werden (Abb. IV.25, 5. Balken).

In diesen Untersuchungen wurde beobachtet, dass die Infizierbarkeit von MDCKII
Zellen mit HSV-1 durch die Expression der dominant aktiven Isoformen von Cdc42
und Racl sowie der dominant inaktiven Isoform von Cdc42 deutlich herabgesetzt
wurde. Dadurch zeigten diese Experimente erstmals den potentiellen Einfluss der
Signaltransduktionsprozesse von Cdc42 und Racl auf die HSV-1 Infizierbarkeit von

Zellen.

4.3.2 Einfluss der Wildtyp-lsoformen auf die HSV-1 Infektion

In analoger Weise wurden die Wildtyp-lsoformen der Rho-ahnlichen GTPasen vor
der HSV-1 Infektion transient exprimiert, um festzustellen, ob ein Einfluss dieser
Proteine selbst oder der zusammenhangenden Signaltransduktion besteht.

In diesen Experimenten zeigten 81% aller GFP exprimierenden Zellen frtihe virale
Genexpression (Abb. IV.26, 1. Balken). Weder die Uberexpression von Cdc42, Racl
noch RhoA zeigte eine signifikante Reduktion der Anzahl HSV-1 infizierter Zellen
(Abb. V.26, 2.-4. Balken).

Ein inhibierender Einfluss der Uberexpression der Wildtyp-lsoformen von Cdc42,

Racl und RhoA auf die Anzahl ICPO exprimierender Zellen lag nicht vor.
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Abb. IV.26: Einfluss der Uberexpression Rho-ahnlicher GTPasen auf die HSV-1 Infektion
MDCKII Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion mit HSV-1 (50 PFU/Zelle) infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit anti-
ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikdrpern (9E10) gegen das Transgen gefarbt. Die
Anzahl ICPO-exprimierender (infizierter) Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde
bestimmt und als Durchschnitt von drei unabhéngigen Experimenten in Prozent fiir das jeweilige
Transgen angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken
angegeben. Die Daten der einzelnen Experimente sind im Anhang angefligt. Die exprimierten
Transgene sind rechts angegeben.
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4.3.3 Einfluss dominanter Isoformen auf sehr friihe HSV-1 Genexpression

Die Signaltransduktion Rho-ahnlicher GTPasen beeinflusst nicht nur die
Organisation und Dynamik des Aktin-Zytoskeletts, sondern auch die zelluléare
Genexpression (zur Ubersicht Schmitz et al., 2000). Um auszuschlieRen, dass die
beobachtete Reduktion ICPO exprimierender Zellen auf eine negative Regulation des
ICPO Promotors zurtckzufihren ist, wurden Ko-Transfektionsexperimente
durchgefuhrt. Dabei wurde ein Plasmid, das die Sequenz fur ein ICPO-CFP (Cyan
fluoreszierendes Protein) Fusionsprotein unter der Kontrolle des ICPO Promotors
enthielt, in aguimolaren Mengen mit je einem GTPase-Konstrukt ko-transfiziert. Die
Anzahl der ICPO-CFP exprimierenden Zellen pro GTPase exprimierenden Zellen
wurde bestimmt und als Mittelwert mit Standardabweichung der durchgefiihrten
Experimente in Prozent angegeben.

Bei den Ko-Transfektions-Experimenten zeigten durchschnittlich 26,3% aller L61
Cdc42 exprimierenden Zellen auch eine Expression von ICPO-CFP (Abb. IV.27, 1.
Balken). Fur das dominant negative Konstrukt N19 RhoA, das die Anzahl ICPO
exprimierenden Zellen in der Infektion nicht beeinflusst, wurden durchschnittlich
26,6% ICPO exprimierender Zellen bestimmt (Abb. 1V.27, 2. Balken). Die
Transkription des ICPO Promotors wurde im Vergleich der L61 Cdc42 und N19 RhoA
exprimierenden Zellen nicht signifikant durch die Expression unterschiedlicher
dominanter GTPase-Isoformen beeinflusst.

Der geringe Anteil ICPO exprimierender Zellen in den Ko-Transfektions-
Experimenten (etwa 26%) im Vergleich zur Infektion (etwa 80%) konnte darauf
zurtickzufihren sein, dass die Expression sehr friiher HSV-1 Gene in der Infektion
durch den viralen Transkriptionsaktivator VP16 verstarkt wird (zur Ubersicht Roizman
und Sears, 1996).

4.3.4 Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts vereinzelter MDCKII Zellen
durch Rho-ahnliche GTPasen

Cdc42, Racl und RhoA regulieren in ihren dominanten Isoformen das Aktin-

Zytoskelett in einer fur sie typischen Weise. Die Funktionalitdt der verwendeten
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Abb. IV.27: Einfluss Rho-ahnlicher GTPasen auf den ICPO-Promotor

MDCKII Zellen wurden mit Expressionsplasmiden ko-transfiziert und 6 h nach Transfektion
fixiert. Die ko-transfizierten Plasmide enthielten die Sequenzen fiir N19 RhoA oder L61 Cdc42
unter Kontrolle des CMV Promotors und fir ein ICPO-CFP Fusionsprotein unter der Kontrolle
des ICPO Promotors. Die Zellen wurden anti-C-myc-Antikérpern (9E10) gegen das Transgen
gefarbt. Die Anzahl ICPO-exprimierender Zellen pro GTPase-exprimierender Zellen wurde
bestimmt und als Durchschnitt von zwei unabhéngigen Experimenten in Prozent fiir die jeweilige
GTPase angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken
angegeben. Die Daten der einzelnen Experimente sind im Anhang angefugt.
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Konstrukte wurde nach sechstindiger transienter Expression durch Farbung gegen
das C-myc-Epitop und Ko-Farbung des Aktin-Zytoskeletts untersucht.

Die Expression von GFP diente hierbei wiederum als Vergleich. MDCKII Zellen
wurden durch die Transfektionsprozedur vereinzelt und zeigten generell eine flache,
ausgebreitete Morphologie (Abb. 1V.28, A). In diesen Zellen wurde ein starkes
cortikales Aktin beobachtet, wobei selten Stressfibrillen oder Filopodia zu erkennen
waren. Einzelne Zellen bildeten ansatzweise Lamellipodia aus (Abb. 1V.28, A,
Pfeilspitze). Zwischen MDCKII Zellen, die keine GFP Expression zeigten und
solchen, die GFP exprimierten, waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen
(Abb. 1V.28, A, B).

Im Folgenden werden die Verdnderungen der Morphologie und des Aktin-
Zytoskeletts, die durch Expression der verschiedenen transient exprimierten
dominanten Isoformen Rho-ahnlicher GTPasen hervorgerufen wurden, kurz

beschrieben und anschliel3end tabellarisch zusammengestellt:

Dominant positive Isoformen

L61 Cdc42:

Die Expression von L61 Cdc42 fuhrte haufig zur Ausbildung von Filopodia und
Stressfibrillen (Abb. V.29, A, B, Pfeilspitze), wenn auch in unterschiedlich starker
Auspragung (Abb. 1V.29, A, B vgl. Asterisk).

L61 Racl:

L61 Racl exprimierende Zellen zeigten entweder die Ausbildung vieler Stressfibrillen
(Abb. 1V.29, C, D, Asterisk) oder die Ausbildung von Lamellipodia (Abb 28, C, D
Pfeilspitze) und eines starken cortikalen Aktin-Signals entlang der Zell-Zell-Kontakte
(Abb. V.29, C, D, Pfeil).

L63 RhoA:

Die Ausbildung von ungeordneten kurzen Stressfibrillen zusammen mit der
Formation von Filopodia konnte haufig in L63 RhoA exprimierenden Zellen
beobachtet werden (Abb. IV.29, E, F Stern).
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Abb. IV.28: Einfluss transienter GFP-Expression auf das Aktin-Zytoskelett

MDCKII Zellen wurden mit einem GFP-Expressionsplasmiden (grun) transfiziert und 6 h nach
Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin visualisiert
(rot, A, B). Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist abgebildet. Die Aktin-Féarbung (A) sowie die

Uberlagerung der Farbung (B) sind gezeigt. Die Pfeilspitze deutet die anfangliche Ausbildung
von Lamellipodia an.
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Aktin Aktin/C-myc

L61 Cdc42

L61 Racl

L63 RhoA

Abb. IV.29: Einfluss transienter Expression von dominant positiven Rho-ahnlichen
GTPasen auf das Aktin-Zytoskelett

MDCKII Zellen wurden mit den angegebenen GTPase-Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h
nach Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin visualisiert
(rot). Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) und mit Alexa Fluor 488-konjugierten anti-
Maus IgG (grun) gegen die GTPase Isoformen ko-gefarbt. Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist
abgebildet. Die Aktin-Farbung (A, C, E) sowie die Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind gezeigt.
Die Transgen-Expression von L61 Cdc42 (A, B), L61 Racl (C, D) und L63 RhoA (E, F) ist abgebildet.
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Dominant negative Isoformen

N17 Cdc42:

Lange Filopodia und starke Aktin-Stressfibrillen wurden durch die Expression von
N17 Cdc42 hervorgerufen (Abb. 1V.30, A, B, Pfeilspitze).

N17 Racl:

MDCKII Zellen, die N17 Racl exprimierten, zeichneten sich insbesondere durch eine
abgerundete Zellmorphologie aus, die F&higkeit zur Zellspreizung schien
beeintrachtigt (Abb. 1V.30, C, D).

N19 RhoA:

Es konnten keine signifikanten Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts durch die
Expression von N19 RhoA im Vergleich zu GFP-transfizierten oder untransfizierten
Zellen beobachtet werden (Abb. IV.30, E, F).

Wildtyp-Isoformen

Cdc42:

Cdc42 Uberexpression rief die Ausbildung langer Filopodia und kurzer Stressfibrillen
hervor (Abb. 1V.31, A, B). Die Zellen hatten héufig eine abgerundete Morphologie.
Racl:

Ausgebreitete Zellen mit kurzen Filopodia und einer starken Aktin-Cortex entlang der
Zell-Zell-Kontakte waren die Folge der Expression von Racl (Abb. IV.31, C, D).
RhoA:

Nicht parallele Stressfibrillen-Bildung wurde durch RhoA Expression hervorgerufen
(Abb. IV.31, E, F).

Die dominant aktiven GTPase Isoformen zeigten einen dominanten Effekt auf das
Aktin-Zytoskelett in der Ausbildung ihrer charakteristischen F-Aktin-Strukturen, wobei
zu bemerken ist, dass L61 Cdc42 und L61 Racl offensichtlich auch die Ausbildung
RhoA spezifischer Stressfibrillen zeigten. Dies legt eine kaskadenartige Aktivierung
von RhoA durch L61Cdc42 oder L61 Racl nahe, wie sie auch in Fibroblasten
beschrieben ist (zur Ubersicht Hall, 1998).

Die dominant negativen GTPasen mit der Ausnahme von N17 Cdc42 zeigten nicht

mehr die Ausbildung ihrer respektiven charakteristischen F-Aktin-Strukturen, was
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Abb. IV.30: Einfluss transienter Expression von dominant negativen Rho-ahnlichen
GTPasen auf das Aktin-Zytoskelett

MDCKII Zellen wurden mit den angegebenen GTPase-Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h
nach Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin
visualisiert (rot). Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikdrpern (9E10) und mit Alexa Fluor 488-
konjugierten anti-Maus IgG (grin) gegen die GTPase Isoformen geféarbt. Die Aktin-Farbung (A, C, E)
sowie die Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind gezeigt. Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist
abgebildet. Die Transgen-Expression von N17 Cdc42 (A, B), N17 Racl (C, D) und N19 RhoA (E, F)
ist abgebildet.
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N17 Cdc42
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Abb. IV.31: Einfluss transienter Expression von Rho-dhnlichen GTPasen auf das
Aktin-Zytoskelett

MDCKII Zellen wurden mit den angegebenen GTPase-Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h
nach Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch FITC-konjugiertes Phalloidin
visualisiert (grin). Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) und mit Cy3-
konjugierten anti-Maus IgG (griin) gegen die GTPase Isoformen geféarbt. Die Epifluoreszenz-
Aufnahmen der Aktin-Farbung (A, C, E) sowie der Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind
gezeigt. Transgen-Expression von WT Cdc42 (A, B), WT Racl (C, D) und WT RhoA (E, F) ist
abgebildet.
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den Schluss zuldsst, dass tatsachlich ein dominant negativer Effekt ausgetbt wurde.

N17 Cdc42 zeigte untypischerweise die Ausbildung von Filopodia, jedoch keine

Ausbildung einer migratorischen Polaritat.

Die Wildtyp-lsoformen zeigten leicht dominant positive Effekte auf das Aktin-

Zytoskelett. Cdc42 oder Racl Expression rief keine Stressfibrillen-Bildung hervor, im

Gegensatz zu ihren dominant aktiven Isoformen. Dies lie3 eine kaskadenartige

Aktivierung von RhoA durch die Wildtyp-Isoformen von Cdc42 und RhoA

unwahrscheinlich erscheinen.

Exprimiertes Transgen | Effekt auf das Aktin-Zytoskelett Abbildung

GFP Ausgebreitete Zellen mit starkem cortikalen | Abb. V.28, A,
Aktin, Anséatze von Lamellipodia-Bildung B

L61 Cdc42 Ausbildung von langen Filopodia und Abb. IV.29, A,
starken Stressfibrillen B

L61 Racl a) Ausbildung vieler Stressfibrillen, oder al- [Abb. 1V.29, C,
ternativ D, Pfeilspitze
b) Ausbildung von starkem cortikalen Aktin |Abb. 1V.29, C,
entlang von Zell-Zell-Kontakten, D, Pfeil
Lamellipodia

L63 RhoA Ungeordnete starke Stressfibrillen-Bildung, [Abb. IV.29, E,
teilweise verbunden mit dem Auftreten von |F, Asterisk
Filopodia

N17 Cdc42 Filopodia und Stressfibrillen-Bildung Abb. IV.30, A,

B

N17 Racl Abgerundete Zellen, verhinderte Abb. 1V.30, C,
Zellspreizung D

N19 RhoA Keine signifikanten Veranderungen Abb. IV.30, E, F

Cdc42 Ausbildung langer Filopodia und kurzer Abb. IV.31, A,
Stressfibrillen, eher runde Zellmorphologie |B

Racl Kurze Filopodia und starkes cortikales Ak- [Abb. IV.31, C,D
tin wurde entlang der Zell-Zell-Kontakte
ausgebildet, stark ausgebreite Zellmorpho-
logie

RhoA Ungeordnete Stressfibrillen-Bildung Abb. IV.31, E, F

Tabelle IV.3: Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts vereinzelter MDCKII
Zellen durch Rho GTPasen
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Einen inhibitorischen Effekt auf die HSV-1 Infektion hatten ausschlief3lich Isoformen
von Cdc42 und Racl, die dominant die Signaltransduktion des Aktin-Zytoskeletts
beeinflussten und dabei eine starke Bildung filamentéser Aktin-Strukturen

hervorriefen.

4.4 Einfluss Rho-adhnlicher GTPasen auf die HSV-1 Infektion
subkonfluenter MDCKII Zellen

Die beschriebenen Experimente zeigten einen Einfluss der Signaltransduktion von
Cdc42 und Racl auf die Infektion von HSV-1 in vereinzelten MDCKII Zellen. Diese
transfizierten Zellen entsprechen allerdings nur sehr bedingt den Bedingungen der
HSV-1 Infektion epithelialer Zellen. Darlber hinaus zeigten die transfizierten Zellen
eine Varianz in der Expressionsstarke der dominanten Rho-GTPase Isoformen und
folglich auch in deren Effekt auf die Signaltransduktion. Um eine gleichmaldigere
Transgen-Expression unter eher epithelialen Bedingungen zu erreichen, ist die
Induktion stabiler Transgen-Expression eine Alternative zur Transfektion. Das Labor
von James Nelson (Stanford University) erreichte die Klonierung von Zellinien, in
denen dominante Rho-ahnliche GTPase-Isoformen unter der Kontrolle des
tetracyclin-reprimierbaren Transaktivators exprimiert werden kdnnen (Jou et al.,
1998a, 1998b). In diesen MDCKII T23 Zellen wird das Transgen in Abwesenheit von
Tetracyclin oder Tetracyclin-Analoga exprimiert und in Anwesenheit von Tetracyclin
reprimiert. Da es bei Kultivierung dieser Zellinien zum Verlust der Transgen-
Expression in einem Teil der Zellpopulation kommen kann (James W. Nelson,
personl. Mitteilung), wurden die Zellinien MDCKII T23 V12 Racl und V12 Cdc42 vor
Durchfiihrung der Experimente subkloniert. Die besten experimentellen Bedingungen
im Hinblick auf eine vollstdndige Induktion mit moéglichst gleichmaliger Transgen-
Expression wurde 48 h nach Entfernen des Tetracyclin-Analogons Doxycyclin aus

dem Kulturmedium erreicht.
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4.4.1 Infektionsstudien

Subkonfluente MDCKII T23 Zellen der dominanten Isoformen von Cdc42 und Racl
wurden fir die folgenden Infektionsstudien verwendet und in Anwesenheit und
Abwesenheit von Doxycyclin fur 48 h vor Infektion kultiviert. Zwei Stunden nach
Infektion wurden die Zellen gegen ICPO und Expression des Transgens, das mit dem

C-myc-Epitop fusioniert ist, gefarbt.

Dominant positive Isoformen

V12 Cdc42:

V12 Cdc42 ist eine funktionell zu L61 Cdc42 analoge Isoform und stellt die dominant
aktive GTPase Isoform dar. Wenn subkonfluente MDCKII T23 V12 Cdc42 Zellen in
Anwesenheit von Doxycyclin kultiviert wurden, zeigte sich keine Transgen-
Expression (Abb. V.32, E, G). Die HSV-1 Infektion wurde mit ansteigender
Multiplizitat durchgefiihrt und fiihrte hauptsachlich in peripheren Zellen von MDCKI|I
Zell-Inseln zu friher Genexpression (Abb. IV.32, A, E, C, G). In Abwesenheit von
Doxycyclin wurde V12 Cdc42 exprimiert (Abb. 1V.32, F, H). Im Vergleich zu Zellen,
die kein V12 Cdc42 exprimierten, zeigten sich bei gleicher Multiplizitdt keine
signifikanten Unterschiede im Ausmal3 ICPO exprimierender Zellen. Auch hier
wurden bevorzugt die peripheren Zellen von Zell-Inseln infiziert (Abb. IV.32, B, F, D,
H).

V12 Racl:

Alle Infektionsstudien wurden mit je zwei Subklonen der MDCKII T23 V12 Racl
Zellinien durchgeftuihrt und zeigten keine signifikanten Unterschiede in bezug auf ihre
Infizierbarkeit (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu V12 Cdc42 wurde nach
Induktion der Expression von V12 Racl und folgender HSV-1 Infektion eine deutliche
Reduktion in der Anzahl ICPO exprimierender Zellen beobachtet (Abb. 1V.33, B, F, D,
H). Wahrend Zellen in Gegenwart von Doxycyclin keine Transgen-Expression
zeigten und hauptsachlich die peripheren Zellen von MDCKII Inseln infiziert wurden
(Abb. IV.33, A, E, C, G), konnte sehr frihe virale Genexpression nur gelegentlich in
Abwesenheit von Doxycyclin und V12 Racl Expression detektiert werden (Abb.

