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Einleitung 1

I. Einleitung

1.  Viren - und die Bedeutung der Erforschung ihrer Wirtszell-

Interaktionen

Als Viren bezeichnet man intrazelluldre Parasiten, die keinen eigenen Stoffwechsel besitzen
und somit auf die Infektion von Wirtszellen angewiesen sind, um neue Viruspartikel zu
produzieren. Viren sind als Krankheitserreger in allen Organismenreichen zu finden, wobei
thre Wirtsspezifitit unterschiedlich stark ausgeprdgt ist. Viren greifen in zelluldre
Regulationsprozesse ein und steuern durch Wechselwirkungen von viralen und zelluldren
Faktoren die Wirtszellen so, dass vorrangig das virale Genom repliziert und virale Proteine
synthetisiert werden (Ubersichtsartikel von Schneider und Shenk, 1987). Die Steuerung dieser
Prozesse geschieht durch virale Gene, die auf einem einzel- oder doppelstrangigen, aus DNA
oder RNA bestehenden, linearen, ringférmigen oder segmentierten Virus-Genom kodiert sind.
In den vollstdndigen, infektidsen Viruspartikeln (Virionen) wird die virale Nukleinsdure von
einem aus Proteinen bestehenden Kapsid umgeben. Bei einigen Virustypen ist zusitzlich eine
Membranhiille (,,envelope®) vorhanden, die zumeist aus einer von zelluliren Membranen
stammenden Lipiddoppelschicht und aus Glykoproteinen besteht. Dabei erreichen die

Virionen Grofen von 20 bis 300 nm im Durchmesser.

Die Geschichte der Virologie begann mit den ersten menschlichen Hochkulturen. Die ersten
beschriebenen Vorgehensweisen, die man heute als ,,Impfungen® gegen Viruserkrankungen
bezeichnen wiirde, liegen bereits iiber 3000 Jahre zuriick. Ohne genauere Kenntnisse der
Erreger fiihrte im alten China, Indien und Agypten die Ubertragung von getrocknetem Schorf
von Pocken auf nicht erkrankte Personen dazu, dass diese zumindest teilweise vor der
Infektion mit Pocken geschiitzt waren. Der Begriff ,,Virus® (lateinisch fiir ,,Gift*) stammt aus
der Zeit bevor Viren als Krankheitserreger erkannt wurden.

Das Jahr 1892 kann als Beginn der ,,modernen” Virologie angesehen werden, als D.
Iwanowski feststellte, dass die Mosaikkrankheit von Tabakpflanzen durch ein unter
Bakteriengrofe liegendes, ,ultrafiltrierbares Agens, ndmlich das Tabakmosaikvirus,
verursacht wird. Das Maul-und-Klauenseuche-Virus wurde 1898 durch F. Loeffler und P.
Frosch nachgewiesen und war damit das erste entdeckte tierpathogene Virus. Heute sind ca.
4000 Virenspezies bekannt, ihre tatsdchliche Zahl diirfte aber erheblich hoher liegen. Dies gilt

v.a. fiir Viren, die keine Erkrankungen im Menschen oder in Nutztieren auslésen, bzw. die in



Einleitung 2

wenig bearbeiteten Forschungsfeldern, wie z.B. der marinen Virologie, anzusiedeln sind
(Ubersichtsartikel Fuhrman, 1999; Condit, 2001). Die meisten bekannten Viren wurden
aufgrund ihrer Rolle als Krankheitserreger erkannt. In der heutigen Molekularbiologie
versucht man jedoch Viren als niitzliche Werkzeuge zur Aufklirung von molekularen
Prozessen und allgemeinen Regulationsmechanismen in ihren Wirtszellen zu nutzen.

So wurde z.B. durch die Untersuchung der Transkription von Adenovirus-Genen das Spleiflen
von mRNA entdeckt (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977; Berk und Sharp, 1978). Studien
tiber SV40 (simian virus 40) ermoglichten die Aufklarung der Struktur und Funktion von cis-
regulatorischen Verstarkerelementen (,,enhancer) (Banerji et al., 1981; Moreau et al., 1981),
und Arbeiten iiber sein gro3es T Antigen fiihrten zur Entdeckung einer Proteinsequenz, die als
Importsignal von Proteinen in den Zellkern dient (Kalderon et al., 1984; Goldfarb et al., 1986;
Lanford et al., 1986). Des Weiteren fiihrte die Erforschung von viraler Genexpression zur
Aufkliarung der Funktionen regulatorischer Proteine der Zelle, wie z.B. des Transkriptions-
faktors Spl (Dynan und Tjian, 1983) oder des Tumor-Suppressor-Proteins Rb (Chellapan et
al., 1991; Bandara und La Thangue, 1991).

2. Das Autographa californica Kernpolyedervirus (AcMNPV) ist ein

Mitglied der Virus-Familie Baculoviridae

Baculoviren bilden eine fiir Invertebraten pathogene Virus-Familie. Baculovirus-Infektionen
sind in iiber 600 Insektenarten der Ordnungen Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera und
Coleoptera beschrieben worden (Ubersichtsartikel Blissard und Rohrmann, 1990).
Baculoviren besitzen ein zwischen 90 und 160 kbp grofes Genom, welches aus doppel-
strangiger, zirkuldrer und superhelikaler DNA besteht. Das Genom ist von einem
stabchenformigen, membranumhiillten Kapsid umgeben, welches der Virus-Familie ihren
Namen verliehen hat (,,baculum® lateinisch fiir Stab).

Das Kapsid wird auflerhalb seines Wirts zum Schutz gegen Umwelteinfliisse von kristallinen
Einschlusskorpern (Polyeder) umgeben. Je nach Art der Polyeder werden diese von den
viralen Proteinen Polyhedrin oder Granulin gebildet (Rohrmann, 1986). Daher unterscheidet
man Granuloseviren, die nur ein einzelnes Virion pro Einschlusskorper enthalten, und
Kernpolyederviren (,,nuclear polyhedrosis viruses®, NPVs), die zahlreiche Virionen in jedes
Polyeder verpacken, und in zwei Formen vorkommen. Bei SNPVs (,,singlecapsid nuclear

polyhedrosis viruses®) liegen die Nukleokapside einzeln, bei den MNPVs (,,multicapsid
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nuclear polyhedrosis viruses*) dagegen zu mehreren gebiindelt in einer Membranhiille vor
(Ubersichtsartikel Friesen und Miller, 2001).

Das am besten untersuchte Baculovirus ist das AcMNPV (,,Autographa californica
multicapsid nuclear polyhedrosis virus®) mit einem DNA-Genom von 133894 bp, welches fiir
337 potentielle offene Leseraster (,,open reading frames*, ORFs) kodiert (Ayres et al., 1994).
AcMNPV befillt Insektenlarven der Ordnung Lepidoptera und wurde erstmalig aus Larven
des Nachtfalters Autographa californica isoliert (Vail et al., 1971). Es besitzt ein relativ
breites Wirtsspektrum, das mindestens 33 Spezies aus zehn Insektenfamilien umfasst, aus
denen 25 fiir AcCMNPV permissive Zelllinien bekannt sind (Hink, 1980; Groner, 1986; Hink
und Hall, 1989).

Das Baculovirussystem ermdglicht Untersuchungen von Virus-Wirtszell-Interaktionen auf der
einen Seite in in vivo Modellen durch Infektionsstudien in Insektenlarven, andererseits stehen
mit Zellkultursystemen in vitro Modelle zur Erforschung molekularer Aspekte der

Virusinfektion zur Verfiigung.

2.1.  Verwendungsgebiete von Baculoviren

Ein Ziel der Baculovirusforschung besteht darin, die dramatischen Effekte ihrer Infektion auf
Insektenlarven als Erreger der Polyhedrose fiir den Menschen nutzbar zu machen. Die
Tatsache, dass keine produktive Baculovirusinfektion in Vertebraten festgestellt werden
konnte und das Wirtsspektrum v.a. auf Insekten beschriankt ist, macht Baculoviren als
biologisches Pestizid in der Schidlingsbekdmpfung fiir die Land- und Forstwirtschaft
interessant. Ein groBer Teil der Forschungen beschiftigt sich daher mit der gezielten
Verdnderung des baculoviralen Genoms, um die insektenpathogenen Eigenschaften durch die
Insertion von insektenspezifischen Toxinen in das Virusgenom zu verstirken
(Ubersichtsartikel Bishop, 1988; Inceoglu et al., 2001).

Ein anderer wichtiger Aspekt der kommerziellen Baculovirusnutzung ist ihr Einsatz als
eukaryotisches Vektorsystem zur Uberexpression von funktionellen Genen fiir biotechno-
logische und medizinische Forschungszwecke (Smith et al., 1983; Ubersichtsartikel Luckow
und Summers, 1988; O'Reilly et al., 1992; Ubersichtsartikel Kost et al., 2005). Ein Vorteil
gegeniiber anderen Vektorsystemen besteht darin, dass Baculoviren grole Mengen fremder
DNA stabil in ihr Genom integrieren konnen, und dass durch die Verwendung der in
Zellkulturen fiir die Virus-Entwicklung nicht essentiellen Promotoren des pl0- und

polyhedrin-Gens eine starke Uberexpression der Fremdgene moglich ist. Vorteilhaft fiir die
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Produktion biologisch aktiver Proteine ist dabei auch, dass die posttranslationalen
Modifikationen in Insektenzellen denen der Vertebraten mit wenigen Ausnahmen sehr dhnlich
sind (King und Possee, 1992; O Reilly et al., 1992).

Das begrenzte Wirtsspektrum, die Moglichkeit der Expression von therapeutisch wirksamen
Fremdgenen und ihre im Vergleich zu anderen Viren leichte Handhabung fiihrten zu
Untersuchungen der Verwendungsmdglichkeiten von Baculoviren als Vektorsystem in der
Gentherapie (Hofman et al., 1995; Boyce und Bucher, 1996; Ubersichtsartikel Hu, 2005). Der
Vorteil des Einsatzes von Baculoviren besteht darin, dass sie zwar in Vertebratenzellen
eindringen, aber nicht in ihnen replizieren konnen. AuBlerdem existiert gegen Baculoviren
keine bestehende zellulire Immunantwort, wenngleich gezeigt wurde, dass sie durch das
Komplementsystem des Sdugerserums stark inhibiert werden kdnnen (Hofman und Strauss,
1998; Ubersichtsartikel Boyce, 1999).

Es werden hohe Anspriiche an die Sicherheit eines Virussystems gestellt, um es kommerziell
nutzbar zu machen. Daher ist die Untersuchung von Baculoviren auf molekularer Ebene von
groBem Interesse. Dies steht in direktem Zusammenhang mit der Erforschung der
Baculovirus-Wirtszell-Interaktionen, wodurch ein Modellsystem zur Untersuchung von
zelluldren und viralen Regulationsmechanismen im Infektionsverlauf groBer DNA-Viren zur

Verfligung steht.

2.2.  Der baculovirale Infektionszyklus

Das Vorkommen von zwei verschiedenen Phinotypen, die unterschiedliche Funktionen
wiahrend des Infektionsverlaufs erfiillen, stellt eine Besonderheit von Baculoviren dar
(Volkman, 1986; O'Reilly et al., 1992). In der Natur kdnnen Baculoviren bis zu mehrere
Jahre in Form des ,,occluded virus® (OV) als Polyeder funktionsfihig liberdauern, da die
Organisation in Polyedern die Virionen vor Hitze, niedrigen pH-Werten und Chemikalien
schiitzt. Unter natiirlichen Bedingungen werden Insektenlarven infiziert, indem sie mit
Viruspolyedern kontaminierte Nahrung aufnehmen, womit die Polyeder fiir die horizontale
Verbreitung der Baculovirus-Infektion innerhalb einer Insektenpopulation verantwortlich
sind. Die Polyeder werden im alkalischen Milieu des Mitteldarms (pH 8-11) der Larven
aufgelost (Ubersichtsartikel Federici, 1997). Dadurch erfolgt die Freisetzung der
membranumbhiillten Nukleokapside (,,occlusion-derived virus®, ODV) in das Darmlumen und
die Auslosung der Primérinfektion der Insektenlarve (Abb. 1 B). Dabei fusionieren die

Membranen der ODVs mit den Membranen von Mitteldarm-Epithelzellen, und die
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Nukleokapside werden in das Zytoplasma der Zellen entlassen (Granados und Williams,
1986). Moglicherweise findet ein Transport der Nukleokapside entlang virusinduzierter
Aktinfilamente zum Zellkern statt (Charlton und Volkman, 1993). Die genauen Mechanismen
des Transports und des Eintritts der Nukleokapside in den Zellkern sind bisher unbekannt.

Mit der Freisetzung der viralen DNA im Zellkern beginnt die friithe Phase der viralen
Genexpression, welche die virale DNA-Replikation vorbereitet. Die Virus-DNA wird in der
spiaten Infektionsphase repliziert, wobei gleichzeitig die Expression der spiten viralen
Faktoren und somit die Synthese von viralen Strukturproteinen zum Zusammenbau neuer
Viruspartikel stattfindet. Die entstehenden Virionen reprisentieren den zweiten Phéanotyp der
Baculoviren, der als ,,knospendes Virus“ (,,budded virus®, BV) oder nicht umhiilltes Virus
(,,nonoccluded virus®, NOV) bezeichnet wird (Abb. 1 B).

Bei der folgenden Sekundirinfektion der Larve gelangen die BVs aus dem Kern und verlassen
den Mitteldarm durch Knospung aus der Basallamina der Epithelzellen in die Himolymphe
oder das Tracheensystem der Larve, wobei sie eine Membranhiille erhalten, deren Haupt-
protein das virale Glykoprotein GP64 ist (Keddie et al., 1989; Ubersichtsartikel Friesen und
Miller, 2001). Durch das endozytotische, GP64-vermittelte Eindringen in andere Zelltypen
des Wirts wird die Infektion auf andere Organe der Larve verbreitet (Abb. 1 A).

In sekundér infizierten Zellen der Larve kommt es nach der spéten Infektionsphase zur
Hyperexpression der sehr spéten viralen Gene polyhedrin und p10. Mit der Expression dieser
Gene in der sehr spiten Phase der Infektion beginnt der Zusammenbau neuer Einschluss-
korper im Zellkern, wobei die Nukleokapside wahrscheinlich von einer de novo synthetisier-
ten Membran umgeben werden. Die sekundér infizierten Zellen werden anschlieBend lysiert,
wobei ungefihr 5 Tage nach Beginn der Erstinfektion die vollstdndige Lyse einer infizierten
Larve und ihre Umwandlung in eine amorphe Masse abgeschlossen ist. Die Polyeder kdnnen
tiber 10% des Trockengewichts einer gestorbenen Larve ausmachen. Diese Krankheit der

Insekten wird als Polyhedrose bezeichnet (Ubersichtsartikel Friesen und Miller, 2001).

Im Gegensatz zur in vivo-Situation in Larven sind fiir Zellkulturinfektionen in vitro nur die
BVs infektios (Abb. 1 A). In Zellkultur sind die genauen Zeiten der Infektionsphasen
abhédngig von der Infektionsmultiplizitdt (,,multiplicity of infection®, M.O.l.), welche der
Anzahl infektidser Viruspartikel pro Zelle entspricht, und von der verwendeten Zelllinie. Die
frithe Infektionsphase lduft in der Regel von 0 bis 6 Stunden nach Infektion (,,hours post
infection®, h p.i.) ab. Die spite Infektionsphase mit der Replikation der Virus-DNA, der

Expression der spéten viralen Faktoren und somit der Synthese von viralen Strukturproteinen
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findet in Zellkultur von ca. 6 bis 24 h p.i. statt. In der spéten Infektionsphase ab ca. 12 h p.1.
wird ein zytopathischer Effekt (,,cytopathic effect, CPE) sichtbar, bei dem die Wirtszellen

runder und die Zellkerne grofer werden, sowie die Nucleoli verschwinden.

A
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Abb. 1: Graphische Darstellung des Infektionszyklus von AcCMNPV

A) Infektion einer Zelle in Zellkultur durch BVs. Bindung eines BV an Zelloberflichenrezeptoren (1) und
Eintritt durch Endozytose (2). Die Virusmembran fusioniert mit der Membran des Endosoms (3). Freigesetzte
Nukleokapside wandern im Zytoplasma zum Zellkern (4) und interagieren mit dem Kernporenkomplex (5). Die
virale DNA wird freigesetzt (6) und transkribiert (7). Die Virus-DNA wird im virogenen Stroma repliziert und in
Nukleokapside verpackt (8). In der spiten Infektionsphase verlassen die Nukleokapside den Zellkern (9) und
schniiren sich von der Plasmamembran ab (10), wodurch infektiose BVs entstehen (11). In der sehr spdten Phase
verbleiben die Nukleokapside im Zellkern, werden mit einer Membran umihiillt (12) und in Polyeder verpackt
(13). B) Infektion einer Mitteldarmepithelzelle in vivo durch OVs. Die Polyhedrinmatrix wird im alkalischen
Milieu des Mitteldarms aufgelost (1), wodurch ODVs freigesetzt werden, die peritrophische Membran
durchqueren (2) und mit der Mikrovillimembran der Zelle fusionieren (3). Die weiteren Schritte sind
vergleichbar mit denen unter Punkt A) (aus Friesen und Miller, 2001).

Mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen ist eine Umstrukturierung des Zellkerns
beschrieben worden, wodurch in der Mitte des Kerns das virogene Stroma entsteht. Es wird
vermutet, dass dies die Stelle im Kern sein konnte, an der die Replikation und Kondensation
der viralen DNA, und anschlieBend ihre Verpackung in Nukleokapside stattfindet
(Ubersichtsartikel Volkman und Keddie, 1990; Miller, 1996). Die sehr spite Phase der
Infektion beginnt in Zellkultur 18 bis 24 h p.i. und endet mit der Lyse der Zelle ca. drei bis

vier Tage nach dem Infektionsbeginn. Wahrend dieser Phase werden die sehr spdten viralen
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Gene polyhedrin und p10 hyperexprimiert, so dass 24 h p.i. iiber 90% der gebildeten mRNAs
Transkripte flir Polyhedrin und P10 sind. Dies fiihrt dazu, dass ungefdahr 70 h p.i. ca. 20% der
Gesamtproteinmenge der infizierten Zelle aus Polyhedrin besteht (Volkman und Keddie,
1990). Mit der Expression dieser Gene beginnt der Zusammenbau von viralen Einschluss-
korpern im Zellkern, wobei die Nukleokapside wahrscheinlich von einer de novo
synthetisierten Membran umgeben werden. Die mit vielen Virionen gefiillten Polyeder

werden schlieBlich durch Lyse der Wirtszellen ins Zellkulturmedium freigesetzt.

2.3. Baculovirale Genexpression

Das baculovirale Genom wird in einer aufeinanderfolgenden und koordinierten Gen-
expressionskaskade exprimiert, wodurch sich die Infektion in Insektenzellen in drei Haupt-
phasen einteilen lésst.

In der friihen Phase der Infektion findet die Transkription der frithen viralen Faktoren statt,
die zur Initiation der viralen DNA-Replikation bendtigt werden. Die ersten Transkripte der
sehr frithen Gene werden unabhéngig von anderen viralen Faktoren gebildet und lassen sich
ab 1 h p.i. nachweisen (Guarino und Summers, 1986 a; Carson et al., 1991 a; Krappa und
Knebel-Morsdorf, 1991; Knebel-Morsdorf et al., 1993). Bisher sind die fiinf sehr friihen
Faktoren IE1 (,,immediate early gene 1*), IEO, IE2, PE38 und MES53 bekannt.

Fiir das IE1-Protein ist gezeigt worden, dass es frithe virale Promotoren transaktivieren kann
(Guarino und Summers, 1986 a; Blissard und Rohrmann, 1991; Lu und Carstens, 1993) und
auch fiir die spédte Genexpression bendtigt wird (Passarelli und Miller, 1993). Neuere Studien
mit GFP-markiertem IE1 zeigen, dass es in der spéten Infektionsphase im virogenen Stroma
lokalisiert (Kawasaki et al., 2004). IE1 iibt seine Funktion als Transaktivator sowohl
sequenzunabhingig, als auch in Abhéngigkeit von homologen Regionen (HR-Regionen) aus,
die als Enhancer-Elemente der viralen Genexpression (Guarino et al., 1986; Guarino und
Summers, 1986 b; Lu und Carstens, 1993) und als Startpunkte der viralen DNA-Synthese
(Pearson et al., 1992; Kool et al., 1993; Leisy und Rohrmann, 1993) dienen.

Bei IEO handelt es sich um eine gespleiite Variante von IE1, die durch die Fusion eines
weiteren Exons an das IE1-Transkript entsteht, wodurch ein um 54 Aminosduren N-terminal
verlangertes IE1-Protein gebildet wird (Chisholm und Henner, 1988). Fiir IEO sind andere
transaktivierende Eigenschaften als fiir IE1 gezeigt worden (Kovacs et al., 1991). Fiir
Wildtyp-Infektionen sind sowohl IE1 als auch IEO erforderlich, da AcMNPV-Mutanten,

denen eines der beiden Proteine fehlt, weniger Polyeder produzieren (Stewart et al., 2005).
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Die beiden sehr friih exprimierten Gene IE2 und PE38 enthalten Aminosduresequenzen fiir
ein C3HC4- oder ,,RING*“-Finger-Motiv, das als DNA-bindende Domine fungieren kann
(Freemont et al., 1991; Lovering et al., 1993). Bei PE38 befindet es sich in der Nihe des
N-Terminus und bei IE2 im Zentrum des Proteins. AuBlerdem besitzen PE38 und IE2 am
C-Terminus einen ,,Leucin-Zipper, der als Dimerisierungs- und als DNA-Binde-Doméne
dient (Carson et al., 1991 b; Krappa und Knebel-Morsdorf, 1991; Yoo und Guarino, 1994 a;
Krappa et al.,, 1995). Diese Strukturen weisen auf regulatorische Funktionen der beiden
Faktoren hin. In Studien sind fiir PE38 und IE2 Funktionen von der Transaktivierung viraler
Promotoren bis zur Regulation von Wirtszell-Funktionen nachgewiesen. IE2 ist in transienten
Expressionsstudien zundchst als Faktor identifiziert worden, der die Transaktivierung des
viralen 39K-Promotors durch IE1 verstirken kann. Durch eine starke Erhéhung der IEI-
Konzentration wird die Transaktivierungsfahigkeit von IE2 allerdings aufgehoben (Carson et
al., 1988). IE2 ist zudem in der Lage die Expression von den Promotoren der Gene iel und
1e0 zu aktivieren, und besitzt zusitzlich autoregulatorische Funktionen, indem es die Aktivitit
seines eigenen Promotors steigern kann (Carson et al., 1991 a, b). Somit wird IE2 als
transkriptioneller Regulator angesehen (Yoo und Guarino, 1994 a, b). Transiente
Expressionsstudien zeigen, dass IE2 die Replikation von Plasmiden und die Expression spéter
viraler Gene stimulieren kann. Allerdings sind diese Ereignisse nur in der Anwesenheit von
sechs anderen AcMNPV-Genen zu beobachten, weshalb diese stimulatorischen Effekte durch
IE2 auf die Aktivierung anderer viraler Gene zuriickzufiihren sein konnten (Passarelli und
Miller, 1993; Lu und Miller, 1995). AcMNPV-Mutanten, die ein unvollstdndiges ie2-Gen
besitzen, zeigen Verzogerungen in der viralen Replikation, in der Expression der spédten Gene
und in der Produktion beider Virus-Phinotypen in Sf21-Zellen, jedoch nicht in der Zelllinie
TN-5B1-4 (Prikhod'ko et al., 1999). Der OV-Form der IE2-Mutanten fehlen Virionen,
wodurch ihre orale Infektiositdt fiir Larven vermindert ist. Dagegen bleibt die BV-Form der
IE2-Mutanten bei der Injektion ins Hdmocoel &hnlich infektios wie die Wildtyp-Viren. Es
gibt gegenwirtig keine offensichtliche Korrelation zwischen den mutanten Phénotypen und
den Transaktivierungsfidhigkeiten von IE2 (Prikhod'ko et al., 1999). Eine IE2-Mutante des
homologen Bombyx mori Kernpolyedervirus (BmNPV) zeigt eine Verzogerung der viralen
DNA-Replikation, obwohl ihre Wachstumsrate in BmN-4-Zellen nicht beeinflusst wird
(Gomi et al., 1997). Es ist beschrieben worden, dass AcMNPV IE2 nach transienter
Expression das Fortschreiten des Zellzyklus in der S-Phase blockieren kann (Prikhod ko und
Miller, 1998). Zur Definition der I[E2-Region, die fiir diesen Effekt entscheidend ist, sind IE2-
Mutanten untersucht worden. IE2-Mutanten, denen der ,,RING*“-Finger fehlt, haben nicht die



Einleitung 9

Fahigkeit den Zellzyklus zu hemmen, aber konnen weiterhin den IE1-Promotor in transienten
Expressionsstudien transaktivieren. Wie filir andere Mitglieder der ,,RING*“-Finger-
Proteinfamilie konnte gezeigt werden, dass BmNPV IE2 als Ubiquitin-Ligase (E3-Enzym)
fungieren kann (Imai et al., 2003). Wie kiirzlich beschrieben worden ist, scheint der
Ubiquitin-Proteasomen-Weg auch eine Rolle bei der Regulation des IE2-Proteins selber zu
spielen, wobei dies durch eine Auto-Ubiquitinierung von IE2 gesteuert sein konnte (Imai et
al., 2005).

Die Funktion des fiinften sehr frithen viralen Faktors MES53 (Knebel-Morsdorf et al., 1993)
konnte bisher noch nicht geklart werden.

Die Aktivitit nachfolgend exprimierter frither viraler Faktoren findet mit einer zeitlichen
Verzogerung statt, und ist moglicherweise abhéngig von den Produkten der sehr frithen Gene
(Guarino und Summers, 1986 a; Lu und Carstens, 1993). Die Genprodukte der frith
exprimierten Gene werden fiir die DNA-Replikation der Viren bendétigt. Zu den fiir die DNA-
Replikation wichtigen viralen Faktoren gehoren eine vom viralen Genom kodierte DNA-
Polymerase und das Gen p143, das fiir ein Protein mit Helikase-Funktion kodiert (Tomalski et
al., 1988; Lu und Carstens, 1991). In der frithen Phase der Infektion wird auch das virale
Protein DBP (DNA-Binde-Protein) exprimiert. Fiir das DBP des Bombyx mori Kernpolyeder-
virus (BmNPV), das eine 96%ige Homologie zum AcMNPV DBP aufweist, ist gezeigt
worden, dass es vorzugsweise einzelstrangige DNA bindet und DNA-Doppelhelices in vitro
entwinden kann (Mikhailov et al., 1998). Es ist vermutet worden, dass DBP regulatorische
Funktionen bei der Replikation des viralen Genoms ausiiben konnte, da sowohl das BmNPV
DBP als auch das AcMNPV DBP-Protein an Orten der viralen DNA-Replikation zu finden ist
(Okano et al., 1999; Mainz et al., 2002). Das Genprodukt des lef-3 (,,late expression factor 3°)
Gens ist als einer von sechs essentiellen viralen Faktoren der Replikation von Plasmid-DNA
von einem baculoviralen Replikations-Startpunkt aus beschrieben worden (Kool et al., 1994).
Da es einzelstrangige DNA binden kann, konnte es als SSB-Protein (,,single strand binding
protein‘) fungieren (Hang et al., 1995; Evans und Rohrmann, 1997). Kiirzlich ist beschrieben
worden, dass LEF-3 zusammen mit IE1 und der viralen DNA-Helikase P143 in vivo an
denselben Stellen auf dem viralen Chromatin bindet und dort vermutlich an der Ausbildung
von Replikationskomplexen beteiligt ist (Ito et al., 2004). LEF-3 besitzt dabei neben der
Aufgabe des Transports von P143 in den Zellkern weitere essentielle Funktionen fiir die virale
Replikation (Chen und Carstens, 2005). Auch andere LEFs (,,late expression factors*) werden
in der frithen Infektionsphase exprimiert, und sind fiir die Expression einiger spéter und sehr

spater Faktoren notwendig (Li et al., 1993; Lu und Miller, 1995; Todd et al., 1996). An dieser
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Stelle sei das P35-Protein hervorgehoben, das als LEF zum einen eine Funktion bei der
Blockierung der zelluldren Proteinsynthese ausiibt (Du und Thiem, 1997). Zum anderen spielt
es eine entscheidende Rolle in der Apoptoseinhibition durch Hemmung von zelluldren
Caspasen (Hershberger et al., 1994; LaCount et al., 2000; Vier et al., 2000). Baculoviren
besitzen mit den IAPs (,,inhibitor of apoptosis proteins‘) dariiber hinaus eine zweite Klasse
von anti-apoptotischen Proteinen, die durch Inhibition von pro-apoptotischen Insekten-
proteinen wirken (Clem, 2001; Ubersichtsartikel Clem, 2005).

Die spite virale Genexpression unterliegt einem Regulationsmechanismus, der von der
Replikation der Virus-DNA frithestens ab 6 h p.i., sowie von der Synthese frither viraler
Proteine abhingig ist (Grula et al., 1981; Fuchs et al., 1983; Blissard et al., 1996).

Mit dem Beginn der spéten Genexpression beginnt in den Zellkernen der Zusammenbau von
neuen Nukleokapsiden, die bei der Knospung durch die Plasmamembran ihre Membranhiille
erhalten (Miller, 1996; Blissard, 1996). Dazu ist die Synthese viraler Strukturproteine
notwendig, die wie im Fall des BV-Membranproteins GP64 sowohl durch eine friihe, als auch
durch eine spdte Promotoraktivitit erfolgen kann (Blissard und Rohrmann, 1989; Jarvis und
Garcia, 1994). Dagegen findet die Expression des in BVs und ODVs vorzufindenden
Kapsidproteins P39 ausschlieBlich in der spiten Infektionsphase statt (Pearson et al., 1988;
Blissard et al., 1989). Neben der Funktion als virales Strukturprotein scheint P39 eine
Funktion bei der Bindung von Aktin der Wirtszelle zu haben, da es mit Aktin in Hefe-2-
Hybridsystemen interagieren kann (Lu et al., 2002).

In der sehr spdten Phase der Infektion ab ca. 18-24 h p.i. findet die zur Produktion der
Einschlusskorper wichtige Hyperexpression der viralen Gene polyhedrin und p10 statt. P10
hat eine Funktion bei der Lyse der Wirtszellen, so dass ohne P10 die Kernmembran am Ende
der Infektion nicht aufgeldst wird und die Polyeder nicht freigesetzt werden (Williams et al.,
1989; van Oers et al., 1993; Friesen und Miller, 2001). Polyhedrin stellt die Haupt-
komponente der Einschlusskorpermatrix dar (Rohrmann, 1986). Die sehr spdten Promotor-
systeme der Baculoviren gehoren zu den stirksten bisher bekannten Promotoren und werden
bei den baculoviralen Uberexpressionssystemen genutzt (King und Possee, 1992; O'Reilly et
al., 1992).

Die Transkription der friihen und spiten viralen Gene findet durch verschiedene RNA-
Polymerasen statt. Die frithen viralen Promotoren werden von der RNA-Polymerase II der
Wirtszelle erkannt, die durch o-Amanitin blockiert werden kann (Fuchs et al., 1983). Die
Beteiligung zelluldrer Transkriptionsfaktoren wird daher vermutet, ist jedoch nicht gezeigt

worden (Rasmussen und Rohrmann, 1994).
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Zur Transkription der spédten und sehr spéten viralen Faktoren wird dagegen eine a-Amanitin
resistente RNA-Polymerase benotigt (Grula et al., 1981; Fuchs et al., 1983; Huh und Weaver,
1990). Bei dieser RNA-Polymerase handelt es sich um ein vom Virus kodiertes Enzym,
welches aus den vier dquimolaren, viralen Proteinuntereinheiten LEF-4, LEF-8, LEF-9 und
p47 besteht (Yang et al., 1991; Guarino et al., 1998 a). Aufgrund von Sequenzhomologien
wird angenommen, dass LEF-8 und LEF-9 katalytische Untereinheiten der RNA-Polymerase
sein konnten, wobei der C-terminalen Domine von LEF-8 entscheidende Funktionen
zukommen (Lu and Miller, 1994; Passarelli et al., 1994; Titterington et al., 2003). Die
Synthese von LEF-8 und LEF-9 wird friih in der Infektion initiiert und erreicht die maximale
Expressionsstirke in der sehr spiten Infektionsphase (Acharya und Gopinathan, 2002).
Temperatursensitive Mutanten zeigten, dass die Gene lef-4 und p47 moglicherweise
essentielle Rollen fiir die Transkription spédter und sehr spdter Gene spielen kdnnten
(Partington et al, 1990; Carstens et al., 1994). Weitere Studien haben ergeben, dass LEF-4
Guanylyltransferaseaktivititen fiir die Bildung von m7G-Kappen am 5'-Ende viraler mRNAs
besitzt und zusitzlich RNA 5°-Triphosphatase- und ATPase-Aktivitidten aufweist (Guarino et
al., 1998 b; Jin et al., 1998).

Generell wird die Synthese der Wirtszellproteine wihrend des Infektionsverlaufes
schrittweise herunter reguliert (Carstens et al., 1979; Wood, 1980). Uber zellulire Faktoren,
die an der spéten oder sehr spéten viralen Transkription beteiligt sind, ist bisher nichts
bekannt. Dagegen gibt es, wie in diesem Abschnitt beschrieben, eine Reihe frith exprimierter
viraler Faktoren, die essentiell oder unterstiitzend in der viralen DNA-Replikation und der
Transkription spiter bzw. sehr spdter Virusgene involviert sind.

In transienten Expressionsstudien sind achtzehn AcMNPV-Gene beschrieben worden, die als
notwendige und ausreichende Faktoren fiir die spite und sehr spéte Virustranskription
identifiziert werden konnten. Dabei handelt es sich um die Gene iel, ie2, lef-1, lef-2, lef-3,
lef-4, lef-5, lef-6, lef-7, lef-8, lef-9, lef-10, lef-11, 39k, p47, p143, dnapol und p35 (Todd et
al., 1996). Fiir die Expression der sehr spiten Faktoren ist das spét exprimierte virale Protein
VLF-1 (,,very late factor 1) durch Interaktionen mit Promotorsequenzen der pl10- und
polyhedrin-Gene notwendig (McLachlin und Miller, 1994; Yang und Miller, 1999).

Die Charakterisierung der Promotoren der spiten und sehr spédten Baculovirusgene zeigt, dass
ihre Transkription an einem TAAG-Sequenzmotiv initiiert wird, welches ein essentielles
Element beider Promotorklassen ist. Die Expressionsstirke der spiten Promotoren ist vom
Kontext des TAAG-Motivs abhingig (Morris und Miller, 1994). Die Expressionsstirke der

sehr spiten Gene hingt zusitzlich von der Sequenz zwischen dem TAAG-Motiv und der
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Translations-Initiationsstelle ab. Diese Sequenz ist erforderlich fiir die Hyperexpression in der
sehr spiten Infektionsphase und Mutationen in ihr reduzieren die Polyhedrin-Expression
2- bis 20-fach (Possee und Howard, 1987; Rankin et al., 1988; Weyer und Possee, 1988; Ooi
et al.,, 1989; Mans und Knebel-Morsdorf, 1998). Die sehr spdten Promotoren enthalten
TATA-Box dhnliche Sequenzen. Diese Sequenzen sind jedoch nicht essentiell fiir die
Expression der Gene, da Mutationen der Promotorbereiche stromaufwirts der
Transkriptionsinitiationssequenz nur geringe Effekte auf die sehr spite Genexpression haben

(Weyer und Possee, 1989).

3. Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1), ein Mitglied der Familie der

Herpesviridae

Die Familie der Herpesviren zdhlt, wie die der Baculoviren, zu den groBen DNA-Viren. Beide
Virusfamilien dhneln sich darin, dass die viralen Genexpressionskaskaden in einem zeitlich
regulierten Zyklus im Zellkern der Wirtszellen stattfinden (Ubersichtsartikel Roizman und
Sears, 1996). Im Gegensatz zur baculoviralen Genexpression werden jedoch die Gene von
HSV-1 sowohl in der frithen als auch in der spéten Infektionsphase von der zelluldren RNA-
Polymerase II transkribiert.

Herpesviren werden in drei Unterfamilien eingeteilt: Die a-, B- und y-Herpesviren, die sich
v.a. in ithrem Wirtsspektrum und in der Dauer ihrer Replikationszyklen unterscheiden. Der
natiirliche Wirt von HSV-1 ist der Mensch. Als Vertreter der a-Herpesviren hat HSV-1 jedoch
ein breites Wirtsspektrum, einen kurzen Replikationszyklus und persistiert in Vvivo in
Nervenzellen der Ganglien. Das HSV-1-Genom besteht aus doppelstriangiger, linearer DNA
und wird von einem ikosaedrischen Kapsid umschlossen, welches von einer proteinhaltigen
Matrix (Tegument) und einer Lipidmembran umgeben wird (Ubersichtsartikel Roizman und

Sears, 1996).

3.1.  Genexpressionskaskade und in vitro-Infektion von HSV-1

HSV-1 ist in der Lage eine grole Zahl von Zelltypen aus verschiedenen Sdugerspezies in
vitro zu infizieren. Die initiale Adsorption des Virus an die Zelloberfliche wird von viralen
Glykoproteinen gesteuert. Der fiir die anschlieBende Penetration des Virions ins Zytoplasma

am haufigsten beschriebene Mechanismus geht von einer pH-unabhingigen Fusion der
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viralen Hiilllmembran mit der Zellmembran aus, wobei auch die endozytotische Aufnahme der
Viren moglich ist (Ubersichtsartikel Spear et al., 2000; Nicola et al., 2003).

Wie bei Baculoviren wird auch die kaskadenartig ablaufende Genexpression von HSV-1
zeitlich genau reguliert (Ubersichtsartikel Roizman und Sears, 1996). Im Gegensatz zur
Baculovirusinfektion, bei der es beim Ubergang in die spite Infektionsphase zu einem
Wechsel zu einer viruskodierten RNA-Polymerase kommt, werden die HSV-1-Gene
durchgehend von der zelluldiren RNA-Polymerase II abgelesen. Dazu ist ein Wechsel der
RNA-Polymerase II-Transkriptionsaktivitdt von einer zelluliren zu einer viralen Gen-
expression notwendig. Dieser Vorgang wird von einer Rekrutierung der RNA-Polymerase 11
in virale DNA-Replikationskompartimente und einer Phosphorylierung ihrer grof3en
Untereinheit begleitet (Rice et al., 1994, 1995; Leopardi et al., 1997; Spencer et al., 1997).
Des Weiteren fiihrt die HSV-1-Infektion zu einem Verlust des generellen Transkriptions-
faktors TFIIE vom RNA-Polymerase II-Holoenzym (Jenkins und Spencer, 2001).

Die Expression der meisten zelluldren Gene wird wihrend der HSV-1-Infektion durch die
Wirkung der viralen mRNA-spezifischen RNase Vhs (,,virus-host shutoff) unterdriickt
(Ubersichtsartikel Smiley, 2004). AuBerdem ist HSV-1 in der Lage die Funktion des
zelluldren Translationsapparates zu verdndern (Laurent et al., 1998).

Die Expression der sehr frithen viralen Faktoren (a-Gene) wird durch das Tegumentprotein
VP16 (Virionprotein 16) verstirkt. Die a-Gene kodieren fiir fiinf Proteine, die die Promotoren
der frithen Gene (B-Gene) steuern. Dabei agiert ICPO (,,infected cell protein 0°) als viraler
Transaktivator und kann als ,,RING-Finger“-Protein, wie flir das baculovirale IE2-Protein
beschrieben, als E3-Ubiquitin-Ligase in Proteasomen-abhingigen Proteinabbauwegen
fungieren (Everett, 2000; Boutell et al., 2002; Hagglund et al., 2002). Das 175 kDa grofle
ICP4 Protein ist essentiell fiir die Virusreplikation und induziert mit Ausnahme der a-Gene
die Expression aller anderen Leserahmen (Preston, 1979; DeLuca et al., 1985). Die B-Gene
kodieren fiir Proteine, die an der viralen DNA-Replikation beteiligt sind. Die virale
Replikation erfolgt wihrend des lytischen Infektionszyklus nach dem Prinzip des ,,rolling
circle®. Mit Beginn der viralen DNA-Synthese werden die spiten Gene (y-Gene) exprimiert,
die fiir Strukturproteine und Faktoren kodieren, die am Zusammenbau und der Freisetzung der
Virionen beteiligt sind (Roizman und Sears, 1996). Die Zusammensetzung der Virionen ist
ein komplexer Prozess, der in verschiedenen Kompartimenten der Zelle ablauft. In vitro
werden die Viren einerseits als CRV (,,cell released virus®) in die extrazellulire Umgebung
abgegeben, andererseits findet in der spéten Infektionsphase eine Freisetzung von intrazellulér

akkumulierten Viruspartikeln als CAV (,,cell associated virus) durch Lyse der Zellen statt.
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4. TBP als basaler Transkriptionsfaktor in eukaryotischen Transkrip-

tionskomplexen

Die Transkription eukaryotischer Gene wird durch drei verschiedene RNA-Polymerasen
(RNAP) vermittelt. Die RNAP 1 lokalisiert in den Nukleoli und katalysiert die Bildung
ribosomaler RNAs (rRNAs), wihrend die RNAP III fiir die Transkription von tRNAs
(Transfer-RNAs), der 5S rRNA und von weiteren kleineren RNAs im Nukleoplasma
verantwortlich ist. Die Transkription proteinkodierender Gene erfolgt durch die RNAP II,
welche einen Proteinkomplex aus zwdlf Untereinheiten und einem Molekulargewicht von
tiber 500 kDa darstellt (Weaver, 2002). An der Ausbildung des Préinitiationskomplexes an
Promotoren fiir die Transkription durch die RNAP II ist eine Reihe von generellen
Transkriptionsfaktoren beteiligt, die als TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF und TFIIH
bezeichnet werden, und die fiir die Transkription nahezu aller Gene notwendig sind. Ein
zentraler Schritt der Transkriptionsinitiation ist die Bindung des groten Transkriptionsfaktors
TFIID an die TATA-Box etwa 30 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts (Buratowski et
al., 1989; Roeder, 1996).

TFIID besteht aus dem TATA-Bindeprotein (TBP) und mindestens zwdlf bis vierzehn TBP-
assoziierten Faktoren (TAFs) (Roeder, 1996; Ubersichtsartikel Albright und Tijan, 2000;
Werten et al., 2002; Walker und Blackwell, 2003). Rontgenstrukturanalysen zeigten, dass
TBP eine sattelformige Struktur besitzt und an der TATA-Box die kleine Furche (,,minor
groove®) der DNA bindet (Kim et al., 1993), die dadurch gebeugt und teilweise entwunden
wird. Abb. 2 zeigt schematisch den Ablauf der TFIID-vermittelten Transkriptionsinitiation.
Durch ,,cross-linking-Experimente* wurde gezeigt, dass TFIID zusammen mit TFIIA nur in
Anwesenheit von Aktivatoren an die DNA bindet, die wiederum erst durch intra- oder
extrazelluldre Signale iiber Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden (Kuras und Struhl,

1999; Li et al., 1999; Ubersichtsartikel Pugh, 2000).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Aktivator-vermittelten TFIIA (A)-, TFIID- und RNAP 11 (pol 11)-
Anlagerungen beim Zusammenbau des Transkriptionskomplexes (aus Pugh, 2000).

Die DNA-Bindung erfolgt iiber den C-terminalen Bereich von TBP, der innerhalb der
Eukaryoten hoch konserviert ist, und beispielsweise eine 80%ige Homologie der
Aminosduresequenz zwischen Hefe und Mensch aufweist. Der N-terminale Bereich des 36 bis
38 kDa grof3en TBP ist dagegen zwischen verschiedenen Spezies variabel und seine genauen
Funktionen sind bisher nicht exakt geklart. Es wurden Wechselwirkungen des N-Terminus
von TBP mit anderen Proteinen beschrieben und es wird angenommen, dass er regulatorische
Funktionen innehat, die aufgrund der evolutiondren Divergenz speziesspezifisch sein konnten
(Hernandez, 1993; Lee und Struhl, 2001; Davidson, 2003). Untersuchungen beschreiben, dass
das Entfernen des vertebratenspezifischen N-Terminus von TBP, vermutlich aufgrund einer
Storung der maternalen Immuntoleranz, zum Tod von Méiusefoten in der Schwangerschaft
fiihrt (Hobbs et al., 2002). Primdre Mé&usefibroblasten, denen ein Grof3teil der vertebraten-
spezifischen N-terminalen TBP-Aminosduren fehlen, zeigen hingegen keine Wirkungen auf
fundamentale zelluldre Prozesse, was den Schluss nahe legt, dass die Funktionen dieser

Polypeptid-Doméne durch redundante Aktivititen kompensiert werden miissen oder auf



Einleitung 16

Prozesse limiert sind, die nicht in diesen Zellen vorkommen (Schmidt et al., 2003). Es wird
vorgeschlagen, dass der N-Terminus von TBP urspriinglich ein TAF gewesen und iiber eine
kovalente Bindung an den TBP-C-Terminus fusioniert worden sein konnte (Hobbs et al.,
2002).

Neben der Bildung von TFIID spielt TBP auch eine entscheidende Rolle fiir die Transkription
durch die anderen RNA-Polymerasen. So setzen sich der Transkriptionsfaktor SL1, der an der
Transkription durch die RNAP I beteiligt ist, ebenso wie der fiir die Transkription durch die
RNAP III wichtige Transkriptionsfaktor TFIIIB, oder der SNAP-Komplex fiir die Synthese
von snRNAs (,,small nuclear RNAs“) durch die RNAP II und RNAP III, aus TBP und
verschiedenen Kombinationen der TAFs zusammen (Ubersichtsartikel Hernandez, 1993;

Pugh, 2000).

4.1. Die Bedeutung von TBP fur die Genexpression

Im Gegensatz zur Struktur von TBP und zur Bildung des Transkriptionsinitiationskomplexes
ist weitaus weniger iiber zelluldre Ereignisse bekannt, die an der Regulation der Transkription
des tbp-Gens oder an der TBP-Proteinstabilitit beteiligt sind.

Es konnten steuernde Wirkungen auf TBP durch Phosphorylierungen nachgewiesen werden.
Phosphoryliertes TBP scheint eine regulatorische Funktion wihrend der M-Phase des
Zellzyklus inne zu haben (Leresche et al., 1996). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Phosphorylierung von humanem TBP durch die DNA-abhéngige Proteinkinase (DNA-PK) zu
einer Steigerung der Aktivitit der RNAP II fiihrt (Chibazakura et al., 1997). Andererseits
wurde beobachtet, dass durch Proteinkinase CK2-vermittelte TBP-Phosphorylierungen in
Hefe-Zellen die TBP-Bindungsaffinitdt zur TATA-Box verringert wird (Maldonado und
Allende, 1999).

Bisher sind nur wenige Hinweise hinsichtlich der TBP-Stabilitdt bekannt. Es wurden relativ
stabile TBP-Dimere nachgewiesen, bei denen die DNA-Bindedoméne der beiden TBP-
Monomere maskiert ist. Dies konnte moglicherweise einen Schutzmechanismus vor der
Degradation des Proteins oder eine Autorepression der DNA-bindenden Eigenschaften
darstellen (Coleman et al., 1995; Geisberg und Struhl, 2000). In embryonalen Maiuse-
karzinomzellen (F9-Zellen) ist gezeigt worden, dass TBP mdglicherweise durch spezifische
Proteolyse in Proteasomen inaktiviert wird. Dabei konnte die Differenzierung von F9-Zellen

auf der selektiven Proteolyse von TBP und TAF4 beruhen (Perletti et al., 2001).
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Der Abbau der meisten zelluldren Proteine findet im Cytosol iiber das Ubiquitin-Proteasom-
System statt, bei dem es sich im Gegensatz zum lysosomalen Proteinabbau um einen
selektiven Abbaumechanismus handelt (Ubersichtsartikel Hochstrasser, 1996).

Ubiquitin ist ein kleines Protein aus 76 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von ca.
8,5 kDa. Es ist das am stdrksten konservierte Protein in Eukaryoten. Zur Markierung von
abzubauenden Proteinen wird der C-Terminus von Ubiquitin in einer ATP-abhingigen
Reaktion an das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 gebunden, worauthin Ubiquitin auf das
Ubiquitin-konjugierende Enzym E2 transferiert wird. Die Ubiquitin-Protein-Ligase E3 (E3-
Ligase) ist flir den entscheidenden Schritt der Substraterkennung verantwortlich und
katalysiert schlieBlich die Ubertragung des Ubiquitins auf einen Lysin- oder N-terminalen
Rest des Zielproteins (Breitschopf et al., 1998; Reinstein et al., 2000). Erst eine Kette von
mindestens vier Ubiquitin-Monomeren gilt als Abbausignal des Proteins iiber das Proteasom,
wobei eine Multi-Ubiquitinkette eine Erhohung der Affinitdt des Substrates an das Proteasom
bewirkt (Ubersichtsartikel DeMartino und Slaughter, 1999; Thrower et al., 2000). Die
polyubiquitinierten Proteine werden in einem groflen, aus zwei Untereinheiten bestehenden
Protease-Komplex, dem 26S-Proteasom, ATP-abhiingig abgebaut (Ubersichtsartikel
DeMartino und Slaughter, 1999) (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Ubiquitin-abhangigen Proteinabbaus (von A. Goldberg)
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Nicht alle ubiquitinierten Proteine werden abgebaut. So stellt eine Einfach-Ubiquitinierung
von Histonen eine reversible Modifizierung dar, die eine Auflockerung des Chromatins zur
Folge haben konnte (Ubersichtsartikel Hicke, 2001).

Viele Transkriptionsfaktoren konnen durch das proteolytische Ubiquitin-Proteasom-System
eliminiert werden. Es wurde ein Zusammenhang zwischen der Stirke eines Aktivators und
dessen Stabilitdt beobachtet. Je potenter ein Transkriptionsfaktor ist, desto instabiler scheint er
zu sein (,,unstable when active“~-Modell von Thomas und Tyers, 2000). Gleichzeitig gibt es
Hinweise, dass Aktivierungsdomédnen und spezifische Degradationsbereiche (Degrons) in
unmittelbarer Nachbarschaft liegen kdnnen. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Ubiquitinierung eines Transkriptionsfaktors zundchst zu seiner Aktivierung fiihrt und
anschlieBend ein Signal fiir den proteasomalen Abbauweg darstellt (Salghetti et al., 2001).
Bekannte Aktivierungsdomédnen von Proteinen sind gekennzeichnet durch prolinreiche und
glutaminreiche Bereiche (Gerber et al., 1994). Ob die glutaminreiche Doméne von TBP ein
Ziel der Ubiquitin-vermittelten Proteolyse sein konnte, und welche Auswirkungen eine
mogliche Ubiquitinierung von TBP hitte, ist bislang ungeklért.

In zelluldren Prozessen ist TBP zumeist auf die Wechselwirkung mit anderen Faktoren
angewiesen, um seine Funktionen ausiiben zu konnen. Erst die Interaktion mit einer Vielzahl
von Faktoren ermdglicht die korrekte Bindung des basalen Transkriptionskomplexes an die
Initiationsstelle des Promotors (Cox et a., 1997). Die Transkription TATA-Box-freier
Promotoren mit Beteiligung von TBP macht deutlich, dass neben der hochspezifischen
Bindung der TATA-Box auch die Rekrutierung weiterer Faktoren eine wichtige Funktion von
TBP ist (Ubersichtsartikel Hernandez, 1993; Pugh, 2000). TATA-Box-freie Promotoren sind
bei Genen, die durch die RNAP I oder III transkribiert werden oder bei Haushaltsgenen zu
finden. Die Transkriptionsinitiation fiir die RNAP II erfolgt bei Haushaltsgenen iiber die
Interaktion des TAF1/TAF2-Komplexes bzw. TFII-I mit dem Initiatorelement des Promotors
(Roy et al., 1993; Verrijzer et al., 1995; Chalkley und Verrijzer, 1999). Beim Vorhandensein
von GC-Boxen im Promotor interagiert TFIID iiber TAF4 mit SP1, welches an die GC-Boxen
bindet (Gill et al., 1994). In beiden Féllen ist TBP am Aufbau des Initiationskomplexes
beteiligt.

