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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Das adeno-assoziierte Virus (AAV) als Genvektor

Genetische Defekte sind die Ursache zahlreicheraBkungen. Die Gentherapie als
modernes Therapieverfahren ermoglicht es, diesaekketen kausal zu behandeln. Ihr Ziel ist,
die defekten Gene zu komplementieren oder sulestéinj um den betroffenen Zellen bzw.
systemisch dem gesamten Kdorper ein funktionellesp@elukt zur Verfigung zu stellen. Eine
Vorraussetzung ist der Transfer des jeweiligen ajpeutischen Gens in die Zielzellen. Die
Verwendung von Viren bzw. Virusstrukturen als Vektoist dabei eine gut etablierte Methode.
Sie nutzt die viralen Eigenschaften, an Zellen dsogbieren und die auf der RNA oder DNA
enthaltene Erbinformation in das Zytoplasma oderfglkern einzuschleusen.

Das adeno-assoziierte Virus (AAV) ist neben Retmviund Adenoviren der wichtigste
Vertreter viraler Vektoren (Pfeifer und Verma, 20®&hay et al., 2001). Rekombinante AAV-
Vektoren (rAAV) wurden bereits in zahlreichen kéohen Studien angewandt (Carter, 2005,
Mueller und Flotte, 2008). Erfolgreiche Beispiele tie AAV-vermittelte Gentherapie sind z.B.
die Substitution des Faktors XI der Blutgerinnuegder Hamophilie B (Kay et al., 2000, Manno
et al., 2003; High et al., 2004), die Expressiomesi funktionellen Chloridkanals in
Bronchialepithelien von Patienten mit Zystischdorbse (Flotte et al., 2003; Moss et al., 2004),
die intrazerebrale Bildung von Glutamatdecarboxg/lg§$AD) und aromatic amino acid
decarboxylas€AADC) zur Therapie des Morbus Parkinson (Duringakt 2001; Kaplitt et al.,
2007; Eberling et al., 2008) oder die ApplikatiossdRPE65-Proteins, die bei der kongenitalen
Leber-Amaurose zu einer Verbesserung der Sehfahigler behandelten Patienten fihrte
(Bennicelli et al., 2008; Maguire et al., 2008; @aidge et al., 2008).

Ein entscheidender Vorteil von AAV gegenuber andeats Genvektoren verwendeten
Viren ist die Apathogenitat des Wildtyp-Virus. Tzoder Uber 40 Jahre zuriickliegenden
Entdeckung von AAV (Archetti und Bocciarelli, 196Btchison et al., 1965, Hoggan et al.,
1966) und der hohen Durchseuchung der Bevdlkeruiigemer Seroprévalenz von AAV-
Antikérpern von > 70% (Georg-Fries et al., 1984)kie bisher keine Erkrankung mit dem Virus
in Verbindung gebracht werden. Zugleich ist die lnmantwort auf AAV sehr gering, was eine
effektive und mehrfache Applikation von AAV-Vektaregewahrleistet. Die verschiedenen
AAV-Subtypen ermdglichen die Transduktion einerl¥al von Zellen (Van Vliet et al., 2008).
Durch die Pseudotypisierung der Vektoren sowiektevicklung mutierter und rekombinanter
Kapside konnte die Zell- und Gewebespezifitat zisht verbessert werden (Wu et al., 2000;
Rabinowitz et al., 2002; Li et al., 2008). In AAVe¥toren kann DNA von knapp fiinf Kilobasen
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Lange transportiert werden. Damit sind sie fur $uion der meisten defekten Gene
ausreichend. Daruber hinaus wurden auch Methodemiokelt, die sich z.B. den zellularen
splicing-Prozel3 zunutze machen, um langere Gene zu komplienes (Duan, et al., 2000; Yan
et al., 2000). Im Gegensatz zum Wildtyp-Genom lidgt durch AAV-Vektoren transferierte
DNA im Allgemeinen im Zellkern als ringférmiges, ispmales Molekll vor (Russell, 2003).
Obwohl sie unter bestimmten Vorraussetzungen auachlas Wirtsgenom integrieren kann
(Rutledge und Russell, 1997; Yang et al., 1997)instGegensatz zu lentiviralen Vektoren, die
Entstehung von Mutationen bei der Verwendung vorVAdber weitgehend ausgeschlossen.

Die Anwendung von AAV-Vektoren in klinischen, pralischen und experimentellen
Studien bedarf einer gro3en Menge, konzentrierted bhochgereinigter Virus-Partikel. Eine
effiziente und einfache Vektorproduktion ist dal@rch in Hinblick auf eine spatere, breite
klinische Anwendung unabdingbar. AAV ist replikatsalefizient und bendtigt zur Vermehrung
eine Koinfektion mit einem Helfervirus wie beisgekise Adenovirus (Atchison et al., 1965;
Hoggan et al., 1966) oder dem Herpes Simplex \iH&V) (Blacklow et al., 1971; Buller et al.,
1981). Wahrend die Optimierung der Vektorproduktiodie auf den adenoviralen
Helferfunktionen basiert, weitgehend erschopftbstten HSV-basierte Systeme, wie z.B. ein die
AAV-Gene exprimierendes rekombinantes HSV, vielpegshende alternative Losungen fur die
rAAV-Produktion (Conway et al, 1999). In der fuaden Kenntnis des AAV-
Replikationszyklus und einer sorgfaltigen Analyser dnolekularen Interaktionsmechanismen
zwischen AAV und dem Herpes Simplex Virus liegee Worraussetzungen fir die erfolgreiche
Weiterentwicklung dieser HSV-basierten Vektorprathhsmethoden.

1.2  Das adeno-assoziierte Virus (AAV)
1.2.1 AAV, wichtigster Vertreter der Parvoviridae

Das adeno-assoziierte Virus (AAV) ist der wichteggstertreter aus der Familie der
Parvoridae. Die Viren dieser Familie sind nicht uithund enthalten ein einzelstrangiges DNA-
Genom in einem kleinen, ikosaedrischen Kapsid méra Durchmesser von 18-26 npa(vus=
klein) (Abb. 1.1). Bei den Parvoviridae unterscle¢idnan zwischen den Untergruppen
Densovirinae und Parvovirinae, von denen die Dansae nur Insekten und die Parvovirinae
Vertebraten infizieren. Letztere werden nach ihEgenschaften in drei Genera unterteilt:
Erythroviren — bekannt ist das humanpathogene RangB19; Parvoviren, die auschliel3lich

Tiere infizieren und Dependoviren. Erythroviren updrvoviren sind autonome Viren, die sich
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selbststandig vermehren konnen. lhnen gegenubeerstdie zahlreichen Subtypen des adeno-
assoziierten Virus, die das Genus Dependoviruebilehd bei der Replikation die Koinfektion
eines weiteren Virus bendtigen (Muzyczka und Be2061). Als Helferviren kdnnen Adenovirus
(Archetti und Bocciarelli, 1965; Atchison et al.96b; Hoggan et al., 1966) und das Herpes
Simplex Virus (Blacklow et al., 1971; Buller et,all981), aber auch weitere Viren aus der
Herpes-Virus-Familie, wie z.B. CMV, HHV-6 oder EBBlacklow et al., 1970; McPherson et
al., 1985; Thomson et al., 1994) und humane Papdloren fungieren (Walz et al., 1997,
Ogston et al, 2000). Insgesamt sind 12 verschiedéné Serotypen bekannt, die Gberwiegend
aus humanem Gewebe (Subtyp 2, 3, 5 & 9) und ausaRrnzellen isoliert wurden (Muzyczka
und Berns, 2001; Van Vliet et al., 2008; Schmidalet2008).

Abb. 1.1: EM-Aufnahme von AAV und
Adenovirus. Das elektronenmikroskopische Bild
zeigt zahlreiche AAV-Partikel neben einem
Adenovirus (Pfeil). AAV-Kapside haben eine Grol3e
von ca. 22 nm, das Adenovirus ist etwa 70 bis 90 nm
groR. Die ikosaedrische Struktur der Viren ist guit
erkennen. Am linken Bildrand befinden sich zwei
angeschnittene AAV-Partikel. (Quelle: ICTVdB
Picture Gallery/ Prof. Stewart McNulty (Ausschnitt)
www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/Images/index.htm)

1.2.2 Morphologie und Lebenszyklus von AAV

Das adeno-assoziierte Virus gehort mit einem Kapsithmesser von 22 nm zu den
kleinsten Viren. Das ikosaedrische Kapsid ist niaghthillt und setzt sich aus 60 Protein-
untereinheiten zusammen. Das Fehlen einer LipidHuhrt zu einer hohen Stabilitat des Virions
gegenuber lipophilen Losungsmitteln und verschiedeinzymen. Fir AAV wurde zudem eine
hohe Temperatur- und pH-Resistenz gezeigt (Muzyeuzich Berns, 2001). Die Adsorption des
AAV-Kapsids an die Wirtszelle wird vorwiegend Ubéeparansulfat-Proteoglykan (Summerford
und Samulski, 1998) vermittelt. Wichtige Ko-Rezeptosind der Fibriblastenwachstumsfaktor-
Rezeptor 1 (Qing et al., 1999) und das Integki8s (Summerford et al., 1999). Das Virus wird
durch Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenomnigartett et al., 2000), die Freisetzung des
AAV-Genoms (incoating erfolgt im Zellkern (Xiao et al., 2002).

Die alleinige Infektion von AAV fiihrt zu einem laten Infektionszyklus (Cheung et al.,
1980; Laughlin et al., 1986; Kotin und Berns, 198%9%bei liegt die DNA entweder als Episom
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vor (Russell et al., 2003) oder wird in das zel@l&enom integriert. Die Integration findet
vorzugsweise in einer als AAVS1 bezeichneten Regiohdem g-Arm von Chromosom 19
(19913.3) statt (Kotin et al., 1992, Samulski et 4D91; Huser et al., 2002 & 2003), in der
Homologien zu den terminalen Sequenzwiederholun@everted terminal repeatiTR) der

AAV-DNA zu finden sind. Inzwischen wurden
AAV-2

Koinfektion allerdings weitere, z.B. auf Chr. 5 gelegene
mit Helfervirus Latenz _ _ _
\ \%TZZE’;@T&“ Integrationsstellen mit  korrelierenden, AAV-

Chromosom 19 .
homologen DNA-Sequenzen beschrieben. Im

Gegensatz zur Latenz fuhrt die Anwesenheit eines

"Rescue"

Helfervirus zu einer produktiven Infektion (Abb.
1.2). Die Replikation der AAV-DNA und ihre
Einschleusung in die durdelf-assemblgebildeten

Infektion mit
Helfervirus

produktive

Infektion proviralen Kapside findet im Zellkern statt
Zem&’ogo (Wistuba et al., 1997; King et al., 2001). Die egif
Q Q Virionen werden durch Zelllyse, die durch die
{}ﬁfn/;‘nAVO Helfervirusinfektion vermittelt wird, freigesetzt

(Berns und Linden, 1995). Kommt es beim

Abb. 1.2: Lebenszyklus von AAV Eine alleinige

AAV-Infektion fiihrt zur Integration der DNA in  Vorliegen einer latenten AAV-Infektion zu einer
das Wirtszell-Genom und somit zur Latenz. Der

produktive Infektionszyklus findet bei der Uberinfektion mit einem Helfervirus, wird das
Koinfektion mit einem Helfervirus statt. Die AAV- o .
Replikation kann aber auch nach einer spatereAAV-Genom  reaktiviert iescu¢ und eine
Helfervirusinfektion durch das rescue des . . .

integrierten Genoms erfolgen. (mit freundlicher produktive Infektion findet statt (Cheung et al.,

Genehmigung von Dr. Stefan Weger) 1980 Laughlin ot al 1986)

1.2.3 Genomorganisation, Transkription und Translaton

Das linear-einzelstrangige DNA-Genom von AAV-2 ussia 4679 Desoxynukleotide
(Srivastava et al., 1983; Samulski et al., 1983¢ DNA-Enden bilden die identischen, jeweils
145 Basen umfassenden ITRs aus (Hauswirth und BE®3; Lusby et al., 1980). Sie enthalten
palindromische Sequenzen (A/A’, B/B’, C/C’ und Dilie fur die selbstkomplementare
Ruckfaltung der DNA und die Entstehung der T-foremgHaarnadelstrukturhéirpin)
verantwortlich sind (Abb. 1.3). Das A-Palindrom Hilt die Bindungsstelle fir die grof3en
regulatorischen Rep-Proteiney binding sitg RBS)). Ihm schliel3t sich die Erkennungssequenz
fir die Rep-Endonuklease-Aktivitdteminal resolution sitg(trs)) an (Muzyczka und Berns,
2001). Die ITRs sind essentielle Bestandteile ddADdie bei der Replikation, der Transkription



Einleitung

RBE und bei der Verpackung iais vorliegen
. |_ RBE mussen. Sie sind auch fiir die Integration
‘CTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGi - (3:1
5 GAGTCACTCGCTCGCTCGCGCGTCTC| CCGGTTG =" (5) und daS reSCue deS AAV-GenOmS
A trs D

unabdingbar (Samulski et al., 1983;

Abb. 1.3: AAV-terminal repeat (ITR). Die AAV-ITRs sind  B€aton et al., 1989; Yang et al., 1997).
essentielleis-Elemente bei der Replikation, Verpackung und . . .

Integration des Genoms. Sie formieren sich aufgrded Die inverted terminal repeats
palindromischen Sequenzen (A-D) durch Rickfaltung de

DNA in die hairpin-Konfiguration. RBE, RBE’und trs sind flankieren die beiden, im e'nzeIStrang'gen

die Erkennungssequenzen fiir die spezifische DNA-Bigg- _ ;
bzw. Endonuklease-Aktivitat der groRen Rep-Prote{a&s: DNA-Anschnitt gelegenen’ offenen
Muzyczka und Berns, 2001) Leserahmenapen reading frame ©ORF)

(Abb. 1.4) (Srivastava et al., 1983). Der 3'-ORepj kodiert fur vier verwandte regulatorische
Nichtstrukturproteine. Dasap-Gen des 5-ORF kodiert fur drei sich ebenfalls r§bkneidende
Kapsidproteine (Tratschin et al., 1984; Mendelsbalg 1986). Die Transkription, die durch die
zellulare RNA-Polymerase |l vermittelt wird, erfolgon den drei Promotoren p5, p19 und p40
(mp =map position (Green et al., 1980; Lusby et al., 1982). Durltthraativessplicing eines
zentral gelegenen Introns (mp 42-64) entstehen emdhider Transkription insgesamt sechs
MRNA-Spezies, die alle am gleichen Polyadenyliessigmal (mp 96) enden (Lusby et al., 1982;
Srivastava et al., 1983; Mendelson et al., 1986).