V.33, B, F, D, H). Interessanterweise wurden dabei hauptsachlich Zellen infiziert, die
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Abb. IV.32: HSV-1 Infektion von MDCII T23 V12 Cdc42 Zellen
Transgen-Expression wurde in subkonfluenten MDCKIl T23 V12 Cdc42 Zellen 48 h vor Infektion
induziert (B, F, D, H) oder undinduzierte Zellen wurden infiziert (A, E, C, G). Die HSV-1 Infektion wurde
mit einer MOI von 5 PFU/Zelle (A, B, E, F) oder von 50 PFU/Zelle (C, D, G, H) durchgefuhrt. 2 h p.i.
wurden die Zellen fixiert. Die Zellen wurden mit anti-ICP0O-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikérpern
(9E10) gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Kaninchen IgG (rot, ICPO) und
Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-Maus IgG (grun, C-myc) visualisiert. Die Epifluoreszenz-Aufnahmen
der ICPO Farbung (A-D) und der Uberlagerung der Farbungen (E-H) sind gezeigt.
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5 PFU/Zelle 50 PFU/Zelle
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Abb. IV.33: HSV-1 Infektion von MDCKII T23 V12 Rac1 Zellen

Transgen-Expression wurde in subkonfluenten MDCKII T23 V12 Racl Zellen 48 h vor Infektion
induziert (B, F, D, H) oder undinduzierte Zellen wurden infiziert (A, E, C, G). Die HSV-1 Infektion
wurde mit einer MOI von 5 PFU/Zelle (A, B, E, F) oder von 50 PFU/Zelle (C, D, G, H) durchgefuhrt. 2
h p.i. wurden die Zellen fixiert. Die Zellen wurden mit anti-ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-
Antikdrpern (9E10) gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Kaninchen 1gG
(rot, ICPO) und Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-Maus IgG (grin, C-myc) visualisiert. Die
Epifluoreszenz-Aufnahmen der ICPO Farbung (A-D) und der Uberlagerung der Farbungen (E-H) sind
gezeigt.

ICPO

ICPO/
V12 Racl
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ein geringeres Ausmal} an Transgen-Expression zeigten (Abb. 1V.33, B, F).

Die langzeitige Expression von V12 Racl kann zu zellularer Transformation fuhren,
die mit erhohter Proliferation und einem unterschiedlichen Expressionsprofil
zellularer Gene verbunden ist. Um den Einfluss langzeitiger V12 Racl Expression
auf die HSV-1 Infektion zu untersuchen wurden MDCKII T23 V12 Racl Zellen fir 21
Tage induziert und anschlieBend mit HSV-1 infiziert. Farbung gegen ICPO 2 h p.i.
zeigte ebenfalls eine reduzierte Anzahl infizierter Zellen im Vergleich V12 Racl

exprimierender Zellen zu uninduzierten Zellen (Daten nicht gezeigt).

Dominant negative Isoformen

N17 Cdc42:

Wie im Falle der dominant positiven Konstrukte wurde auch bei MDCKII T23 N17
Cdc42 Zellen in Anwesenheit von Doxycyclin kein Transgen exprimiert und
hauptséachlich Zellen der Zellperipherie von HSV-1 infiziert (Abb. 1V.34, A, E, C, G).
Bei Expression von N17 Cdc42 wurde die Anzahl ICPO exprimierender Zellen
unabhangig von der Virus-Dosis drastisch reduziert (Abb. IV.34, B, F, D, H).

N17 Racl:

Wurden subkonfluente MDCKII T23 N17Racl Zellen in Doxycyclin-haltigem Medium
kultiviert, konnte keine Expression von N17 Racl detektiert werden (Abb. 1V.35, E,
G). HSV-1 Infektion fand im Wesentlichen in den peripheren Zellen uninduzierter
MDCKIlI T23 N17 Racl Zell-Inseln statt, wie durch Lokalisierung von ICPO
nachgewiesen wurde (Abb. 1V.35, A, E, C, G). Nach Induktion der Expression von
N17 Racl in subkonfluenten MDCKII T23 N17 Racl Zellen wurde keine signifikante
Reduktion ICPO exprimierender Zellen, weder bei niedriger noch bei hoher MOI
beobachtet (Abb. IV.35, B, F, D, H).

Die Ergebnisse der Infektionsstudien von induzierten MDCKII T23 Zellen, die
Isoformen der GTPasen Cdc42 und Racl exprimierten, sind weitgehend konform mit
den Ergebnissen der Infektion von transient exprimierenden MDCKII Zellen. Eine
Ausnahme bildete die dominant aktive Isoform von Cdc42, deren Expression im
induzierten Experiment gegentber den transienten Studien keine Reduktion der

HSV-1 Infizierbarkeit hervorrief.
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Abb. IV.34: HSV-1 Infektion von MDCKII T23 N17 Cdc42 Zellen

Transgen-Expression wurde in subkonfluenten MDCKIlI T23 N17 Cdc42 Zellen 48 h vor Infektion
induziert (B, F, D, H) oder undinduzierte Zellen wurden infiziert (A, E, C, G). Die HSV-1 Infektion wurde
mit einer MOI von 5 PFU/Zelle (A, B, E, F) oder von 50 PFU/Zelle (C, D, G, H) durchgefihrt. 2 h p.i.
wurden die Zellen fixiert. Die Zellen wurden mit anti-ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikdrpern

ICPO

ICPO/
N17 Cdc42

(9E10) gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Kaninchen IgG (rot, ICP0) und
Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-Maus IgG (grin, C-myc) visualisiert. Die Epifluoreszenz-Aufnahmen
der ICPO Farbung (A-D) und der Uberlagerung der Farbungen (E-H) sind gezeigt.
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Abb. IV.35: HSV-1 Infektion von MDCKII T23 N17 Rac1 Zellen

Transgen-Expression wurde in subkonfluenten MDCKIl T23 N17 Racl Zellen 48 h vor Infektion
induziert (B, F, D, H) oder undinduzierte Zellen wurden infiziert (A, E, C, G). Die HSV-1 Infektion wurde
mit einer MOI von 5 PFU/Zelle (A, B, E, F) oder von 50 PFU/Zelle (C, D, G, H) durchgefihrt. 2 h p.i.
wurden die Zellen fixiert. Die Zellen wurden mit anti-ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikdrpern
(9E10) gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Kaninchen 1gG (rot, ICP0O) und
Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-Maus 1gG (grun, C-myc) visualisiert. Die Epifluoreszenz-Aufnahmen
der ICPO Farbung (A-D) und der Uberlagerung der Farbungen (E-H) sind gezeigt.

Aktin V12 Racl Uberlagerung

Abb. IV.36: Organisation des Aktin-Zytoskeletts von uninduzierten MDCKII T23 V12 Racl
Zellen

Uninduzierte MDCKII T23 V12 Racl Zellen wurden fixiert und mit anti-C-myc-Antikdrpern (9E10)
gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Das
Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin (grin) ko-gefarbt. Die konfokalen
Projektionen der Aktin-Farbung (A), der C-myc-Farbung (B) und der Uberlagerung der
Farbungen (C) sind gezeigt. Zusatzlich sind konfokale Aufnahmen der lateralen Ebene der Aktin-
Farbung (D), der C-myc-Farbung (E) und der Uberlagerung der Farbungen (F) abgebildet.
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4.4.2 Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts subkonfluenter MDCKII
Zellen durch Rho-ahnliche GTPasen

Um die Funktionalitdt und den Effekt auf das Aktin-Zytoskelett der Rho-ahnlichen
GTPasen nach der Induktion in subkonfluenten MDCKII zu untersuchen, wurden die
oben verwendeten Zellinien in Abwesenheit und Gegenwart von Doxycyclin 48 h
kultiviert. Die Zellen wurden fixiert, mit einem Antikdrper gegen C-myc gefarbt und
mit Fluorochrom-gekoppelten Phalloidin das Aktin-Zytoskelett ko-gefarbt.

In Gegenwart von Doxycyclin wurde kein Transgen exprimiert und die Zellen bildeten
Zell-Inseln unterschiedlicher Grof3e aus, die eine flache Zellmorphologie zeigten
(Abb. IV.36, A-F). Die exemplarisch gezeigten MDCKII T23 V12 Racl Zellen bildeten
teilweise Lamellipodia sowie Stressfibrillen aus. Entlang der Begrenzung peripherer
Zellen von Zell-Inseln war ein starkes cortikales Bundel von F-Aktin zu erkennen
(Abb. 1V.36, A, C). Diese Darstellung ist auch fur die anderen verwendeten Zellinien
in Gegenwart von Doxycyclin reprasentativ (Daten nicht gezeigt). Morphologie und
Aktin-Zytoskelett von MDCKII T23 Zellen zeigten sich also konsistent mit MDCKII

Zellen.

Dominant positive Isoformen

V12 Cdc42:

Wie die konfokale Analyse zeigte, lokalisierte V12 Cdc42 nach der Induktion
hauptséachlich entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 1V.37, E, F) und apikal in Punctae,
die Microvilli reprasentierten (Abb. 1V.37, H, ). Basal wurde keine Lokalisierung von
V12 Cdc42 beobachtet (Abb 37, B, C). Die Lokalisierung von V12 Cdc42 ging einher
mit vermehrter Aktin-Polymerisierung entlang der Zell-Zell-Kontakte und vermehrter
Mikrovilli-Bildung (Abb. IV.37, D-1). In Zellen mit V12 Cdc42 Expression wurde keine
Stressfibrillen-Bildung detektiert (Abb. IV.37, A, C, D, F, G, I).

V12 Racl:

V21 Racl lokalisierte ebenfalls hauptsachlich entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb.
IV.38, B, E, H, |, K), wodurch die Ausbildung einer starken Aktin-Cortex beobachtet
wurde (Abb. IV.38, A, C, D, F, G, H, I, J, L). Interessanterweise wurde in Zellen mit

V12 Racl Lokalisierung im Gegensatz zur transienten Expression keine Bildung von
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Abb. IV.37: Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nach Induktion von MDCKII T23
V12 Cdc42 Zellen

Die Transgen-Expression in MDCKII T23 V12 Cdc42 Zellen wurde 48 h lang induziert und
anschliessend wurden die Zellen fixiert. V12 Cdc42 wurde mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10)

gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus 1gG (rot) visualisiert. Das
Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin (grin) ko-gefarbt. Die konfokalen
Aufnahmen der Aktin-Farbung (A, D, G), der C-myc-Farbung (B, E, H) und der Uberlagerung der
Farbungen (C, F, I) sind gezeigt. Die konfokalen Aufnahmen der basalen Ebene (A-C), der
medialen Ebene (D-F) und der apikalen Ebene (G-I) sind abgebildet.
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V12 Racl Uberlagerung

medial

Abb. IV.38: Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nach Induktion von MDCKII T23
V12 Racl Zellen

Die Transgen-Expression in MDCKIl T23 V12 Racl Zellen wurde 48 lang induziert und

anschliessend wurden die Zellen fixiert. V12 Racl wurde mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10)
gefarbt. Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Das
Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin (grin) ko-gefarbt. Die konfokalen
Aufnahmen der Aktin-Farbung (A, D, G, J), der C-myc-Farbung (B, E, H, K) und der Uberlagerung
der Farbungen (C, F, I, L) sind gezeigt. Die konfokalen Aufnahmen der basalen Ebene (A-C), der
medialen Ebene (D-F), der apikalen Ebene (G-I) und der lateralen Ebene (J-L) sind abgebildet.
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Stressfibrillen beobachtet (Abb. V.38, A, C). Es wurde keine Bildung zuséatzlicher
Mikrovilli im Vergleich zu uninduzierten Zellen wie im Falle von V12 Cdc42 detektiert
(Abb. IV.38, G, I).

Dominant negative Isoformen

N17 Cdc42:

Die Zellmorphologie N17 Cdc42 exprimierender Zellen erschien kompakter und in
ihrer HOhe starker ausgepragt als bei Gegenwart von Doxycyclin (Abb. 1V.39, J-L).
Wahrend N17 Cdc42 zum Teil diffus im Zytoplasma und zum Teil assoziiert mit den
Zell-Zell-Kontakten lokalisierte (Abb. 1V.39, B, E, H, K), wurde die Ausbildung vieler
Stressfibrillen (Abb. IV.39, A, C), einer starken Aktin-Cortex (Abb. IV.39, D, F) und
zahlreicher Microvilli beobachtet (Abb. I1V.39, G, I).

N17 Racl:

Die Zell-Inseln, die bei der Expression von N17 Racl ausgebildet wurden, waren in
der Regel klein und bestanden aus wenig Zellen (Abb. 1V.40, A-l). N17 Racl
lokalisierte hauptsachlich diffus im Zytoplasma (Abb. V.40, B, E, H). Dabei konnte
keine Stressfibrillen-Bildung beobachtet werden (Abb. IV.40, A, C). Die Ausbildung
der Aktin-Cortex und Microvilli war nicht dominant beeinflusst (Abb. 1V.40, D, F, G, I).

Induziertes Transgen Effekt auf das Aktin-Zytoskelett Abbildung

uninduziert in Gegen- flache Zellmorphologie, wenig Lamellipodia, Abb. V.36
wart von Doxycyclin  Stressfibrillen, Microvilli

V12 Cdc42 Ausbildung einer starkeren Aktin-Cortex Abb. 1V.37
entlang von Zell-Zell-Kontakten, zahlreiche
Microvilli, keine Stressfibrillen

V12 Racl Ausbildung einer starken Aktin-Cortex ent- Abb. IV.38
lang von Zell-Zell-Kontakten, wenig
Microvilli, keine Stressfibrillen

N17 Cdc42 kompakte Zellmorphologie, Ausbildung ei- Abb. IV.39
ner starkeren Aktin-Cortex entlang von Zell-
Zell-Kontakten, zahlreichet Microvilli, viele
Stressfibrillen

N17 Racl kompakte Zellmorphologie, kleine Zell- Abb. IV.40
Inseln, keine Stressfibrillen

Tabelle IV.5: Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts subkonfluenter
MDCKII Zellen durch Rho-GTPasen
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Abb. IV.39: Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nach Induktion von MDCKII T23
N17 Cdc42 Zellen

Die Transgen-Expression in MDCKIl T23 N17 Cdc42 Zellen wurde 48 lang induziert und
anschliessend wurden die Zellen fixiert. N17 Cdc42 wurde mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) gefarbt.
Die Farbung wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Das Aktin-
Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin (griin) ko-gefarbt. Die konfokalen Aufnahmen der
Aktin-Farbung (A, D, G, J), der C-myc-Farbung (B, E, H, K) und der Uberlagerung der Farbungen (C,
F, I, L) sind gezeigt. Die konfokalen Aufnahmen der basalen Ebene (A-C), der medialen Ebene (D-F),
der apikalen Ebene (G-I) und der lateralen Ebene (J-L) sind abgebildet.
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Aktin N17 Racl Uberlagerung
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Abb. IV.40: Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nach Induktion von MDCKII T23
N17 Racl Zellen

Die Transgen-Expression in MDCKII T23 N17 Racl Zellen wurde 48 lang induziert und anschliessend
wurden die Zellen fixiert. N17 Racl wurde mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) gefarbt. Die Farbung
wurde mit Alexa Fluor 555-konjugierten anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit
FITC-konjugiertem Phalloidin (griin) ko-geféarbt. Die konfokalen Aufnahmen der Aktin-Farbung (A, D, G,
J), der C-myc-Farbung (B, E, H, K) und der Uberlagerung der Farbungen (C, F, I, L) sind gezeigt. Die
konfokalen Aufnahmen der basalen Ebene (A-C), der medialen Ebene (D-F) und der apikalen Ebene
(G-I) sind abgebildet.
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Die beobachteten Veranderungen im Aktin-Zytoskelett stimmen mit den bereits
beschriebenen Rollen fur Cdc42 und Racl in der Regulation des Aktin-Zytoskeletts
Uberein: Beide regulieren die cortikale Aktin-Polymerisierung, und wahrend Cdc42
zusétzlich die Zellpolaritat und die Extensions-Bildung reguliert, dominiert Racl die
Zell-Zell-Kontakt Ausbildung und die Lamellipodia Formation (zur Ubersicht Hall,
1998, Jou et al., 1998a). Interessanterweise schienen auch hier dominant aktives
und inaktives Cdc42 ahnliche Effekte auf das Aktin-Zytoskelett von MDCKII Zellen zu
haben und zwar unabhangig davon, ob MDCKII Zellen die Transgene transient in
vereinzelten Zellen oder induziert in eher epithelialen Zellverbanden exprimierten.
Bemerkenswert war auch der Unterschied der Stressfibrillen Ausbildung durch
dominant aktive Cdc42 und Racl Isoformen im Vergleich der transienten und
induzierten Experimente. Wahrend transient starke Stressfibrillen ausgebildet
wurden, fehlten diese vollig im induzierten Experiment. Dies lasst auf eine
unterschiedliche Kaskadenaktivierung der Rho-ahnlichen GTPasen in den beiden
experimentellen  Systemen  schlieBen. Wahrend RhoA in transienten
Expressionstudien vermutlich aktiviert wurde, scheint eine Aktivierung von RhoA
nach Induktion dieser GTPasen nicht zu erfolgen.

Die Induktion einer Transgen-Expression von dominant inaktivem Cdc42 und
dominant aktivem Racl fiihrte in subkonfluenten MDCKII Zellen zu einer Reduktion
der Infizierbarkeit mit HSV-1, wie dies auch in Infektionsstudien von MDCKII Zellen
beobachtet wurde, die diese Isoformen transient exprimierten. Dominant aktives
Cdc42 zeigte hingegen in Induktions-Studien keinen Einfluss auf die Infizierbarkeit
von MDCKII Zellen mit HSV-1. Die Auspragung charakteristischer Strukturen des
Aktin-Zytoskeletts zeigte, dass die exprimierten Isoformen aktiv waren. Dartber
hinaus legten die Veranderungen der Aktin-Dynamik nach Induktion nahe, dass im
Vergleich zur transienten Expression unterschiedliche Aktivierungskaskaden der Rho

GTPasen auftraten.
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4.5 Einfluss von Effektoren der Cdc42/Rac1 Signaltransduktionswege
auf die HSV-1 Infektion

Die Signaltransduktion von Cdc42 und Racl hat einen potentiellen Einfluss auf den
Eintritt von HSV-1. Eine potentielle Beeinflussung der Penetration des HSV-1
Kapsids durch die Aktin-Cortex ist zu vermuten. Untersuchungen zum Einfluss von
Effektoren der Cdc42/Racl Signaltransduktionswege auf die HSV-1 Infektion kdnnte
das Verstandnis verbessern, welche zellularen Prozesse der Cdc42/Racl
Signaltransduktion tatsachlich die Infizierbarkeit von MDCKIl Zellen mit HSV-1
beeinflussen. Dazu wurden im Folgenden Experimente unternommen, die den
Einfluss bekannter Effektoren von Cdc42 und Racl in transienter Expression auf den
HSV-1 Einritt untersuchen.