Lange wurde angenommen, dass TBP essentiell fiir die Transkription ist. Inzwischen weil}
man, dass die Essentialitit von TBP fiir die Transkription in Eukaryoten differentiell fiir das
jeweils untersuchte System betrachtet werden muss. Untersuchungen in Méiusen haben
gezeigt, dass die Inaktivierung von TBP zu einem Wachstumsstop und zu Apoptose im

embryonalen Blastozystenstadium fiihrt. Nach dem Verlust von TBP ist die Transkription
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durch die RNAP I und RNAP III blockiert, wohingegen die RNAP II in einem transkriptionell
aktiven Phosphorylierungszustand bleibt und ein hohes Mal} an transkriptioneller Aktivitit
aufweist. Damit wird eine differentielle Abhéngigkeit der RNA-Polymerasen von TBP
aufgezeigt, und es gibt Hinweise auf einen TBP-unabhingigen transkriptionellen
Mechanismus der RNAP II, der eine Reinitiation und Erhaltung der Genexpression in vivo
erlaubt (Martianov et al., 2002). Wiahrend die Initiation der Transkription die komplette
Transkriptionsmaschinerie bendtigt, geschieht die Reinitiation wahrscheinlich auf eine andere
Weise (Hahn, 1998). Nach der Initiation verbleibt ein Teil der Transkriptionsfaktoren am
Promotor und formt eine Plattform fiir den Zusammenbau des folgenden Transkriptions-
komplexes (Zawel et al., 1995). Als Bestandteile des Reinitiationszwischenkomplexes werden
TFIID, TFIIA, TFIIH, TFIIE und ein weiterer Mediator beschrieben, die als Geriist fiir die
Bildung des funktionellen Reinitiationskomplexes dienen konnen (Yudkovsky et al., 2000).
Daher konnte in vivo die Reinitiation der Transkription vieler Gene unabhingig von freiem
TBP sein. In in vitro-Studien ist ein anderer Multiproteinkomplex (TFTC) beschrieben
worden, der verschiedene TAFs, aber nicht TBP enthilt und eine TBP-freie RNAP II-
Transkription vermittelt (Wieczorek et al., 1998).

Eine transkriptionelle Regulation des tbp-Gens ist in der spaten Spermatogenese in den Hoden
von Nagern gezeigt worden, bei der die TBP-Proteinmenge um das 8- bis 11-fache ansteigt
(Schmidt und Schibler, 1995). Die Quantitit von TBP und vielen TAFs unterscheidet sich
generell in verschiedenen Geweben der Maus. Z.B. wird TBP in Hoden und dem Diinndarm
stark exprimiert, wihrend im Nervensystem und im Herz nur geringe TBP-Mengen vorliegen
(Perletti et al., 1999). Eine Zunahme der TBP-Menge ist in humanen Dickdarm-Karzinomen
festgestellt worden, welche vermutlich durch onkogene Signaltransduktionswege entsteht
(Johnson et al., 2003). In heterozygoten Hiihner-Zellen, die nur eine Kopie des TBP-Gens
tragen, entsteht ein Phénotyp, der Zellen mit einer verzdgerten Mitose dhnelt, wodurch
gezeigt wird, dass Verdnderungen der TBP-Konzentration deutliche Effekte auf das
Zellwachstum in Vertebraten haben koénnen (Um et al., 2001). Untersuchungen haben
ergeben, dass sich Zebrafischembryonen nach der Blockierung von TBP oder von TLF
(,IBP-like factor), dessen genauere Funktionen bislang noch unbekannt sind, bis zum
Midblastulastadium normal entwickeln, jedoch keine Gastrulation durchlaufen. Der
differentielle Einfluss von TBP und TLF auf die Genexpression legt jedoch nahe, dass TBP in
Vertebraten nicht generell fiir die RNAP II-Transkription notwendig ist, und dass TBP und
TLF differentiell in der friihen Embryogenese erforderlich sein konnten (Miiller et al., 2001).

Funktionsstorungen von TBP kénnen beim Menschen zu neurodegenerativen Erkrankungen
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fiihren. Das tbp-Gen besitzt lange, polymorphe CAG-Triplett-Wiederholungen. Amplifizierte
CAG-Wiederholungen resultieren in expandierten Polyglutaminen im aminoterminalen
Bereich des humanen TBP. Dadurch entsteht die spinozerebellare Ataxie 17 (SCA 17), die,
wie andere neurodegenerative Erkrankungen, zu den Polyglutamin-Erkrankungen zahlt
(Koide et al., 1999; Fujigasaki et al., 2001; Nakamura et al., 2001; Zuhlke et al., 2001). Auch
zur Alzheimer-Krankheit scheint eine Akkumulation von TBP beizutragen, da unlésliches
TBP im Gehirn der Patienten in neurofibrilldiren Knduelstrukturen gefunden wurde (Reid et
al., 2004).

Fiir einige Virussysteme wird beschrieben, dass TBP als ein wichtiges Ziel fiir direkte
Interaktionen mit Promotor-spezifischen viralen Aktivatoren wie dem EI1A-Protein von
Adenoviren, IE2 von Cytomegalieviren oder dem E7-Protein des humanen Papillomvirus
Typ 16 fungiert (Lee et al., 1991; Geisberg et al., 1995; Phillips und Vousden, 1997; Kim et
al., 2000). Ein direkter Einfluss eines viralen Faktors auf die Menge des TBP-Proteins ist fiir
das Hepatitis B Virus X-Protein gezeigt worden. In diesen Studien ist eine Zunahme von TBP
in Abhédngigkeit des Ras/Raf-1-Signaltransduktionsweges beobachtet worden, wodurch die
RNAP III-Transkriptionsrate in den Zellen ansteigt (Wang et al., 1995, 1997). Fiir das
HSV-1-Protein VP16 sind Wechselwirkungen mit TFIID bekannt (Stringer et al., 1990;
Goodrich et al., 1993). In in vitro-Analysen geht gereinigtes HSV-1 ICP4 Komplexe mit
TFIID iiber TBP oder TAF1 ein, wodurch die ICP4-aktivierte Transkription unterstiitzt
werden konnte (Smith et al., 1993; Carrozza und DeLuca, 1996).

Es wird angenommen, dass in Baculovirus-infizierten Zellen die Bindung von TBP an
Promotoren der sehr frithen Gene eines der ersten Ereignisse der Infektion ist. Des Weiteren
gilt TBP als Kandidat fiir direkte Interaktionen mit baculoviralen Transaktivatoren wie IE1,
und konnte dadurch an der Transkription der frithen viralen Gene eine Rolle spielen
(Rasmussen und Rohrmann, 1994). Bisher ist jedoch kein Nachweis fiir eine Funktion von
TBP bei der friilhen Genexpression erbracht worden. Eine Beteiligung von TBP an der

Transkription der spdten und sehr spaten Baculovirusgene ist bisher nicht untersucht worden.

4.2.  Funktionen der TAFs im Transkriptionsfaktor TFIID

Erst die Interaktion von TBP mit den zuvor bereits erwdhnten TAFs ermdoglicht eine fein
regulierbare Transkription aktiver Gene, da TBP alleine nicht in der Lage ist die basale
Transkriptionsaktivitit deutlich zu erhdhen (Ubersichtsartikel Pugh und Tjian, 1991). TAFs

konnten aus verschiedensten Organismen isoliert und identifiziert werden, und wurden nach
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ihrer elektrischen Mobilitdt im Polyacrylamidgel benannt. Um Konfusionen beispielsweise im
Hinblick auf ihre Funktionen zu vermeiden, wurde kiirzlich eine einheitliche Nomenklatur
eingefiihrt (Tora, 2002), die in dieser Arbeit Verwendung findet. Die Hauptfunktionen der
TAFs liegen in der Interaktion mit dem Promotor und mit anderen Transkriptionsfaktoren,
sowie in der Aktivitit als Koaktivatoren der Transkription (Ubersichtsartikel Albright und
Tjian, 2000; Verrijzer und Tjian, 1996). Die Abb. 4 zeigt exemplarisch die Zusammensetzung
der vorgeschlagenen Struktur von Drosophila TFIID.

Abb. 4: Schematische Darstellung der angenommenen Struktur von Drosophila TFIID

Darstellung mit den alten Bezeichnung der TAFs (TAF;250 = TAF1, TAF;150 = TAF2, TAF;110 = TAF4,
TAF;80 = TAF5, TAF;60 = TAF6, TAF;40 = TAF9, TAF;308 = TAF11, TAF;30a = TAF12)
(aus Weaver, 2000).

Die groBite und am besten studierte Untereinheit von TFIID ist TAF1. TAF1 bindet direkt an
TBP und bildet ein Geriist, an das sich die anderen TAFs bei der Zusammensetzung des
Initiationskomplexes anlagern. TAF1 besitzt Proteinkinase- sowie Histonacetyltransferase-
aktivititen (Dikstein et al., 1996; Mizzen et al., 1996). Die Acetylierung von Histonen ist
entscheidend an der transkriptionellen Aktivierung von Genen beteiligt (Braunstein et al.,
1993; Lee et al., 1993). Zudem besitzt TAF1 eine geringe Substratspezifitit, die es in die Lage
versetzt auch andere Proteine zu modifizieren (Dunphy et al., 2000). Die Acetylierung der
Transkriptionsfaktoren TFIIEB und TFIIF sind beschrieben, jedoch die Auswirkung auf
zelluldre Prozesse nicht aufgekldrt worden (Imhof et al., 1997). Die Phosphorylierung von
TFIA durch TAF1 bewirkt einen stabilisierenden Effekt auf die TFIIA-TBP-Bindung bei der
Transkriptionsinitiation (Solow et al., 2001). Durch seine Kinaseaktivitit kann TAF1
auBlerdem sich selbst und TFIIF phosphorylieren (O Brien und Tjian, 1998). Des Weiteren
konnten fiir TAF1 Ubiquitin-aktivierende und -konjugierende Eigenschaften (z.B. an das
Histon H1) nachgewiesen werden (Pham und Sauer, 2000; Ubersichtsartikel Wassarman und

Sauer, 2001).
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TAF4 bindet durch seine glutaminreiche Region Q1 bis Q4 direkt an den transkriptionellen
Aktivator Spl und vermittelt so die Bindung von TFIID an GC-Boxen in TATA-losen
Promotoren (Tanese et al., 1996; Saluja et al., 1998). In Gehirnen von humanen Huntington-
Patienten ist die Sp1-TAF4-Wechselwirkung interessanterweise reduziert (Dunah et al. 2002).
TAF4 fungiert in Sdugerzellen ebenfalls als spezifischer Koaktivator fiir eine Reihe nukleérer
Rezeptoren (Mengus et al., 1997). Durch eine Interaktion mit dem Heterochromatin-Protein 1
(HP1) konnten auch Wirkungen als transkriptioneller Repressor nachgewiesen werden
(Vassallo und Tanese, 2002).

Drosophila melanogaster TAF5 (dmTAFS) bindet nicht direkt an TBP, sondern in einem
Komplex mit anderen dmTAFs, wie TAF1, TAF4 und TAF6 (Dynlacht et al., 1993). Fiir das
humane TAFS (hsTAFS) ist gezeigt, dass es stark mit den TAFs 1, 7 und 11, etwas schwicher
mit den TAFs 12 und 13 und des Weiteren mit TFIIF interagiert, und somit die Bildung des
Préinitiationskomplexes unterstiitzt (Dubrovskaya et al., 1996). Nachfolgende Studien
berichten, dass hsTAFS5 starke Bindungen mit TAF6 und TAF9 und schwéchere mit TBP und
den hsTAFs 1, 11 und 12 eingeht, jedoch in diesen Studien nicht mit TAF7 interagiert,
weshalb eine Rolle von TAF5 fiir die Stabilisierung von TAFs-Interaktionen in TFIID
vorgeschlagen ist (Tao et al., 1997). RNA-Interferenz-Studien in Caenorhabditis elegans-
Embryonen zeigen, dass TAFS an der Transkription einiger Gene beteiligt ist, jedoch fiir die
Expression vieler Entwicklungsgene nicht entscheidend ist (Walker und Blackwell, 2003).
Fiir TAF7 ist gezeigt, dass es die Funktionen vieler anderer Transkriptionsaktivatoren durch
direkte Interaktionen vermitteln kann (Chiang und Roeder, 1995). Es spielt z.B. eine Rolle bei
der Transkriptionsregulation durch c-Jun (Munz et al., 2003). Des Weiteren interagiert es mit
anderen Transkriptionsfaktoren wie TAF1, TAF5, TAF11, TAF12, TAF13 und Spl, aber
nicht direkt mit TBP (Lavigne et al., 1996).

Fir TAF6, TAF9 und TAF12 sind Homologien zu den Histonen H4, H3 und H2B
nachgewiesen. Unter kristallinen Bedingungen kann zudem die Ausbildung von TAF6-TAF9-
Tetrameren beobachtet werden (Xie et al., 1996). Somit wird eine Kernstruktur bestehend aus
den TAFs 6, 9 und 12 innerhalb von TFIID vorgeschlagen, die einem Histon-Oktamer zur
Organisation von genomischer DNA in Nukleosomen &hneln konnte (Hoffmann und Roeder,
1996; Oelgeschlager et al., 1996). TAF12 bildet Heterodimere mit TAF4 aus und formt auf
diese Weise Histon-dhnliche Paare im TFIID-Komplex, wobei TAF4 zugleich auch an der
Ausbildung eines Oktamer-Komplexes aus TAFs beteiligt sein konnte (Gangloff et al., 2000;
Werten et al., 2002). Auch TAF11 und TAF13 bilden Heterodimere aus, vermutlich ebenfalls
durch Histon-dhnliche Strukturen und binden dabei an TBP (Mengus et al., 1995;
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Birck et al., 1998). Konditionale TAF9-,,Knockout“-DT40-Zellen aus Hiihnern zeigen den
Verlust weiterer TAFs aus TFIID und die Induktion von Apoptose (Chen und Manley, 2000).
Dies resultiert aus einer Aufbaustorung des TFIID-Komplexes nach der Entfernung von
TAF9, wodurch TAF9 eine Schliisselrolle im TFIID-Aufbau zuzukommen scheint (Chen und
Manley, 2003).

Die meisten publizierten Modelle gehen davon aus, dass jeder TFIID-Komplex aus einem
TBP und jeweils einem Molekiil eines jeden TAFs aufgebaut ist, wobei die Existenz dieser
Stochiometrie keineswegs bewiesen ist (Albright und Tjian, 2000). Durch das Auftreten von
TAF-Dimeren, -Tetrameren und -Oktameren, sowie durch die Beschreibung von TBP-
Dimeren ist eine komplexere Zusammenlagerung wahrscheinlich. Die Ahnlichkeiten einiger
TAF-Interaktionen mit Histon-Interaktionen lassen Vermutungen zu, dass TAF-Komplexe an
der Verschiebung von Nukleosomen oder der Stabilisierung offener DNA-Bereiche am
Transkriptionsinitiationsort beteiligt sein konnten (Kokubo et al., 1994).

Es ist eine Reihe von TAF-Interaktionen mit viralen Faktoren beschrieben worden. Faktoren
unterschiedlicher Viren sind identifiziert worden, die nach einer Inaktivierung von TAFI
seine Funktionen iibernehmen kénnen (Ubersichtsartikel Wassarman und Sauer, 2001). Eine
Beteiligung von TAF1 an der Repression der MHC I-Expression durch das HIV-1 Tat-Protein
ist beschrieben worden (Weissman et al., 1998). TAF1 interagiert dariiber hinaus in vitro mit
dem HSV-1 ICP4-Protein (Carrozza und DeLuca, 1996). Es konnte demonstriert werden, dass
die HSV-1-Infektion zu einem Verlust von TFIIE bei der RNAP II-Transkriptionsinitiation,
ebenso wie zu einer verdnderten Phosphorylierung der RNAP II fithren kann, wohingegen
TBP und andere generelle Transkriptionsfaktoren in infizierten Zellen nicht beeinflusst
werden (Jenkins und Spencer, 2001).

Bisher liegen keine Untersuchungen zu Interaktionen von Insektenzell-TAFs mit viralen
Transkriptionsfaktoren wéhrend der Baculovirusinfektion vor. Dabei sind sowohl direkte
Einfliisse der AcMNPV-Infektion auf TBP, als auch komplexere Regulationsmechanismen

des zelluldren Transkriptionsapparates tiber TAFs und TBP durch das Virus denkbar.
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5. Zielsetzung der Arbeit

Ein zentraler Schritt der Virus-Wirtszell-Interaktionen ist die Umwandlung der zelluldren
Genexpression in die Transkription des viralen Genoms. Viren besitzen dafiir verschiedene
Mechanismen, die entweder die Einbeziehung der zelluldiren RNA-Polymerase II oder die
Einschleusung bzw. die Expression von viruskodierten RNA-Polymerasen beinhalten.

Das zentrale Interesse dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des Einflusses groler DNA-
Viren auf den basalen Transkriptionsapparat der Wirtszellen. Dabei standen Analysen zur
Expression und zur Lokalisierung des TATA Binde-Proteins (TBP) und von TBP-assoziierten
Faktoren (TAFs) als Untereinheiten des TFIID-Transkriptionsfaktors wahrend des Infektions-
zyklus von groB3en DNA-Viren im Vordergrund.

Eine Besonderheit des Infektionszyklus von Baculoviren besteht in der Verwendung von zwei
verschiedenen RNA-Polymerasen. Die zelluldire RNA-Polymerase 11 ist fiir die Transkription
frither viraler Gene zustindig, wédhrend die spite Virustranskription durch eine aus viralen
Untereinheiten bestehende RNA-Polymerase vermittelt wird. Es wird angenommen, dass TBP
an der frithen baculoviralen Transkription beteiligt ist. In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob es Hinweise fiir die bislang ungeklirte Rolle von TBP an der spiten viralen
Transkription gibt. Zunichst wurde die Expression und Lokalisierung von TBP wéhrend der
Infektion durch das Baculovirus AcMNPV untersucht. Anschlieend sollte analysiert werden,
inwieweit die TBP-Expression und -Lokalisierung von der viralen Replikation, der Protein-
neusynthese und dem Ubiquitin-Proteasom-System abhéngig sind.

Um die Bedeutung von TBP wiéhrend der Virusinfektion anhand der Eliminierung des Faktors
untersuchen zu koOnnen, sollte die RNA-Interferenztechnik in einer fiir Baculoviren
permissiven Insektenzelllinie etabliert werden. Vergleichend sollte die experimentelle
Reduktion der viralen Faktoren IE2, DBP und LEF-4, die an der Transkription und der
Replikation der viralen DNA beteiligt sind, untersucht werden.

Neben Analysen des Einflusses der Virusinfektion auf TBP wurden Untersuchungs-
moglichkeiten zur Expression von TAFs in AcMNPV-infizierten Insektenzellen betrachtet.
Schlielich war es ein Ziel dieser Arbeit, vergleichende Analysen der Expression und
Lokalisierung von TBP und TAFs in HSV-l-infizierten, primidren humanen Zellen
anzustellen, um Hinweise zur Allgemeingiiltigkeit der Regulation der basalen Transkriptions-

faktoren im Infektionsverlauf groBer DNA-Viren zu erhalten.
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I1. Material

1. Chemikalien

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid

Agarose (Standard, fur Agarosegele)
Agarose (SeaPlaque)
Ammoniumperoxydisulfat (APS)
Ampicillin

Aphidicolin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast-Extract

BCA-Reagenz

BrdU (5-Brom-2"-desoxyuridin)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Citifluor (AF100 und CFPVOH)
Complete™ (Proteinase-Inhibitorcocktail)
Cycloheximid (CHX)
Desoxyribonucleosid-5"-triphosphate (ANTPS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
D,L-Dithiothreitol (DTT)
DNA-GroRenmarker (1 kb-Leiter)
EDTA (Ethylen-N,N,N",N"-tetraessigsaure)
Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glucose

Glycerin

Glycin

Hoechst-Farbstoff

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid

Manganchlorid 4-Hydrat

Methanol

Milchpulver (aus Magermilch)
MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure)
Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Neutralrotlésung

Nonidet P40 (NP40)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Eurobio, Les Ulis Cedex, B
FMC, Rockland, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Grunenthal, Stolberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Pierce, Rockford, Illinois, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Baker Chemicals, Deventer, NL
Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Citifluor Ltd., London, UK
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
GibcoBRL, Karlsruhe

Baker Chemicals, Deventer, NL
Fischer Scientific, Dlsseldorf
Baker Chemicals, Deventer, NL
Calbiochem, Los Angeles, USA
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim

Baker Chemicals, Deventer, NL
Fisher Scientific, Loughborough, UK
Baker Chemicals, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Glicksklee, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Baker Chemicals, Deventer, NL
Sigma, Irvine, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
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PAA (“phosphonoacetic acid”) Sigma-Aldrich, Steinheim
Paraformaldehyd Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Penicillin/Streptomycin-Lésung GibcoBRL, Karlsruhe

Phenol Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Ponceau S-L6sung Sigma-Aldrich, Steinheim
Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Steinheim
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Rubidiumchlorid Merck, Darmstadt

Salzséure Baker Chemicals, Deventer, NL

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)  Sigma-Aldrich, Steinheim

Tris (2-Amino-2-hydroxylmethyl-propan-1,3-diol) Eurobio, Les Ulis Cedex, B
Triton-X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol) Sigma, Steinheim

Tryptose Broth Difco Laboratories, Detroit, USA
Tween 20 (Polyoxyethlene Sorbitan Monolaurate) Sigma-Aldrich, Steinheim

2. Puffer, Losungen und Medien

Alle Lésungen wurden mit Uber lonenaustauscher gereinigtem Wasser (Milliporefilteranlage)
angesetzt. Wenn maoglich, wurden die Losungen nach der Fertigstellung sterilisiert.

Acrylamid-Ldsung 375:1
30% Acrylamid
0,8% Bisacrylamid
in11H,0

Aphidicolin-Stammlésung (1 mg/ml) 1 mg Aphidicolin in 1 ml EtOH (absolut),
bei 4°C lagern

BrdU-Medium 50 uM BrdU in TC-100-Medium

BrdU-Stammldsung (6,25 M; Lagerung bei 4°C) 20 mg BrdU-Pulver in 10 ml 40% EtOH

BSA-L6sung (2%) 2 g BSA in 100 ml PBS
Chloroform geséttigt mit 200 mM Tris/HCI, pH 7,5
Cycloheximid-Stammldsung (2%) 0,5 g CHX in 25 ml H,0O (20 mg/ml),

steril filtrieren, bei -20°C lagern
Desoxyribonucleosid-5"-triphosphate 10 mM in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5

Dulbecco’s Saugerzellkulturmedium (41966-029) siehe Katalog der Firma Gibco, BRL
(Dulbecco’s modified eagle medium)

EDTA-L06sung 0,5M EDTA in H;0, pH 8,0
Ethidiumbromid-Ldsung 10 mg/ml in H,O

Glycin-Losung 0,1 M Glycin in PBS
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Grace’s Insect TC-Medium without hemolymph

Kélberserum, fotal (fetal calf serum, FCS)
(fiir Insektenzellkulturen)

Kélberserum, fotal (fetal calf serum, FCS)
(fiir Saugerzellkulturen)

L-Agar

L-Broth (LB-Medium)

Milchpulver-Lésung (5%)

PAA-Stammldsung (100 mg/ml)

Paraformaldehyd-L6sung (2%)

PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)

PBS-T (fir Western Blot-Analysen)
Phenol

RF1-Puffer
(zur Herstellung kompetenter Bakterien)

RF2-Puffer
(zur Herstellung kompetenter Bakterien)

RIPA-Puffer (zur Zellfraktionierung)

siehe Katalog der Firma Gibco, BRL
Seromed 068x,
Biochrom KG, Berlin

Serum 842 EE, Biochrom KG, Berlin

L-Broth mit 12,5 g/l Bacto-Agar
10g Bacto-Tryptone

59  Bacto-Yeast Extract

59 NaCl

pro Liter H,O

5 g Milchpulver in 100 ml PBS-T

500 mg PAA in 5 ml PBS (steril), mit
NaOH auf pH 6 titrieren, bei -20°C lagern

2 g p-Formaldedyd in 100 ml PBS

140 mM NaCl

3 mM KCI
8 mM Na,HPO, * 2 H,0O
2 mM KH2PO4

PBS mit 0,1% Tween-20
geséttigt mit 200 mM Tris/HCI, pH 7,5

100 mM RbCl

50 mM MnClI; * 4 H,0
30 mM KACc

10 mM CaCl, * 2 H,0O
15% Glycerin

pH 5,8

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl; = 2 H,O
15% Glycerin

pH 6,8

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM NaCl

3mM MgCl,

1% NP40

1x Complete
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SDS-PAGE-Laufpuffer

4 x SDS-Probenpuffer (fir PAGE)

Stop-Ldsung fur Restriktionsendonukleasen

( = Ladepuffer fur DNA auf Agarosegele)

TAE-Puffer

TBN-Puffer (zur Zellfraktionierung)

TC-100 Insektenzellkultur-Medium

TE-Puffer

Tris-Saline

Triton-L6sung zum Permeabilisieren von Zellen

Western-Blot-Puffer

25 mM Tris/HCI

250 mM Glycin

0,1% SDS

0,23 M Tris/HCI

7,5% SDS

8% Glycerol
0,004% Bromphenolblau
0,04 M DTT

100 mM EDTA, pH 8,0
1% SDS

50% Glycerin

0,1% Bromphenolblau
0,04 M Tris-Acetat
0,001 M EDTA

10 mM Tris/HCI, pH 6,5
140 mM NaCl

3mM MgCl,

0,5% NP40

1x Complete

(s. Gardiner und Stockdale 1975)

10 mM Tris/HCI

1 mM EDTA, pH 8,0

13,7 mM NaCl

5mM KCI

0,3mM Na,HPO,

25 mM Tris/HCI, pH 7,4
0,1% Glucose

0,1% Triton-X-100 in PBS
25 mM Tris

192 mM Glycin
10% Methanol
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3. Enzyme

Fur die Reaktionen mit Restriktionsendonukleasen wurden in dieser Arbeit die von den
Firmen mitgelieferten Reaktionspuffer verwendet. Die Inkubation erfolgte nach Angaben der
Hersteller.

Restriktionsenzyme:

Clal New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
EcoRl New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
HindlIIl New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Nhel New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Notl New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Pstl Boehringer, Mannheim

Xhol New England Biolabs, Schwalbach/Taunus

Andere Enzyme:

DNA-Polymerase (Taq) Boehringer, Mannheim

RNase A Promega, Madison, Wisconsin, USA
DNase (RQ1, RNase-frei) Promega, Madison, Wisconsin, USA
RNA-Polymerase Promega, Madison, Wisconsin, USA

(Enzym-Mix, T7-Express)

4. Plasmide, cDNAs und Primer

4.1. Plasmide und cDNAs

pCMV-DBP Klonierung siehe Quadt, 1.,
Diplomarbeit, 2000
pCMV-EGFP Laborsammlung D. Knebel-Mdrsdorf
plE1-hr5-eGFP Geschenk von P.D. Friesen, University of
Wisconsin, Madison, USA
pCl-eGFP Laborsammlung D. Knebel-Mérsdorf
pSf-TBP Geschenk von G.F. Rohrmann, Oregon
State University, Corvallis, USA
cDNA 125 (IE2) Laborsammlung D. Knebel-Mérsdorf
AcCMNPV-Hindlll-Bibliothek C-Fragment Laborsammlung D. Knebel-Mérsdorf

4.2. Primer

PCR-Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg bezogen.

Zur Herstellung spezifischer dsRNAs fiir RNA-Interferenzstudien zur Degadation der
MRNAs von eGFP, Sf21-TBP und den AcMNPV-Genen IE2, DBP und LEF-4 wurden
folgende Primer verwendet:

eGFP-Primer:

Cl-EGFP_la: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3
Cl-EGFP_1b: 5-GGAGTGGTTGTCGGGCAGCA-3

Cl-EGFP_2a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGAGTGGTTGTCGGGCAGCA-3
Cl-EGFP_2b: 5°-GGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3




Material 30

Sf21-TBP-Primer:

N-Terminus:

SfTBP_la: 5 -GGGTAATACGACTCACTATAGGATGGCGGTGGAGACAGGA-3°
SfTBP_1b: 5-GGGTAACTGTGGTACAATGC-3"

SfTBP _2a: 5 -GGGTAATACGACTCACTATAGGGTAACTGTGGTACAATGC-3°
SfTBP_2b: 5-GGATGGCGGTGGAGACAGGA-3

C-Terminus:

SfTBP_3a: 5 -GGGTAATACGACTCACTATAGGATTGTCTCCACCGTGAAC-3’
SfTBP_3b: 5-GGGCTCTTCAATATTGGGTA-3"

SfTBP_4a: 5 -GGGTAATACGACTCACTATAGGGCTCTTCAATATTGGGTA-3
SfTBP_4b: 5°-GGATTGTCTCCACCGTGAAC-3

AcCMNPV IE2 (IEN)-Primer:

N-Terminus:

AclEN 1a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGATCGTCAGGGTGTCACGT-3
AcClEN_1b: 5-GGCTACATACCCGTGCTTAT-3

AClEN 2a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGCTACATACCCGTGCTTAT-3
AclEN_2b: 5-GGATCGTCAGGGTGTCACGT-3"

AcMNPV DBP-Primer:

N-Terminus:

DBP_RNAI_la: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGATGGCAACTAAACGCAAG-3
DBP_RNAI _1b: 5-GGGCACACGTTTGGTTCCAT-3

DBP_RNAI_2a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGGCACACGTTTGGTTCCAT-3
DBP_RNAI _2b: 5-GGATGGCAACTAAACGCAAG-3’

C-Terminus:

DBP_RNAI 3a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGTTGTATCCCGAGCCCGAT-3
DBP_RNAI_3b: 5-GGAATAACAAATATTCCAGG-3’

DBP_RNAI 4a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGAATAACAAATATTCCAGG-3°
DBP_RNAI_4b: 5-GGTTGTATCCCGAGCCCGAT-3"

ACMNPV LEF-4-Primer:

N-Terminus:

LEF-4 RNAI_la: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGGGCGATTTTGTGATTGAG-3
LEF-4 RNAI_1b: 5°-GGCAAATTCATATTCGAGACG-3°

LEF-4 RNAI_2a:5-GGGTAATACGACTCACTATAGGCAAATTCATATTCGAGACG-3
LEF-4 RNAI_2b: 5°-GGGGCGATTTTGTGATTGAG-3"

C-Terminus:

LEF-4 RNAI_3a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGGCAGCTAAACGTGATGTG-3
LEF-4 RNAI_3b: 5-GGTATCTCAACTCGGTGTCG-3°

LEF-4 RNAI_4a: 5-GGGTAATACGACTCACTATAGGTATCTCAACTCGGTGTCG-3°
LEF-4 RNAI_4b: 5-GGGCAGCTAAACGTGATGTG-3

Die Sequenz des T7-Promotors flr nachfolgende in vitro-Transkriptionen ist jeweils
unterstrichen dargestellt.
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5. Zelllinien, Bakterienstdmme und Viren
5.1.  Zelllinien
In dieser Arbeit wurden folgende Zellen verwendet:

Insektenzelllinie IPLB-Sf21
Diese Insektenzelllinie wurde urspringlich aus dem Ovarien-Gewebe von verpuppten
Larven der Spezies Spodoptera frugiperda etabliert (Vaughn et al., 1977). Zellen der
79. Zellkulturpassage wurden von J. Vlak, Universitdt Wageningen, Niederlande zur
Verfligung gestelt.

Insektenzelllinie TN-368
Diese Zelllinie wurde aus zerkleinerten Ovarien von adulten Tieren der Spezies
Trichoplusia ni etabliert (Hink, 1970). Zellen der 266. Passage wurden von A. Groner,
Hochst AG zur Verfligung gestellt.

Primére humane Fibroblasten HFFF2
Primdre humane fotale Vorhaut-Fibroblasten (human caucasian foetal foreskin
fibroblasts, HFFF2) wurden von ECACC, Salisbury, UK bezogen.

5.2. Bakterienstamme

Der Bakterienstamm Escherichia coli DH10B (Hanahan, 1985) wurde von der Firma
GibcoBRL, Karlsruhe bezogen.

5.3.  Viren
5.3.1. AcCMNPV

Das erste Isolat des Autographa californica Kernpolyedervirus (AcMNPV) wurde von Vail et
al. (1971) beschrieben. Das Plaqueisolat E, mit dem die Experimente in dieser Arbeit durch-
geflihrt wurden, wurde von Tjia et al. (1979) aus infektiosem Zellkultur-Medium gereinigt.
A. Mclintosh, Rutgers University, USA stellte dem Labor dieses Inokulum zur Verfigung.

Die AcMNPV-Rekombinante AcCMNPV-CMVeGFP wurde von J. Vlak, Universitat
Wageningen, Niederlande zur Verfugung gestellt.

Die AcMNPV-Mutanten v-ubi FS und v-ubi RGG wurden von L.A. Guarino, Texas A&M
University, Texas, USA zur Verfligung gestellt.

5.3.2. HSV-1

Fur alle Experimente mit HSV-1 wurde ein klinisches Wildtyp-Isolat von HSV-1 verwendet.
Ein Inokulum von HSV-1 (S17) (McGeoch et al., 1988) wurde von G. Elliot, Marie Curie
Research Institute, Surrey, UK zur Verfligung gestellt. Das in dieser Arbeit verwendete
HSV-1 (CAV)-Inokulum wurde von M. Schelhaas vermehrt und bereit gestellt.
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6.  Antiseren, Antikérper und Proteinstandards
6.1. Primare Antikorper
6.1.1. Primare Antikorper gegen virale Proteine

IE1-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das ACMNPV-Protein IE1 wurde aus der Labor-
sammlung von D. Knebel-Morsdorf bereitgestellt. Das Antiserum wurde 1:5000 fir
Western Blot-Analysen verdinnt.

IE2-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das AcCMNPV-Protein IE2 (Krappa et al., 1995)
wurde aus der Laborsammlung von D. Knebel-Mérsdorf bereitgestellt. Das Antiserum
wurde in der Verdinnung 1:1000 fir die indirekte Immunfluoreszenz und 1:10000 in
Western Blot-Analysen eingesetzt.

IE2-Antiserum (aus Maus)
Das polyklonale Antiserum gegen das ACMNPV-Protein IE2 wurde in Zusammen-
arbeit mit der Arbeitsgruppe von A. Rziha, BFA fir Viruserkrankungen, Tlbingen
hergestellt und aus der Laborsammlung von D. Knebel-Morsdorf bereitgestellt. Das
Antiserum wurde 1:100 fir indirekte Immunfluoreszenzstudien verdinnt.

PE38-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das AcCMNPV-Protein PE38 (Krappa et al., 1995)
wurde aus der Laborsammlung von D. Knebel-Mérsdorf bereitgestellt, und wurde
gegen Sf21-Zellen praadsorbiert. Das Antiserum wurde in der Verdinnung 1:10000 in
Western Blot-Analysen verwendet.

DBP-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das BmNPV-Protein DBP wurde von Keiju Okano,
RIKEN, Wako, Saitama, Japan zur Verfligung gestellt. Das Antiserum wurde in der
Verdinnung 1:4000 fur die indirekte Immunfluoreszenz und 1:10000 in Western Blot-
Analysen eingesetzt.

LEF-3-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das AcMNPV-Protein LEF-3 wurde von G.F.
Rohrmann, Oregon State University, Corvallis, Oregon, USA zur Verfiigung gestellt.
Das Antiserum wurde 1:10000 fur Western Blot-Analysen verdinnt.

LEF-4-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das AcMNPV-Protein LEF-4 wurde von L.A.
Guarino, Texas A&M University, Texas, USA zur Verfligung gestellt. Das Antiserum
wurde in der Verdunnung 1:10000 in Western Blot-Analysen verwendet.

P35-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das AcCMNPV-Protein P35 wurde von G. Hécker,
Institut fur medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, TU Mdnchen,
Minchen zur Verfiigung gestellt. Das Antiserum wurde 1:10000 fur Western Blot-
Analysen verdinnt.



Material 33

P10-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das ACMNPV-Protein P10 wurde von M. van Oers,
Landbouwuniversiteit, Wageningen, NL zur Verfligung gestellt. Das Antiserum wurde
in der Verdlnnung 1:5000 in Western Blot-Analysen eingesetzt.

P39-Antikdrper (aus Maus)
Der monoklonale Antikérper P10C6 gegen das ACMNPV-Protein P39 wurde von L.E.
Volkman, University of California, Berkeley, USA zur Verfugung gestellt. Der
Antikorper wurde 1:2000 fir Western Blot-Analysen verdinnt.

GP64-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikérper AcV5 gegen das ACMNPV-Protein GP64 wurde von
G.W. Blissard, Boyce Thompson Institute, Cornell University, Ithaca, New York,
USA zur Verfugung gestellt. Der Antikorper wurde in der Verdinnung 1:1000 in
Western Blot-Analysen verwendet.

ICP4-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum r74 gegen das HSV-1-Protein ICP4 wurde von R. Everett,
Medical Research Council/Virology Unit, University of Glasgow, UK zur Verfligung
gestellt. Das Antiserum wurde in der Verdinnung 1:2000 fiir die indirekte Immun-
fluoreszenz eingesetzt.

6.1.2. Primare Antikorper gegen zellulare Proteine

TBP-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum SA3889 gegen die N-terminale Domane des bakteriell
uberexprimierten  Sf21-TBP-Proteins wurde aus der Laborsammlung von
D. Knebel-Mérsdorf bereitgestellt. Das Antiserum wurde 1:1000 fur indirekte Immun-
fluoreszenzstudien und 1:2000 fiir Western Blot-Analysen verdunnt.

TBP-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum SA3890 gegen die N-terminale Domane des bakteriell
uberexprimierten  Sf21-TBP-Proteins wurde aus der Laborsammlung von
D. Knebel-Mdrsdorf bereitgestellt. Das Antiserum wurde in der Verdinnung 1:1000
fir die indirekte Immunfluoreszenz und 1:2000 in Western Blot-Analysen verwendet.

dTBP-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikdrper 58C9 gegen die hoch konservierte, C-terminale Domane
des TBP-Proteins aus Drosophila melanogaster wurde von R. Weinzierl und R. Tjian,
Department of Molecular and Cell Biology, University of California, Berkeley, USA
bezogen. Der Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:1000 in Western Blot-Analysen
eingesetzt.

hTBP-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum sc-204 gegen das humane TBP-Protein wurde von der
Firma Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg bezogen. Das Antiserum wurde 1:1000
fir Western Blot-Analysen verdiinnt.
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hTBP-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikérper 3G3 gegen das humane TBP-Protein wurde von |.
Davidson, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Illkirch Cedex, Frankreich zur Verfugung gestellt. Der Antikorper wurde in der
Verdlnnung 1:2000 fur die indirekte Immunfluoreszenz und 1:5000 in Western Blot-
Analysen verwendet.

RNAP [1-CTD-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikdrper 7C2 gegen die CTD der groRen Untereinheit der RNA-
Polymerase Il wurde von M. Vigneron, Ecole Superieure de Biotechnologie de
Strasbourg, Illkirch Cedex, Frankreich zur Verfugung gestellt. Der Antikdrper wurde
1:10000 fir indirekte Immunfluoreszenzstudien verdinnt.

hsTAF1-Antikdrper (aus Maus)
Der monoklonale Antikorper sc-735 gegen das humane TAF1-Protein wurde von der
Firma Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg bezogen. Der Antikérper wurde in der
Verdunnung 1:2000 fir die indirekte Immunfluoreszenz und 1:500 in Western Blot-
Analysen eingesetzt.

hsTAF4-Antikdrper (aus Maus)
Der monoklonale Antikdrper 32TA gegen das humane TAF4-Protein wurde von |I.
Davidson, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Illkirch Cedex, Frankreich zur Verfligung gestellt. Der Antikorper wurde 1:2000 fiir
indirekte Immunfluoreszenzstudien und 1:10000 fir Western Blot-Analysen verdinnt.

hsTAF5-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das humane TAF5-Protein wurde von T.
Oelgeschldager, Marie Curie Research Institute, Oxted, Surrey, UK zur Verfligung
gestellt. Das Antiserum wurde 1:10000 in Western Blot-Analysen verwendet.

hsTAF7-Antikdrper (aus Maus)
Der monoklonale Antikdrper 19TA gegen das humane TAF7-Protein wurde von |I.
Davidson, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Illkirch Cedex, Frankreich zur Verfligung gestellt. Der Antikérper wurde in der
Verdlnnung 1:5000 in Western Blot-Analysen eingesetzt.

hsTAF12-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikérper 22TA gegen das humane TAF12-Protein wurde von |I.
Davidson, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Illkirch Cedex, Frankreich zur Verfligung gestellt. Der Antikdrper wurde 1:5000 fir
Western Blot-Analysen verdinnt.

hsTAF13-Antikorper (aus Maus)
Der monoklonale Antikdrper 16 TA gegen das humane TAF13-Protein wurde von |I.
Davidson, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Ilkirch Cedex, Frankreich zur Verfligung gestellt. Der Antikérper wurde in der
Verdunnung 1:1000 in Western Blot-Analysen verwendet.
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dmTAF9-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum gegen das Drosophila melanogaster TAF9-Protein wurde
von S. Georgieva, Institute of Gene Biology RAS, Moskau, Russland zur Verfligung
gestellt. Das Antiserum wurde 1:2000 fir Western Blot-Analysen verdinnt.

dmTAF5 ,,a“-Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum ,,a“ gegen das Drosophila melanogaster TAF5-Protein
wurde von J. Sawada und Y. Nakatani, Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA,
USA zur Verfugung gestellt. Das Antiserum wurde in der Verdiinnung 1:1000 in
Western Blot-Analysen eingesetzt.

dmTAF5 ,111“ -Antiserum (aus Kaninchen)
Das polyklonale Antiserum 111" gegen das Drosophila melanogaster TAF5-Protein
wurde von Y. Nakatani, Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA, USA zur
Verfugung gestellt. Das Antiserum wurde 1:1000 fir Western Blot-Analysen
verdlnnt.

Ubiquitin-Antikdrper (aus Maus)
Der monklonale Antikérper FK2, der spezifisch gegen konjugiertes Ubiquitin gerichtet
ist, wurde von der Firma Affinity Research Products Ltd., Exeter, UK bezogen. Der
Antikorper wurde in der Verdinnung 1:50000 fir die indirekte Immunfluoreszenz
verwendet.

BrdU-Antikorper (aus Maus)
Der monklonale Antikorper B44 gegen das Nukleotid-Analogon BrdU wurde von der
Firma Becton Dickinson, San Jose, Kalifornien, USA bezogen. Der Antikdrper wurde
in der Verdinnung 1:50 (Stammldsung 25 pg/ml) fur indirekte Immunfluoreszenz-
studien eingesetzt.

6.2.  Sekundéare Antikorper

Der Alexa Fluor (AF) 488-gekoppelte anti-Kaninchen-Antikorper des Typs IgG aus Ziegen
wurde von der Firma Molecular Probes, Leiden, NL bezogen. Der Antikorper wurde 1:2000
(Stammldsung 2 mg/ml) fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

Der AF488-gekoppelte anti-Maus-Antikdrper des Typs 1gG aus Ziegen wurde von der Firma
Molecular Probes, Leiden, NL bezogen. Der Antikérper wurde 1:2000 (Stammlésung
2 mg/ml) fur indirekte Immunfluoreszenzstudien verdiinnt.

Der AF555-gekoppelte anti-Maus-Antikdrper des Typs 1gG aus Ziegen wurde von der Firma
Molecular Probes, Leiden, NL bezogen. Der Antikérper wurde 1:2000 (Stammlésung
2 mg/ml) in indirekten Immunfluoreszenzstudien verwendet.

Der HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelte anti-Kaninchen-Antikérper des Typs IgG
(ganzes Molekul) aus Eseln wurde von der Firma Amersham Life Science, Buckinghamshire,
UK bezogen und 1:4000 in Western Blot-Studien verdiinnt.

Der HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelte anti-Maus-Antikorper des Typs IgG aus
Schafen wurde von der Firma Amersham Life Science, Buckinghamshire, UK bezogen und
1:2000 in Western Blot-Studien eingesetzt.
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6.3.  Fluorochrom-gekoppeltes Phalloidin

TRITC-gekoppeltes Phalloidin aus dem Pilz Amanita phalloides wurde von der Firma Sigma-
Aldrich, Steinheim bezogen. Es wurde in der Verdiinnung 1:2000 (Stammlésung 0,2 mg/ml in

Methanol) fir die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.

6.4. Proteinstandard

Precision Plus Protein™ Standard
Dual Color

7. Computer und Software

Hardware:

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

DDS PC-Systeme

Medion, Notebook, Intel Pentium M, 1,6 Ghz
Scanner UMAX PowerLook 11

Software:

Microsoft Windows 2000 und XP

Microsoft Office 2000, 2003 und XP
Adobe Photoshop 7.0 und CS

LCS Software (Leica Mikrosysteme)
Focus Control 400 (Intas)

Image J (Quantifizierungssoftware)
siRNA Target Designer (Promega)

Die digitalen mikroskopischen Bilder wurden unter Verwendung von Focus Control 400 oder
LCS Software aufgenommen. lhre Bearbeitung und Zusammensetzung erfolgte mit Adobe

Photoshop 7.0 oder CS.

8. Gerate und sonstiges Material
Bakterienschuttler (Orbital shaker)

Cryo-Rdohrchen

Deckglaser (20 x 20 mm)
Digitalkamerasystem Focus 400
Durchlichtmikroskop

Elektroblotter (Mini Trans-Blot-Zelle)
Entwicklermaschine (Curix 60)
Geldokumentationsgerat

Gelkammer (fur Polyacrylamidgele)
Gewebekulturflaschen (25 cm?, 75 cm?,
175 cm?, 75 cm? mit Gasaustauschkappe)
Gewebekulturplatten (6 und 24 Loch)
Gewebekulturschalen (60 x 15 mm)
Hamilton-Spritze

Handschuhe (Nitril)

Heizblock (Digi-Block)
Immunfluoreszenzmikroskope: Axiovert 135

Farma Scientific, Life Sciences Inter-
national, Frankfurt

Greiner, Solingen

Menzel, Braunschweig

Intas, Gottingen

Leitz, Wetzlar

BioRad, Miinchen

AGFA, Kdéln

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
Hoefer Scientific, San Francisco, USA
Falcon, Becton Dickinson, Plymouth,UK

Falcon, New Jersey, USA

Falcon, Becton Dickinson, Plymouth,UK
Hamilton, Reno, USA

Roth, Karlsruhe

neolLab, Heidelberg

Zeiss, Jena
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Inkubatoren:
Flr Bakterien
Fir Insektenzellkulturen
Fur Saugerzellkulturen
Kanulen (20 G, 26 G)
,KITS™:
ECL™ Detektions-Kit
Plasmid-Maxi-Kit

T7 RiboMax™ Express RNAi System

Transfektionspuffer A+B Set
Konfokales Immunfluoreszenzmikroskop

(DM IRBE Mikroskop mit TCS-SP/2-Einheit)

Kivetten (1,5 ml)
Magnetrihrer
Minicycler PTC-150 (fir PCR)

Nagellack (zum ,,Versiegeln“ der Decklgléser)

Nitrozellulosemembran (Hybond ECL)
Objekttrager (76 x 26 mm)
Parafilm ,,M*“
Petrischalen
pH-Meter
Photometer: Novaspec Il

GeneQuant
Pinzetten
Pipetten (10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 ul)
Power supply ESPS 3500

GPS 200/400
PVDF-Membran
Quarzkuvetten
Reaktionsgefale (1,5 und 2 ml)
Rontgenfilme

Skalpelle
Spritzen
Sterilbank
Sterilfilter-Einmalfilter
(0,2 pm und 0,45 pum Porengrofie)
Sterilfilter (Nalgene Disposable Filterware)
UV-Lampe
Vortex
Wasserbader
Weiltkappréhrchen (12 ml PPN-Rdhrchen)
»Whatman*-Filterpapier
Wipptisch (Mini Rocking Platform)
Zahlkammern (Neubauer)
Zentrifugen: EBA 12R

Medifuge

Super T 21
Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Heraeus, Hanau

WTB Binder, Tuttlingen

WTB Binder, Tuttlingen

Becton Dickinson, Drogheda, Irland

Amersham, Buckinghamshire, UK
QIAGEN, Hilden

Promega, Madison, Wisconsin, USA
BD Pharmingen, San Diego, USA
Leica, Bensheim

Brand, Wertheim

Heidolph, Kelheim

Biozym, Oldendorf

Jade, Dusseldorf

Amersham, Buckinghamshire, UK
Menzel, Braunschweig

American Can Comp., Greenwich, USA
Falcon, Becton Dickinson, Plymouth,UK
WTW, Weilheim

Pharmacia Biotech, Cambridge, England
Pharmacia Biotech, Cambridge, England
Millipore, Eschborn

Eppendorf, Hamburg

Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

Amersham, Buckinghamshire, UK
Pharmacia, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Kodak, Stuttgart und

Pierce, Rockford, Illinois, USA

Bayha, Tuttlingen

HSW, Tuttlingen

Nunc, Wiesbaden

Schleicher & Schuell, Dassel

Nalgene, Rochester, USA
Herolab, Wiesloch
Bender & Hobein, Ziirich
GFL, Burgwedel

Kleef, Bonn

Schleicher & Schuell, Dassel
Biometra, Gottingen
Hoyer-Madaus, Monheim
Hettich, Tuttlingen
Heraeus, Osterode
Sorvall, Bad Homburg
Corning, New York, USA
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I11. Methoden

1. Zellkulturen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die dafiir
benotigten Losungen und Zellkulturmedien wurden auf die entsprechende Inkubations-
temperatur der Zellen vorgewdrmt. Es wurden Gewebekulturflaschen der GréBen 25 cm?,

75 cm? und 175 cm?, sowie autoklavierte Pipetten und GlasgefiBie verwendet.
1.1.  Kultivierung der Zelllinie TN-368

Die Insektenzelllinic TN-368 (aus Trichoplusia ni) wachst teilweise als Suspensionskultur
und haftet nur leicht an der Oberfliche von Gewebekulturflaschen. Bei hoher Dichte neigen
die Zellen zur Bildung von Zellklumpen. Die Zellen wurden in 25 cm® Gewebekulturflaschen
in 10 ml TC-100-Medium (Gardiner und Stockdale, 1975) mit 10% fotalem Kéilberserum
(fetal calf serum, FCS) in einem Inkubator bei 27°C vermehrt. Nach zwei bis drei Tagen

erfolgte eine 1:6 Verdiinnung der Zellen in frischem Kulturmedium.
1.2.  Kultivierung der Zelllinie IPLB-Sf21

Die Insektenzelllinie Sf21 (aus Spodoptera frugiperda) wurde als Einzelschichtkultur
(,,monolayer*) in Gewebekulturflaschen (75 cm?) kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus
15 ml TC-100 mit 10% FCS, in dem die Zellen bei 27°C vermehrt wurden. Konfluente Zellen
wurden durch Klopfen in Suspension gebracht, und ein Drittel oder die Hélfte der Zellen in
neue Gewebekulturflaschen tberfithrt, die bereits 10 ml TC-100-Medium enthielten.
Nachdem die Zellen nach 10-15 min. adhédrent waren, wurde das Medium abgegossen und
15 ml neues TC-100-Medium mit 10% FCS zugegeben. Nach zwei- bis dreitdgiger

Inkubation bei 27°C war der Zellrasen erneut konfluent.