Die vier Translationsprodukte desp-ORF entstehen aus den Transkripten des p5- und
des pl9-Promotors. Rep78, das grofdte der vieriReokat ein Molekulargewicht von 72 Kilo-
Dalton (kDA). Das verwandte, vom gesplicten p5-Biaipt translatierte Protein ist Rep68 (62
kDa). Die Produkte des p19-Promotors sind Rep5XkP) bzw. Rep40 (34 kDa) (Lusby et al.,

TR B5 np19 o pi0 polyA_i - 1982; Mendelson et al., 1986). Die grof3en
D—[T rep i cap ] Rep-Proteine  sind Uberwiegend im
Zellkern lokalisiert (Mendelson et al.,

4.2 kb Rep78
P2 30k -— repss  1986; Trempe et al., 1987). Sie besitzen
p19 36 ko -— RepS2  gpezifische DNA-Bindungseigenschaften
3.3 kb - Rep40 o _
pakh A = e sowie eine Helikase- und Endonuklease-
P 2akh — ST - vee,vrs  Aktivitat, die fur die AAV-Replikation

o L essentiell sind (Tratschin et al., 1984; Im
Abb. 1.4: AAV-Genomorganisation, Transkriptions- und

Translationsprodukte. Das AAV-2-Genom enthélt 4679 ynd Muzyczka, 1992). Zusatzlich
Nukleotide. Die beiden Germep undcapwerden von den ITRs

flankiert. Die drei Promotoren p5, pl9 und p40 steltals modulieren Rep78/68 die Transkription
Transkriptionsstarts zur Verfligung. Durch altevesisplicing

resultieren sechs mRNA-Sperzies, die alle an declgei poly-  der AAV-eigenen Promotoren und sind in
A-site enden. Es werden vier Rep-Proteine und durch die

Verwendung eines zusétzlichen Startcodons (Sterréi d der Lage heterologe Promotoren zu
verwandte Cap- bzw. VP-Proteine gebildet. (aus: Mpoks . .

und Berns, 2001) inhibieren (Kyostio et al., 1994; Horer et
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al., 1995; Weger et al.,, 1997; Needham et al., pOB&p52 und Rep40, die N-terminal
verklrzten Varianten von Rep78/68, sind sowohl ed@klals auch zytoplasmatisch lokalisiert
(Mendelson et al., 1986). Sie sind im produktivafektionszyklus u.a. fur die Verpackung der
AAV-DNA in die Kapside verantwortlich, werden firedDNA-Replikation aber nicht benétigt.
(Dubielzig et al., 1999; King et al., 2001).

Vom cap-ORF werden zwei alternativ gesplicte mRNA transienit, von denen durch die
Verwendung eines zusatzlichen Startcodons auf démeken Transkript insgesamt drei
verwandte Strukturproteine, VP1 (87kDa), VP2 (73akhbnd VP3 (62 kDa) translatiert werden
(Rose et al., 1971). Die Proteine werden in einearh#ltnis von 1:1:10 gebildet. Dieses
Verhéltnis spiegelt sich auch bei der Zusammengsgtzies Kapsids wider, in dem VP3 den
Hauptbestandteil ausmacht. Nuklear lokalisierte8 V8 allein in der Lage, leere Kapside zu
bilden, fur die Bildung infektiéser Partikel sindex alle drecap-Proteine erforderlich (Hoque et
al., 1999). Fur die Bindung an Heparansulfat-Prgiig@n, den Hauptrezeptor fur AAV sind die
in allen VP-Proteinen enthaltenen Aminoséuren 589522 und 561 bis 591 verantwortlich
(Summerford und Samulski, 1998; Wu et al., 2000).

1.2.4 AAV-DNA-Replikation

Die AAV-DNA-Replikation erfolgt nach dersingle-strand displacemeiMechanismus,
bei dem das replizierte virale Genom freigesetaziwindem es vom komplementéren Strang
durch die Synthese neuer DNA verdréngt wird (Abl) IStraus et al., 1976; Tattersall und
Ward, 1976; Hauswirth und Berns, 1977). Grundlegéiddden Replikationsprozess ist das
Vorhandensein denverted terminal repeatsnd deren Sekundarstruktur. Durch die Rickfaltung
der palindromischen DNA entsteht an einem ITR eset 3'-Hydroxylende, das als Primer fur
die zellulare Polymerasidient und von dem die Synthese des Gegenstrarsgelau(Lusby et
al., 1980; Ni et al., 1998). Vor der Vervollstandgigy des AAV-Doppelstrangs muss durch die
Rep-Helikase-Aktivitat diéhairpin-Struktur des 5'-ITR aufgeldst werdeterfminal resolutioi.
Das entstandene Replikationsintermediat wirdnadsmomer turnaround (replication) forgmT)
oder Replikationsform 1 (RF1) bezeichnet. Der vebid@ne 3’-ITR wird durch die Rep-
Endonuklease-Aktivitdt an déerminal resolution sitétrs) geschnitten, ebenfalls durch die Rep-
Helikase entfaltet und die DNA vom entstandenerOB-Ende vervollstdndigt. Nach der
Endonuklease-Reaktion bleibt am 5-Ende des ITRR&p78- bzw. Rep68-Molekil kovalent
gebunden (Snyder et al., 1990; Brister und Muzyd8@0 & 2000; Davis et al., 2000; Smith und
Kotin, 2000). Die Enden des resultierenden linegppelstrangigen Molekils monomer
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extended fornfmE)) werden denaturiert und wieder in Hesrpin-Sekundarstrukturen tberflhrt,

woraufhin die DNA-Synthese von dem durch deannealingentstandene 3’-Ende reinitiiert

wird. Durch die Synthese des komplementaren DNAf®Js wird der vorher gebundene Strang

unter Mithilfe der Rep-Helikase vom Matrizenstramgdrangt ¢ingle strand displaceméniind

liegt dann als neues einzelstréangiges AAV-Genom Aar resultierenden Doppelstrang beginnt

der Prozess von terminaler Auflosung und Reindgraterneut. Findet beim Ausbleiben der
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primaren Endonuklease-Reaktion am 3-ITR die
DNA-Synthese am 5-ITR statt,
entsteht die Replikationsform 2 (RF2) oddimer

Reinitiation der

turnaround form(dT), die zwei kovalent verknipfte,
SSDNA-
dieser

doppelstrangige = Genome  bzw. vier

Genomagquivalente enthalt. Von

Replikationsform ausgehend konnen entweder AAV-

Einzelstrang-Genome  freigesetzt  werden  oder

hohermolekulare Replikationsintermediate entstehen
(Straus et al., 1976; Tattersall und Ward, 1976;,eNi
al., 1998; Muzyczka und Berns, 2001).

Abb. 1.5: AAV-DNA-Replikation. Nach Freisetzung des
einzelstrdngigen AAV-Genoms (ss) erfolgt zunachste d
Zweitstrangsynthese am freien 3'-Ende des linKER. IDabei
wird der rechte ITR entwunden. Es resultiert dieonomer
turnaround form(mT). Der linke ITR wird nach Einfiihrung eines
Einzelstrangbruches an des ebenfalls entwunden und die DNA
zur monomoer extended forn(mE) vervollstandigt. Nach
reannealingder ITRs wird die DNA-Synthse am neuen 3'-Ende
reinitiiert, wobei der komplementare Strang, alss deplizierte
Genom-Aquivalent freigesetzt wird. An der verbliebs
monomeren Replikationsform beginnt der Prozess tausinal
resolution Reinitiation und DNA-Synthese mit
Strangverdrangung erneut. Beim Ausbleiben der
Endonukleasereaktion entsteht dimer turnaround forn{dT). Es
werden aber auch hohermolekulare Replikationsintéiate
gebildet, aus der die AAV-Genome spater freigeseéztien. (aus:
Muzyczka und Berns, 2001)

1.2.5 Virale Helferfunktionen und zellulare Faktoren

Das adeno-assoziierte Virus ist unter physiologiscBedingungen nicht in der Lage,

sich eigenstandig zu vermehren. Aus der Abhangigkei produktiven AAV-Replikation von

einer Helfervirusinfektion resultiert daher die tgymsatische Bezeichnunependovirus Von

den bekannten Helferviren sind die Funktionen ddsnmdvirus und des Herpes Simplex Virus
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am besten untersucht. Die Rollen beider Viren ki AAV-Replikation unterscheiden sich
allerdings deutlich voneinander.

Als essentielle adenovirale Helferfunktionen wurdée vier Genprodukte E1A, E1B,
E2A und E4 ORF6 sowie die Adenovirus-assoziiertd)(YRNA beschrieben. Die adenovirale
Polymerase wird bei der AAV-Replikation nicht begtt E2A, das ssDNA-bindende Protein
(Ad-DBP) ist das einzige Protein, das direkt an OBIA-Replikation beteiligt ist. Die anderen
Faktoren stimulieren die AAV-Replikation indirektuth die Beeinflussung des zellularen
Milieus bzw. des Zellzyklus und die Regulation 8&V-Genexpression. E1A ist flr den Eintritt
der Zelle in die spate S- oder G2-Phase, die Tkaingsrung der AAV-Genexpression und die
Transkription der weiteren Adenovirus-Gene veramtiot. Ad-E1B und E4 ORF6 fordern die
AAV-Zweitstrangsynthese und stimulieren die Genegpion Uber eine Verédnderung des
MRNA-Transportes. Die VA RNA unterstutzt die viraRroteinsynthese, indem sie den
immunologischen host-cell  shutoff die Interferon-induzierte  Abschaltung der
Translationsmaschinerie der Wirtszelle verhindglifyczka und Berns, 2001).

Vom Herpes Simplex Virus (HSV) sind vier Gene bewdlen, die die minimalen
Helferfunktionen fir die AAV-Replikation darstelledim Gegensatz zu den adenoviralen
Faktoren sind der trimere Helikase-Primase-Koméxs, UL8 & UL52) und das Einzelstrang-
DNA-(ssDNA)-bindende Protein ICP8infected cell protein B (UL29) jedoch direkt am
Replikationsprozess beteiligt. Die dimere HSV-Padyase UL30/UL42 wird ebenfalls
verwendet, kann aber durch die zellulare DNA-Polsaeed substituiert werden (Weindler und
Heilbronn, 1991; Ward et al., 2001; Slanina et2006). Auch bei der HSV-vermittelten AAV-
Replikation ist durch die Helfervirus-Infektion v@mer Veranderung des zellularen Milieus und
dadurch einer zuséatzlichen Stimulierung der AAV+4viehrung auszugehen.

Unter bestimmten Voraussetzungen kann eine ZelleAAY-Produktion fahig sein, die
nicht mit einem Helfervirus Uberinfiziert wurde (Mt al., 1998; Meyers et al., 2000). Die
notwendige Veranderung des Zellzyklus und des Ze#n Replikationsapparats konnte durch
toxische Substanzen wie z.B. Hydroxyharnstoff ungtl@heximid oder bei genotoxischem
Stress durch UV-Licht experimentell hervorgerufeerden (Yalkinoglu et al., 1988; Yakobson
et al., 1987 & 1989). Unter diesen unphysiologiscKk@nditionen werden samtliche zur AAV-
Replikation bendtigte Faktoren von der Zelle zunrfifgung gestellt. Die DNA-Replikation
erfolgt dabei z.B. durch die zellulare DNA-Polymsed, die auch bei der Adenovirus-Infektion
genutzt wird (Ni et al., 1998; Nash et al., 2000as zellulare ssDNA-bindende ProtdRiPA
kann die entsprechenden Virusproteine Ad-DBP (B24y. HSV-ICP8 ersetzen (Ni et al., 1998;
Ward et al., 1998; Stracker et al., 2004).
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1.2.6 AAV-Vektorherstellung

Zur Herstellung von AAV-Vektoren muss das Transgen den AAV-ITRs flankiert
vorliegen. Dieinverted terminal repeatslienen als Replikationsursprung und werden fur die
Verpackung der replizierten DNA in die Kapside b&gtdé Als Replikationsmatrize dient
Ublicherweise ein Plasmid, das von einem AAV-Wipd®lasmid abgeleitet ist. Dabei darf die
rekombinante AAV-DNA eine Gesamtlange von ca. 116és AAV-Wildtyp-Genoms, also
ungefahr 5.000 Nukleotide nicht Uberschreiten, danss die Verpackungs- und
Transduktionseffizienz drastisch sinkt (Dong et 80896; Grieger und Samulski, 2005). Fur die
Vektorproduktion sind auf3erdem die AAV-Gene sowie minimalen viralen Helferfunktionen
erforderlich. AAVtep/capkdnnen im Gegensatz zu den ITRs ihre Funktiamans erfillen. Sie
sind einschlie3lich der Promotoren auf einem weitd?lasmid enthalten und nicht von den ITRs
flankiert, wodurch die Entstehung von AAV-Wildtyp€n ausgeschlossen ist (Xiao et al., 1998;
Grimm et al., 1998). Die Helferfunktionen konnerf anterschiedliche Art eingebracht werden.
Die Infektion mit Adenovirus oder Herpes Simplex rdd fuhrt zu einer effizienten
Vektorproduktion, birgt aber den Nachteil einer tigigen Kontamination der rAAV-Préaparation
mit dem Helfervirus. Die Transfektion der benétigi8ene ist dagegen, insbesondere bei HSV,
weniger effektiv.

Das derzeit am meisten verwendete AAV-Verpackurgjesy nutzt die adenoviralen
Helferfunktionen und beruht auf der Transfektioremv Plasmide. Das erste Plasmid enthalt
das ITR-flankierte Transgen, das zweite kodiertdiégr AAV-Gene und Ad-E2A, E4 ORF6 und
die VA RNA. Die Ad-Proteine E1A und E1B werden irrdverwendeten HEK293-Zellen
konstitutiv exprimiert (Grimm et al., 1998 & 2003ie Vektoren werden nach der Zelllyse
durch Dichtegradientenzentrifugation in lodixanohgareichert und anschlieRend durch
Liganden-Affinitditschromatographie in einer Hepafigarose-Saule, durch lonenaustausch-
chromatographie oder durtiigh performance liquid chromatograpPLC) gereinigt (Grieger
et al., 2006).

Inzwischen wurden alternative Verfahren der AAV-Yabroduktion entwickelt, mit den
Zielen die Ausbeute an Virionen zu optimieren, Beaduktionsprozess zu vereinfachen und eine
kostengtinstigere Herstellung der Vektoren zu erioligh. Eine Moglichkeit ist die Verwendung
AAV-rep/capexprimierender Zelllinien, deren Vorteil allerdmgricht endgiltig bewiesen ist
(Gao et al., 1998; Chadeuf et al., 2000). Die Nugzeines Baculovirus-Systems ist effizient,
birgt aber den Nachteil, dass die rAAV-Vektorenmic humanen, sondern in Insektenzellen
hergestellt werden (Urabe et al., 2002; Aucoinlet2807). Eine vielversprechende Methode ist
der Einsatz rekombinanter Helferviren (Conway et 4999; Zhang et al., 2001). Durch die
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Integration einerep/capKassette z.B. in ein Herpes Simplex kann so den3fektion durch
eine hocheffiziente Infektion ersetzt werden. DieerWendung replikationsdefizienter,

rekombinanter Helferviren kann dabei eine Kontartnimader rAAV-Praparation verhindern.

1.3 Das Herpes Simplex Virus (HSV) und seine AAV-Hierfunktionen

1.3.1 Aufbau und Lebenszyklus von HSV

Das Herpes Simplex Virus Typ 1, HSV-1, ist ein g®Rumhilltes Doppelstrang-DNA-
Virus. Es gehort zum Genus der Simplexviren, dieederum Teil dera-Herpesvirus-
Unterfamilie der Herpesviridae sind. Die Viruspleetihaben Durchmesser von 150 bis 200 nm.