45.1 Einfluss der Racl-Effektorenbindung auf die HSV-1 Infektion

Ein erster Schritt und experimenteller Ansatz zur Untersuchung beteiligter
Signaltransduktionswege ist die Feststellung der Effektorenbindungsstelle von Racl
oder Cdc42. Effektoren binden diese Rho-&hnlichen GTPasen héaufig iber die PAK-
Binde-Doméne (PBD) (Lamarche et al., 1996). Zur Untersuchung der Regulation von
Aktin-beeinflussenden Prozessen wurden hierzu in Fibroblasten doppelt mutierte
Isoformen von Racl verwendet. Diese tragen die L61 Mutation, die Racl konstitutiv
aktiv verandert, und zuséatzlich entweder eine A37 oder C40 Mutation. Dabei zeigt
L61 Racl C40 keine Bindung zu und Aktivierung von Effektoren mit PBD; L61 Racl
A37 kann Rho-Kinase (auch ROCK, engl. rho coiled-coiled motif containing kinase)
nicht aktivieren, bindet und aktiviert aber Effektoren mit PBD (Lamarche et al., 1996).
In Infektionsstudien wurden diese beiden Isoformen transient in MDCKII Zellen
exprimiert, anschlieend mit HSV-1 infiziert und 2 h p.i. mit einem Antikdrper gegen
ICPO und mit einem anti-c-myc-Antikdrper gegen die Transgene geféarbt. Die Anzahl
infizierter Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde gezéhlt und als
Mittelwert der durchgefiihrten Experimente in Prozent angegeben (Abb. 1V.41).

Wurde GFP als Kontrolle exprimiert, zeigten durchschnittlich 82 % aller GFP-
exprimierenden Zellen ICPO Expression (Abb. 1V.41, 1.Balken). Eine deutliche

139



Ergebnisse

mGER

a1 Rt
ahl7 Ract
|LE] Ragh @i
mLEl Ral 374

fizierte Zellen / transgen-exprimierende Zellen [%]

HSV-1in

Abb. IV.41: Einfluss Rac1-Effektorenbindung auf die HSV-1 Infektion

MDCKII Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion mit HSV-1 (50 PFU/Zelle) infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit anti-
ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikdrpern (9E10) gegen das Transgen gefarbt. Die
Anzahl ICPO-exprimierender (infizierter) Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde
bestimmt und als Durchschnitt von zwei oder drei unabhangigen Experimenten in Prozent fir
das jeweilige Transgen angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als
Fehlerbalken angegeben. Die Daten der einzelnen Experimente sind im Anhang angefligt. Die
exprimierten Transgene sind rechts angegeben.
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Reduktion der Anzahl ICPO exprimierender Zellen wurde beobachtet, wenn L61
Racl anstatt von GFP exprimiert wurde (Abb. IV.41, 2. Balken). Expression von N17
Racl beeinflusste die Anzahl infizierter Zellen nicht signifikant (Abb. V.41, 3.
Balken). Wurde L61 Racl C40 in MDCKII Zellen vor der Infektion exprimiert war nur
eine leichte Reduktion infizierter Zellen auf 55 % erkennbar (Abb. 1V.41, 4.Balken).
L61 Racl A37 zeigte eine vergleichbare Inhibierung der Infektion zu L61 Racl (Abb.
IV.41, 2. und 5. Balken). Da Effektoren L61 Racl A37 Uber ihre PBD binden kénnen,
aber ROCK nicht binden kann, scheint ein Einfluss von ROCK auf die HSV-1
Infektion unwahrscheinlich. Die Expression von L61 Racl C40 zeigte hingegen im
Vergleich zu L61 Racl keinen so starken inhibitorischen Einfluss auf den HSV-1
Eintritt. Da Effektoren mit PBD L61 Racl C40 nicht binden und nicht aktiviert werden
kénnen, ist eine Beteiligung von Effektoren mit PBD an der Vermittlung der Racl
Signaltransduktion wahrscheinlich, die zur Inhibierung der HSV-1 Infizierbarkeit
fuhrte.

Um einen Vergleich zu den dominanten GTPase Isoformen in ihrem Effekt auf das
Aktin-Zytoskelett zu erzielen, wurden MDCKII Zellen, die transient die verwendeten
doppeltmutierten Isoformen exprimierten, fixiert und mit einen anti-c-myc-Antikorper
gegen Transgen-Expression gefarbt. Zusatzlich wurde F-Aktin mit Fluorochrom-
gekoppeltem Phalloidin ko-gefarbt.

L61 Racl A37:

L61 Racl A37 exprimierende Zellen zeigten entweder die Ausbildung von Filopodia
und zum Teil von Stressfibrilen bei stark abgeflachter, ausgespreizter
Zellmorphologie (Abb. 1V.42, A, B) oder die Ausbildung von Filopodia und eines
starken cortikalen Aktin-Signals entlang der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 1V.42, A, B). Die
Expression dieser Isoform erzeugte einen &hnlichen Effekt auf das Aktin-Zytoskelett
wie die Expression von L61 Racl (zum Vgl. Abb. IV.42, E, F).

L61 Racl C40:

Die Expression von L61 Racl C40 fuhrte zu Zellen mit abgerundeter

Zellmorphologie, die keine Zellspreizung zeigten (Abb. IV.42, C, D).
L61 Racl A37 exprimierende Zellen zeigten einen zu L61 Racl vergleichbaren
Effekt auf das Aktin-Zytoskelett, wahrend L61 Racl C40 Defizite in der Zellspreizung
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Abb. IV.42: Einfluss transienter Expression von Racl Isoformen auf das Aktin-Zytoskelett
MDCKII Zellen wurden mit den angegebenen GTPase-Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin visualisiert (rot).
Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) und mit Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus
IgG (griin) gegen die GTPase Isoformen gefarbt. Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist abgebildet
Die Aktin-Farbung (A, C, E) sowie die Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind gezeigt. Die Transgen-
Expression von L61 Racl 37A (A, B), L61 Racl 40C (C, D) und L61 Racl (E, F) ist abgebildet.
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zeigten. Diese Veranderungen werden ebenfalls in Fibroblasten beobachtet und
deuten auf eine ahnliche Funktionalitat der Doppelmutanten auch in MDCKII Zellen
hin (Lamarche et al., 1996).

45.2 Einfluss von PAK-1 auf die HSV-1 Infektion

Eine Reihe von Effektoren binden aktiviertes Racl und Cdc42 uber die PBD,
darunter die p2l-aktivierten Kinasen (PAK). Dieser Prozess ist besonders gut
untersucht fur PAK-1, einem der sechs Mitglieder der humanen PAK Familie. Bei
Bindung erfolgt eine Konformationsanderung von PAK, die zu Autophosphorylierung
fuhrt und zur folgenden Aktivierung von PAK-1 Effektoren fuhrt (Manser et al., 1997).
Die dominant aktive Isoform von PAK-1 (L107F) zeigt bei Expression in HeLa Zellen
und Fibroblasten einen phanotypisch ahnlichen Effekt auf das Aktin-Zytoskelett zu
aktivierten Cdc42 und Racl GTPasen (Manser et al., 1997). Um eine Beteiligung von
PAK-1 an der Signaltransduktion von Cdc42 und Racl, die den HSV-1 Eintritt
beeinflusst, zu untersuchen, wurden dominante und Wildtyp-Isoformen von PAK-1 im
Vergleich zu Racl Isoformen transient in MDCKII Zellen exprimiert, die nachfolgend
infiziert wurden. Der Nachweis von HSV-1 Eintritt erfolgte durch Farbung gegen
ICPO. Die Anzahl infizierter Zellen pro Transgen exprimierender Zellen wurde als
Mittelwert der durchgefiihrten Experimente in Prozent angegeben.

In Kontrollexperimenten zeigten GFP bzw. N17 Racl exprimierende Zellen zu 67 %
bzw. 75% ICPO Expression; bei Expression von L61 Racl wurden nur noch 20 % der
Transgen-exprimierenden Zellen infiziert (Abb. 1V.43, 1.-3. Balken). Weder
Expression von L107F PAK-1 (dominant aktiv), K299R PAK-1 (dominant negativ)
noch der Wildtyp Isoform von PAK-1 fuhrten zu eine signifikante Reduktion der HSV-
1 Infizierbarkeit (Abb. 1V.43, 4-6. Balken). Die transiente Expression der PAK
Isoformen ergab daher keinen Hinweis auf eine Beteiligung von PAK an dem durch
Cdc42/Racl ausgeldsten inhibitorischen Effekt auf die HSV-1 Infizierbarkeit.

Es konnten keine signifikanten Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts durch
transiente Expression von L107F PAK-1, K299R PAK-1 oder der Wildtyp-Isoform in
MDCKII Zellen beobachtet werden (Abb. V.44, A-F). Es ergaben sich keine

Hinweise auf eine Implikation von PAK-1 in Aktin-dynamischen Prozessen von
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Abb. IV.43: Einfluss von PAK-1 auf die HSV-1 Infektion

\;I

¥ _It
Y

\. \.‘;
;E.

sinn b
b
;E.
e
b

i

wiee
:'-;_i_

i
-

fobe

i
e

b

e i

e
e

i
-

i
e
i

e

oy \é
%

e
L

e
k;.
St

b
k;.
St

e

i

i

s
gg"
fobe

b
gg"
fobe

s

i3
'
¥
i

\\;
-

i
-

i
e
i

e
Aeisah

oy \é
%

e

i
k;.
St

s
k;.
St

e

e
ot
vl
EETTAE
T
i
et

4
=
HEE

EEFR

BL5T Racd
o7 Rael
TLIO7F Padd
CIF2EER PAK
ST PaK

MDCKIl Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion mit HSV-1 (50 PFU/Zelle) infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit anti-ICPO-
Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikérpern (9E10) gegen das Transgen gefarbt. Die Anzahl

ICPO-exprimierender (infizierter) Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde bestimmt und

als Durchschnitt von zwei unabhéngigen Experimenten in Prozent fir das jeweilige Transgen

angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken angegeben.

Die Daten der einzelnen Experimente sind im Anhang angefiigt. Die exprimierten Transgene sind

rechts angegeben.
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Abb. IV.44: Einfluss transienter Expression von PAK-1 Isoformen auf das Aktin-Zytoskelett
MDCKII Zellen wurden mit den angegebenen PAK-1-Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin visualisiert (rot).
Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikdrpern (9E10) und mit Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus
IgG (grin) gegen die PAK-1 Isoformen gefarbt. Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist abgebildet
Die Aktin-Farbung (A, C, E) sowie die Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind gezeigt. Die
Transgen-Expression von WT PAK-1 (A, B), L107F PAK-1 (C, D) und K299R PAK-1 (E, F) ist
abgebildet.
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MDCKII Zellen, wie dies auch in einer neueren Studie nahegelegt wird (Zegers et al.,
2003)

453 Einfluss von N-WASP auf die HSV-1 Infektion

Ein Effektor von Cdc42 ist das neuronale Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein (N-
WASP), das Aktin-Polymerisierung Uber den Arp2/3-Komplex als Aktivator
beeinflusst (zur Ubersicht Carlier et al., 2003). Um die Aktivierung von N-WASP und
anderen Effektoren zu inhibieren, die Cdc42 uber die PBD binden, kann die
Bindedomane von N-WASP Uberexprimiert werden, die kompetitiv aktiviertes Cdc42
bindet und dadurch einen dominant negativen Effekt auf die Cdc42
Signaltransduktion austibt.

In MDCKII Zellen wurde dementsprechend das N-WASP Fragment (AA 201-321)
transient Gberexprimiert, mit HSV-1 infiziert und der Viruseintritt durch Farbung von
ICPO 2 h p.i. sichtbar gemacht. Die Anzahl infizierter Zellen pro Transgen
exprimierender Zellen wurde als Mittelwert der durchgefiihrten Experimente in
Prozent dargestellt.

Wie in friheren Experimenten reduzierte die Expression von L61 Racl und L61
Cdc42 die Anzahl infizierter Zellen im Vergleich zu N19 RhoA deutlich (Abb. 1V.45,
1.-3. Balken). Die Expression des N-WASP Fragmentes zeigte hingegen keinen
Einfluss auf die HSV-1 Infektion, wie der Vergleich mit N19 RhoA zeigte (Abb. IV.45,
3. und 4. Balken). Da die Blockierung der Bindestelle von N-WASP keinen Einfluss
auf den HSV-1 Eintritt zeigte, scheint N-WASP nicht an der Inhibition der Infektion
beteiligt zu sein. Obwohl N-WASP Fragment Uberexpression einen dominant
negativen Effekt auf die Cdc42 Signaltransduktion ausiiben sollte, zeigte sich
interessanterweise kein Effekt auf die Infektion. In Infektionsstudien in Zellen, die
dominant-inaktives Cdc42 exprimierten, wurde hingegen ein inhibitorischer Effekt auf
die HSV-1 Infizierbarkeit beobachtet.

Die transiente Expression des N-WASP Fragmentes (AA 201-321) zeigte keine
signifikanten Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Vergleich zu GFP
exprimierenden Zellen (Abb. 1V.46, A, B). N17 Cdc42 im Vergleich hierzu zeigte
dominante Effekte wie die Ausbildung von Filopodia und Stressfibrillen (Abb. 1V.46,
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Abb. IV.45: Einfluss der Cdc42 Effektoren Bindung auf die HSV-1 Infektion

MDCKII Zellen wurden mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion mit HSV-1 (50 PFU/Zelle) infiziert. 2 h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit anti-
ICPO-Antiserum (r191) und anti-C-myc-Antikdrpern (9E10) gegen das Transgen gefarbt. Die
Anzahl ICPO-exprimierender (infizierter) Zellen pro Transgen-exprimierender Zellen wurde
bestimmt und als Durchschnitt von bis zu drei unabhangigen Experimenten in Prozent fir das
jeweilige Transgen angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Experimente ist als
Fehlerbalken angegeben. Die Daten der einzelnen Experimente sind im Anhang angefligt. Die
exprimierten Transgene sind rechts angegeben.
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Aktin Aktin/C-myc

N-WASP
Fragment

N17 Cdc42

Abb. IV.46: Einfluss transienter Expression des N-WASP Fragmentes (AA 201-321) auf das
Aktin-Zytoskelett

MDCKIl Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert und 6 h nach
Transfektion fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch TRITC-konjugiertes Phalloidin visualisiert (rot).
Die Zellen wurden mit anti-C-myc-Antikérpern (9E10) und mit Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Maus
IgG (grin) gegen die Transgene gefarbt. Die Projektion konfokaler Aufnahmen ist abgebildet Die
Aktin-Farbung (A, C, E) sowie die Uberlagerung der Farbung (B, D, F) sind gezeigt. Die Transgen-
Expression von N-WASP Fr. (A, B) und N17 Cdc42 (C, D) abgebildet.
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C, D). Dies deutete auf eine unterschiedliche Beeinflussung der Cdc42 Signal-
transduktionswege durch die Expression der N17 Cdc42 Isoform und des N-WASP
(AA 201-321) Fragmentes hin.

Die Experimente mit den doppelt mutierten Racl Isoformen zeigten, dass der
inhibitorische Einfluss von aktivem Racl auf den HSV-1 Eintritt vermutlich
hauptsachlich Uber Effektoren, die Uber PBD-Bindung aktiviert werden, vermittelt

wurde. PAK-1 und N-WASP scheinen an diesem Prozess nicht beteiligt zu sein.

4.6 HSV-1 induzierte Veranderungen des Zytoskeletts

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits gezeigt, dass HSV-1 basolaterale
Membrandom&nen zum Eintritt in Epithelzellen nutzt und der Eintritt von HSV-1
durch die Signaltransduktion von Cdc42 und Racl beeinflusst wird. Im Gegenzug
stellte sich die Frage, ob die HSV-1 Infektion zellulare Polaritat und die
Signaltransduktion von Cdc42 und Racl, die wiederum regulatorisch auf zellulare

Polaritat und Aktin-Dynamik einwirkt, beeinflusst.

4.6.1 Veranderungen der ZO-1 Lokalisierung im Verlauf der
HSV-1 Infektion

Die Polaritat von einfachen Epithelien wird durch Ausbildung der Zonula occludens
(engl. tight junction) markiert. In der vorliegenden Arbeit wurde bereits die
Lokalisierung von ZO-1 als Marker fur die Ausbildung der Zonula occludens in
MDCKII Zellen verwendet. Im Folgenden wurde die Lokalisierung und Expression
von ZO-1 in subkonfluenten MDCKII Zellen im Infektionsverlauf untersucht, um einen
Einfluss der HSV-1 Infektion auf die Zonula occludens zu bestimmen. Als Marker der
Infektion wurden die Zellen mit einem Antikérper gegen ICPO gefarbt.

In uninfizierten MDCKII Zellen lokalisierte ZO-1 wie ein Band zwischen Zell-Grenzen,
ICPO Signale waren nicht erkennbar (Abb. IV.47, A, vgl. auch Abb. IV.4, A). Bis zu 4
h p.i. lokalisierte ZO-1 in vergleichbarer Intensitat ebenfalls apikal zwischen Zell-Zell-

Grenzen, wobei ICPO hauptsachlich zytoplasmatisch in peripheren Zellen von
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Abb. IV.47: ZO-1 Lokalisierung im HSV-1 Infektionsverlauf

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Aussahen mit HSV-1
infiziert (5 PFU/Zelle, B-D) oder mock infiziert (A). Entweder 4 h p.i. (B), 6 h
p.i. (C) oder 24 h p.i. (D) wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert.
ICPO Farbung wurde mit anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060) und Cy3-
konjugierten anti-Maus 1gG (rot) durchgefiihrt. ZO-1 Farbung wurde mit anti-
Z0O-1-Antikorpern (Mab 1520) und Alexa Fluor 488-konjugierten anti-Ratte
IgG (griin) durchgefiihrt. Konfokale Projektionen der Uberlagerung der
Farbungen sind gezeigt.
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MDCKII Zell-Inseln zu detektieren war (Abb. 1V.47, B). Einhergehend mit einer
Abrundung der Zellen, konnte ZO-1 6 h p.i. in einigen ICPO exprimierenden Zellen in
zytoplasmatischen Punctae und punktierten Strukturen entlang der Zell-Zell-Grenzen
detektiert werden (Abb. IV.47, C). Bei der Ausbildung des CPE 24 h p.i. wurde ZO-1
in ringférmigen Strukturen zwischen abgerundeten Zellen beobachtet (Abb. 1V.47,
D). Eine signifikante Veranderung von ZO-1 und damit der Zonula occludens konnte

damit friihestens 6 h p.i. beobachtet werden.

4.6.2 Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Verlauf der HSV-1 Infektion

Der Einfluss von Signaltransduktionsereignissen Rho-ahnlicher GTPasen zeigt sich
am deutlichsten phénotypisch in ihrem Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett. Um einen
Eindruck der Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts im Verlauf der HSV-1 Infektion
zu erhalten, die auf eine Regulation durch Rho-ahnliche GTPasen hindeuten
kénnten, wurden subkonfluente MDCKII Zellen mit HSV-1 infiziert, zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Infektion fixiert und das Aktin-Zytoskelett sowie verschiedene
Marker der Infektion angefarbt.