1.3. Einfrieren und Auftauen von Insektenzellen
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.
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1.4.  Kultivierung von HFFF2-Zellen

Primére, fotale Vorhaut-Fibroblasten (,,human foetal foreskin fibroblasts 2*“, HFFF2) wurden
in Dulbecco’s modifiziertem Medium, das zusidtzlich 10% FCS und 1% Antibiotika
(Penicillin und Streptomycin, P/S) enthielt, bei 37°C und 5% CO; in einer wassergeséttigten
Atmosphire in 75 cm® Gewebekulturflaschen kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden die
Zellen in PBS gewaschen und zum Abldsen der Zellen mit einer 0,25%igen Trypsin-Losung
inkubiert. AnschlieBend wurden die sich in Suspension befindenden HFFF2-Zellen 1:4 in
einer neuen Gewebekulturflasche in frischem Zellkulturmedium verdiinnt. Nach ca. vier bis

fiinf Wochen (acht bis zehn Passagen) stellten die Zellen das Wachstum ein.
1.5. Einfrieren und Auftauen von HFFF2-Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70-80% einmal in PBS gewaschen
und durch Behandlung mit 0,25%iger Trypsin-Losung in Suspension gebracht. AnschlieBend
wurden die Zellen in Kulturmedium fiir 1-2 min. bei 1000 x g pelletiert und danach vorsichtig
in 1 ml Kulturmedium, das zusétzlich 20% FCS und 4% DMSO enthielt, resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in ein Cryo-Rohrchen iiberfiihrt, fiir einige Tage bei -80°C und
anschliefend in einer mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Atmosphére bei -196°C gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte direkt von -196°C auf 37°C. Die gesamte aufgetaute Zell-
suspension wurde in eine 75 cm® Gewebekulturflasche gegeben, in der 15 ml Zellkultur-
medium mit 20% FCS vorgelegt wurden. Nach 1-2 Stunden waren die Zellen adhérent, das
Medium wurde zur Entfernung toter Zellen abgenommen und durch frisches Kulturmedium

mit 10% FCS ersetzt.
1.6. Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde mit Hilfe einer Zdhlkammer nach Neubauer (Firma Hoyer-
Madaus) bestimmt. Die Zellen wurden in Suspension gebracht, und anschlieBend ein Tropfen
der Suspension an den Rand der Zdhlkammer gegeben. Durch die Kapillarkrifte wurden die
Zellen in die Zahlkammer gesaugt. Es wurden 2 x 4 grofle Quadrate ausgezihlt, wobei ein
grofles Quadrat aus 16 kleineren Quadraten bestand. Da das Gesamtvolumen eines grof3en

Quadrates 0,1 pl betrdgt, wurde der Mittelwert der gezédhlten Zellen in den groBen Quadraten
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mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten. Somit ergab sich die Anzahl der
Zellen einer Gewebekulturflasche aus folgender Formel:

Anzahl der Zellen = Mittelwert x Zellsuspensionsvolumen x 10*

1.7.  Mykoplasmentest der Zellkulturen
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

2. Arbeiten mit Viren

2.1.  AcMNPV-Vermehrung

Acht konfluente 75 cm” Gewebekulturflaschen der Zelllinie Sf21 wurden in acht 175 ¢cm?
Gewebekulturflaschen tberfiihrt, wodurch diese zu ca. 50% konfluent waren. Die Zellen
wurden mit 0,5 pfu (,,plaque forming units*) pro Zelle eines vorhandenen Inokulums infiziert.
Die Infektion erfolgte in einem Volumen von 20 ml TC-100-Medium mit 10% FCS bei 27°C.
Nach sechs Tagen befanden sich in den meisten Zellkernen Polyeder, woraufhin das virus-
haltige Kulturmedium durch Zentrifugation bei 1000 x g und 4°C von Zellen und Zell-
triimmern getrennt wurde. Der virushaltige Uberstand wurde im Anschluss mit Hilfe eines
Sterilfiters der Firma Nalgene, der eine Porengrofle von 0,45 um Filter besal3, steril filtriert

und bei 4°C gelagert.

2.2.  Bestimmung der Infektiositat eines ACMNPV-Inokulums (,,Plaque-Test*)
(Wood, 1977; Brown und Faulkner, 1977; Knudson, 1979; Tjia et al., 1979)

Der Plaque-Test zur Bestimmung der Infektiositdt des virushaltigen Kulturmediums wurde in
24-Loch-Platten durchgefiihrt. Dazu wurden 3 x 10° Sf21-Zellen pro Loch der Platte ausgesiit,
mit 0,1 ml TC-100-Medium {iiberschichtet und mit 0,1 ml einer Virusverdiinnung zwischen
10 und 10”® angeimpft. Die Virusverdiinnung wurde nach einer Adsorption von einer Stunde
bei 27°C abgenommen, und die Zellen mit 1 ml eines 1:1 Gemisches aus Sea-Plaque-Agarose
und 2 x TC-100 Medium mit 20% FCS und 2% P/S iiberschichtet. Nach 6 Tagen wurden die
lebenden Zellen mit 0,5 ml Neutralrot (0,01% Neutralrot in PBS) angefiarbt. Am darauf
folgenden Tag konnte anhand der ausgezihlten Plaques (Bezirke infizierter, abgestorbener
Zellen, die nicht gefarbt wurden) die Infektiositit in pfu/ml errechnet werden:

pfu/ml = Mittelwert (Plaques pro Loch) x Verdiinnung x 10
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2.3. Infektion von Insektenzellen mit AcCMNPV

Zur Préparation von Proteinextrakten aus AcMNPV-infizierten Insektenzellen in 60 mm
Gewebekulturplatten wurden 2 x 10° Sf21-Zellen mit einer Infektionsmultiplizitit (M.O.L.)
von 10 pfu/Zelle, bzw. 6 x 10° TN-368-Zellen mit einer M.O.L von 20 pfu/Zelle infiziert.
Dies bedeutet, dass durchschnittlich zehn bzw. zwanzig infektiose Virus-Partikel auf eine
Zelle kamen. Um eine synchrone Infektion der Zellen zu erreichen, wurde das Inokulum nach
einer Adsorptionszeit von einer Stunde abgenommen und durch TC-100-Medium mit 10%
FCS ersetzt. Die Zellen wurden bis zur Extraktpréparation bei 27°C inkubiert. Der Zeitpunkt
der Inokulum-Zugabe wurde als Zeitpunkt 0 h p.i. definiert. Proteinextrakte uninfizierter
Zellen wurden immer zusammen mit den frithesten Extrakten der infizierten Zellen
hergestellt.

Zur Infektion in RNA-Interferenzstudien wurden 1 x 10° Sf21-Zellen zumeist 20 h p.t. mit
einer M.O.L von 10 pfu/Zelle infiziert. Die Infektion von 1 x 10° Sf21-Zellen mit AcMNPV-
CMVeGFP erfolgte ebenfalls bei einer M.O.1. von 10 pfu/Zelle.

Fiir indirekte Immunfluoreszenzstudien in infizierten Zellen wurden 5 x 10* TN-368-Zellen
oder 1 x 10° Sf21-Zellen auf Deckglisern ausgesit (Abschnitt 9.1.) und mit einer M.O.IL. von
20 bzw. 10 pfu/Zelle mit AcCMNPV oder v-ubi AcMNPYV infiziert. Die Zellen wurden bis zur
Fixierung bei 27°C inkubiert. Uninfizierte Insektenzellen wurden zum Zeitpunkt 2 h p.i. oder

4 h p.i. der infizierten Zellen fixiert.

2.4.  Vermehrung von HSV-1 CAV (,,cell-associated virus®“) und Bestimmung der
Infektiositat (Powell und Watson, 1975)
— Schelhaas, M., Dissertation, 2003.

Zur Herstellung von Zellextrakten, die bei mock-Infektionen als Negativkontrolle fiir die
HSV-1-Infektion dienten, wurden aus einer 75 cm? Gewebekulturflasche BHK21-Zellen mit
einem Zellschaber abgeldst und fiir 10 min. bei 1000 x g und 4°C abzentrifugiert. Das Zell-
sediment wurde in PBS resuspendiert, so dass eine Zelldichte von 1 x 10’ BHK21-Zellen pro
ml vorlag. Die Zellen wurden aufgebrochen indem sie jeweils dreimal schockgefroren und
aufgetaut wurden. Nach einer abermaligen Zentrifugation fiir 10 min. bei 1000 x g und 4°C
wurden die Uberstiinde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Die Herstellung von intrazellulirem HSV-1 (,,cell-associated virus®, CAV) erfolgte durch M.
Schelhaas, MPI fiir neurologische Forschung, Koln. Der Ablauf glich der oben beschriebenen
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Herstellung der Negativkontrollen, mit dem Unterschied, dass BHK21-Zellen verwendet
wurden, die vier bis fiinf Tage zuvor mit HSV-1 bei einer M.O.I. von 0,01 pfu/Zelle infiziert

worden waren.

2.5. Infektion von Sdugerzellen mit HSV-1

Zur Priparation von Proteinextrakten aus HSV-1 (CAV)-infizierten HFFF2-Zellen in 75 cm’
Gewebekulturflaschen wurden 3 x 10° HFFF2-Zellen mit einer M.O.I. von 10 pfu/Zelle
infiziert. Um eine synchrone Infektion der Zellen zu erreichen, wurde das Inokulum nach
einer Adsorptionszeit von einer Stunde abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium
ersetzt. Die Zellen wurden bis zur Extraktpraparation bei 37°C inkubiert. Der Zeitpunkt der
Inokulum-Zugabe wurde als Zeitpunkt 0 h p.i. definiert. Proteinextrakte uninfizierter Zellen
wurden immer zusammen mit den frithesten Extrakten der infizierten Zellen hergestellt.

Fiir indirekte Immunfluoreszenzstudien in infizierten Zellen wurden 1 x 10° HFFF2-Zellen
auf Deckgldsern ausgesét (Abschnitt 9.1.) und die Zellen mit einer M.O.1. von 10 pfu/Zelle
infiziert oder mock-infiziert. Mock-infizierte Zellen wurden zum Zeitpunkt 4 oder 6 h p.i. der

infizierten Zellen fixiert.

3. Arbeiten mit zellularen Inhibitoren

3.1.  Behandlung von Insektenzellen mit Cycloheximid (CHX)

Die zelluldre Translation kann durch das als Ribosomeninhibitor wirkende Antibiotikum
Cycloheximid (CHX) aus S. griseus gehemmt werden (Helinek et al., 1982). Die Behandlung
mit CHX resultiert in einem Zerfall der 18S rRNA und somit in einer Degradation der 40S-
Untereinheit der Ribosomen.

Zur Untersuchung der Rolle der Proteinneusynthese fiir die Expression und Lokalisierung von
TBP wiahrend der AcMNPV-Infektion, wurden Sf21-Zellen oder TN-368 zu ausgewaihlten
Zeitpunkten des AcMNPV-Infektionszyklus mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml CHX
behandelt. Dazu wurde CHX aus einer Stammldsung direkt in das TC-100-Medium pipettiert
und die Zellen anschlieBend weiter bei 27°C inkubiert.
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3.2.  Inkubation von Insektenzellen mit Aphidicolin

Zur Untersuchung der Abhéngigkeit zelluldrer oder viraler Prozesse von replizierender DNA
kann die DNA-Synthese mit Hilfe des Inhibitors Aphidicolin (aus dem Pilz Nigrospora
sphaerica), der die DNA-Polymerasen a und 6 hemmt, unterdriickt werden (Leonard und
Chen, 1984; Hammond et al., 1987). Die Behandlung von Insektenzellen erfolgte 1 h p.i.
durch den Austausch des TC-100-Mediums gegen Insektenzellmedium, das 5 pg/ml
Aphidicolin enthielt. Anschlieend wurden die Zellen bei 27°C inkubiert.

3.3.  Behandlung von HFFF2-Zellen mit PAA (,,Phosphonoacetic acid*)
0 pg/ml PAA 300 pg/ml PAA

mock

2 h p.i.

4hp.i.

6 h p.i.

Abb. 5: Einfluss des Virus-Replikationsinhibitors PAA auf die Morphologie von HFFF2-Zellen und auf
den HSV-1-induzierten zytopathischen Effekt

Mock-infizierte oder HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden 1 h p.i. mit 0 oder 300 pg/ml PAA behandelt. Es
sind Phasenkontrast-Aufnahmen 2, 4 und 6 h p.i. dargestellt.
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Durch die Inkubation von HSV-l-infizierten Zellen mit dem Virus-DNA-Replikations-
hemmer PAA (,,Phosphonoacetic acid*) wird die virale DNA-Synthese inhibiert (Bolden et
al., 1975). In dieser Arbeit ergaben die Analysen, dass eine Konzentration von 300 pg/ml
PAA eine ausreichende und optimale PAA-Konzentration zur Hemmung der HSV-I1-
Replikation in HFFF2-Zellen darstellt (Ergebnisteil 6.4.1.), was beschriebenen PAA-
Konzentrationen entspricht (Schang et al., 1998). Die Behandlung der Zellen mit PAA
erfolgte 1 h p.i. beim Mediumwechsel. Der Einfluss der Wirkung von PAA auf die
Morphologie von HFFF2-Zellen wurde durch Phasenkontrastaufnahmen von unbehandelten
und mit 300 pg/ml PAA inkubierten HFFF2-Zellen 2 bis 6 h p.i. untersucht (Abb. 5). Es war
kein Unterschied der Zellmorphologie unter PAA-Einfluss im Infektionsverlauf auszumachen.
Ab 6 h p.i. zeigten auch PAA-behandelte Zellen einen zytopathischen Effekt (CPE). Es ist
bekannt, dass die Ausprdgung eines CPE nicht von der Replikation des HSV-1-Genoms
abhingt, sondern von der Expression sehr frither HSV-1-Gene (Johnson et al., 1992). Bei der
Untersuchung des Aktin-Zytoskeletts zeigte sich, dass die HFFF2-Zellen durch die
Behandlung mit 300 pg/ml PAA keinem groBen Zellstress ausgesetzt wurden, da keine
Entstehung von PAA-induzierten Stressfibrillen festgestellt werden konnte (Abb. 6).

0 pg/ml PAA 300 pg/ml PAA

Abb. 6: Untersuchung des Einflusses von PAA auf die Erzeugung von Zellstress in HFFF2-Zellen

Uninfizierte HFFF2-Zellen wurden mit 0 oder 300 pg/ml PAA behandelt und nach 6 Stunden in 2% Paraform-
aldehyd fixiert. Das Aktin-Zytosklett wurde mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin (rot) visualisiert.
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4. Arbeiten mit DNA

4.1. Ethanolfallung von DNA
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.2.  Phenol/Chloroform-Extraktion
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.3.  Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung (Sambrook et al., 1989)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.4. Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation kleiner DNA-Fragmente
(Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion konnen DNA-Fragmente amplifiziert werden. Dazu
werden im ersten Schritt der Reaktion die beiden Strange der DNA-Matrize durch Erhitzen
voneinander getrennt (Denaturierung). Im zweiten Schritt, der bei niedrigerer Temperatur
erfolgt, binden zwei spezifische Primer an das 5°- und 3'-Ende der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz (Anlagerung, Annealing). Im dritten Schritt werden die beiden Primer von einer
hitzestabilen DNA-Polymerase an der Matrize verldngert. Durch mehrfache Wiederholung
der drei Schritte kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation des DNA-Fragments,
welches zwischen den beiden Primern liegt.
Als Matrize fiir die DNA-Amplifikation dienten 10 bis 100 ng DNA. Das Gesamtvolumen des
Reaktionsansatzes betrug 50 pl, in dem H,O, je 1 pl jeden dNTPs (10 mM), 3 pl Primer-
gemisch (10 pM), 5 pl Reaktionspuffer (10 x) und 0,5 pl Tag-DNA-Polymerase
(5 Einheiten/pul) enthalten war. Die PCR erfolgte in insgesamt 30 Zyklen in 0,2 ml Reaktions-
gefdflen in einem Minicycler. Nachdem die DNA zunichst fiir 2 min. bei 94°C denaturiert
wurde, waren die Reaktionsbedingungen der Zyklen:

Denaturierung der DNA: 30 sec., 94°C

Annealing der Primer: 45 sec., 50°C bis 52°C

Verldngerung der DNA: 60 sec., 72°C
Nach 30 Zyklen wurden unvollstindige DNA-Verldngerungen fiir 7 min. bei 72°C beendet.
Danach kiihlte die Maschine auf 4°C ab. AnschlieBend wurden Proben der amplifizierten

DNA-Fragmente auf einem Agarosegel kontrolliert.
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Mit Hilfe der PCR lassen sich auch einige Basen einer DNA-Sequenz mutieren, wodurch z.B.
PCR-Produkte mit T7-Promotor-Sequenzen am 5'-Ende hergestellt werden konnen. Dazu
werden Primer gewihlt, die die gewiinschte Mutation enthalten. Dieses Prinzip wird als PCR-

Mutagenese bezeichnet.

4.5.  Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Nathans und Smith, 1975)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.6.  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten (Sambrook et al., 1989)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.7.  Herstellung kompetenter Bakterien (Hanahan, 1985)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.8.  Hitzeschocktransformation von DNA in kompetente Bakterien
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.9. Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien
(,,Maxi-Praparation®, Qiagen)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

4.10. Sequenzierung von Plasmid-DNA (Sanger et al., 1977)
— Quadt, 1., Diplomarbeit, 2000.

5. Arbeiten mit RNA

5.1. Préparation von Gesamt-RNA aus Sf21-Zellen

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Sf21-Zellen wurden die Zellen in 175 cm® Gewebekultur-
flaschen mit AcMNPV infiziert oder blieben uninfiziert. Zu ausgewéhlten Infektionszeit-
punkten wurden die Zellen in Suspension gebracht, 1 min. bei 1000 x g und RT zentrifugiert
und anschliefend in PBS gewaschen. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde das Zell-

sediment in 8§ ml Trizol-Reagenz resuspendiert. Nach einer fliinfminiitigen Inkubation bei RT
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erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. Die RNA wurde in Isopropanol prézipitiert, mit
Ethanol gewaschen und das RNA-Sediment kurz getrocknet. Schlieflich wurde die RNA in
40 pl RNase-freiem H,O resuspendiert und bei -80°C gelagert.

5.2.  Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA-Fragmenten

Die Auftrennung von RNA-Fragmenten nach in vitro-Transkriptionen fiir RNAi-Analysen
(Abschnitt 6.) erfolgte wie die Auftrennung von DNA-Fragmenten unter Abschnitt 4.6.
(Sambrook et al., 1989).

5.3.  Transfer von RNA aus Agarosegelen auf Nitrozellulosefilter
(,,Northern Blotting*) (Thomas, 1980)

Der Transfer von RNA aus denaturierenden Agarosegelen auf Nitrozellulosemembranen mit
nachfolgendem Nachweis einzelner RNAs durch Hybridisierung von markierten Sonden wird
als Northern Blotting-Verfahren bezeichnet.

Zur Uberpriifung der Transkription des tbp-Gens wurden Northern Blot-Analysen durch-
gefiihrt, fiir die Gesamt-RNA aus uninfizierten und AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen
préapariert wurde. Jeweils 100 pg der RNA wurde auf einem 2,2 M Formaldehyd enthaltenen
1,2%igen Agarosegel aufgetrennt und anschlieend auf Nitrozellulosefilter transferiert. Die
RNAs wurden mit einer in vitro transkribierten RNA-Sonde von 369 nt Lange, die mit Hilfe
eines PCR-Fragments synthetisiert worden war, hybridisiert. Das PCR-Fragment wurde mit
einem den T7-Promotor tragenden Primer der Sequenz 5'-GGGTAATACGACTCACTA
TAGGGCATAGCATTTGGCAAAAT-3" hergestellt. Als Matrize in der PCR-Reaktion
diente ein mit dem Restriktionsenzym Notl geschnittener cDNA Klon (pSf-TBP) (Rasmussen
und Rohrmann 1994).

Die Auftrennung der RNAs, der Transfer auf Nitrozellulosefilter und die Herstellung sowie

die Hybridisierung der radioaktiven Sonde fiir die Northern Blot-Analysen wurden von

Irmgard Holker, MPI fiir neurologische Forschung, K6ln, durchgefiihrt.
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6. RNA-Interferenzanalysen (RNAI)

Die Technik der RNA-Interferenz (RNAi) wurde als Alternative zu der Herstellung
genetischer Mutanten das erste Mal im Nematoden C. elegans entdeckt (Fire et al., 1998). Die
Technik basiert auf dem Sequenz-spezifischen Ausschalten (,,silencing) von Genen als
Antwort auf eine doppelstringige RNA (dsRNA). Wenige dsRNA-Molekiile pro Zelle
konnen ausreichend sein, um die Expression eines Gens mit homologer DNA-Sequenz zu
blockieren, weshalb das ,,silencing® von Genen durch dsRNA mindestens zehnmal so effektiv
ist wie durch die Verwendung von einzelstringigen RNAs (Fire et al., 1998). Die
biologischen Wege, die dem dsRNA-induzierten Gen-,silencing® zugrunde liegen, stellen
einen hoch konservierten Mechanismus dar, der die Genexpression in den meisten eukaryo-

tischen Organismen kontrollieren kann (Ubersichtsartikel Hannon, 2002).

6.1. Mechanismus und Verwendung der RNA-Interferenz

Der Mechanismus der RNAi wird durch ein als ,,Dicer“-Enzym bezeichnetes Mitglied der
RNase III Ribonuklease-Familie initiiert, das evolutiv hoch konserviert u.a. in Sdugetieren,
C. elegans, Arabidopsis, und in den Insekten Drosophila und Spodoptera frugiperda
identifiziert wurde. Die Dicer-Dimere zerlegen dsRNA in kleine RNA-Duplexe mit einer
Lange von 19-25 bp, die als siRNAs (,,small interfering RNA*) bezeichnet werden. Die
siRNAs werden von dem Protein-RNA-Effektor-Nukleasekomplex RISC (,,RNA-induced
silencing complex®) aufgenommen und entwunden. Die Substrat-mRNAs werden durch
Basenpaarungen mit dem ,,antisense®“-Strang der siRNA erkannt und endonukleolytisch in der
zur siRNA homologen Region gespalten (Ubersichtsartikel Hannon, 2002) (Abb. 7 A).

In Sdugerzellen beruht effiziente RNA1 auf dem Einfiihren von siRNA, da das Einbringen von
dsRNA mit einer groBeren Linge als 50 bp die anti-virale Interferon-Antwort aktiviert,
wodurch die Gesamtproteinsynthese der Zellen blockiert wird und unspezifische mRNA-
Degradationen ausgelost werden. In Insektenzellen konnen dagegen lange dsRNA-Molekiile
zur spezifischen Degradation von mRNAs eingesetzt werden (Clemens et al., 2000) (Abb.
7 B).

RNAIi wurde bisher nicht nur zur Degradation zelluldirer RNAs genutzt, sondern ist auch in
der Lage die Replikation verschiedener Viren zu unterdriicken (Caplen et al., 2002; Coburn

und Cullen, 2002; Ubersichtsartikel Dykxhoorn et al., 2003). Studien belegen, dass die
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Baculovirusinfektion ebenfalls mit Hilfe spezifischer dSRNAs inhibiert werden kann (Means

et al., 2003; Valdes et al., 2003).
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Abb. 7: Mechanismus der RNAI

A) Schematische Darstellung des RNAi-Mechanismus. B) Gegeniiberstellung des Einbringens von dsSRNAs bzw.
siRNAs in Invertebratenzellen und Siugerzellen (aus Amaxa, RNAi-Technologie).

6.2.  Herstellung spezifischer dsSRNAs

Fiir die Herstellung von dsRNAs der Langen von 500 bis 600 bp zur Degadation der mRNAs
von eGFP, Sf21-TBP und den AcMNPV-Genen IE2, DBP und LEF-4 wurde das T7
RiboMax™ Express RNAi System der Firma Promega verwendet. Zunichst wurden DNA-
Fragmente mit der PCR-Methode mit Hilfe folgender DNA-Matrizen amplifiziert:

Zur Herstellung von dsRNA verwendete DNA-Matrize fir PCR

GFP pC1-eGFP

TBP pS{-TBP

IE2 cDNA 125

DBP pCMV-DBP

LEF-4 AcMNPV-HindIII-Bibliothek C-Fragment

Die zu amplifizierenden Genbereiche wurden zuvor mit der Software ,,siRNA Target
Designer der Firma Promega nach Bereichen mit den potentiell hochsten siRNA-Dichten

ausgewahlt. Fiir die maximale Effizienz bei der Herstellung der dsSRNAs wurde, wie vom
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Hersteller empfohlen, fiir jeden Strang der DNA-Matrize eine separate in vitro-Transkription
durchgefiihrt. Dafiir trug jeweils einer der Primer in jeder PCR-Reaktion einen T7-Promotor
am 5'-Ende. Von den amplifizierten PCR-Produkten wurde jeweils ca. 1 pg zusammen mit
10 pl Reaktionspuffer (RiboMax™ Express T7 2x Puffer), 2 ul Enzymmix (T7 Express) und
Nuklease-freiem H,O in einem 20 pl in vitro-Transkriptionsansatz fir 30 min. bei 37°C
eingesetzt. Die beiden synthetisierten komplementdren RNA-Strdnge wurden anschlieBend
gemischt, 10 min. auf 70°C erhitzt und 20 min. zum Hybridisieren auf RT abgekiihlt. Die so
entstandenen dsRNAs wurden von verbleibenden einzelstrangigen RNAs und DNA-Matrizen
durch RNase A- und DNase-Spaltungen befreit. Dazu wurden 1 pl einer RNase-Ldosung, die
zuvor 1:200 verdiinnt wurde, und 1 pl der RQ1 RNase-freien DNase pro 20 pl Reaktions-
ansatz zugegeben und der Ansatz bei 37°C fiir 30 min. inkubiert. Die dSRNAs wurden nach
einer Ethanolfdllung 15 min. bei RT getrocknet, in H,O resuspendiert und schlielich bei
-80 °C aufbewahrt. Alle Reaktionen erfolgten unter den vom Hersteller empfohlenen Bedin-

gungen.

7. Transfektion von Sf21-Zellen mit Plasmid-DNA oder dsRNASs

Zur Transfektion mit DNA- oder RNA-Calciumphosphat-Prizipitaten wurden 1 x 10° Sf21-
Zellen in 2 ml TC-100-Medium pro Loch einer 6-Loch-Gewebekulturplatte ausgesit. Nach
zwei Stunden waren die Zellen adhédrent und konnten transfiziert werden.

Die Transfektion erfolgte nach einem Protokoll von Ute Schepers, Universtdt Bonn, mit dem
Transfektionspuffer A+B Set der Firma BD Pharmingen. Dabei wurden zundchst DNA-
Plasmide oder dsRNAs in 333 pl Transfektionspuffer B (25 mM HEPES-Puffer, pH 7,1,
125 mM CaCl, und 140 mM NaCl) in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefilien verdiinnt.
Anschlieend wurde das Medium von den Sf21-Zellen abgenommen und durch 333 ul Trans-
fektionspuffer A (Grace's Medium mit 10% FCS) ersetzt. Die im Puffer B verdiinnten
Nukleinsduren wurden tropfenweise auf die Zellen im Puffer A pipettiert. Dabei wurde die
6-Loch-Gewebekulturplatte zur optimalen Ausbildung der Prizipitate schnell vor und zuriick
geriittelt. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden bei RT auf einem Schiittler wurde die
Fliissigkeit abgenommen und die Zellen mit 2 ml 10% FCS enthaltenden TC-100-Medium
iiberschichtet. AnschlieBend wurden die Zellen iiber Nacht bei 27°C inkubiert.
Test-Transfektionen des DNA-Plasmids plE1-hr5-eGFP zeigten, dass mindestens 50% der
Sf21-Zellen griin leuchteten. Dagegen fiihrte die Behandlung von TN-368-Zellen zu nahezu
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keinen griinen Zellen (Abb. 8). Somit wurde deutlich, dass diese Transfektionsmethode fiir
Sf21-Zellen, jedoch nicht fiir TN-368-Zellen, geeignet ist. Fiir funktionelle RNAi-Studien im
baculoviralen Infektionsverlauf wurden die transfizierten Sf21-Zellen in den meisten

Experimenten 20 h p.t. mit AcCMNPV infiziert oder blieben uninfiziert.

Abb. 8: Test der Calcium-Préazipitat-Transfektionsmethode in Insektenzellen

1 x 10° Sf21-Zellen oder 3 x 10° TN-368-Zellen wurden mit 10 pg der Plasmid-DNA pIE1-hr5-eGFP durch die
Calcium-Prézipitat-Transfektionsmethode transfiziert. UV-Licht- und Phasenkontrast-Aufnahmen wurden
24 h p.t. aufgenommen.

8. Arbeiten mit Proteinen

8.1. Praparation von fraktionierten, detergenzbehandelten Proteinextrakten aus
Zellkulturen (Detergenzmethode) (Jarvis et al., 1991; Jarvis et al., 1992)

Zur Priparation von Proteinextrakten aus Insektenzellen wurden 2 x 10° Sf21-Zellen bzw.
6 x 10° TN-368-Zellen in 60 mm Gewebekulturplatten ausgesit und iiber Nacht bei 27°C
inkubiert. Anschlieend wurden die Insektenzellen mit AcMNPV infiziert, mit zelluldren
Inhibitoren inkubiert oder es wurden Extrakte aus unbehandelten Zellen hergestellt. Fiir die
Herstellung von Proteinextrakten in RNA-Interferenzstudien wurden 1 x 10° Sf21-Zellen pro
Loch einer 6-Loch-Gewebekulturplatte ausgesdt und anschlieBend transfiziert bzw. mit
AcMNPYV infiziert.

Die Zellen wurden zum Ernten mit einem Gummischaber abgeldst, und 1 min. bei 1000 x g in
einem Weillkapprohrchen zentrifugiert. Das Zellsediment wurde mit 1 ml Tris-Saline
gewaschen, in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt, und fiir 1 min. bei 4000 x g
und 4°C sedimentiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde in 100 ul TBN-Puffer resuspendiert,
und fiir 2 min. auf Eis inkubiert. Dadurch wurde die Zellmembran lysiert. Nach einer

einminiitigen Zentrifugation bei 11000 x g und 4°C wurde der Uberstand, der die
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zytoplasmatische Fraktion darstellte, abgenommen, und auf 0,1 N NaOH eingestellt. Im
Sediment befanden sich die Zellkerne, die in 100 pul RIPA-Puffer resuspendiert, und ebenfalls
auf 0,1 N NaOH eingestellt wurden. AnschlieBend wurde die DNA der Kernfraktion zunéchst
mit einer 20 G Kaniile, und danach mit einer 26 G Kaniile durch mehrmaliges Hochziehen der
Losung in eine 1 ml Spritze geschert. Von den erhaltenen Proben wurden 10 pl fiir einen
BCA-Proteinkonzentrationstest abgenommen, und auf -80°C aufbewahrt. Der Rest wurde mit
16 ul 4 x SDS-PAGE-Probenpuffer pro 50 ul Aliquot versetzt, und ebenfalls auf -80°C

eingefroren.

8.2.  Praparation von Gesamtzell-Proteinextrakten aus Zellkulturen

Vor der Priparation von Gesamtzell-Proteinextrakten wurden 3 x 10® HFFF2-Zellen in einer
75 cm® Gewebekulturflasche mit HSV-1 infiziert oder blieben uninfiziert. Die Zellen wurden
in PBS gewaschen und durch Behandlung mit einer 0,25%igen Trypsin-Ldsung in Suspension
gebracht. Nach der Zugabe von 10 ml Zellkulturmedium erfolgte eine Zentrifugation bei
1000 x g und RT fiir 3 min. Das Zellsediment wurde in 2 ml PBS resuspendiert, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und 1 min. bei 22000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 60 ul H,O und zusitzlich 40 pl 4 x SDS-PAGE-
Probenpuffer resuspendiert und durch eine fiinfminiitige Inkubation bei 95°C aufgebrochen.

Die erhaltenen Zellextrakte wurden bei -80°C gelagert.

8.3.  Konzentrationsbestimmung von Proteinen (BCA-Test)
(Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988)

Proteine bilden mit Cu”**-Ionen in alkalischer Losung einen Komplex (Biuret-Reaktion),
wobei die Cu”**-Ionen zu Cu'-Ionen reduziert werden und mit Bicinchonininsiure (BCA)
einen violetten Farbkomplex eingehen. Die Reaktion lduft in einem alkalischen Milieu ab, bei
dem fast alle Proteine in Losung bleiben. Die Absorption bei einer Wellenlédnge von 562 nm
ist proportional zur Proteinkonzentration in der Losung und kann photometrisch bestimmt
werden. Die absoluten Proteinkonzentrationen werden aus einer Kalibriergeraden extrapoliert,
die auf den Messungen einer Verdiinnungsreihe mit 0-2 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)
basiert. Die Proteinproben wurden in Doppelansitzen 1:20 in H,O verdiinnt, mit BCA-
Reagenz nach Angaben des Herstellers versetzt und im Anschluss 30 min. bei 37°C inkubiert.

Nach Abkiihlung auf RT wurde in einem Photometer die Extinktion bei 562 nm gemessen
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und die Proteinkonzentration mit Hilfe der Kalibriergeraden errechnet (Software: ,,Microsoft
Excel®).

Es wurde die Zellzahl der Insektenzelllinien Sf21 und TN-368 wéhrend des AcMNPV-
Infektionsverlaufs bestimmt (Abschnitt 1.6.). Es zeigte sich, dass die Zellzahl beider
Zelllinien bis 24 h p.i. um ca. 60% anstieg (Abb. 9 A).
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Abb. 9: Bestimmung der Insektenzellzahl und der Gesamtproteinzunahme wéhrend der ACMNPV-
Infektion

A) Es wurde die Zellzahl von uninfizierten (un), mock-infizierten (mock) und AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen
und TN-368-Zellen 8 und 24 h p.i. bestimmt. Die Zellzahl der uninfizierten Zellen wurde 4 h p.i., die der mock-
infizierten Zellen 24 h p.i. bestimmt. Es wurde fiir jede Zelllinie und fiir jeden Infektionszeitwert der Durch-
schnitt der Zellzahlen aus zwei unabhingigen Experimenten dargestellt (Y-Achse). Der Faktor der Zellzunahme
bezogen auf uninfizierte Zellen ist angegeben. B) Aus uninfizierten und aus AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen
und TN-368-Zellen wurden 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i. nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Die Gesamt-
proteinkonzentration der Zellextrakte wurde mit einem BCA-Test bestimmt. Es wurde fiir jede Zelllinie und fiir
jeden Infektionszeitwert der Durchschnitt der Proteinkonzentration aus drei unabhéngigen Experimenten
gebildet (Y-Achse). Der Faktor der Proteinzunahme bezogen auf uninfizierte Zellen ist aufgefiihrt. Die
Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken angegeben.
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Zu spiteren Zeitpunkten war keine weitere Zellzunahme zu erkennen. Dagegen nahm die
Proteinkonzentration der Zellen bis in die sehr spdte Infektionsphase bei 72 h p.i. in Sf21-
Zellen durchschnittlich um einen Faktor von ca. 4 und in TN-368-Zellen um das 9-fache zu
(Abb. 9 B). Dies ist auf die Hyperexpression der sehr spiten viralen Proteine P10 und
Polyhedrin zuriickzufiihren. Das Auftragen gleicher Proteinmengen pro Gelspur wiirde daher
das Ergebnis fiir andere Proteine in Expressionsstudien mittels Western Blot-Analysen
verfalschen. Aus diesem Grund wurden fiir alle Infektionszeitpunkte gleiche Volumina der
Proteinextrakte, die in etwa gleichen Zellzahlen entsprachen, pro Spur in SDS-Polyacryl-

amidgelen aufgetragen.

8.4. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

In einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekular-
gewicht in Anwesenheit von SDS aufgetrennt. SDS bindet dabei durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen an die Proteine, und bewirkt so eine negative Uberschussladung. AuBer dem
Molekulargewicht bestimmt die Porengrofle des Gels, die von der Acrylamidkonzentration,
sowie der Konzentration des Vernetzungsreagenz N,N'-Methylenbisacrylamid abhéngt, die
Linge der Wanderungsstrecke eines Proteins im Gel. Die Wanderungsgeschwindigkeit eines
Proteins ist proportional zur Feldstirke und zur Ladung des Proteins, aber umgekehrt
proportional zu seiner GroBBe und dem Vernetzungsgrad des Gels. Durch den Vergleich zu
einem parallel zur Proteinprobe auf das Gel aufgetragenen Molekulargewichtsmarker, lassen
sich die Molekulargewichte der einzelnen Komponenten bestimmen. Die radikalisch
verlaufende Polymerisation des Gels wird durch ein Initiator-Redoxsystem aus APS und
TEMED gestartet.

In einem diskontinuierlichen Puffersystem wurden die Proteine zuerst in einem groB3porigen
Sammelgel bei niedrigem pH fokussiert, wihrend die eigentliche Auftrennung in einem hoch-
prozentigen Trenngel bei hohem pH erfolgte. Das Trenngel (8, 10 oder 15% Acrylamid
(Acrylamid/Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5:1), 0,1% SDS, 375 mM Tris/HCI, pH 8,8, 150 ul
APS (10%), 6 pl TEMED) wurde zwischen zwei Platten (10 x 8 cm) einer GieBkammer
gegossen, und zur Bildung einer glatten Trennschicht mit Isopropanol iiberschichtet. Nach
erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt, und das Sammelgel (5% Acrylamid,
0,1% SDS, 125 mM Tris/HCI, pH 6,8, 80 ul APS (10%), 8 ul TEMED) iiber das Trenngel

gegossen. Zur Bildung von Geltaschen wurde ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt. Nach
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vollstdndiger Polymerisation wurde das Gel in eine Proteingelkammer (Firma Hoefer)
eingesetzt, und der Kamm entfernt.

Die Proteinproben wurden in 1 x SDS-PAGE-Probenpuffer fiir 5 min. aufgekocht bevor sie
mit einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen des Sammelgels aufgetragen wurden. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 40 mA mit konstantem Stromfluss fiir ca. 1,5 Stunden in 1 x

SDS-PAGE-Laufpuffer.

8.5. Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Membranen mit
anschlieBendem immunchemischen Nachweis von Proteinen durch Antikdrper
(,,Western Blotting*) (Towbin et al., 1979)

Die in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine PVDF- oder Nitrozellulosemembran transferiert.
Dies geschah durch einen Elektrotransfer der Proteine mit Hilfe einer Nassblot-Apparatur der
Firma BioRad. Es wurden pro Gel zwei Lagen Whatman-Filterpapier und eine Lage der
Membran auf die GroBe des Gels zurecht geschnitten, und ebenso wie zwei Fleece in
Western-Blot-Puffer getrankt. Auf dem einen Fleece wurde eine Lage Filterpapier, die
angefeuchtete Nitrozellulosemembran, das Proteingel, und eine weitere Lage Filterpapier
angeordnet. Das zweite Fleece wurde zuoberst gelegt, und mit Hilfe einer Halterung Druck
auf die Anordnung ausgeiibt, die in einen Elektroblotter-Tank mit der Membran auf der
Anodenseite gestellt wurde. Der Tank wurde mit Western-Blot-Puffer aufgefiillt, woraufthin
der Proteintransfer auf die Membran bei 4°C und 120 mA (ca. 40 V) fiir ca. 2 Stunden
erfolgte. Der vollstindige Transfer konnte sowohl anhand des aufgetrennten und bereits mit
Farbstoff markierten ProteingroBenmarkers, als auch durch eine Farbung der Proteine auf der
Nitrozellulosemembran kontrolliert werden. Dazu wurde die Membran fiir 10 min. auf einem
Wipptisch in einer Ponceau S-Losung inkubiert, in H,O gewaschen, und in einem
Dokumentationsgerdt (Pharmacia Biotech) fotografiert. Die Nitrozellulosemembran wurde
zum Blockieren unspezifischer Antikorperbindungsstellen iiber Nacht in einer 5%igen
Milchpulver-Losung bei 4°C aufbewahrt.

Daraufthin wurde ein immunchemischer Nachweis der gebundenen Proteine durchgefiihrt,
wobei alle nachfolgenden Inkubationen bei RT auf einem Wipptisch erfolgten. Die Antiseren
wurden in 5%iger Milchpulver-Losung verdiinnt. Nach dem Blocken der Membran erfolgte
eine Inkubation fiir 1 Stunde in 10 ml der primiren Antikdrper-Verdiinnung. Danach wurden

die ungebundenen Antikorper entfernt, indem die Membran fiir 3 x 15 min. in PBS-T
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gewaschen wurde. Die zweite Antikorper-Inkubation erfolgte ebenfalls fiir 1 Stunde, in der
sekundire, anti-Kaninchen-Antikorper und anti-Maus-Antikérper in 10 ml 5%iger Milch-
pulver-Losung eingesetzt wurden. Nach dreimaligem Waschen in PBS-T fiir jeweils 20 min.
wurden die Proteine nachgewiesen. Dazu wurden die Losungen 1 und 2 des ECL™
Detektions-Kits (Amersham) in gleichem Volumenverhiltnis gemischt, und anschlieBend auf
die Membran gegeben. Dabei werden durch das Verfahren der verstirkten Chemilumineszenz
aus H,O, enzymatisch Sauerstoffradikale erzeugt, die unter Freisetzung von Licht die
Reagenz Luminol oxidieren. Nach einer einminiitigen Inkubation der Membran mit dem
Losungsgemisch wurde die Membran in Folie eingelegt, und in einer Filmkassette auf einem
Rontgenfilm bei RT fiir 5 sec. bis 45 min. exponiert. Der Rontgenfilm wurde schlieBlich in

einer Entwicklermaschine entwickelt.

8.6. Zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-
Polyacrylamidgelen (2-D-Gelanalysen) mit anschlielender Western Blot- oder
MALDI-TOF-Analyse (Yip und Hutchens, 1992; Pieles et al., 1993)

Mit Hilfe der zweidimensionalen (2-D) Gelektrophorese lassen sich komplexe Protein-
gemische trennen. Die erste Dimension erfolgte durch die Immobilin-Technologie (IPG-
Strips) als denaturierende isoelektrische Fokussierung (IEF), wobei ein pH-Gradient von 6 bis
11 verwendet wurde. Im néchsten Schritt folgte eine SDS-PAGE als zweite Dimension.

Zur Durchfithrung von 2-D-Gelanalysen wurden 16 h p.i. nukledre Detergenzextrakte von
AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen hergestellt. Die weitere Durchfiihrung der Experimente
erfolgte in der Zentralen Bioanalytik des ZMMK der Universitit zu Kdln. Die Proteinproben
wurden mittels Trichloressigsdure (TCA) prézipitiert. AnschlieBend wurden die Proteinproben
parallel auf zwei 12,5%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Bei einem Gel fiir Western
Blot-Nachweise wurden 75 pg Proteine aufgetragen und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Auf das andere Gel fiir nachfolgende MALDI-TOF-Analysen wurden 250 pg
Kernproteine aufgetragen. Das analytische Gel wurde mit SYPRO Ruby angefédrbt und das
Signalmuster mit dem der Western Blot-Analyse verglichen. Aus dem analytischen Gel
wurden die der Western Blot-Membran entsprechenden Signale ausgestochen und mit Hilfe
der MALDI-TOF-Methode weiter untersucht.

Bei der MALDI-(,,Matrix assisted laser desorption/ionization*)-TOF-(,,time-of flight*)-
Analyse handelt es sich um eine Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-lonisations-Massen-

spektroskopie. Wéhrend die zu analysierenden Molekiile durch ein elektrisches Feld auf einen
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Detektor hin beschleunigt werden, wird die Flugzeit als Parameter ihrer Masse bestimmt. Auf

diese Weise lassen sich Biomolekiile mit grolen Massen analysieren.

Q. Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung und -mikroskopie
(Harlow und Lane, 1988)

Zum Nachweis zelluldrer oder viraler Antigene und deren subzelluldrer Lokalisierung konnen
markierte Antikorper genutzt werden, wodurch Einblicke in die Charakteristika des Antigens
gewonnen werden konnen. Hierzu werden Zellen fixiert und durch die Behandlung mit einer
Proteinlosung werden unspezifische Bindungsstellen fiir die Antikdrper blockiert. Nach der
Bindung eines priméren Antikorpers, der spezifisch ein bestimmtes Antigen erkennt, erfolgt
sein Nachweis durch einen sekundéren, Fluorochrom-gekoppelten Antikorper. Dieser
sekundére Antikorper ist gegen ein Epitop des ersten Antikdrpers gerichtet, und emittiert nach
Anregung mit Fluoreszenzlicht Licht einer bestimmten Wellenldnge, das unter einem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird.

9.1. Zellpraparation

Um eine indirekte Immunfluoreszenz durchfiihren zu konnen, wurden Zellen auf 20 x 20 mm
groflen Deckgldsern ausgesdt, die nach einer Sterilisation durch Eintauchen in 96%iges
Ethanol und nach Abbrennen in einer Bunsenbrennerflamme in 6-Loch-Gewebekulturplatten
tiberfiihrt wurden.

Insektenzellen wurden mit TC-100-Medium verdinnt und 0,5 ml der Zellkulturen auf die
Deckgliser ausgesit, so dass sich 5 x 10* TN-368-Zellen bzw. 1 x 10° Sf21-Zellen auf den
Deckglidsern befanden. Nach dem Absetzen wurden die Zellen mit ca. 1,5 ml TC-100-
Medium mit 10% FCS iiberschichtet und {iber Nacht bei 27°C inkubiert. Anschlieend
wurden die Insektenzellen mit AcMNPV infiziert, mit BrdU behandelt, mit zelluldren
Inhibitoren inkubiert oder es wurden unbehandelte Zellen analysiert.

HFFF2-Zellen wurden mit Zellkulturmedium verdiinnt und 1 x 10° HFFF2-Zellen in 2 ml
Medium pro Loch einer 6-Loch-Gewebekulturplatte, in dem sich ein Deckglas befand,
ausgesit. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Zellen mit HSV-1 infiziert, mit BrdU behandelt, mit PAA fiir Inhibitorstudien inkubiert oder
unbehandelt fixiert.
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9.2.  Fixierung der Zellen durch Vernetzung (Paraformaldehyd-Fixierung)

Durch die Fixierung der Zellen sollte das Antigen immobilisiert, aber seine authentische
Struktur und subzelluldre Lokalisierung bewahrt bleiben. Die zelluldren Strukturen sollten
ebenfalls erhalten werden, jedoch sollten Antikorper zu den zelluliren Kompartimenten
gelangen konnen. Paraformaldehyd fixiert die Zellen, indem es intermolekulare Briicken
zwischen freien Aminogruppen der Proteine ausbildet, und somit ein Netzwerk zwischen den
Antigenen entsteht. Die Zellen wurden 2 x in PBS gewaschen, fiir 15 min. bei RT in 2 ml
einer 2%igen Paraformaldehyd/PBS-Losung pro Deckglas in einem Loch einer 6-Loch-
Gewebekulturplatte fixiert, und anschlieBend nochmals in PBS gewaschen. Die Zellen
konnten in PBS {iiber Nacht bei 4°C gelagert werden. Zur Unterdriickung der
Eigenfluoreszenz des Paraformaldehyds, wurden die Zellen mit einer 0,1 M Glycin-Losung in
PBS fiir 10 min. bei RT gewaschen. Die Paraformaldehyd-Fixierung lie die zelluldren
Membranen intakt, weshalb sie zusdtzlich fiir 15 min. bei RT mit einer 0,1%igen Triton-X-
100-Loésung permeabilisiert werden mussten. Danach wurden die Zellen erneut in PBS

gewaschen.

9.3. Markierung der Zellen mit BrdU und Denaturierung der DNA in BrdU-

markierten Zellen

BrdU (5-Brom-2'-desoxyuridin) ist ein Nukleotidanalogon, das wéhrend der Replikation
anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird und damit zur Markierung sich
replizierender DNA-Bereiche benutzt werden kann. Zur Markierung mit BrdU wurde eine
Stunde vor der Fixierung eine BrdU-Stammldsung in das Zellkulturmedium gegeben, so dass
eine Endkonzentration von 50 uM BrdU erreicht wurde. Im Gegensatz zu allen anderen Zell-
priaparaten wurden BrdU-markierte Zellen nach der Paraformaldehyd-Fixierung und der
Permeabilisierung durch Triton-X-100 zur Denaturierung der DNA fiir 2 min. mit 0,07 N
NaOH behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen 3 x in PBS gewaschen.

9.4. Antikérperbindung
Zum Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die fixierten Zellen 30 min. bei

RT in 80 pl einer sterilfiltrierten, 2%igen BSA-Losung pro Deckglas auf Parafilm inkubiert.

AnschlieBend wurden die Priparate fiir 1 Stunde bei RT mit 50 pl der verdiinnten Ldsung
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eines primiren Antikorpers behandelt. Die Verdiinnungen der primiren Antikorper erfolgte in
einer 2%igen BSA-Losung. Um ungebundene primére Antikorper zu entfernen, wurden die
Priparate 3 x in einem grofen Volumen PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine
Inkubation der Zellen mit in 2%iger BSA-Losung verdiinnten, sekundéren Fluorochrom-
gekoppelten Antikérpern. Das Volumen betrug 50 pl und die Inkubation fand fiir 30 min. bei
RT und aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluorochrome im Dunkeln statt. SchlieBlich
wurden die Zellen 3 x in einem groen Volumen PBS gewaschen, um nicht gebundene
sekunddre Antikorper zu entfernen. Die Verdiinnungen der Antikdrper wurden in
vorhergehenden Testversuchen optimiert.

Die Préparate wurden anschlieBend in einem AF100:CFPVOH Mediumgemisch im
Verhéltnis 1:10 (Firma Citifluor), das als Antibleichmittel das frithzeitige Ausbleichen der
Fluorochrome durch Lichteinstrahlung verhindert und sie stabilisiert, auf einem Objekttriager
eingebettet, mit Hilfe von Nagellack an den Réndern abgedichtet, und im Dunkeln bei 4°C
gelagert.

9.5. Doppelfarbungen

Mit der Technik der indirekten Immunfluoreszenz konnen durch Doppelfiarbungen die
subzelluldren Lokalisierungen von zwei verschiedenen Antigenen simultan nachgewiesen
werden. Dabei kann die Lokalisierung des einen Antigens in Relation zur Lokalisierung des
anderen Antigens analysiert werden. Es ist wichtig fiir die Doppelfarbung, dass die beiden
Antigene von zwei verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern nachgewiesen
werden, indem primdre AntikOrper aus unterschiedlichen Spezies verwendet werden. Mit
Hilfe von sekundidren Antikorpern, die speziesspezifisch die primiren Antikorper erkennen
und verschiedene Fluorochrome tragen, kann das eine Antigen vom anderen unterschieden
werden. Doppelfarbungen mit zwei verschiedenen priméren und sekunddren Antikorpern
erfolgten unter den gleichen Bedingungen wie bereits im Abschnitt 9.4. angegeben. Dazu
wurden die beiden primdren bzw. sekunddren Antikorper gleichzeitig in einer Inkubations-

16sung verwendet.
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9.6. Fluoreszenzmikroskopie

9.6.1. Epi-Fluoreszenzmikroskopie

Zellen in Gewebekulturschalen wurden an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop der Firma
Zeiss (Axiovert 135) mit einem Intas-Kamerasystem (Mikroskop Imager Typ Focus 400)
ausgewertet. Die in dieser Arbeit dargestellten UV-Licht- und Phasenkontrastaufnahmen

wurden mit einem 20 x Objektiv (0,4 numerische Apertur) aufgenommen.

9.6.2. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Konfokale Analysen aller indirekten Immunfluoreszenzexperimente wurden mit dem
Mikroskopsystem TCS-SP/2 der Firma Leica Mikrosysteme an einem aufrechten Leica
DMRE Mikroskop durchgefiihrt. Bilder der Proben wurden mit einem 63 x Objektiv
(1,32 numerische Apertur) aufgenommen. Es sind jeweils Schnitte der Zellen mit einer Dicke

von ca. 0,5 um gezeigt.
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V. Ergebnisse

Es wird angenommen, dass TBP als Hauptkomponente des basalen Transkriptionsfaktors
TFIID wihrend des baculoviralen Infektionszyklus an der frithen viralen Transkription, die
durch die zellulire RNA-Polymerase II vermittelt wird, beteiligt ist (Rasmussen und
Rohrmann, 1994). Die Rolle von TBP in der spdten und sehr spiten viralen Genexpression,
die durch eine vom Virus kodierte RNA-Polymerase ausgefiihrt wird (Grula et al., 1981;
Guarino et al., 1998 a), ist unklar.