Im Inneren des Virions befindet sich die linear-

Envelope doppelstrangige DNA, die an das Virosre assoziiert

Tegument ist. DNA undcore sind in ein Kapsid eingeschlossen,
Capsid

das aus 162 Capsomeren a 6 Proteinuntereinheiten
zusammengesetzt ist (Abb. 1.6). Das Kapsid ist vom
Tegument, einer unstrukturierte Matrix umgeben, die
Proteine enthélt, die im frihen Stadium der HSV-
Infektion benttigt  werden. Die abschlieRende
Virushille entstammt der zellularen, inneren

Abb. 1.6: Struktur des Herpes Simplex Virus.  Kernmembran und enthalt zahlreiche Glycoproteine

(A) Das obere Bild zeigt in einer elektronen-
mikrospischen Aufnahme den Querschnitt eines
HSV-Virons. Unten ist eine Rekonstruktion der
Oberflache (B) und des Virusinneren dargestellt

(C) (aus: Roizman et al., 2007) (Modrow und Falke, 1998; Roizman et al., 2007).

Die Replikation des Herpes Simplex Virus kann eingtisch-produktiven und einem

und Polypeptide, die u.a. die Adsorption an die

Zielzellen und die Aufnahme des Virions vermitteln

latenten Infektionszyklus folgen. Die Primarinfektj die in Epithelzellen der Haut stattfindet, ist
eine lytische Infektion. Die Viren adsorbieren durdie Interaktion des Glycoproteins gC der
Hulle mit dem zellularen Membranmolekil HepararsuRroteoglykan an die Fibroblasten
(WuDunn und Spear, 1989; Shieh et al., 1992). Bmgnsame Nutzung von Heparansulfat als
Hauptrezeptor durch AAV und HSV und die damit vertbene Zellspezifitat ist ein wichtiger
Faktor bei der Funktion von HSV als Helfervirus flie AAV-Replikation (Summerford und
Samulski, 1998). Bei der Penetration verschmiletudiale Lipidhulle mit der Wirtszellmembran
und setzt das Kapsid und Tegument in das Zytoplagmia Die Infektion nicht primér

permissiver Zellen findet durch die Weitergabe d&ss nach der HSV-vermittelten Fusion der

10
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Wirtszelle mit einer Nachbarzelle statt. Das Kapsidl entlang der Mikrotuboli in den Nukleus
geschleust, in dem die Virus-DNA nach der Freisagzwals ringformig geschlossenes,
extrachromosomales Episom vorliegt (Jacob und Raizth977; Becker et al., 1978).

Die HSV-Proteinexpression erfolgt in einer Kaskagleh nacheinander aktivierender
Gene. Durch die im Tegument enthaltenen Faktored die Expression dammediate early
Proteine transaktiviert, die dann zum grof3en Tisil Taansaktivatoren dedelayed early und
late-Gene fungieren. Diedelayed earlyGene exprimieren Uberwiegend die bei der
Virusreplikation benétigten Proteine. Die Virionpeme, also Struktur- und Tegumentproteine
werden als Produkte déate-Gene parallel zur Replikation der HSV-DNA syntkgdit. Die
Strukturproteine setzten sich im Zellkern zu einéarkapsid zusammen, in das unter Verlust
von Stutzproteinen eine HSV-Genomkopie eingeschlausl. Dem Kapsid lagern sich die
Tegumentproteine an, um anschlieend mit der Keminen, die die viralen Glycoproteine
enthélt, zu assoziieren. Durch das Ausstilpen dembtan bilden sich die umhillten Partikel,
die Uber das endoplasmatische Retikulum und degi@gplparat zur Zelloberflache transportiert
und freigesetzt werden.

Die latente Infektion, die sich wegen der Weitergdbr Viren durch die Zell-Zell-Fusion
auch in neuronalen Zellen etablieren kann, schiseft der lytischen Primé&rinfektion an. Die
Virus-DNA liegt in Form von zehn bis 100 Episomebeiwiegend in den Neuronen der
Spinalganglien vor. Eine Ursache fur die Latenz\diess ist das veranderte zellulare Milieu und
damit eine verénderte Expression der viralen Gdieegeine Replikation nicht zulasst. Die in
Ganglienzellen transkribierte HSV-LAT-RNA tragt alatisenseRNA ebenfalls zur Latenz bei.
Aus der latenten Infektion heraus kann es zur Raaking des Virus und zum erneuten

lytischen Replikationsprozess kommen (Modrow uniéésal 998; Roizman et al., 2007).

1.3.2 HSV-Genomorganisation und DNA-Replikation

Das HSV-1-Genom enthélt ca. 152.000 Basenpaaréauhidrt fir Gber 90 Genprodukte
(Kieff et al., 1971; McGeoch et al., 1988; Roizmetnal., 2007). Es teilt sich in ein langes, ca.
126 kbp umfassendes Segment, das uwhigue long (U )-Region enthalt und in ein kurzes
Segment von ca. 26 kbp, in dem di@que shor{Us)-Region gelegen ist. Die beiden Regionen
werden von invertierten, sich wiederholenden DNAx8zen repeat$ flankiert, die nach ihrer
Position an den Genomenden @sminal repeatgTR) und im Zentrum alsiternal repeatgIR)
bezeichnet werden (Abb. 1.7). Die beideternal repeatgIR,. und IR;) grenzen aneinander und
verbinden die Y und die W-Region. Das HSV-Genom enthélt drei Replikationgtirsge

11



Einleitung

(origin of replication ori), ori in der Y-
Region und jeweils ein gyin den, die -
Region flankierendenrepeats Fur die
Replikation ist das Vorhandensein eines

oris ausreichend (Stow, 1982; Weller et

Nas abp unrg OF

p : 7 al., 1985; Weir et al., 1989; Boehmer und

Ug= 13,000bp
17syn * 152,260 bp

“Fne HSV-1 Genetic %K . Lehman, 1997).

i In der infizierten Zelle liegt das
HSV-Genom episomal als geschlossenes,
zirkulares Molekil vor (Jacob und
Roizman, 1977; Becker et al., 1978). Von
einem origin ausgehend findet die
Replikation der DNA nach denmolling-

circle-Mechanismus statt (Abb. 1.8). Nach

— — — — | — —_— —
UL5 UL8 UL9 uL29 Ul uLso uL42 uL52
orip orig orig

Abb. 1.7: Genom und Gene des Herpes Simplex Virus. dem Einflhren eines Einzelstrang-Bruchs

Das HSV-Genom umfasst ca. 152.000 Basenpaare urierkod , .
fur Gber 90 Genprodukte. Sie werden nach ihrem erfOIQt vom 3-OH-Ende aus die

Expressionszeitpunkt im Infektionszyklusimmediate early L . .
(a), delayed early () undlate-Proteine Y) eingeteilt (oben). kontinuierliche FUhrungSStran@admg

Das Genom, das im Zellkern zirkularisiert vorlielgisst sich
in eineunique long-(U,) und eineunique shorARegion (L)

einteilen, die jeweils von einerterminal (TR) und einem ileati ; i
internal repeat(IR) flankiert werden. Die HSV-DNA enthalt GegenStrang als Repllkatlonsmatrlze dient.

drei origins, die nach ihrer Lage atwi, bzw. orig bezeichnet Wahrend deieading strandvom 5’-Ende
werden. Die Positionen der essentiellen Replikatoeg

liegen in der Y-Region (unten). (http://darwin.bio.uci.edu/ her fortlaufend vom Matrizenstrang gelost
~faculty/wagner/hsv3f.html & Boehmer und Lehman, 2)99

strangd-Synthese, fur die der ringférmige

wird, findet unter Bildung von RNA-

Primern und Okazaki-Fragmenten daran parallel digdstrangdéagging strang-Synthese statt.
Es resultiert ein dsDNA-Molekul, bei dem vielfacHSV-Genomkopien kovalent verknupft in
einer konkatemeren Anordnung vorliegen. Wahrend \éeEmpackung in die Kapside wird die
DNA geschnitten, um die Genomequivalente freiziesetBoehmer und Lehman, 1997,
Roizman et al., 2007).

Sieben virale Proteine, die alle Produkte diglayed-earlycene sind (UL5, 8, 9, 29, 30,
42 & 52), sind fur die HSV-DNA-Replikation essetiti€hallberg, 1986; McGeoch et al., 1988;
Wu et al., 1988). Die DNA-Polymerase (UL30) bileeit demprocessivity facto(UL42) einen
dimeren Komplex, der neben einer 5’-3'-Polymeraskfion eine 3'-5-Exonuklease-aktivitat
und damit eineproof-readingFunktion besitzt. Der trimere Helikase-Primase-Kérp(UL5,
UL8 und UL52) ist fur die Entwindung der DNA, darmaitr Freisetzung ddsading strandund
fur die gleichzeitige Synthese der RNA-Primer, zlie Bildung der Okazaki-Fragmente bendtigt

12
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werden, verantwortlich. Die 5-3-
Helikaseaktivitat wird durch UL5 vermittelt.
UL52 enthalt die Primasefunktion. UL8, fur das
keine eigene enzymatische Funktion
nachgewiesen ist, stimuliert die Aktivitat der
beiden anderen Proteine wund st fur die
Kernlokalisation des Komplexes und dessen
Interaktion mit UL30/42, UL9 und ICP8
verantwortlich (Boehmer und Lehman, 1997,
Roizman et al., 2007). UL9 ist dasigin-binding

- POLYMERASES

POL, ACCESSORY FACTOR

oll| 7
k__-.// =
® f

THETA REPLICATION proteinvon HSV. Es lagert sich an eami an und
entwindet es in 3-5-Orientierung (Boehmer et

T @ ULS (DRIGIN BINDING

o al., 1993; Elias und Lehman, 1988). Das UL29-
% s Produkt ICP8 iffected cell protein 8 das HSV-

?3— o]
/,{ : ssDNA-bindende Protein, bindet zusammen mit
{-E:‘j:'lll I| I| ROLLING CIRCLE REPLICATION L. . )
\ \ i UL9 an dasorigin und stabilisiert die entstandene
k_,///

DNA-Konfiguration (Fierer und Challberg, 1992;

Abb. 1.8: HSV rolling-circle-Replikation. Nach der Makhov et al., 1996a & b; Lee und Lehman,
Zirkularisierung der HSV-DNA bindet UL9 an das

origin und entwindet dieses unter Mithilfe von ICP8.1997). Zusatzlich wird Uber ICP8 und UL9 die
Die Einzelstrang-Konfiguration wird wahrend der

gesamten Replikation durch ICP8 stabilisiert. UberRekrutierung des Helikase-Primase-Komplexes
UL9 und ICP8 vermittelt, lagern sich der Helikase-

Primase-Komplex und die dimere HSV-Polymeraseund der UL30/UL42-Polymerase an dasgin

an. Ein Strang der Genoms wird geschnitten und vom .

entstandenen 3-Ende beginnt die DNA-Synthese, bevermittelt (Vaughan et al., 1985; Bush et al.,
der der geschlossene Gegenstrang als Matrize dient.

Durch die fortlaufende DNA-Synthese wird der 1991)-

leading strandverdrangt. An ihm findet die Bildung . L. . .
des Gegenstrangs lagging strand statt. Die Die HSV-Replikation findet n

resultierenden Genomkopien sind kovalent verknipft . . .
und werden erst bei der Verpackung in die Kapsidé;ubnuklearen Replikationskompartimenten statt,

freigesetzt. (aus: Roizman et al., 2007) die sich aus zellularen und den viralen
Replikationsproteinen zusammensetzen (Quinlan.et%4; de Bruyn Kops und Knipe, 1988;
Lukonis und Weller, 1996; Liptak et al., 1996). D&rlauf der HSV-Infektion kann anhand von
morphologischen Verédnderungen der Replikationskotimpante in Stadien (I bis 1V) eingeteilt

werden (Abb. 1.9). Die Einteilung orientiert an arrklearen Umverteilung von ICP8 und des
zellularenpromyelocytic leukemia proteifPML) (Burkham et al., 1998 & 2001). ICP8 ist im
Zellkern ab dem Stadium Il homogen verteilt naclslar. Im Stadium Il bilden sich die

zahlreichen kleinen Prareplikationskomplexe, deh sdunéchst aus der HSV-DNA, ICP8, UL9

und dem Helikase-Primase-Komplex zusammensetzerstaaium 1V findet die Vergrof3erung

13
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und Vereinigung der prareplikativen Komplexe zu deifien Replikationskompartimenten statt
(Taylor et al., 2003b; Taylor und Knipe, 2004; Buakn et al., 2001).

Abb. 1.9: HSV-Replikationskomplexe. Die
Absence of ICPO;

trestment with interfaron, Absence of HSV polymerase results Replikation der HSV-DNA findet in nuklearen
proteasome inhibitors or arsenic in formation of viral foci with no PML Replikationskompartimenten statt. Diese lassen
(Eowmel oaiv) sich tber ICP8 nachweisen und anhand ihrer

J_ Morphologie in Stadien einteilen. Nach der

Infektion und der transaktiviert ICPO die HSV-
Proteinexpression (Stage=t Stage Il). Fur die
Formierung der préreplikativen Komplexe aus

DNA replication,
replication

¥ compatment
formation

Demodification
& dispersal of
ND1O proteins

Stage I: ' Stage I: jstagelll: age IV: dem diffusen ICP8 ist der Helikase-Primase-
Intact ND10 Diffuse ICP8 & PML Foci of ICP8 & PML C:;:'::;:::ts Komplex thig (Syage > !||). Die p!\]A_
T e i Synthese findet in den sich vereinigenden
ce of origin binding protein, olymerase H :
helicase/primase subunits or ICP8 inhibitors R_epllkatlons-komplexen (Stage IV) unter dem
results in no foci formation Einfluss der Polymerase statt. (aus: Burkham et

al., 2001)

1.3.3 Helferfunktionen von HSV bei der AAV-Replikaion

Bei der Herpes-Simplex-Virus-vermittelten AAV-DNReplikation sind sechs der sieben
HSV-Proteine beteiligt, die auch fir die HSV-eigeReplikation essentiell sind. Diese
Replikationsfaktoren sind der Helikase-Primase-KempgUL5, UL8 und UL52), dasingle-
strand DNA-binding proteinCP8 (UL29) und die UL30/42-Polymerase (Challh&@g86; Wu et
al., 1988; Weindler und Heilbronn, 1991; Ward et 2D01). Das HS\6rigin-binding protein
UL9 ist nicht involviert, da die Funktion von ULQucth die sequenzspezifische DNA-Bindung
vermittelt wird, zwischen der Erkennungssequenz B&V-UL9 und der AAV-DNA aber keine
Homologien bestehen (Srivastava et al., 1983; Kaoft Tegtmeyer, 1988; Hazuda et al., 1991;
Ryan et al., 1996). Als minimale Helferfaktoren flie AAV-Replikationin vivo sind nur die
vier HSV-Gene UL5, UL8 & UL52 und UL29 erforderlicibie HSV-Polymerase (UL30/42)
wird nicht bendtigt, ihre Anwesenheit fuhrt allexgs zu einer effektiveren DNA-Replikation
(Weindler und Heilbronn, 1991). Mit dem Nachweig @AV-DNA-Synthesein vitro durch
HSV-UL30, UL42, ICP8 und AAV-Rep68 konnte die Bétgping der HSV-Polymerase an der
AAV-Replikation bestatigt werden (Ward et al., 2D01

Der Helikase-Primase-Komplex und ICP8 kdnnen siclZellkern unabhéngig von einer
HSV-Infektion und dem Vorhandensein von HSV-DNARu#replikationskomplexen formieren.
Die Kotransfektion der vier beteiligten Gene fukie bei einer HSV-Wildtyp-Infektion zur
Bildung der intranukledren Foci. Dabei ist die Aigerheit aller Komponenten erforderlich, weil
es sonst lediglich zu einer diffusen Proteinventedl im Zellkern kommt (Liptak et al., 1996;
Lukonis und Weller, 1997; Slanina et al., 2006)i @& AAV-Replikation sind die Proteine des
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Helikase-Primase-Komplexes vor allem als strukierBestandteile von Bedeutung. Die UL52-
Primase-Aktivitat ist nicht erforderlich. Auch eiemzymatisch aktive Helikase (UL5) ist nicht
essentiell, wird aber fur eine effiziente AAV-DNAeRlikation bendtigt (Stracker et al., 2004;
Slanina et al., 2006).