Uninfizierte Zellen zeigten keine virale Genexpression, es waren dabei haufig
Stressfibrillen sowie eine starke cortikale Aktinbegrenzung der peripheren Zellen zu
erkennen (Abb. 1V.48, A-C). Zusatzlich konnten gelegentlich Lamellipodia in
peripheren Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Virale Kapside wurden 1 h
p.i. haufig eintretend an Stellen von hervorgeschobenen Membranen oder
Lamellipodia beobachtet (Abb. IV.48, D-F, Pfeilspitze). Die Anzahl von Lamellipodia-
artigen Membrankrduselungen war leicht erhoht, ansonsten konnten keine
signifikanten Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts beobachtet werden. In Zellen mit
sehr friher viraler Genexpression, die also ICPO 2 h p.i. nukleér lokalisiert zeigten,
wurde nur noch selten die Ausbildung von Stressfibrillen beobachtet (Abb. 1V.48, G-
). Lokalisierte ICPO 4 h p.i. im Zytoplasma, wurde eine starke Ausbildung kurzer zum
Teil ungeordneter Stressfibrillen und Filopodia detektiert (Abb. V.48, J-L). Dieser
Effekt verstarkte sich 6 h p.i. und fuhrte zusatzlich zur Abrundung von Zellen, wobei
die Prasenz viraler Kapside im Nukleus zu erkennen war (Abb. 1V.48, M-O). Ein

vollstandiger CPE war 24 h p.i. zu erkennen, der bei Prasenz von viralen Kapsiden in
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ICPO / Kapsid Uberlagerung

uninf.

1lhp..

2hp.i.

4 hp.i.

6h p.i.

24 h p.i.

Abb. IV.48:Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts im HSV-1 (S17) Infektionsverlauf
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Abb. IV.48: Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts im HSV-1 (S17) Infektionsverlauf (S. 152)
Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Ausséhen mit HSV-1 (S17) infiziert (2-5 PFU/
Zelle, D-R) oder mock infiziert (A-C). Entweder 1 h p.i. (D-F), 2 h p.i. (G-I), 4 h p.i. (3-L), 6 h p.i. (M-
O) oder 24 h p.i. (P-R) wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. ICPO Farbung wurde mit
anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060) und Cy3-konjugierten anti-Maus IgG (rot, A-C, G-L) durchgeftihrt.
HSV-1 Kapsid-Farbung wurde mit anti-Kapsid-Antikdrpern (DM165) und Cy3-konjugierten anti-Maus
IgG (rot, D-F, M-R) durchgefuhrt. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin ko-
gefarbt (grun). Epifluoreszenz-Aufnahmen der Aktin-Féarbung (A, D, G, J, M, P), der ICPO Farbung (B,
H, K), der HSV-1 Kapsid-Farbung (E, N, Q) und der Uberlagerung der Farbungen (C, F, I, L, O, R)
sind gezeigt.

den Zellen zu Abrundung und einer igelartigen Auspragung kurzer Filopodia oder
Microvilli auf der Oberflache fuhrte (Abb. IV.48, P-R).

Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts traten also insbesondere ab 2-4 h p.i. auf. Um
einen Hinweis darauf zu erhalten, ob es sich bei diesen Veranderungen bereits um
einen einsetzenden CPE handelte, wurden MDCKII Zellen mit HSV-1 Stamm ANG
path infiziert. HSV-1 (ANG path) bildet im Gegensatz zu HSV-1 (S17), der ansonsten
in allen Infektionsstudien dieser Arbeit verwendet wurde, einen unterschiedlichen
CPE aus. Wahrend die Infektion mit HSV-1 (S17) zur Abrundung der Zellen fuhrt,
kann bei der Infektion mit HSV-1 ANG path eine Fusion von Zellen zu multinuklearen
Riesenzellen beobachtet werden (Heeg et al., 1986).

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden demnach mit HSV-1 (ANG path) infiziert und
in Zeitkurven-Experimenten gegen virale Marker und das Aktin-Zytoskelett angefarbt.
Haufig wurden in uninfizierten MDCKII Zellen Stressfibrillen, eine starke cortikale
Aktinbegrenzung der peripheren Zelllen sowie gelegentlich Lamellipodia beobachtet.
Virale Marker zeigten keine Signale (Abb. IV.49, A-C). Eintretende HSV-1 Kapside
wurden 1 h p.i. vornehmlich in Lamellipodia ausbildenden Zellen beobachtet (Abb.
IV.49, D-F). Bei sehr friher Genxpression 2 h p.i., markiert durch nukleare
Lokalisierung von ICPO, wurden etwas weniger Stressfibrillen detektiert (Abb. V.49,
G-I). Lokalisierte ICPO im Zytoplasma 4 h p.i., zeigten infizierte MDCKII Zellen die
Ausbildung von ungeordneten Stressfibrillen und kurzen Filopodia, wahrend in Zellen
nuklearer ICPO Lokalisierung keine Stressfibrillen zu erkennen waren (Abb. 1V.49, J-
L). Die Ausbildung von Stressfibrillen wurde 6 h.p.i deutlicher, wenn HSV-1 Kapside
nukleéar lokalisiert detektiert werden konnten (Abb. V.49, M-O). Die Bildung von
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uninf.

1lhp..

2hp.i.

4 hp.i.

6h p.i.

24 h p.i.

Abb. IV. 49:Aktin-Zytoskelett im HSV-1 (ANG path) Infektionsverlauf

154



Ergebnisse

Abb. IV.49: Aktin-Zytoskelett im HSV-1 (ANG path) Infektionsverlauf (S. 154)

Subkonfluente MDCKII Zellen wurden 16 h nach dem Ausséhen mit HSV-1 (ANG path) infiziert (2-5
PFU/Zelle, D-R) oder mock infiziert (A-C). Entweder 1 h p.i. (D-F), 2 h p.i. (G-1), 4 h p.i. (3-L), 6 h p.i.
(M-O) oder 24 h p.i. (P-R) wurden die Zellen in 2 % Paraformaldehyd fixiert. ICPO Farbung wurde mit
anti-ICPO-Antikdrpern (Mab 11060) und Cy3-konjugierten anti-Maus 1gG (rot, A-C, G-L) durchgefihrt.
HSV-1 Kapsid-Farbung wurde mit anti-Kapsid-Antikérpern (DM165) und Cy3-konjugierten anti-Maus
IgG (rot, D-F, M-R) durchgefuihrt. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit FITC-konjugiertem Phalloidin ko-
gefarbt (grun). Epifluoreszenz-Aufnahmen der Aktin-Férbung (A, D, G, J, M, P), der ICPO Farbung (B,
H, K), der HSV-1 Kapsid-Farbung (E, N, Q) und der Uberlagerung der Farbungen (C, F, I, L, O, R)
sind gezeigt.

fusionierten Riesenzellen 24 h p.i. zeigte die Ausbildung des CPE an (Abb. IV.49, P-
R).

Die Veranderungen des Zytoskeletts im Verlauf der HSV-1 Infektion sind in der
Tabelle IV.7 zusammenfassend dargestellt.

Das Fehlen von Stressfibrillen 2 h p.i. sowie die Ausbildung von Filopodia und kurzen
ungeordneten Stressfibrilen 4 und 6 h p.i. traten bei Infektion mit beiden
verwendeten Virusstammen auf, die einen unterschiedlichen CPE ausbildeten.
Vermutlich sind dies Verdnderungen, die auf die Expression eines viralen Proteins
zurickgehen und nicht auf einem zellularen Zusammenbruch zurtickzufihren sind.
Diese Prozesse konnten durch Rho-ahnliche GTPase Signaltransduktion oder
analoge Mechanismen reguliert werden.

Ein potentieller Kandidat fir ein HSV Protein, das entsprechende Verdnderungen
auslésen konnte ist Us3, eine Ser/Thr Kinase, die signifikante Homologien zur PAK
aufweist (Mururata et al., 2000). Zur Untersuchung des Effektes von Us3 auf das
Aktin-Zytoskelett in MDCKII Zellen, wurde Us3 transient in MDCKII Zellen exprimiert.
Dazu wurde zunéchst mittels PCR die Sequenz des Us3-ORF (engl. open reading
frame) von genomischer HSV-1 (S17) DNA amplifiziert und in einen Expressions-
vektor kloniert. Transiente Expression des Us3-myc-Fusionsproteins fur 24 h in
MDCKII Zellen fuhrte zu einer Abrundung von Zellen. Eine Bildung vieler
Stressfibrillen und Filopodia wie 4-6 h p.i. im HSV-1 Infektionsverlauf wurde dabei
nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Effekte transienter Expression eines Us3-
myc-Fusionsproteins  zeigten keine Ahnlichkeiten mit HSV-1 induzierten

Veranderungen wahrend des Infektionsverlaufs.
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Zeitpunkt nach HSV-1 Infektion | Effekt auf das Aktin-Zytoskelett Abbildung

uninfiziert Periphere Zellen mit starkem cortikalen Abb. 1V.48 und
Aktin, haufig Stressfibrillen, Ansatze von 49, A-C
Lamellipodia-Bildung

1 h p.i. (Marker HSV-1 Kapsid) |a) Eintretende Kapside haufig in Abb. V.48, D-F
Lamellipodia ausbildenden Zellen, leicht
vermehrte Lamellipodia-Bildung (HSV-1
(S17))

b) Eintretende Kapside haufig in Abb. V.49, D-F
Lamellipodia ausbildenden Zellen, (HSV-1
(ANG path))

2 h p.i. (Marker ICPO, nukleér) a) Haufig keine Stressfibrillen (HSV-1 Abb. 1V.48, G-I
(S17))
Abb. V.49, G-I
b) Weniger Stressfibrillen (HSV-1 (ANG
path))
4 h p.i. (Marker ICPO, a) Kurze haufig ungeordnete Abb. 1V.48, J-L
zytoplasmatisch) Stressfibrillen-Bildung, kurze Filopodia
(HSV-1 (S17))
Abb. V.49, J-L
b) Kurze Stressfibrillen-Ausbildung, kurze
Filopodia (HSV-1 (ANG path))
6 h p.i. (Marker HSV-1 Kapsid) [a) Vermehrte Stressfibrillen-Bildung, Abb. V.48, M-
Abrundung (HSV-1 (S17)) (0]
b) Vermehrte Stressfibrillen-Bildung,
Abrundung (HSV-1 (ANG path)) Abb. 1V.49, M-
(0]

24 h p.i. (Marker HSV-1 Kapsid) [a) Abrundung der Zellen (CPE), igelartige |[Abb. 1V.48, P-R
kurze Filopodia oder Microvilli (HSV-1
(S17))

b) Zellfusion, Ausbildung von Riesenzellen |Abb. V.49, P-R
(HSV-1 (ANG path))

Tabelle IV.7: Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Verlauf der
HSV-1 Infektion

Daher ergaben sich keine Hinweise auf eine potentielle Beteiligung von Us3 an den

beobachteten Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Infektionsverlauf.
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V. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Studien zu Eintrittsmechanismen von HSV-1 in
Epithelien durchgefuhrt. Dazu wurde zunéchst der initiale Ort des Eintritts von HSV-1
in polare Epithelmodelle untersucht. In Studien Uber potentielle, molekulare
Determinanten des HSV-1 Eintritts wurde anschlieend die Lokalisierung eines
Virus-Rezeptors, die Beteiligung des viralen Glykoproteins D sowie der Einfluss

zellularer Aktin-Dynamik und ihrer respektiven Signaltransduktion untersucht.

1 Polaritat des HSV-1 Eintritts

Fur das bessere Verstandnis der molekularen Determinanten des HSV-1 Eintritts in
polare Epithelien wurden in dieser Arbeit zunachst Eintrittsstudien durchgefiihrt, die
Hinweise fir eine Polaritat des bevorzugten Viruseintritts lieferten. Dazu wurden

Untersuchungen in einfachen und komplexen Epithelmodellen durchgefihrt.

1.1 Basolaterale Membrandomanen fungieren als primarer HSV-1

Eintrittsort in einfachen Epithelien

Die Polaritat einfacher Epithelien unterscheidet apikale und basolaterale Membran-
domanen von Epithelzellen, die durch Ausbildung einer Zonula occludens zustande
kommt (zur Ubersicht Gonzalez-Mariscal et al., 2000).

Untersuchungen zur Infektion individueller MDCKII Zellen lieferten Hinweise zur
Nutzung basolateraler Membrandomanen fir den HSV-1 Eintritt. Selbst bei héherer
MOI wurde nur selten Viruseintritt Gber die apikale Oberflache konfluenter MDCKI|I
Zellen beobachtet. Hatte HSV-1 Zugang zu basolateralen Membrandomanen in
verwundeten konfluenten Kulturen, wurde effizienter Viruseintritt beobachtet. HSV-1
Eintrittsstudien in konfluenten MDCKII Zellen, die auf Filtern wuchsen, zeigten
ebenfalls kaum Eintritt Uber apikale Membrandoméanen. Die Effizienz erfolgreichen
Eintritts war leicht erhdht, wenn basolaterale Membrandomé&nen dem Virus durch
Membranporen zuganglich waren. Frihere HSV-1 Infektionsstudien wurden in

MDCK Zellen, die auf Filtern wuchsen, durchgefuhrt (Sears et al., 1991, Hayashi,
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1995; Topp et al, 1997; Tran et al., 2000). Diese Studien liefern zum Teil
widerspruchliche Ergebnisse. Erfolgreicher HSV-1 Eintritt wird entweder tber alle
Zelloberflachen (Sears et al., 1991, Tran et al., 2000) oder mit einer Praferenz tber
die basolateralen Membrandomanen (Hayashi, 1995, Topp et al., 1997) beobachtet.
Im Falle basolateraler Infektion ist es fir Untersuchungen wichtig, dass das Virus die
Filterporen ungehindert passieren kann. Fiur HSV-1 resultieren diese experimentellen
Bedingungen im Verlust von 99 % des eingesetzten Virus (Topp et al., 1997) oder
mehr (Daten nicht gezeigt). Es war daher nicht mdglich, Infektionen via basolateraler
oder apikaler Membrandomé&nen von Zellen auf Filtermembranen mit vergleichbaren
Multiplizitaten durchzufthren. Daher wurde die Infektion von subkonfluenten MDCKI|I
Zellen, die auf Glasoberflachen wuchsen, als bevorzugtes Modellsystem gewahlt.
Auch in diesem Modellsystem zeigten Zellen Eigenschaften zellularer Polarisierung
und eine homogene Verteilung zytoskelett-assoziierter Proteine. Effizienter Eintritt
von HSV-1 wurde in subkonfluenten MDCKII Zellen beobachtet, sofern die
basolateralen Membrandoméanen der peripheren Zellen von Zell-Inseln zuganglich
waren. Vergleichende Eintrittsstudien von HSV-1 und AcMNPV in subkonfluenten
MDCKII Zellen deuteten darauf hin, dass die Aufnahme von HSV-1 Partikeln in
periphere Zellen spezifisch fur HSV-1 war. Der Eintritt von AcCMNPV wurde hingegen
in den gesamten Zellen der Zell-Inseln beobachtet. Wenn die Zell-Zell-Verbindungen
durch Cytochalasin D-Behandlung aufgeldst wurden, war die Infizierbarkeit nicht
mehr auf die peripheren Zellen beschrankt, sondern es wurde eine Infektion aller
Zellen beobachtet. Diese Daten stimmen mit neueren Ergebnissen tberein, die eine
effiziente Infektion von MDCKIl Zellen zeigen, wenn Zell-Zell-Kontakte durch
Verminderung des Kalziumgehaltes im Medium beeinflusst werden (Yoon und Spear,
2002).

Die Exposition basolateraler Membranen scheint somit eine Voraussetzung flr
effizienten HSV-1 Eintritt in MDCKII Zellen zu sein.

Untersuchungen zur HSV-1 Infektion subkonfluenter MDCKII Zellen zeigten bei
hoherer Virusdosis gelegentlich infizierte Zellen innerhalb von Zell-Inseln. Im
Gegensatz zur zytoplasmatischen Verteilung von ICPO in peripheren Zellen, wurde
eine nukleare Lokalisierung von ICPO in Zellen innerhalb der Zell-Inseln beobachtet.

Da ICPO im Infektionsverlauf zunachst im Nukleus lokalisiert und spéater eine
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Relokalisierung ins Zytoplasma zeigt, lasst sich auf eine verzdgerte Infektion von
Zellen mit polaren Eigenschaften innerhalb von MDCKII Zell-Inseln schlie3en. Diese
verzogerte Infektion ist mdglicherweise das Resultat von Virusvermehrung und
-ausbreitung peripherer Zellen. Die Voraussetzung dafir ware, dass virale DNA
Replikation in den peripheren Zellen stattfindet. Durch Zugabe des Thymidinana-
logons 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) zum Zellkulturmedium visualisierte Matthias
Jansen (2003) virale DNA-Replikation in infizierten subkonfluenten MDCKII Zellen.
Diese Studien weisen darauf hin, dass virale Replikation in peripheren Zellen
innerhalb von 2 h p.i. mdglich ist, so dass es zur Virusausbreitung in das Innere der
Zell-inseln kommen konnte. Eine weitere Moglichkeit ware, dass die Infektion
peripherer Zellen weiteren HSV-1 Partikeln den Zugang zu Zellen innerhalb der Zell-
Inseln durch Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte ermoglicht. Erste Unter-
suchungen zur Lokalisierung von ZO-1 bis zu 4 h p.i. ergaben keine experimentellen
Hinweise flr diese Mdglichkeit.

Ob die Polaritat des HSV-1 Eintritts in canine MDCKIl Zellkulturen den
Eintrittsmechanismus in einfache humane Epithelien reflektiert, wurde durch
Eintrittsstudien in primére Keratinozyten-Kulturen untersucht. Im allgemeinen werden
humane Keratinozyten effizient durch HSV-1 infiziert (Huber et al., 2001).
Einschichtkulturen primarer Keratinozyten zeigten Bereiche infizierter und
uninfizierter Zellen. In intakter Epidermis sind Keratinozyten eng gepackt und zeigen
voll ausgebildete Zell-Zell-Kontakte. In Einschichtkulturen primarer Keratinozyten, die
unter verminderten Kalziumbedingungen wachsen, koénnen dagegen groRRere
Unterschiede in Zelldichte und Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten auftreten. Die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Effizienz des HSV-1
Eintritts in primare Keratinozyten-Einschichtkulturen invers proportional zur Zelldichte
und Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten war. Wenn eng gepackte Keratinozyten
verwundet wurden, wurde Viruseintritt in Keratinozyten entlang der Wunde
beobachtet. Diese Ergebnisse sind analog zu den Beobachtungen der
Infektionsstudien in verwundeten konfluenten MDCKII Zellen, so dass die Exposition
basolateraler Membrandomé&nen auch in Keratinozyten-Kulturen eine Voraussetzung

fur effizienten HSV-1 Eintritt darstellen konnte.
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1.2 Limitierende Barriere-Funktion apikaler Oberflachen fir den HSV-1

Eintritt in komplexe humane Epithelien

Die Ergebnisse in Einschicht-Epithelien fuhrten zu der Frage, ob der beobachtete
Tropismus fur basolaterale Membranen auch bei dem Virus-Eintritt in komplexe
Epithelien des nattrlichen Wirts eine Rolle spielt. Infektionsstudien in humaner
Vorhautepidermis und stratifizierenden Keratinozyten-Kulturen wiesen auf einen
ahnlichen polaren Eintrittsmechanismus hin.