Zundchst wurde untersucht, inwieweit die AcMNPV-Infektion die Expression und
subzelluldre Lokalisierung von TBP beeinflusst. Darauthin wurden funktionelle Studien
durchgefiihrt, um die Auswirkung der Reduktion von TBP sowie von baculoviralen
Transkriptions- und Replikationsfaktoren durch RNA-Interferenz auf die Virusinfektion zu
analysieren. SchlieBlich wurden Studien initiiert, die mogliche Auswirkungen der Baculo-
virusinfektion auf die Expression von Insekten-TAFs zeigen sollten. Vergleichsstudien iiber
die Expression und Lokalisierung von TBP und TAFs wurden in primdren humanen Zellen im

Infektionsverlauf des humanpathogenen HSV-1 durchgefiihrt.

1. Untersuchungen zur Expression und Lokalisierung von TBP im

baculoviralen Infektionsverlauf

Die Expression und Lokalisierung von TBP wihrend der AcMNPV-Infektion wurde in den

permissiven Insektenzelllinien TN-368 und Sf21 untersucht.
1.1.  Expression von TBP im baculoviralen Infektionsverlauf
1.1.1. TBP-Expression in ACMNPV-infizierten Sf21-Zellen

Generell wird die Proteinsynthese der Wirtszellen wéhrend der Virusinfektion herunter
reguliert (Carstens et al., 1979; Wood, 1980). Wenn TBP eine Rolle in der Regulation der
spaten und sehr spéten viralen Transkription ausiibt, ist das Vorhandensein von TBP wéhrend
der spéten Infektionsphase eine Voraussetzung. Somit wurde als erstes die Expression von
TBP im AcMNPV-Infektionsverlauf untersucht. Die Insektenzelllinie Sf21 wurde mit einer

Infektionsmultiplizitdt von 10 infektiosen Partikeln pro Zelle infiziert. Es wurden nukleére
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Detergenzproteinextrakte aus uninfizierten und infizierten Sf21-Zellen hergestellt und durch

Western Blot-Studien analysiert (Abb. 10).
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Abb. 10: Analyse der TBP-Expression in AcCMNPV-infizierten Sf21-Zellen

Aus 2 x 10° uninfizierten (un) oder AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen wurden 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i. (A, B)
oder 2, 8, 16, 24 und 48 h p.i. (C) nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 pl Zellextrakt
aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von TBP wurde mit
polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum (A), polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum
(B) oder monoklonalem dTBP-Antikorper (58C9) (Maus) (C) durch Western Blot-Analysen durchgefiihrt. Die
Proteinstandards sind links angegeben. D) 100 ug Gesamt-RNA wurde aus uninfizierten (un) oder AcMNPV-
infizierten Sf21-Zellen 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i. prépariert und auf einem 2,2 M Formaldehyd enthaltenen
1,2%igen Agarosegel aufgetrennt. Die RNAs wurden mit einer TBP-spezifischen 369 nt langen Sonde nach-
gewiesen. Die schematische Darstellung des offenen TBP-Leserasters mit der angenommenen Trans-
kriptionsstartstelle und der Position der RNA-Sonde ist angegeben. Der graue Kasten markiert den T7 Promotor.

Dazu wurden zwei verschiedene, aus Kaninchen stammende, polyklonale Antiseren (anti-
SfTBP SA3889 und anti-SfTBP SA3890) verwendet. Die Seren sind gegen die in Bakterien
tiberexprimierte 25 kDa grosse N-terminale Doméne von TBP aus Sf21-Zellen gerichtet
(Mans, Kremer und Knebel-Morsdorf, nicht veroffentlicht). Ein gegen die hoch konservierte

C-terminale Doméne von TBP aus Drosophila melanogaster gerichteter monoklonaler
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Antikorper (mAb 58C9) aus der Maus wurde vergleichend eingesetzt. Nukledre Protein-
fraktionen wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitro-
zellulosemembranen transferiert. Sowohl das anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum als auch
das anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum erkannten in uninfizierten und AcMNPV-infizierten
Sf21-Zellen ein Polypeptid von ca. 34 bis 36 kDa, das dem vorhergesagten Molekulargewicht
des Produktes des offenen TBP-Leserasters entspricht (Abb. 10 A, B). Interessanterweise
konnte ein signifikanter Anstieg der TBP-Proteinmenge in Extrakten, die in der spiten und
sehr spiten Infektionsphase 16 bis 72 h p.i. pripariert wurden, festgestellt werden. Zum
Vergleich wurden Untersuchungen mit dem gegen Drosophila-TBP (dTBP) gerichteten
monoklonalen Antikérper mAb 58C9 vorgenommen. Auch in diesen Analysen konnte ab
16 h p.i. eine deutliche Zunahme der TBP-Proteinmenge beobachtet werden (Abb. 10 C;
Quadt et al., 2002).

Eine mogliche Erkldrung fiir die TBP-Proteinzunahme konnte eine transkriptionelle
Aktivierung des tbp-Gens durch die virale Infektion sein. Zu diesem Zweck wurden Northern
Blot-Analysen durchgefiihrt, bei denen Gesamt-RNA aus uninfizierten und AcMNPV-
infizierten Sf21-Zellen eingesetzt wurde. Es konnte ein gleich bleibendes Niveau des TBP-
Transkripts bis 24 h p.i., gefolgt von einer abnehmenden, jedoch noch immer nachweisbaren
Menge des TBP-Transkripts bis 72 h p.i. beobachtet werden (Abb. 10 D; Quadt et al., 2002).
Diese Ergebnisse wurden durch Ribonuklease-Schutzexperimente bestdtigt (Daten nicht
gezeigt). Somit zeigte die transkriptionelle Analyse, dass die starke Zunahme des TBP-
Proteins nicht von einer verstirkten Transkription des tbp-Gens in der spiten Phase der

Infektion herruhrte.

1.1.2. TBP-Expression in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Zum Vergleich der TBP-Expressionsstudien in Sf21-Zellen wurden TN-368-Zellen mit einer
Infektionsmultiplizitdt von 20 pfu pro Zelle infiziert. In TN-368-Zellen waren in uninfizierten
Zellen und 4 h p.i. nur sehr schwache Signale bei ca. 34 kDa mit dem anti-SfTBP SA3889
Kaninchenserum sichtbar, die ab 8 h p.i. bis 24 h p.i. verstirkt zu erkennen waren (Abb.
11 A). Ab 48 h p.i. war diese Bande nicht mehr nachweisbar. Ab 8 h p.i. wurde zusitzlich
eine zweite Bande detektiert, die ca. 2 bis 3 kDa iiber der beschrieben Bande in 10%igen
SDS-Polyacrylamidgelen lief und bis 48 h p.i. an Intensitdt zunahm. Bis 72 h p.i. blieb die
hohe Signalstérke dieser oberen Bande erhalten. Im Vergleich wurde in TN-368-Zellen das
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anti-SfTTBP SA3890 Kaninchenserum verwendet, wobei in diesem Fall nur eine einzelne

Proteinbande von ca. 34 kDa detektiert wurde (Abb. 11 B).
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Abb. 11: Analyse der TBP-Expression in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Aus 6 x 10° uninfizierten (un) oder AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen wurden 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i.
nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 10 pl Zellextrakt aufgetragen. Die Proteinextrakte
wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von TBP erfolgte mit polyklonalem
anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum (A), polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum (B) oder mit
monoklonalem dTBP-Antikérper (58C9 aus Maus) (C; Giinther, 2005).

Die Bandenintensitit verlief parallel zur unteren Bande in Abb. 11 A mit einer Zunahme der
Signalstirke ab 8 h p.i. und einem Intensitdtshohepunkt bei 16 h p.i.. Ab 24 h p.i. war eine
leichte Abnahme des Signals zu erkennen und ab 48 h p.i. war kein Nachweis des Signals
mehr moglich. Die Verwendung des gegen Drosophila-TBP (dTBP) gerichteten mono-
klonalen Antikorpers mAb 58C9 zeigte einen &dhnlichen Signalverlauf, wie er bei der
Verwendung des anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserums beschrieben wurde. Auch in diesem
Fall konnte 16 h p.i. ein Hohepunkt der Signalintensitét festgestellt werden (Abb. 11 C). Die
Expositionszeit mit dem monoklonalen Antikérper mAb 58C9 lag sehr viel hoher als bei
Verwendung der anti-SfTBP Kaninchenseren (personliche Mitteilung von K. Giinther). Bei
den zusitzlichen Hintergrundsignalen bei ca. 29 kDa handelte es sich um Kreuzreaktionen der
Antikorper mit dem hyperexprimierten AcMNPV-Protein Polyhedrin (Abb. 11 A, C). Die
Ergebnisse mit dem anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum und dem monoklonalen Antikorper
mADb 58C9 weisen auf eine TBP-Zunahme in AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen hin. Im

Gegensatz zu Sf21-Zellen wurde jedoch eine Abnahme in der sehr spéten Infektionsphase
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beobachtet. Die Sperzifitit der mit dem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum in TN-368-

Zellen nachgewiesenen oberen Bande blieb zunéchst offen.

1.1.3. Quantifizierung der TBP-Proteinmengen in ACMNPV-infizierten Insektenzellen

Zur Quantifizierung der TBP-Signalintensititen wurden die Western Blot-Analysen mit dem
anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum ausgewertet (Software: ,,Image J*) (Abb. 12). Die TBP-
Proteinmenge in Sf21-Zellen nahm, bezogen auf uninfizierte Zellen, ab 8 bis 16 h p.i. um das
1,7-fache bzw. 2,3-fache zu. 48 h p.i. lag eine 4-fache Menge an TBP vor. Die TBP-Menge
blieb in Sf21-Zellen bis 72 h p.i. erhalten, gefolgt von einer Abnahme bis 96 h p.i., wobei zu
diesem Zeitpunkt die virusinduzierte Lyse der Zellen bereits einsetzte.

In TN-368-Zellen ergab sich ab 8 h p.i. ein 1,9-facher TBP-Anstieg mit einem Signal-
intensitdtsmaximum bei 16 h p.i., der einer 4-fachen Zunahme entsprach. Bis 24 h p.i. war
eine Abnahme der Bandenstdrke zu verzeichnen, wobei auch zu diesem Zeitpunkt die TBP-
Menge, bezogen auf uninfizierte Zellen, noch 3-fach erhdht vorlag. Ab 48 h p.i. war eine
deutliche Reduktion von TBP zu messen (Abb. 12). Der schnellere Anstieg in TN-368-Zellen
im Vergleich zu Sf21-Zellen kann durch den schnelleren Infektionszyklus von AcMNPV in
TN-368-Zellen erklart werden. Die drastische Abnahme der TBP-Signale nach 24 h p.i.

konnte auf einem verstiarkten Abbaumechanismus des Proteins in TN-368-Zellen beruhen.
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Abb. 12: Quantifizierung der TBP-Expression in ACMNPV-infizierten Insektenzellen

Aus uninfizierten (un) und AcMNPV-infizierten 2 x 10°Sf21-Zellen und 6 x 10° TN-368-Zellen wurden 4,8, 16,
24, 48, 72 und 96 h p.i. nukledre Detergenzextrakte hergestellt und die Proteine aus jeweils gleichen Volumina
der Zellextrakte unter Verwendung von polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum durch Western
Blot-Analysen nachgewiesen. Die Quantifizierung der TBP-Proteinmengen erfolgte durch Auswertung von
Western Blot-Signalen mit Hilfe der Software ,,Image J“. Es wurde fiir jede Zelllinie und fiir jeden Infektions-
zeitwert der Durchschnitt der Signalintensitdten aus drei unabhingigen Experimenten gebildet. Die TBP-Menge
in uninfizierten Zellen wurde fiir jede Zelllinie gleich eins gesetzt. Die TBP-Proteinmengen der anderen
Zeitwerte sind in relativen Einheiten bezogen auf uninfizierte Zellen angegeben (Y-Achse). Der Faktor der TBP-
Zunahme ist dargestellt. Die Standardabweichung der Experimente ist als Fehlerbalken angegeben.



Ergebnisse 66

1.1.4. Spezifitatsanalysen der anti-SfTBP-Antiseren

Zur Aufklidrung der mit dem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum in der spdten Phase der
AcMNPV-Infektion nachgewiesenen Doppelbande in TN-368-Zellen (Abb. 11 A) wurden
2-D-Gelexperimente mit nachfolgenden MALDI-TOF-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden
16 h p.i. nukledre Detergenzextrakte von AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen hergestellt. Die
prézipitierten Proteinproben wurden parallel auf einem SDS-Polyacrylamidgel fiir Western
Blot-Nachweise mit dem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum, und auf einem anderen Gel
fiir anschlieBende MALDI-TOF-Analysen aufgetrennt. Die Western Blot-Analysen ergaben
fiinf bis sechs Signale bei ca. 36 kDa und einem pl zwischen ca. 6 und. 7,5 (Abb. 13 A). Aus
dem analytischen Gel wurden die der Western Blot-Membran entsprechenden Signale
ausgestochen und mit Hilfe der MALDI-TOF-Methode analysiert. Dies ergab Sequenz-
tibereinstimmungen mit dem baculoviralen DNA-Binde-Protein DBP. Somit schien die obere
mit dem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum nachgewiesene Bande in Abb. 11 A keine
modifizierte Form des TBP-Proteins darzustellen, sondern dem AcMNPV DBP-Protein zu
entsprechen.

Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurde die Sdugerzelllinie MDCK II mit der Plasmid-
DNA pCMV-DBP transfiziert bzw. blieb untransfiziert. In anschlieBenden Western Blot-
Analysen wurden nukledre Proteinextrakte untersucht. Als Kontrolle diente ein nukledrer
Detergenzextrakt, der 16 Stunden nach AcMNPV-Infektion aus TN-368-Zellen hergestellt
wurde. Die Membranen wurden mit polyklonalem anti-DBP Kanichenserum oder mit einem
der beiden anti-SfTBP Kaninchenseren SA3889 oder SA3890 inkubiert. Dies ergab eine
Kreuzreaktion des anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserums mit DBP in pCMV-DBP
transfizierten MDCK II-Zellen (Abb. 13 B Mitte). Die Verwendung des anti-SfTTBP SA3890
Kaninchenserums zeigte hingegen in den Western Blot-Analysen keinerlei Kreuzreaktion mit
AcMNPV DBP (Abb. 13 B unten).

Zur Uberpriifung der Wechselwirkungen der anti-SfTBP Kaninchenseren mit DBP in
indirekten Immunfluoreszenzstudien wurden ebenfalls MDCK II-Zellen mit der Plasmid-
DNA pCMV-DBP transfiziert oder blieben untransfiziert. Lokalisierungsstudien ergaben bei
Verwendung des polyklonalen anti-DBP Kanichenserums DBP-Kerndoménen in ca. 50% der
Zellen (Abb. 13 C). Die Inkubation mit anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum ergab vereinzelt
eine schwache Kernfarbung, wobei die Mehrzahl der MDCK II-Zellen keinerlei fir DBP
spezifische Kreuzreaktivitit mit dem Antiserum erkennen lie. Die Verwendung von anti-

SfTBP SA3890 Kaninchenserum zeigte keine unspezifische Wechselwirkung mit DBP.
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Abb. 13: Analyse der anti-SfTBP Antiserenspezifitat

A) Aus 5 x 10° AcCMNPV-infizierten TN-368-Zellen wurden 16 h p.i. nukleire Detergenzextrakte hergestellt und
die Proteine durch 2-D-Gelanalysen aufgetrennt. Fiir Western Blot-Analysen wurden 75 pg der Extrakte auf-
getragen und auf einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Signale wurden mit polyklonalem
anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum nachgewiesen. Die pl-Standards sind oben und die Proteinstandards sind
links angegeben. B) Zur Untersuchung der Kreuzreaktivititen der polyklonalen anti-SfTBP Kaninchenseren mit
DBP wurden Gesamtzellextrakte nach der RIPA-Methode aus mit 2 pg pPCMV-DBP Plasmid-DNA transfizierten
(CMV-DBP) und untransfizierten (untr.) MDCK II-Zellen hergestellt (Giinther, 2005). Pro Spur wurde der
Extrakt von ca. 6 x 10* MDCK II-Zellen aufgetragen. Zur Kontrolle wurde der nukledre Detergenzextrakt von
6 x 10* AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen aufgetragen (16 h p.i.). Nach der Auftrennung der Proteine auf
10%igen SDS-Polyacrylamidgelen wurden die Membranen mit polyklonalem anti-DBP Kaninchenserum (oben),
polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum (Mitte) oder mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890)
Kaninchenserum (unten) inkubiert. Die Proteinstandards sind links angegeben.
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Abb. 13: Analyse der anti-SfTBP Antiserenspezifitat (Fortsetzung von S. 67)

C) 3 x 10° MDCK II-Zellen blieben untransfiziert oder wurden mit 2 pg pCMV-DBP Plasmid-DNA (CMV-
DBP) transfiziert (von V. Jaeger durchgefiihrt). Die Zellen wurden 24 h p.t. in 2% Paraformaldehyd fixiert. In
indirekten Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen mit polyklonalem anti-DBP Kaninchenserum (oben),
polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum (Mitte) oder mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890)
Kaninchenserum (unten) inkubiert. Die Proteine wurden mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG
(griin) durch konfokale Mikroskopie sichtbar gemacht.

Aus diesen Spezifititsanalysen ergab sich, dass das anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum in
Western Blot-Studien mit AcCMNPV DBP in der spéten Infektionsphase kreuzreagierte, und in
Lokalisierungsexperimenten in MDCK II-Zellen schwache Kreuzreaktionen mit DBP zeigte.
Das anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum hingegen zeigte weder in Western Blot-Studien
noch bei Verwendung der indirekten Immunfluorezenz-Methode eine unspezifische
Wechselwirkung mit DBP. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde daher fiir Western Blot-

Analysen das anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum verwendet.

1.2.  Lokalisierungsstudien tiber TBP

1.2.1. Kolokalisierung von TBP mit viralen Replikationszentren

Um Einblick in die subzellulire Verteilung von TBP wéhrend des baculoviralen
Infektionsverlaufs zu gewinnen, wurden indirekte Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt.
Dadurch sollten Hinweise auf mogliche Funktionen des TBP-Anstiegs in der spiten
Infektionsphase erlangt werden.

Zu Anfang der Lokalisierungsstudien in dieser Arbeit wurde das anti-SfTBP SA3889
Kaninchenserum, spiter dann das anti-SfTBP SA3890 Kaninchenserum eingesetzt. Aufgrund
der zuvor beschriebenen TBP-Zunahme bis in die sehr spite Infektionsphase in AcMNPV-
infizierten Sf21-Zellen wurden initiale Lokalisierungsstudien von TBP in Sf21-Zellen bis
24 h p.i. durchgefiihrt. Bei diesen Studien war TBP in uninfizierten Zellen in einem
granuldren Farbemuster im gesamten Zellkern zu finden, und lokalisierte ab 8 h p.i. in
distinkten Kernstrukturen. Diese Kerndoménen fusionierten zu gro3eren Strukturen, bis in der
sehr spédten Phase der Infektion nur noch eine grofle Kernstruktur zu beobachten war (Daten
nicht gezeigt; Quadt et al., 2002).

Ein Anstieg der TBP-Menge bis 24 h p.i. war sowohl in Sf21-Zellen, als auch in TN-368-
Zellen zu beobachten (Abschnitt 1.1.). Aufgrund der besseren Auflosung der Kernstrukturen
in TN-368-Zellen wurden die weiteren Analysen iiber die subzelluldre Verteilung von TBP
wihrend der AcMNPV-Infektion in TN-368-Zellen durchgefiihrt. TN-368-Zellen haben

gegeniiber den relativ kleinen und runden Sf21-Zellen eine Fibroblasten-dhnliche Struktur, so
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dass die Eigenfluoreszenz der Zellen minimiert ist. Auch in infizierten TN-368-Zellen konnte
eine Relokalisierung von TBP in distinkte Kernstrukturen beobachtet werden.

Nach Féarbung mit dem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum zeigten uninfizierte Zellen ein
granuldres Farbemuster im ganzen Zellkern. In einzelnen Zellen konnte ab 4 h p.i. eine TBP-
Relokalisierung beobachtet werden. Die Grofle der TBP-Kerndoménen nahm bis 8 h p.i. zu
(Abb. 14 A). 16 h p.i. und 24 h p.i. fusionierten die nukledren TBP-Dominen zu einer gro3en
Kernstruktur, wobei die TBP-Strukturen wihrend des gesamten Infektionsverlaufes ein

granulédres Farbemuster zeigten (Abb. 14 A).

A) B)
anti- anti-
SfTBP SA3889 BrdU merge SfTBP SA3890 BrdU merge

16 h p.i. 8 h p.i. 4 h p.i. un

24 h p.i.

Abb. 14: Kolokalisierungsstudien von TBP- und BrdU-markierten Replikationszentren im baculoviralen
Infektionsverlauf

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung mit BrdU markiert.
Die BrdU-markierten Zellen wurden 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden mit
polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum (A) oder mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890)
Kaninchenserum (B) und zum Nachweis von BrdU mit monoklonalem BrdU-Antik6rper (Maus) inkubiert. TBP
wurde jeweils mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG (griin) und BrdU mit Alexa Fluor 555-
konjugiertem anti-Maus IgG (rot) sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der Signale einer Zelle in konfokalen
Mikroskopaufnahmen ist jeweils rechts dargestellt (merge). Dabei zeigen gelbe Signale Kolokalisierung an.
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Da die beobachteten TBP-Strukturen im Zellkern dem Muster viraler Replikationszentren
dhnelten, wurden uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen ab einer Stunde vor der
Fixierung fiir die Markierung aktiver viraler Replikation mit dem Thymidinanalogon
5-Bromo-2'deoxyuridin (BrdU) inkubiert und 4, 8, 16 und 24 h p.. fixiert. Virale
Replikationszentren wurden in einzelnen Zellen ab 4 h p.i., sonst ab 8 h p.i. sichtbar (Abb. 14;
Mainz et al., 2002). Die TBP-Strukturen kolokalisierten mit viralen Replikationszentren,
sobald virale DNA-Replikation in distinkten Kerndoménen sichtbar wurde.

Da die Seren SA3889 und SA3890 unterschiedliche Bandenmuster in Western Blot-Analysen
zeigten, wurden beide anti-SfTBP Kaninchenseren in Lokalisierungsexperimenten verglichen
(Abb. 14 A, B). Die konfokalen mikroskopischen Analysen der TN-368-Zellen zeigten in der
frithen Infektionsphase keinen signifikanten Unterschied im Férbemuster. Ab 8 h p.i. wurde
mit beiden Seren eine Relokalisierung von TBP in distinkte virale Replikationszentren, die in
der spéten Infektionsphase zu groeren Kernstrukturen fusionierten, beobachtet.

Somit lieferten die Lokalisierungsstudien in AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen die gleichen

TBP-Farbemuster nach Einsatz beider anti-SfTBP Kaninchenseren.

1.2.2. Abhéangigkeit der TBP-Relokalisierung von der baculoviralen DNA-Replikation

Zur Uberpriifung, inwieweit die Relokalisierung von TBP im baculoviralen Infektionsverlauf
mit der Ausbildung viraler DNA-Replikationszentren in kausalem Zusammenhang steht,
wurden Lokalisierungsstudien unter Verwendung des DNA-Replikationsinhibitors
Aphidicolin durchgefiihrt. Zunachst wurde die Wirkung von Aphidicolin tiberpriift, indem die
Bildung von viralen Polyedern in AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen untersucht wurde.
Durch die Verwendung von 5 pg/ml Aphidicolin ab 1 h p.i. wurde die virale DNA-
Replikation so weit gehemmt, dass in keiner Zelle mehr Polyeder gebildet wurden (Abb.
15 A).

In indirekten Immunfluoreszenzstudien wurde mit der Durchfilhrung von BrdU-
Pulsmarkierungsexperimenten die Kolokalisierung von TBP- und BrdU-markierten DNA-
Replikationszentren mit und ohne Aphidicolin mittels konfokaler Mikroskopie untersucht
(Abb. 15 B). In unbehandelten TN-368-Zellen konnten die ersten Orte aktiver viraler
Replikation mit TBP-Kolokalisierung ab 4 h p.i. beobachtet werden. Die Grdéfe der
Replikationszentren nahm parallel mit den kolokalisierenden TBP-Kerndominen 8 und

12 h p.i. zu. 16 h p.i. und in vereinzelten Zellen 24 h p.i. war virale Replikation in einer
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groflen Kerndomine zu beobachten, die mit TBP kolokalisierte. Sowohl die TBP-Strukturen

als auch die DNA-Replikationsstellen zeigten ein granuldres Farbemuster (Abb. 15 B links).

A)
+ Aphidicolin

24 h p.i.

+ Aphidicolin
TBP BrdU

Abb. 15: TBP-Relokalisierung in Abhangigkeit von baculoviraler Replikation
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Abb. 15: TBP-Relokalisierung in Abh&ngigkeit von baculoviraler Replikation (S. 71)

Bei uninfizierten und AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen erfolgte 1 h p.i. ein Mediumwechsel mit Aphidicolin-
haltigem (5 pg/ml) Zellmedium (in A und B rechts dargestellt) oder mit normalem Insektenzellkulturmedium (in
A und B links dargestellt). Die Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung in 2% Paraformaldehyd mit BrdU
markiert. Die Fixierung der Zellen wurde 4, 8, 12, 16 und 24 h p.i. durchgefiihrt. A) Phasenkontrast-Aufnahmen
24 h p.i. sind dargestellt. B) Zum Nachweis von TBP wurden die Zellen mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3889)
Kaninchenserum und zum Nachweis von BrdU mit monoklonalem BrdU-Antikérper (Maus) inkubiert. TBP
wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG (grin) und BrdU mit Alexa Fluor 555-
konjugiertem anti-Maus IgG (rot) sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der konfokalen Mikroskopiesignale einer
Zelle ist jeweils rechts dargestellt (merge).

Nach Verwendung von 5 pg/ml Aphidicolin war eine deutliche Verzogerung der
Replikationszentrenbildung zu beobachten. Die ersten sehr feinen Zentren der viralen DNA-
Synthese waren ab 8 h p.i. sichtbar mit einer langsamen Grdéfenzunahme wihrend des
Infektionszyklus 12, 16 und 24 h p.i.. Die Replikationszentren unter dem Einfluss von
Aphidicolin erreichten 24 h p.i. eine Grof3e, die ohne den Inhibitor nach 8 h p.i. erreicht wurde
(Abb. 15 B rechts). TBP kolokalisierte auch bei Verwendung von Aphidicolin wihrend des
gesamten Infektionszyklus mit den verzdgert auftretenden Orten der viralen Replikation.
Somit zeigte sich eine direkte Abhdngigkeit der TBP-Relokalisierung von der Ausbildung

viraler DNA-Replikationsdoménen im Zellkern.

1.2.3. Lokalisierung der zellularen RNAP Il und Expression von LEF-4 als
Komponente der viruskodierten RNA-Polymerase in AcMNPV-infizierten
TN-368-Zellen

1.2.3.1. RNAP Il-Lokalisierung wahrend der Baculovirusinfektion

Die baculovirale Transkription in der frithen Infektionsphase wird durch die zelluldre RNA-
Polymerase II (RNAP II) vermittelt (Fuchs et al., 1983; Hoopes and Rohrmann, 1991). Zur
Untersuchung, ob die Lokalisierung von TBP in viralen Replikationszentren (Abb. 14, Abb.
15) eine direkte Verbindung zu der viralen Transkription in diesen Kerndoméinen erkennen
lasst, wurden Lokalisierungsstudien fiir die zellulire RNA-Polymerase II durchgefiihrt. Dazu
wurden TN-368-Zellen mit AcMNPV infiziert und 4, 8, 16 und 24 h p.i. fixiert. Fiir
Kolokalisierungsstudien wurden das anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum und der mono-
klonale RNAP II-Antikorper 7C2, der gegen die C-terminale Doméne der grofiten RNAP I1-
Untereinheit gerichtet ist, eingesetzt. Konfokale Mikroskopaufnahmen zeigten sowohl fiir
TBP als auch fiir die RNAP II eine diffuse bis granuldre Kernfarbung in uninfizierten Zellen
(Abb. 16). 4 h p.i. begannen erste Umstrukturierungen beider Proteine in distinkte nukleédre

Dominen, die bis 8 h p.i. an Groe zunahmen. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde eine
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Kolokalisierung von TBP und der RNAP II durch die Uberlagerung der Signale in den

Kerndomaénen deutlich (Abb. 16).
TBP RNAP Il merge

un

4h p.i.

8 hp.i.

16 h p.i.

24 h p.i.

Abb. 16: Kolokalisierung von TBP und RNAP Il im baculoviralen Infektionsverlauf

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. TBP wurde mit polyklonalem anti-SfTBP SA3889 Kaninchenserum und RNAP II mit monoklonalem
RNAP II-Antikdrper (7C2) (Maus) nachgewiesen. Dabei wurde TBP mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-
Kaninchen IgG (griin) und RNAP II mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Die
Uberlagerung der konfokalen Signale einer Zelle ist dargestellt (merge), wobei gelbe Signale Kolokalisierung
anzeigen.
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In den spiten Phasen der Infektion ab 16 h p.i. fusionierten die TBP-Signale zu einer gro3en
Kerndoméne. Die RNAP II hingegen war in einem diffusen Farbemuster zu beobachten, das
den gesamten Zellkern ausfiillte, und akkumulierte nicht ldnger in bestimmten Kernbereichen.
Somit konnte eine Kolokalisierung von TBP und der RNAP II nur bis 8 h p.i. festgestellt
werden (Abb. 16).

Diese Ergebnisse deuten auf eine virale Transkription durch die RNAP II und TBP in viralen
Replikationszentren in der frithen Infektionsphase hin. Dies korreliert mit fritheren
Untersuchungen, bei denen gezeigt wurde, dass die zellulire RNAP II nur an der frithen
Transkription baculoviraler Faktoren beteiligt ist (Grula et al., 1981; Fuchs et al., 1983; Huh
und Weaver, 1990). In der sehr spéten Infektionsphase wurde eine diffuse Kernlokalisierung
der RNAP II beobachtet, die auf einen Ubergang zur Transkription durch die virusinduzierte
RNA-Polymerase hindeutet.

1.2.3.2. LEF-4-Expression in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Es ist gezeigt worden, dass die spiaten Baculovirusgene und die hyperexprimierten sehr spéten
Gene durch eine a-Amanitin resistente RNA-Polymerase transkribiert werden (Grula et al.,
1981). Diese Polymerase besteht aus einem Komplex von vier viruskodierten Untereinheiten
(Yang et al., 1991; Guarino et al., 1998 a). Die am besten charakterisierte Untereinheit ist der
virale ,late expression factor 4“ (LEF-4). Wenn die viruskodierte RNA-Polymerase die
Transkription ab der spiten Infektionsphase iibernimmt, sollten ihre Untereinheiten, wie u.a.
LEF-4, spit in der Infektion vorhanden sein. Zur Untersuchung dieser Annahme wurden
zundchst Western Blot-Analysen von Proteinextrakten aus AcMNPV-infizierten TN-368-
Zellen durchgefiihrt (Abb. 17). Dabei zeigte sich, dass LEF-4 ab 8 h p.i. detektierbar war. Die
Proteinmenge von LEF-4 nahm in den spiten Phasen der Infektion zu und blieb von 16 bis
72 h p.. anndhernd gleich gro8. Die TBP-Menge in denselben Proteinextrakten ist
vergleichend dargestellt (Abb. 17).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Abnahme von TBP 48 h p.i. nicht mit einer Abnahme der
RNA-Polymerase-Untereinheit LEF-4 korreliert. Kolokalisierungsstudien von TBP und
LEF-4 konnten nicht durchgefiihrt werden, da das polyklonale anti-LEF-4-Kaninchenserum

nur unspezifische Signale in indirekten Immunfluoreszenzexperimenten zeigte.



Ergebnisse 75

kDa un 4 8 16 24 48 72 hpi
100 —
75—

0w D - < Lcr

37—

37—
- SRS e— <TBP

25—

Abb. 17: Expression von LEF-4 in AcCMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Aus 6 x 10° uninfizierten (un) oder AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen wurden 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i.
nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 10 pl Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von LEF-4 erfolgte mit polyklonalem anti-LEF-4 Kaninchen-
serum (oben). Zum Vergleich ist der Nachweis von TBP mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchen-
serum aus denselben Zellextrakten dargestellt (unten). Die Pfeile markieren die spezifischen Proteinsignale.

1.3. Zusammenfassung der Studien Gber TBP und die RNA-Polymerasen

Entgegen der berichteten Expressionsabnahme der meisten zelluldren Gene wéhrend des
baculoviralen Infektionsverlaufs (Carstens et al., 1979; Wood, 1980) zeigten die hier
vorgestellten Studien einen Anstieg der TBP-Expression in AcMNPV-infizierten Insekten-
zellen. In Sf21-Zellen war eine TBP-Zunahme um den Faktor 4 ab 16 h p.i. bis in die sehr
spate Infektionsphase 72 h p.i. zu beobachten. In TN-368-Zellen nahm die Menge an TBP ab
8 h p.i. bis zu einem Signalhdhepunkt bei 16 h p.i. um das 4-fache zu, bevor ab 24 h p.i. eine
leichte und ab 48 h p.i. eine deutliche Abnahme des TBP-Proteins zu verzeichnen war. Die
beobachtete Abnahme von TBP in TN-368-Zellen ab 48 h p.i. korrelierte nicht mit einer
Abnahme der viralen RNA-Polymerase-Untereinheit LEF-4.

Northern Blot-Analysen ergaben, dass die Zunahme des TBP-Proteins in der spédten Phase der
Baculovirusinfektion nicht von einer verstiarkten Transkription des tbp-Gens herriihrt.
Lokalisierungsstudien zeigten ab 4 h p.i. eine TBP-Umstrukturierung von einem granuléren
Féarbemuster im gesamten Zellkern in distinkte Kerndoménen, die zu groBeren Kernstrukturen
in der spéten baculoviralen Infektionsphase fusionierten, so dass TBP ab 16 h p.i. in einer
groBBen Struktur im Zellkern lokalisierte. Dabei kolokalisierte TBP mit und in Abhéingigkeit
von der Entstehung viraler DNA-Replikationszentren. Der Nachweis einer Kolokalisierung
von TBP und der zelluliren RNAP II in viralen Replikationszentren wurde nur bis 8 h p.i.

beobachtet.
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2. Studien zur Stabilitdt von TBP und zum Einfluss der Translations-

hemmung auf die TBP-Lokalisierung

Zur Untersuchung der Rolle der Proteinneusynthese flr die Expression und Lokalisierung von
TBP wéhrend der AcCMNPV-Infektion, wurden Analysen unter Verwendung des Ribosomen-
inhibitors Cycloheximid (CHX) durchgefiihrt. Es wurde die Stabilitit von TBP und
anschlieBend der Einfluss der Translationshemmung auf die TBP-Lokalisierung im

Infektionsverlauf untersucht.

2.1. TBP-Expression in AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen nach Hemmung der

Translation

Zunéchst wurde die Wirksamkeit von CHX auf die Proteinneusynthese getestet, indem die
Expression viraler Proteine nach der Infektion tUberprift wurde. Die erfolgreiche Infektion
zeigte sich durch den Nachweis der Polyederentstehung. Als Anhaltspunkt der zu
verwendenden CHX-Konzentration dienten frilhere Studien, bei denen 1 mg/ml CHX als
ausreichend beschrieben worden ist, um die Translation in Sf21-Zellen zu inhibieren (Krappa
et al., 1995).

Zur Uberpriifung der publizierten CHX-Konzentration wurden fiir die vorliegende Arbeit
Sf21-Zellen und TN-368-Zellen mit AcMNPV infiziert und 8 h p.i. mit 1 mg/ml CHX
behandelt. Bis 72 h p.i. konnten unter CHX-Einfluss keine viralen Einschlusskérper in
Phasenkontrastaufnahmen festgestellt werden, wohingegen in den meisten unbehandelten
Zellen Polyeder im Zellkern nachgewiesen wurden (exemplarisch fir TN-368-Zellen in Abb.
19 A dargestellt). Daher wurde die eingesetzte CHX-Menge als ausreichend betrachtet, um

die Translation zu hemmen.

Um Hinweise auf die Stabilitat des TBP-Proteins zu erhalten, wurden uninfizierte Sf21-Zellen
ohne bzw. mit 1 mg/ml CHX inkubiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden nukleare
Detergenzextrakte hergestellt. Der Vergleich von translationsinhibierten und nicht inhibierten
Zellen zeigte zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied der TBP-Signalintensitat in Western
Blot-Analysen (Abb. 18 A). In AcCMNPV-infizierten Sf21-Zellen war ohne CHX-Behandlung
der deutliche Anstieg der TBP-Proteinmenge zu beobachten (Ergebnisteil 1.1.1., Abb. 18 B
links). Nach der Hemmung der Translation 4 h p.i. konnte in Sf21-Zellen ein stark reduzierter
TBP-Anstieg bis in die sehr spéte Infektionsphase nachgewiesen werden (Abb. 18 B rechts).
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Dieser reduzierte, aber immer noch vorhandene Anstieg der TBP-Proteinmenge koénnte auf
einer nicht vollstandigen Translationsinhibition in Sf21-Zellen beruhen.

Dieses in den uninfizierten Sf21-Zellen erhaltene Ergebnis zeigt an, dass auch bei starker
Hemmung der Proteinneusynthese keine Reduktion der TBP-Proteinmenge nachweisbar ist.
In anderen Experimenten war die TBP-Proteinmenge in uninfizierten Sf21-Zellen auch
96 Stunden nach CHX-Behandlung noch erhalten (Daten nicht gezeigt). Somit scheint das
TBP-Protein ber eine grofle Stabilitit zu verfuigen, da sonst eine Abnahme von TBP nach

drei bis vier Tagen unter CHX-EinfluR zu erwarten wére.

A) uninfizierte Sf21
0 h +CHX
+ + + : - -
kDa 0 24 48 72 24 48 72 h
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Abb. 18: Einfluss der Translationsinhibition auf die TBP-Expression in Sf21-Zellen

A) 2 x 10° uninfizierte Sf21-Zellen wurden mit 1 mg/ml CHX behandelt (+) oder blieben unbehandelt (-). Nach
24, 48 und 72 Stunden wurden nukledre Detergenzextrakte hergestellt. B) 2 x 10° uninfizierte und mit ACMNPV
infizierte Sf21-Zellen wurden 4 h p.i. mit 1 mg/ml CHX behandelt (4) oder blieben unbehandelt (-). Es erfolgte
4,8, 24, 48 und 72 h p.i. die Herstellung von nukleédren Detergenzextrakten. Pro Spur wurden 5 pl Zellextrakt
aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. TBP wurde mit polyklonalem anti-SfTBP
(SA3889) Kaninchenserum (A) oder mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum (B)
nachgewiesen. Die Proteinstandards sind jeweils links angegeben.

2.2. Expression von TBP in AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen nach Inhibition der

Translation

Zur Untersuchung der Wirkung der Translationshemmung in der sehr spédten Phase der
ACMNPV-Infektion in der Zelllinie TN-368, wurden die Zellen ab 8 h p.i. entweder mit
1 mg/ml oder ohne CHX inkubiert. Dabei zeigten 48 h p.i. in Phasenkontrastaufnahmen
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nahezu alle unbehandelten Zellen eine deutliche Polyederbildung (Abb. 19 A). Zum Zeitpunkt
72 h p.i. waren schon einige TN-368-Zellen lysiert und es wurden die ersten Polyeder aus den
Zellen freigesetzt. Die Wirkung von CHX fuhrte dazu, dass bis 72 h p.i. die Bildung viraler
Einschlusskorper komplett inhibiert wurde (Abb. 19 A).

B) CHX C) CHX

- + + + + =
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Abb. 19: TBP-Expression in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen bei Hemmung der Translation 8 h p.i.

A) AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden entweder nicht mit CHX inkubiert oder 8 h p.i. mit 1 mg/ml
CHX (+CHX) behandelt. Es sind Phasenkontrast-Aufnahmen 48 und 72 h p.i. dargestellt. B, C) 6 x 10° TN-368-
Zellen wurden mit AcMNPV infiziert und 8 h p.i. mit 1 mg/ml CHX behandelt (+) oder blieben unbehandelt (-).
Es erfolgte 8, 12, 24, 48 und 72 h p.i. die Herstellung von nukleédren Detergenzextrakten. Pro Spur wurden 10 ul
Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. TBP wurde mit polyklonalem
anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum nachgewiesen. In C) ist eine Redetektion der Membran aus B) mit
polyklonalem anti-1E2 Kaninchenserum gezeigt. Die Proteinstandards sind jeweils links angegeben.

Der Einfluss der Translationsinhibition auf die TBP-Expression auf Proteinebene wurde mit
Hilfe der Western Blot-Technik analysiert. Dazu wurden TN-368-Zellen mit AcCMNPV
infiziert und ab 8 h p.i. in 1 mg/ml CHX-enthaltenden Insektenzellmedium kultiviert. 8, 12,
24, 48 und 72 h p.i. erfolgte die Praparation von nukledren Detergenzextrakten. In
unbehandelten TN-368-Zellen sank ab 48 h p.i. die TBP-Proteinmenge unter die Nachweis-
grenze (Ergebnisteil 1.1.2.). Interessanterweise konnte eine deutliche Verzégerung des TBP-
Abbaus in CHX-behandelten TN-368-Zellen beobachtet werden. In diesen Zellen war bis
72 h p.i. eine deutliche TBP-Bande zu erkennen (Abb. 19 B).

Zum Vergleich wurde die CHX-Wirkung in TN-368-Zellen auf das baculovirale IE2-Protein
untersucht, von dem bekannt ist, dass es nach Zugabe hoher CHX-Konzentrationen verstarkt
nachweisbar ist (Ross und Guarino, 1997). In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
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IE2 in TN-368-Zellen von 2 bis 12 h p.i. deutlich auf Proteinebene detektierbar ist, 16 h p.i.
signifikant an Signalintensitét verliert und 24 h p.i. kaum noch nachzuweisen ist (Murges et
al., 2001). Daher wurde die Nitrozellulosemembran aus Abb. 19 B mit polyklonalem anti-1E2
Kaninchenserum redetektiert. Auch fur 1E2 zeigte sich unter der Wirkung von CHX ein
deutlich verlangsamter Abbau wahrend der spaten Infektionsphase, wodurch IE2 ebenfalls bis
72 h p.i. nachzuweisen war (Abb. 19 C). Dieses Ergebnis korreliert mit friiheren Studien, bei
denen gezeigt werden konnte, dass in Sf21-Zellen unter dem Einfluss von CHX ein
reduzierter IE2-Abbau in der spaten Infektionsphase stattfindet (Krappa et al., 1995).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl der IE2- als auch der TBP-Abbau von der
Synthese anderer Faktoren abhangig sind und somit einem aktiven Abbaumechanismus

unterliegen.

Um Hinweise zu erhalten, zu welchem Zeitpunkt der aktive Abbaumechanismus durch CHX
aufgehoben werden kann, wurde die Proteinsynthese vergleichend zu einem frihen und
spaten Zeitpunkt der AcMNPV-Infektion blockiert. Dazu wurden TN-368-Zellen mit
ACMNPV infiziert und 1 bzw. 12 h p.i. ohne und mit 1 mg/ml CHX behandelt. Wahrend in
unbehandelten Zellen der TBP-Proteinspiegel in Western Blot-Studien nach 24 h p.i. stark
absank, konnte nach der Zugabe von CHX 1 h p.i. eine Stabilisierung von TBP bis 72 h p.i.
nachgewiesen werden (Abb. 20). Erfolgte die Translationsinhibition erst 12 h p.i., war eine

signifikant angestiegene TBP-Menge zu beobachten, die bis 72 h p.i. erhalten blieb (Abb. 20).
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Abb. 20: Analyse der TBP-Expression in AcCMNPV-infizierten TN-368-Zellen bei Hemmung der
Translation zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion

6 x 10° uninfizierte und mit AcMNPV infizierte TN-368-Zellen wurden 1 h p.i. oder 12 h p.i. mit 1 mg/ml CHX

behandelt (1 bzw. 12) oder blieben unbehandelt (-). Es erfolgte 1, 4, 8, 12, 24, 48 und 72 h p.i. die Herstellung

von nukledren Detergenzextrakten. Pro Spur wurden 10 pl TN-368-Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen

SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. TBP wurde mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum

nachgewiesen. Die Proteinstandards sind jeweils links angegeben.
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Dies zeigte einerseits, dass der Anstieg von TBP in der spaten Infektionsphase von einer
Proteinneusynthese wéhrend der Virusinfektion abhangig ist. Andererseits wurde deutlich,
dass eine Translationsinhibiton sowohl zu einem friihen als auch zu einem spaten Infektions-
zeitpunkt den TBP-Abbau in der sehr spaten Phase der Infektion in TN-368-Zellen hemmt.
Somit bestétigt dieses Ergebnis den oben beschriebenen verzdgerten Abbau von TBP unter
Einfluss von CHX und unterstitzt die Vermutung, dass TBP in der sehr spaten Phase der
AcCMNPV-Infektion in TN-368-Zellen in Abhangigkeit von neu synthetisierten Proteinen, und

somit aktiv, abgebaut wird.

2.3. Einfluss der Translationshemmung auf die TBP-Lokalisierung in ACMNPV-
infizierten TN-368-Zellen

TN-368-Zellen wurden mit ACMNPV infiziert und kurz nach der Infektion (1 h p.i.), wahrend
der frihen Phase der Infektion (4 h p.i.) oder beim Einsetzen der spéten Infektionsphase
(7 h pi) mit 1 mg/ml CHX behandelt. Durch Phasenkontrastaufnahmen wurde die
Translationshemmung anhand der Polyederbildung visualisiert. Dabei zeigte sich, dass bis
24 h p.i. keine viralen Einschlusskorper unter CHX-Einfluss gebildet wurden, wohingegen in
den meisten unbehandelten Zellen Polyeder im Zellkern festgestellt wurden (Abb. 21 A).

Unter den gleichen Bedingungen mit 1 mg/ml bzw. ohne CHX wurden Kolokalisierungs-
studien von TBP und BrdU-markierten DNA-Replikationszentren durchgefiihrt (Abb.
21 B, C). Die Zellen wurden 4, 8 und 24 h p.i. fixiert und konfokale mikroskopische
Aufnahmen angefertigt. Unbehandelte TN-368-Zellen zeigten die zuvor in den Ergebnisteilen
1.2.1. und 1.2.2. beschriebene Kolokalisierung von DNA-Replikationszentren und TBP (Abb.
21 B links). Nach Hemmung der Translation durch CHX 1 h p.i. wurde sowohl die
Entstehung der TBP-Kerndomanen, als auch die virale DNA-Synthese komplett blockiert
(Abb. 21 B rechts). Wurde die Translation erst 4 h p.i. inhibiert, so waren sowohl 8 als auch
24 h p.i. distinkte TBP-Kerndoménen zu beobachten, die etwas groRer waren als die
Kernstrukturen 4 h p.i. in unbehandelten Zellen (Abb. 21 C links). 8 h p.i. war noch eine
leichte Farbung der mit TBP kolokalisierenden Replikationszentren auszumachen, die
24 h p.i. aber nicht mehr nachweisbar war (Abb. 21 C links). Dies ist auf die starke Inhibition
der Translation und der damit einhergehenden Blockierung der viralen DNA-Synthese zu
erklaren. Dadurch war in den BrdU-Pulsmarkierungsexperimenten bei Zugabe von BrdU eine
Stunde vor der Zellfixierung 24 h p.i. keine DNA-Neusynthese und damit auch kein Einbau

von BrdU mehr maoglich.
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Abb. 21: Einfluss der Translationsinhibition auf die TBP-Relokalisierung im baculoviralen Infektions-
verlauf (S. 81)

A) AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden 1, 4 oder 7 h p.i. ohne (-CHX) bzw. mit 1 mg/ml des
Translationsinhibitors Cycloheximid (+CHX) behandelt. Es sind Phasenkontrast-Aufnahmen 24 h p.i.
dargestellt. B, C) Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden entweder nicht mit CHX
(B links) oder 1 h p.i. (B rechts), 4 h p.i. (C links) bzw. 7 h p.i. (C rechts) mit 1 mg/ml CHX behandelt. Die
Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung in 2% Paraformaldehyd mit BrdU markiert. Die Fixierung der
Zellen erfolgte 4, 8 und 24 h p.i.. Zum Nachweis von TBP wurden die Zellen mit polyklonalem anti-SfTBP
(SA3889) Kaninchenserum (B) bzw. polyklonalem anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum (C) und zum
Nachweis von BrdU mit monoklonalem BrdU-Antikorper (Maus) inkubiert. TBP wurde mit Alexa Fluor 488-
konjugiertem anti-Kaninchen 1gG (griin) und BrdU mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) in
konfokalen Aufnahmen sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der Signale einer Zelle ist jeweils rechts dargestellt
(merge).

Wurde die Translation erst 7 h p.i. inhibiert, konnten 8 h p.i., wie in unbehandelten TN-368-
Zellen, sowohl eine TBP-Umstrukturierung als auch eine kolokalisierende Replikations-
zentrenbildung nachgewiesen werden (Abb. 21 C rechts). In diesem Fall waren 24 h p.i.
granuléare Farbemuster der TBP- und der BrdU-Farbungen im gesamten Zellkern
auszumachen.

Die hier beschriebenen Inhibitorstudien mit CHX bestdtigen somit die mit dem
Replikationsinhibitor Aphidicolin erzielten Ergebnisse (Ergebnisteil 1.2.2.), wonach die
Relokalisierung von TBP direkt an die Ausbildung von viralen DNA-Replikationszentren

gekoppelt ist, die wiederum von der Synthese friiher viraler Proteine abhéngig ist.
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3. Kolokalisierungsstudien von TBP, IE2 und konjugiertem Ubiquitin
in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass in TN-368-Zellen die Menge des TBP-
Proteins durch einen aktiven Abbaumechanismus in der sehr spédten baculoviralen
Infektionsphase reduziert wird. Ein mdglicher Weg ware die Degradation durch das
Ubiquitin-Proteasom-System. Eine Voraussetzung fur einen Abbau von TBP durch
proteasomale Degradation ist eine Assoziation von TBP mit konjugiertem Ubiquitin. Daher
wurden Kolokalisierungsstudien von TBP mit konjugiertem Ubiquitin durchgefiihrt.

Als Vergleich wurde die Kolokalisierung von konjugiertem Ubiquitin mit dem friihen viralen
IE2-Protein untersucht. Untersuchungen des BmNPV IE2-Proteins haben gezeigt, dass es, wie
andere Mitglieder der Zinkfinger-Proteinfamilie, mit einem ,,RING“-Finger-Motiv als
Ubiquitin-Ligase (E3-Enzym) fungieren kann (Imai et al., 2003). Des Weiteren wurde
beschrieben, dass in der frihen Infektionsphase eine verstarkte Akkumulation von IE2 in
Kerndomaénen vorliegt, wenn die Zellen mit dem Proteasomeninhibitor MG132 inkubiert
werden, oder wenn die E3-Ligase-Aktivitat von IE2 deletiert wird. Somit gibt es Hinweise,
dass IE2 durch den Ubiquitin-Proteasomen-Weg degradiert wird, was durch eine Auto-
Ubiquitinierung gesteuert sein konnte (Imai et al., 2005).

Wir beobachteten, dass ACMNPV IE2 in TN-368-Zellen von 2 bis 8 h p.i. in feinen, hellen
und punktierten Kernstrukturen nachzuweisen ist, wahrend es 16 und 24 h p.i. in
fadenférmige Aggregate umstrukturiert wird, deren Anzahl, im Vergleich zum Auftreten der
zuvor nachweisbaren nukledren Doménen, reduziert ist. Es wurde spekuliert, dass es sich bei
diesen fadenformigen Aggregaten um eine Akkumulation von IE2-Spaltprodukten handeln
kdnnte (Quadt, 2000; Murges et al., 2001). Insgesamt legen diese Erkenntnisse nahe, dass IE2

mit konjugiertem Ubiquitin kolokalisiert.