Der Einfluss von ICP8 auf die AAV-Replikation wirdurch die Interaktion mit dem
AAV-Nichtstrukturprotein Rep78 deutlich. Sowohl die vivo-Kolokalisation von Rep78 und
ICP8 in den AAV-Replikationskompartimenten als aubhe Interaktionin vitro ist AAV-
ssDNA-abhéangig (Heilbronn et al., 2003; Strackemlet 2004; Slanina et al., 2006). Bei der
HSV-Replikation nimmt ICP8 zahlreiche Funktion watlie auch bei der AAV-DNA-Synthese
von Bedeutung sein durften. ICP8 bindet zusammenUin® and das HS\6rigin und ist fur
dessen Entwindung mitverantwortlich (Lee und Lehpi®97; Makhov et al., 1996b & 2003; He
und Lehman, 2000). Durch die Stabilisierung derzestrangigen DNA-Konformation ist es
zudem fur die Synthese des neuen DNA-Strangs vatelang (Ruyechan, 1983; de Bruyn
Kops und Knipe, 1988; Boehmer und Lehman, 1993aga#lich rekrutiert ICP8 den Helikase-
Primase-Komplex und interagiert mit der UL30/42yPotérase und regulatorischen zellularen
Proteinen (Bush et al., 1991; de Bruyn Kops et1#198; Taylor und Knipe, 2004). Die genaue
Funktion von ICP8 bei der AAV-Replikation und dieol@kularen Mechanismen bei der

Interaktion mit AAV-Rep78 sind aber noch nicht eiltig geklart worden.

1.4  AAV-Rep78, HSV-ICPS8 und ihre Interaktion
1.4.1 Funktionen von Rep78 im AAV-Lebenszyklus

Rep78 ist das groRte der vier AAV-Nichtstrukturpioe. Es besteht aus 621
Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 72oKdlton (kDa). In der Zelle ist es
Uberwiegend nukleéar lokalisiert. Das alternativpliete Protein Rep68 enthélt im Vergleich
einen verkirzten C-Terminus, Rep52 und Rep40 fgdientber den grofen Rep-Proteinen der
N-Terminus von Aminosaure 1 bis einschlie3lich ZRfendelson et al., 1986; Trempe et al.,
1987; Im und Muzyczka, 1992). Im Replikationszykiten AAV nimmt Rep78 eine Vielzahl
von Aufgaben wahr. Die Rep-Funktionen beinhaltemeei3’-5’-Helikase-Aktivitat, eine
sequenzspezifische dsDNA-Bindung und eine stramgt sequenzspezifische Endonuklease-
Aktivitat.  Daruber hinaus besitzt Rep78 ssDNA-binde Eigenschaften, ein
Kernlokalisationssignal und eine Zinkfinger-Domafien und Muzyczka, 1992; Yang et al.,
1992; Horer et al., 1995). Rep78 reguliert die ASénexpression durch die Inhibition und
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Transaktivierung der drei AAV-Promotoren p5, pl9dupd0. Zusatzlich kann Rep78 auch
heterologe virale Promotoren inhibieren (Beatonlgt1989; Horer et al., 1995; Needham et al.,
2006). Die Interaktion mit den regulatorischen DISAguenzen wird Uberwiegend durch die
spezifische DNA-Bindung an Rep-Erkennungssequenzerder AAV-DNA und in den
heterologen Promotoren vermittelt (McCarty et &94a; Ryan et al., 1995; Casper et al., 2005;
Needham et al., 2006).

Rep78 ist fur die AAV-DNA-Replikation essentiell ¢kmonat et al., 1984; Tratschin et
al., 1984). Diese findet in AAV-Replikationszentretatt, die sich durch die Interaktion von
Rep78 mit den Helfervirusproteinen formieren (Wit et al., 1996a; Heilbronn et al., 2003;
Stracker et al., 2004; Glauser et al., 2007). Umsatzung fur die Replikation ist die Assoziation
von Rep78 an die ITRs, die durch die sequenzspebd# DNA-Bindung vermittelt wird. Die
Helikase-Aktivitat wird benétigt, um die ITRs zuteinden und so die vollstandige Synthese der
AAV-DNA zu gewahrleisten (Ward et al., 2001). Dieelthkase-Aktivitat ist abhangig von der
ATP-Bindungs- und ATPase-Funktion des Proteinsddieh ATP-Hydrolyse die notige Energie
zur Verfugung stellt. Durch die Endonuklease-Ak#&viwird strang- und sequenzspezifisch ein
Einzelstrangbruch im ITR einfuhrt, der fir die Reation der AAV-Replikation und fir die
Freisetzung der replizierten Genoméaquivalente ungbdr ist. Da die Rep-Endonuklease ein
ssDNA-Substrat erfordert und ihre doppelstrangigkeBnungssequenz zunachst entwunden
werden muss, ist fur die Endonuklease-Funktion &in&tionelle Helikase-Aktivitat notwendig.
Die Verwendung von partiell einzelstrangigen AAVRISubstraten ermdglicht es aber, die
Endonuklease-Aktivitdt auch unabhangig von der Refkase zu untersuchen (Im und
Muzyczka, 1992; McCarty et al., 1992; Brister undayiczka, 1999; Zhou et al., 1999)

1.4.2 Rep78-Domanen

Die funktionellen Domanen von Rep78 konnten in ekiesdenen Studien eingegrenzt
und zum Teil auch deren kritische Aminosauren defirverden (Abb. 1.10). Im N-Terminus
(Aa. 1-224), der auch in Rep68, aber nicht in Régb2nthalten ist, sind die spezifische dsDNA-
Bindung und die Endonuklease-Aktivitat lokalisi@m und Muzyczka, 1992; Weitzman et al.,
1996b). Die N-terminalen 187 Aminoséuren sind zuAVADNA-Bindung und zur
endonukleatischen Spaltung eines partiell einzZeigigen Substrates in der Lage. Fur die tGber
eine Residualaktivitat hinausgehende Endonukleddiitit sind allerdings ca. 200 Rep-
Aminosauren erforderlich (Davis et al., 2000; Yaetnal., 2001). Trotz der DNA-Bindung der
isolierten 187 Aminosauren wurde vermutet, dassSgiquenzspezifitat durch den, tber den N-
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Rep78 Terminus hinausgehenden Teil vermittelt
—_F  Repes wird (Yoon et al., 2001). Eine die DNA-
RepS2 Bindung unterstitzende Aktivitat ist fur den

' Repd zentralen Teil von Rep78 beschrieben

Helikase-Aktivitat

worden (McCarty et al., 1992; Davis et al.,

ATPase-Aktivitat

ooz ONABINGUNG 1999). Eine Differenzierung der sich
Stabilisierung d. DNA-Bind. Uberschneidenden N-terminalen Domaénen
Endonuklease-Aktivitat konnte durch die Beschreibung
— Zr*-Finger unterschiedlicher kritischer Aminosauren
= Kemlokalisationssignal erreicht werden. Dabei haben zahlreiche

= Rep-Cap-Interaktion

Mutationen Einfluss auf deren Aktivitat,

151 484
—

Rep-Rep-Interaktion L. A . X i
einige Aminosauren sind aber durch ihre

- Proteininteraktion m. PRKX

Lage in konservierten Bereichen und/oder

526 561
—

Interaktion mit PKA
ihre biochemische Funktion von besonderer

— Interaktion mit UBC9

5 Interaktion m. PC4 & Topors Bedeutung FUI’ dle Endonuk|eaSG-AktIVItat

531537 (Rep68)

Interaktion m. 14-3-3-Proteinen  jSt z.B. Tyrosin (Y) 156 essentiell, Gber das

Abb. 1.10: Rep7+Domanen im Uberblick. Rep78 gliedert Nach der Endonuklease-Reaktion ein Rep-
sich in drei Abschnitte: den mit Rep68 lbereinstimden lekiil k | it d d ,
N-Terminus, die in allen Rep-Proteinen enthaltengraée Molekul kovalent mit dem entstandenen 5'-
Doméane und den C-Terminus, Uber den auch Rep52g¢erfii .. .

Rep68/40 besitzen stattdessen sieben eigene Amieosau DNA-Ende verknupft wird (Snyder al.,

In der Abbildung sind die funktionellen Doméanen von . : ; e
Rep78 dargestellt. Die Aminoséurepositionen, dielggo’ Davis et al., 2000)' Weitere kritische

verschiedenen F_’ublikationen (siehe _Text) ent_nomme;h\minosauren sind z.B. Glutaminsaure (E) 6,
wurden, geben die Grenzen von funktionell nochvakt

Polypeptiden wieder. E83 oder Y152. Sie liegen in konservierten
Bereichen, die miRCR-Motiven anderer Endonukleasen Ulbereinstimmeabg@ et al., 1999;
Walker et al, 1997a; Smith und Kotin, 2000; Davisak, 2000; Hickman et al., 2002; Yoon-
Robarts und Linden, 2003). Fur die DNA-Bindungsdoenéurden z.B. Arginin (R) 107 und 138
oder Lysin (K) 136 als kritische Aminosauren, alaeich Aminosaurecluster wie D40/42/44
beschrieben, deren Mutation zur Aufhebung der DNAdBNg fuihrt (Davis et al., 1999; Urabe et
al., 1999).

Im zentralen Teil von Rep78 (Aa. 225 bis 530), ideslllen Rep-Spezies enthalten ist, ist
die Helikase-Aktivitat von Rep mit den zugehdrigggkundéren Funktionen, wie der ssDNA-
Bindung und ATPase-Aktivitat lokalisiert. Aul3erdeist die zentrale Rep-Doméne fiur die
Multimeriserung der Proteine verantwortlich (Im uNtizyczka, 1992; Walker et al., 1997b;
Smith et al., 1997; Davis et al., 1999; James .et2804; Yoon-Robarts et al., 2004). Die Rep-

Helikase, mit Rep40 als charakteristischem Ventré#sst sich der Superfamilie der SF3-
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Helikasen, einer Gruppe hexamerer Ring-Helikasemdnen (James et al., 2003; Hickman und
Dyda, 2005). Fur eine funktionelle Helikase-Aktétitsind die Aminosauren 225 bis 490
ausreichend. Sie enthalten damit auch die sekumdérektionen, wie fur die ATPase-Aktivitat
nachgewiesen wurde (James et al.,, 2003). Die d¢mitis Aminosauren liegen innerhalb
konservierter Strukturen, sogenannter Walker-Mo(Wéalker A: 329-342; B: 473-479; B:391-
404; C: 416-421) (Walker et al., 1997b; James ¢t28l03). Fir die ATPase-Aktivitat ist eine
Nukleotid-Bindungstasche essentiell. Sie wird vorgaenuberliegendenloops in der
Proteinstruktur (Aa. 337 bis 342 und 457 bis 46&bilglet (James et al., 2004). Eine haufig
beschriebene kritische Aminosaure ist Lysin 34@e IMutation (K340H) fuhrt zum Verlust der
ATPase-Aktivitat und damit der Helikase-Aktividgés Proteins (Chejanovsky und Carter, 1990;
Kyostio und Owens, 1996; Walker et al., 1997b). ilUbgsin 404 und 406 wird die SSDNA-
Bindung der Helikase vermittelt. Die Mutation demiosauren hebt die ssDNA-Bindung der
kleinen Rep-Proteine, aber nicht von Rep68, aué Belikase-Funktion erlischt allerdings in
allen Rep-Spezies. Eine weitere kritische Aminosastr Arginin 444 (R444). Sie ist Bestandteil
eines essentiellen Arginin-Fingers (Yoon-Robartal 2004).

Der zentrale Teil von Rep78 enthalt die Rep-Multiisierungsdoméane. Sie stimmt zum
Teil mit der Helikase-Domane, die als Hexamer fioriell ist, Uberein, reicht aber bis in den N-
Terminus hinein. Kritische Bereiche fur die Rep-Referaktion (z.B. 151-188 und 334-337)
liegen zwischen den Aminoséuren 151 und 484. Ly&5 ist dabei eine singulare, kritische
Aminosaure innerhalb eines hydropholiesptad repeatginer a-Helix-Domane (Smith et al.,
1997; Davis et al., 1999). Die Multimerisierung evidurch die Rep-Bindung an AAV-DNA
stimuliert. Die Nukleotid-Bindungsstelle hat ebdisfaEinfluss auf die Formierung der Rep-
DNA-Komplexe, da diese durch die Anwesenheit vonPAJefordert wird (Weitzman et al.,
1996b; Li et al., 2003). Mutationen in der zentnal@oméne fuhren zu einer reduzierten Rep-
DNA-Interaktion, obwohl der N-Terminus als eigeciliDNA-Bindungsdomé&ne charakterisiert
wurde (McCarty et al., 1992; Davis et al., 1999k Dnterstitzende DNA-Bindungsaktivitat wird
vermutlich durch die Rep-Multimerisierung vermitfeldie den Protein-DNA-Komplex
stabilisiert. Uber die Aa. 322 bis 482 im zentral@il des Proteins wird auch die Interaktion mit
den AAV-Cap-Proteinen vermittelt (Dubielzig et d1999).

Am C-terminalen Ende der zentralen Doméane befindeth das gemeinsame
Kernlokalisationssignalniclear localisation signalNLS) der Rep-Proteine. Das zweigeteilte
NLS enthéalt konservierte Bereiche, die auch in Boplasmin und weiteren nukleéaren Proteinen
zu finden ist (Yang et al., 1992). Interne Dele¢éinrder Codons 456 - 520 und 482 — 556 und die

Deletion des C-Terminus ab Aminoséaure 481 reselii@n einer zytoplasmatischen Lokalisation
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der Rep-Proteine (Yang et al, 1992; Horer er a@51Kleinschmidt et al., 1995). Durch die
Mutation der Aminoséuren 492 bis 494 und 506/50/5@ wird die Kernlokalisation von
Rep78/68 aufgehoben und ihre Interaktion mit Impaxtbeeintrachtigt. Durch die Konstruktion
chimarer Proteine mit den Rep-Aminosauren 464 B Konnte gezeigt werden, dass sich das
Rep-NLS Ubertragen lasst (Cassell und Weitzmar4 200

Der C-Terminus von Aminosaure 531 bis 621 istinuRep78 und Rep52 enthalten. Die
splicing-Varianten Rep68 bzw. Rep40 besitzen stattdessebersi eigene C-terminale
Aminosauren (531-537). Der Rep78/52-eigene C-Tamminenthédlt ein konserviertes
Zinkfingermotiv (Aa. 534-607), dessen Mutation diek-Bindung aufhebt (Hoérer et al., 1995).
Der C-Terminus ist zudem fur die Interaktion minderoteinkinasen PKA (Aa. 526-561) und
PRKX (Aa. 526-621) verantwortlich (Di Pasquale ustcey, 1998; Schmidt et al., 2002) Die
Rep68/40-eigenen sieben Aminosauren vermittelrBdweung an zellulare 14-3-3 Proteine, die
fir Rep78 nicht nachweisbar ist. Die kritische Aaséure ist Serin 535 (Han et al., 2004). Die
Interaktion beider groRen Rep-Proteine mit dem uaén Transaktivator PC4 und den
regulatorischen Proteinen Topors (Aa. 172-530) B9 (Aa. 172-369) werden durch eine
Doméne vermittelt, die sich vom N-Terminus bis ia dentralen Rep-Domaéne erstreckt (Weger
et al., 1999, 2002 & 2004). Fiur die zahlreichenteren zellularen Interaktionspartner, die fur
Rep78 beschrieben worden sind (Nash et al., 20@D@®) ist nicht bekannt, Gber welche Rep-
Domaéne sie interagieren bzw. ob die Interaktionedirékt oder Uber eine direkte Bindung

vermittelt werden.