HSV-1 Eintritt in humane Epidermis wurde ausschlieBlich Uber die basalen
Oberflachen von ex vivo Kulturen beobachtet. Die apikale Oberflache hingegen
bildete eine limitierende Barriere fur die HSV-1 Infektion. Die apikale Oberflache
humaner Epidermis besteht aus dem Stratum corneum, das hauptsachlich aus
abgestorbenen Keratinozyten und Fetten aufgebaut ist und daher virale Replikation
nicht unterstiitzen kann (zur Ubersicht Kalinin et al., 2002). Dies konnte als
hinreichende Erklarung dafir dienen, dass HSV-1 in humane Epidermis nur tber
basale Oberfachen eintritt. Allerdings zeigten Eintrittsstudien in stratifizierende
Vorhaut-Keratinozyten, die kein Stratum corneum ausbildeten, dass der HSV-1
Eintritt nur in basalen Keratinozyten erfolgte. Diese Beobachtungen weisen darauf
hin, dass die Barriere-Funktion des Stratum corneums wahrscheinlich nicht die
einzige Erklarung fur den fehlenden Virus-Eintritt Gber apikale Oberflachen der
Epidermis ist.

In den Infektionsstudien von humanen Epidermis-Explant-Kulturen mit héherer Virus-
Dosis wurde eine ICPO Farbung auch in suprabasalen Zellschichten beobachtet.
Diese konnte auf Virus-Ausbreitung von basalen zu suprabasalen Zellen
zurtckzufiihren sein. Alternativ kénnten HSV-1 Virionen bei hoher Konzentration zu
suprabasalen Zellschichten durchdringen. Im Hinblick auf die HSV-1 Partikel-Gro3e
einerseits und die ausgebildeten intakten Zell-Zell-Kontakte andererseits gibt es fur
diese Annahme bisher keine experimentelle Evidenz.

Frihere Studien untersuchten die Infektion von stratifizierenden Kulturen von
immortalisierten oder primaren Keratinozyten in einem organotypischen Kultursystem
in vitro (Syrjanen et al., 1996; Visalli et al.,, 1997, Hukkanen et al., 1999). Die

Ergebnisse der Infektionsstudien humaner Vorhautepidermis und stratifizierender
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Keratinozyten-Kulturen der vorliegenden Arbeit unterscheiden sich zum Teil von
denen, die in organotypischen, stratifizierenden Kulturen in vitro erzielt worden sind
(Syrjanen et al., 1996; Hukkanen et al., 1999). Diese berichten Uber eine Infektion
aller Epidermis-Schichten. In der vorliegenden Arbeit wurde in Verwundungsstudien
stratifizierender Keratinozyten-Kulturen gezeigt, dass eine Infektion apikaler
differenzierter Keratinozyten auftreten kann und dass diese begleitet wurde von einer
Auflockerung der Zell-Zell-Kontakte. Diese Auflockerung erlaubte moglicherweise
eine Diffusion von Virus-Partikeln in den interzellularen Raum und den Zugang von
HSV-1 Partikeln zu basalen Oberflachen apikaler Keratinozyten. Da die Integritat der
Zell-Zell-Kontakte in den genannten Studien nicht im Detail untersucht wurde, ist
nicht auszuschliessen, dass HSV-1 Zugang zu basalen Oberflachen hatte.
Organotypische, stratifizierende Kulturen in vitro reprasentieren zudem nicht die volle
Barriere-Funktion von Epidermis in vivo (Nolte et al., 1993).

In verschiedenen Modellsystemen einschlie3lich humaner Epidermis-Explant-
Kulturen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Epithelzellen mit deutlich hdherer
Effizienz infiziert wurden, sobald ihre basolateralen Membranen zuganglich waren.
Zusatzlich legen die Ergebnisse der Infektionsstudien von ex vivo Epidermis-Kulturen
nahe, dass HSV-1 in vivo eine intakte Epidermis-Barriere nicht penetrieren kann und
die Exposition basaler Keratinozyten zur erfolgreichen Infektion bendtigt. Diese
Schlussfolgerung unterstitzt die Annahme, dass HSV-1 Wunden oder Microlesionen

in Epithelien zur primaren Infektion nutzt.

2 Potentielle Determinanten des HSV-1 Eintritts in

Epithelzellen

2.1 Rolle des HSV-1 Korezeptors Nectin-1 flr den polaren HSV-1 Eintritt
in Epithelien

Zugang von HSV-1 zu zellularen Rezeptoren ist eine Voraussetzung fur den
rezeptor-vermittelten Eintritt in die Wirtszelle. Die Lokalisierung des HSV-1
Korezeptors Nectin-1 wurde im Hinblick auf die Frage untersucht, ob polarer Eintritt

und Rezeptor-Lokalisierung und damit -Zuganglichkeit korrelieren. Nectin-1 ist ein
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ubiquitar exprimiertes Zell-Zell-Adhasionsmolekul (Takai und Nakanishi, 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Immunfluoreszenz-Studien Nectin-1 in
MDCKII Zellen nicht nachgewiesen werden. Katata et al. (2003) beschreiben zwar
die Expression von Nectin-1, die Lokalisierung von Nectin-1 in der Zonula adhaerens
von MDCK Zellen wurde allerdings durch Uberexpression von Nectin-1 sichtbar
gemacht (Takahashi et al., 1999, Katata et al., 2003). MDCK Zellen, die Nectin-1
Uberexprimieren, zeigen eine effiziente HSV-1 Infektion erst, wenn Zell-Zell-Kontakte
durch Verminderung des Kalziumgehaltes aufgelost werden (Yoon und Spear, 2002).
Sollte endogenes Nectin-1 in MDCKII Zellen in basolateralen Membrandoménen
sowie in der Plasmamembran unpolarisierter, randstandiger Zellen lokalisieren, wie
die Lokalisierungsstudien des Uuberexprimierten Proteins andeuten, wirden die
Nectin-1-Lokalisierung und der Tropismus fur den polaren HSV-1 Eintritt in MDCKI|I
Zellen korrelieren. Da in der vorliegenden Arbeit keine fiur MDCKIl Zellen
spezifischen Nectin-1-Antikorper verfligbar waren, blieb die Rolle fir Nectin-1 in der
Polaritat des HSV-1 Eintritts in MDCKII Zellen spekulativ.

Im Gegensatz zu MDCKII Zellen erkannte ein monoklonaler Antikérper Nectin-1 in
primaren Keratinozyten-Kulturen, so dass Lokalisierungsexperimente moglich waren.
Immunfluoreszenzstudien zeigten eine Nectin-1-Lokalisierung in der Plasma-
membran insbesondere entlang der interzellularen Zell-Zell-Verbindungen. Wahrend
Nectin-1 eine besonders prominente Farbung in dichten Bereichen von
Einschichtkulturen zeigte, war im Gegensatz dazu Nectin-1 praktisch nicht in der
Plasmamembran von Zellen entlang einer Verwundung detektierbar. Apikale Zellen
stratifizierender Kulturen zeigten eine deutlich starkere Nectin-1-Farbung als basale
Zellen, in denen nur gelegentlich Nectin-1 detektiert werden konnte. Da Zellen mit
erhdhter HSV-1 Infizierbarkeit ein geringeres Ausmalfi an Nectin-1 Lokalisierung in
der Plasmamembran zeigten, ist es unwahrscheinlich, dass Nectin-1 fir die Polaritat
des HSV-1 Eintritts in Keratinozyten-Kulturen bestimmend ist. Huber et al. (2001)
beobachteten dartber hinaus eine uneffiziente Blockierung des HSV-1 Eintritts in
Keratinozyten durch anti-Nectin-1 Antikdrper. Zusammengenommen mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist daher eine Rolle von Nectin-1 als exklusivem
HSV-1 Korezeptor fir den primaren Eintritt in Keratinozyten fragwuirdig. Eine Rolle

von Nectin-1 in der Ausbreitung von HSV-1 Uber Zell-Zell-Kontakte in Keratinozyten
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ist jedoch mdglich.

Einschichtkulturen von Keratinozyten gelten im allgemeinen als Modellsystem fir das
Stratum basale. Wahrend in Einschichtkulturen eine starke Nectin-1 Farbung
beobachtet wurde, wurde Nectin-1 hingegen nur gelegentlich in basalen Zellen von
stratifizierenden Keratinozyten beobachtet. Die unterschiedlichen Kultivierungs-
bedingungen der beiden Epithelmodelle konnten hierfir die Ursache sein. E-
Cadherin vermittelte Zell-Zell-Adhéasion ist im Gegensatz zu Nectin-1 kalzium-
abhangig, so dass unter verminderten Kalzium-Bedingungen vermehrte Nectin-1
Adasion eine verminderte E-Cadherin-Adhasion substituieren kann (zur Ubersicht
Takai und Nakanishi, 2003). Daher kdnnte die unterschiedliche Starke der Nectin-1
Farbung auf die verminderten Kalzium-Bedingungen der Einschicht-Kultivierung

zuruckzufuhren sein.

2.2 Beteiligung des HSV-1 Glykoproteins D am Eintritt in Epithelzellen

Die Bindung eines der spezifischen Zell-Oberflachen-Rezeptoren durch HSV-1 gD ist
ein essentieller Schritt im Prozess des viralen Eintritts in unpolare Zellen (zur
Ubersicht Spear, 1993, Campadelli-Fiume et al., 2000). Im Zusammenhang des
Eintritts in polare Epithelien wurden Studien durchgefiihrt, die eine Beteiligung von
gD am Eintritt Gber neutralisierende Antikdrper-Bindung untersuchten. Sowohl in
MDCKII Zellen wie auch in primaren Keratinozyten-Kulturen konnte der Eintritt von
HSV-1 in dosis-abhéngiger Weise spezifisch durch neutralisierende anti-gD-
Antikorper (DL11) blockiert werden. Dies legt eine Beteiligung von gD am Eintritt in
Epithelzellen nahe.

Die punktierte Farbung auf Zelloberflachen durch anti-gD-Antikorper deutet darauf
hin, dass eine Bindung von HSV-1 Virionen an die Oberflache von MDCKII Zellen
und Keratinozyten in den Blockierungsexperimenten nicht verhindert wurde. Die
Adsorption von HSV-1 an Zelloberflachen wird durch die Interaktion HSV-1 gC oder
gB mit Heparansulfat Proteoglycan vermittelt und geht der Rekrutierung des HSV-1
Korezeptors voraus (Herold et al., 1991, Johnson et al., 1990). Die beobachtete
Bindung von HSV-1 an MDCKII- und Keratinozyten-Oberflachen kdnnte also dem

spezifischen Adsorptionsprozel3 entsprechen oder alternativ die unspezifische
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Bindung von Virus-Partikeln an Zelloberflachen darstellen. Dabei fand interessanter-
weise eine Bindung von HSV-1 an alle Oberflachen von MDCKII Zellen und
stratifizierenden Keratinozyten statt, im Gegensatz zum beobachteten Tropismus des
HSV-1 Eintritts Gber basolaterale Membranen oder basale Zellen. Dies kdnnte ein
erster Hinweis darauf sein, dass die molekulare Determinante des polaren Eintritts
nicht in der Bindung an die HSV-1 Oberflache sondern in den folgenden Schritten

der Rezeptorbindung, Penetration und des Transportes zu suchen ist.

2.3 Hinweise auf die mechanistischen Grundlagen zur Penetration der

Plasmamembran

Die neueren Untersuchungen zu molekularen Determinanten des HSV-1 Eintritts
beschranken sich hauptséachlich auf die Rezeptor-Ligand-Interaktionen zur
Penetration der Plasmamembran (zur Ubersicht Spear und Longnecker, 2003).
Darliber hinaus existieren einige Hinweise auf den Mechanismus, der der
Penetration der Plasmamembran zugrunde liegt. HSV-1 Partikel, deren Hullmembran
mit der Plasmamembran fusioniert, werden in zahlreichen elektronenmikros-
kopischen Studien zu friihen Zeitpunkten nach der Infektion beobachtet (Fuller et al.,
1989; Fuller und Spear, 1987, zur Ubersicht Roizman und Whitley, 1996). Zusétzlich
werden Virionen in intrazellularen Vesikeln beobachtet (Fuller und Spear, 1987, zur
Ubersicht Roizman und Sears, 1996). Diese werden jedoch nicht infektidsem Eintritt
zugeschrieben (Fuller et al., 1989; Fuller und Spear, 1987). Vielmehr wird von den
Autoren angenommen, dass diese HSV-1 Partikel degradiert werden. In einer
neueren Studie wurde jedoch gezeigt, dass HSV-1 Zelltyp-spezifisch entweder Gber
Endozytose oder uber Fusion in die respektive Wirtszelle eintritt (Nicola et al., 2003).
So wird in HelLa Zellen vor allem eine endozytotische Aufnahme beobachtet,
wahrend in Vero Zellen pH-unabhangige Fusion der viralen Hullmembran mit der
Plasmamembran der hauptsachliche Mechanismus zur Penetration ins Zytoplasma
zu sein scheint.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Anlehnung an die Arbeit von Nicola et al. (2003)
der nachfolgende Schritt eines potentiellen HSV-1 Eintritts Uber Endozytose inhibiert:

Die Freisetzung infektioser Partikel ins Zytoplasma Uber durch Acidifizierung
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ausgeloste Lyse von Endosomen. Der verwendete Inhibitor Monensin ist ein
carboxylisches lonophor, das endosomale Acidifizierung blockiert (Brock und Smith,
1982; Fliesler und Basinger, 1987). HSV-1 Eintritt in MDCKII Zellen wurde nicht
durch die Behandlung mit Monensin beeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigten HelLa
Zellen eine Dosis-abhangige Inhibierung des HSV-1 Eintritts durch Monensin-Gabe
vor Infektion, wie dies auch von Nicola et al. (2003) beschrieben wurde. Dies deutet
auf einen Eintrittsmechanismus von HSV-1 in MDCKII Zellen hin, der pH-unabhangig
ist und nicht auf der Acidifizierung von Endosomen beruht. Wahrscheinlich nutzt
HSV-1 ph-unabhangige Fusion zur Penetration der Plasmamembran von MDCKII
Zellen. Aufgrund der limitierten Daten der vorliegenden Arbeit kann jedoch ein
endozytotischer Eintrittsmechanismus von HSV-1 in MDCKIl Zellen nicht aus-
geschlossen werden, der auf pH-unabhangiger Freisetzung der Virionen aus
Endosomen beruht, wie dies auch fur Epstein-Barr Virus, einem weiteren

Herpesvirus, gezeigt wurde (Miller und Hutt-Fletcher, 1992).

3 Wechselseitige Beeinflussung von Aktin-Dynamik und
HSV-1 Infektion

Neben der Penetration der Plasmamembran mussen Viren zum erfolgreichen Eintritt
in die Wirtszelle das unter der Plasmamembran liegende Netzwerk der Aktin-Cortex
Uberwinden. Einige Viren nutzen dazu den zellularen Prozess der Endozytose, um
anschlieBend aus endosomalen Vesikeln ins Zytoplasma freigesetzt zu werden. Bei
einem Eintrittsmechanismus von Viren uber Fusion ihrer Hullmembran mit der
Plasmamembran ist die Penetration der Aktin-Cortex bisher wenig verstanden. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher Studien unternommen, die den Einfluss des Aktin-
Zytoskeletts und der aktin-regulierenden Signaltransduktion auf die HSV-1 Infektion

und vice versa untersuchten.
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3.1 Hemmung der HSV-1 Infizierbarkeit von Epithelzellen durch
Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts

Der Einfluss von dynamischen Aktin-Prozessen auf den HSV-1 Eintritt in MDCKII
Zellen wurde zunachst durch Inhibitor-Studien untersucht. Inhibitor-Studien eignen
sich, um erste Hinweise auf beteiligte Komponenten eines Prozesses zu sammeln.
Bei Hinweisen auf beteiligte Komponenten sind weitere Studien aufgrund der haufig
auftretenden Sekundéareffekte von Inhibitoren angebracht.

Die Inhibierung der Aktin-Polymerisierung und die anschliel3ende Depolymerisierung
durch Cytochalasin D (CD) fuhrten zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten
subkonfluenter MDCKII Zellen. Durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten hatte HSV-
1 Zugang zu basolateralen Membrandoménen, so dass auch Zellen innerhalb von
MDCKII Zell-Inseln infiziert wurden. Ein Einfluss der Aktin-Depolymerisierung auf die
HSV-1 Infizierbarkeit individueller Zellen wurde hingegen nicht beobachtet. Im
Gegensatz dazu beobachtete Rosenthal et al. (1985) eine Inhibierung des HSV-1
Eintritts durch CD in HEp-2 Zellen. Diese beobachtete Inhibierung des Eintritts tritt
allerdings nur bei CD-Konzentrationen grof3er 1 uM auf (Rosenthal et al., 1985). In
der vorliegenden Arbeit wurden geringere Konzentrationen von CD eingesetzt, da
hohere Konzentrationen der Zellviabilitat abtraglich waren und signifikante Effekte
auf das Aktin-Zytoskelett bereits bei geringeren Konzentrationen beobachtet wurden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lieferten erste Hinweise, dass die durch CD
gehemmte Aktin-Polymerisierung fir einen effizienten Eintritt von HSV-1 in MDCKII
Zellen nicht benotigt wird.

Desweiteren wurde in HSV-1 Eintrittsstudien Jasplakinolide vor und wéahrend der
Infektion dem Wachstumsmedium beigesetzt. Jasplakinolide fiihrt zur Stabilisierung
von F-Aktin und anschlieRend zu Aktin-Polymerisierung (Bubb et al., 1994). In diesen
Studien wurde eine Dosis-abhangige Hemmung der HSV-1 Infizierbarkeit durch
Jasplakinolide beobachtet. Diese Ergebnisse lieferten experimentelle Hinweise, dass
stabile F-Aktin Strukturen eine potentielle Barriere fir die HSV-1 Infizierbarkeit

darstellen.
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3.3 Einfluss der Signaltransduktion von Racl / Cdc42 auf die
HSV-1 Infizierbarkeit von Epithelzellen

Schlissel-Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts sind die Rho-ahnlichen GTPasen
Cdc42, Racl und RhoA, die Uber Signaltransduktionsprozesse die Ausbildung
spezifischer Aktin-Strukturen regulieren (zur Ubersicht Hall, 1998). Der Einfluss der
Signaltransduktion von Cdc42, Racl und RhoA auf den HSV-1 Eintritt wurde durch
Inhibitorstudien und Expression dominanter Isoformen von Rho GTPasen untersucht.
In Inhibitorstudien wurde durch Toxin B Behandlung von MDCKII Zellen und
stratifizierenden Keratinozyten-Kulturen die Signaltransduktion des endogenen
Cdc42 und Racl gehemmt. Dies resultierte in verminderter Aktin-Polymerisierung
der Aktin-Cortex in einem Teil der Zellen. In diesen Zellen wurde teilweise eine
Reduktion infizierter Zellen beobachtet. Die Inhibitorstudien wiesen also auf einen
potentiellen Einfluss der Signaltransduktion von Racl und Cdc42 auf die HSV-1
Infizierbarkeit von Epithelzellen hin.