3.1. Kolokalisierung von IE2 und konjugiertem Ubiquitin in AcMNPV-infizierten
TN-368-Zellen

Zunéchst wurde die Lokalisierung von IE2 und Ubiquitin wahrend der ACMNPV-Infektion
Uberprift. Dazu wurden TN-368-Zellen 2, 4, 8, 16 und 24 h p.i. fixiert und mit polyklonalem
anti-IE2 Kaninchenserum und mit einem monoklonalem Antikdrper inkubiert, der spezifisch

konjugiertes, aber kein freies monomeres Ubiquitin erkennt. In uninfizierten Zellen war
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konjugiertes Ubiquitin hauptséchlich in teilweise groBen Aggregaten im Zytoplasma

nachweisbar (Abb. 22).

IE2 Ubiquitin merge

un

2 h p.i.

4 hp.i.

8 h p.i.

16 h p.i.

24 h p.i.

Abb. 22: Kolokalisierungsstudien von IE2 und konjugiertem Ubiquitin im baculoviralen Infektions-
verlauf
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Abb. 22: Kolokalisierungsstudien von 1E2 und konjugiertem Ubiquitin im baculoviralen Infektions-
verlauf (S. 84)

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden 2, 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. IE2 wurde mit polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum und Ubiquitin mit fiir konjugiertes Ubiquitin
spezifischem monoklonalem Antikdrper (FK2) (Maus) nachgewiesen. Dabei wurde 1E2 mit Alexa Fluor 488-
konjugiertem anti-Kaninchen IgG (grin) und konjugiertes Ubiquitin mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-
Maus IgG (rot) in konfokalen Aufnahmen visualisiert. Die Uberlagerung der Signale einer Zelle ist dargestellt
(merge).

Ab 2 h p.i. fand eine Umstrukturierung von konjugiertem Ubiquitin statt, so dass es zu diesem
sehr frihen Infektionszeitpunkt zumeist in feinen punktierten Strukturen, die im ganzen Kern
verteilt waren, zu finden war (Abb. 22). Diese Strukturen kolokalisierten zum gréRten Teil
mit den punktierten [E2-Strukturen, wobei auch einzelne nicht kolokalisierende
Ubiquitinpunkte vorhanden waren. Ab 4 h p.i. kam es bereits in einem Teil der Zellen zu einer
Konzentration der punktierten 1E2- und Ubiquitin-Strukturen in denselben nukledren
Bereichen, so dass die Mehrzahl der Kerndomdnen beider Proteine weiterhin kolokalisierte.
Es gab aber auch zu diesem Zeitpunkt Domanen, in denen nur Ubiquitin zu finden war. Bis
8 h p.i. akkumulierten IE2 und konjugiertes Ubiquitin, weiterhin groftenteils Kolokalisierung
demonstrierend, in grofier werdenden und an Zahl abnehmenden Kerndoménen (Abb. 22). In
der spaten Phase der Infektion ab 16 h p.i. kam es zu der Umwandlung der punktierten IE2-
Strukturen in fadenférmige nukleédre Bereiche, die bereits beschrieben wurde (Murges et al.,
2001). Konjugiertes Ubiquitin hingegen war nur noch als schwach granuldres Farbemuster
nachweisbar, mit vereinzelten helleren Bereichen im Zytoplasma. Eine Kolokalisierung von
Ubiquitin und den fadenfoérmigen IE2-Strukturen war in der spéten Infektionsphase nicht
mehr auszumachen.

Diese Studien demonstrieren eine Assoziation von IE2-Domanen mit konjugiertem Ubiquitin
in der friihen baculoviralen Infektionsphase. Dies korreliert mit der postulierten Funktion von
IE2 als E3-Ligase und kann somit als immunhistochemische Bestétigung flr die publizierten

in vitro-Studien (Imai et al., 2003) betrachtet werden.

3.2. Kolokalisierungsstudien von TBP und konjugiertem Ubiquitin im AcMNPV-

Infektionsverlauf

Zur Untersuchung, ob TBP und konjugiertes Ubiquitin kolokalisieren, wurden in ACMNPV-
infizierten TN-368-Zellen TBP und konjugiertes Ubiquitin angefarbt (Abb. 23). Die TBP-
Umstrukturierung setzte ab 4 h p.i. ein (s. auch Ergebnisteil 1.2.2.). Dabei zeigten die TBP-
Dominen eine Uberlagerung mit den sich konzentrierenden Ubiquitin-Kernbereichen
(Abb. 23). Nach 8 h p.i. kolokalisierten punktierte Ubiquitin-Strukturen mit gréf3er werdenden
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TBP-Kerndomanen, wobei konjugiertes Ubiquitin auch in anderen Bereichen des Kerns und

als Aggregate im Zytoplasma vorlag.

TBP Ubiquitin

un

2 h p.i.

4h p.i.

8 h p.i.

16 h p.i.

24 h p.i.

Abb. 23: Kolokalisierungsstudien von TBP und konjugiertem Ubiquitin in ACMNPV-infizierten Insekten-
zellen
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Abb. 23: Kolokalisierungsstudien von TBP und konjugiertem Ubiquitin in AcCMNPV-infizierten Insekten-
zellen (S. 86)

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden 2, 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. Zum Nachweis von TBP wurden die Zellen mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum
und zum Nachweis von Ubiquitin mit fur konjugiertes Ubiquitin spezifischem monoklonalem Antikérper (FK2)
(Maus) inkubiert. TBP wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen 1gG (griin) und konjugiertes
Ubiquitin mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus I1gG (rot) sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der
konfokalen Mikroskopsignale einer Zelle ist dargestellt (merge).

Ab der spaten Infektionsphase fusionierten die TBP-Domanen zu einer groRen Kernstruktur,
wahrend konjugiertes Ubiquitin  nur noch schwach granuldar oder in helleren
zytoplasmatischen Bereichen zu sehen war (Abb. 23). Eine Assoziation in den gleichen
Zellbereichen konnte in dieser Phase nicht mehr ausgemacht werden.

TBP kolokalisiert im baculoviralen Infektionsverlauf mit viralen DNA-Replikationszentren
(Ergebnisteile 1.2.1. und 1.2.2.), wobei TBP ein granuldres Farbemuster zeigt. Konjugiertes
Ubiquitin lokalisiert in einem punktierten Muster in den Replikationszentren, weshalb unklar
ist, ob eine direkte Assoziation mit TBP besteht. IE2 liegt ebenfalls in punktierten Strukturen
in Replikationszentren vor (Mainz et al., 2002). Daher resultiert die Kolokalisierung der
Proteine in den Bereichen replizierender viraler DNA moglicherweise auf einer Assoziation
von IE2 und konjugiertem Ubiquitin.

Somit konnte durch diese Lokalisierungsstudien kein direkter Zusammenhang zwischen dem
TBP-Abbau in der sehr spaten Infektionsphase in TN-368-Zellen und dem Ubiquitin-
Proteasomen-Weg aufgezeigt werden.

3.3.  Kolokalisierung von TBP und IE2 in AcCMNPV-infizierten TN-368-Zellen

Um die TBP-Lokalisierung im Zusammenhang zur IE2-Lokalisierung im Infektionsverlauf zu
sehen, wurden Kolokalisierungsstudien fir IE2 und TBP angefertigt. In vorausgehenden
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bestimmte IE2-Domanen mit baculoviralen DNA-
Replikationszentren kolokalisieren sobald virale DNA-Replikation nachweisbar ist (Mainz et
al., 2002). Auch nach den zuvor beschriebenen Lokalisierungsstudien der vorliegenden Arbeit
war zu vermuten, dass TBP und IE2 zumindest in der friihen Infektionsphase in denselben
Kernbereichen zu finden sein sollten. Zum Nachweis von IE2 in den konfokalen Analysen
wurde in diesem Fall ein polyklonales anti-IE2 Mausserum eingesetzt. Beide Proteine zeigten
die in diesem Kapitel zuvor beschriebenen charakteristischen Farbemuster.

Es wurde deutlich, dass fast alle nachweisbaren TBP-Kerndomé&nen 4 h p.i. mit den
punktierten und akkumulierenden IE2-Strukturen kolokalisierten (Abb. 24). Auch 8 h p.i. war

diese Assoziation der sich vergroBernden TBP-Domanen mit den IE2-Kerndomanen
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festzustellen, wobei es vereinzelte feine IE2-Signale gab, die nicht mit TBP kolokalisierten

(Abb. 24).

TBP IE2 merge

un

2 h p.i.

4 h p.i.

8 h p.i.

16 h p.i.

24 h p.i.

Abb. 24: Kolokalisierungsstudien von TBP und IE2 im baculoviralen Infektionsverlauf
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Abb. 24: Kolokalisierungsstudien von TBP und IE2 im baculoviralen Infektionsverlauf (S. 88)

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden 2, 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. TBP wurde mit polyklonalem anti-SfTBP (SA3889) Kaninchenserum und IE2 mit polyklonalem anti-
IE2-Mausserum nachgewiesen. Dabei wurde TBP mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen 1gG (griin)
und IE2 mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus 1gG (rot) visualisiert. Die Uberlagerung der Signale einer
Zelle in konfokalen Mikroskopaufnahmen ist dargestellt (merge).

In der spaten Infektionsphase ab 16 h p.i. waren die langen fadenfoérmigen IE2-Strukturen im
gesamten Kern verteilt nachzuweisen und zeigten nicht langer eine Assoziation mit der
grofRen TBP-Kerndomane (Abb. 24).

Somit konnte gezeigt werden, dass in der frihen Phase der AcMNPV-Infektion eine
Kolokalisierung der TBP-Domdanen mit den punktierten [E2-Strukturen besteht. Die
Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die Assoziation von Ubiquitin mit TBP-
Strukturen auf die Kolokalisierung von IE2 und konjugiertem Ubiquitin in gemeinsamen
Domaénen zuriickzufuhren ist. Aufgrund dieser Lokalisierungsstudien kann allerdings eine
proteasomale Degradation von TBP auch wahrend der spédten Virusinfektion in TN-368-

Zellen nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

3.4.  Analysen des Einflusses viralen Ubiquitins auf die Lokalisierung von IE2 und

konjugiertem Ubiquitin im AcMNPV-Infektionsverlauf

ACMNPV kodiert fur ein modifiziertes Ubiquitin, von dem gezeigt wurde, dass es nicht in der
Lage ist, Polyubiquitinierungen an potentiell abzubauenden Proteinen einzugehen (Guarino,
1990; Haas et al., 1996). Uber die Funktion des viralen Ubiquitins fiir die baculovirale
Infektion wurde vermutet, dass es als Kettenterminator fungieren kdnnte (Haas et al., 1996).
Auf diese Weise kdnnten Proteine fir das zelluldare Degradationssystem unkenntlich gemacht
werden. Es ware denkbar, dass auch TBP durch das virale Ubiquitin wéhrend der spéten
Infektionsphase stabilisiert wird, und dadurch in TN-368-Zellen zumindest bis 24 h p.i. einen
Proteinanstieg zeigt.

Um zu untersuchen, ob virales Ubiquitin einen stabilisierenden Einfluss auf TBP austbt,
wurden Studien mit AcCMNPV-Mutanten durchgefihrt, die Mutationen im v-ubi-Gen
enthalten. Im einen Fall liegt eine Leserasterverschiebung (,,frame shift“ = v-ubi FS) im
v-ubi-Gen vor (Reilly und Guarino, 1996), im anderen Fall eine Substitution der drei
C-terminalen Codons (v-ubi RGG), die jeweils fir die Aminosdure Alanin kodieren. In beiden
Fallen sollte das virale Ubiquitin seine Funktion im Ubiquitin-Proteasom-System verloren
haben (personliche Mitteilung von L. Guarino). Expressionsanalysen zeigten allerdings
keinen Einfluss der v-ubi-Mutationen auf die Expression von TBP in der spaten
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Infektionsphase (VoR, 2003; Gunther, 2005). Es wurde aullerdem keine Veranderung der IE2-
Expression festgestellt (Glnther, 2005).

Um eine mogliche Wirkung der v-ubi-Mutanten auf die Lokalisierung von konjugiertem
Ubiquitin und IE2 zu untersuchen, wurden Kolokalisierungsstudien durchgefuhrt. Dazu
wurden TN-368-Zellen mit Wildtyp (wt) AcMNPV oder mit den AcMNPV-Mutanten
v-ubi FS oder v-ubi RGG infiziert und 4, 8, 16 oder 24 h p.i. fixiert. In der frihen
Infektionsphase bis 8 h p.i. waren weder flr die 1E2-Verteilung noch fur die Lokalisierung
von konjugiertem Ubiquitin Unterschiede zwischen der wt AcMNPV-Infektion und der
Infektion mit den AcCMNPV-Mutanten auszumachen (Abb. 25). Das konjugierte Ubiquitin
zeigte auch in der spéteren Phase der Infektion keine nennenswerten Unterschiede zwischen
den drei verschiedenen AcCMNPV-Infektionen. Interessanterweise war aber die
Umstrukturierung von IE2 in die langen fadenformigen Strukturen bei den v-ubi ACMNPV-
Mutanten weniger stark ausgeprégt. In diesen Féllen waren vielmehr ab 16 h p.i. stark

verkirzte Formen der sonst langen und fadigen Kernstrukturen zu beobachten (Abb. 25).

Diese Ergebnisse zeigten, dass das viruskodierte Ubiquitin eine Rolle bei der Entstehung der
fadenformigen 1E2-Strukturen in der spaten baculoviralen Infektionsphase zu spielen scheint.
Es war kein Einfluss auf die Verteilung von konjugiertem Ubiquitin und der IE2-
Lokalisierung in der friihen Phase der Infektion auszumachen. Aufgrund der fehlenden
Hinweise auf eine TBP-Stabilitatsanderung in den vorhergehenden Expressionsstudien unter
Verwendung der v-ubi AcMNPV-Mutanten (VoB, 2003; Gunther, 2005), wurden keine
weiterflihrenden Lokalisierungsstudien mit Hilfe der v-ubi AcMNPV-Mutanten fir TBP

vorgenommen.

Abb. 25: Kolokalisierungsstudien von IE2 und konjugiertem Ubiquitin in v-ubi ACMNPV-infizierten
Insektenzellen (S. 91)

TN-368-Zellen wurden mit Wildtyp ACMNPV (wt) (A), v-ubi FS AcMNPV (B) oder v-ubi RGG AcCMNPV (C)
infiziert und 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis von IE2 wurden die Zellen mit
polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum und zum Nachweis von Ubiquitin mit dem monoklonalen Antikérper
FK2 (Maus) inkubiert. 1E2 wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen 1gG (grin) und
konjugiertes Ubiquitin mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus 1gG (rot) sichtbar gemacht. Die Uber-
lagerung der Signale einer Zelle in konfokalen Aufnahmen ist jeweils dargestellt (merge).



Ergebnisse

91

A)

B)

v-ubi FS

C)

v-ubi RGG

IE2

Ubiquitin

IE2

Ubiquitin

IE2

Ubiquitin

Abb. 25: Kolokalisierungsstudien von IE2 und konjugiertem Ubiquitin in v-ubi ACMNPV-infizierten
Insektenzellen
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4. RNA-Interferenzstudien tUber TBP, IE2, DBP und LEF-4 wahrend

der Baculovirusinfektion

Um die Bedeutung des TBP-Anstiegs in der spiten Phase der Baculovirusinfektion zu
verstehen, sollte untersucht werden, welche Auswirkungen eine experimentell erzielte
Reduktion der TBP-Proteinmenge auf die AcMNPV-Infektion hat. Wenn TBP ein
entscheidender Faktor fiir die Hyperexpression der sehr spédten viralen Proteine P10 und
Polyhedrin ist, miisste eine Inhibition von TBP in der spiten Infektionsphase eine verringerte
Entstehung viraler Einschlusskorper zur Folge haben. Da TBP als an der zelluldren und der
frithen Baculovirusinfektion beteiligter Transkriptionsfaktor angesehen wird, sollten Studien
durchgefiihrt werden, in denen zu einem bestimmten, wihlbaren Zeitpunkt die TBP-Protein-
menge reduziert werden kann. Dazu wurde die RNA-Interferenztechnik (RNA1) gewihlt, die
in Sf21-Zellen als effizient fiir die Funktionsuntersuchung baculoviraler Faktoren beschrieben
wurde (Means et al., 2003; Valdes et al., 2003).

Die Untersuchungen der TBP-Stabilitdt in Sf21-Zellen in vorhergehenden Studien ergab, dass
das TBP-Protein auch nach Hemmung der Translation fiir mindestens drei bis vier Tage stabil
ist (Ergebnisteil 2.1.). Daher stellte sich die Frage, ob durch die Verwendung der RNAi-
Methode, bei der es zu einer spezifischen Degradation von mRNA eines bestimmten Faktors
kommt, ein Einfluss auf die Menge eines stabilen zelluldren Proteins sichtbar werden wiirde.
Andererseits wird TBP im Allgemeinen als ein essentieller Faktor der zelluldren Transkription
angesehen. Falls es gelingen sollte die TBP-Proteinmenge trotz der Stabilitét des Proteins zu
reduzieren, blieb zu kldren, ob weitere Analysen in den dann unter Umsténden absterbenden
Zellen durchgefiihrt werden konnten. Somit war zu erwarten, dass sich die Reduktion des
zelluldren TBP-Proteins auf vielféltige Weise als komplexe Situation darstellen wiirde.

Als Vergleich sollten daher RNAi-Studien fiir virale Faktoren durchgefiihrt werden, von
denen teilweise bekannt ist, wie essentiell sie fiir die virale Infektion sind (Kool et al., 1994;
Okano et al., 1999). Zum einen sollte dadurch die RNAi-Methode in Insektenzellen etabliert
werden, zum anderen war es das Ziel weitere Hinweise auf die Funktionen der untersuchten
AcMNPV-Faktoren fiir den viralen Infektionsverlauf zu gewinnen.

Es wurden RNAi-Untersuchungen fiir virale Faktoren angefertigt, die an der Transkription
bzw. an der Replikation der viralen DNA beteiligt sind. Zum einen wurde IE2 als
mutmalliche E3-Ligase, viraler Transaktivator und mit TBP kolokalisierendes Protein durch
die RNA-Interferenztechnik analysiert. Zum anderen wurden Untersuchungen zum DNA-

bindenden = AcMNPV  DBP-Protein  angestellt, das wie TBP in viralen
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DNA-Replikationszentren zu finden ist, dessen genaue Funktionen fiir die Virusinfektion aber
bisher noch weitgehend unklar sind. Von besonderem Interesse war dariiber hinaus die
Untersuchung der Reduktion einer Komponente der viruskodierten RNA-Polymerase, welche
die spiate Baculovirustranskription steuert. Sollte der starke TBP-Anstieg in der spiten
Infektionsphase eine Rolle bei der Transkription spiter bzw. sehr spiter viraler Faktoren
spielen, und sollte eine Reduktion von TBP in der spiten Infektionsphase in den TBP-RNAI-
Ansidtzen gelingen, dann konnte die Expressionsinhibition einer viralen RNA-Polymerase-
untereinheit interessante Vergleichsmoglichkeiten fiir den Einfluss auf die spéte Virus-
infektion bieten. Als Komponente der viralen RNA-Polymerase wurde LEF-4 gewihlt, dessen
essentielle Funktion fiir die Virusinfektion bisher angenommen wird, aber experimentell noch

nicht nachgewiesen wurde.

4.1. Etablierung der RNA-Interferenztechnik

Ein deutlicher Anstieg von TBP war wéhrend der AcMNPV-Infektion sowohl in der
Insektenzelllinie TN-368 als auch in Sf21-Zellen zu beobachten (Ergebnisteil 1). In Sf21-
Zellen konnte die groBe TBP-Proteinmenge bis zur sehr spéten Infektionsphase beobachtet
werden. Dariiber hinaus waren Sf21-Zellen mit einer viel hoheren Effizienz durch die
Calcium-Prézipitat-Transfektionsmethode transfizierbar als TN-368-Zellen (Abb. 8), weshalb
alle RNA-Interferenzstudien in der Zelllinie Sf21 durchgefiihrt wurden.

4.1.1. Funktionsnachweis der RNAi-Methode in Sf21-Zellen

Zundchst wurde die Funktionalitdt der RNA-Interferenztechnik anhand von Kotransfektionen
der Plasmid-DNA pIEl-hr5-eGFP und von dsRNA, welche die Degradation von eGFP
auslosen sollte (dASRNA GFP), untersucht. Die dSRNA GFP bestand aus der Sequenz von 600
nt des eGFP-Gens. Nach Transfektion des Plasmids pIE1-hr5-eGFP alleine zeigten ca. 50 bis
60% der Sf21-Zellen griine Signale im UV-Licht. Nach Kotransfektion der dsSRNA GFP
wurde die Expression von eGFP nahezu vollstindig inhibiert (Abb. 26 A).

Zur Kontrolle der Wirksamkeit der Methode in AcMNPV-infizierten Zellen und zur
Uberpriifung der Spezifitit der Expressionsinhibition eines Proteins nur durch eine bestimmte
dsRNA, wurden Sf21-Zellen mit dem rekombinanten Baculovirus AcMNPV-CMVeGFP
(Ac-CMVeGFP) infiziert. Bei dieser Virusmutante liegt die polyhedrin-Genregion deletiert

vor und wurde durch die Insertion einer CMV-Promotor eGFP-Genkassette ersetzt
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(personliche Mitteilung von J. Vlak, Wageningen, Niederlande). Uninfizierte Zellen zeigten
keine griine Zellfirbung (Abb. 26 B c). Die meisten infizierten Zellen leuchteten 24 h p.i.
griin (Abb. 26 B a). 1 h p.i. wurden die Zellen durch die Calcium-Prézipitat-Transfektions-
methode transfiziert. Infizierte Kontrollzellen, die nur mit den Puffern behandelt wurden,
zeigten wie untransfizierte Zellen die eGFP-Expression der Virusmutante (Abb. 26 B b).
Wurden die Zellen dagegen mit dsSRNA GFP transfiziert, war 24 h p.i. die Expression von
eGFP anndhernd komplett inhibiert (Abb. 26 B d). Die Transfektion von dsRNA IE2 oder von
unterschiedlichen Mengen von dsRNA TBP fiihrte zu keiner Reduktion der eGFP-Expression
(Abb. 26 B e-g).

A)
Sf21
plE1-hr5-eGFP | plE1-hr5-eGFP + dsRNA GFP

uv = Phasenkontrast uv Phasenkontrast

Ac-CMVeGFP untransfiziert| Ac-CMVeGFP keine dsRNA |uninfiziert untransfiziert

Ac-CMVeGFP 5 pg dsRNA GFP | Ac-CMVeGFP 2 pg dsRNA IE2 |Ac-CMVeGFP 2 ug dsRNA TBP| Ac-CMVeGFP 25 pg dsRNA TBP

Abb. 26: Funktionsnachweis der RNAi-Methode in Sf21-Zellen und Spezifitatskontrollen von dsRNAs

A) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 10 pg der Plasmid-DNA plIE1-hr5-eGFP transfiziert oder mit 10 pg
plE1-hr5-eGFP und 5 pg dsRNA GFP kotransfiziert. Phasenkontrast- und UV-Licht-Aufnahmen wurden
24 h p.t. aufgenommen. B) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit dem rekombinanten Virus AcMNPV-CMVeGFP
infiziert. Uninfizierte (C) und infizierte (a,b,d-g) Zellen wurden 1 h p.i. nur mit dem Transfektionspuffersystem
ohne dsRNA behandelt (b) oder wurden mit 5 pg dsRNA GFP (d), 2 ug dsRNA IE2 (e), 2 ug dsRNA TBP ()
oder 25 pg dsRNA TBP (g) transfiziert. Fiir untransfizierte Zellen erfolgte weder eine Verwendung von dsRNA
noch vom Transfektionspuffersystem (a,c). UV-Licht-Aufnahmen wurden 24 h p.t. angefertigt.
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Dies bedeutet, dass die Expression eines viruskodierten Proteins durch die RNAi-Methode
spezifisch inhibiert werden konnte. Damit wurde gezeigt, dass in Sf21-Zellen durch RNA1
eine wirkungsvolle Technik zur Reduktion der Expression von ausgesuchten Faktoren zur

Verfiigung steht.

Ein Problem bei der Untersuchung von Faktoren durch die RNA-Interferenz ist, dass nicht
alle Zellen mit der dsRNA transfiziert werden konnen. Dadurch wird der RNAi-Effekt durch
die nicht-transfizierten Zellen iiberlagert. Anhand von Transfektionen mit der Plasmid-DNA
pIE1-hr5-eGFP wurde ersichtlich, dass durch die verwendete Calcium-Prézipitat-
Transfektionsmethode in Sf21-Zellen eine Transfektionseffizienz von mindestens 50 bis 60%
erreicht wurde (Abb. 26 A). Dies bedeutet, dass bei Transfektion von dsRNA in einem
Grofteil der Zellen eine Inhibition der Expression des entsprechenden Faktors stattfinden
sollte. Die Transfektionseffizienz der dsSRNAs konnte nicht genau bestimmt werden. Eine
Moglichkeit zum Nachweis der erfolgten Transfektion wire die Kotransfektion der Plasmid-
DNA plIE1-hr5-eGFP mit den dsRNAs. Auf diese Weise hitte theoretisch anhand der GFP-
Expression die Transfektionseffizienz im jeweiligen Experiment abgeschitzt werden konnen.
Es stellte sich jedoch heraus, dass durch die Kotransfektion von beliebiger dsRNA die
Transfektion der Plasmid-DNA plE1-hr5-eGFP entweder inhibiert wurde, oder die
Expression von GFP unterdriickt wurde, so dass nur wenige griin leuchtende Zellen
nachzuweisen waren (Daten nicht gezeigt). Der Funktionsnachweis der RNAi-Methode
zeigte, dass die GFP-Expression der Virusmutante Ac-CMVeGFP nur spezifisch durch die
dsRNA eGFP inhibiert wurde (Abb. 26 B). Dies legte nahe, dass die Blockierung der GFP-
Expression in Kotransfektionsexperimenten auf einer Inhibition der Transfektion der Plasmid-

DNA durch die kotransfizierten dsRNAs beruhte.

4.1.2. Etablierung der optimalen Bedingungen fuir die RNAi-Methode

Um die optimalen Bedingungen fiir die RNAi-Methode und damit die effektivsten
Inhibitionen der Proteinsynthese festzulegen, wurden verschiedene Zeitpunkte der dsRNA-
Transfektion im Verhéltnis zur Infektion der Zellen mit ACMNPV ausgetestet. Dies wurde mit
Hilfe von dsRNA IE2 durchgefiihrt, die aus 567 nt der N-terminalen Region des AcMNPV
IE2-Gens bestand. Zunéchst wurde gepriift, ob die Expression des IE2-Proteins durch diese
dsRNA inhibiert werden kann, und dariiber hinaus wurde getestet, ob eine Infektion der

Zellen der dsRNA-Transfektion vorausgehen sollte oder umgekehrt. Dazu wurden
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Sf21-Zellen mit AcMNPYV infiziert und 1 h p.i. mit dSSRNA GFP oder mit zwei verschiedenen
Mengen von dsRNA IE2 transfiziert oder blieben zur Kontrolle untransfiziert. Als Vergleich
wurden die Sf21-Zellen zuerst transfiziert und 4 h p.t. mit AcCMNPV infiziert. Jeweils 5 h p.i.
erfolgten die Proteinextraktpréparationen. Die anschlieBenden Expressionsanalysen ergaben
eine Reduktion des IE2-Proteins in allen Transfektionsansitzen, wobei die dsRNA IE2-
behandelten Zellen die schwichsten IE2-Signale und damit die stirkste Inhibition durch die
RNAI zeigten (Abb. 27 A). Dass auch die dsSRNA GFP-transfizierten Zellen eine geringere
IE2-Proteinmenge im Vergleich zu den untransfizierten Zellen aufwiesen, ist dadurch zu
erkldren, dass die untransfizierten Zellen weniger gestresst waren als die mit der RNAI-
Methode behandelten Zellen, und ihre Zelldichte dadurch zum Zeitpunkt der Protein-
extraktherstellung hoher war. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass dsSRNA GFP einen
Einfluss auf die IE2-Expression hatte. Uninfizierte Kontrollzellen zeigten wie erwartet kein
IE2-Signal. Es wurde deutlich, dass die effektivste Blockierung der IE2-Proteinsynthese
erzielt werden konnte, wenn die Zellen nach der Transfektion infiziert wurden. Die
Transfektion von 2 pg dsRNA IE2 war am wirkungsvollsten. Durch Redetektion der
Membranen mit anti-SfTBP Antiserum wurden anndhernd gleiche TBP-Proteinmengen
nachgewiesen (Abb. 27 A). Dies verdeutlichte, dass es sich um eine spezifische IE2-
Reduktion durch die dsRNA IE2 handelte.

Um der Frage nachzugehen, ob die Wirkung der transfizierten dsSRNA IE2 zeitlich begrenzt
ist, wurden Sf21-Zellen wie oben beschrieben transfiziert und vergleichend 4 und 24 h p.t. mit
AcMNPYV infiziert. Es stellte sich heraus, dass die Blockierung der IE2-Proteinsynthese durch
dsRNA IE2 in beiden Fillen gleich gut erfolgte (Abb 27 B). Dies ldsst auf eine Stabilitit und
Funktionalitit der dSRNA IE2 fiir mindestens 24 Stunden schlief3en.

Damit zeigte sich, dass die RNAi-Methode unter den getesteten Bedingungen geeignet ist die
mRNA eines bestimmten viralen Faktors zu degradieren und dadurch seine Expression
spezifisch zu inhibieren. Die Beobachtung, dass die auf die Transfektion folgende Infektion
der Zellen die wirkungsvollere RNAi-Bedingung darstellt, bietet den Vorteil, dass in
Zeitverlaufsexperimenten der Virusinfektion optional auch nach kurzer Infektionszeit
Proteinextrakte hergestellt werden kdnnen. Somit wurden alle weiteren RNAi-Experimente so

durchgefiihrt, dass die Transfektion der Sf21-Zellen ihrer Infektion vorausging.



Ergebnisse 97

A)
1. Infektion 1. Transfektion
2. 1 h p.i. Transfektion 2. 4 h p.t. Infektion
un 5 5 5 5 un 5 5 5 5 hp..
1ug 2pg 1pg 1ug 2pg 1pg
- IE2 IE2 GFP - - IE2 IE2 GFP - dsRNA
kDa kDa
150 — 150 —
100 — 100 —
75 — 75—
- e o G < E2 I — - W <E2
37 — — — — w— < TBP ST . . — w— W= TEP
25 — 25
20 — 20 —
B)
1. Transfektion 1. Transfektion
2. 24 h p.t. Infektion 2. 4 h p.t. Infektion
un 4 4 4 4 un 4 4 4 4 h p.i.
1pg 2pg 1pg 1pg 2pg 1ug
- IE2 IE2 GFP - - IE2 IE2 GFP - dsRNA
kDa kDa
150 — 150 —
100 — 100 —
75 — : 75—
50 — - |e <2 0 -8 -
: 37—
37 —
25 — 25
20 — 20 —

Abb. 27: Etablierung der RNAIi-Methode mit dsRNA IE2 in ACMNPV-infizierten Sf21-Zellen

A) 1 x 10° uninfizierte (un) und AcMNPV-infizierte Sf21-Zellen wurden 1 h p.i. mit 1 pg dsRNA GFP, 1 pg
dsRNA IE2 oder 2 pg dsRNA IE2 transfiziert oder blieben untransfiziert (-) (links). Zum Vergleich wurden
untransfizierte (-) und mit 1 pug dsSRNA GFP, 1 pg dsRNA IE2 oder 2 ug dsRNA IE2-transfizierte Sf21-Zellen
4 h p.t. mit AcMNPV infiziert oder blieben uninfiziert (un) (rechts). 5 h p.i. wurden jeweils nukledre
Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 ul Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von IE2 erfolgte durch Western Blot-Analysen mit polyklonalem
anti-IE2 Kaninchenserum und der von TBP durch Redetektion der Membranen mit polyklonalem anti-TBP
(SA3889) Kaninchenserum. B) 1 x 10° untransfizierte (-) und mit 1 pg dsSRNA GFP, 1 pg dsRNA IE2 oder 2 ug
dsRNA IE2 transfizierte Sf21-Zellen wurden 24 h p.t. (links) oder 4 h p.t. (rechts) mit AcCMNPYV infiziert oder
blieben uninfiziert (un). 4 h p.i. wurden jeweils nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 pl
Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von 1E2 erfolgte
mit polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum. Die Proteinstandards sind jeweils links aufgefiihrt.
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4.2.  Funktionelle Untersuchungen zu IE2 durch RNAI wahrend der Baculovirus-

infektion

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von IE2 in der Baculovirusinfektion, wurden
funktionelle Untersuchungen mittels RNAi im AcMNPV-Infektionsverlauf durchgefiihrt.
Nach Herstellung weiterer dSRNAs IE2 zeigte sich in Titrierungsversuchen, dass der Einsatz
von ca. 20 pg dsRNA IE2 die hochste Effizienz fiir die Reduktion der IE2-Proteinsynthese
erbrachte (Daten nicht gezeigt). Daher wurden RNAi-Analysen wéhrend des baculoviralen
Infektionszyklus unter Verwendung von 20 pg dsRNA IE2 durchgefiihrt. Sf21-Zellen wurden
mit dsSRNA IE2 als Doppelansatz bzw. als Kontrolle mit 5 pg dsRNA GFP, die fiir die
Blockierung der eGFP-Expression als ausreichend beschrieben worden sind (Ergebnisteil
4.1.1.), transfiziert oder blieben untransfiziert. 20 h p.t. erfolgte die AcMNPV-Infektion der
Zellen, worauthin 4, 8, 16 und 24 h p.i. Proteinextrakte hergestellt wurden.

Es war eine Reduktion des IE2-Proteins wihrend der frithen Infektionsphase 4 und 8 h p.i.
nach Transfektion von dsRNA IE2 zu erkennen (Abb. 28 A). Dabei traten zwischen den
beiden Doppelansétzen z.T. Schwankungen in der Effizienz der Proteinreduktion auf, wie bei
den Transfektionsanséitzen der dSRNA IE2 a und b 8 h p.i. in Abb. 28 A zu sehen ist. Diese
Schwankungen lassen sich darauf zuriickfiihren, dass die Transfektionseffizienzen der
dsRNAs in den verschiedenen Transfektionsansitzen variiert haben konnten, und dass durch
die verwendete Transfektionsmethode die Zellen in den verschiedenen Gewebekulturplatten
etwas unterschiedlichem Stress ausgesetzt wurden, wodurch die Zellzahl leicht variiert haben
konnte. Bei der Analyse der Proteinmengen wurden gleiche Volumina der Proteinextrakte pro
Spur der Proteingele aufgetragen, da aufgrund der Hyperexpression der sehr spiten
baculoviralen Proteine die Auftragung gleicher Proteinmengen das Ergebnis fiir andere
Proteine in den Expressionsstudien verfalscht hitte (s. Methodenteil 8.3.). Dennoch war auch
8 h p.1. eine signifikante Reduktion der IE2-Proteinsynthese in beiden Ansédtzen zu erkennen.
Ab 16 h p.i. nahm die IE2-Proteinmenge generell deutlich ab.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass die IE2-Proteinsynthese im Infektionszyklus durch die
RNAi-Technik reduziert werden kann. Die RNAi-Studien wurden mehrmals unter dhnlichen
Bedingungen wiederholt, wobei leichte Variationen der IE2-Proteinmengen zu verzeichnen
waren, jedoch eine Abnahme der IE2-Proteinmenge nach Transfektion von dsRNA IE2
jeweils deutlich zu erkennen war.

Um die Auswirkungen von fehlendem IE2-Protein auf andere virale Faktoren und auf TBP zu

untersuchen, wurden weitere Expressionsanalysen durchgefiihrt. Alle in Abb. 28 B-H



Ergebnisse 99

gezeigten Western Blot-Analysen stammten aus demselben RNAi-Experiment, welches fiir
Abb. 28 A beschrieben wurde. Die nachgewiesenen Signale der Proteine entsprachen jeweils
ihren berechneten Molekulargewichten.

Die Expression des am besten untersuchten baculoviralen Transaktivators IE1, der wie IE2 zu
den sehr friith exprimierten Faktoren gehort, wurde durch die IE2-Proteinreduktion nicht
nachweisbar beeinflusst (Abb. 28 B). Dass das IEIl-Protein v.a. spit in der Infektion
nachzuweisen ist, wurde auch in friiheren Arbeiten beschrieben (Kremer und Knebel-
Morsdorf, 1998). Auch fiir das ebenfalls sehr friith gebildete PE38-Protein konnte auf Protein-
ebene keine Verdnderung durch reduziertes IE2 gezeigt werden (Abb. 28 E). Friih exprimierte
Virusfaktoren, wie das als essentiell fiir die Replikation geltende LEF-3-Protein oder das
DBP-Protein, konnten ab 8 bzw. 16 h p.i. detektiert werden (Abb. 28 C). Dabei zeigten sich
zwar leichte Schwankungen in ihrer Proteinmenge, aber generell war keine Zu- oder
Abnahme der beiden Proteine in dsRNA IE2-transfizierten Zellen im Vergleich zu Zellen
festzustellen, die mit dSRNA GFP behandelt worden waren. Die virale RNA-Polymerase-
Komponente LEF-4 zdhlt ebenfalls zu den friih exprimierten Faktoren, wobei auch das
LEF-4-Protein hauptsdchlich spét in der Infektion zu detektieren ist. Auch die Menge an
LEF-4-Protein blieb durch die friihe IE2-Reduktion unverdndert (Abb. 28 F). Um einen
moglichen Einfluss der IE2-Abnahme auf die TBP-Proteinmenge zu iiberpriifen, wurden die
beiden Proteine zusammen auf derselben Membran nachgewiesen. Dabei wurde wiederum die
IE2-Blockierung durch die dsRNA IE2 deutlich, jedoch blieb sowohl die Menge des TBP-
Proteins in der frilhen Infektionsphase als auch der TBP-Anstieg in den spiten
Infektionsphasen durch die dSRNA IE2 unverindert (Abb. 28 D). Als virale Strukturproteine
wurden das auf der BV-Membran lokalisierte Glykoprotein GP64 und das Viruskapsidprotein
P39 untersucht. GP64 besitzt einen frith sowie einen spit aktiven Promotor (Blissard und
Rohrmann, 1989), wihrend P39 ausschlieBlich spdt im Infektionszyklus exprimiert wird
(Pearson et al., 1988; Blissard et al., 1989). Auf beide Strukturproteine konnte keine
Auswirkung der [E2-Reduktion beobachtet werden (Abb. 28 G, H).
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Abb. 28: Reduktion von IE2 durch RNAI im baculoviralen Infektionsverlauf

1 x 10° untransfizierte (-) und mit 20 pg dsRNA IE2 oder 5 ug dsRNA GFP transfizierte Sf21-Zellen wurden
20 h p.t. mit AcMNPYV infiziert. Die Transfektion mit dSRNA IE2 erfolgte jeweils als Doppelansatz (a und b).
4, 8, 16 und 24 h p.i. wurden Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden jeweils 5 ul Zellextrakt aufgetragen
und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. IE2 wurde mit polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum
(A, D), IE1 mit polyklonalem anti-IE1 Kaninchenserum (B), LEF-3 mit polyklonalem anti-LEF-3
Kaninchenserum (C), DBP mit polyklonalem anti-DBP Kaninchenserum (C), TBP mit polyklonalem anti-TBP
(SA3890) Kaninchenserum (D), PE38 mit polyklonalem anti-PE38 Kaninchenserum (E), LEF-4 mit
polyklonalem anti-LEF-4 Kaninchenserum (F), GP64 mit monoklonalem GP64-Antikorper (AcV5 aus Maus)
(G) und P39 mit monoklonalem P39-Antikorper (P10C6 aus Maus) (H) nachgewiesen. Die Inkubation der
Membranen mit den gegen LEF-3 und DBP (C) bzw. gegen IE2 und TBP (D) gerichteten Antikorpern erfolgte
jeweils gleichzeitig. Der Nachweis fuir [E2, IE1, LEF-3, DBP, TBP, PE38, LEF-4 und P39 wurde in nukleédren
Extraktfraktionen und der Nachweis von GP64 in zytoplasmatischen Extraktfraktionen durchgefiihrt. Die Pfeile
markieren die spezifischen Proteinsignale. Die Proteinstandards sind jeweils links aufgefiihrt.
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In den gezeigten Studien scheint die Menge des IE2-Proteins nicht essentiell fiir die
Expression der untersuchten Proteine zu sein. Weder konnte durch dsRNA IE2 ein Einfluss
auf den TBP-Anstieg noch auf sehr frith, friih oder spit exprimierte virale Proteine
nachgewiesen werden. Auch die Virusproduktion wurde durch eine Reduktion der IE2-
Proteinsynthese nicht beeinflusst, welches durch die P39-Expression (Abb. 28 H) und durch
die gleiche Menge von Viruspolyeder-bildenden Zellen in dsSRNA IE2- und in dsSRNA GFP-

transfizierten Zellen beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt).

4.3.  Funktionsanalyse von AcCMNPV DBP durch RNA-Interferenzstudien

Zur Vorbereitung von RNAi-Studien iiber das zelluldire TBP-Protein wurden vergleichende
RNAi-Analysen des viralen Faktors AcMNPV DBP durchgefiihrt.

Das DNA-Binde-Protein DBP konnte in Lokalisierungsstudien in baculoviralen Replikations-
zentren nachgewiesen werden, weshalb vermutet wird, dass es regulatorische Funktionen bei
der Replikation des viralen Genoms ausiiben konnte (Okano et al., 1999; Mainz et al., 2002).
Des Weiteren konnten wir zeigen, dass AcCMNPV DBP mit akkumulierenden IE2-Strukturen
in DNA-Replikationszentren kolokalisiert (Mainz et al., 2002). Auller dass es bevorzugt an
einzelstrangige DNA bindet und in in vitro-Analysen partielle DNA-Duplexe entwinden kann

(Okano et al., 1999), ist liber die genauen Funktionen von DBP bisher wenig bekannt.

4.3.1. Optimierung der Bedingungen fiir RNAI-Studien tber AcCMNPV DBP

Zur Herstellung von doppelstrangiger RNA fiir die Degradation der DBP-mRNA wurde
einerseits eine 609 nt lange Region der N-terminalen Region und andererseits ein 593 nt
langes Fragment des C-Terminus des DBP-Gens ausgewihlt. Die synthetisierten dsRNAs
DBP wurden in Titrierungsversuchen ausgetestet. Dazu wurden jeweils die Wirkungen von
0,5, 2, 5 oder 25 pg der N-terminalen bzw. der C-terminalen dsRNAs DBP mit der
Transfektion von dsRNA GFP auf die DBP-Expression verglichen, nachdem die Zellen
7 h p.t fir 16 Stunden mit AcMNPV infiziert worden waren (Abb. 29 A). Dieser
Infektionszeitpunkt wurde gewéhlt, da aus fritheren Studien bekannt war, dass DBP 16 h p.i.
in Expressionsstudien nachweisbar ist (Mainz et al., 2002). Da zunéchst nicht bekannt war,
wie stabil die dSRNA DBP in den transfizierten Zellen sein wiirde, wurden die Zellen in
ersten Titrierungsexperimenten 7 h p.t. mit AcMNPV infiziert. Eine deutliche

konzentrationsabhéngige Reduktion der DBP-Proteinsynthese war v.a. mit dSRNA DBP fiir
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den N-Terminus nachzuweisen. Dabei waren 25 pg dsRNA DBP am effizientesten (Abb.
29 A).

A) B)
dsRNA
DBP (N) DBP (N) DBP (N) DBP (N)
dsRNA 20pyg  20pg  30pg  30ug
+ + + +
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Abb. 29: Optimierung der RNAi-Methode fiir die Reduktion von DBP in AcCMNPV-infizierten Sf21-Zellen

A) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit jeweils 0,5 pug, 2 ug, 5 ug oder 25 ug dsRNA DBP fiir den N-terminalen (N)
oder C-terminalen (C) Bereich von DBP oder mit 5 pg dsRNA GFP transfiziert. Die Zellen wurden 7 h p.t. mit
AcMNPYV infiziert und es erfolgte 16 h p.i. die Herstellung von nukleéren Detergenzextrakten. B) 1 x 10° Sf21-
Zellen wurden mit 5 pg oder 25 pg dsRNA DBP fiir den N-terminalen (N) Bereich von DBP, mit 5 pg dsRNA
GFP oder mit verschiedenen Kombinationen von 20 pug bzw. 30 ug der N-terminalen (N) und C-terminalen (C)
dsRNAs DBP und dsRNA GFP transfiziert. Die Zellen wurden 28 h p.t mit AcMNPYV infiziert und es erfolgte
16 h p.i. die Herstellung von nukledren Detergenzextrakten. Pro Spur wurden 5 ul Zellextrakt aufgetragen und
auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von DBP wurde mit polyklonalem anti-DBP
Kaninchenserum durchgefiihrt. C) Sf21-Zellen wurden mit 20 pg dsRNA GFP, 20 pg dsRNA IE2 oder mit
20 ug dsRNA DBP transfiziert. 20 h p.t. erfolgte die Infektion der Zellen mit AcMNPV und 8 h p.i. die
Fixierung der Zellen in 2% Paraformaldehyd. Die Férbung von DBP wurde mit polyklonalem anti-DBP
Kaninchenserum und Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG (griin) durchgefiihrt. Es sind konfokale
Aufnahmen dargestellt.
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Um festzustellen, ob die dSRNA DBP in den transfizierten Sf21-Zellen langere Zeit stabil
war, wurden die Zellen nach der Transfektion iiber Nacht inkubiert und 28 h p.t. mit
AcMNPV infiziert. In Kombinationstests der verschiedenen dsRNAs DBP und der
dsRNA GFP mit 20 bzw. 30 pg der dsRNAs und nach Infektion der Zellen 28 h p.t. wurden
16 h p.i. ebenfalls effiziente DBP-Blockierungen festgestellt, die aber nicht deutlicher
ausfielen als im ersten Test mit Infektionen 7 h p.t. (Abb. 29 B). In allen weiteren RNAi-
Analysen wurden 20 pg der N-terminalen dsSRNA DBP eingesetzt und die Zellen nach der
Transfektion iiber Nacht fiir nachfolgende Infektionsstudien inkubiert.

Um die Auswirkung der reduzierten DBP-Menge auf die DBP-Lokalisierung in Kern-
strukturen zu untersuchen, wurden Sf21-Zellen mit jeweils 20 pg der dsSRNAs GFP, IE2 und
DBP transfiziert und 20 h p.t. mit AcMNPV infiziert. 8 h p.i. konnten in indirekten Immun-
fluoreszenzstudien deutliche DBP-Kerndominen in Zellen beobachtet werden, die mit
dsRNA GFP und dsRNA IE2 transfiziert worden waren (Abb. 29 C). Eine klare Reduktion
von DBP-Strukturen ausbildenden Zellen war dagegen durch Verwendung von dsRNA DBP
nachweisbar. Damit scheint die Transfektion dieser dsSRNA die Moglichkeit zu bieten, in
kiinftigen Lokalisierungsstudien die Auswirkungen der DBP-Doménenbildung auf andere
Faktoren genauer zu untersuchen. Dies ist im Verlauf dieser Arbeit jedoch nicht weiter

verfolgt worden.

4.3.2. Funktionelle Studien Gber DBP durch RNAIi wahrend der AcMNPV-Infektion

Die grofle Effizienz der DBP-Proteinsyntheseinhibition durch die dsRNA DBP in den
vorangegangenen Testexperimenten (Ergebnisteil 4.3.1.) ermdglichte FEinblicke in die
Funktion dieses viralen Faktors wéihrend der AcMNPV-Infektion gewinnen zu kdnnen. Es
wurde untersucht, welche Auswirkung die reduzierte DBP-Expression auf virale und zelluldre
Faktoren hat.

Dafiir wurden Sf21-Zellen mit 20 ug dsSRNA DBP im Doppelansatz oder als Kontrolle mit der
funktionellen Menge von 5 ug dsRNA GFP transfiziert oder blieben untransfiziert. 20 h p.t.
erfolgte die AcCMNPV-Infektion der Zellen und es wurden 8, 16, 24 und 48 h p.i. Protein-
extrakte hergestellt. Die Expression des DBP-Proteins wurde wéhrend des gesamten
Infektionsverlaufs durch die Transfektion von dSRNA DBP signifikant reduziert (Abb. 30 A).
Die starkste Reduktion von DBP war 48 h p.i. zu beobachten, wobei in anderen Experimenten

auch 16 und 24 h p.i. eine anndhernd komplette DBP-Inhibition zu verzeichnen war (Daten



Ergebnisse 104

nicht gezeigt). Die im Folgenden aufgefiihrten Western Blot-Ergebnisse wurden alle mit
denselben Extrakten, die in Abb. 30 A verwendet wurden, erhalten.

Zunichst wurde tiberpriift, ob die Reduktion von DBP einen Einfluss auf die Expression des
in der frithen Infektionsphase mit DBP kolokalisierenden IE2-Proteins zeigte. [E2 wurde nach
Ausschaltung von DBP weiterhin normal gebildet und in der spiaten Phase der Infektion nahm
die IE2-Proteinmenge ab (Abb. 30 C).

Auf derselben Membran erfolgte auch der Nachweis des LEF-3-Proteins, welches ab 8 h p.i.
nachgewiesen werden kann. Interessanterweise kam es zu einer sehr starken Zunahme der
LEF-3-Proteinmenge nach Reduktion des DBP-Proteins (Abb. 30 C). Dies wurde bei einer
kiirzeren Expositionszeit noch deutlicher (Abb. 30 D). Diese extrem verstiarkte Nachweis-
barkeit von LEF-3 war ab der spiten Infektionsphase 16 h p.i. bis in die sehr spdte Phase bei
48 h p.i. moglich. Das LEF-3-Protein z&hlt zu den frith exprimierten und fiir die virale DNA-
Replikation essentiellen Faktoren. Parallel zu LEF-3 wird auch die virale RNA-
Polymeraseeinheit LEF-4 exprimiert. Die Inhibition von DBP fiihrte zu einer, in diesem
Beispiel nur schwer zu erkennenden, leicht erhohten LEF-4-Proteinmenge 16 h p.i. (Abb. 30
B). 24 und 48 h p.i. wurde die Zunahme von LEF-4 durch die DBP-Reduktion deutlicher.
Somit war von Interesse, ob weitere zu den LEFs gehorende Faktoren durch den Verlust von
DBP in ihrer Expression beeinflusst sein konnten. Daher wurde das hauptsichlich als viraler
Apoptoseinhibitor beschriebene P35-Protein untersucht. Wie zuvor fiir LEF-3 und LEF-4
gezeigt, konnte auch fiir P35 eine deutlich erhohte Proteinmenge in der spédten Phase der
Infektion von 16 bis 48 h p.i. unter dem Einfluss einer verringerten DBP-Menge festgestellt
werden (Abb. 30 E).