1.4.3 Spezifische DNA-Bindung von Rep78

Die spezifische DNA-Bindung ist eine essentiellsmiiion von AAV-Rep78. Sie ist die
Vorraussetzung fur die sequenzspezifische Endoas&léktivitdt, die Rep-vermittelte
Integration der AAV-DNA in das Wirtsgenom und dieofotor-regulierenden Eigenschaften
des Proteins. Die verantwortliche Domane ist im &riinus lokalisiert (Im und Muzyczka,
1992; Owens et al.,, 1993). Die Rep-DNA-Bindung veuriberwiegend irgel shift assays
untersucht und die Interaktion mit verschiedenebs8aten, wie z.B. vollstandigen AAV-ITRs,
isolierten RBS-Oligonukleotiden oder mit DNA-Seqaen aus heterologen zellularen und
viralen Promotoren analysiert. Dadurch konnten RINMA-Sequenzen definiert werden, die bei
der Rep78-Bindung von Bedeutung sind. Ihre Spétifitwurde durch kompetitive
Bindungsexperimente bestatigt. Dartber hinaus komuich inDNAse protection assaydie
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GroRRe und Sequenz der Rep-gebundenen DNA-Moleladgnbmt werden (McCarty et al., 1992
& 1994b; Chiorini et al., 1994a & b; Casper et 2005; Needham et al., 2006).

Der entscheidende Teil der spezifischen DNA-Sequsinein GAGGMotif (Owens et
al., 1993; McCarty et al., 1994a; Ryan et al., 2996 allen von Rep78/68 gebundenen DNA-
Substraten sind Wiederholungen und Varianten digs¢ésnukleotids enthalten. Fir eine Rep-
Bindung ist es ausreichend, wenn zwei benachbasteaffukleotide vorhanden sind, die von
unspezifischer DNA flankiert werden (Chiorini et,al995). Fur die Funktionalitat ist es von
Bedeutung, dass dieep binding sitein der korrekten Orientierung vorliegt. Eine interte
und/oder komplementére DNA-Sequenz fluhrt trotz gefiend erhaltener Rep-Bindung zu einer
starken Reduktion der spezifischen Endonukleases#tt an der benachbarteterminal
resolution site(trs) (Brister und Muzyczka, 2000). In dBBSder AAV-ITRs ist dasGAGG
Motiv funfmal nebeneinander enthalten, allerdingsl swur die drei mittleren Wiederholungen
.perfekte“ Motive, die von Motiven mit Sequenzabualaingen flankiert werden (Abb. 1.11).

AAV2  (CTCT) GOGC GETE GETE GETC ACTE (AGEC) Innerhalb der AAV-Serotypen ist diese

AAV3  (CTAT) GCGC ACTC GCTC GCTC GGTG (GGGC) ; ; ;
AAV4  (CTAT) GCGC GCTC GCTC ACTC ACTC (GGCC) Nukleotidabfolge, mit gewissen

AAVG (CTCT) GCGC GCTC GCTC GCTC ACTG (AGGC) At ; .
ARJS (TCGO)GITC GCTCGCTCGOTE GETE (BTTh Variationen, konserviert (Ryan et al., 1996;

AAVST (GGCT)CGGC GCTC GCTC GCTC GCTG (GGCG) Hickman et al. 2004) Eine weiteRBS

Abb. 1.11: DNA-Erkennungssequenz von Rep7 Uber den pefindet sich in der AAVSEite auf
N-Terminus wird die spezifische DNA-Bindung von Ref683

und damit auch die Spezifitit konsekutiver Rep-Fonln Chromosom 19. Hier ist daSAGGMotiv
vermittelt. Die Erkennungssequenz beinhaltet mehrer )

Wiederholungen einesGAGGMotivs. Die Tetranukeotid- Vviermal enthalten, dreimal davon perfekt
repeats der rep bindings sitessind innherhalb der AAV- .

Serotypen konserviert und mit Abweichungen auchder (Weitzman et al., 1994). Innerhalb des

AAVS1-site auf Chr. 19, dem AAV-p5-Promotor und in . . .
heterologen Promotorsequenzen zu finden. (nactkritin et humanen Genoms sind zahlreiche weitere

al., 2004) DNA-Sequenzen beschrieben worden, die
entsprechende Ubereinstimmungen zeigen (Wondesgingl., 1997). Diese korrelieren mit
inzwischen beschriebenen AAV-Integrationsstellefeabalb von Chromosom 19, bei denen,
wie z.B. auf Chr. 5, eine lokale Haufung von Intggimsereignissen zu beobachten ist. Auch die
Regulierung von Promotoren durch Rep78 wird tetb@diber die DNA-Bindung vermittelt. Der
AAV-p5-Promotor enthélt eineep binding sitemit vier Wiederholungen des Quadruplets, von
denen allerdings nur eins die genaue Sequenz atfwaich im pl9- und p40-Promotor von
AAV sind rudimentare Erkennungssequenzen vorharjlgistio et al., 1995; McCarty et al.,
1991 & 1994a; Ryan et al., 1996). Der Adenovirus&sEZomotor, der von Rep78 inhibiert wird,
beinhaltet ebenfalls eine DNA-Sequenz, fur die dkep-Bindung nachgewiesen wurde und in

der mehrere rudimenta@AGGMotive erkennbar sind (Casper et al., 2005).
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Bei der DNA-Bindung von Rep78 spielt die Multimgerung des Proteins eine wichtige
Rolle. Ingel shift assaysndcross-linkingExperimenten wurden hexamere Rep-Komplexe, aber
auch Zwischenstufen mit einer geringeren Anzahl vBep-Molekilen an der DNA
nachgewiesen (McCarty et al., 1994b; Weitzman gt 1&96b; Smith et al., 1997). Daruber
hinaus konnte in einer Rontgenstrukturanalyse deimernt werden, dass mehrere Molekile des
isolierten Rep-Terminus helikal nebeneinander anA AV rep binding sitebinden (Abb. 1.12)
(Hickman et al., 2004). Das molekulare
Protein-DNA-Verhaltnis der Komplexe von
6:1 wurde in weiteren Experimenten, wie
z.B. gel filtration assays bestatigt
(Hickman et al., 2004). Obwohl sich die
Multimerisierungsdoméane als Bestandteil
der Helikase-Domane im zentralen Teil des
Proteins befindet, wird die
Komplexbildung von Rep78 durch den N-
Terminus und dessen spezifische DNA-

Bindung stimuliert. Umgekehrt hat auch

die  Multimerisierung  stimulierenden

Abb. 1.12: Multimerisierung von Rep an den AAV-ITRs. Einfluss auf die DNA'Bmdung’ wie durch

Kristallstruktur von funf gebundenen Rep-N-Terminn a . .
einem AAV-RBSOligonukleotid. Rep78/68 bildet multimere die UnterSUChung des mit heterOIOgen

Komplexe an der DNA-Erkennungssequenz, die UberNden : . ” I
Terminus vermittelt und die zentrale Rep-Doméneilssadyt Multimerisierungsdomanen fusionierten

werden. Das Protein-DNA-Verhaltnis betragt 6:1rdwin N ; ;
vitro aber nur bei einem entsprechend langen DNA-SubstrzBep N-Terminus gezeigt wurde (Cathomen

erreicht. (aus: Hickman et al., 2004) et al. 2000).

Die Eingrenzung der Rep-DNA-Bindungsdoméne ist den Ladnge und Struktur des
DNA-Substrates und der Art des Experimentes ablgarigje ersten 187 Aminosduren des N-
Terminus sind mit verringerter Aktivitat in der Leagn vitro ein 45 bp langes, lineares AAMi-
Fragment zu binden, wahrend 208 Aminosduren eirte gpezifische DNA-Bindung zeigen
(Yoon et al., 2001). Fur die vivo-Bindung sind mindestens 220 Aminoséauren erforcleriaber
erst die 244 N-terminalen Aminosauren zeigen eiokte vAktivitat (Cathomen et al., 2000).
Durch die Fusion des Rep78-N-Terminus mit dem Qwieus des verwandterisoose
Parvovirus Repl-Proteins konnte die AAV-spezifische DNA-Binduiibertragen und so die
Rep78-DNA-Bindungsdomane auf 232 Aminoséauren eiregery werden. Dabei wurde vermutet,
dass die Spezifitdt insbesondere durch die Amimesa@01 bis 210 vermittelt wird, da diese

kaum Ubereinstimmung mit den verwandten Sequengemarvoviralen Nichtstruktur-Proteine
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zeigen. Die ersten 200 Aminosduren von Rep78/68 dagegen hoch konserviert und stimmen
zu 99,5% mit denGoose ParvoviruRepl uberein (Yoon et al., 2001).

Durch interne Deletionen und Mehrfach-Aminosaurésditutionen im Rep-N-Terminus
konnten kritische Bereiche fir die DNA-Bindung esggenzt werden (McCarty et al., 1992;
Yang und Trempe, 1993; Davis et al., 1999; Cathoatem, 2000). Allerdings kann die gezeigte
Aufhebung der Rep-DNA-Interaktion bei diesen Muaén auch auf einer Veranderung der
Sekundar- und Tertiarstruktur des Proteins beruh&ei einer Untersuchung von
Einzelaminosdureaustauschmutanten, die diesentBMfekgehend ausschlie3en, konnten drei
kritische Aminosauren, Arginin (R) 107 & 138 unddiy (K) 136, definiert werden, deren
Mutation zu einer vollstandigen Aufhebung der DNABung von Rep78 fuhrte (Urabe et al,
1999). Unterstutzt wird die Charakterisierung diesdrei Punktmutanten durch eine
Kristallstrukturanalyse des DNA-gebundenen Rep-Nilieus von AAV-5. Sie beschreibt die
entsprechenden konservierten Aminoséauren (R106,5K&3 K137) als wichtige direkte
Interaktionspartner mit der AAV-DNA (Hickman et,&2004).

Die Bindungsaffinitaiten der Rep78/68-DNA-Interaktiovurden in mehreren Studien
bestimmt (Chiorini et al., 1994b; McCarty et al99%b; Han et al., 2004). Trotz verschiedener
DNA-Substrate, wie vollstandigen ITRs, der isokertRBS (A-stem oder der AAV-Slsite
konnten fiir die Dissoziationskonstanté) vergleichbare Werte zwischen 8<XfM und 2x10
& M ermittelt werden. Dabei war allerdings eine h#h&ep-Affinitat zum vollstandigen ITR
gegenuber demRBSOligonukleotid zu beobachten. Eine mogliche Erki@rust die zusatzlich
zur RBSBindung gezeigte spezifische Interaktion des Repelkminus mit demhairpin-Arm
(stem 2 des ITR (Ryan et al., 2004; Hickman et al., 200d¢ben der spezifischen dsDNA-
Bindung ist fur Rep78/68 auch eine unspezifiscigNgs-bindende Aktivitat bekannt (Im und
Muzyczka, 1992). Die Affinitat der ssDNA-Interaktidiegt mit einerkp von 1,5x10° M im
Bereich der Rep-dsDNA-Bindung. Die Domane der gnoRep-Proteine fur die Interaktion mit

sSDNA wird im N-Terminus vermutet (Yoon-Robartsaét 2004).

1.4.4 ICP8, das ssDNA-bindende Protein von HSV

Das ssDNA-bindende Protein ICHBfécted cell protein Bdes Herpes Simplex Virus ist
das Produkt des UL29-Gens und einer der siebemtedten Faktoren bei der HSV-Replikation
(Challberg, 1986; Conley et al., 1981; McGeoch let ¥988). Es hat eine GrtRe von 1196
Aminosauren und ein Molekulargewicht von 128 kDauif@, 1985; Honess und Roizman,

1973). ICP8 besteht aus einer groRen N-terminaian $-1038) und einer kleinen C-terminalen
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Domaéane (Aa. 1049-1129) (Abb. 1.13). Die N-
terminale Domane ist in drei weitere
Regionenhead shoulderund neckgegliedert.
Mit dem C-Terminus ist diese Doméne uber
eine linker-Sequenz  (Aa. 1038-1049)
verknlpft (Mapelli et al., 2005). Uber den
aulersten C-terminalen Teil des Proteins
(1129-1196) sind  keine  strukturellen

Informationen bekannt.
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Obwohl die biochemischen
Eigenschaften von ICP8 gut charakterisiert
sind, konnten die zugehorigen funktionellen

Domanen nur bedingt abgegrenzt werden. Fur

Abb. 1.13: Struktur von ICP8. Das Bild zeigt die
Rekonstruktion der Proteinstruktur von ICP8 aus reine

Rontgenstukturanalyse. ICP8 setzt sich aus eineegrbi . . . . "
terminalen Domane und einem kleinen C-Terminu@erelChe’ wie die C-terminale Halfte

zusammen. Der N-Terminus lasst sich dartber himaus - - . "
die drei Regionerhead (rot), shoulder (blau) undneck (LembaCh und Heath, 1989)’ die Aminosauren

(gelb/grau) unterteilen. Die die Regionen verbinagend 64-1100 (Gao und Knipe 1989) oder auch
Elemente sind in orange, die Zink-Bindungsdomane is? !

grun dargestellt. (aus: Mapelli et al., 2005) die Regionen zwischen den Aa. 300-849

die DNA-Bindung wurden verschiedene

(Wang und Hall, 1990) bzw. Aa. 386-902 (White iBmehmer, 1999) verantwortlich gemacht.
Strukturelle Ubereinstimmungen mit Doméanen, di@mleren ssDNA-bindenden Proteinen die
DNA-Interaktion vermitteln, sind fur direckRegion (Aa. 530-1028) des N-Terminus von ICP8
beschrieben worden. Die konservierten aromatiscimehgeladenen Aminosauren Y543, N551,
R772, K774, R776, Y988 und N1002 durften dabei kuince exponierte Lage an der Oberflache
der neckRegion an der ssDNA-Binding beteiligt sein (Mapell al., 2005). Die Lange eines

durch ein ICP8-Molekil abgedeckten ssDNA-Molekidsikte auf 12-22 bzw. 14-25 Nukleotide
eingegrenzt werden. Die Interaktion des Proteing 8DNA ist von der DNA-Sequenz

unabhangig (Ruyechan, 1983; Dudas und Ruyechar®, M&khov et al., 1996; Gourves et al.,
2000; Mapelli et al., 2005).