Um diese ersten Hinweise auf eine potentielle Rolle von Rho GTPasen in der HSV-1
Infizierbarkeit von Epithelzellen zu spezifizieren, wurden mutierte Isoformen von Rho
GTPasen transient in MDCKII Zellen exprimiert und anschliel3end mit HSV-1 infiziert.
Bei Expression der dominant aktiven (L61) und inaktiven (N17) Cdc42 Isoformen
sowie der dominant aktiven (L61) Racl Isoform zeigte sich eine signifikante
Reduktion der HSV-1 Infizierbarkeit. Weder die Expression dominanter Isoformen
von RhoA noch die Expression der Wildtyp-lsoformen zeigte einen signifikanten
Effekt auf die HSV-1 Infizierbarkeit.

Die Hemmung der HSV-1 Infektion durch die Expression von dominant-aktivem
sowie -inaktivem Cdc42 kann bedeuten, dass eine zyklische Aktivierung und
Inaktivierung von Cdc42, also kontinuierliche GTP Hydrolyse, fur eine effiziente
HSV-1 Infektion bendtigt wird. Ahnliche Prozesse werden bei Racl-reguliertem
Neuritenwachstum in Drosophila (Luo et al., 1994) oder bei der Funktionalitat der
Zonula adhaerens in MDCKII Zellen (Jou et al., 1998) beobachtet. Alternativ kbnnte
ein minimaler Level an Cdc42-GTP zur Infektion bendétigt werden, ein sehr hoher
Level von Cdc42-GTP konnte hingegen hemmend wirken. Ein Beispiel fir einen

solchen Prozess ist die rho-vermittelte Bildung von Actomyosin-Fibrillen, die zur
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Migration von Zellen bendtigt wird. Werden zu viele dieser Fibrillen durch hohe Level
an Rho-GTP gebildet, kontrahiert die Zelle und es findet keine Migration statt.
Zellmigration wird so entweder durch Expression der dominant-aktiven sowie
-inaktiven Isoform verhindert (zur Ubersicht Symons und Settleman, 2000). Die
dominant-aktive nicht aber die dominant-inaktive Isoform von Racl inhibierte
ebenfalls den HSV-1 Eintritt. Diese Beobachtung legt nahe, dass HSV-1 eine
Inaktivierung von Rac1l zur erfolgreichen Infektion benétigt.

Die transiente Expression dominanter Rho GTPase Isoformen in MDCKII Zellen
fuhrte zu Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts, die spezifisch fiur die jeweilige
Isoform der einzelnen Rho GTPase waren. Die Expression von L61 Racl fluhrte zur
Zellspreizung, zu Lamellipodia-Bildung und zu Aktin-Akkumulierung an Zell-Zell-
Kontakten. Zellen mit N17 Racl Expression zeigten hingegen eine abgerundete
Morphologie und waren beeintrachtigt in der Zellspreizung. Diese Veranderungen
entsprechen dem regulatorischen Einfluss von Racl auf Prozesse der
Plasmamembran-Protusion (Ridley et al., 1992, zur Ubersicht Hall, 1998).
Erwartungsgemald fuhrte die Expression von L63 RhoA zur Bildung vieler
Stressfibrillen, wahrend in N19 RhoA exprimierenden Zellen keine Stressfibrillen
beobachtet wurden (Ridley und Hall, 1992, zur Ubersicht Hall 1998). Die Expression
sowohl von L61 Cdc42 als auch N17 Cdc42 Isoformen fiihrte in MDCKII Zellen zu
Filopodia-Bildung, einem durch Cdc42 kontrollierten Prozess (Nobes und Hall, 1995,
zur Ubersicht Hall, 1998).

L61 Cdc42 und L61 Racl Expression fihrte dariber hinaus zu Stressfibrillen-
Bildung, einem durch RhoA kontrollierten Prozess. Dies deutete auf eine Aktivierung
endogenen RhoAs durch L61 Cdc42 und L61 Racl hin, wie dies auch in
Fibroblasten beobachtet wird (Nobes und Hall, 1995, Ridley et al., 1992). In
Epithelzellen fuhrt die Aktivierung von Cdc42 und Racl jedoch meist zu
Stressfibrillen-Abbau (Zondag et al., 2000). Vermutlich ist die Aktivierung von RhoA
durch L61 Cdc42 und L61 Racl auf die Vereinzelung der MDCKII Zellen durch die
Transfektionsbedingungen zurtickzufihren, die einen eher mesenchymalen denn
epithelialen Charakter der Zellen bedingt (zur Ubersicht Schmitz et al., 2000). dass
ein Einfluss auf die HSV-1 Infizierbarkeit durch die potentielle Aktivierung endogenen
RhoAs durch L61 Racl und L61 Cdc42 vermittelt wird, ist jedoch unwahrscheinlich,
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da L63 RhoA keinen signifikanten Einfluss auf die HSV-1 Infektion hatte.
Interessanterweise fuhrte die transiente Expression von N17 Cdc42 in MDCKII
Zellen ebenfalls zu Stressfibrillen-Bildung, die vermutlich auf eine Aktivierung
endogenen RhoAs zurickzufihren war. Dieser Prozess wird in Epithelzellen
beobachtet, in denen die Signaltransduktionswege von Cdc42 und Racl denen von
RhoA gegentbergestellt ist (Zondag et al., 2000). Warum L61 Cdc42 und N17 Cdc42
unter den gleichen experimentellen Bedingungen &hnliche Prozesse kontrollieren,
bleibt unklar.

Bemerkenswert ist, dass die transiente Expression von L61 Cdc42, L61 Racl und
N17 Cdc42 eine extensive Aktin-Polymerisierung cortikal und basal ausléste. In
Analogie zu den JAS-Inhibitorstudien konnte dies auf eine Barriere-Funktion des
polymerisierten F-Aktins hindeuten, das durch die Uberexpression der dominanten
Isoformen ausgeldst wurde.

Cdc42, Racl und RhoA koénnen zusatzlich zu den Veranderungen des Aktin-
Zytoskeletts auch die Expression zelluldrer Proteine beeinflussen (zur Ubersicht
Schmitz et al., 2000). Effizienter HSV-1 Eintritt wurde tber Nachweis der ICPO
Lokalisierung, einem Produkt sehr friher viraler Genexpression, nachgewiesen. Um
einen Einfluss der Expression dominanter GTPase Isoformen auf die Expression von
ICPO auszuschliessen, wurden Ko-Transfektionsexperimente durchgefuhrt. Dabei
wurde ein Plasmid, das die Sequenz fur ein ICPO-CFP Fusionsprotein unter der
Kontrolle des ICPO Promotors enthielt, mit je einem GTPase-Konstrukt ko-
transfiziert. In MDCKII Zellen, die L61 Cdc42 exprimierten, wurde ein vergleichbarer
Anteil an ICPO exprimierenden Zellen beobachtet wie in Zellen, die N19 RhoA
exprimierten. Im Gegensatz dazu wurde in Infektionsstudien von L61 Cdc42
exprimierenden MDCKII Zellen eine signifikante Reduktion des Anteils infizierter
Zellen im Vergleich zu N19 RhoA exprimierenden Zellen beobachtet. Daher ist zu
vermuten, dass die Expression des ICPO-Promotors durch die Expression GTPase
Isoformen nicht beeinflusst wurde.

Bei den beschriebenen Transfektionsexperimenten lagen die MDCKII Zellen
vereinzelt vor, bildeten gerade Adharenz aus und zeigten Zellausbreitung. Eine
epitheliale Morphologie war noch nicht zu erkennen. Um primaren HSV-1 Eintritt im

Zusammenhang mit der Signaltransduktion von Cdc42/Racl unter epithelialen
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Bedingungen zu untersuchen, wurde daher der Einfluss der Cdc42/Racl Isoformen
in induzierbaren Zellinien untersucht. Die jeweilige Isoform stand unter der Kontrolle
des tetracyclin-reprimierbaren Transaktivators und war in das Genom von MDCKII
Zellen integriert. Die Expression von dominant-aktiven Racl in subkonfluenten
MDCKII Zellen inhibierte ebenso viralen Eintritt wie die Expression von dominant-
inaktivem Cdc42. Die Expression von dominant-aktivem Cdc42 hingegen hatte wie
dominant-inaktives Racl keinen Einfluss auf die Infektion. Diese Ergebnisse sind
weitgehend konform mit denen, die in transienten Expressionsstudien erzielt wurden.
Eine Ausnahme bildet dominant-aktives Cdc42, das keinen Einfluss auf den HSV-1
Eintritt hatte.

Im Gegensatz zur transienten Expression der Isoformen von Cdc42 und Racl wurde
ein unterschiedlicher Effekt durch die Induktion dieser Isoformen auf die Organisation
des Aktin-Zytoskeletts beobachtet. Dominant-aktive Cdc42/Racl Isoformen zeigten
nach transienter Expression die Ausbildung von starken Stressfibrillen, wahrend
nach induzierter Expression Stressfibrillen vollig abwesend waren. Nach transienter
Expression ist eine hierarchische Aktivierung von RhoA wahrscheinlich, die zu
Stressfibrillen-Bildung fihrt. In Epithelzellen sind die Signaltransduktionswege von
Cdc42 / Racl denen von RhoA gegenibergestellt. Cdc42/Racl Aktivierung fuhrt zu
RhoA Inaktivierung (Zondag et al., 2000). Dies war bei der Induktion von V12 Cdc42
und V12 Racl Expression in MDCKII Zellen der Fall, wie die Veranderungen des
Aktin-Zytoskeletts andeuteten. Dafir spricht auch die Anwesenheit vieler
Stressfibrillen bei Induktion der Expression dominant-inaktiven Cdc42. Eine serielle
Aktivierung der Rho GTPasen durch Induktion der Transgenexpression scheint nicht
vorzuliegen. Die serielle Aktivierung von RhoA durch Cdc42 in Fibroblasten wird
durch Aktivierung von Racl vermittelt (Nobes und Hall, 1995, Ridley et al., 1992, zur
Ubersicht Hall, 1998). So ist zu vermuten, dass in transienter Expression Racl
neben RhoA durch L61Cdc42 Expression aktiviert wird. Im Gegenzug ergaben sich
keine experimentellen Hinweise auf eine serielle Aktivierung von Racl durch
Induktion der V12 Cdc42 Expression. Diese Unterschiede kdonnten darauf hindeuten,
dass Racl Aktivierung durch L61 Cdc42 in transienter Expression den Effekt auf die
HSV-1 Infizierbarkeit vermittelt. Bei Induktion der V12 Cdc42 Infektion wirde kein
Effekt auf die HSV-1 Infektion auftreten, da Racl vermutlich nicht durch V12 Cdc42
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aktiviert wurde. Diese ersten Hinweise deuten auf eine potentiell exklusive Rolle der
Racl Aktivierung bei der Hemmung des HSV-1 Eintritts hin.

In zwei verschiedenen experimentellen Systemen wurde erstmals gezeigt, dass
Racl und Cdc42 Signaltransduktion eine Rolle im Prozess des HSV-1 Eintritts
ausiuben. Die Expression dominanter Cdc42 und Racl Isoformen hatte das Potential
den HSV-1 Eintritt zu hemmen. Die Expression der inhibierenden Isoformen wurde
begleitet von verstarkter cortikaler Aktin-Polymerisierung, die eine Rolle der Aktin-

Dynamik im Prozess des Eintritts nahelegt.

3.4 Einfluss von Effektoren der Cdc42/Racl Signaltransduktionswege
auf die HSV-1 Infizierbarkeit von MDCKII Zellen

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Aktin-Dynamik
und die Signaltransduktion von Cdc42 und Racl potentiell den HSV-1 Eintritt in
Epithelzellen beeinflussen konnen. Um einen Einblick in die
Signaltransduktionswege zu erhalten, die den inhibitorischen Effekt der Cdc42 und
Racl Signaltransduktion auf die HSV-1 Infizierbarkeit vermitteln, wurde der Einfluss
von zwei wichtigen Effektoren der Cdc42/Racl Signaltransduktion auf die HSV-1
Infektion untersucht.

In einem ersten Schritt zur Untersuchung beteiligter Signaltransduktions-
komponenten wurde die Effektorenbindestelle von Racl analysiert.

In transienten Expressionstudien konnte gezeigt werden, dass dominant aktives
Racl, das Effektoren nicht mehr tber die PBD binden kann, den HSV-1 Eintritt
weniger inhibiert als dominant aktives Racl, das alle Effektoren binden kann.
Dominant aktives Racl hingegen, dass keine Interaktion mit ROCK zeigen kann,
minimierte die Zahl ICPO exprimierender Zellen. Dies deutet auf die Vermittlung der
Inhibierung der HSV-1 Infizierbarkeit aktivierten Racl durch Bindung von Effektoren
Uber die PBD hin.

Eine Reihe von Effektoren sind beschrieben, die tber PBD-Bindung von Racl /
Cdc42 aktiviert werden (zur Ubersicht Schmitz et al., 2000). Besonders gut
charakterisiert ist die Aktivierung der p21-aktivierten Kinasen (PAK). Sowohl Cdc42

als auch Racl kénnen PAK-1 aktivieren (Manser et al., 1994).
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Zur Untersuchung des Einflusses von PAK-1 auf die HSV-1 Infektion wurden die
dominant-aktive wie -inaktive und die Wildtyp-lsoform transient exprimiert. Da kein
signifikanter Effekt auf die HSV-1 Infizierbarkeit durch die Expression dieser
Isoformen beobachtet wurde, ergab sich kein Hinweis auf eine Beteiligung von
PAK-1 an dem durch Cdc42/Racl ausgeldsten inhibitorischen Effekt auf die HSV-1
Infizierbarkeit. Phanotypisch ruft die Expression der dominant-aktiven Isoform von
PAK-1 Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts in HeLa Zellen und in Fibroblasten
hervor, die den Veranderungen durch aktiviertes Cdc42 bzw. Racl entsprechen
(Manser et al., 1997). Bei Uberexpression der PAK-1 Isoformen in MDCKII Zellen
zeigte sich jedoch kein Effekt auf das Aktin-Zytoskelett. In einer neueren Studie
konnte dazu gezeigt werden, dass PAK-1 Isoformen in MDCKII Zellen weder die
Wundheilung noch die damit verbundenen Aktin-Prozesse beeinflusst, sondern die
Kontaktinhibition der Zellen nach dem Schlie3en der Wunde beeinflusst (Zegers et
al., 2003). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Veranderungen der Aktin-Dynamik,
die durch dominant-aktives Racl in MDCKII Zellen ausgel6st wurden, im Gegensatz
zu Fibroblasten durch andere Effektoren vermittelt wird. Dabei ist nicht
auszuschlieBen, dass es sich dabei um ein weiteres Mitglied der PAK-Familie
handelt. Dass bei Expression der dominant-aktiven Isoform von PAK-1 keine
starkere Aktin-Polymerisierung und gleichzeitig keine Inhibierung viralen Eintritts
beobachtet wurde, ist ein weiterer Hinweis, dass die Modulation der Aktin-Dynamik,
die zu polymerem F-Aktin fihrt, der potentielle Prozess fir die Inhibierung des
erfolgreichen viralen Eintritts ist.

Der Arp2/3-Komplex ist fur die Aktin-Polymerisierung verantwortlich, die dem
Vorschieben von Membranen in Richtung der Migration zugrunde liegt. Ein
spezifischer Effektor von Cdc42 fungiert dabei als Aktivator, das neuronale Wiskott-
Aldrich-Syndrom Protein (N-WASP) (zur Ubersicht Carlier et al., 2003). Die
Uberexpression der Bindedomane von N-WASP (AA 201-321), die zur Hemmung
der Effektoren-Bindung an endogen aktiviertes Cdc42 fuhrt, zeigte keinen Einfluss
auf die HSV-1 Infizierbarkeit. Das bedeutet, dass die durch dominant aktives Cdc42
(L61 Cdc42) ausgeléste Hemmung des Virus-Eintritts wahrscheinlich nicht auf der
Aktivierung von N-WASP beruht. Da die Bindung der N-WASP Doméane an

aktiviertes Cdc42 auch zu einer Blockierung weiterer Effektoren fihrte und damit zur

172



Diskussion

Inaktivierung von Cdc42 fuhren kann, legt das Ergebnis nahe, dass die Inaktivierung
von endogenem Cdc42 nicht zur Hemmung des Viruseintritts fuhrt. Dies steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der Infektionsstudien N17 Cdc42 exprimierender
Zellen. Die Gegenwart von dominant-inaktivem Cdc42 fiihrte zu einer Reduktion
HSV-1 infizierter Zellen. Eine mogliche Erklarung dieses Widerspruchs ware, wenn
das exprimierte N-WASP Fragment nur geringe Affinitat zu Cdc42-GTP zeigen
wirde und damit nicht zur Inaktivierung von Cdc42 fuhren wirde. Da die
Funktionalitdt des N-WASP Fragments hingegen in Bindungsstudien zu Cdc42-GTP
bestétigt wurde (Braga, pers. Mitteilung), ist diese Mdglichkeit unwahrscheinlich. Das
N-WASP Fragment und dominant-inaktives Cdc42 zeigen funktionell unterschied-
liche Effekte in der Inhibierung der Cdc42 Signaltransduktion. Wird das N-WASP
Fragment exprimiert, kann endogenes Cdc42 zwar aktiviert werden, es findet jedoch
keine Folgeaktivierung von Effektoren statt. Dominant-inaktives Cdc42 hingegen
bindet kompetitiv GEF-Proteine (engl. guanine nucleotide exchange factors), die den
aktiven GTP-gebundenen Zustand von Rho GTPasen fordern (zur Ubersicht Bottner
und Van Aelst, 1999, Feig, 1999, Bishop und Hall, 2000). Dabei kann N17 Cdc42
selbst nicht aktiviert werden. Die Folge ist, dass endogenes Cdc42 nicht mehr durch
die titrierten GEF Proteine aktiviert werden kann. Dabei sind einige GEF Proteine in
der Lage mehrere Rho GTPasen zu aktivieren, so dass gegebenenfalls nicht nur die
Aktivierung von Cdc42 betroffen ware. Im Vergleich des Effektes der Uberexpression
des N-WASP Fragments und des dominant-inaktiven Cdc42 auf das Aktin-
Zytoskelett zeigte sich ein deutlicher Unterschied, der darauf hinweist, dass die
Signaltransduktion zum Aktin-Zytoskelett unterschiedlich beeinflusst wird. Dies
kénnte bedeuten, dass moglicherweise die Inhibierung der Signaltransduktion von
Cdc42 selbst keinen Effekt auf die Infizierbarkeit von MDCKII Zellen durch HSV-1
hat. Die durch N17 Cdc42 Expression ausgeloste Inhibierung der HSV-1
Infizierbarkeit ware dann auf die Beeinflussung weiterer Rho GTPasen durch N17
Cdc42 zuriickzufiihren. Diese theoretischen Uberlegungen setzen jedoch voraus,
dass das N-WASP Fragment und N17 Cdc42 im untersuchten experimentellen
System die publizierten Effelte austbten.