Um die Bedeutung dieser verdnderten Proteinquantititen fiir die Virusinfektion weiter zu
erdrtern, wurde die Expression von viralen Strukturproteinen analysiert. Das BV-
Glykoprotein GP64 zeigte nach Transfektion von dsRNA DBP und dsRNA GFP keine
Unterschiede im Expressionsverhalten (Abb. 30 F). Auch beim ausschlieBlich spit gebildeten,
und in diesen Analysen erst 48 h p.i. detektierbaren, viralen Kapsidprotein P39 konnten keine
deutlichen und reproduzierbaren Verdanderungen der Expressionsmenge nachgewiesen werden
(Abb. 30 G). Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Zellen wihrend der spédten Phase
der Infektion zeigten ebenfalls keine Unterschiede bei der Entstehung von Viruspolyedern

zwischen Zellen mit normaler und mit verringerter Menge des DBP-Proteins (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 30: Reduktion von DBP durch RNAI im baculoviralen Infektionsverlauf

1 x 10° untransfizierte (-) und mit 20 pg dsRNA DBP oder 5 pg dsRNA GFP transfizierte Sf21-Zellen wurden
20 h p.t. mit AcMNPV infiziert. Die Transfektion mit dsSRNA DBP erfolgte jeweils als Doppelansatz (a und b).
8, 16, 24 und 48 h p.i. wurden Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 pl Zellextrakt aufgetragen und
auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. DBP wurde mit polyklonalem anti-DBP Kaninchenserum
(A), LEF-4 mit polyklonalem anti-LEF-4 Kaninchenserum (B), IE2 mit polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum
(C), LEF-3 mit polyklonalem anti-LEF-3 Kaninchenserum (C, D), TBP mit polyklonalem anti-TBP (SA3890)
Kaninchenserum (C), P35 mit polyklonalem anti-P35 Kaninchenserum (E), GP64 mit monoklonalem GP64-
Antikorper (AcV5 aus Maus) (F) und P39 mit monoklonalem P39-Antikérper (P10C6 aus Maus) (G)
nachgewiesen. Die Membran C) wurde zundchst mit dem polyklonalen anti-LEF-3 Kaninchenserum inkubiert
und anschliefend mit den polyklonalen gegen IE2 und TBP gerichteten Kaninchenseren redetektiert. Der
Nachweis fiir DBP, LEF-4, IE2, LEF-3, TBP und P39 wurde in nukledren Extraktfraktionen und der Nachweis
von P35 und GP64 in zytoplasmatischen Extraktfraktionen durchgefiihrt. Die Pfeile markieren die spezifischen
Proteinsignale. Die Proteinstandards sind jeweils links aufgefiihrt.
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Es wurde analysiert, ob die Reduktion von DBP einen Einfluss auf die zelluldre TBP-
Expression haben konnte. Beim Vergleich der Transfektionsansédtze mit dSSRNA DBP und mit
dsRNA GFP zeigte sich jedoch, dass die TBP-Proteinmenge weder in der frithen, noch in der
spiten Infektionsphase durch einen DBP-Proteinverlust verdndert wurde (Abb. 30 C). Der
virusinduzierte Anstieg von TBP war ebenfalls nicht beriihrt, da die TBP-Menge nach 8 h p.i.

weiterhin zunahm.

Zur Quantifizierung der LEF-Proteinzunahmen durch die DBP-Reduktion wurden die
Bandenintensititen der Western Blots in drei unabhingigen RNAi-Experimenten mit der
Software ,,Image J* bestimmt und die Mittelwerte fiir jedes Protein gebildet. In Tabelle 1 ist
fiir jeden Infektionszeitwert jeweils das Verhéltnis der Signalstirken von dsRNA DBP zu
dsRNA GFP transfizierten Sf21-Zellen dargestellt. Zum Vergleich wurden auch

Quantifizierungen der DBP- und TBP-Proteinmengen angestellt.

DBP LEF-3 LEF-4 P35 TBP
8hp.i. - 3,1 - 43 1,1
16 h p.i. 0,016 4.8 1,3 2,4 1
24 h p.i. 0,05 4.4 3 3,4 1,3
48 h p.i. 0,0001 2,6 2 2 0,9
Durchschnitt 0,022 3,7 2,1 3 1,1
aller Zeitwerte

Tabelle 1: Quantifizierung der Expressionszunahme verschiedener Proteine durch Verwendung von
dsRNA DBP in RNAI-Studien

1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 20 ug dsRNA DBP oder 5 pg dsRNA GFP transfiziert und 20 h p.t. mit
AcMNPYV infiziert. 8, 16, 24 und 48 h p.i. wurden Detergenzextrakte hergestellt und die Proteine durch Western
Blot-Analysen nachgewiesen. Die Quantifizierung der Proteinmengen von DBP, LEF-3, LEF-4, P35 und TBP
erfolgte durch Auswertung von Western Blot-Signalen mit Hilfe der Software ,,Image J*. Es wurden fiir jedes
untersuchte Protein aus jeweils drei unabhéngigen RNAi-Experimenten die Mittelwerte der Signalintensitdten
gebildet. Es sind fiir jedes Protein die Faktoren aus dem Verhiltnis der Bandenintensitdten nach Verwendung
von dsRNA DBP und dsRNA GFP dargestellt.

Anhand der errechneten Faktoren ist die starke Reduktion von DBP nach Transfektion der
dsRNA DBP ersichtlich, wobei die genaue Bestimmung der DBP-Bandenintensitdten
aufgrund der geringen sichtbaren DBP-Mengen schwierig war. 8 h p.i. war kein DBP-Protein
messbar. Die Menge des LEF-3-Proteins war durch die Transfektion von dSRNA DBP 8 h p.i.
um den Faktor 3, 16 h p.i. und 24 h p.i. um mehr als das 4-fache und 48 h p.i. um ca. den
Faktor 2,6 erhoht (Tabelle 1). Der durchschnittliche Anstieg von LEF-3, gemittelt aus allen
Zeitwerten, lag nach der Inhibition von DBP beim 3,7-fachen. LEF-4 war 8 h p.i. nicht
messbar, zeigte aber ab 16 h p.i. eine schwache Erhohung nach Reduktion von DBP, die ab

24 h p.i. deutlicher ausfiel, und im Durchschnitt aller Zeitwerte ca. einer Verdopplung der
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LEF-4-Proteinmenge entsprach. Fiir P35 konnte wiederum eine stirkere Wirkung der DBP-
Abnahme ausgemacht werden, die durchschnittlich eine 3-fach hohere P35-Menge zur Folge
hatte. Auffallig erscheint, dass 48 h p.i. die Erhéhung der LEF-Proteine durch die DBP-
Reduktion leicht zuriickging. Die Proteinmengen von TBP wurden als Beispiel fiir ein
Protein, dessen Bandenmuster unbeeinflusst von der DBP-Abnahme erschien, im Vergleich
gemessen. Man erkennt, dass es in diesem Fall zu keiner signifikanten Verdnderung der TBP-
Proteinmenge durch die Blockierung der DBP-Synthese kam. Dies bedeutet, dass die TBP-
Proteinmenge auch nach einer Reduktion von DBP in der spéten Infektionsphase weiterhin

anstieg.

Somit flihrten die RNA-Interferenzanalysen bei Verwendung von dsRNA DBP zu einer
Inhibition der DBP-Proteinsynthese im AcMNPV-Infektionsverlauf. Auf die Expression von
TBP oder des sehr frilh exprimierten viralen Faktors IE2 hatte diese Reduktion keinen
messbaren Einfluss. Dagegen konnte durch eine Blockierung der DBP-Synthese
interessanterweise eine signifikante Erhohung der Proteinmengen der hier untersuchten ,,late
expression factors LEF-3, LEF-4 und P35 nachgewiesen werden. Ob es sich dabei um eine
Stabilisierung oder um eine verstiarkte Synthese der Proteine handelte, wurde nicht untersucht.
Die Erhohung der LEFs durch die Reduktion von DBP hatte weder einen aktivierenden noch
einen inhibitorischen Einfluss auf die Synthese von viralen Strukturproteinen oder auf die

Produktion von viralen Einschlusskdrpern in der sehr spiten baculoviralen Infektionsphase.
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4.4. Analysen der LEF-4-Funktionen durch RNA-Interferenzstudien im AcMNPV-

Infektionsverlauf

Beim AcMNPV LEF-4-Protein handelt es sich um eine der vier Untereinheiten der
viruskodierten, a-Amanitin-resistenten RNA-Polymerase. Diese ist fiir die Expression der
spaten und hyperexprimierten sehr spdten viralen Faktoren verantwortlich. Aufgrund fritherer
Studien wird angenommen, dass LEF-4 eine essentielle Rolle fiir die spite Genexpression
spielt (Partington et al., 1990; Carstens et al., 1994). Somit wird erwartet, dass die Inhibition
der LEF-4-Expression zur Blockade der spédten und sehr spiten viralen Transkription fithren

sollte.

4.4.1. Expressionsstudien und RNAI-Etablierung fur LEF-4 in AcMNPV-infizierten
Sf21-Zellen

Zunichst wurde die LEF-4-Expression mit der TBP-Expression in infizierten Sf21-Zellen
verglichen. LEF-4 war nachweisbar von 16 h p.i. bis in die sehr spite Infektionsphase bei
72 h p.i. (Abb. 31 A oben). Der Nachweis von LEF-4 begann damit in Sf21-Zellen etwas
spater als in TN-368-Zellen (Abb. 17), was durch den allgemein etwas langsameren
Infektionsverlauf von AcMNPV in Sf21-Zellen begriindet ist. Der Zeitpunkt der LEF-4-
Nachweisbarkeit entsprach genau dem Beginn der TBP-Proteinzunahme in Sf21-Zellen (Abb.
31 A unten).

Fiir LEF-4-Inhibitionsstudien wurden doppelstringige RNAs synthetisiert, die 543 nt der
N-terminalen oder 614 nt der C-terminalen Sequenz von LEF-4 entsprachen. Es wurden
Titrierungsanalysen mit zwei verschiedenen Konzentrationen von N-terminalen dsRNAs
LEF-4, die aus zwei unterschiedlichen Priparationen stammten (a und b), und mit
Kombinationen aus N-terminaler und C-terminaler dSRNA LEF-4 durchgefiihrt. Im Vergleich
dazu wurden mit dsSRNA GFP transfizierte sowie untransfizierte Zellen verwendet. 28 h p.t.
wurden die Zellen infiziert, und 16 h p.i. wurden Proteinextrakte hergestellt. Es war eine
Reduktion von LEF-4 nachweisbar, die nach Transfektion von 5 pg der dsSRNAs LEF-4 am
effizientesten war (Abb. 31 B). Wurde eine groflere Menge von 25 pug der dsRNAs LEF-4
verwendet, nahm die Wirksamkeit der LEF-4-Inhibition ab. Somit wurden fiir alle folgenden
LEF-4 RNAi-Analysen 5 pg der N-terminalen dsRNAs LEF-4 eingesetzt.
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Abb. 31: Expression von LEF-4 in AcCMNPV-infizierten Sf21-Zellen und Titrierung von dsRNA LEF-4 fir
die RNAi-Methode

A) Aus 2 x 10° uninfizierten (un) oder AcMNPV-infizierten Sf21-Zellen wurden 4, 8, 16, 24, 48 und 72 h p.i.
nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 pl Zellextrakt aufgetragen. Die Proteinextrakte
wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von LEF-4 wurde mit polyklonalem
anti-LEF-4 Kaninchenserum (oben) durchgefiihrt. Zum Vergleich ist der Nachweis von TBP mit polyklonalem
anti-SfTBP (SA3890) Kaninchenserum aus denselben Zellextrakten dargestellt (unten). B) 1 x 10° Sf21-Zellen
wurden mit 2, 5 oder 25 pg dsRNA LEF-4 fiir den N-terminalen (N) Bereich von LEF-4, die aus zwei
verschiedenen dsRNA Préparationen (a und b) stammten, oder mit 5 pg dsSRNA GFP transfiziert oder blieben
untransfiziert (-). Zusétzlich wurden Kombinationen von jeweils 5 pg bzw. 25 pug N-terminaler (N) und
C-terminaler (C) dsRNA LEF-4 transfiziert. Die Zellen wurden 28 h p.t. mit AcMNPV infiziert und es erfolgte
16 h p.i. die Herstellung von nukledren Detergenzextrakten. Pro Spur wurden 5 pl Zellextrakt aufgetragen. Die
Proteinextrakte wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von LEF-4 wurde mit
polyklonalem anti-LEF-4 Kaninchenserum durchgefiihrt. Die Proteinstandards sind links angegeben.



Ergebnisse 110

4.4.2. Funktionelle LEF-4-Untersuchungen durch RNAIi im baculoviralen Infektions-

verlauf

Fiir funktionelle Untersuchungen von LEF-4 wurden jeweils 5 pg der dsSRNAs LEF-4 im
Doppelansatz und als Vergleich 5 pg dsRNA GFP in Sf21-Zellen transfiziert bzw. die Zellen
blieben untransfiziert. Die Infektion mit AcMNPYV folgte 20 h p.t., worauthin 8, 16, 24 und
48 h p.i. Proteinextrakte fiir Western Blot-Analysen pripariert wurden. Es war eine Reduktion
von LEF-4 nach dsRNA LEF-4-Transfektion festzustellen, die einer nahezu kompletten
Blockierung der LEF-4-Proteinsynthese entsprach. Dies war fiir beide Transfektionsansitze
der dsRNA LEF-4 zu allen Infektionszeitpunkten ab 16 h p.i. zu beobachten (Abb. 32 A).
Diese deutliche Inhibition von LEF-4 bot eine sehr gute Voraussetzung, um in denselben
Extrakten die Bedeutung von LEF-4 fiir die Expression von TBP bzw. von viralen Faktoren
zu analysieren.

Die Expression von TBP wurde durch die Transfektion von dsSRNA LEF-4 im Vergleich zur
Transfektion von dsSRNA GFP nicht beeinflusst (Abb. 32 B). Der Anstieg der TBP-Protein-
menge blieb somit durch die Reduktion von LEF-4 unverindert bestehen. Dies wurde durch
mehrfache Wiederholung der Experimente bestdtigt. Die Doppelansédtze mit dsSRNA LEF-4
zeigten leichte Variationen fiir die TBP-Proteinmenge, die auf die zuvor beschriebenen
Schwankungen der Zellzahl durch die verwendete Transfektionsmethode zuriickzufiihren
waren (Ergebnisteil 4.2.).

Als Beispiel eines sehr frith exprimierten viralen Faktors wurde die Expression von IE2
untersucht, fiir dessen Proteinmenge keine Verdnderung nach der LEF-4-Inhibition gezeigt
werden konnte (Abb. 32 C).

Die Reduktion von LEF-4 zeigte ebenfalls keine Wirkung auf die Expression der frith
gebildeten viralen Proteine DBP, LEF-3 und P35 wéhrend des Infektionsverlaufes (Abb.
32 C, D).

Da LEF-4 eine Komponente der viruskodierten RNA-Polymerase ist, konnte erwartet werden,
dass die Inhibition der LEF-4-Expression einen Einfluss auf die Expression spéter und sehr
spater viraler Faktoren haben wiirde. Das eine frithe und spite Promotorfunktion besitzende
BV-Glykoprotein GP64 wurde jedoch durch die Reduktion von LEF-4 in seiner Expression
nicht beeinflusst (Abb. 32 E).
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Abb. 32: Inhibition von LEF-4 durch RNAI im baculoviralen Infektionsverlauf



Ergebnisse 112

Abb. 32: Inhibition von LEF-4 durch RNAI im baculoviralen Infektionsverlauf (S. 111)

1 x 10° untransfizierte (-) und mit 5 pg dsSRNA LEF-4 oder 5 pg dsRNA GFP transfizierte Sf21-Zellen wurden
20 h p.t. mit AcMNPV infiziert. Die Transfektion mit dSSRNA LEF-4 erfolgte jeweils als Doppelansatz (a und b).
8, 16, 24 und 48 h p.i. wurden Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden jeweils 5 ul Zellextrakt
aufgetragen, auf 10%igen (A-F, H) bzw. 15%igen (G) SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembranen (A-F, H) oder PVDF-Membranen (G) transferiert. LEF-4 wurde mit polyklonalem
anti-LEF-4 Kaninchenserum (A), TBP mit polyklonalem anti-TBP (SA3890) Kaninchenserum (B), IE2 mit
polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum (C), LEF-3 mit polyklonalem anti-LEF-3 Kaninchenserum (C), DBP
mit polyklonalem anti-DBP Kaninchenserum (C), P35 mit polyklonalem anti-P35 Kaninchenserum (D), GP64
mit monoklonalem GP64-Antikorper (AcVS5 aus Maus) (E), P39 mit monoklonalem P39-Antikorper (P10C6 aus
Maus) (F) und P10 mit polyklonalem anti-P10 Kaninchenserum (G) nachgewiesen. Die Membran C) wurde
gleichzeitig mit den polyklonalen gegen IE2, LEF-3 und DBP gerichteten Kaninchenseren detektiert. Der
Nachweis fiir LEF-4, TBP, IE2, LEF-3, DBP, P39 und P10 wurde in nukledren Extraktfraktionen und der
Nachweis von P35 und GP64 in zytoplasmatischen Extraktfraktionen durchgefiihrt. Bei Membran H) handelt es
sich um die Aufnahme einer mit Ponceau S-Losung angefdrbten Nitrozellulosemembran nach Auftragung
nukledrer Detergenzextrakte zum Nachweis von Polyhedrin (Ph). Die Pfeile markieren die spezifischen Protein-
signale. Die Proteinstandards sind jeweils links aufgefiihrt.

Somit konzentrierten sich die folgenden Studien auf die spite und sehr spdte virale
Genexpression. Es zeigte sich, dass das erst spit exprimierte AcMNPV-Kapsidprotein P39
nach der LEF-4-Inhibition in seiner Expression reduziert wurde. In dSRNA GFP-transfizierten
und damit LEF-4-enthaltenen Zellen konnte P39 ab 24 h p.i. und bis 48 h p.i. stark ansteigend
nachgewiesen werden. Nach der Reduktion von LEF-4 zeigten Zellen dagegen nur ein sehr
schwaches P39-Signal 48 h p.i. (Abb. 32 F). Zur Untersuchung der sehr spaten Genexpression
wurde die Proteinsynthese von AcMNPV P10 untersucht. Es war nur eine klare Bande in
dsRNA GFP-transfizierten Zellen 48 h p.i. detektierbar, wohingegen nach Blockierung der
LEF-4-Synthese keine Expression von P10 mehr erkennbar war (Abb. 32 G). Die Darstellung
des Nachweises des hyperexprimierten Polyhedrin (Ph)-Proteins war in Western Blot-Studien
aufgrund der starken Uberexpression kaum mdoglich. Daher ist in diesem Fall eine mit
Ponceau S-Losung gefarbte Nitrozellulosemembran dargestellt. Man erkennt, dass in der sehr
spaten Infektionsphase bei 48 h p.i. in dSRNA GFP-transfizierten und untransfizierten Sf21-
Zellen Polyhedrinbanden mit einem Molekulargewicht von 29 kDa auftraten. Diese starken
Signale waren nach Behandlung der Zellen mit dsSRNA LEF-4 kaum nachweisbar (Abb.
32 H).

Aus diesen Ergebnissen wurde ersichtlich, dass nach Transfektion von dsRNA LEF-4 eine
nahezu vollstidndige Inhibition der Synthese des LEF-4-Proteins erreicht wurde, die auf die
frithe virale Genexpression, ebenso wie auf die TBP-Expression, keinen Einfluss hatte. Die
Produktion des spét exprimierten viralen Strukturproteins P39 wurde, wie die Synthese der
sehr spdt exprimierten Proteine P10 und Polyhedrin, dagegen massiv inhibiert. Damit konnte
gezeigt werden, dass durch RNAi-Experimente die Essentialitdit von LEF-4 fiir die spéte

virale Genexpression darstellbar ist.
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4.4.3. Einfluss der LEF-4-Inhibition auf die Baculovirusproduktion

Die Bedeutung der LEF-4-Expression fiir die spéte virale Genexpression und die damit
einhergehende Virusproduktion wurde durch lichtmikroskopische Studien untersucht. Die
Analysen erfolgten durch Phasenkontrastaufnahmen von RNAi-Ansitzen in Sf21-Zellen, wie
sie im Ergebnisteil 4.4.2. beschrieben wurden.

24 h p.i. zeigten ca. 5% der untransfizierten und mit dSRNA GFP transfizierten Zellen erste
Viruspolyeder (Abb. 33 A). In Versuchsansétzen, bei denen die Zellen mit dsSRNA LEF-4
behandelt wurden, war die Zahl Polyeder-bildender Zellen dagegen reduziert. Die Wirkung
der LEF-4-Inhibition wurde verstirkt 48 h p.i. sichtbar, da zu diesem sehr spiten Infektions-
zeitpunkt die Anzahl der Sf21-Zellen mit Polyedern im normalen AcMNPV-Infektionsverlauf
stark erhoht ist. Dabei war lichtmikroskopisch eine sichtbare Reduktion der Polyederbildung
unter dem Einfluss von dSRNA LEF-4 zu beobachten (Abb. 33 A). Zur Quantifizierung der
Polyederreduktion durch dsRNA LEF-4 wurden fiir jeden Transfektionsansatz 48 h p.i.
mehrere Gesichtsfelder dieses exemplarischen Experimentes ausgezéhlt und der Mittelwert
der Einschlusskorper zeigenden Zellen in Prozent berechnet. Untransfizierte und mit
dsRNA GFP transfizierte Zellen enthielten zu 53% bzw. 54% Polyeder, wohingegen nur in
11 bis 13% der dsRNA LEF-4-behandelten Zellen Polyeder auszumachen waren (Abb. 33 B).
Dass die virale Einschlusskorperbildung nicht in allen dsRNA LEF-4-behandelten Zellen
inhibiert wurde, ist darauf zuriickzufiihren, dass nicht alle Zellen der Gewebekulturschale mit

den dsRNAs transfiziert werden konnten.

Abb. 33: Auswirkungen der LEF-4-Reduktion auf die Baculovirus-Polyederbildung und die
Virusproduktion (S. 114)

1 x 10° untransfizierte und mit 5 pg dsSRNA LEF-4 oder 5 ug dsRNA GFP transfizierte Sf21-Zellen wurden
20 h p.t. mit AcMNPYV infiziert. Die Transfektion mit dsSRNA LEF-4 erfolgte jeweils als Doppelansatz (a und b).
Es sind Phasenkontrast-Aufnahmen 24 und 48 h p.i. dargestellt (A). Die Anzahl der Viruspolyeder enthaltenden
Zellen wurde 48 h p.i. bestimmt und als Durchschnitt von jeweils fiinf Gesichtsfeldern eines beispielhaften
Experimentes in Prozent angegeben (Y-Achse). Die Standardabweichung der Zahlungen ist als Fehlerbalken
angegeben (B). 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 5 ug dsRNA LEF-4 oder 5 ug dsRNA GFP transfiziert und
20 h p.t. mit AcMNPV infiziert. 24, 48 und 72 h p.i. wurden Zellkulturiiberstinde abgenommen und ihre
Infektiositit mit ,,Plaque-Test“-Analysen bestimmt. Die Infektiositit der Uberstinde eines exemplarischen
RNAi-Experimentes ist in pfu/ml angegeben (Y-Achse) (C).
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Abb. 33: Auswirkungen der LEF-4-Reduktion auf die Baculovirus-Polyederbildung und die

Virusproduktion
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Um zu untersuchen, ob neben dem Einschlusskorper-Phénotyp auch die Bildung des ins Zell-
kulturmedium sezernierten BV-Phinotyps von AcMNPV von der LEF-4-Synthese abhédngig
ist, wurden exemplarisch ,,Plaque-Test“-Analysen fiir ein RNAi-Experiment angefertigt. Dazu
wurden Zellkulturiiberstande 24, 48 und 72 h p.i. abgenommen und jeweils ein ,,Plaque-Test*
von dsRNA GFP- und dsRNA LEF-4-transfizierten Zellen fiir jeden Zeitwert durchgefiihrt
(Abb. 33 C). Nach der Transfektion von dsSRNA GFP wurde 24 h p.i. ein Virustiter von
4 x 10° pfu/ml und 48 bzw. 72 h p.i. jeweils ein Titer von ca. 8 x 10° pfu/ml erhalten. Die
Uberstéinde der mit dsSRNA LEF-4 transfizierten Zellen zeigten 24 h p.i. ebenfalls einen Titer
von 4 x 10° pfu/ml, der in diesem Fall aber bis in die sehr spite Infektionsphase bei 72 h p.i.
anndhernd konstant blieb. Dies bedeutet, dass 24 h p.i. noch keine Wirkung der LEF-4-
Reduktion auf die ins Zellkulturmedium abgegebenen BVs festzustellen war, jedoch zu den
noch spéteren Infektionszeitpunkten 48 und 72 h p.i. eine Halbierung der Infektiositdt der
Uberstinde durch die LEF-4-Inhibition messbar war. Bei dem gemessenen Faktor von zwei
handelt es sich nicht um eine dramatische Verringerung der BV-Produktion, welches darin
begriindet sein konnte, dass nicht alle Sf21-Zellen in der Gewebekulturschale mit dsRNA
LEF-4 transfiziert wurden. Dennoch deutet dieses Ergebnis an, dass LEF-4 auch fiir die
Bildung des BV-Phénotyps essentiell sein kann.

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, dass LEF-4 sowohl ein essentieller Faktor fiir die
spite und sehr spite virale Genexpression ist, als auch fiir die Produktion von baculoviralen

Einschlusskorpern notwendig ist.

4.5. TBP-RNA-Interferenzstudien in ACMNPV-infizierten Sf21-Zellen

Durch die vorangegangenen RNAi-Studien iiber die baculoviralen Faktoren IE2, DBP und
LEF-4 wurde die RNAi-Methode in Sf21-Zellen wihrend des AcMNPV-Infektionsverlaufs
etabliert. Im Anschluss sollte versucht werden die Technik auf den zelluldren Transkriptions-
faktor TBP anzuwenden. Es war das Ziel durch eine Reduktion von TBP vor der Infektion
bzw. mit einer Inhibition des TBP-Anstiegs wahrend der Infektion Hinweise auf mogliche
Funktionen der TBP-Zunahme fiir die spéte und sehr spiate AcMNPV-Infektion und damit fiir
die Viruspolyederbildung zu erhalten.

Aus den Translationsinhibitionsstudien mit CHX in Sf21-Zellen ging hervor, dass TBP eine
Stabilitdt von zumindest drei bis vier Tagen zu besitzen scheint (Ergebnisteil 2.1.). Anders als

bei der Hemmung der Synthese eines viralen Faktors war somit fraglich, ob durch die
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Verwendung der RNAi-Methode ein Einfluss auf die Menge eines stabilen zelluldren Proteins
sichtbar werden wiirde.

Es wurden dsRNAs TBP hergestellt, die 599 nt der N-terminalen Region bzw. 500 nt der
C-terminalen Region des SfTBP-Gens entsprachen. Diese beiden dsRNAs TBP wurden
gemischt und mit ithnen wurden Titrierungsversuche durchgefiihrt. In initialen RNAi-
Analysen, bei denen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion von 5 pg des
dsRNA TBP-Gemisches Proteinextrakte hergestellt wurden, war eine leichte Reduktion der
TBP-Proteinmenge 72 h p.t. erkennbar (Daten nicht gezeigt). Daraufhin wurden uninfizierte
Sf21-Zellen mit verschiedenen Mengen des dsRNA TBP-Gemisches bzw. mit dSRNA GFP
transfiziert oder blieben unbehandelt. 72 h p.t. wurden Proteinextrakte pripariert und TBP
durch Western Blot-Analysen nachgewiesen. Unter diesen Bedingungen wurde ein leichter
Riickgang des TBP-Signals bei Verwendung von 25 und 50 pg des dsSRNA TBP-Gemisches
erkennbar (Abb. 34 A).
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Abb. 34: Einfluss von RNAI auf TBP in AcCMNPV-infizierten Sf21-Zellen: Erste Untersuchungen

A) 1 x 10° uninfizierte Sf21-Zellen wurden mit 0 pug, 0,2 pg, 1 pg, 5 ug, 25 pg oder 50 ug dsSRNA TBP oder mit
5 pg dsRNA GFP transfiziert oder blieben untransfiziert (-). 72 h p.t. wurden nukledre Detergenzextrakte
hergestellt. B) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 25 pg dsRNA TBP (links) oder mit 5 ug dsRNA GFP (rechts)
transfiziert oder blieben untransfiziert (-). Die Zellen wurden 48 h p.t. mit AcMNPV infiziert oder blieben
uninfiziert (un). 8, 16, 24 und 48 h p.i. wurden nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 5 pl
Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis von TBP erfolgte
mit polyklonalem anti-TBP (SA3890) Kaninchenserum. Die Proteinstandards sind jeweils links dargestellt.
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Im Folgenden wurden RNAi-Studien durchgefiihrt, bei denen die TBP-Proteinmengen im
AcMNPV-Infektionsverlauf nach Transfektion von 25 pg dsRNA TBP-Gemisch oder von
5 pg dsRNA GFP und nach Infektion der Zellen 48 h p.t. nachgewiesen wurden. Es konnte in
beiden Transfektionsansédtzen ein Anstieg der TBP-Proteinmenge in der spiten Infektions-
phase festgestellt werden (Abb. 34 B). Die TBP-Zunahme wurde somit kaum durch die
dsRNA TBP beeinflusst. Auch in uninfizierten Sf21-Zellen, die 56 h p.t. geerntet worden
waren, war keine TBP Reduktion durch dsRNA TBP erkennbar. Dariiber hinaus konnte keine
Wirkung der dsSRNA TBP auf die Viruspolyederzahl 48 h p.i. beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund waren keine Auswirkungen auf die Expression viraler Faktoren
zu erwarten und es wurden keine Expressionsanalysen von Virusproteinen durchgefiihrt.

Die fehlende Reduktion von TBP kdnnte einerseits in der groflen Stabilitit des TBP-Proteins
begriindet sein. Andererseits stellte sich die Frage, ob die synthetisierten dsRNAs TBP
funktionsfiahig waren. Fiir weitere RNAi-Studien iiber TBP wurden daher neue dsRNAs TBP
synthetisiert. Um moglichen Degradationen einzelner dsSRNAs zuvorzukommen, wurden die
dsRNAs TBP jeweils doppelt hergestellt. Wiederum bestanden diese entweder aus 599 nt der
N-terminalen Region oder aus 500 nt der C-terminalen Region des SfTBP-Gens.

Die Titrierung erfolgte unter Verwendung von jeweils 5 und 25 pg der neu synthetisierten
dsRNAs TBP und mit Einsatz von Kombinationen der N- und C-terminalen dsRNAs TBP in
Transfektionsstudien in Sf21-Zellen. 48 h p.t. wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit AcCMNPV
infiziert. Die nachweisbare TBP-Menge war bei verschiedenen Versuchsansitzen etwas
variabel (Abb. 35 A). Jedoch schien der Einsatz von 5 pg der N-terminalen dsSRNA TBP
(Abb. 35 A, Spur 1) und von 5 pug der C-terminalen dsRNAs TBP (Abb. 35 A, Spuren 5, 7)
einen leichten Effekt auf die Abnahme des TBP-Proteins zu haben.

Nachfolgende Infektionsstudien wurden unter Verwendung von jeweils 5 pg von diesen
neuen dsRNAs TBP des TBP N-Terminus (dsRNA TBP (N) Pridparationsansatz a) und des
C-Terminus (dsRNA TBP (C) Priparationsansatz a) in RNAi-Experimenten vorgenommen.
Die transfizierten Sf21-Zellen wurden 48 h p.t. mit AcMNPV infiziert oder blieben

uninfiziert.
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Abb. 35: Einfluss der RNAi-Methode auf TBP im baculoviralen Infektionsverlauf

A) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 5 pug oder 25 ug dsRNA TBP oder mit 5 pg dsSRNA GFP transfiziert oder
blieben untransfiziert (-). Es wurden jeweils zwei verschiedene dsSRNA TBP Priparationen (a und b) fiir den
N-terminalen (N) und C-terminalen (C) Bereich von TBP verwendet (Spuren 1-8). Zusitzlich wurden
Kombinationen aus 20 pg N-terminalen und 20 pg C-terminalen dsRNAs TBP getestet (Spuren 9, 10). Die
Zellen wurden 48 h p.t. mit AcMNPV infiziert oder blieben uninfiziert (un), und es erfolgte 24 h p.i. die
Herstellung von nukledren Detergenzextrakten. B-E) 1 x 10° Sf21-Zellen wurden mit 5 pg der in Teil A)
getesteten dsSRNAs TBP oder mit 5 pg dsSRNA GFP transfiziert oder blieben untransfiziert (-). Die Zellen
wurden 48 h p.t. mit AcMNPV infiziert oder blieben uninfiziert (un). 16, 24 und 48 h p.i. wurden nukledre
Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden jeweils 5 pl Zellextrakt aufgetragen und auf 10%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. TBP wurde mit polyklonalem anti-TBP (SA3890) Kaninchenserum (A, B), IE2
mit polyklonalem anti-IE2 Kaninchenserum (C), LEF-3 mit polyklonalem anti-LEF-3 Kaninchenserum (C),
LEF-4 mit polyklonalem anti-LEF-4 Kaninchenserum (D) und DBP mit polyklonalem anti-DBP Kaninchen-
serum (E) nachgewiesen. Die Inkubation der Membranen mit den gegen IE2 und LEF-3 (C) gerichteten
Antikorpern erfolgte gleichzeitig. Die Pfeile markieren die spezifischen Proteinsignale. Die Proteinstandards
sind jeweils links aufgefiihrt.
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Die Herstellung von Proteinextrakten erfolgte 16, 24 und 48 h p.i., da das Interesse auf die
Reduktion des TBP-Anstiegs in der spdten Infektionsphase gerichtet war. Ohne
Virusinfektion wurde deutlich, dass durch die Transfektionen von dsRNA TBP die TBP-
Proteinmenge im Vergleich zu dsSRNA GFP-transfizierten Zellen verringert werden konnte,
wobei die uninfizierten Zellen 64 h p.t. geerntet worden waren (Abb. 35 B). Auch 16 h p.i.
schien bei der dsSRNA TBP fiir den C-Terminus eine Blockierung der TBP-Proteinsynthese
stattzufinden (Abb. 35 B). In der sehr spiten Infektionsphase 24 und 48 h p.i. wurden sehr
schwache Reduktionseffekte der dsRNAs TBP im Vergleich zu den Transfektionen der
dsRNA GFP beobachtet. Untransfizierte Zellen, die nicht dem Stress der Transfektion
ausgesetzt waren, zeigten v.a. in den spiten Infektionsphasen eine hohere Zelldichte und
somit auch stirkere TBP-Proteinsignale in den Western Blot-Analysen (Abb. 35 B).

Trotz des geringen Effektes der TBP-Reduktion durch die RNAi-Methode wurden virale
Faktoren auf ihre Proteinexpression hin untersucht. Wie in den Expressionsstudien zuvor
(s. Ergebnisteil 4.2.) war das IE2-Protein 16 h p.i. nur noch schwach und zu spiteren
Infektionszeitpunkten kaum noch nachweisbar (Abb. 35 C). Die Expression des friih bis in die
spite Infektionsphase exprimierten LEF-3-Proteins zeigte keine Unterschiede zwischen
dsRNA TBP- und dsRNA GFP-behandelten Zellen (Abb. 35 C). Durch die Transfektion der
dsRNAs TBP war auch keine Wirkung auf die Expressionen des DBP-Proteins oder des
LEF-4-Proteins in der spéten Infektionsphase nachweisbar (Abb. 35 D, E). Lichtmikros-
kopisch wurde untersucht, ob die dsRNA TBP-Transfektionen die Ausbildung von
Viruspolyedern ab 24 h p.i. beeinflussen konnten. Dabei konnten keinerlei Unterschiede
zwischen den mit dSRNA TBP und den mit dsSRNA GFP-transfizierten Zellen ausgemacht

werden (Daten nicht gezeigt).

Dieses Ergebnis zeigt, dass es in den durchgefiihrten RNAi-Experimenten moglich war, die
TBP-Proteinmenge in uninfizierten Sf21-Zellen zu reduzieren. In infizierten Zellen schien
einzig die Transfektion der C-terminalen dsRNA TBP eine sichtbare Reduktion der TBP-
Proteinmenge 16 h p.i. hervorzurufen. In der spéten und sehr spéten Infektionsphase, in der es
zur starken TBP-Proteinzunahme wihrend der AcMNPV-Infektion kommt, war jedoch in den
meisten Versuchsansitzen keine deutliche Reduktion der TBP-Proteinsynthese durch die
transfizierten dsSRNAs TBP erreichbar. Einfliisse auf die hier untersuchten viralen Protein-
expressionen konnten nicht verzeichnet werden. Des Weiteren fithrte die Transfektion von
dsRNA TBP zu keiner sichtbaren Reduktion der Entstehung von baculoviralen

Einschlusskorpern.
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5. Expressionsstudien Uber TAFs in AcCMNPV-infizierten Insektenzellen

Der TFIID-Komplex des basalen Transkriptionsapparates eukaryotischer Zellen besteht neben
TBP aus mindestens zwolf bis vierzehn TBP-assoziierten Faktoren (TAFs). TAFs besitzen
verschiedene Funktionen, wozu auch die Kontrolle der regulierbaren Transkription von Genen
durch die RNAP 11 gehort (Ubersichtsartikel Roeder, 1996; Lee und Young, 1998; Albright
und Tjian, 2000; Werten et al., 2002; Walker und Blackwell, 2003).

Es wurden Studien durchgefihrt, die die Expression von TAFs in den Insektenzelllinien Sf21
und TN-368 im baculoviralen Infektionsverlauf untersuchten. Dies sollte zur Klérung
beitragen, ob die Expression von TAFs, &hnlich wie die von TBP, durch die ACMNPV-
Infektion reguliert werden kann.

Da bisher keine gegen TAFs der Insektenordnung Lepidoptera, aus der die Zelllinien Sf21
und TN-368 stammen, gerichteten Antikoper zur Verfugung stehen, wurden gegen TAFs der
Spezies Drosophila melanogaster (dmTAFs) aus der Insektenordnung Diptera gerichtete
Antikorper getestet. Initiale Vergleichsstudien von verschiedenen anti-dmTAF-Antikdrpern
wurden in der Drosophila Schneider-Zelllinie und in Sf21- und TN-368-Zellen durchgefiihrt
(Vol3, 2003). Diese Antikdrper und Antiseren wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen zur
Verfligung gestellt. Dabei zeigte sich, dass die getesteten monoklonalen dmTAF-Antikorper
und polyklonalen anti-dmTAF-Antiseren fur die Verwendung in Lepidopteren-Zellen zum
groRten Teil nicht geeignet waren, da sie in Western Blot-Studien kein Protein mit dem
vorhergesagten Molekulargewicht erkannten bzw. viele unspezifische Hintergrundsignale
detektierten. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit weitere zur Verfugung gestellte anti-
dmTAF-Antiseren auf ihre Verwendbarkeit in ACMNPYV infizierten Lepidopteren-Zellen
ausgetestet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die im Jahr 2002 eingefuhrte, einheitliche und allgemein
gultige Nomenklatur fur TAFs aus verschiedenen Spezies verwendet (Tora, 2002), wobei zu

Beginn einmalig die alte Bezeichnung genannt wird.

5.1.  Expressionsanalysen von TAF9 in AcCMNPV-infizierten Insektenzellen

Das polyklonale anti-dmTAF9-Kaninchenserum ist gegen TAF9 (TAF;42) aus Drosophila
melanogaster gerichtet (S. Georgieva, Moskau). Es wurde zun&chst auf seine Spezifitat hin in
Drosophila Schneiderzellextrakten getestet. Dabei war ein Hauptsignal bei 40 bis 42 kDa zu

erkennen, welches dem vorhergesagten TAF9-Molekulargewicht entsprach (Daten nicht
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gezeigt). AnschlieRend wurden aus uninfizierten und AcCMNPV-infizierten Zellen 4, 8, 16, 24,
48 und 72 h p.i. Proteinextrakte hergestellt, um die Expression von TAF9 in TN-368- und
Sf21-Zellen zu testen. Das anti-dmTAF9-Kaninchenserum erkannte in beiden Zelllinien
Signale im Molekulargewichtsbereich von 40 bis 42 kDa (Abb. 36 A, B, s. Pfeile). Diese
Proteinbanden konnten in beiden Zelllinien ausschlieBlich in der spaten Infektionsphase ab
16 h p.i. festgestellt werden und nahmen leicht bis 48 bzw. 72 h p.i. zu. In der friihen
Infektionsphase und in uninfizierten Zellen war auch bei langerer Exposition der Filme kein
Signal im Bereich von 40 kDa erkennbar. Das verwendete Antiserum erkannte dartiber hinaus
weitere Proteinbanden. In TN-368-Zellen war dies v.a. eine Bande bei ca. 29 kDa in der sehr
spaten Infektionsphase, die dem Polyhedrin-Protein entsprechen dirfte (Abb. 36 A, s. Stern).
Auch einzelne Banden im Gelbereich von ca. 30 kDa bzw. um 50 kDa und bei ca. 170 kDa
wurden mehr oder weniger stark detektiert. In Sf21-Zellen lag das Hauptsignal, das vom anti-
dmTAF9-Kaninchenserum erkannt wurde, bei ca. 55 kDa und es gab Wechselwirkungen mit
Proteinen im GréRenbereich von ca. 27 bis 30 kDa, bei 150 kDa, sowie in der sehr spaten
Infektionsphase mit dem mutmalilichen 29 kDa Signal des Polyhedrins (Abb. 36 B, s. Stern).
Der Nachweis des Signals bei ca. 40 kDa war parallel auch in den zytoplasmatischen
Detergenzfraktionen der spaten Infektionsphase deutlich mdglich, was eher gegen die
Spezifitat als TAF9-Signal spricht (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 36: Analyse der TAF9-Expression im baculoviralen Infektionsverlauf

Aus uninfizierten (un) und AcMNPV-infizierten 2 x 10° Sf21-Zellen und 6 x 10° TN-368-Zellen wurden 4, 8, 16,
24,48 und 72 h p.i. nukledre Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 12 pl TN-368-Zellextrakt (A) oder
10 pl Sf21-Zellextrakt (B) aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Nachweis
von TAF9 wurde mit polyklonalem anti-dmTAF9-Kaninchenserum durchgefiihrt. Die Proteinstandards sind
jeweils links angegeben. Die Pfeile markieren Signale, die dem berechneten Molekulargewicht von TAF9
entsprechen, und die Sterne zeigen mutmalliche Signale des Polyhedrins an.
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Somit zeigte sich ein vom anti-dmTAF9-Antiserum nachgewiesenes Signal bei ca. 40 kDa in
beiden Zelllinien nur in der spaten Infektionsphase und damit parallel zum Anstieg des TBP-
Proteins. Allerdings konnte dieses Signal in uninfizierten Zellen nicht nachgewiesen werden.
Eine mdgliche Erklarung ist, dass die Expression von TAF9 so gering ist, dass sie mit dem
vorhandenen Antiserum nicht nachweisbar ist. Es kann jedoch auch auf die fehlende
Spezifitat des Serums zurlckzufihren sein, dass TAF9 in Sf21- und TN-368-Zellen nicht

nachweisbar ist.

5.2.  Expressionsanalysen von TAF5 in ACMNPV-infizierten Insektenzellen

Aus initialen Teststudien ging hervor, dass das polyklonale anti-dmTAF5-Kaninchenserum
(a) das Potential besitzen konnte, in Sf21-Zellen spezifisch das TAF5 (TAF;85)-Protein zu
erkennen (Vof3, 2003). Davon ausgehend wurden weitere Analysen Gber TAF5 im baculo-
viralen Infektionsverlauf durchgefiihrt.

Das anti-dmTAF5-Kaninchenserum (a) erkannte in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen eine
Proteinbande von ca. 90 kDa, die damit etwas ber dem vorhergesagten TAF5-Molekular-
gewicht von 85 kDa lag (Abb. 37 A, s. Pfeil). Diese Bande war ausschlielich in der spaten
Infektionsphase ab 16 h p.i. und in der Intensitat gleich bleibend bis 72 h p.i. nachweisbar,
jedoch nicht in der friihen Phase der Infektion und in uninfizierten Zellen. Ein weiteres Signal
wurde bei ca. 120 kDa erkannt. In Sf21-Zellen wurde eine Proteinbande von ca. 85 kDa
gleich bleibend im gesamten Infektionsverlauf detektiert. Zusétzlich konnte eine Bande bei
ca. 90 kDa nachgewiesen werden, die erst ab 16 h p.i. von dem anti-dmTAF5-Kaninchen-
serum (a) erkannt wurde (Abb. 37 B, s. Pfeil). Eine zusatzliche Proteinbande wurde im
Bereich von 150 kDa nachgewiesen.

Zum Vergleich wurde das anti-dmTAF5-Kaninchenserum (I11) getestet, welches wie das
zuvor beschriebene Antiserum von Y. Nakatani (Boston, USA) zur Verfligung gestellt
worden war. Dieses anti-dmTAF5-Kaninchenserum (111) erkannte in TN-368-Zellen und in
Sf21-Zellen eine Proteinbande, die etwas hoher als die vom anti-dmTAF5-Antiserum (a)
erkannte Bande im SDS-Polyacrylamidgel lief (Abb. 37 C, D, s. Pfeile). Dieses Signal wurde
zu allen Infektionszeitpunkten und in uninfizierten Zellen erkannt und schien in TN-368-
Zellen gleich bleibend zu verlaufen, wéhrend in Sf21-Zellen ein leichter Anstieg bei 48 und
72 h p.i. zu verzeichnen war. Des Weiteren erkannte dieses Antiserum zuséatzliche
unspezifische Signale in beiden Zelllinien in der spaten Infektionsphase v.a. im nieder-

molekularen Bereich unter 50 kDa.
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Abb. 37: Analyse der TAF5-Expression im AcMNPV-Infektionsverlauf

Aus uninfizierten (un) oder AcMNPV-infizierten 6 x 10° TN-368-Zellen und 2 x 10° Sf21-Zellen wurden
4, 8,16, 24, 48 und 72 h p.i. nukleére Detergenzextrakte hergestellt. Pro Spur wurden 12 pl TN-368-Zellextrakte
(A, C) oder 5 pl Sf21-Zellextrakte (B, D) aufgetragen und auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt.
Der Nachweis von TAF5 wurde mit polyklonalem anti-dmTAF5-Kaninchenserum (a) (A, B) oder mit
polyklonalem anti-dmTAF5-Kaninchenserum (I11) (C, D) durchgefiihrt. Die Proteinstandards sind jeweils links
angegeben.

Wie fiir das anti-dmTAF9-Antiserum beschrieben (Ergebnisteil 5.1.), konnte auch mit dem
anti-dmTAF5-Kaninchenserum (a) eine Proteinbande detektiert werden, die ungefahr im
Bereich des berechneten Molekulargewichts des Proteins lag und erst in der spaten Infektions-
phase, und somit parallel zum TBP-Anstieg, nachgewiesen werden konnte. Anders als in
TN-368-Zellen trat diese Bande in Sf21-Zellen allerdings als oberes Signal einer
Doppelbande auf.

Somit konnte es sein, dass auch die TAF5-Expression durch die Baculovirusinfektion auf ein
sichtbares Niveau gehoben wird, wobei die Spezifitat des Signals zweifelhaft bleibt, da in
uninfizierten Zellen auch nach langerer Expositionszeit der Filme kein Signal nachweisbar
war (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse waren mit dem anti-dmTAF5-Kaninchenserum (111)
nicht reproduzierbar.
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5.3.  Lokalisierungsstudien von TAF5 im baculoviralen Infektionsverlauf

Es wurden initiale Lokalisierungsstudien fir TAF5 vorgenommen, die nur mit dem anti-
dmTAF5-Kaninchenserum (a) in TN-368-Zellen moglich waren. In Kolokalisierungsstudien
mit BrdU-markierten viralen DNA-Replikationszentren zeigten sich in einem Teil der Zellen
ab 4 h p.i. erste hellere Kernbereiche, die mit den entstehenden Orten der viralen DNA-
Synthese kolokalisierten (Abb. 38). Diese helleren Kerndomanen nahmen wahrend des
Infektionsverlaufs an Grofie zu, bis nur eine groRe Kerndoméne ab 16 h p.i. beobachtet
werden konnte. Dabei war auch zu den spéteren Infektionszeitpunkten bei 8, 16 und 24 h p.i.
eine Uberlagerung mit den Bereichen der viralen DNA-Replikation in den konfokalen
Mirkroskopaufnahmen nachweisbar (Abb. 38).

Somit konnten mit dem anti-dmTAF5-Kaninchenserum (a) Kernstrukturen angefarbt werden,
die wéhrend der AcCMNPV-Infektion in den gleichen Kernbereichen zu finden waren wie die
TBP-Kernstrukturen. Der Nachweis der Kernstrukturen ab 4 h p.i. steht im Gegensatz zu der
Nachweisbarkeit der TAF5-Expression in Western Blot-Analysen, in denen erst 16 h p.i.
TAFS5 beobachtet wurde.

Die hier vorgestellten Expressions- und Lokalisierungsstudien Gber TAFs im baculoviralen
Infektionsverlauf zeigen, dass Signale im Bereich der berechneten Molekulargewichte nur bei
Verwendung der anti-dmTAF9 und anti-dmTAF5 Antiseren nachzuweisen sind. Die
erhaltenen Ergebnisse deuten an, dass TAF5 und TAF9 in AcCMNPV-infizierten Insekten-
zellen in der spaten Infektionsphase verstarkt exprimiert werden kénnten. Darlber hinaus ist
nur ein anti-dmTAF5-Antiserum geeignet, um Lokalisierungsstudien in TN-368-Zellen
durchzufiihren. Dabei verlief eine Relokalisierung der Kernsignale parallel mit der zeitlichen
TBP-Umstrukturierung im Infektionsverlauf. Moglicherweise sind die Homologien der TAFs
der Insektenordnungen Diptera und Lepidoptera nicht groR genug, um mit gegen Drosophila-
TAFs gerichteten Antikorpern in Lepidopteren-Zellen spezifische Signale nachweisen zu

kdnnen.
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TAF5 BrdU merge
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Abb. 38: Kolokalisierungsstudien von TAF5 und BrdU-markierten Replikationszentren im baculoviralen
Infektionsverlauf

Uninfizierte und AcMNPV-infizierte TN-368-Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung mit BrdU markiert.
Die BrdU-markierten Zellen wurden 4, 8, 16 und 24 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis von
TAF5 wurden die Zellen mit polyklonalem anti-dmTAF5-Kaninchenserum (a) und zum Nachweis von BrdU mit
monoklonalem BrdU-Antikérper (Maus) inkubiert. TAF5 wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-
Kaninchen IgG (grin) und BrdU mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) sichtbar gemacht. Die
Uberlagerung der Signale einer Zelle in konfokalen Aufnahmen ist rechts dargestellt (merge).
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6. Lokalisierungs- und Expressionsstudien tber TBP und TAFs im
HSV-1-Infektionsverlauf

Zur Klarung der Frage, ob die Infektion eines anderen groRen DNA-Virus ebenfalls zu einer
verstarkten Expression basaler Transkriptionsfaktoren und einer Umstrukturierung der TFIID-
Untereinheiten TBP und TAFs in virale DNA-Replikationszentren fuhrt, wurden Infektions-
studien in Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1)-infizierten Zellen durchgefiihrt. Die Studien
erfolgten in primaren humanen Fibroblasten (HFFF2-Zellen), da diese eine optimale

Visualisierung von viralen Replikationszentren ermdglichen.

6.1. Expressionsanalysen basaler Transkriptionsfaktoren und Lokalisierungsstudien
Uber TBP in HSV-1-infizierten primaren Fibroblasten

Zur Analyse der Expression von TBP und verschiedenen TAFs wéhrend der HSV-1-Infektion
wurden aus uninfizierten und HSV-1-infizierten HFFF2-Zellen 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h p.i.
Gesamtzellextrakte hergestellt. Die in Western Blot-Studien verwendeten Antikorper waren
gegen humanes TBP bzw. humane TAFs (hsTAFs) gerichtet und erkannten jeweils Proteine,
die dem vorhergesagten Molekulargewicht entsprachen. Die Benennung der TAFs erfolgte
nach der Nomenklatur von Tora, 2002, wobei zunéchst die alten Bezeichnungen angegeben
sind.

Nach Verwendung des polyklonalen anti-TBP-Kaninchenserums (sc-204) konnte bis 16 h p.i.
eine nahezu konstante Proteinmenge fiur TBP nachgewiesen werden, die erst in der sehr
spaten Infektionsphase abnahm (Abb. 39 A). Auch die Proteinmengen von hsTAF1
(TAF;250), hsTAF4 (TAF;135) und hsTAF5 (TAF,,100) blieben bis 16 h p.i. unverandert
wéhrend der Infektion mit einer mehr oder weniger deutlichen Reduktion ab 24 h p.i. (Abb.
39 A). Nur fur hsTAF7 (TAF,55) konnte eine Abnahme bereits 4 bis 8 h p.i. festgestellt
werden. Die hier gezeigte Membran wurde mit einem monoklonalen TBP-Antikorper (3G3)
redetektiert, wodurch die vorgezogene Reduktion von hsTAF-7 deutlicher wurde, die
allerdings nicht in allen Experimenten zu beobachten war. Die Analysen der hsTAF12
(TAF;20) und hsTAF13 (TAF,18) bestétigten die konstanten Proteinmengen von TFIID-
Komponenten im HSV-1-Infektionsverlauf, wobei die Detektion dieser beiden hsTAFs mit
geringen Molekulargewichten von 20 bzw. 18 kDa nur schwach mdglich war (Abb. 39 A).
Die Abnahme der Proteinmengen ab 24 h p.i. kann mit der generellen Reduktion der

zelluldren Genexpression wahrend der Virusinfektion und der einsetzenden Lyse der Zellen
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zu diesem spaten Infektionszeitpunkt erklart werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass die
HSV-1-Infektion keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von TFIID-Komponenten
bis 16 h p.i. hat.