Die DNA-Bindung von ICP8 wird durch die Kooperat#t des Proteins stabilisiert
(Dudas und Ruyechan, 1998; Mapelli, 2000). Die KBR8ekule lagern sich auf der ssDNA
nebeneinander an und halten diese in einer ausegktn Konfiguration (Abb. 1.14)
(Ruyechan, 1983; Ruyechan und Weir, 1984; Lee umighds 1985). Bei der DNA-Bindung
kénnen so auch Sekundarstrukturen aufgeldst (Rayect®83) und kleine doppelstrangige

Bereiche getrennt werden (Boehmer und Lehman, 3993R8 ist in Zusammenarbeit mit

23



Einleitung

dem Helikase-aktiven UL9-Protein
neben der Entwindung des HSV-
origin auRerdem in der Lage, lange,
kondensierte, unspezifische DNA zu
entwinden (Boehmer et al., 1993;
Makhov et al.,, 1996a & b). Die
Kooperativitdt des Proteins fihrt
Abb. 1.14: Einfluss von ICP8 auf die INA-Konfiguration. Bei dazu, dass sich die ICP8-Molekile

der DNA-Bindung lagern sich die ICP8-Molekille nebeaader auf

der ssDNA an und halten diese ein einer ausgestreck an einer Lipidmembran bereits ohne
Konfiguration. Auf dem elektronenmikroskopischen dB#ind drei

entwundende mit und drei kondensierte DNA-Molekdifme ICP8- DNA  in helikalen Filamenten
Bindung (Pfeile) zu erkennen. (aus: Ryuechan et &bg83

(Ausschnitt)) anordnen (Makhov et al., 2004). An

der ssDNA folgt die spiralférmige Anordnung des gatienen Proteins der helikalen DNA-

Struktur, die im elektronenmikroskopischen Nachweishangig von der Achse der EM-
Aufnahme, ringférmig oder ebenfalls filamentts besat (Abb. 1.15) (Makhov et al, 1996b;
Mapelli et al, 2005). Wie eine Kristallstrukturayseé zeigt, wird die kooperative Bindung
dadurch erreicht, dass der C-Terminus eines ICPRits mit derneckRegion im N-
Terminus des nachsten ssDNA-gebundenen Proteiesagiert (Mapelli et al.,, 2005).
Ubereinstimmend wurde in einer funktionellen Untetsung demonstriert, dass die 60 C-
terminalen Aminosauren von ICP8 fir die kooperat@BA-Bindung bendétigt werden
(Mapelli et al., 2000). Durch die DNA-Bindung erfahlCP8 eine Konformationsanderung,
die in der Zelle zu einer Veranderung seiner biotkehe Eigenschaften (Knipe und Spang,
1982; Knipe et al., 1982) und zu einer verdnde#eaganglichkeit der ICP8-Epitope fur
verschiedene Antikorper fuhrt (Uprichard und Kni@803). Die Konformationsanderung ist
vermutlich eine Voraussetzung fur die stabilisieleerkooperative Bindung von ICP8 an der
ssDNA (Mapelli et al., 2000; Dudas et al., 2001).

Abb. 1.15: Kooperative DNA-Bindung von
ICP8. Die ICP8-Molekiile ordnen sich auf der
ssDNA nebeneinander an und folgen dabei
deren helikaler Struktur. Die Kooperativitat
des Proteins wird dadurch vermittelt, dass der
C-Terminus eines gebundenen Molekils mit
der neckRegion des néachsten interagiert. Im
Bild ist modellhaft die DNA-Bindung von
sieben |ICP8-Molekilen dargestellt (links),
sowie elektronenmikroskopische Aufnahmen
der Protein-DNA-Filamente im Langs- (mitte)
und Querschnitt (rechts). (aus: Mapelli et al.,
2005 & Makhov et al., 1996b (Ausschnitt))
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Neben einzelstrangiger DNA kann ICP8 auch doppgigige DNA (Lee und Knipe,
1985) und RNA (Boehmer, 2004) binden. Die BindungsDNA ist aber flinffach starker als an
dsDNA und RNA. ssDNA-gebundenes ICP8 kann durchi\tsBuch kompetitiv nicht verdrangt
werden (Lee und Knipe, 1985; Boehmer, 2004). Digsbziations- bzw. Assoziationskonstanten
(Kp) der ICP8-ssDNA-Bindung variieren abhangig von detersuchung und der verwendeten
DNA deutlich: 1x1¢ M (bzw. 16 M) bei dT.4 (Mapelli et al., 2000), 2,1x10M bei dTps
(Dudas und Ruyechan, 1998), 1¥1B! bei 100mer ssDNA (Boehmer, 2004) und 1,8%1
(bzw. 5,5x10 M) bei 32mer ssDNA (Gourves et al., 2000). Dasslamigeren DNA-Substraten
hohere Affinitdten erreicht werden, spricht fir denterstitzenden Einfluss der, bei langen
Oligonukleotiden starker zum Tragen kommenden kraipen Bindung von ICP8.

Neben der DNA-Bindungsdomane konnte bei ICP8 aukle €inkfinger-Doméne
charakterisiert werden. Diese liegt im Bereich Aeminosauren 499 bis 512 in der Mitte des
Proteins. Die Mutation der Zinkfinger-Doméne resuttin einem nicht-funktionellen Protein,
die DNA-Bindung wird dadurch aber nicht beeintrégh(Gao et al., 1988 ; Gupte et al., 1991).
Die C-terminalen 28 Aminosauren von ICP8 sind fig d@ranslokation des Proteins in den
Zellkern essentiell (Gao und Knipe, 1989 & 1992)ufl&rdem ist der C-Terminus fir
intranukleare Lokalisierung, also die Zuordnung v&#@P8 zu den HSV-Replikations-
kompartimenten von Bedeutung (Taylor und Knipe, 300 Neben dem eigentlichen
Kernlokalisationssignal sind noch weitere Bereicloen ICP8 fur die nukledre Lokalisation
wichtig (Gao und Knipe, 1992).

ICP8 interagiert mit einer Vielzahl von viralen uzdllularen Proteinen. Dabei muss
zwischen einer direkten Proteininteraktion und eimelirekten, DNA-vermittelten Interaktion
unterschieden werden, da viele der Interaktionsparebenfalls DNA-Bindungseigenschaften
besitzen. Eine verantwortliche Doméne wurde bisieht beschrieben, allerdings wird vermutet,
dass die Interaktion mit heterologen Proteinen hiuie shoulderRegion im N-Terminus von
ICP8 vermittelt wird (Mapelli et al., 2005). Die ldeeichen Proteininteraktionen weisen darauf
hin, dass ICP8 wahrend der HSV-Replikation einehtige Funktion einnimmt. Neben seinen
Eigenschaften als ssDNA-bindendes Protein untetsti@P8 den Ablauf der HSV-DNA-
Synthese so auch, in dem es ICP8 virale und zedliHaktoren in die Replikationskompartimente
rekrutiert oder z.B. die Helikase-Aktivitat von ULStimuliert. Die meisten zellularen
Interaktionspartner sind dabei an der DNA-Repliatiden DNA-Reparaturmechanismen und
am mRNAsplicing beteiligt sind. Bei den viralen Proteinen handsltseh neben derrigin-
binding-Proteine UL9 und der UL30-Polymerase u.a. um éigulatorischen Proteine ICP4,
ICP27 und UL12 (Taylor und Knipe, 2004; Boehmer urtiman 1997; Roizman et al., 2007).
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1.4.5 Interaktion von Rep78 und ICP8

Die helferabhangige AAV-Replikation, aber auch Replikation der beiden wichtigsten
AAV-Helferviren, Herpes Simplex Virus und Adenowrtindet in umschriebenen Replikations-
Foci in den Nuclei der Wirtszellen statt (Wistuliaak, 1997; Heilbronn et al., 2003; Quinlan et
al., 1984; Lukonis et al., 1997; Pombo et al., 9B4i einer AAV-Adenovirus-Koinfektion wird
die AAV-DNA in die adenoviralen Replikationszentregkrutiert und darin repliziert (Weitzman
et al., 1996a). Bei der HSV-vermittelten AAV-Regaltlon ist eine intranukledre Komplexbildung
und Kolokalisation der AAV- und HSV- Replikationgpeine nachweisbar. Nach der
Koinfektion beider Viren kolokalisieren AAV-Rep urldiSV-ICP8 fast vollstandig im Zellkern.
Die Kolokalisation ist von der Anwesenheit einzgisgiger AAV-DNA abhangig. Die Rep-
Expression mit Hilfe eines rekombinanten Herpeaghéx Virus fuhrte zwar zur Bildung von
intranuklearen ICP8-Foci, ohne die AAV-DNA aber raur homogenen Verteilung des AAV-
Proteins und damit nicht zu Kolokalisation. Durcl duséatzliche Infektion eines rekombinanten
AAV konnte die AAV-DNA komplementiert und der Wilgh-Effekt wiederhergestellt werden
(Heilbronn et al., 2003).

Die Kolokalisation von Rep und ICP8 kann in ein€ransfektionssystem nachvollzogen
werden. Dabei fuhrt die Kotransfektion der vier fiie AAV-Replikation essentiellen HSV-
Helfergene UL5, UL8, UL29 und UL52 zur Formierungy gorareplikativen HSV-Komplexe und
die zusatzliche Transfektion eines AAV-Wildtyp-Riads zur Kolokalisation von Rep und ICP8
in den intranukledren Komplexen (Slanina et al.0&0Stracker et al., 2004). Fur die
Kolokalisation miussen die AAVhverted terminal repeatsorhanden sein. Ein ITR-deletiertes
AAV-Plasmid fihrt lediglich zu einer homogenen Regpression und nicht zur Kolokalisation
mit den ICP8-Komplexen (Slanina et al., 2008). vitro besteht eine schwache direkte
Interaktion zwischen Rep78 und ICP8 (Heilbronnlgt2003; Stracker et al., 2004). Durch die
Anwesenheit ITR-flankierter AAV-ssDNA erhoht sicledProteininteraktion um den Faktor 10.
Auch ssDNA ohne ITRs hat einen, allerdings nichstsok stimulierenden Effekt. Fur dsDNA ist
kein positiver Effekt im Vergleich zur direkten R&pICP8-Interaktionin vitro nachweisbar
(Heilbronn et al., 2003).
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Interesse und die Forschung am adeno-ass$eniMirus beruht auf dessen Nutzung
als Vektor in der Gentherapie. Ein Augenmerk liagf der Untersuchung der strukturellen
Beschaffenheit der verschiedenen Serotypen bzw.endeKapside, um eine hdohere
Transduktionseffizienz und eine verbesserte Zetifipt der Vektoren zu erreichen. Die
Charakterisierung der Interaktion von AAV mit seindelferviren und die Untersuchung der
Helferfunktionen bei der AAV-Replikation dienen @mgn dem Studium der Replikation von
ssDNA-Viren und gleichzeitig der Optimierung vonlfdevirus-basierten Verpackungssystemen
fur die rekombinanten AAV-Vektoren.

Die Interaktion zwischen Rep78 und ICP8 ist dettidtionsschritt bei der HSV-
vermittelten AAV-Replikation. ICP8, dessen DNA-ahbgie Interaktion mit Rep7# vivo und
in vitro gezeigt wurde, ist dabei eins von vier essentielSV-Proteinen. Schon im HSV-
Lebenszyklus erfillt ICP8 eine Vielzahl von Aufgabedie z.B. mit der Rekrutierung von
Replikationsfaktoren oder der Stimulierung enzysdter Funktionen von Interaktionspartnern
Uber die blof3e ssDNA-Bindung hinaus gehen. Rep7@inte ebenfalls viele verschiedene
Eigenschaften, die von der spezifischen DNA-Binduiiger eigene enzymatische Aktivitaten bis
hin zu zahlreichen Proteininteraktionen reichen.

In dieser Arbeit sollte, ausgehend von der DNAavigtelten Rep78-1CP8-Interaktion, die
Doméne von AAV-Rep78 bestimmt werden, die fir didegeraktion verantwortlich ist.
Ausgehend voim vitro-Experimenten sollte zudem versucht werden, dieogeenen Ergebnisse
wieder in denin vivoKontext zu Ubertragen, in dem die Interaktion deiden Proteine zuerst
beschrieben wurde. Im Zusammenhang mit den bdyekannten molekularen Prozessen sollten
die gewonnenen Erkenntnisse Uber die Rep-ICP8dkiien als grundlegender Mechanismus bei
der AAV-Replikation diskutiert werden. Durch einestellung von Interaktionsmodellen konnte
die Initiation der DNA-Replikation von AAV in Abh&@igkeit von den Herpes-Simplex-Virus-

Faktoren nachvollziehbar gemacht werden.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Ausschwingzentrifuge 3-10 Sigma, Osterode

Brutschrank B6120 Heraeus Sepatech, Osterode
Entwicklermaschine Curix 60 AGFA, Minchen
Geldokumentationssystem Pharmacia Biotech, Freiburg
Geldokumentationssystem INTAS, Gottingen
GelgieRapparatur Dual Gel Caster Mighty Small SE246efer, Holliston, USA
Hochdruck-Homogenisator FrerfcRress Thermo Spectronic, NY, USA
Hybridisierungsofen Mini Oven MK I MWG Biotech, Ebsberg

Inkubator Forma (Thermo) Scientific, Waltham, USA
Inkubationsschuttler Model G25 New Brunswick SdaigntEdison, USA
Inverses Lichtmikroskop CK2 Olympus, Hamburg

Inverses Fluoreszenz-Mikroskop DMIL Leica, Wetzlar

Konfokales Fluoreszenzmikroskop LSM 510 Zeiss, Jena
Kontaminationsmonitor LB122 Berthold TechnologiBad Wildbad
PCR-Gerate Gene Amp® PCR System 1700 & 2400 Appiedystems, Foster City, USA
Phospholmager Storm 840 Molecular Dynamics, SuneyWSA
Spektralphotometer DU-530 Beckmann Coulter, Krefeld
Sterilbank Technoflow 2F 180-I1 GS Integra Biosaes, Fernwald
Ultraschall-Desintegrator Sonifier 450 Branson, Bary, USA
Vakuum-Geltrockner Bio-Rad, Munchen

UV-Crosslinker Stratalinker 2400 Stratagene, L&aJWSA
Vakuumzentrifuge DNA Speed Vac DNA 110 Savant (fieScientific), Waltham, USA
Zentrifuge Avanti™ J-25/Rotor JLA 16250 Beckmann Coulter, Krefeld
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Megafuge 3.0R Hereus Sepatech, Osterode

2.2  Computer-Software

Gene Construction Kit2, Version 2.0.8 Planung von Klonierungen & PCRs; Erstellung
(Textco Inc.) von Plasmidkarten

Blast2Seq (National Center for Biotechnology | Uberpriifung von Nukleotidsequenzen nach
Information — blast.ncbhi.nim.nih.gov/Blast.cgi) | Sequenzierungen

Image Quant 5.1 Quantifizierungen den vitro-

(Molecular Dynamics) Interaktionsexperimente

Microsoft Excel (Microsoft) Berechnungen und Ersie) von Diagrammen
LSM Image Browser (Zeiss) Auswertung der Immunfesaenzdaten

Adobe Photoshop CS & Adobe lllustrator CS | Bildbearbeitungen und Erstellen von

(Adobe Systems Inc.) Abbildungen
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2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die Laborchemikalien und Verbrauchsmaterialien wardbis auf die nachfolgend

angegebenen Ausnahmen bei den Firmen Roth (Kadgriigma (Taufkirchen), Serva

(Heidelberg) und Merck (Darmstadt) erworb@¥eitere Chemikalien und Materialien:

Bactd® Trypton
Bactd® BBL Yeast-Extract

BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-
aminoethansulfonsaure)

Biogel® P10

DNA-GroRenmarker Gene Rufer
1 kbp DNA Ladder

Fluoromount-G

Fotales Kéalberserum (FCS)
Granuliertes Agar-Agar
Glutathion-Sepharodeeads
Nitrocellulose-Transfermembran BA-85
Lipofectamine Reagent
Nylon-Blotting-Membran Hybort-N
Penicillin/Streptomycin
Photochemikalien