An diesem Beispiel wird die experimentelle Limitierung der verwendeten dominanten

Isoformen von Signaltransduktionskomponenten deutlich. Dominant inaktive GTPase
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Isoformen Uben ihren Effekt Gber eine Inaktivierung von GEFs aus. Dabei wird unter
anderem die mdgliche Aktivierung endogener GTPasen Uber GEF-unabhangige
Mechanismen vernachlassigt. Zusatzlich kdonnten durch eine N17 GTPase Isoform
weitere GTPasen inaktiviert werden, die von GEF Proteinen mit breiterer Spezifizitat
aktiviert werden. Im Gegenzug konnten dominant aktive Isoformen bestimmte
Prozesse durch starke oder lokal nicht begrenzte Aktivierung hemmen, wie dies bei
der Zell-Migration beobachtet wird (zur Ubersicht Symons und Settleman, 2000). Es
existieren mindestens 21 Mitglieder der Rho GTPase-Familie, die zum Teil
redundante Funktionen ausiben. Eine potentielle Rolle der meisten dieser Rho
GTPasen wurde vernachlassigt. Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf
Untersuchungen zur Rolle von Cdc42, Racl und RhoA, da die Funktionen dieser

Proteine am besten charakterisiert sind.

3.5 HSV-1 induzierte Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts

Die vorliegende Arbeit ergab erste Hinweise auf eine Beeinflussung des HSV-1
Eintritts in MDCKII Zellen durch Aktin-Dynamik und die Cdc42/Racl Signal-
transduktion. Im Gegenzug wurde die Frage untersucht, ob HSV-1 wahrend seines
Infektionszyklus Aktin-dynamische Prozesse beeinflusst. Veranderungen, die durch
Proteine des Virions hervorgerufen werden, treten dabei h&aufig biphasisch auf:
Wahrend des viralen Eintritts und bei der Expression dieser viralen Proteine im
Infektionszyklus.

In Zeitkurven-Experimenten mit zwei verschiedenen HSV-1 Subtypen konnte gezeigt
werden, dass signifikante Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts wahrend der HSV-1
Infektion vermutlich unabhéngig von den morphologischen Veranderungen des CPE
auftraten: In peripheren MDCKII Zellen von Zell-Inseln wurde haufig ein dickes Aktin-
Bundel der Cortex an der Zell-Matrix-Grenze beobachtet. Eintretende HSV-1
Kapside hingegen wurden 1 h p.i. haufiger in Lamellipodia und lokalen Membran-
krauselungen beobachtet, deren vermehrtes Auftreten mit der Infektion korrelierte.
Lamellipodia sind Bereiche erhohter Aktin-Dynamik der Cortex, die durch Aktin-
Polymerisierung ein Vorschieben der Plasmamembran in Migrationsrichtung

bewirken (zur Ubersicht Stossel, 1993). Die neu polymerisierten Aktin-Filamente
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werden anschlieRend in das Zellinnere transportiert, wo ein Abbau stattfindet (Theriot
und Mitchison, 1991). Dieser Rucktransport und nachfolgende Abbau von F-Aktin
kénnte den Durchtritt von Virionen durch die Cortex erleichtern.

Im Infektionsverlauf waren zytoplasmatische ICPO Lokalisierung und die
Ansammlung von neu gebildeten Kapsiden im Zellkern begleitet von Filopodia-
Bildung und dem vermehrten Auftreten von ungeordneten, kurzen Stressfibrillen.
Aktin-Polymerisierung ubt in Keratinozyten bei der Bildung von Zell-Zell-
Verbindungen durch Filopodia eine entscheidende, initiale Rolle bei der ersten
Verankerung von E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-Verbindungen der Zonula
adhaerens aus (Vasioukhin et al., 2000). Der Prozess der Zell-Zell-
Verbindungsbildung durch Filopodia in Keratinozyten ist begleitet von einer
Rekrutierung von Mena/VASP-Proteinen zu diesen sog. Adhasions-Reil3-
verschlussen (Vasioukhin et al., 2000). Im Infektionsverlauf der HSV-1 Infektion in
MDCKII Zellen wurde ebenfalls eine Relokalisierung von Mena und VASP sowie eine
Dephosphorylierung von VASP zu diesem Zeitpunkt der Infektion beobachtet
(Jansen, 2003). Dies konnte darauf hindeuten, dass ein analoger Prozess der
Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten ebenfalls in MDCKII Zellen durch virale
Faktoren der HSV-1 Infektion vermittelt wird. Die Filopodia-Bildung kdnnte demnach
initial dem Erhalt oder der Verstarkung von Zell-Zell-Verbindungen dienen. Dieser
Erhalt von Zell-Zell-Verbindungen konnte die Ausbreitung von HSV-1 (S17) uber
interzellulare Zell-Zwischenrdume fordern. Im Falle von HSV-1 (ANG path), das sich
Uber Zellfusion ausbreitet, kdnnte ein engerer Abstand der Plasmamembranen
benachbarter Zellen den Fusionsprozel} erleichtern. Zusatzlich trat eine vermehrte
Stressfibrillen-Bildung auf, die eine Kontraktion der Zelle und vermehrte Zell-Matrix-
Adhasion zur Folge hat (zur Ubersicht Burridge et al., 1988). Dabei zeigten diese
Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts im Infektionsverlauf deutliche Ahnlichkeiten zu
den Effekten, die dominant-aktives Cdc42/Racl respektive dominant-inaktives
Cdc42 auf vereinzelte MDCKII Zellen ausiibten. Diese Verdnderungen konnten
daher durch Rho-&hnliche GTPase Signaltransduktion oder analoge Mechanismen
reguliert werden.

Die beschriebenen Aktin-Veréanderungen wéahrend des HSV-1 Infektionszyklus liefern

erste Hinweise auf mogliche Funktionen des Aktin-Zytoskeletts bei dem Eintritt und
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der Ausbreitung von HSV-1 in MDCKIl Zellen. Diese Veradnderungen sind
moglicherweise auf die Gegenwart eines viralen Proteins zurlckzufiihren und
konnten durch Rho-&hnliche GTPase Signaltransduktion oder analoge Mechanismen
reguliert werden. Dabei konnte ein spat im Infektionszyklus exprimiertes Protein als
Bestandteil des Virions gleichzeitig eine Funktion wéhrend des Eintritts und der

Ausbreitung von HSV-1 austiben.

3.6 Implikationen der Cdc42/Racl Signaltransduktionsprozesse in der
HSV-1 Infektion

Die vorliegende Arbeit ergab Hinweise auf eine Rolle der Signaltransduktion von
Cdc42 und Racl im Prozess des zellularen HSV-1 Eintritts. Da die Expression von
ICPO als Marker fur effizienten HSV-1 Eintritt genutzt wurde, kdonnte prinzipiell jeder
einzelne oder gleich mehrere Schritte des HSV-1 Eintritts beeinflusst werden. Daher
beeinflusst die Cdc42/Racl Signaltransduktion méglicherweiser HSV-1 Partikel in
der Bindung an die Zelloberflache, in der Penetration der Plasmamembran, im
viralen Transport durch das Zytoplasma bis hin zu der Freisetzung des viralen
Genoms in den Zellkern. Die Korrelation von spezifischen F-Aktin-Strukturen der
Infizierbarkeit von MDCKII Zellen bei der Expression dominanter GTPase Isoformen
deutet indirekt auf eine Rolle von Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts in diesem
Prozess hin. Ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen der Hemmung der
HSV-1 Infizierbarkeit durch die Expression dominanter Isoformen von Cdc42/Racl,
der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts und einem spezifischen Schritts des HSV-1
Eintritts konnte bisher nicht gezeigt werden.

Da die Vermittlung viralen Eintritts durch Signaltransduktionsprozesse ein neueres
Forschungsfeld ist, liegen bisher wenige Erkentnisse zum Einfluss von Signal-
transduktionsprozessen auf den Eintritt oder die Infektion von Herpesviren vor. Der
Einfluss zellularer Signaltransduktion auf den Eintritt des humanen Herpesvirus 8
(HHV-8) ist dabei am Besten charakterisiert. HHV-8 kann Integrine als zellulére
Rezeptoren zum Eintritt in die Wirtszelle Gber Endozytose nutzen (Akula et al., 2002,
Akula et al., 2003). Dabei bindet das HHV-8 Glykoprotein B (gB) tber ein RGD-Motiv
das Integrinpaar a3/b1l (Wang et al., 2003a). HHV-8 Infektion fihrt ab 5 min p.i. zur
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Integrin-abhangigen Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-Kinase) und
der Protein-Kinase C z (PKC z). Darauf folgt die Aktivierung der MEK/ERK1/2
Signaltransduktionswege sowie der Fokalen Adhasionskinase (FAK) (Naranatt et al.,
2003). Diese Aktivierungskaskade geht einher mit einer Reorganisation des
Zytoskeletts (Naranatt et al.,, 2003). Inhibierung dieser Signaltransduktions-
komponenten reduzierte die HHV-8 Infizierbarkeit von Zellen. Dabei scheint die
Aktivierung der PI 3-Kinase direkt am Eintrittsprozel3 beteiligt zu sein. Dies zeigen
Untersuchungen zum Eintritt viraler DNA in den Nukleus. Dagegen besitzen die PKC
z und die MEK-ERK1/2 Signaltransduktionswege eher eine nachfolgende Rolle
(Naranatt et al., 2003). Studien zum Einfluss zellularer Signaltransduktion auf die
HSV Infektion beschranken sich weitgehend auf Mechanismen zur Vermeidung
zellularer Apoptose. Zwei HSV Proteine stehen dabei im Fokus: ICP10 und Us3.
HSV-2 ICP10, eine Protein-Kinase, kann Uber Ras Aktivierung den MEK/MAPK
Signaltransduktionsweg stimulieren (Smith et al., 2000). Die folgende MEK/MAPK
Signaltransduktionskaskade induziert die Expression des anti-apoptotischen Proteins
Bag-1, so dass ICP10 anti-apoptotisch wirkt (Perkins et al., 2002, Perkins et al.,
2003). Us3, eine Ser/Thr-Kinase mit Homologien zu PAK, wirkt ebenfalls anti-
apoptotisch, vermutlich tber die Inaktivierung von Bad, einem pro-apoptotischem
Regulationsprotein (Hagglund et al., 2002b, Catrtier et al., 2003). Daneben beschreibt
eine Studie, dass die HSV-1 Translation durch Inhibierung der Ras
Signaltransduktionswege gehemmt werden kann (Farassati et al.,, 2001). Diese
Studien deuten darauf hin, dass Signaltransduktionsprozesse bei Herpesvirus
Infektionen eine essentielle Rolle in einer Reihe von Prozessen, so unter anderem
beim viralem Eintritt, einnehmen kénnen. Es wird angenommen, dass HHV-8 die
zellularen Prozesse der Integrin-vermittelten Endozytose einerseits zum Eintritt nutzt
und andererseits durch Modulation der Integrin Signalkaskaden ein geeignetes
intrazellulares Umfeld fur die Infektion erzeugt (Naranatt et al., 2003). Moglicher-
weise kénnte diese potentiell duale Rolle von Signaltransduktions-prozessen bei der
HHV-8 Infektion ebenfalls bei dem Eintritt von HSV-1 in Epithelzellen eine Bedeutung
besitzen.
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4 Modell des HSV-1 Eintritts in Epithelzellen

Wie stellt sich nun der Eintritt von HSV-1 in Epithelien in vivo im Hinblick auf die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dar ?

Da HSV-1 einen Tropismus flr basale / basolaterale Oberflachen von Epithelien
zeigte, lasst sich effizienter, priméarer HSV-1 Eintritt GUber Zugang zu basalen
Oberflachen erklaren. Dabei ist die Nutzung von Mikrolesionen und Verwundungen
der Haut bzw. Schleimhaute der einzige Weg einen erfolgreichen priméaren Eintritt zu
gewabhrleisten, da in intakten Epithelien die Barriere-Funktion des Stratum corneums
oder enge Zell-Zell-Verbindungen den Eintritt von HSV-1 limitierten. Ob HSV-1 dabei
auf die Nutzung ausschlie3lich basal / basolateral exprimierter Oberflachen-
rezeptoren angewiesen ist bleibt zunachst unklar. Es bliebe zu klaren, welcher der
Rezeptoren, die HSV-1 zum Eintritt in Zellkulturen nutzen kann, tatsachlich in vivo
verwendet wird oder ob weitere potentielle Rezeptormolekiile existieren wie z.B.
Integrine oder der EGF Rezeptor, die fur den zellularen Eintritt von HHV-8 und CMV
genutzt werden konnen (Akula et al., 2002, Wang et al., 2003a).

Wenn HSV-1 Zugang zu basalen Oberflachen oder unpolarisierten Zellen hatte, war
der Eintritt effektiv. Diese Effektivitat wurde herabgesetzt, wenn verschiedene
Prozesse der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts beeinflusst wurden.

Wurde F-Aktin stabilisiert oder zusatzlich polymerisiert, wurde eine deutliche
Reduktion der HSV-1 Infizierbarkeit beobachtet. Im Gegenzug, wurde F-Aktin
depolymerisiert, war der Eintritt in individuelle Zellen nicht beeinflusst. In
Epithelzellen zeigt die apikal lokalisierte Aktin-Cortex eine vergleichsweise stabile
Organisation und bildet ein besonders dichtes und dickes Netz an cortikalen
Filamenten aus (Hirokawa und Heuser, 1981). In diesen Zellen wurde nur selten
Eintritt beobachtet. In Epithelzellen, die migratorische Aktivitat zeigten und die ein
hoch dynamisches Aktin-Zytoskelett besitzen, war der HSV-1 Eintritt effizient. Unter
der Annahme, dass HSV-1 in Epithelzellen hauptséachlich Gber Fusion der
Hullmembran mit der Plasmamembran der Wirtszelle Zugang zur Zelle erhélt, muss
das virale Kapsid die Aktin-Cortex penetrieren, um durch das Zytoplasma zum
Zellkern transportiert werden zu kdnnen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass

das dichte Netzwerk der Aktin-Cortex eine naturliche Barriere fir den Zugang von
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HSV-1 zum Zytoplasma bildet.

Wie kdnnte das Kapsid nun eine erhdhte Aktin-Dynamik insbesondere Lamellipodia-
ausbildender Zellen fur den Eintritt in Epithelzellen nutzen? Theriot und Mitcinson
berichteten bereits 1991, dass ein rickwarts gerichteter Fluss von polymerisiertem
Aktin an Lamellen stattfindet. Sie postulierten Modelle fir diesen Prozess, in denen
polymeres Aktin in den Zellkdrper zurticktransportiert wird, wo ein Abbau desselben
stattfindet. Dabei kdnnten Kapside, die im dichten F-Aktin der Lamellen festsitzen,
mit diesem polymeren F-Aktin in den Zellkérper transportiert und dort freigesetzt
werden (Abb. V.1). Aktin-Stabilisierung und vermehrte Aktin-Polymerisierung, die
durch Jasplakinolide bzw. durch die Expression von dominant-aktivem Cdc42/Racl
ausgelost wurde, wirden mit diesem Prozess interferieren. In dieser Arbeit konnte
nicht geklart werden, ob HSV-1 selbst lokale Aktin-Depolymerisierung und/oder
Aktivierung von Aktin-Dynamik beeinflusst, um so den Eintritt zu erzwingen. Da
HSV-1 Infektionsstudien zeigten, dass die Signaltransduktion der Rho GTPasen
Racl und Cdc42 die Infizierbarkeit von MDCKII Zellen beeinflussten, ist eine
Beteiligung der entsprechenden Signaltransduktionswege an diesem Prozess

potentiell von Bedeutung.

T Migrationsrichtung
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Abb. V.1: Modell des HSV-1 Eintritts in migrierenden Epithelzellen

A) Nach Penetration der Plasmamembran befinden sich HSV-1 Partikel (blau, siehe Pfeil) im
dichten Aktin-Netzwerk des cortikalen Lamellipodiums (rot). B) Bei Rucktransport des polymeren
Aktins werden HSV-1 Partikel (blau, siehe Pfeil) in das Zellinnere transportiert, wo ein Abbau des
polymeren Aktins (rot) stattfindet und dadurch eine Freisetzung der HSV-1 Partikel stattfinden.
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5 Ausblick

Diese Arbeit beschreibt den polaren Eintritt von HSV-1 in Epithelzellen. Dartber-
hinaus wurden die Implikation des Aktin-Zytoskeletts und der damit verbundenen
Signaltransduktion fir den Eintritt in eine polare epitheliale Zellinie beschrieben.
Erste Hinweise deuten auf eine Hemmung der HSV-1 Infizierbarkeit durch
Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts hin. Die Signaltransduktion der Rho GTPasen
Racl und Cdc42 hatte das Potential mit dem Eintritt zu interferieren. Dabei bleibt der
kausale Zusammenhang zwischen der Hemmung der HSV-1 Infizierbarkeit durch die

Cdc42/Racl Signaltransduktion und dem Aktin-Zytoskelett zu klaren.

5.1 Wird die Aktivitat von Cdc42 / Racl wahrend des Eintritts von HSV-1

beeinflusst ?

Die negative Beeinflussung des viralen Eintritts durch z.B. dominant-aktives Racl
konnte auf eine Inaktivierung von Racl durch HSV-1 fur effektiven viralen Eintritt
hindeuten. Alternativ kdonnte die Aktivierung von Racl Uber die Dynamik von
Lamellipodia den Durchtritt von HSV-1 durch die Aktin-Cortex erleichtern. Um zu
Uberprufen, ob der Eintritt von HSV-1 die Aktivitat von Racl oder Cdc42 beeinflusst,
sind weitere Studien notwendig. Eine Mdglichkeit die Aktivierung von Rho-ahnlichen
GTPasen nachzuweisen, liegt in der Affinitat GTP-gebundenen Cdc42/Racl zu ihren
Effektoren Uber die PBD. In sog. PBD-pull-down Experimenten kdnnen aus
Zellextrakten selektiv die aktivierten GTPasen uber immobilisierte PBD-Molekile
isoliert werden und im HSV-1 Infektionsverlauf quantitativ im Vergleich zur

Gesamtmenge dieser GTPasen Uber Western-Blotting bestimmt werden.

5.2 Sind Cdc42 oder Racl Signaltransduktionsprozesse am Eintritt von
HSV-1 beteiligt ?

Erste Hinweise auf ein einzelnes, bestimmendes Zielmolekll der Rho GTPasen in

bezug auf die HSV-1 Infizierbarkeit koénnten in den oben genannten

Aktivierungsstudien aus einer potentiell selektiven Aktivierung bzw. Inaktivierung
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einer GTPase erhalten werden. Weitere Hinweise konnten durch die kombinative
Expression verschiedener dominanter Isoformen Rho-&hnlicher GTPasen gefolgt von
HSV-1 Infektion erhalten werden. Wirde gleichzeitig dominant-aktives Cdc42 und
dominant-inaktives Racl exprimiert, wirde der Effekt einer hierarchischen
Aktivierung endogenen Racl durch Expression des dominant-inaktiven Racl
minimiert. So konnten Hinweise darlUber erhalten werden, ob Cdc42 Aktivierung
ohne nachfolgende Aktivierung von Racl einen Effekt auf die HSV-1 Infizierbarkeit
austben wirde. Mehrere Kombinationen der Ko-Expression dominanter Isoformen
zur Untersuchung der wechselseitigen Beziehungen von Rho GTPasen sind
denkbar.