A) B)

h p.i.
un 2 4 8 16 24 48

kDa
50 —

37 — T — s . <TBP
25 —
250 — o Pl bt bl b -—t < hsTAF1
150 —
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Abb. 39: Nachweis der Expression basaler Transkriptionsfaktoren und Lokalisierung von TBP im HSV-1-
Infektionsverlauf

A) Zum Nachweis der Expression von basalen Transkriptionsfaktoren durch Western Blot-Analysen wurden aus
uninfizierten (un) oder HSV-l-infizierten HFFF2-Zellen 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h p.i. Gesamtzellextrakte
hergestellt. Pro Spur wurden zwischen 6 und 12 pl Zellextrakt aufgetragen. Die Proteinextrakte wurden auf
8 oder 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen oder PVDF-
Membranen transferiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit polyklonalem anti-TBP Kaninchenserum
(sc-204), monoklonalem hsTAF1-Antikorper (sc-735) (Maus), monoklonalem hsTAF4-Antikorper (32TA)
(Maus), polyklonalem anti-hsTAF5 Kaninchenserum, monoklonalem hsTAF12-Antikérper (22TA) und mono-
klonalem hsTAF13-Antikdrper (16TA). HSTAF7 wurde mit monoklonalem hsTAF7-Antikérper (19TA)
nachgewiesen und die Membran mit monoklonalem TBP-Antikorper (3G3) (Maus) redetektiert. Die Pfeile
markieren die spezifischen Proteinsignale. Die Proteinstandards sind links aufgefihrt. B) HFFF2-Zellen wurden
mit HSV-1 infiziert oder mock-infiziert und 2, 4, 6, 10 und 16 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Die Farbung
von TBP wurde mit monoklonalem TBP-Antikérper (3G3) und Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Maus 1gG
(griin) durchgefiihrt. Es sind konfokale Mikroskopieaufnahmen dargestellt.
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Um die nukledre Verteilung von TBP im HSV-1-Infektionsverlauf zu Uberprifen, wurden
Lokalisierungsstudien durchgefiihrt. Dazu wurden HFFF2-Zellen entweder mit HSV-1
infiziert oder mock-infiziert. In mock-infizierten Zellen zeigte sich ein granuldres TBP-
Féarbemuster im gesamten Zellkern (Abb. 39 B). Ab 2 h p.i. traten die ersten Veradnderungen
auf, so dass TBP in einigen Zellen in feinen punktierten Kernstrukturen zu finden war, die
groRer wurden und 4 h p.i. in fast allen Zellen zu beobachten waren. Diese TBP-
Kerndoménen nahmen bis 6 und 10 h p.i. weiter an Grof3e zu. TBP war bis 16 h p.i. in diesen
vergroRerten Strukturen im Zellkern zu finden (Abb. 39 B).

Hierdurch wurde ersichtlich, dass im HSV-1-Infektionszyklus, dhnlich wie wéhrend der
Baculovirusinfektion, eine Relokalisierung von TBP in Kerndomanen stattfindet. Diese
Beobachtung wurde auch in HSV-1-infizierten HeLa-Zellen gemacht (\VVof3, 2003).

6.2. Kolokalisierung von HSV-1 ICP4 mit viralen Replikationszentren

Wahrend der produktiven, lytischen HSV-1-Infektion findet die virale Transkription, DNA-
Replikation und der Zusammenbau neuer Viruskapside im Zellkern statt. Die HSV-1-DNA-
Replikation geschieht in Replikationszentren, fir die gezeigt werden konnte, dass sie mit
Bereichen viraler Transkripition Uberlagern (Rice et al., 1994; Phelan et al., 1997). Dabei
kolokalisiert der sehr friih exprimierte, virale Transaktivator ICP4 (,,infected cell protein 4%)
in Zentren viraler DNA-Synthese und mit Stellen viraler Transkription (Besse et al., 1995;
Zhong und Hayward, 1997).

Um ICP4 als Marker flr virale DNA-Replikationszentren nutzen zu kénnen, wurde zunéachst
die Kolokalisierung von ICP4 mit viralen DNA-Replikationszentren Uberprift. Im Zeitverlauf
wurde deutlich, dass die BrdU-markierten Replikationszentren von 4 bis 16 h p.i. an Grofe
zunahmen und dabei mit den ausgebildeten ICP4-Kerndomanen Ubereinstimmten (Abb. 40).
In nachfolgenden Kolokalisierungsstudien konnte ICP4 sowohl als Marker fiir die friihe virale

Genexpression als auch fir virale Replikationszentren verwendet werden.
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Abb. 40: Lokalisierung von ICP4 in BrdU-markierten Replikationszentren im HSV-1-Infektionsverlauf

Mock-infizierte oder HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung mit BrdU markiert.
Die BrdU-markierten Zellen wurden 4, 6, 10 und 16 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis von
ICP4 wurden die Zellen mit polyklonalem anti-ICP4 Kaninchenserum und zum Nachweis von BrdU mit
monoklonalem BrdU-Antikdrper (Maus) inkubiert. ICP4 wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-
Kaninchen IgG (grin) und BrdU mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) sichtbar gemacht. Die
Uberlagerung der konfokalen Signale einer Zelle ist dargestellt (merge).
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6.3. Kolokalisierung von RNAP Il mit ICP4 in HSV-1-infizierten HFFF2-Zellen

Die DNA von HSV-1 wird wéhrend des gesamten Infektionszyklus von der zellularen RNA-
Polymerase Il (RNAP 1) transkribiert. Zur Optimierung der viralen Genexpression bewirkt
das Virus eine Umwandlung von der zellularen zur viralen RNAP II-Transkription. Dabei
wird die RNAP Il in virale DNA-Replikationskompartimente rekrutiert und die
Phosphorylierung der groBen RNAP Il-Untereinheit wird verandert (Rice et al., 1994, 1995;
Leopardi et al., 1997; Spencer et al., 1997).

Als Vorbereitung fir Lokalisierungsstudien mit basalen Transkriptionsfaktoren sollte die
Relokalisierung der RNAP Il im HSV-1-Infektionsverlauf Uberpriift werden. Dabei war in
mock-infizierten HFFF2-Zellen und 1 h p.i. ein diffuses bzw. granuléres Farbemuster, verteilt
auf den ganzen Zellkern, auszumachen (Abb. 41). Ab 2 h p.i. war die RNAP Il in kleinen
Kerndoménen zu beobachten, die mit ICP4 kolokalisierten und sich simultan 4 und 6 h p.i.
vergroRerten (Abb. 41). Damit konnte in diesen Experimenten die Relokalisierung der

RNAP Il in virale Replikationszentren ab 2 h p.i. bestatigt werden.

mock 1hp.i. 2 hp.. 4 h p.i. 6 h p.i.

ICP4 RNAP 11

merge

Abb. 41: Kolokalisierung von ICP4 und RNAP 11 im HSV-1-Infektionsverlauf

HFFF2-Zellen wurden mit HSV-1 infiziert oder mock-infiziert und 1, 2, 4 und 6 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. ICP4 wurde mit polyklonalem anti-ICP4 Kaninchenserum und RNAP Il mit monoklonalem RNAP II-
Antikorper (7C2) (Maus) nachgewiesen. Dabei wurde 1CP4 mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen
IgG (griin) und RNAP 11 mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus 1gG (rot) visualisiert. Die Uberlagerung
der konfokalen Signale einer Zelle ist dargestellt (merge), wobei gelbe Signale Kolokalisierung anzeigen.



Ergebnisse 131

Ab 4 h p.i. farbte das polyklonale anti-ICP4 Kaninchenserum in allen Experimenten
Strukturen am Rand der Zellkerne an (Abb. 41). Dabei handelte es sich um eine unspezifische
Wechselwirkung mit dem HSV-1 gE-Protein, welches eine Affinitat fur die Fc-Region von
Kaninchen-1gG besitzt (Baucke und Spear, 1979).

6.4. Kolokalisierungsstudien Giber TBP im HSV-1-Infektionsverlauf

Um zu uberprifen, ob die Relokalisierung von TBP im HSV-1-Infektionsverlauf ebenfalls mit
einer Rekrutierung in virale Replikationszentren verbunden ist, wurden Kolokalisierungs-
studien von TBP und ICP4 durchgefihrt. Zur genaueren Untersuchung des Mechanismus der
TBP-Umstrukturierung wurde daruber hinaus die Abhéngigkeit der TBP-Lokalisierung von
der viralen DNA-Replikation analysiert.

6.4.1. Titrierungsstudien des Virus-DNA-Replikationsinhibitors PAA

Um die Ausbildung viraler DNA-Replikationszentren hemmen zu konnen, wurden
Titrierungen des Virus-Replikationshemmers PAA (,,phosphonoacetic acid®“) durchgefiihrt.
Mock-infizierte und HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden 1 h p.i. mit verschiedenen
Konzentrationen von 0, 20, 100, 300 oder 500 pg/ml PAA behandelt. Die Bildung von BrdU-
markierten Replikationszentren wurde 4, 6 und 8 h p.i Uberprift (Abb. 42). Aktive virale
DNA-Replikation wurde durch 20 pg/ml PAA nicht behindert, wahrend unter Verwendung
von 100 pg/ml PAA eine Verzdgerung der einsetzenden viralen DNA-Synthese von 4 h p.i.
nach 6 h p.i. zu beobachten war. Nach Behandlung der Zellen mit 300 und 500 pg/ml PAA
entstanden bis zum untersuchten Zeitpunkt von 8 h p.i. keine viralen Replikationszentren
(Abb. 42).

Somit konnte gezeigt werden, dass in HFFF2-Zellen der Einsatz von 300 pg/ml PAA
ausreichend ist, um die Ausbildung viraler DNA-Replikationszentren bis zur spaten HSV-1-
Infektionsphase zu blockieren. Dies korreliert mit beschriebenen PAA-Verwendungen flr die
HSV-1-Replikationshemmung (Schang et al., 1998).
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Abb. 42: Titrierung des Virus-Replikationsinhibitors PAA wéhrend der HSV-1-Infektion

Mock-infizierte oder HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden eine Stunde vor der Fixierung mit BrdU markiert.
Die Behandlung mit 0, 20, 100, 300 oder 500 pg/ml PAA erfolgte 1 h p.i. und die Zellen wurden 4, 6 und 8 h p.i.
in 2% Paraformaldehyd fixiert. Die Farbung von BrdU wurde mit monoklonalem BrdU-Antikdrper und Alexa
Fluor 555-konjugiertem anti-Maus 1gG (rot) durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten durch konfokale
Mikroskopie.

6.4.2. Kolokalisierung von TBP und ICP4 in HSV-1-infizierten primaren Fibroblasten

Fur Kolokalisierungsstudien von TBP mit HSV-1 ICP4 wurden unbehandelte und ab 1 h p.i.
mit 300 pug/ml PAA inkubierte HFFF2-Zellen 2, 4 und 6 h p.i. fixiert. In mock-infizierten
Zellen war TBP wiederum granuldr im ganzen Kern verteilt. Sobald ICP4 ab 2 h p.i. in
nukledren Strukturen lokalisierte, konnte eine Kolokalisierung mit TBP durch konfokale
Mikroskopie beobachtet werden (Abb. 43). ICP4-Strukturen ohne eine kolokalisierende TBP-
Struktur waren selten zu finden. Ohne Replikationsinhibitor nahmen 4 und 6 h p.i. sowohl die
TBP- als auch die ICP4-Kerndoméanen an GroRe zu, wobei weiterhin eine klare Uberlagerung
der Strukturen stattfand (Abb. 43).
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Abb. 43: Kolokalisierung von TBP und ICP4 im HSV-1-Infektionsverlauf

Mock-infizierte oder HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden 1 h p.i. ohne oder mit 300 pug/ml PAA behandelt
und 2, 4 und 6 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis von ICP4 wurden die Zellen mit poly-
klonalem anti-ICP4 Kaninchenserum und zum Nachweis von TBP mit monoklonalem TBP-Antikorper (3G3)
(Maus) inkubiert. ICP4 wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG (griin) und TBP mit Alexa
Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der konfokalen Signale einer
Zelle ist fur jeden Zeitwert dargestellt (merge). Dabei zeigen gelbe Signale Kolokalisierung an.
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Somit stellte sich die Frage, ob die Bildung der Replikationszentren eine Voraussetzung flr
die Umstrukturierung der TBP-Lokalisierung darstellt. In PAA-behandelten HFFF2-Zellen
waren TBP- und ICP4-Kernstrukturen ab 2 h p.i. zu beobachten, die nicht von den Strukturen
in unbehandelten Zellen zu unterscheiden waren. Zu den spateren Infektionszeitpunkten
4 und 6 h p.i. hingegen fihrte die PAA-Behandlung zu einem Verlust sowohl der
vergroRerten Replikationszentren als auch der gréRer werdenden TBP-Kerndomanen
(Abb. 43).

Daraus l&sst sich schlieen, dass die Kolokalisierung von ICP4 und TBP in nukledren
Doménen dem Beginn der nachweisbaren viralen DNA-Synthese vorausgeht. Dies wiederum
legt nahe, dass die initiale TBP-Relokalisierung mit der [CP4-Lokalisierung in
Préreplikationszentren einhergeht, und unabhangig von der viralen DNA-Replikation ist.
Dagegen scheint die GroRenzunahme der Replikationszentren eine Voraussetzung flr die
Ausbildung der vergréRerten TBP-Kerndomanen zu sein.

6.5. Kaolokalisierung von hsTAF1 mit ICP4 in HSV-1-infizierten HFFF-2-Zellen

TAF1 ist ein hoch konserviertes, multifunktionelles Protein, das durch die Vermittlung der
Promotorerkennung und durch Katalyse von kovalenten Modifikationen des Chromatins und
anderer Faktoren zur Genregulation beitragt (Wassarman und Sauer, 2001; Gangloff et al.,
2001). Innerhalb des TFIID-Komplexes &hnelt TAF1 einem Gerlst, an das sich TBP und
andere TAFs anlagern kénnen. Es gibt Hinweise, dass die Interaktion von TBP und hsTAF1

in vivo fir die aktive Transkription in Sdugerzellen erforderlich ist (Martel et al., 2002).

Um Hinweise zur Funktion von hsTAF1 wahrend der HSV-1-Infektion zu erlangen, wurde
zundchst die Lokalisierung von hsTAF1 untersucht. Dabei zeigten sich in
Kolokalisierungsstudien mit ICP4 Relokalisierungen von hsTAF1 (Abb. 44), die vergleichbar
mit den Umstrukturierungen von TBP (Ergebnisteil 6.4.2.) waren. In mock-infizierten
HFFF2-Zellen war ein diffuses hsTAF1-Farbemuster zu beobachten, das sich ab 2 h p.i.
veranderte, indem sich friihe punktierte Kernstrukturen bildeten. 4 und 6 h p.i. kam es zu einer
GroRenzunahme der hsTAF1-Kerndoménen, die wahrend der gesamten Infektion mit HSV-1
ICP4 kolokalisierten (Abb. 44).

Dies unterstutzt die Annahme, dass TBP und hsTAF1 in gemeinsamen Strukturen mit der
viralen DNA-Replikation und mit Stellen viraler Transkription zu finden sind.
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Abb. 44: Kolokalisierung von hsTAF1 und ICP4 wahrend der HSV-1-Infektion

HFFF2-Zellen wurden mit HSV-1 infiziert oder mock-infiziert und 2, 4 und 6 h p.i. in 2% Paraformaldehyd
fixiert. Der Nachweis von ICP4 erfolgte mit polyklonalem anti-ICP4 Kaninchenserum und der von hsTAF1 mit
monoklonalem hsTAF1-Antikorper (sc-735) (Maus). Dabei wurde ICP4 mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-
Kaninchen 1gG (griin) und hsTAF1 mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus IgG (rot) visualisiert. Die
Uberlagerung der konfokalen Mikroskopaufnahmen einer Zelle ist dargestellt (merge).

6.6.  Kolokalisierungsstudien tiber hsTAF4 im HSV-1-Infektionsverlauf

Die gemeinsame Rekrutierung von hsTAF1 und TBP in Kernbereiche der viralen DNA-
Synthese legt nahe, dass weitere TFIID-Komponenten im HSV-1-Infektionsverlauf
relokalisiert werden konnten. Zur Untersuchung dieser These wurden Lokalisierungsstudien
uber hsTAF4 durchgefuhrt. Es wurde beschrieben, dass hsTAF4 als spezifischer
transkriptioneller Koaktivator fungieren kann (Mengus et al., 1997). Die hsTAF4-Kontakte zu
Aktivatoren kdénnen dabei entweder den Prainitiationskomplex der Transkription stabilisieren

oder essentielle strukturelle Verdnderungen in ihm induzieren.

Wéhrend der HSV-1-Infektion in HFFF2-Zellen konnte auch fiur hsTAF4 eine
Relokalisierung der granuldren Kernlokalisierung in mock-infizierten Zellen zu einer
Ausbildung von nukledren Domdnen nachgewiesen werden (Abb. 45). Sobald ICP4-
Kernstrukturen 2 h p.i. sichtbar wurden, kolokalisierten die hsTAF4-Strukturen mit ICP4. Die
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Kerndomaénen vergroRerten sich simultan von 4 bis 6 h p.i., wie bereits fir hsTAF1 und TBP
beschrieben wurde (Abb. 45).

Anhand der hsTAF4-Lokalisierung sollte beispielhaft analysiert werden, ob die initiale
Rekrutierung von TAFs in ICP4-Kernstrukturen vergleichbar zu der von TBP war. Nach der
Behandlung der HFFF2-Zellen 1 h p.i. mit 300 pg/ml PAA waren ebenfalls friihe punktierte
hsTAF4-Kernstrukturen 2 h p.i. sichtbar, aber es konnte keine VergroRerung dieser nukleéren
Strukturen im HSV-1-Infektionsverlauf beobachtet werden (Abb. 45).

Diese Ergebnisse zeigen die simultane Relokalisierung von TBP, hsTAF1 und hsTAF4 an
Stellen der HSV-1 DNA-Replikation und liefern erste Hinweise fur eine gemeinsame Rolle in
der viralen Transkription. Interessanterweise erfolgt die Relokalisierung vor der
nachweisbaren viralen DNA-Replikation, wohingegen die Entstehung der vergrofierten
Kerndoméanen der Transkriptionsfaktoren von der Ausprdgung viraler DNA-

Replikationszentren abhéngig ist.
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pg/ml PAA

Abb. 45: Kolokalisierung von hsTAF4 und ICP4 im HSV-1-Infektionsverlauf

Mock-infizierte oder HSV-1-infizierte HFFF2-Zellen wurden 1 h p.i. ohne oder mit 300 pug/ml PAA behandelt
und 2, 4 und 6 h p.i. in 2% Paraformaldehyd fixiert. Zum Nachweis von ICP4 wurden die Zellen mit poly-
klonalem anti-ICP4 Kaninchenserum und zum Nachweis von hsTAF4 mit monoklonalem hsTAF4-Antikdrper
(32TA) (Maus) inkubiert. ICP4 wurde mit Alexa Fluor 488-konjugiertem anti-Kaninchen IgG (grin) und
hsTAF4 mit Alexa Fluor 555-konjugiertem anti-Maus 1gG (rot) sichtbar gemacht. Die Uberlagerung der
konfokalen Signale einer Zelle ist furr jeden Zeitwert dargestellt (merge).
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V. Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst Studien tber die Expression und Lokalisierung
von TFIID-Untereinheiten wahrend der Infektion durch das Baculovirus ACMNPV durch-
geflihrt. Anschlielend wurden mittels RNA-Interferenz funktionelle Analysen fur TBP und
die baculoviralen Transkriptions- und Replikationsfaktoren IE2, DBP und LEF-4 angefertigt.
Durch vergleichende Studien ber HSV-1-Infektionen konnten Hinweise zum generellen
Regulationsmechanismus basaler Transkriptionsfaktoren im Infektionsverlauf groRer DNA-

Viren gewonnen werden.

1. Die TBP-Proteinmenge steigt im AcCMNPV-Infektionszyklus an

Die Erforschung der Steuerung des basalen Transkriptionsfaktors TBP ist von grofer
Bedeutung fur das Verstandnis der zellularen und viralen Genexpression. Bis heute ist wenig
bekannt ber die Regulation der Proteinmenge und die Stabilitdt von TBP. Untersuchungen
zur TBP-Expression und -Lokalisierung im Verlauf der Baculovirusinfektion sollten neue
Erkenntnisse uber die Bedeutung von TBP fir den viralen Infektionsverlauf liefern.

Zur Untersuchung der Rolle von TBP an der Transkription der spaten und sehr spaten baculo-
viralen Faktoren wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst die Expression von TBP wahrend
des Infektionsverlaufs untersucht. Die Expressionsanalysen fur TBP zeigten in den beiden
permissiven Zelllinien Sf21 und TN-368 fir die AcCMNPV-Infektion, dass die TBP-Protein-
menge in der spaten Phase der Infektion um das Vierfache gesteigert wird. Dies stellt ein
ungewohnliches Ergebnis dar, da die Synthese anderer zelluldrer Faktoren wéhrend des
viralen Infektionsverlaufes stark reduziert wird (Carstens et al., 1979; Wood, 1980). Beispiele
hierfir sind das Protein Aktin, die Histone H2A, H3 und H4 und das Hitzeschock-Protein 70,
deren Transkription in der spaten Phase der Infektion abnimmt (Ooi und Miller, 1988).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Zunahme der TBP-Expression in der spéten
baculoviralen Infektionsphase wurde in vorhergehenden Western Blot-Studien nicht
festgestellt (Rasmussen und Rohrmann, 1994). In diesen Studien war die TBP-Expression in
ACMNPV-infizierten Sf9-Zellen bis 72 h p.i. konstant und zu spéateren Infektionszeitpunkten
wurde keine TBP-Bande mehr beobachtet. In diesen Experimenten wurde der gegen
Drosophila-TBP gerichtete monoklonale Antikorper 58C9 verwendet. Da das Sf-TBP-Protein
ein berechnetes Molekulargewicht von 34 kDa besitzt, die nachgewiesenen Proteine aber bei
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36 und 38 kDa zu finden waren, wurde argumentiert, dass es sich eventuell um post-
translationale Modifikationen handeln koénnte (Rasmussen und Rohrmann, 1994).
Experimente, die von Krappa et al. (1995) durchgefiihrt wurden, zeigten ebenfalls keinen
Anstieg der TBP-Proteinmenge und eine Abnahme von TBP nach 24 h p.i. in ACMNPV-
infizierten Sf21-Zellen unter Verwendung des Antikdrpers 58C9. In diesen Studien war nur
ein einzelnes konstantes Signal eines ca. 33 kDa groRen Polypeptids bis 24 h p.i. zu
detektieren und spater nicht mehr zu beobachten.

In den Western Blot-Analysen der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Antikoérper 58C9 und
mit dem gegen Sf-TBP gerichteten polyklonalen Antiserum SA3890 ebenfalls nur eine
Einzelbande mit dem fur TBP vorhergesagten Molekulargewicht von ca. 34 kDa festgestellt,
die allerdings in der spaten Infektionsphase an Intensitat deutlich zunahm. Die TBP-Analysen
von Krappa et al. (1995) erfolgten in salzl6slichen Kernfraktionen, bei denen nur die 16slichen
Proteine des Kerns, aber keine mit Membranen assoziierten Proteine prapariert werden. Bei
der in den vorliegenden Studien eingesetzten Detergenzmethode werden dagegen auch an
Membranen gebundene Proteine prapariert. Da TBP in der spaten Infektionsphase in virale
Replikationszentren relokalisiert wird und damit an die Kernmatrix gebunden sein konnte,
kann dies als mdogliche Erklarung fir die gegensétzlichen Ergebnisse der verschiedenen
Arbeiten angesehen werden.

Bis heute sind nur wenige Studien zur transkriptionellen Regulation der TBP-Expression
durchgefiihrt worden (Harland et al., 2002). Von Rasmussen und Rohrmann wurde 1994
beschrieben, dass die Transkription von TBP bis 24 h p.i. auf einem konstanten Niveau in
Northern Blot-Studien nachzuweisen war. Im spéteren Infektionsverlauf war keine
Transkription mehr festzustellen. Da TBP-Proteinsignale bis 72 h p.i. zu beobachten waren,
wurde argumentiert, dass TBP ein langlebiges Protein sein kdnnte. Diese Ergebnisse konnten
prinzipiell in der vorliegenden Arbeit durch Northern Blot-Analysen bestatigt werden, die ein
gleich bleibendes Niveau des TBP-Transkripts bis 24 h p.i. zeigten, gefolgt von einer
abnehmenden, aber bis 72 h p.i. nachweisbaren Menge des TBP-Transkripts.

Zur Untersuchung der TBP-Stabilitat wurden Studien mit dem Translationsinhibitor CHX
durchgefihrt. Uninfizierte Sf21-Zellen zeigten drei bis vier Tage nach CHX-Behandlung
keine Reduktion der TBP-Proteinmenge, wodurch Hinweise auf eine grof3e Stabilitat von TBP
erhalten wurden. In TN-368-Zellen folgte auf die Zunahme der TBP-Proteinmenge in der
spaten Phase der Infektion eine Abnahme der TBP-Menge nach 24 h p.i.. Diese Abnahme von
TBP in der sehr spaten Infektionsphase kénnte auf einer geringeren Stabilitat des Proteins in
TN-368-Zellen beruhen. In Untersuchungen mit CHX-behandelten AcMNPV-infizierten
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TN-368-Zellen war dagegen eine deutliche Stabilisierung von TBP bis in die sehr spate
Infektionsphase zu beobachten. Dieser verzogerte Abbau in der sehr spéaten Phase der
Infektion unter dem Einfluss von CHX war ebenfalls fir das sehr friih exprimierte virale 1E2-
Protein festzustellen. Diese Beobachtung wird gestiitzt durch frihere Studien, bei denen IE2
unter CHX-Einfluss ebenfalls stabilisiert wurde, weswegen Uber einen aktiven Abbau-
mechanismus flr das IE2-Protein in der spaten viralen Infektionsphase spekuliert wurde
(Krappa et al., 1995; Ross und Guarino, 1997). Somit ist es wahrscheinlich, dass TBP in
TN-368-Zellen in der sehr spaten Phase der Infektion, &hnlich wie IE2, in Abhdngigkeit von
neusynthetisierten Proteinen, und somit aktiv, abgebaut wird.

Des Weiteren wurde in diesen Studien ersichtlich, dass die virusinduzierte TBP-Zunahme bis
24 h p.i. in TN-368-Zellen von der Translation abhéngig ist. Dies legt den Schluss nahe, dass
eine verstérkte Translation wéhrend der Baculovirusinfektion am TBP-Proteinanstieg beteiligt
ist. Der Anstieg von TBP in der spaten Phase der Infektion in TN-368-Zellen sowie in der
spaten und sehr spaten Infektionsphase in Sf21-Zellen kdnnte damit einerseits auf einer
verstarkten Translation der TBP-Transkripte und andererseits auf der Regulation eines aktiven
TBP-Abbaumechanismus beruhen.

Frihere Ergebnisse aus quantitativen Studien in Hefezellen zeigen, dass 30000 bis 50000
TBP-Molekiile pro Hefezelle nachgewiesen werden kénnen. Durch diese TBP-Menge kann
theoretisch eine gleichzeitige TBP-Aktivitat an allen Promotoren des Hefe-Genoms erfolgen
(Lee und Young, 1998). TBP wird nach der Translation durch ein Mitglied der Karyopherin
(Kap)-Importin-Proteinfamilie durch die Kernporenkomplexe in den Zellkern transportiert,
woraufhin es in Anwesenheit von TBP-spezifischen TATA-Box-DNA-Sequenzen von seinem
Transporterprotein dissoziiert (Pemberton et al., 1999).

Durch die replizierenden viralen Genome nimmt die Zahl potentieller TBP-Bindestellen in
den Insektenzellen zu, wodurch unter der VVoraussetzung einer Einbeziehung von TBP in die
virale Transkription eine groRere TBP-Proteinmenge erforderlich werden konnte. Da die
TBP-Menge in der spaten Infektionsphase deutlich ansteigt, ist es denkbar, dass TBP
zusammen mit der viruskodierten RNA-Polymerase an der Transkription spéter und sehr
spater viraler Gene beteiligt ist. Unterstlitzung findet diese Vermutung in Studien, die zeigen,
dass eine Uberexpression von TFIID/TBP in Drosophila-Zellen zu einer erh6hten
Transkription von TATA-Box-enthaltenden Promotoren fiihrt (Colgan und Manley, 1992).
Eine mogliche Erklarung fir den starken Anstieg der TBP-Expression ist, dass TBP eine
wichtige Rolle bei der Hyperexpression der sehr spaten viralen Gene polyhedrin und p10

spielt. Ihre Promotoren enthalten TATA-Box-&hnliche Sequenzen, die nicht essentiell fur die
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Expression der Gene sind (Possee und Howard, 1987; Weyer und Possee, 1989). Durch die
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren konnte TBP jedoch indirekt an diese
Promotoren binden. Dadurch kénnte TBP eine wichtige Funktion bei der Transkription der
spaten und der hyperexprimierten sehr spéten viralen Gene durch die viruskodierte RNA-

Polymerase besitzen.

2. TBP lokalisiert im baculoviralen Infektionsverlauf in viralen

Replikationszentren

Die Untersuchung, ob wahrend der baculoviralen Infektion neben dem Anstieg der TBP-
Proteinmenge auch eine Veranderung der subzellularen TBP-Lokalisierung zu verzeichnen
ist, ergab eine Relokalisierung von TBP innerhalb des Zellkerns in ACMNPV-infizierten
Zellen. Bis in die fruhe Infektionsphase war TBP in einem granuldren Farbemuster
nachweisbar. Ab 4 h p.i. war in den ersten Zellen eine TBP-Relokalisierung in distinkte
Kerndomanen zu beobachten, die wahrend des Infektionsverlaufs an GrolRe zunahmen bis ab
16 h p.i. eine einzelne groRe Kernstruktur sichtbar wurde. Somit erfolgte mit der Zunahme der
TBP-Proteinmenge auch eine TBP-Relokalisierung.

TBP kolokalisierte dabei mit BrdU-markierten Orten der viralen DNA-Synthese. Die viralen
Replikationszentren stellen eine Ansammlung von Replikationsfaktoren, weiteren viralen und
zelluldren Komponenten, sowie neusynthetisierter viraler DNA dar (Ubersichtsartikel Maul,
1998; Ubersichtsartikel Wilkinson und Weller, 2003).

Inhibitorstudien, bei denen die virale Replikation entweder direkt mittels Aphidicolin oder
durch die Hemmung der Proteinneusynthese durch CHX inhibiert wurde, zeigten die
Abhéangigkeit der TBP-Umstrukturierung von der Bildung viraler DNA-Replikationszentren.
Lokalisierungsstudien mit den AcCMNPV-Proteinen LEF-3 und DBP haben gezeigt, dass diese
ebenfalls in viralen Replikationszentren lokalisieren (Mainz et al., 2002). In der spéaten
Infektionsphase konnte fur DBP festgestellt werden, dass es in einer vergleichbaren Struktur
wie TBP vorliegt (Quadt, 2000). Sowohl fir LEF-3 als auch fiir DBP sind DNA-bindende
Eigenschaften beschrieben worden (Hang et al., 1995; Mikhailov et al., 1998). LEF-3 gilt als
essentieller Faktor fir die virale DNA-Replikation, wohingegen fir DBP bisher nur
angenommen wird, dass es an der Replikation des viralen Genoms beteiligt ist (Kool et al.,
1994; Okano et al., 1999).
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Der Mechanismus der TBP-Zunahme und der TBP-Rekrutierung zu Orten replizierender
Virus-DNA lauft in einem zellularen Umfeld ab, dessen Funktionen zu einem groRen Teil
abgeschaltet sind (Carstens et al., 1979; Wood, 1980; Ooi und Miller, 1988). Andererseits ist
unter diesen Bedingungen eine sehr effiziente virale Transkription moglich. Dies bedeutet,
dass das Virus einen physiologischen Prozess der TBP-Rekrutierung verstarkt, der vermutlich
flir das Virus von funktioneller Bedeutung ist.

TBP und die zellulare RNAP 11 kolokalisierten in nukledren Domanen in uninfizierten Zellen
und bis 8 h p.i. in AcCMNPV-infizierten Zellen. Fruhere Studien berichten, dass die zellulare
RNAP Il nur an der friihen Transkription baculoviraler Faktoren beteiligt ist (Grula et al.,
1981; Fuchs et al., 1983; Huh und Weaver, 1990). Die hier beobachtete diffuse Kern-
lokalisierung der RNAP 11 in der sehr spéten Infektionsphase deutet auf einen Ubergang zur
Transkription durch die virusinduzierte RNA-Polymerase hin. Somit geben diese Ergebnisse
indirekte Hinweise darauf, dass TBP und die RNAP Il an der friihen viralen Transkription
beteiligt sind.

Des Weiteren konnten Beobachtungen (Durantel et al., 1998) bestatigt werden, dass LEF-4 als
Komponente der viruskodierten RNA-Polymerase ab der spaten Infektionsphase exprimiert
wird. Somit konnte LEF-4 zumindest bis 24 h p.i. zusammen mit TBP an der Transkription
spater und initial auch sehr spater viraler Faktoren in TN-368-Zellen beteiligt sein. Da TBP in
Sf21-Zellen Uber 24 h p.i. hinaus nachweisbar ist, konnte TBP in dieser Zelllinie auch noch
eine starkere Rolle in der sehr spaten viralen Genexpression ubernehmen. Aufgrund der
schneller verlaufenden ACMNPV-Infektion in TN-368-Zellen ist es auch moglich, dass die
Transkription sehr spater viraler Gene in TN-368-Zellen 24 h p.i. bereits abgeschlossen ist.
Diese Beobachtungen geben Hinweise darauf, dass die virale Transkription und die virale
DNA-Synthese in den gleichen Kernstrukturen stattfinden. Die Kolokalisierung von TBP legt
dessen Beteiligung an der viralen Transkription nahe. Insgesamt ist es ebenfalls denkbar, dass
TBP eine Rolle in der Regulation der viralen DNA-Replikation spielt, wie es fir die
Replikation der DNA von humanen Papillomviren beschrieben wurde (Hartley und
Alexander, 2002).

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse ist eine funktionelle Kopplung der TBP-

Relokalisierung mit der viralen DNA-Replikation und der viralen Transkription anzunehmen.



Diskussion und Ausblick 143

3. Protein-Ubiquitinierungen wahrend der Baculovirusinfektion

Die Expressionsstudien unter VVerwendung des Translationsinhibitors CHX deuten darauf hin,
dass TBP sowohl in Sf21- als auch in TN-368-Zellen eine Stabilitdt von mindestens
72 Stunden hat. Im Gegensatz zu Sf21-Zellen ist TBP in TN-368-Zellen in der sehr spaten
Infektionsphase nicht mehr nachweisbar, was darauf hinweist, dass in TN-368-Zellen das
TBP-Protein, ebenso wie das sehr friih exprimierte virale 1E2-Protein, durch einen aktiven
Abbaumechanismus reduziert werden. Sowohl in Insekten- als auch in Sdugerzellen weil man
Uber die Stabilitat von TBP und dessen Abbau bisher nur wenig. Es wird angenommen, dass
die Dimerisierung von TBP-Molekiilen einen Schutzmechanismus vor der Degradation des
Proteins oder eine Autorepression der DNA-bindenden Eigenschaften darstellen konnte
(Coleman et al., 1995; Geisberg und Struhl, 2000).

Die Stabilitat eines Proteins kann von seiner N-terminalen Aminosdure abhangen. Die
»N-Ende-Regel”“ beschreibt den Zusammenhang zwischen der ersten Aminosdure einer
Polypeptidkette und deren Halbwertzeit. Die Aminoséuren Arginin oder Leucin wirken
beispielsweise destabilisierend, wahrend die Aminosauren Methionin oder Valin schiitzende
Eigenschaften fiir Proteine besitzen (Ubersichtsartikel Varshavsky, 1996). Die Rolle der
N-terminalen Aminosdure oder eine mogliche Modifizierung der N-terminalen Doméne von
TBP fir die Stabilitat des TBP-Proteins ist bislang unbekannt.

Im Infektionszyklus vieler Viren spielt Ubiquitin eine wichtige Rolle. Adenoviren und
Papillomviren Uben einen regulierenden Einfluss auf die Aktivitat der zellularen Ubiquitin-
E3-Ligase aus (Scheffner et al., 1993; Querido et al., 2001). Frihere Arbeiten Uber virale
Proteine beschreiben, dass das HSV-1-Protein ICPO, wie andere Proteine der ,,RING*“-Finger-
Proteinfamilie, als E3-Ligase fungiert und mit konjugiertem Ubiquitin in Lokalisierungs-
studien kolokalisiert (Everett, 2000).

Fur den Degradationsmechanismus der zellularen RNA-Polymerase Il  konnten
Ubiquitinierungen und der proteasomale Abbau nachgewiesen werden (Lee et al., 2002). In
embryonalen Mausekarzinomzellen (F9-Zellen) ist beschrieben worden, dass TBP
mdoglicherweise durch spezifische Proteolyse in Proteasomen inaktiviert wird, wobei die
Differenzierung von F9-Zellen auf der selektiven Proteolyse von TBP und TAF4 beruhen
konnte (Perletti et al., 2001).

Zur Untersuchung der Frage, ob der Ubiquitin-Proteasomen-Weg an der Reduktion der zuvor
gesteigerten TBP-Proteinmenge in ACMNPV-infizierten TN-368-Zellen beteiligt sein kdnnte,

wurden Kolokalisierungsstudien mit konjugiertem Ubiquitin durchgefihrt.
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In Vergleichsstudien tber die Kolokalisierung von konjugiertem Ubiquitin mit dem frihen
viralen 1E2-Protein konnte zum ersten Mal eine Assoziation von IE2-Doménen mit
konjugiertem Ubiquitin in der friihen baculoviralen Infektionsphase demonstriert werden.
Dieses Ergebnis korreliert mit der postulierten Funktion des ,,RING*-Finger-Proteins IE2 des
BmNPV als E3-Ligase und kann somit als immunhistochemische Bestatigung fur die
publizierten in vitro-Studien (Imai et al., 2003) betrachtet werden. Des Weiteren bestétigt es
Beobachtungen, bei denen BmNPV IE2 in der friihen Infektionsphase unter dem Einfluss des
Proteasomeninhibitors MG132 oder nach Mutation seiner E3-Ligase-Doméne und damit
vermutlich dem Verlust seiner Auto-Ubiquitinierungsaktivitat, verstarkt in Kerndomanen
akkumuliert (Imai et al., 2005).

Dariiber hinaus konnte eine Assoziation von TBP und damit von viralen Replikationszentren
mit konjugiertem Ubiquitin und mit akkumulierenden IE2-Kernsignalen zu den friihen
Zeitpunkten der baculoviralen Infektion aufgezeigt werden. Es war jedoch keine
Kolokalisierung von TBP mit konjugiertem Ubiquitin oder IE2 in der sehr spaten
Infektionsphase in TN-368-Zellen nachweisbar. Dies korreliert mit publizierten Daten zur
Assoziation von IE2 mit Orten der aktiven viralen Replikation (Mainz et al., 2002).

Die TBP-Strukturen wiesen ein granuldres Farbemuster auf, wohingegen IE2 und Ubiquitin in
punktierten nukledren Strukturen sichtbar wurden. Die Ergebnisse legen nahe, dass die
Assoziation von Ubiquitin mit TBP-Strukturen auf die Kolokalisierung von IE2 und
konjugiertem Ubiquitin in gemeinsamen punktierten Kerndoménen innerhalb von viralen
Replikationszentren zuriickzufuhren ist. Anhand dieser Kolokalisierungsstudien ergab sich
somit keine Evidenz fur ubiquitiniertes TBP.

Fur das baculovirale Ubiquitin wurde gezeigt, dass es die Polyubiquitinierung von Proteinen
als Kettenterminator verhindern und somit den Protein-Abbau durch das Ubiquitin-
Proteasom-System unterbinden konnte (Haas et al., 1996).

Infektionsstudien mit den AcMNPV-Mutanten v-ubi FS und v-ubi RGG zeigten, dass kein
Einfluss auf die Verteilung von konjugiertem Ubiquitin und die IE2-Lokalisierung in der
frihen Phase der Infektion festzustellen war. Hingegen scheint das viruskodierte Ubiquitin
eine Rolle bei der Entstehung der fadenférmigen IE2-Strukturen in der spaten baculoviralen
Infektionsphase zu spielen. Falls es sich bei den fadenférmigen IE2-Strukturen tatséchlich um
eine Akkumulation von IE2-Abbauprodukten handelt, kénnte das virale Ubiquitin somit eine
Rolle beim IE2-Abbau spielen.

Vorhergehende Expressionsstudien ergaben nach Infektionen mit den v-ubi AcCMNPV-
Mutanten keine Hinweise auf eine TBP-Stabilitatsanderung (\Vol3, 2003; Ginther, 2005).
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Daher wurden keine weiterfihrenden Lokalisierungsstudien mit Hilfe der v-ubi ACMNPV-
Mutanten fir TBP vorgenommen. Ein Einfluss des viralen Ubiquitins auf die TBP-
Lokalisierung kann jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden, und konnte in
folgenden Lokalisierungsstudien unter Verwendung der v-ubi AcCMNPV-Mutanten uberpruft
werden.

Neben der Ubiquitinierung kénnen Proteine auch durch die Anlagerung von SUMO-1 (,,small
ubiquitin-related modifier 1“) an Lysinreste des Substrates modifiziert werden. SUMO-1 ist
ein ubiquitinverwandtes Protein, durch dessen Bindung Proteine jedoch nicht fiir den Abbau
durch das Proteasom markiert werden (Ubersichtsartikel Saitoh et al., 1997; Ubersichtsartikel
Hodges et al., 1998; Jentsch und Pyrowolakis, 2000). SUMO kann Protein-Protein-
Interaktionen beeinflussen und als Antagonist von Ubiquitin fungieren (Ubersichtsartikel
Verger et al., 2003), wobei die SUMOylierung einen Block der Ubiquitinierung von Proteinen
darstellen konnte, wodurch die Degradation des Substrates verhindert werden kodnnte
(Desterro et al., 1998).

Bisher ist eine SUMO-1-Bindung an TBP und eine daraus resultierende Stabilisierung des
Proteins nicht beschrieben worden. Initiale Western Blot-Analysen dieser Arbeit erbrachten
ebenfalls keinen Hinweis auf eine solche TBP-Modifikation (Daten nicht gezeigt).

In friiheren Arbeiten ist beschrieben worden, dass sowohl in vitro als auch in vivo nicht-
ubiquitinierte Proteine ebenfalls durch das Proteasom erkannt und eliminiert werden kénnen
(Bercovich et al., 1989; Sheaff et al., 2000; Kalejta und Shenk, 2003). Eine proteasomale
Degradation von TBP wahrend der sehr spaten Virusinfektion in TN-368-Zellen kann somit
durch die erfolgten Studien nicht ausgeschlossen werden.

Eine Kontrolle der TBP-Proteinmenge ist ebenfalls durch Interaktionen von TBP mit
zelluldren oder viralen Faktoren, die seine Stabilitit oder den Modifizierungsgrad
beeinflussen, denkbar. Bei Untersuchungen in Hefezellen ist die Molekilzahl der TBP-
assoziierten Faktoren bestimmt worden, welche um den Faktor 10 niedriger war als die von
TBP (Lee und Young, 1998). Somit hangen die Aktivitdt und mdglicherweise auch die

Stabilitat von TBP von der Regulation der TAFs als limitierende Proteine ab.
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4, Inhibitionsstudien tber TBP und die AcMNPV-Faktoren IE2, DBP
und LEF-4

Zur Erforschung der Funktion von Genen koénnen genetische Mutanten in Form von ,,knock
out“-Zellen, -Organismen oder -Viren, zumeist in aufwendigen Verfahren, hergestellt werden.
Als Alternative zum Ausschalten von Genen eignet sich der Einsatz von RNA-Molekiilen,
wobei die Technik der RNA-Interferenz (RNAIi) durch das Einbringen von dsRNA
mindestens zehnmal so effektiv ist wie die Verwendung von einzelstrangigen RNAs (Fire et
al., 1998).

Mit Hilfe von RNAI ist es nicht nur moglich zellulare mRNAs zu degradieren. In einer
Vielzahl von Studien ist es ebenfalls gelungen die Synthese viraler Faktoren zu unterdriicken,
wie z.B. flr die essentiellen regulatorischen HIV-1-Proteine Tat und Rev oder fur Faktoren
des Denguevirus und des Semliki-Forest-Virus gezeigt werden konnte (Caplen et al., 2002;
Coburn und Cullen, 2002; Ubersichtsartikel Dykxhoorn et al., 2003). Durch RNAI-Studien
wahrend der Baculovirusinfektion ist es gelungen die Expression von IE1 und GP64 bzw. des
anti-apoptotischen Proteins IAP3 zu inhibieren (Means et al., 2003; Valdes et al., 2003).

Zur funktionellen Analyse der Bedeutung des TBP-Anstiegs in der spaten Phase der
Baculovirusinfektion sollte die TBP-Expression unterdriickt werden. Dabei musste im
Vorfeld der Studien mit verschiedenen méglichen Problemen gerechnet werden. Aufgrund der
mdoglicherweise essentiellen Rolle von TBP fir die zellulare Transkription, war es einerseits
denkbar, dass die Reduktion von TBP fur die Zellen letal sein konnte, wodurch
weiterfuhrende Untersuchungen der Virusinfektion unmdglich werden wirden. Andererseits
war aufgrund der zuvor beobachteten Stabilitat des TBP-Proteins unklar, ob eine Reduktion
der TBP-mRNA eine Wirkung auf die TBP-Proteinmenge in den Versuchsansatzen zeigen
wirde. Eine weitere Schwierigkeit bei der Untersuchung von Faktoren durch die RNA-
Interferenz ist, dass nicht alle Zellen mit der dsRNA transfiziert werden kénnen. Dadurch

kann der RNAI-Effekt durch die nicht-transfizierten Zellen tberlagert werden.

Gemeinhin wird angenommen, dass TBP ein essentieller Faktor fur die Transkription ist.
Demnach ware davon auszugehen, dass die Transfektion von dsRNA TBP fur die Zellen
aufgrund der Blockierung der TBP-Synthese letal ist, wodurch eine Untersuchung im
Infektionsverlauf kaum mdglich sein sollte. Im Mausmodell konnte jedoch eine differentielle
Abhéngigkeit der RNA-Polymerasen von TBP aufgezeigt werden, wobei der Verlust von TBP
die Transkription der RNAP | und RNAP Il blockiert, die RNAP Il hingegen in einem
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transkriptionell aktiven Phosphorylierungszustand bleibt. Dies stellt einen TBP-unabhangigen
transkriptionellen Mechanismus dar, der eine Reinitiation und Erhaltung der Genexpression
durch die RNAP Il in vivo erlaubt (Martianov et al., 2002).

Des Weiteren wurden in in vitro-Studien andere Multiproteinkomplexe wie TFTC (,, TBP-free
TAFII-containing complex*) beschrieben, der verschiedene TAFs, aber nicht TBP enthélt und
eine TBP-freie RNAP II-Transkription vermittelt (Wieczorek et al., 1998). Dabei ist jedoch
unklar, ob TFTC als funktionelle Einheit in vivo existiert. Andere TBP-freie und aus
verschiedenen TAFs bestehende Proteinkomplexe sind als SAGA-Komplex in Hefe und als
PCAF-Komplex in humanen Zellen beschrieben worden. Fur beide TAF-Komplexe wird
angenommen, dass sie die Genexpression durch Modifikationen der Chromatin-Struktur
regulieren koénnen und somit eine transkriptionelle Rolle auBerhalb von TFIID spielen
konnten (Grant et al., 1998; Ogryzko et al., 1998; Ubersichtsartikel Albright und Tjian, 2000).
In verschiedenen Organismen sind bisher drei TBP-&hnliche Proteine (,, TBP-like factor*, TLF
oder ,, TBP-related factor“, TRF) beschrieben worden, die groRBe Homologien zu TBP
aufweisen (Ubersichtsartikel Berk, 2000; Persengiev et al., 2003). TRF1 ist bisher nur in
Drosophila identifiziert worden, wohingegen TRF2 in Metazoen weit verbreitet ist und TRF3
in Vertebraten exprimiert wird. Fir diese Faktoren ist gezeigt worden oder wird
angenommen, dass sie bei der Transkription durch die RNAP 11 eine Rolle spielen kénnen
(Ubersichtsartikel Davidson, 2003; Chong et al., 2005).

Aufgrund solcher beschriebenen, teilweise redundanten zelluldren Funktionen, kann somit
angenommen werden, dass eine TBP-Reduktion nicht automatisch letal ist. Daher wurden
RNAI-Studien zur Analyse der TBP-Expression in Insektenzellen durchgefiihrt.

Die TBP-Proteinmenge konnte unter den verwendeten Bedingungen in uninfizierten Sf21-
Zellen ca. 64 bis 72 h p.t. reduziert werden. In der spaten Infektionsphase, in der es zur
starken TBP-Proteinzunahme wéhrend der ACMNPV-Infektion kommt, war jedoch keine
deutliche Blockierung der TBP-Expression durch die transfizierten dsRNAs TBP mdglich,
wenn die Infektion 48 h p.t. erfolgte. Daher ist es nicht verwunderlich, dass weder auf die
untersuchten viralen Proteinexpressionen noch auf die Entstehung von baculoviralen
Einschlusskorpern ein Einfluss messbar war.

Der Grund der nur geringen Reduktionsmdglichkeiten von TBP konnte in der zuvor
beschriebenen groRen Stabilitdt des Proteins zu finden sein. Daher koénnte in den
experimentellen Ansatzen die TBP-Proteinmenge auch nach einer moglichen Degradation der
TBP-mRNA durch dsRNA TBP weiterhin bestehen geblieben sein. Durch die RNAi wird

dartiber hinaus immer nur ein Teil der Zellen mit dsRNA transfiziert. Der RNAIi-Effekt wird
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daher von den untransfizierten Zellen Uberlagert. Durch die starke Zunahme von TBP in der
spaten baculoviralen Infektionsphase wird eine Reduktion der TBP-Proteinmenge in den
transfizierten Zellen daher vermutlich nur schwer nachweisbar gewesen sein.

Anhand dieser Studien wurde deutlich, dass sich nicht eine moégliche Letalitdt der Zellen
durch eine Reduktion von TBP als Problem fur nachfolgende Infektionsstudien darstellte,
sondern dass die Reduktion der Proteinmenge des zelluldaren Transkriptionsfaktors TBP
zumindest im spéten Infektionsverlauf durch RNAI-Studien kaum mdglich war.

Um ausschlielen zu konnen, dass die fehlende Reduktion von TBP auf experimentellen
Problemen der RNAI-Technik im viralen Infektionsverlauf beruhte, wurde eine Etablierung
der RNAi-Methode in Insektenzellen durch die Untersuchung von Reduktionen baculoviraler
Faktoren durchgefuhrt. Dazu dienten RNAI-Studien Uber die viralen Faktoren IE2, DBP und
LEF-4, fir die entweder gezeigt ist oder vermutet wird, dass sie an der Transkription bzw. der
Replikation der viralen DNA beteiligt sind (Kool et al., 1994; Okano et al., 1999). Anhand
dieser Studien sollten dartiber hinaus weitere Hinweise auf die Funktionen der untersuchten

ACMNPV-Faktoren fur den viralen Infektionsverlauf gewonnen werden.

In den zuvor beschriebenen Studien kolokalisierte das ACMNPV IE2-Protein in der friihen
Infektionsphase mit TBP, was mit friiheren Studien korreliert, in denen ein Teil der IE2-
Domaénen in viralen Replikationszentren zu finden war (Mainz et al., 2002). Die beschriebene
Rolle von IE2 als E3-Ligase im Ubiquitin-Proteasomen-Weg und seine transaktivatorischen
Eigenschaften machten es fir RNAI-Studien interessant.