$Phosphor-dCTP

Protein-GréRenmarker Full Range RainSow
protein molecular weight marker

Rinderserumalbumin (10xBSA)
Zellkulturmedium DMEM

2.4  Kits und Enzyme

CIP (alkalische Phosphatase)
DNA-Polymerase Pfu Turbo
Expand High Fidelity PCR-System
Gel Extraction Kit QIAquick
HighPrimé

Plasmid Midi & Maxi Kit
Restriktionsendonukleasen

Super Sign&l West Pico Chemiluminescent
Substrates

T4-DNA-Ligase
TNT® Coupled Reticulocyte Lysate

Becton, Dickinson & Company, Sparks, USA
Becton, Dickinson & Company, Bza USA
Calbiochem, La Jole, USA

Bio-Rad, Miinchen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

SouthernBiotech, Birmingham, USA
Gibco BRL, Karlsruhe
Becton, Dickinson & Compa8parks, USA
Pharmacia Biotech, Freiburg
Schleicher é&@ll, Dassel
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg
Biochrom AG, Berlin
AGFA, Miinchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg

New England Biolabgrikfurt/M.
Gibco BRL, Karlsruhe

New England Biolatzs)kfurt/M.
Stratgene, La Jolla, USA
Roche, Mannheim

QIAGEN, Hilden
Roche, Mannheim
QIAGEN, Hilden
New England Biolabs, kuatiM.
Pierce, Rockford, USA

New England Biolabs, Frankfurt/M.
Promega, Madison, USA

29



Materialien

2.5  Losungen, Medien und Puffer

Samtliche Losungen und Puffer, bis auf die angegebeAusnahmen, wurden mit zweifach
destilliertem Wasser angesetzt. Losungen fur dikkdeur und Bakterienkulturen wurden durch
Autoklavierung (20 bei 121C/2 Bar) sterilisiert. Nicht hitzestabile Losungewmurden

sterilfiltriert. Die Losungen sind alphabetischgefiihrt:

Ampicillin Stock-Ldsung 100 mg/ml Ampicillin
APS-Stocklésung 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
2x BBS pH 6,87-6,91 50 mM BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-
Aminoethansulfonsaure)
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO, x 2H,0
NaOH zur Titration
Bindungspuffer 25 mM HEPES/KOH pH 7,5
fur GST-pull-down assay 50 mM NacCl
10 mM MgCl,
1mM DTT
2 % (viv) Glycerin
0,01 % (v/v) Nonidet P-40
12,5pg/ml BSA
0,1 mM PMSF (vor Gebrauch zugegeben)

CaClh-Loésung

220 und 250 mM

Calciumchlorid

Coomassie-Farbeltsung
fur Proteingele

40 % (viv)
7 % (vIv)
0,2 % (w/v)

Methanol
100 % Essigsaure
Coomassie Brillant-Blau R250

10x DNA-Ladepuffer

25 % (wiv)
10 mM

0,25 % (w/v)
0,25 % (w/v)
0,25 % (w/v)

Ficoll Typ 400

EDTA

Bromphenolblau

Xylen Cyanol (optional)
Orange G (optional)

DTT-Stocklbsung

1M

Dithiothreitol

EDTA pH 8,0 05M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
10 N NaOH zur Titration
Entfarbeldsung 20 % (v/v) Methanol
fur Proteingele 7 % (viv) 100 % Essigsaure
70% Ethanol 70 % (v/v) Ethanol
Freeze-Squeeze-Puffer 0,3M Natriumacetat pH 7,0
1 mM EDTA
HEPES/KOH pH 7,5 1M HEPES
5 N KOH zur Titration
Hybridisierungslésung 45 % (viv) Formamid
fir Southern Blot 1 mM EDTA/NaOH pH 8,0
250 mM NaCl
125 mM Phosphatpuffer 7,2
5 % (wiv) SDS Sodium Dodecyl Sulfgte
IPTG-LOsung 0,1M Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid
LB-Medium 1 % (Wiv) Bactd® Trypton
0,5 % (W/v) Bactd® BBL Yeast Extract
1 % (wiv) NaCl
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LB-Medium mit Ampicillin 100pg/ml Ampicillin in LB-Medium
LB-Medium-Platten 1,5 % (wiv) Agar in LB-Medium
+ Ampicillin 100pg/ml Ampicillin
Lysepuffer French Press 50 mM Phosphatpuffer pH 7,8
fur GST-Fusionsproteine 300 mM NaCl
1 mM PMSF
Lysepuffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
fur Hirt-Extraktion 1mM EDTA
1 % (w/v) SDS
50 pg/ml Proteinase K
Lysozym-Ldsung 10 mg/ml Lysozym (frisch angesetzt)
Milch fur Western Blots 6 % (W/V) Milchpulver
(blocking in 1XPBS
Milch fir Western Blots 6 % (wW/v) Milchpulver
(Antikorper) 0,3 % (W/v) Tweerf 20
in 1XPBS
Natriumsalicylatldsung 1M Natriumsalicylat
1x PBSpH 7,4 8 mM Na,HPO, x 2H,0
(Phophate buffered saline) 2 mM NaH,PO, x H,O
150 mM NaCl
10x PBS ph7,4 80 mM Na,HPQO, x 2H,0
20 mM NaH,PO, x H,O
15M NaCl
PBS-T 0,1 % (W/v) Tweer? 20
in 1x PBS
0,5 M Phosphatpuffer 0,5M Na,HPQO, x 2 H,O
pH 7,2 und pH 7,8 05M NaH,PO, x H,O zur Titration
PMSF-L6sung 0,1 M Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF
in Iso-Propanol
Protein-Transferpuffer pH 8,0 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 (v/v) Methanol
RNase A-Losung 20 mg/ml RNase A
Sammelgelpuffer pH 6,8 0,75M Tris/HCI pH 6,8
(fir SDS-PAGE nach Lammli) 0,4 % (w/v) SDS
SOB-Medium 2 % (wWiv) Bactd® Tryptone
0,5 % (W/v) Bactd® BBL Yeast Extract
0,05 % (w/v) NacCl
SOC-Medium 20 mM Glukose
in SOB-Medium
1x SDS-Laufpuffer 50 mM Tris
fur Proteingele 0,38 M Glycin
0,1 % (w/v) SDS
5x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris
1.9M Glycin
0,5 % (wW/v) SDS
2x SDS-Proteinprobenpuffer 0,1M Tris/HCI pH 7,5
2 mM EDTA
20 % (v/v) Glycerin
4 % (wiv) SDS

10 % (w/v)
0,02 % (wiv)

2-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
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20x SSCpH 7,0 3M NaCl

0,3M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
STET-Puffer 8 % (W/V) Saccharose
(sodium chlorideTris, EDTA, 5 % (v/v) Triton X-100
Triton-buffer) 50 mM EDTA pH 8,0

10 mM Tris/HCI pH 8,0

10 N NaOH zur Titration

1x TAE-Puffer pH 8,5 40 mM Tris
(Tris-Acetate-EDTA-Puffer) 1 mM EDTA

0,114 % (v/v) 100 % Essigsaure
50x TAE-Puffer pH 8,5 2M Tris

50 mM EDTA

5,71 % (v/v) 100 % Essigsaure
1x TE-Puffer pH 7,6 10 mM Tris/HCI pH 7,6
(Tris-EDTA-Puffer) 1 mM EDTA
Trenngelpuffer pH 8,8 15M Tris/HCI pH 8,8
(fir SDS-PAGE nach Kornberg) |0,4 % (w/v) SDS
Trypsin/EDTA-LOsung 1x Trypsin/EDTA

Vollmedium
fur HeLa-Zellen

500 ml

10 % (v/v)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle
Medium (DMEM)
fetales Kéalberserum (FCS inaktivier

100 U/ml Penicillin

100pug/mi Streptomycin
Waschpuffer 50 mM Phosphatpuffer pH 7,8
fur GST-Fusionsporteine 300 mM NaCl

1 % (viv) Triton X-100

1 mM PMSF
Waschpuffer | 10 % (v/v) 20x SSC
fur Southern Blot 0,1 % (w/v) SDS
Waschpuffer Il 0,5 % (v/v) 20x SSC
fur Southern Blot 0,1 % SDS

2.6  Antikorper

Primarantikorper:

ATCC HB-8180 (mouse anti-ICP8)
Polyklonaler rabbit anti-Rep-Ak

mouse anti-Rep 303.9
mouse anti-VP1, VP2, VP3

Sekundarantikérper:
Fab goat anti-mouse (H+L) FITC
IgG goat anti-rabbit Alexa Flour 594

Fab/Fc goat anti-mouse IgG (H+L),
Peroxidase-konjugiert
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2.7

Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide, verwendet als PCRaRr, Primer fiir QuikChan§eMutationen

und far Oligo-Klonierungen, wurden bei der Firma NMM\Biotech/Eurofins MWG Operon,

Ebersberg, bestellt. Nicht-homologe Sequenzen endihderte Basenpaare sind unterstrichen.

Name Sequenz (5'-3) Verwendung
EcoRI_for | AAAGACAGTTGACTGTATCGC| Primer | zur PCR-Klonierung von pBS-M1/24
und pBS-M1/369
243 rev TATATCTAGATTAGATCCACT |Primer Il zur PCR-Klonierung von pBS-M1/24
GCTTCTCCGAGGT aus pGBT-M1/243 — Einfuhrung Stop-Codon
Xbal-siteam 3’-Terminus
369 rev TATATCTAGATTAGTCGACAC | Primer | zur PCR-Klonierung von pBS- pBS-
AGTCGTTGAAGGG M1/369 aus pGBT-M1/369 — Einf. Stop-Coddg
& Xbal-siteam 3’-Terminus
R107A_for | GGTGAAATCAATGGTTTTGGG Primer | zur PCR-Mutagenese von
AGCTTTCCTGAGTCAGATTC |pBSRep78R107A aus pBS-Rep78
R107A_rev| GAATCTGACTCAGGAAAETC| Primer Il zur PCR-Mutagenese von
CCAAAACCATTGATTTCACC |pBSRep78R107A aus pBS-Rep78
K136A_for | CTGGTTCGCGGTCACAGGAC |Primer | zur PCR-Mutagenese von
CAGAAATGGC pBSRep78K136A aus pBS-Rep78
K136A rev| CCTCCGGCGCCATTTGGGTC |Primer Il zur PCR-Mutagenese von
TTTGTGACC pBSRep78K136A aus pBS-Rep78
R138A_for | GGTCACAAAGACCG@AAATG |Primer | zur PCR-Mutagenese von
GCGCCGGAGG pBSRep78R138A aus pBS-Rep78
R138A_rev| CCTCCGGCGCCATTTG®GTC | Primer Il zur PCR-Mutagenese von
TTTGTGACC pBSRep78R138A aus pBS-Rep78
PGK_1 AATTCGATATCTCGAGATCTG | Oligonukleotid I zur Oligo-Klonierung von
CTAGCGGCCGCG pPGK — Erweiterung danultiple cloning sitén
pPGK.LHA-Scel unter Entf. des vorher. Insef
PGK_2 GATCCGCGGCCGCTAGCAGA Oligonukleotid 11 zur Oligo-Klonierung von
CTCGAGATATCG pPGK
2.8 Plasmide

Die folgenden Plasmide wurden in dieser Arbeit \ardet:

unter T7-Promotor-Kontrolle

Name Beschreibung Herkunft — Referenz

pBluescript Il KS(+)| Leervektor fur Klonierungent=#/T3- Stratagene, La Jolla, USA
Promotor

pBS-Rep78 AAV-Rep78-Wildtyp unter T7-Promotoriabor AG Heilbronn —
Kontrolle Weger et al., 1999

pBS-Rep52 AAV-Rep52-Wildtyp unter T7-PromotorLabor AG Heilbronn —
Kontrolle Weger et al. 1999

pBS-M1/481 Rep78-Deletionsmutantet82-621) kloniert aus: pKEXStop482
unter T7-Promotor-Kontrolle (Labor AG Heilbronn —

Horer et al., 1995)
pBS-M1/369 Rep78-Deletionsmutante3{70-621) kloniert aus: pGBT-M1/369

(Labor AG Heilbronn —

Weger et al., 2002)
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pBS-M1/243 Rep78-Deletionsmutante?@4-621) kloniert aus: pGBT-M1/243
unter T7-Promotor-Kontrolle (Labor AG Heilbronn —
Weger et al., 2002)
pBS-MET172 Rep78-Deletionsmutantel{171) kloniert aus: pM172

unter T7-Promotor-Kontrolle

(Labor AG Heilbronn —
Kleinschmidt et al., 1995)

pBS-Rep78R107A | Rep78-Punktmutante (R107A) PCR-Mutagenese (QuikChange)
unter T7-Promotor-Kontrolle von pBS-Rep78
pBS-Rep78K136A | Rep78-Punktmutante (K136A) PCR-Mutagenese (QuikChange)
unter T7-Promotor-Kontrolle von pBS-Rep78
pBS-Rep78R138A | Rep78-Punktmutante (R138A) PCR-Mutagenese (QuikChange)
unter T7-Promotor-Kontrolle von pBS-Rep78
pBS-Rep78 Rep78-Doppelmutante (R107A & K136Akloniert aus: pBS-Rep78R107A
R107A/K136A unter T7-Promotor-Kontrolle und pBS-Rep78K136A
pBS-Rep78 Rep78-Doppelmutante (R107A & R138Akloniert aus: pBS-Rep78R107A
R107A/R138A unter T7-Promotor-Kontrolle und pBS-Rep78R138A

pBS-Rep78K340H

Rep78-Punktmutante (K340H)
unter T7-Promotor-Kontrolle

kloniert aus: pKEXK340H
(Labor AG Heilbronn —
Horer et al., 1995)

pBS-Rep.NLS

Rep-Fusionsprotein: Rep-N-Terminus
1-244) + Kernlokalisationssignal (NLS) -
mycTag unter T7-Promotor-Kontrolle

Aboniert aus: pcDNA.Rep.NLS
-(erh. von Prof. T. Cathomen —
Cathomen et al., 2000)

pBS-Rep.LZ

Rep-Fusionsprotein: Rep-N-Terminus
1-244) + Dimerisierungsdomane + NLS
mycTag unter T7-Promotor-Kontrolle

Adoniert aus: pcDNA.Rep.LZ
Herh. von Prof. T. Cathomen —
Cathomen et al., 2000)

pBS-Rep.TZ

Rep-Fusionsprotein: Rep-N-Terminus
1-244) + Tetramerisierungsdoméne + N
+ mycTag unter T7-Promotor-Kontrolle