5.3 Welche frihen Ereignisse der HSV-1 Infektion werden durch die
Cdc42/Racl Signaltransduktion beeinflusst ?

Da die Cdc42/Racl Signaltransduktion am wahrscheinlichsten mit einem der Schritte
des HSV-1 Eintritt in die Wirtszelle interferiert, konnte mittels strukturellen Proteinen,
die mit autofluoreszierenden Polypeptiden markiert sind, der Verbleib des Virions
sichtbar gemacht werden. Es existieren bereits eine Reihe rekombinanter Viren, bei
denen HSV-1 Glykoproteine (Potel et al., 2003), Tegument-Proteine (Donelly und
Elliott, 2001) oder das Kapsid (Desai und Person, 1998) markiert wurden. Bei HSV-1
Infektion der induzierbaren MDCKII T23 V12 Racl Zellen kann bei Kofarbung des
Aktin-Zytoskeletts der Verbleib der entsprechenden strukturellen Komponenten

bestimmt werden.

5.4 Sind Integrine am HSV-1 Eintritt als Rezeptoren beteiligt ?

Der Einfluss des Aktin-Zytoskeletts und der respektiven Signaltransduktion auf den
HSV-1 Eintritt kdnnte auf Integrine oder den EGF Rezeptor als virale Rezeptoren
hindeuten, die bei Ligand-Rezeptor-Bindung bekanntermalRen Aktin-Dynamik tber
transduzierte Signale modulieren (zur Ubersicht Webb et al., 2002, Boulougouris und
Elder, 2001). Weitere Herpesviren wie HHV-8 (Integrine) oder CMV (EGF Rezeptor)

kénnen diese als virale Rezeptoren nutzen (Akula et al., 2002, Wang et al., 2003b).
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Eine potentielle Nutzung dieser Molekile als HSV-1 Korezeptoren wurde bisher nicht
untersucht. Erste Hinweise auf die Nutzung von Integrinen als HSV-1 Rezeptoren in
den verwendeten Epithelmodellen kdnnte Uber Infektion von MDCKIIl Zellen auf
verschiedenen Matrix-Oberflachen wie z.B. Laminin erhalten werden, bei denen die
Expression nur bestimmter Integrine angeregt und weiterer Integrine minimiert wird.
Weitere Hinweise konnten Uber Antikoérper-Blockierungs-Experimente erhalten
werden, in denen der EGF Rezeptor blockiert wird oder die verschiedenen Integrine

separat oder gemeinsam blockiert werden.
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VI. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse uber Eintrittsmechanismen von HSV-1 in
Epithelzellen zu erhalten. Dabei stellen Keratinozyten die primaren Wirtszellen der
HSV-1 Infektion in vivo dar. Es wurde zunachst der initiale Ort des Eintritts in
individuelle Zellen der polaren, epithelialen MDCKII Zellinie und priméarer, humaner
Keratinozyten-Kulturen untersucht. Der erfolgreiche Viruseintritt wurde hauptséachlich
durch den Nachweis der ICPO Expression, eines sehr friihen viralen Gens, in
Immunfluoreszenzstudien sichtbar gemacht.

Nach Infektion konfluenter MDCKII Zellen wurde ICPO Expression auch bei héherer
Virusdosis nur selten beobachtet. Nach Verwundung konfluenter MDCKII Zellen war
hingegen ICPO Expression in Zellen entlang der Verwundungsgrenze sichtbar, deren
basolaterale Membrandomanen fur HSV-1 Partikel zugénglich waren. Subkonfluente
MDCKII Zellen sind in Zell-Inseln organisiert. Nach HSV-1 Infektion wurden virale
Kapside und ICPO Expression vorrangig in peripheren Zellen der Zell-Inseln
beobachtet. Diese Beobachtungen legten die Penetration des Virus uUber
basolaterale Membrandomanen nahe. In Infektionsstudien primarer Keratinozyten-
Einschicht-Kulturen wurde nach Verwundung ICPO Expression hauptséchlich in
Zellen entlang der Verwundung detektiert. Wenn stratifizierende Keratinozyten-
Kulturen infiziert wurden, war die Expression von ICPO limitiert auf die peripheren
Zellen der basalen Zellschicht. Infektion humaner Vorhaut-Epidermis-Explant-
Kulturen fuhrte zu HSV-1 Eintritt ausschlief3lich in die basalen Zellschichten. Diese
Ergebnisse deuteten auf einen HSV-1 Eintrittsmechanismus hin, der auf der
Zuganglichkeit basaler Oberflachen von humaner Hautepidermis und basolateraler
Membranen von MDCKII Zellen und von primaren Keratinozyten beruht.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden potentielle, molekulare Determinanten des
HSV-1 Eintritts in Epithelzellen untersucht. Neben Heparan Sulfat wird Nectin-1 als
Korezeptor fur den HSV-1 Eintritt in Zellkultur beschrieben. Lokalisierungsstudien in
primaren Keratinozyten zeigten keine Korrelation der Rezeptorlokalisierung und des
HSV-1 Tropismus, so dass es weiterhin keine Evidenz fur Nectin-1 als Virusrezeptor
in Keratinozyten gibt. Die Beteiligung des HSV-1 Glykoproteins D am Viruseintritt

wurde durch Blockierungsexperimente bestatigt. Das carboxylische lonophor
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Monensin inhibierte effizienten HSV-1 Eintritt in HeLa Zellen in Dosis-abhangiger
Weise, wahrend HSV-1 Eintritt in MDCKIIl Zellen nicht beeinflusst wurde. Dieser
erster Hinweis deutete auf einen HSV-1 Eintrittsmechanismus in MDCKII Zellen tber
pH-unabhangige Fusion hin.

HSV-1 Eintritt wurde bevorzugt in MDCKII Zellen und Keratinozyten mit erhdhter
migratorischer Aktivitdt beobachtet, die durch Aktin-dynamische Prozesse vermittelt
wird. F-Aktin-Stabilisierung in subkonfluenten MDCKII Zellen durch Jasplakinolide
fuhrte zu einer Dosis-abhangigen Reduktion infizierter Zellen, wahrend Aktin-
Depolymerisierung durch Cytochalasin D keinen Einfluss auf die Infizierbarkeit
individueller Zellen hatte. Hierdurch wurde ein erster, experimenteller Hinweis auf
eine potentielle Barriere-Funktion des Aktin-Zytoskeletts fir die HSV-1 Infektion
erhalten.

Signaltransduktionsprozesse der Rho-ahnlichen GTPasen, Cdc42, Racl und RhoA
regulieren die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts bei zellularer Migration.
Transiente Expression dominanter GTPase Isoformen in vereinzelten MDCKII Zellen
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der HSV-1 Infizierbarkeit, falls dominant-
aktive Isoformen von Racl und Cdc42 sowie die dominant-inaktive Isoform von
Cdc42 exprimiert wurden. Transiente Ko-Expressionsexperimente zeigten weiterhin,
dass die Hemmung der Infizierbarkeit nicht auf eine negative Regulierung des ICPO
Promotors zurickzufihren war. Die Expression weiterer dominanter sowie der
Wildtyp-lsoformen hatte keinen signifikanten Effekt auf die Infizierbarkeit. Der
potentielle Einfluss der Signaltransduktion von Cdc42 und Racl auf die HSV-1
Infizierbarkeit wurde anschlie3end in stabil transfizierten MDCKII Zellen Uberpruft,
die dominante Racl und Cdc42 Isoformen induzierbar exprimierten. Die Expression
von dominant aktivem Racl und dominant inaktivem Cdc42 fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der HSV-1 Infizierbarkeit, wahrend dominant aktives Cdc42
keinen Einfluss auf den HSV-1 Eintritt austibte. Die unterschiedliche Reorganisation
des Aktin-Zytoskeletts nach Expression dominanter GTPase Isoformen deutete an,
dass die Aktivierungskaskaden der Rho GTPasen nach transienter Expression und
in stabil transfizierten Zellen unterschiedlich verlaufen. Diese Unterschiede kdnnen
fur die hemmende Wirkung von dominant aktivem Cdc42 nach transienter

Expression einerseits und dem fehlenden Effekt auf die Infizierbarkeit in stabil
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transfizierten Zellen verantwortlich sein. Untersuchungen zum Einfluss der Cdc42/
Racl Signaltransduktionswege auf die HSV-1 Infizierbarkeit ergaben keine Hinweise
auf eine direkte Beteiligung von PAK-1 oder N-WASP in diesem Prozess.

Im Gegenzug wurde der Einfluss der HSV-1 Infektion auf Aktin-dynamische
Prozesse im Infektionsverlauf untersucht. Im Verlauf der HSV-1 Infektion wurden
Veranderungen der Organisation des Aktin-Zytoskeletts unabhangig von den
morphologischen Veranderungen des zytopathischen Effekts beobachtet, die

moglicherweise eine Rolle in der Ausbreitung des Virus besitzen kdnnten.

Die Studien der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals einen Einfluss epithelialer
Polaritdit humaner Epidermis-Modelle auf den HSV-1 Eintritt. Dartber hinaus
ergaben sich erstmals Hinweise auf eine Implikation der
Signaltransduktionsprozesse von Racl und Cdc42 der damit verbundenen Dynamik
des Aktin-Zytoskeletts im Prozess des zellularen HSV-1 Eintritts. Sie er6ffnen damit
ein neues Arbeitsfeld zur Erforschung von HSV-1 Eintrittsmechanismen: Die

Bedeutung der zellularen Signaltransduktion des Aktin-Zytoskeletts.
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VIII. Kurzzusammenfassung

Primére Eintrittspforte fur die Herpes simplex Virus Typl (HSV-1) Infektion ist das
Schleimhautepithel. Der zellulare Eintrittsprozeld von HSV-1 bedingt eine Interaktion
verschiedener viraler Glykoproteine mit unterschiedlichen Zelloberflachen-
Rezeptoren, die gefolgt ist von der Penetration der Plasmamembran und dem
Transport zum Zellkern. Das zentrale Interesse der vorliegende Arbeit bestand darin,
zum Verstandnis des viralen Eintritts in vivo beizutragen. Der HSV-1 Eintritt in
individuelle Zellen wurde durch Immunfarbung gegen ICPO, einem Produkt sehr
friher viraler Genexpression, sichtbar gemacht. Infektionsstudien in der epithelialen
MDCKII Zellinie und in primaren Keratinozyten deuten auf einen polaren Eintritt von
HSV-1 unter Nutzung basolateraler Membrandomanen hin. Wenn humane
Vorhautepidermis infiziert wurde, wurde HSV-1 Eintritt ausschlie3lich Uber basale
Zellen beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass effizienter viraler
Eintritt den Zugang zu basolateralen Membrandomanen bedingt.

Zur weiteren Charakterisierung der HSV-1 Eintrittsmechanismen in Epithelzellen
wurden potentielle molekulare Determinanten untersucht. Immunfarbung gegen den
potentiellen Ko-Rezepor Nectin-1 zeigte keine Korrelation der Rezeptor-
Lokalisierung und den Virus-Eintrittsstellen in Keratinozyten-Kulturen. Die Beteiligung
des HSV-1 Glykoproteins D am Viruseintritt wurde durch Blockierungsexperimente
bestatigt. Erste pharmakologische Inhibierungsexperimente in MDCKIlI Zellen
ergaben keine Hinweise auf endozytotische Aufnahme verbunden mit pH-abhéngiger
Membranfusion von HSV-1.

Da infizierte MDCKII Zellen und Keratinozyten Eigenschaften von migrierenden
Zellen zeigten, konnten Prozesse der Zellmigration viralen Eintritt fordern. Die
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Zellmigration wird durch die Rho-
ahnlichen GTPasen Cdc42, Racl und RhoA kontrolliert. Nach transienter Expression
dominanter GTPase Isoformen in MDCKII Zellen wurde eine signifikante Reduktion
der HSV-1 Infizierbarkeit beobachtet, falls die dominant aktiven Isoformen von Cdc42
und Racl sowie die dominant inaktive Isoform von Cdc42 exprimiert wurden. Im
Gegensatz dazu zeigten weitere Isoformen und die Wildtyp Proteine keinen Effekt

auf die Infizierbarkeit. Ko-Expressionsexperimente zeigten, dass dieser inhibierende
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Einfluss auf die Infizierbarkeit nicht tber Hemmung des ICPO Promotors vermittelt
wird. Zusatzlich wurden Infektionsstudien von stabil transfizierten MDCKIl Zellen
durchgefiihrt, die dominante Isoformen von Cdc42 und Racl nach Induktion
exprimierten. Die Expression von dominant aktivem Racl und dominant inaktivem
Cdc42 nicht aber von dominant aktivem Cdc42 fuhrte zu einer signifikanten
Reduktion der HSV-1 Infizierbarkeit. Ein unterschiedlicher Verlauf der
Aktivierungskaskaden von Rho GTPasen in transient und stabil transfizierten
MDCKII Zellen konnte fiur den unterschiedlichen Effekt von dominant aktivem Cdc42
auf die HSV-1 Infizierbarkeit verantwortlich sein. Untersuchungen zum Einfluss der
Cdc42/Racl Signaltransduktionswege auf die HSV-1 Infizierbarkeit ergaben keine
Hinweise auf eine direkte Beteiligung von PAK-1 oder N-WASP in diesem Prozess.
Diese Ergebnisse ergaben erste Hinweise auf eine Rolle der Cdc42/Racl
Signaltransduktionswege und méglicherweise der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts im
Prozess des HSV-1 Eintritts.
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IX. Abstract

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) initiates infection of the host organism via cells of
mucosal epithelial tissues. The cellular entry process of HSV-1 relies on the interaction of
several viral glycoproteins with various cell surface receptors followed by penetration of the
plasmamembrane and transport to the nucleus. This study aims to understand viral entry into
epithelia in vivo. HSV-1 entry into individual epithelial cells was visualized by staining of
ICPO, a viral immediate early (IE) gene product. Infection studies in the epithelial cell line
MDCKII and in primary keratinocytes indicate the polar entry of HSV-1 via basolateral
membranes. When human foreskin epithelia were infected HSV-1 entered exclusively via
basal cells. These observations indicate, that efficient viral entry relies on the accessibility to
basolateral membranes.

In order to elucidate the HSV-1 entry mechanism into epithelial cells potential molecular
determinants were studied. Staining of the potential coreceptor Nectin-1 revealed no
correlation of receptor localisation and virus entry sites in keratinocytes. The involvement of
HSV-1 glycoprotein D in viral entry was confirmed by blocking experiments. First
pharmacological inhibition experiments in MDCKII cells yielded no evidence for an entry
mechanism that relies on endocytotic uptake and pH-dependent membrane fusion.

Since infected MDCKIl cells and keratinocytes exhibited features of migrating cells,
processes during migration might contribute to viral entry. Reorganisation of the actin
cytoskeleton during cell migration is regulated through signalling pathways controlled by the
Rho-like GTPases Cdc42, Racl and RhoA. Upon transient expression of dominant isoforms
in MDCKII cells, a significant decrease of infectivity was observed, when dominant active
isoforms of Cdc42 and Racl and a dominant inactive isoform of Cdc42 were expressed. In
contrast other isoforms and the wildtype versions of the GTPases had no significant effect on
infectivity. Transient co-expression experiments demonstrated that this inhibitory effect on
viral infectivity was not mediated through transcriptional repression of the ICPO promotor. In
addition, infection studies of stably transfected MDCKIl cells were carried out which
expressed dominant isoforms of Cdc42 and Racl upon induction. Expression of dominant
active Racl and dominant inactive Cdc42 led to a sigificant decrease in viral infectivity,
whereas expression of dominant active Cdc42 had no significant effect. Differences in the
activational cascades of Rho GTPases might account for the different effect of dominant
active Cdc42 upon HSV-1 infectivity in transiently and stably transfected MDCKII cells.
Investigations of Cdc42/Racl signalling pathways yielded no evidence for a direct
involvement of PAK-1 and N-WASP in this process. These results provide first evidence for a
potential role of Cdc42/Racl signalling pathways and possibly actin dynamics in HSV-1
entry.
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XIII. Anhang

Im Folgenden sind die den transienten Expressionsexperimenten zu Grunde

gelegten Daten angefugt.

Daten zu Abb. 1V.25:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizienz
GFP 119 98 (82 %) 84,0 %
90 70 (78 %) 71,0 %
50 44 (88 %) 68,0 %
32 30 (94 %) 89,0 %
L61 Cdc42 68 10 (20 %) 50,0 %
63 17 (27 %) 63,0 %
25 6 (24 %) 29,0 %
L61 Racl 49 10 (20 %) 44,0 %
43 11 (26 %) 31,0%
35 7 (20 %) 57,0 %
L63 RhoA 50 33 (68 %) 28,0 %
124 78 (68 %) 35,0 %
74 42 (57 %) 38,0 %
N17 Cdc42 91 24 (26 %) 29,0 %
56 18 (36 %) 36,0 %
19 3 (16 %) 28,0 %
N17 Racl 55 49 (89 %) 38,0 %
34 29 (74 %) 39,0 %
16 14 (88 %) 17,0 %
N19 RhoA 49 43 (88 %) 32,0 %
37 32 (86 %) 32,0 %
15 14 (93 %) 19,0 %

Daten zu Abb. 1V.26:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizienz
GFP 67 54 (81 %) 73,0 %
51 44 (86 %) 66,0 %
59 45 (76 %) 57,0 %
WT Cdc42 96 62 (65 %) 51,0 %
48 37 (77 %) 25,0 %
46 31 (67 %) 20,0 %
WT Racl 75 48 (64 %) 42,0 %
67 46 (69 %) 41,0 %
77 47 (61 %) 27,0 %

209
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Daten zu Abb. IV.27:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizienz
keins 126 14 (11 %) 11,0%
99 12 (12 %) 12,0 %
{354} {12 (3 %)} 3,0%
L61 Cdc42 107 17 (16 %)
144 45 (31 %)
{229} {16 (7%)}
N19 RhoA 98 23 (23 %)
68 17 (25 %)
{185} {15 (8%)}

Daten zu Abb. 1V.41:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizienz
GFP 66 49 (74 %) 46,0 %
78 64 (84 %) 56,0 %
86 76 (88 %) 50,0 %
L61 Racl 65 62 (65 %) 51,0 %
N17 Racl 57 41 (72 %) 20,0 %
36 25 (69 %) 15,0 %
L61 Racl 40C 67 29 (43 %) 23,0 %
77 49 (64 %) 37,0 %
72 42 (58 %) 33,0%
L61 Racl 37A 80 20 (25 %) 19,0 %
77 31 (40%) 33,0%
39 11 (28 %) 22,0 %
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Daten zu Abb. 1V.43:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizig
GFP 63 44 (70 %) 66,0 %
82 51 (53 %) 50,0 %
K299R PAK-1 65 51 (78 %) 37,0%
75 48 (54 %) 56,0 %
L107F PAK-1 81 51 (63 %) 45,0 %
63 45 (71 %) 33,0 %
WT PAK-1 90 79 (88 %) 44,0 %
L61Racl 56 10 (18 %) 36,0 %
53 12 (23 %) 29,0 %
N17 Racl 41 31 (76 %) 28,0 %
36 27 (75 %) 34,0 %

Daten zu Abb. 1V.45:

Transgen Transgen positive Zellen davon ICPO positiv Transfektionseffizienz
L61 Cdc42 38 16 (42 %) 36,0 %
L61 Racl 73 26 (35 %) 25,0 %
38 9 (20 %) 13,0 %
N19 RhoA 44 38 (86 %) 32,0%
64 42 (66 %) 23,0 %
42 32 (76 %) 24,0 %
N-WASP fr. 91 78 (86 %) 57,0 %
105 66 (63 %) 43,0 %
53 36 (68 %) 35,0 %
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