Mutationsstudien Gber IE2 mit ACMNPV-Mutanten zeigten, dass der Verlust von IE2 zu einer
Verzogerung in der viralen Replikation, in der Expression der spaten Gene und in der
Produktion beider Virus-Phénotypen in Sf21-Zellen, jedoch nicht in der Zelllinie TN-5B1-4
fuhrt (Prikhod'ko et al., 1999). Die BV-Form der IE2-Mutanten bleibt bei der Injektion ins
Hé&mocoel &hnlich infektits wie die Wildtyp-Viren. Dagegen sind in den Einschlusskorpern
der IE2-Mutanten weniger Virionen enthalten, wodurch ihre orale Infektiositat fir Larven
vermindert ist. Eine direkte Korrelation zwischen den mutanten Phanotypen und den
Transaktivierungsfahigkeiten von IE2 gibt es nicht (Prikhod'ko et al., 1999). In friiheren
Studien mit einer BmNPV IE2-Mutante ist eine Verzégerung der viralen DNA-Replikation
gezeigt worden, obwohl die Wachstumsrate des Virus in BmN-4-Zellen nicht beeinflusst wird
(Gomi et al., 1997).

Die in dieser Arbeit vorgestellten RNAI-Studien fir das ACMNPV IE2-Protein zeigten eine

deutliche Reduktion der IE2-Proteinmenge. Diese fiihrte jedoch weder zu einem



Diskussion und Ausblick 149

Expressionsunterschied der anderen untersuchten frilhen und spaten viralen Faktoren, noch
konnte ein Einfluss auf den TBP-Anstieg in der spaten Infektionsphase oder auf die
Virusproduktion festgestellt werden. Eine Verzogerung der BV-Produktion war anhand der
Expressionsstudien (ber die viralen Strukturproteine P39 und GP64 genau so wenig
auszumachen wie eine Minderung der Polyederbildung. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass die Reduktion von IE2 leichte Effekte auf die Virusproduktion hat, die aufgrund
einer nicht vollstandigen Blockierung der IE2-Proteinmenge schwer zu erkennen gewesen
sein konnten.

Die vorliegenden Studien liefern einen weiteren Beleg, dass IE2 keine essentielle Rolle
wahrend der Baculovirusinfektion zu spielen scheint. Dies korreliert mit der Tatsache, dass es
in den publizierten 1E2-Mutanten-Studien moglich war, 1E2-defiziente Viren zu isolieren
(Gomi et al., 1997; Prikhod ko et al., 1999).

Sowohl in Infektionsstudien mit ACMNPV als auch mit BmNPV ist beobachtet worden, dass
das DBP-Protein an Orten der viralen DNA-Replikation lokalisiert (Okano et al., 1999; Mainz
et al., 2002). Daruber hinaus ist fir BmNPV DBP gezeigt worden, dass es vorzugsweise
einzelstrangige DNA bindet und DNA-Doppelhelices in vitro entwinden kann (Mikhailov et
al., 1998). Daher wird vermutet, dass DBP regulatorische Funktionen bei der Replikation des
viralen Genoms austiben koénnte. Nach den TBP-Lokalisierungsstudien der vorliegenden
Arbeit bedeutet dies, dass DBP mit TBP zu den gleichen Infektionszeitpunkten in denselben
Kerndomanen lokalisiert.

Nach dem Aufzeigen der Mdoglichkeit das virale 1E2-Protein durch RNAI zu reduzieren,
sollten Inhibitionsstudien tber ACMNPV DBP als weiterer Vergleich zu den RNAI-Studien
uber TBP dienen. Neben der weiteren Etablierung der RNAI-Technik im baculoviralen
Infektionssystem sollten dadurch Hinweise zur Funktion von DBP fur den viralen Infektions-
verlauf gewonnen werden.

Durch RNAI konnte die DBP-Expression in dieser Arbeit deutlich verringert werden.
Dadurch wurde die IE2-Expression als Beispiel eines sehr friihen viralen Faktors nicht
beeintrachtigt. Die Blockierung der DBP-Synthese fuhrte dagegen zu einer signifikanten
Steigerung der Proteinmengen der LEFs P35, LEF-3 und LEF-4 in der spéten und sehr spaten
Infektionsphase. Diese induzierten LEF-Zunahmen hatten allerdings keine sichtbare Wirkung
auf die Synthese viraler Strukturproteine oder auf die Bildung von viralen Einschlusskorpern.

Die erhohten LEF-Proteinmengen nach der Reduktion von DBP konnten auf einer verstarkten

LEF-Proteinsynthese oder auf einer Stabilisierung bereits gebildeter LEFs beruhen. Da DBP
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ein DNA-bindendes Protein ist (Mikhailov et al., 1998), ist es denkbar, dass es neben einer
Funktion bei der viralen Replikation auch eine Rolle auf transkriptioneller Ebene spielt.

Dabei konnte DBP die DNA-Zugénglichkeit fur Transkriptionsfaktoren oder die Bindung von
regulatorischen Proteinen an Promotorsequenzen der lef-Gene steuern. Andererseits konnte
auch die Stabilitdt der LEFs durch DBP beeinflusst werden, indem es die Expression von
LEF-stabilisierenden Proteinen inhibiert oder die Synthese von LEF-degradierenden Faktoren
erhoht.

Interessant wére in diesem Zusammenhang zu untersuchen, ob die DNA-Bindung von DBP
sequenzspezifisch erfolgt, und ob die Reduktion von DBP durch RNAI eine Steigerung der
Synthese von LEF-Transkripten nach sich zieht.

Die durch die DBP-Reduktion induzierten LEFs besitzen unterschiedliche Funktionen. LEF-3
ist als ein essentieller viraler Faktor der baculoviralen Replikation beschrieben worden (Kool
et al., 1994). Wie DBP bindet LEF-3 bevorzugt an einzelstrangige DNA, wobei es vermutlich
an der Ausbildung von Replikationszentren beteiligt ist (Hang et al., 1995; Evans und
Rohrmann, 1997; Ito et al., 2004). LEF-4 ist als eine von vier Untereinheiten der virus-
kodierten RNA-Polymerase an der spadten und sehr spéten viralen Genexpression beteiligt.
Dagegen spielt P35 zum einen eine entscheidende Rolle in der Apoptoseinhibition durch
Hemmung von zelluldaren Caspasen (Hershberger et al., 1994; LaCount et al., 2000; Vier et
al., 2000), und Ubt zum anderen eine Funktion bei der Blockierung der zelluléren Protein-
synthese aus (Du und Thiem, 1997).

Generell konnte DBP im baculoviralen Infektionsverlauf eine Funktion als Negativ-Faktor fur
die Expression von LEF-Proteinen besitzen, wodurch die Effizienz der viralen DNA-
Replikation und der spaten viralen Genexpression gesteuert werden kénnte.

In anderen Virussystemen ist gezeigt worden, dass virale Faktoren die Replikation des viralen
Genoms und das Fortschreiten der Infektion regulieren kénnen, und dadurch eine effizientere
Bildung von Virus-Nachkommen erzeugen kdénnen. Solch eine Wirkung ist z.B. fur das
HIV-1-Protein Nef (,,negative factor) beschrieben worden, das die Transkription und
Replikation von HIV-1 reduzieren soll (Niederman et al., 1989). Neuere Studien zeigen
hingegen widerspruchliche Wirkungen von HIV-1 Nef, weswegen angenommen wird, dass
Nef die Infektion verstarkt und eine wichtige Rolle fur die virale Replikation und Pathogenese
spielt (Ubersichtsartikel Joseph et al., 2005).

Aufgrund der Beobachtung, dass nach der DBP-Reduktion kein deutlicher Effekt auf die
Bildung von baculoviralen Strukturproteinen oder die Bildung von Virus-Polyedern

auszumachen war, scheint DBP keine essentielle Rolle im viralen Infektionsverlauf in der
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Zellkultur zu spielen. Durch diese Studien konnte somit ein Aspekt zu den bislang wenig

bekannten Funktionen von DBP hinzugeflgt werden.

Ein weiterer viraler Faktor, an dem die RNAIi-Bedingungen im viralen Infektionsverlauf
ausgetestet wurden, war LEF-4. Die Untersuchung der Reduktion von LEF-4 war zudem
interessant, da es als Komponente der viralen RNA-Polymerase die spate Baculo-
virustranskription steuert. Falls der TBP-Anstieg in der spéten Infektionsphase eine Rolle bei
der Transkription spater bzw. sehr spater viraler Faktoren spielt, konnte die Expressions-
inhibition der viralen RNA-Polymeraseuntereinheit interessante Vergleichsmoglichkeiten zur
Inhibition von TBP durch RNAI fiir den Einfluss auf die spate Virusinfektion bieten.

LEF-4 ist die am besten charakterisierte RNA-Polymerase-Untereinheit, fur die gezeigt
werden konnte, dass sie katalytische Funktionen in Form von Guanylyltransferaseaktivitaten
fur die Bildung von m7G-Kappen am 5-Ende viraler mRNAs besitzt und zusatzlich RNA
5 -Triphosphatase- und ATPase-Aktivitaten aufweist (Guarino et al., 1998 b; Jin et al., 1998).
Die Expressionsblockierung von LEF-4 zeigte weder einen deutlichen Einfluss auf die TBP-
Expression noch auf die sehr friihe oder friihe Virusproteinbildung. Dagegen wurde durch die
Reduktion von LEF-4 die Expression des ausschlieRlich spat exprimierten viralen Struktur-
proteins P39 und der sehr spaten Faktoren P10 und Polyhedrin fast vollstandig inhibiert.
Frihere Studien mit temperatursensitiven Mutanten zeigten, dass LEF-4 mdglicherweise eine
essentielle Rolle fir die Transkription spéter und sehr spéater Gene spielen konnte (Partington
et al, 1990; Carstens et al., 1994). Ein direkter Beweis fur diese Annahme wurde bislang
jedoch nicht erbracht.

Durch die Analyse der Virusproduktion wurde deutlich, dass eine LEF-4-Inhibition die
Bildung von viralen Einschlusskdérpern stark verringert. Plague-Tests zeigten auch eine
geringere Reduktion der Bildung des BV-Phanotyps. Die nicht vollstdndige Blockierung der
Virusnachkommenbildung ist darauf zuriickzufuhren, dass bei der Transfektion der Insekten-
zellen vermutlich nicht jede Zelle die dsRNA LEF-4 aufgenommen hat, wenn man
Vergleichsexperimente mit eGFP-exprimierender Plasmid-DNA zugrunde legt. Anhand der
Western Blot-Analysen erschien die LEF-4-Reduktion nahezu vollstdndig zu sein, wobei dies
daran gelegen haben durfte, dass das zur Verfligung stehende anti-LEF-4-Antiserum nicht
sensitiv genug war, um die nach der RNAI verbleibende LEF-4-Proteinmenge sichtbar zu
machen. Die nicht-transfizierten Zellen produzierten demnach genugend Virusnachkommen

um Plaques zu bilden, und um in einer geringen Anzahl der Zellen Polyeder auszubilden.
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Generell wurde in den RNAI-Studien ersichtlich, dass die Reduktion eines bestimmten
Faktors bei der Verwendung von dsRNA Schwankungen unterlag. Einen Grund dafir durften
Variationen in den Transfektionseffizienzen der dsRNAs gespielt haben. Aufgrund der
angewendeten Transfektionsmethode wurden die Zellen in den verschiedenen Gewebekultur-
platten zudem etwas unterschiedlichem Stress ausgesetzt, wodurch die Zellzahl leicht variiert
haben koénnte. Dennoch wurden bei der Analyse der Proteinmengen gleiche Volumina der
Proteinextrakte pro Spur der Proteingele aufgetragen, da aufgrund der Hyperexpression der
sehr spaten baculoviralen Proteine die Auftragung gleicher Proteinmengen das Ergebnis flr
andere Proteine in den Expressionsstudien verféalscht hatte.

Beim Vergleich der RNAI-Studien (ber die verschiedenen Faktoren wurden Unterschiede der
Wirksamkeit der verwendeten dsRNAs offensichtlich. Die Reduktion von DBP und v.a. von
LEF-4 schien effizienter zu sein als die von IE2. Dabei hangt die Nachweisbarkeit der
Proteinmengen allerdings auch von der Sensitivitat der jeweils zur Verfugung stehenden
Antikorper ab. Insgesamt konnte anhand der durchgefuhrten Studien die Funktionalitat der
RNAI-Technik fur das Baculovirussystem demonstriert werden.

Die Beobachtungen der vorgestellten RNAI-Studien Uber LEF-4 korrelieren mit
Untersuchungen von AcMNPV-Genomen, die eine Deletion des lef-4-Gens besitzen. Bei
diesen Experimenten war die Bildung von AcMNPV-Nachkommen ebenfalls blockiert
(personliche Mitteilung von L.A. Guarino, Texas, USA). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen somit, dass LEF-4 sowohl ein essentieller Faktor fir die spate und sehr spéate
virale Genexpression ist, als auch fur die Produktion von baculoviralen Einschlusskorpern

notwendig ist.

5. Welchen Einfluss haben AcMNPV- und HSV-1-Infektionen auf die

Expression von TAFs?

Die mRNA-Synthese durch die RNA-Polymerase Il erfordert die Aktivitaten von mehr als
70 Polypeptiden, wobei dieser Prozess durch eine Vielzahl unterschiedlicher Interaktionen
quantitativ und qualitativ reguliert wird (Ubersichtsartikel Albright und Tjian, 2000). Die
Modifizierung oder Stabilisierung einer Komponente dieser Maschinerie hat vermutlich
Auswirkungen auf die Aktivitat einer Vielzahl von assoziierten Faktoren.

Demnach waére es denkbar, dass es parallel zum Anstieg von TBP zu einer Veranderung von
TAF-Proteinmengen in der spaten baculoviralen Infektionsphase kommen konnte. Zur
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Uberpriifung, ob die AcMNPV-Infektion ahnliche Wirkungen auf die Expression von
Insekten-TAFs wie auf TBP hat, wurden Expressionsstudien tber TAFs im Infektionsverlauf
initiiert. Dies geschah auch im Hinblick auf die Annahme, dass die Stabilitdt von TBP durch
eine Interaktion mit TAFs beeinflusst werden konnte.

Analysen von TAFs in den Lepidopteren-Zelllinien Sf21 und TN-368 beinhalten die
Schwierigkeit, dass keine gegen TAFs der Insektenordnung Lepidoptera gerichteten
Antikdper zur Verfligung stehen. Da dariiber hinaus die Sequenzen der Sf21- oder TN-368-
TAFs unbekannt sind, bestand nur die Mdoglichkeit gegen TAFs der Spezies Drosophila
melanogaster (dMTAFs) aus der Insektenordnung Diptera gerichtete Antikorper auf ihre
Spezifitdt hin in den Lepidopteren-Zellen zu testen. Wie in friiheren Studien bereits
angedeutet wurde (Vof3, 2003), scheinen Homologien der TAFs aus den Insektenordnungen
Diptera und Lepidoptera nur eingeschrankt ausgepragt zu sein. Aufgrund der offensichtlich
geringen Reaktivitat der Lepidopteren-TAFs mit anti-Drosophila-TAF-Antikérpern und
aufgrund der Tatsache, dass Drosophila-Zellen kein permissives System fir eine ACMNPV-
Infektion darstellen, waren Untersuchungen von TAFs in ACMNPV-infizierten Insektenzellen
nur ansatzweise maoglich. Nur gegen dmTAF9 und dmTAF5 gerichtete Antiseren zeigten in
Expressionsanalysen in Sf21- und TN-368-Zellen Signale im Bereich der vorhergesagten
Molekulargewichte der Proteine.

Unter Verwendung des anti-dmTAF9-Antiserums konnte eine Proteinbande von ca. 40 kDa
jedoch nur in der spaten AcCMNPV-Infektionsphase und damit parallel zum Anstieg des TBP-
Proteins nachgewiesen werden. Allerdings wurde dieses Signal in uninfizierten Zellen nicht
detektiert und in beiden Zelllinien wurden weitere Proteinbanden erkannt.

Durch den Einsatz des anti-dmTAF5-Kaninchenserums (a) wurde eine Proteinbande
detektiert, die mit 90 kDa etwas hoher als das berechnete Molekulargewicht des Proteins von
85 kDa lag und erst in der spaten Infektionsphase, und somit parallel zum TBP-Anstieg,
nachgewiesen werden konnte. Somit ist es mdglich, dass die TAF5-Expression durch die
Baculovirusinfektion auf ein sichtbares Niveau gehoben wird. Da allerdings in uninfizierten
Zellen kein Signal nachweisbar war und ein zweites anti-dmTAF5-Kaninchenserum ein
weiteres Protein erkannte, das zudem ein anderes Auftreten im Zeitverlauf hatte, bleibt die
Spezifitat der Signale zweifelhaft.

Die vorgestellten Ergebnisse deuten an, dass TAF5 und TAF9 in AcMNPV-infizierten
Insektenzellen in der spéten Infektionsphase parallel zu TBP verstarkt exprimiert werden

kdnnten.
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Aufgrund der beschrankten Einsatzmdglichkeiten mit den zur Verfiigung stehenden anti-
dmTAF-Antikdrpern in Lepidopteren-Zellen, sollten weitere anti-TAF-Antiseren hergestellt
werden. Da die DNA-Sequenzen von Lepidopteren-TAFs bis heute nicht bekannt sind,
wurden Antikorper gegen eine grofiere Zahl von Drosophila-TAFs produziert. In Kooperation
mit der Southwestern Universitat in Dallas, Texas, USA wurden polyklonale Mausseren, die
gegen ausgesuchte Bereiche der dmTAFs gerichtet sind, mit Hilfe von ,genetischer
Immunisierung* der Méuse gewonnen. Dazu wurden den Méausen DNA-Fragmente mit den
Sequenzen von dmTAF1, dmTAF3, dmMTAF4, dmTAF5, dmTAF6, dmTAF9, dmTAF10 oder
dmTAF10b injiziert und die gewonnenen Seren anti-dmTAF3, anti-dmTAF4, anti-dmTAF6
und anti-dmTAF10 auf ihre Spezifitat in den Zellinien Sf21 und TN-368 getestet. Es zeigte
sich allerdings, dass diese Mausseren flr den Einsatz in den Lepidopteren-Zelllinien aufgrund
von zu grof3en unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen nicht geeignet waren

(Daten nicht gezeigt).

Nach den Expressions- und Lokalisierungsstudien ber TBP und TAFs wahrend der
AcMNPV-Infektion, sollten Vergleichsanalysen in einem Virussystem angefertigt werden, in
dem im Gegensatz zum Baculovirussystem die zellulare RNA-Polymerase Il die virale
Genexpression im gesamten Infektionszyklus vermittelt, und es zu keiner Hyperexpression
sehr spater Gene kommt. Zur Untersuchung, ob Expressionssteigerungen von TFIID-
Komponenten durch das humanpathogene grofe DNA-Virus HSV-1 hervorgerufen werden
kdnnen, wurde der Einfluss der HSV-1-Infektion auf die Proteinmenge von TBP und TAFs
untersucht. Das humane Zellkultursystem bietet den Vorteil einer groRen Zahl spezifischer
TAF-Antikdrper.

Im HSV-1-Infektionsverlauf wurden keine VVeranderungen der TBP- und TAF-Proteinmengen
ersichtlich. In der spaten Infektionsphase reduzierten sich die TBP- und TAF-Mengen
aufgrund der Lyse der Zellen. Somit hat die HSV-1-Infektion keinen signifikanten Einfluss
auf die Expression von TFIID-Komponenten. Im Infektionsverlauf von HSV-1 werden
sowohl die fruhen als auch die spéten viralen Gene von der Wirts-RNA-Polymerase I
transkribiert. Daher wird angenommen, dass TBP an der Transkription friiher und spéter Gene
beteiligt ist. Im Gegensatz zu der sehr spaten Baculovirusinfektionsphase kommt es wéhrend
des HSV-1-Infektionszyklus nicht zu einer Uberexpression sehr spater viraler Gene.
Maoglicherweise korreliert die TBP-Zunahme wéhrend der ACMNPV-Infektion mit der Hyper-
expression der sehr spéten viralen Gene durch eine viruskodierte RNA-Polymerase.
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In Abb. 46 ist dieses Modell schematisch dargestellt. Es ist die Anlagerung von TBP, TAF5
und TAF9 an einen friihen, TATA-Box-enthaltenen AcCMNPV-Promotor dargestellt, wodurch
die Expression eines friihen viralen Gens durch die zellulare RNA-Polymerase 11 (RNAP 11)
vermittelt wird. Zu diesem Infektionszeitpunkt liegt nur ein kleiner ,,Pool* von TBP und der
TAFs vor (Abb. 46 A links). Die Expression sehr spater baculoviraler Gene erfolgt durch die
viruskodierte RNA-Polymerase (VRNAP) von TATA-Box-losen Promotoren. Anhand der
vorgestellten Ergebnisse kann vermutet werden, dass an der Hyperexpression der sehr spéten
Baculovirusgene die gestiegenen Mengen von TBP und eventuell der TAFs 5 und 9 beteiligt
sind (Abb. 46 A rechts). Die Expression friiher und spater HSV-1 Gene wird von TATA-Box-
enthaltenen Promotoren durch die zellulare RNAP 11 unter Verwendung von TBP und TAFs
vermittelt, deren Proteinmenge wéhrend des Infektionszyklus unveréndert bleibt (Abb. 46 B).
Im Infektionszyklus beider Virussysteme kommt es zu einer Relokalisierung der basalen

Transkriptionsfaktoren in virale DNA-Replikationszentren.

A)

&
A‘ RNAP Il
TATA —

friher AcMNPV-Promotor sehr spéater AcMNPVY-Promotor

Relokalisierung
in virale DNA-
Replikations-

zentren

B) Relokalisierung
in virale DNA-
Replikations-

zentren

A‘ RNAP I RNAP II

TATA — TATA —r

frither HSV-1-Promotor spater HSV-1-Promotor

Abb. 46: Skizze zur Anlagerung basaler Transkriptionsfaktoren an friihe und spate Promotoren grofier
DNA-Viren

A) TBP und TAF-Verteilungen an friihen und sehr spéaten baculoviralen Promotoren stellen die Zunahme von
TBP und den wahrscheinlichen Anstieg von TAF5 und TAF9 bei der Transkription der sehr spaten Promotoren
durch die viruskodierte RNA-Polymerase (VRNAP) dar. B) Anlagerung von TBP und TAFs an frihen und
spaten HSV-1-Promotoren mit gleich bleibender Menge der Transkriptionsfaktoren. In beiden Virussystemen
kommt es zu einer Relokalisierung der TFIID-Untereinheiten in virale DNA-Replikationszentren.
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6.  Subzellulare Relokalisierungen von TFIID-Komponenten: Ein

konservierter Mechanismus im Infektionsverlauf groRer DNA-Viren

Die virale Replikation und Transkription finden in gemeinsamen Kernstrukturen statt. Dies ist
fir HSV-1-infizierte Zellen beschrieben worden, in denen in Kolokalisierungsstudien die
Wirts-RNA-Polymerase mit viralen Replikationsorten assoziiert, und ist zudem in
Lokalisierungsstudien mit direkt markierten Stellen der DNA- und RNA-Synthese gezeigt
worden (Rice et al., 1994; Leopardi et al., 1997; Phelan et al., 1997).

Dies bedeutet, dass Replikationsfaktoren und Transkriptionsfaktoren zu den gleichen Stellen
im Zellkern rekrutiert werden mussen. Wie dies durch die virale Infektion gesteuert wird ist
unklar und eine hoch komplexe Fragestellung.

Lokalisierungsstudien dieser Arbeit zeigten wahrend der AcMNPV-Infektion eine
Relokalisierung von TBP und moglicherweise von TAF5 in virale Replikationszentren. Um
Hinweise zur Allgemeingultigkeit der Relokalisierung von basalen Transkriptionsfaktoren im
Infektionsverlauf groRer DNA-Viren zu erhalten, wurden Vergleichsanalysen der
Lokalisierung von TBP und TAFs in HSV-1-infizierten, primdren, humanen Zellen
angefertigt.

Immunfluoreszenzstudien der vorliegenden Arbeit zeigten wahrend der HSV-1-Infektion
Umstrukturierungen der RNAP I1, TBP und hsTAFs von einem granuldren Farbemuster in
uninfizierten humanen Zellen in distinkte Kerndoménen ab 2 h p.i.. Durch die hier
vorgestellten Ergebnisse konnte erstmals die gleichzeitige Relokalisierung von TBP, hsTAF1
und hsTAF4 an Stellen der HSV-1-DNA-Replikation aufgezeigt und erste Hinweise fur eine
gemeinsame Rolle der Proteine in der viralen Transkription geliefert werden.

Die Proteinzusammensetzung der HSV-1-Replikationszentren zeigt eine Koprazipitation von
BTAF1 (TAF170 bzw. TAF172) (van der Knaap et al., 1997) mit dem viralen Einzelstrang-
DNA-bindenden Protein ICP8 (Taylor und Knipe, 2004). BTAF1 und TBP bilden den
B-TFIID-Komplex, der sich in seinen biochemischen Eigenschaften von TFIID unterscheidet
(Timmers und Sharp, 1991). Da BTAF-1 die TBP-DNA-Komplexbildung inhibieren kann
(Pereira et al., 2001), kann tber gegensatzliche Rollen von TFIID und B-TFIID wahrend der
viralen Transkription spekuliert werden.

In dieser Arbeit wurde ein zur Verfligung stehendes anti-BTAF-1-Antiserum in Expressions-
studien in HFFF2-Zellen getestet, um Vergleichsstudien zu TBP durchfiuhren zu kénnen. In
diesen Zellen war es jedoch nicht méglich ein spezifisches Signal fur BTAF-1 nachzuweisen
(Daten nicht gezeigt).
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Die Umstrukturierung von TBP und hsTAFs in virale Replikationszentren verlief simultan
und in Abhangigkeit von replizierender viraler DNA. Die initiale Relokalisierung von TBP
und TAFs in nukledare Domanen geschah ebenfalls unter Hemmung der Virus-DNA-
Replikation. Dies legt nahe, dass die initiale Lokalisierung basaler Transkiptionsfaktoren mit
dem Erscheinen von ICP4 in Préreplikationszentren einhergeht und unabhédngig von der
frihen viralen DNA-Replikation ist. Dagegen scheint die GroRenzunahme der Replikations-
zentren eine Voraussetzung fir die Ausbildung der vergroRerten Kerndoménen der
Transkriptionsfaktoren zu sein.

Schon friher wurde bei Studien mit Herpesviren und Adenoviren beobachtet, dass nach der
Freisetzung viraler Genome in das Nukleoplasma die Initiation der viralen Replikation an
einer limitierten Anzahl nukledrer Doménen geschieht, bei denen es sich um NDZ10 (nuclear
domain 10) handelt (Maul, 1998). Daraus wurde die Depot-Hypothese aufgestellt, dass virale
Genome gerichtet zu préexistierenden Doménen transportiert werden, um aus dieser
Umgebung Vorteile fur ihre eigene Replikation zu ziehen (Maul, 1998). In BmNPV-
infizierten Insektenzellen ist ebenfalls die Anzahl der Replikationszentren bestimmt worden,
wobei die Zahl von 15 Replikationszentren pro Zellkern auch bei hohen Infektions-
multiplizitdten nicht Gberschritten wird. Diese Beobachtung hat zu der Vermutung gefuhrt,
dass auch in Insektenzellen eine limitierte Anzahl préexistierender Replikationsorte
vorkommt (Okano et al., 1999).

Krzlich ist berichtet worden, dass zumindest einige der frihen HSV-1 ICP4-Strukturen
parentale Virus-Genome enthalten, die sich zu viralen Replikations-Kompartimenten
entwickeln. Daraus wurde geschlossen, dass ICP4 zu parentalen viralen Genomen rekrutiert
wird, kurz nachdem diese in den Zellkern freigesetzt werden (Everett et al., 2004). Léngere
Zeit wurde vermutet, dass die HSV-1-DNA wahrend des lytischen Infektionszyklus leicht
zugénglich sei (Muggeridge und Fraser, 1986). Neuere Ergebnisse liefern allerdings Hinweise
auf ein partiell nukleosomal organisiertes virales Genom. Die assoziierten Histone tragen
kovalente Modifikationen, die repréasentativ sind flr transkriptionell aktive zellulare Gene
(Kent et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich die Hypothese aufstellen, dass durch die Freisetzung der
parentalen Virusgenome mit einer groBen Dichte an TATA-Sequenzen eine verstarkte TBP-
Bindung stattfindet, woraufhin wiederum eine Rekrutierung der TAFs erfolgt. Durch die
Replikation der viralen Genome nimmt die Zahl der potentiellen TBP-Bindungsstellen massiv
zu, wodurch es zu einer weiteren Akkumulation der TFIID-Untereinheiten in den viralen

DNA-Replikationszentren kommt. Der Mechanismus, dass die virale Transkription im
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Infektionsverlauf groRer DNA-Viren an Orten der viralen DNA-Synthese unter Einbeziehung
einer Rekrutierung von TFIID-Komponenten stattfindet, ist offensichtlich konserviert. Dies
konnte bedeuten, dass die replizierte virale DNA sofort fur die Transkription zugénglich ist,
so dass entsprechende Transkriptionsfaktoren in Replikationszentren rekrutiert werden
mussen. Es wird von groem Interesse sein zu untersuchen, ob an die parentalen Genome
bereits virale bzw. zellulare DNA-bindende Proteine assoziiert sind wenn diese in den

Zellkern eindringen.

7. Ausblick

7.1. Analysen des Mechanismus und der Bedeutung des TBP-Proteinanstiegs in

AcCMNPV-infizierten Insektenzellen

Diese Arbeit beschreibt den Anstieg der TBP-Proteinmenge in der spéaten Phase des
baculoviralen Infektionszyklus, wobei TBP in AcMNPV-infizierten TN-368-Zellen im
Gegensatz zur Zelllinie Sf21 in der sehr spaten Infektionsphase nicht mehr nachweisbar ist.
Die TBP-Aktivitat und mdoglicherweise auch -Stabilitat konnte auf der einen Seite durch
Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren und auf der anderen Seite durch
Phosphorylierungen beeinflusst werden (Yuan et al., 2001). Phosphoryliertes TBP scheint
sowohl eine regulatorische Funktion wahrend der M-Phase des Zellzyklus inne zu haben
(Leresche et al., 1996), als auch zu einer Steigerung der Aktivitat der RNAP Il zu fihren
(Chibazakura et al.,, 1997). Proteinkinase CK2-vermittelte TBP-Phosphorylierungen
verringern dagegen in Hefe-Zellen die TBP-Bindungsaffinitdt zur TATA-Box (Maldonado
und Allende, 1999).

Eine Anderung des Phosphorylierungsgrades von TBP kénnte einen stabilisierenden Einfluss
auf die Assoziation von TBP mit TAFs oder anderen Aktivatoren und Repressoren haben. Es
ware vorstellbar, dass diese Interaktionen durch eine Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung von TBP aufgehoben werden und dies ein Signal fir die gezielte
Proteolyse des Proteins in der sehr spéten Infektionsphase in TN-368-Zellen darstellt. Somit
konnten Untersuchungen des Phosphorylierungsgrades bzw. der Einsatz von Phosphatasen
Hinweise auf den Regulationsmechanismus von TBP liefern.

Anhand der Kolokalisierungsstudien dieser Arbeit ergab sich keine Evidenz fir

ubiquitiniertes TBP. Da auch fir nicht-ubiquitinierte Proteine gezeigt worden ist, dass sie
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durch das Proteasom erkannt und eliminiert werden kénnen (Bercovich et al., 1989; Sheaff et
al., 2000; Kalejta und Shenk, 2003), kann eine proteasomale Degradation von TBP wahrend
der sehr spaten Virusinfektion in TN-368-Zellen nicht ausgeschlossen werden. Direkte
Untersuchungen des TBP-Abbaus uber das Proteasom-System konnten durch die
Verwendung von Proteasomeninhibitoren wie z.B. MG132 angestellt werden.

Die Identifikation von zelluldren oder viralen Faktoren, die einerseits durch Protein-Protein-
Interaktionen das TBP-Protein stabilisieren, und andererseits die Rekrutierung von TBP in
virale Replikationsorte regulieren konnten, ist mit Hilfe von Studien durch das Hefe-2-
Hybridsystem denkbar. Dazu sollten reprasentative cDNA-Bibliotheken aus mRNA von
uninfizierten Insektenzellen hergestellt werden und mit denen aus Zellen der spaten
AcCMNPV-Infektionsphase verglichen werden. Die daraus resultierenden positiven
Kandidaten konnten durch Sequenzierung und anschliefende Homologievergleiche mit

bekannten Sequenzen naher charakterisiert werden.

Zur Analyse der Bedeutung des TBP-Anstiegs konnten in vitro-Transkriptionsversuche
hilfreich sein, die einen mdglichen direkten Einfluss von TBP auf die Promotoren der Gene
polyhedrin und p10 zeigen kénnten. Dazu sollte TBP aus Proteinextrakten der Zelllinien Sf21
bzw. TN-368 Uber Saulen-gebundene anti-TBP-Antikorper depletiert werden. Die TBP-freien
Proteinextrakte konnten daraufhin in in vitro-Transkriptionsexperimenten mit Promotor-
Konstrukten der sehr spaten baculoviralen Faktoren pl0 und polyhedrin mit einer
nachgeschalteten Reportergenkassette, wie dem Gen fir die Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT), eingesetzt werden (Mans und Knebel-Mdrsdorf, 1998). Um die
Wirkung von TBP auf die durch die sehr spéten viralen Promotoren gesteuerte Transkription
zu Uberprifen, sollte den Transkriptionsansatzen bakteriell Gberexprimiertes und
aufgereinigtes Sf-TBP zugegeben werden, dessen Funktionalitdt zuvor Uberprift werden
musste. Dadurch konnten Einblicke in die Funktion der TBP-Zunahme im baculoviralen
Infektionsverlauf gewonnen werden, um diesen ungewdhnlichen Aspekt der Virus-Wirtszell-

Interaktion weiter aufzuklaren.
7.2.  RNAI-Studien Gber den Mechanismus der DBP-Wirkung auf LEFs
Die hier gezeigten RNAI-Studien ergaben den interessanten Aspekt, dass durch Reduktion

von ACMNPV DBP die Proteinmenge von LEFs in der spaten und sehr spaten Infektions-

phase erhoht vorliegt. Zur Untersuchung, ob die Zunahme der LEFs auf transkriptioneller
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Ebene oder durch eine Stabilisierung der Proteine beruht, sollte die mRNA-Synthese von
LEF-3, LEF-4 und P35 durch Northern Blot-Analysen oder durch quantitative ,,Real-time-
PCR*-Studien analysiert werden.

Anhand der ausgewerteten Experimente war keine deutliche Wirkung der DBP-Reduktion
und der damit einhergehenden Steigerung der LEF-Proteinmengen auf die Expression spater
und sehr spater viraler Proteine oder auf die Produktion von viralen Einschlusskdrpern festzu-
stellen. In diesem Zusammenhang ware es interessant zu untersuchen, ob die gesteigerten
LEF-Proteinmengen einen Einfluss auf den BV-Phanotyp von AcCMNPV erkennen lassen,
wozu Plaque Test-Studien mit Zellkulturiiberstdnden in der spaten Infektionsphase durchge-
fuhrt werden sollten.

Die Transfektion von dsRNA DBP zeigte in initialen Lokalisierungsstudien eine deutliche
Verminderung von Zellen, die DBP-Kerndoménen aufwiesen. Dies bietet die Moglichkeit in
kiinftigen Lokalisierungsstudien die Notwendigkeit der DBP-Doménenbildung fur die
Rekrutierung anderer Faktoren zu Orten replizierender DNA und fir die Ausbildung der

viralen Replikationszentren genauer zu untersuchen.
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V1. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse tber den Einfluss groBer DNA-Viren auf den basalen
Transkriptionsapparat der Wirtszellen zu erlangen. Wahrend der Infektion des Baculovirus
AcCMNPV kommt es in der sehr spaten Infektionsphase zur Hyperexpression viraler Faktoren.
Wihrend die frihen Virusgene von der zellularen RNAP 11 transkribiert werden, wird die
Expression der spaten und sehr spaten baculoviralen Faktoren von einer viruskodierten RNA-
Polymerase vermittelt. Uber zellulare Faktoren, die an der spaten oder sehr spaten viralen
Genexpression beteiligt sind, war bisher nichts bekannt.

In dieser Arbeit ergaben Untersuchungen der Expression des basalen Transkriptionsfaktors
TBP einen signifikanten Anstieg der TBP-Proteinmenge in den spaten Phasen der Infektion.
Der TBP-Anstieg verlief unterschiedlich in den permissiven Insektenzelllinien Sf21 und
TN-368. In Sf21-Zellen war eine TBP-Zunahme ab 16 h p.i. bis in die sehr spéte Infektions-
phase 72 h p.i. zu beobachten. In TN-368-Zellen nahm die Menge von TBP ab 8 h p.i. bis zu
einem Signalhéhepunkt bei 16 h p.i. zu, bevor ab 24 h p.i. eine leichte und ab 48 h p.i. eine
deutliche Abnahme des TBP-Proteins zu verzeichnen war.

Dieses ungewohnliche Ergebnis steht im Widerspruch zu der bisherigen Annahme und
Beobachtung, dass die Expression der meisten zellularen Gene wahrend des baculoviralen
Infektionsverlaufs herunter reguliert wird. Northern Blot-Analysen zeigten, dass die Zunahme
des TBP-Proteins in der spaten Phase der Baculovirusinfektion nicht von einer verstérkten
Transkription des tbp-Gens herriihrt. Daraus ergab sich die Frage, wie der TBP-Anstieg durch
das Virus induziert wird und welche Bedeutung er flr die Infektion hat.

Nach Hemmung der Translation konnte eine hohe Stabilitdit von TBP in uninfizierten
Insektenzellen von bis zu 72 Stunden nachgewiesen werden. Daher konnte der plétzliche
Abfall der TBP-Proteinmenge ab 24 h p.i. in TN-368-Zellen auf einen aktiven virus-
induzierten Abbaumechanismus von TBP hindeuten.

Als moglicher TBP-Degradationsweg wurde das Ubiquitin-Proteasom-System untersucht.
Das sehr friih exprimierte virale IE2-Protein wird als E3-Ligase angesehen und somit wird
ihm eine Beteiligung am Ubiquitin-Proteasomen-Proteinabbauweg zugesprochen. Durch
Lokalisierungsstudien konnte in der friihen Infektionsphase erstmals eine Kolokalisierung von
IE2-Kerndomanen mit konjugiertem Ubiquitin nachgewiesen werden, wodurch die Hypothese
der E3-Ligase-Aktivitat von IE2 unterstltzt werden konnte. In der friihen Phase der Infektion
assoziierten die kolokalisierenden Strukturen von IE2 und konjugiertem Ubiquitin zudem mit

TBP-Kerndomanen, jedoch konnte kein direkter Zusammenhang des Ubiquitin-Proteasomen-
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Weges mit der TBP-Abnahme in der sehr spéten Infektionsphase in TN-368-Zellen hergestellt
werden. ACMNPV exprimiert ein Ubiquitinhomolog, das als mdglicher Ubiquitin-Ketten-
terminator fungieren konnte. Um Hinweise zu erhalten, ob virales Ubiquitin eventuell indirekt
am TBP-Abbau beteiligt ist, wurden Infektionsstudien mit ACMNPV-Mutanten, die ein nicht
funktionsféhiges v-ubi-Gen tragen, analysiert. Die Mutanten bewirkten keine Veranderungen
der subzelluldaren Lokalisierung von konjugiertem Ubiquitin, jedoch eine Reduktion der als
IE2-Abbauprodukte vermuteten fadenférmigen IE2-Kernstrukturen.

Infektionsstudien mit wt ACMNPV zur subzelluldren TBP-Lokalisierung zeigten eine TBP-
Umstrukturierung von einem granularen Farbemuster im gesamten Zellkern in distinkte
Kerndoménen ab 4 h p.i., die zu groReren Kernstrukturen in der spaten Infektionsphase
fusionierten, so dass TBP ab 16 h p.i. in einer einzelnen, groRBen Struktur im Zellkern
lokalisierte. Es zeigte sich, dass TBP mit viralen DNA-Replikationszentren kolokalisierte,
sobald Orte der viralen DNA-Synthese in distinkten Kerndomanen sichtbar wurden. Durch
Inhibition der viralen Replikation oder der Proteinsynthese wurde deutlich, dass die TBP-
Relokalisierung funktionell an die Entstehung viraler Replikationszentren gekoppelt war.
Durch die Beobachtung der Kolokalisierung von TBP mit der zelluldaren RNAP I1 konnten
Hinweise auf die vermutete Beteiligung von TBP an der frihen baculoviralen Transkription
gewonnen werden.

Mit Hilfe der RNA-Interferenz sollte die Bedeutung von TBP fir die spate virale Gen-
expression analysiert werden. Aufgrund der erwarteten komplexen Situation bei der
Reduktion eines stabilen und eventuell essentiellen zellul&ren Faktors wurden zur Etablierung
der Methode RNAI-Studien flr die viralen Transkriptions- und Replikationsfaktoren 1E2,
DBP und LEF-4 durchgefiihrt, von denen teilweise angenommen wird, dass sie essentiell fur
die virale Infektion sind. Zudem sollten Hinweise auf die Funktionen der untersuchten
ACMNPV-Faktoren fiir den viralen Infektionsverlauf gewonnen werden.

Die Reduktion des AcCMNPV IE2-Proteins flihrte weder zu einem Expressionsunterschied der
untersuchten friihen und spéten viralen Faktoren, noch konnte ein Einfluss auf die TBP-
Expression oder auf die Virusproduktion festgestellt werden. Dies lieferte einen Beleg fir
eine nicht essentielle Funktion von IE2 fur die Virusinfektion in Zellkultur. Die Expression
der frihen viralen Proteine und von TBP blieb durch die Inhibition des postulierten
AcMNPV-Replikationsfaktors DBP ebenfalls unverandert. Dagegen konnte nach der
Reduktion von DBP eine signifikante Erh6hung der Proteinmengen von viralen LEF-
Proteinen in der spéten Phase der Infektion festgestellt werden. Diese LEF-Zunahmen hatten

keinen messbaren Effekt auf die Synthese viraler Strukturproteine oder auf die Bildung von



Zusammenfassung 163

Virus-Polyedern. RNAI-Studien tber die viruskodierte RNA-Polymerase-Untereinheit LEF-4
hatten keinen Einfluss auf die friihe Virusproteinbildung oder auf TBP. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass LEF-4 fur die spate virale Strukturproteinsynthese und die Virus-
produktion notwendig ist. Durch die Verwendung von dsRNA TBP konnte die TBP-Protein-
menge nur in uninfizierten Zellen reduziert werden. In der spaten Infektionsphase waren
hingegen keine Verringerung der TBP-Menge und kein Einfluss auf die Expression viraler
Faktoren oder die Bildung von viralen Einschlusskérpern auszumachen.

Es wurden Vergleichsanalysen wéhrend der HSV-1-Infektion durchgefihrt, bei der die Wirts-
RNAP Il die virale Genexpression im gesamten Infektionszyklus vermittelt, und es zu keiner
Hyperexpression sehr spater Gene kommt. In HSV-1-infizierten primédren humanen
Fibroblasten zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf die Expression von TFIID-
Komponenten. In Lokalisierungsstudien konnten sowohl fiir die RNAP 11, als auch fiir die
exemplarisch untersuchten TFIID-Untereinheiten TBP, TAF1 und TAF4 Umstrukturierungen
von granuldren Farbemustern im gesamten Zellkern in distinkte Kerndomanen ab 2 h p.i.
beobachtet werden. Diese Kernstrukturen kolokalisierten mit viralen Replikationszentren und
nahmen simultan und in Abhangigkeit von den Orten der viralen DNA-Synthese an GroRe zu.
Dabei schien die initiale Relokalisierung der basalen Transkriptionsfaktoren in
Préreplikationszentren unabhé&ngig von replizierender viraler DNA stattzufinden. Dies legt
den Schluss nahe, dass die freigesetzten Virusgenome direkt fir die Transkription zugénglich

sind, so dass basale Transkriptionsfaktoren in Replikationszentren rekrutiert werden.

Diese Studien zeigen erstmals die Induktion der TBP-Proteinzunahme durch ein grol3es DNA-
Virus und legen nahe, dass TBP fur die Hyperexpression der sehr spaten Baculovirusgene
benotigt wird. Die Relokalisierung von TBP und TAFs wéhrend der Infektion grofier DNA-
Viren deutet auf einen konservierten Mechanismus der viralen Transkription an Orten der
viralen DNA-Synthese hin. Durch die Etablierung der RNA-Interferenz im baculoviralen
Infektionsverlauf eréffnen sich neue Moglichkeiten zur Erforschung basaler Transkriptions-

faktoren und viraler Transkriptions- und Replikationsproteine.
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VIII. Kurzzusammenfassung

Das zentrale Interesse dieser Studien bestand darin, den Einfluss der Infektion groRer DNA-
Viren auf den basalen Transkriptionsapparat der Wirtszellen zu untersuchen. Die frihe
Genexpression des Baculovirus AcCMNPV erfolgt durch die zellulare RNAP 1I. Die spaten
und die hyperexprimierten sehr spaten viralen Gene werden hingegen durch eine viruskodierte
RNA-Polymerase transkribiert. Es wird angenommen, dass der basale zellulare Transkrip-
tionsfaktor TBP in der frihen baculoviralen Transkription involviert ist, wohingegen eine
Beteiligung von TBP an der spéten Infektion unbekannt ist.

Expressionsanalysen zeigten einen signifikanten Anstieg der TBP-Proteinmenge in der spaten
AcCMNPV-Infektionsphase, der im Gegensatz zur beschriebenen virusinduzierten Abnahme
der zelluldren Genexpression stand. Somit ergab sich die Frage, wie der TBP-Anstieg durch
das Virus induziert wird, und welche Bedeutung er fir die Infektion hat. Nach Hemmung der
Translation konnte eine hohe Stabilitdt von TBP nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
steht ein pl6tzlicher Abfall der gestiegenen TBP-Menge in infizierten TN-368-Zellen, so dass
ein aktiver virusinduzierter Abbaumechanismus von TBP mdglich ist. In Lokalisierungs-
studien konnte kein direkter Zusammenhang dieses TBP-Abbaus mit dem Ubiquitin-
Proteasomen-Weg hergestellt werden. In der ebenfalls permissiven Zelllinie Sf21 wurde der
Abfall der TBP-Proteinmenge nicht beobachtet.

Lokalisierungsstudien zeigten eine TBP-Relokalisierung von einem granuléren Farbemuster
im gesamten Zellkern in distinkte Kerndoménen ab der frihen Infektionsphase. Diese Kern-
strukturen kolokalisierten mit viralen Replikationszentren und nahmen simultan und in
Abhangigkeit von den Orten der viralen DNA-Synthese an Grolie zu.

In RNA-Interferenzstudien zur Analyse der Bedeutung der Baculovirus-induzierten TBP-
Zunahme konnte die TBP-Proteinmenge nur in uninfizierten Zellen reduziert werden, nicht
aber in der spéten Infektionsphase. Die vergleichsweise durchgefiihrten Reduktionen der
viralen Transkriptions- und Replikationsfaktoren 1E2, DBP und LEF-4 zeigten keine
Wirkungen auf die Expression der frihen viralen Proteine und von TBP. Nach der
Blockierung von DBP konnte in der spaten Phase der Infektion eine signifikante Erhdhung
der Proteinmengen von viralen LEF-Proteinen beobachtet werden, die jedoch keinen
messbaren Effekt auf die Synthese viraler Strukturproteine oder auf die Bildung von Virus-
Polyedern hatte. Die Hemmung der postulierten RNA-Polymerase-Untereinheit LEF-4 fuhrte
zum Verlust der spaten und sehr spéten viralen Strukturproteinsynthese und der Virus-

produktion.
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Vergleichsanalysen wahrend der HSV-1-Infektion, in der ausschliellich die Wirts-RNAP I
fur die virale Transkription genutzt wird, zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression von TFIID-Komponenten. In Lokalisierungsstudien konnten die RNAP 11 und die
TFIID-Untereinheiten TBP, TAF1 und TAF4 ab der friihen Phase der Infektion in distinkten
Kerndoménen beobachtet werden, die mit Orten der viralen DNA-Synthese kolokalisierten.
Die initiale Relokalisierung der basalen Transkriptionsfaktoren in Préreplikationszentren
schien unabhéngig von replizierender viraler DNA stattzufinden, wohingegen die GroRen-
zunahme der Kernstrukturen in Abhdngigkeit von viralen DNA-Replikationszentren geschah.
Diese Daten zeigen erstmals eine Zunahme des TBP-Proteins in der spaten Baculovirus-
Infektionsphase und deuten damit auf eine Beteiligung von TBP an der Hyperexpression der
sehr spaten viralen Faktoren hin. In einem offenbar konservierten Mechanismus im
Infektionsverlauf groRer DNA-Viren findet die virale Transkription an Orten der viralen
DNA-Synthese durch Rekrutierung von TFIID-Untereinheiten statt. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die freigesetzten Virusgenome direkt fuir die Transkription zuganglich sind, so dass

basale Transkriptionsfaktoren in Replikationszentren rekrutiert werden.
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IX. Abstract

This study aims to understand the influence of large DNA viruses on the basal transcriptional
machinery of the host cell. The gene expression cascade of the baculovirus ACMNPV is
temporally regulated. Host RNAP |1 recognizes early viral promoters, whereas late genes and
the hyperexpressed very late genes are transcribed by a virus-encoded RNA polymerase.
Little is known about the involvement of host cell factors in late transcription.

In contrast to the general shut down of host protein synthesis during infection, a significant
increase of the TBP protein was observed during the late and very late phases of ACMNPV
infection. Inhibitor studies revealed a high stability of TBP in uninfected cells. Thus the
reduction of initially increased TBP in TN-368 cells postulates an active degradation of TBP
during infection. A direct correlation of decreasing TBP and the ubiquitin-proteasome
pathway was not detectable.

In indirect immunofluorescence studies relocalization of TBP was observed in the early phase
of infection. TBP localized to distinct nuclear compartments which colocalized with viral
DNA replication sites. As soon as viral DNA replication was visible in distinct nuclear sites,
colocalization with TBP was observed. TBP redistribution was shown to be dependent on
viral DNA synthesis.

RNA interference studies were carried out for analysing the baculovirus-induced TBP protein
level increase. TBP could only be reduced in uninfected cells, but not during the late phase of
infection. In comparison, viral transcription and replication factors IE2, DBP and LEF-4 could
be silenced which revealed no influence on the expression of early viral genes or TBP.
Inhibition of DBP led to a significant increase of viral LEF protein levels during the late
phase of infection. However, this did not result in a measurable effect on the synthesis of
structural virus proteins or formation of viral polyhedra. Inhibition of the virus-encoded RNA
polymerase component LEF-4 resulted in a loss of expression of late and very late viral
structural proteins and the formation of viral progeny.

The HSV-1 genome is transcribed by host RNAP Il throughout early and late phases of
infection. When expression of TBP and a set of different TAFs was analyzed during HSV-1
infection no significant effect on the protein levels of TFIID components was found. RNAP 11
and the TFIID subunits TBP, TAF1 and TAF4 were relocated to distinct nuclear structures in
the early phase of infection. Initial redistribution of TBP and TAFs to prereplicative sites
appears to be independent on early viral replication; further accumulation of the TFIID
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components, however, correlates with formation and enlargement of viral DNA replication
compartments.

Taken together these results provide first evidence for an increase of the TBP protein level
during the late phase of baculovirus infection and postulate that TBP is involved in the
hyperexpression of very late viral factors. Viral transcription takes place at sites of viral DNA
synthesis by recruiting TFIID subunits which represents a conserved mechanism during the
infection cycle of large DNA viruses. This finding suggests that incoming viral genomes are
directly accessible for transcription so that basal transcription factors are recruited in viral
DNA replication compartments.
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