Atoniert aus: pcDNA.Rep.TZ
L@rh. von Prof. T. Cathomen —
Cathomen et al., 2000)

pTAV2-0

AAV2-Wildtyp-Genom

Labor AG Heilbronn —
Heilbronn et al., 1990

pTAV-Rep78

Rep78-Wildtyp-exprimierendes
AAV2-Genom

kloniert aus: pTAV2-0 und
pBS-Rep78

pTAV-Rep78R107A

Rep78R107A-exprimierendes
AAV2-Genom

kloniert aus: pTAV2-0 und
pBS-Rep78R107A

pTAV-Rep78K136A

Rep78K136A-exprimierendes
AAV2-Genom

kloniert aus: pTAV2-0 und
pBS-Rep78 K136A

pTAV-Rep78R138A

Rep78R138A-exprimierendes

kloniert aus: pTAV2-0 und

AAV2-Genom pBS-Rep78 R138A
pTAV-Rep78 Rep78R107A/K136A-exprimierendes | kloniert aus: pTAV2-0 und
R107A/K136A AAV2-Genom pBS-Rep78 R107A/K136A
pTAV-Rep78 Rep78R107A/ R138A-exprimierendes | kloniert aus: pTAV2-0 und
R107A/R138A AAV2-Genom pBS-Rep78R107A/R138A

pTAV-Rep78K340H

Rep78K340H-exprimierendes
AAV2-Genom

kloniert aus: pTAV2-0 und
pBS-Rep78K340H

pPGK Leervektor mit modifiziertenultiple kloniert aus: pPGK.LHA-Scel
cloning siteund PKG-Promotor (erh. von Prof. T.Cathomen —
Alwin et al., 2005)
pPGK-Rep78 Rep78-Wildtyp unter PGK-Promotor- | kloniert: aus pPGK und

Kontrolle

pBS-Rep78

pPGK-Rep78R107A

Rep78-Punktmutante (R107A) unter
PGK-Promotor-Kontrolle

kloniert aus: pPGK und
pBS-Rep78R107A

pPGK-Rep78K136A

Rep78-Punktmutante (K136A) unter
PGK-Promotor-Kontrolle

kloniert aus: pPGK und

pBS-Rep78K136A
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pPGK-Rep78R138A Rep78-Punktmutante (R138A) unter kloniert aus: pPGK und
PGK-Promotor-Kontrolle pBS-Rep78R138A
pPGK-Rep78 Rep78-Doppelmutante (R107A & K136Akloniert aus: pPGK und
R107A/K136A unter PGK-Promotor-Kontrolle pBS-Rep78R107A/K136A
pPGK-Rep78 Rep78-Doppelmutante (R107A & R138Akloniert aus: pPGK und
R107A/R138A unter PGK-Promotor-Kontrolle pBS-Rep78R107A/R138A
pPGK-Rep78K340H Rep78-Punktmutante (K340H) unter PGHdoniert: aus pPGK und
Promotor-Kontrolle pBS-Rep78K340H
pTR-UF5 Rekombinates AAV-Genom — GFP-Genl&bor AG Heilbronn —
CMV-Promotor flankiert v. AAV-ITRs Klein et al., 1998
pSub201(+) AAV2-Genom mit modifizierten ITRs Lab®d& Heilbronn —
Samulski et al., 1987
pEGFP-C1 green fluorescent proteif@FP) unter BD Biosciences Clonetech,
CMV-Promotor-Kontrolle Heidelberg
pCM-UL5 HSV-Helikase UL5 unter CMV-Promotoriabor AG Heilbronn —
Kontrolle Heilbronn et al., 1989
pCM-ULS8 HSV-UL8 unter CMV-Promotor-KontrolleLabor AG Heilbronn —
Heilbronn et al., 1989
pCM-UL29 HSV-UL29 (ICP8) unter CMV-Promotor:Labor AG Heilbronn —
Kontrolle Heilbronn et al., 1989
pCM-UL52 HSV-Primase UL52 unter CMV- Labor AG Heilbronn —
Promotor-Kontrolle Heilbronn et al., 1989
pGEX-ICP8 Fusionsprotein GST-ICP8 (HSV-UL29)| Labor AG Heilbronn —
unter IPTG-induzierbarem tac-Promotor| Heilbronn et al., 2003
pGEX-ICP&C Fusionsprotein GST-ICRE (ICP8- Labor AG Heilbronn
DeletionsmutanteA1123-1196)) unter
IPTG-induzierbarem tac-Promotor
2.9 Bakterienstamme, Zelllinien, Viren

Die folgendenEscherichia coliStamme wurden zur Plasmidtransfektion, Plasmiddikggion

und Proteinexpression verwendet:

Name Genotyp Herkunft
E.coli HB101 SupE44 aral4 galK2 lacYA(gpt-proA)62 | Labor AG Heilbronn
rpsL20 (Sth) xyl-5 mtl-1 recA13A(mcrC-
mar) HsdSrm)
E.coli BL21 B F- dcm ompT hsd$(mg) gal Stratagene, La Jolla, USA
E.coli SURE endAl ginV44 thi-1 gyrA96 relAl lac Bxc | Stratagene, La Jolla, USA
recJ sbcC umuC::Tn5 uvrC el4dmcrCB-
hsdSMR-mrr)171 F[ proABlacl
lacZAM15 Tn10]
E.coli XL1-Blue RecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44&tratagene, La Jolla, USA

Super competent cell

srelAl lac[F’ proAB lactZAM15Tn10(Te 9]

Far die Zellkultur wurde die humane Cervixcarcinetfinie HeLa KB (Labor AG Heilbronn)

verwendet. Fir Infektionen wurdedenovirus Typ 2 (Labor AG Heilbronn) genutzt.
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3 Methoden

3.1  Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Bei der Transformation kompetenter Zellen wurdeagRiid-)DNA in unterschiedliche
Stdmme des Bakteriums Escherichia coli (E.colipeimacht. Fur unkomplizierte Klonierungen
und Amplifikationen wurde der Stamm HB101 benuDXA, die hairpin-Strukturen wie z.B. die
inverted terminal repeatson AAV enthielt, wurde im Rekombinase-negativetansm E.coli
Sure prozessiert. Mittels QuikChang¢®CR amplifizierte DNA wurde in XL1-Blue-Zellen
transformiert, da diese in der Lage sind, die ramhAmplifikation in den Plasmiden enthaltenen
Einzelstrangbriiche zu ligieren. Zur Expression Rooteinen wurde E.coli BL21 verwendet. Zur
Transformation wurde ein Aliquot der kompetentenllefe ca. 15 auf Eis aufgetaut.
Anschliel3end wurden 50l der Bakteriensuspension mit einem Ligationsangb®zbis 16pl)
oder einer geringen Menge (0,5 bigll2 reiner, konzentrierter DNA gemischt und fir 28 BO
min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock v@nsec bei 42 und dem Abkuhlen auf Eis
fur weitere 2 min zur Erh6hung der Transfektiongefhz wurden der Suspension 200 bis g00
vorgewarmtes Bakterienmedium ohne Antibiotikum (bBw. SOB/SOC nach QuikCharfge
Mutation) hinzugefugt und der gesamte Ansatz fubis545 bei 37C unter Schitteln inkubiert.
Wenn ausreichende Mengen (capd) gereinigter DNA vorhanden waren und auf eineehoh
Transfektionseffizienz verzichtet werden konnterdeueine Schnelltransformation durchgefuhrt.
Dabei wurde die DNA mit den aufgetauten kompetertellen vermischt, die Suspension fir

zwei bis 20 min auf Eis inkubiert und anschlieRdimdkt weiterverarbeitet.

3.1.2 Selektion, Ausplattieren und Kultivierung vonBakterien

Die o0.g. primére Inkubation in antibiotikafreiem tMem diente zur Expression des auf
dem Plasmid enthaltenen Resistenzgens. Die folgéndivierung der Bakterien wurde in
Medien durchgefiihrt, die das entsprechende Antiiot (Ublicherweise Ampicillin) enthielten,
um eine Selektion der transformierten Zellen zueiehen und das Wachstum nicht
transformierter und evtl. kontaminierender Baktenerhindern. Bei Klonierungen wurde zur
Vereinzelung der Bakterien und Gewinnung einzelDBlA-Klone der Transformationsansatz

auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin ausplattiert. De300 pl-Ansatz wurde mit Hilfe eines
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Drigalski-Spatels auf den Agar-Platten ausgestricAaschlie3end wurden die Petrischalen Uber
Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Zur Amplifikation derNA in Mini-, Midi- oder
Maxipraparationen wurden entsprechende VoluminalesteLB/Ampicillin-Mediums mit einer
Bakterienkolonie der Agar-Platte angeimpft und ui@ehitteln bei 37T Uber Nacht inkubiert.
Midi- und Maxi-Prep-Kulturen wurden zum Teil auchredt mit einem Transformationsansatz

oder einer vorherigen Mini-Prep-Kultur tberimpft.

3.1.3 Mini-Préaparation von Plasmid-DNA nach der Ly®zym-Methode

Mini-Prep-Kulturen dienten der Praparation von DN kleinen, analytischen Mal3stab,
um zu untersuchen, ob Kolonien auf einer Agar-ldts richtige Klonierungsprodukt, einen
~positiven Klon“ enthielten. Dazu wurden 3 ml LB/Ax¥Kulturen mit je einer Kolonie angeimpft
und Uber Nacht inkubiert. Es wurden immer 6 odeKbbnien bzw. Klone parallel analysiert.
Jeweils 1 ml der Ubernacht-Kultur wurde in ein Bpgerftube tberfiihrt, die Bakterien durch
Zentrifugation von 5 min bei 20800 g unéiC4pelletiert und nach AbgieRen des Uberstandes in
150 ul STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe vomullRysozym wurden die Bakterienzellen
durch Erhitzen (60 Sek. bei 90) lysiert und anschlielRend 10 min bei 20800 g 4@ erneut
zentrifugiert. Der pelletierte Zelldetritus wurdetHilfe einer Pipettenspitze entfernt und die in
der LOsung enthaltene DNA und RNA durch Zugabe 60 ul Iso-Propanol und eine 20
mindtige Inkubation auf Eis gefallt. Die DNA wura@dzentrifugiert (10 min bei 20800 g und
4°C), in 70%igem Ethanol gewaschen und erneut zagteft. Das DNA-Pellet wurde in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und in @Dbzw. 50ul 1xTE-Puffer aufgenommen.

Die gewonnene DNA wurde mit den in der Klonierumgwendeten Restriktionsenzymen
verdaut und mittels Agarose-Gelelektrophorese arely Der DNA-Ladepuffer war mit RNase
A versetzt, um die RNA zu entfernen und damit deeiBeilung der DNA, insbesondere kleinerer
Fragmente zu erleichtern. Wenn ein Klon das gewhtesklonierungsprodukt enthielt, wurden
entweder 1Qul der entsprechenden Mini-Prep-DNA schnelltransfertrund damit eine 100 ml
(bzw. 250 ml) LB/Amp-Kultur Uberimpft oder 10@ der Mini-Prep-Kultur direkt in die grof3e
Kultur tberfuhrt und dann tber Nacht beP@7nkubiert..
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2.1.4 Midi- und Maxi-Préaparationen von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung groRerer Mengen Plasmid-DNA wurdes Basmid Midi Kit (100 ml
Kultur) bzw. das Plasmid Maxi Kit (250 ml Kulturom QIAGEN® benutzt. Das QIAGER
Protokoll, das leicht abgewandelte durchgefuhrtdeubeinhaltet als wichtigste Komponente die
Isolierung und Reinigung der DNA uber Anionen-Austeher-Saulen. Die Ubernachtkultur
wurde abzentrifugiert, das Bakterienpellet in Puffd resuspendiert und zur Zelllyse mit den
Puffern P2 und P3 versetzt. Nach einer 15 minutig&nbation auf Eis wurde die Suspension
fur 10 min bei ca. 15000 g und@ zentrifugiert und der Uberstand durch ein Filtguigr auf die
mit Puffer QBT equilibrierte Sédule gegeben. Nacimd&btropfen der Flissigkeit wurde die in
der Saulenmatrix gebundene DNA zweimal mit Puff€@ @ewaschen und anschlieBend mit
Puffer QF eluiert. Die DNA wurde durch Zugabe deg-fachen Volumens Iso-Propanol und
Inkubation fir 20 min auf Eis geféllt, abzentrifagi (10 min bei 15000 g und@), in 70%igem
Ethanol gewaschen und nach einem weiteren Zenatifugsschritt und dem AbgieRen des
Uberstandes an der Luft getrocknet. Das Pellet vimdl00Oul 1XTE geldst, in ein Eppendorf-
tube tberfihrt und die DNA-LOsung nach photometrisckenzentrationsbestimmung auf eine

Endkonzentration von pig/pl verdinnt.

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte imeRfpralphotometer. Dabei wurde
die Absorption (optische Dichte = OD) der nukleinsaltigen Lésung bei einer Wellenlange
von 260 nm gemessen. Die Messung erfolgte in €quarzkivette von 1 cm Dicke mit 1:50 (in
1xXTE) vorverdunnten Proben. Vor der Messung deb&ravurde mit 1XTE der Vergleichs- bzw.
Leerwert plank bestimmt. Da eine (1) Okd.m €iner Konzentration von 5Qug/ml
doppelstrangiger (ds) DNA entspricht, wurde die Mirsdurekonzentration der Ausgangslosung

folgendermal3en berechnet:
DNA-Konzentration g/ml) = OD,eonmX Verdinnungsfaktor (= 50) x FaktftsDNA (= 50]

Neben der OBRonm wurde parallel die Extinktion bei 280 nm bestimmdg man aus dem
Quotienten OBRonn{OD,s0nm RUcCkschlisse auf die Reinheit der DNA-LGsung ziekann. Ein
Wert zwischen 1,8 und 2,0 ist dabei ideal.
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3.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von DNA mit Hilfe von Restriktionsendddeasen diente der
anschlieBenden Rekombination der resultierenden PBN#ymente (Klonierung) sowie der
Analyse der neuen DNA-Konstrukte. Restriktionsenddeasen sind urspriinglich aus Bakterien
gewonnene Enzyme, die spezielle palindromische [B¢fuenzen ,erkennen“ und an den
entsprechenden Stellen schneiden. Je nach EnzyindwrDNA so getrennt, dass entweder ein
5- oder ein 3'-Uberhang mehrerer (haufig 3 bisBésen oder aber eine Ende ohne Uberhang
(blunt end entsteht. Es wurden rekombinant produzierte Eokleasen vonNew England
Biolabs mit den Standard-Reaktionspuffern des Herstellerarendet. Fur einen Standardansatz
wurden 0,5 bis ug DNA mit 5 bis 10 Units des Restriktionsenzyms a#tD Volumen des 10x-
Reaktionspuffers versetzt und mit ddH20 zum gewlitesc Gesamtvolumen (meist 10 bisyllp
aufgefullt. Der Ansatz wurde bei der fur das jewgeilEnzym angegebenen Temperatur, in der
Regel 37°C, fur mindestens 1 h inkubiert. Nach der anschinelén Agarose-Gelelektrophorese
wurde das Restriktionsmuster beurteilt und ein odeehrere Fragmente isoliert. Der
Restriktionsverdau mit zwei Endonukleasen (Doppelaa) wurde bei Ubereinstimmenden
Puffer- und Inkubationsbedingungen in einem Angdirchgefiihrt. Bei stark abweichenden
Reaktionsbedingungen wurde in einem sequentiellerddt die DNA nacheinander mit den
Enzymen inkubiert. Dazu wurden entweder die Puéfditigungen angepasst oder die DNA nach
der ersten Endonuklease-Reaktion per Phenol-CllioreExtraktion oder Gelextraktion

gereinigt und mit dem zweiten Reaktionsansatz irdatib

3.1.7 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfallung von DNA

Die Reinigung von DNA, insbesondere zur Entfernwng Proteinen, wurde mit Hilfe
der Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. 8iarde beim sequentiellen Verdau und zur
Aufreinigung von PCR-Produkten angewandt. Die DN#suing wurde dazu 1:1 mit einem
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Gemisch  (25:24:Mersetzt und gemischt (Vortex).
Anschlieend wurde die Loésung kurz zentrifugierth weine schnellere Trennung der
entstehenden Phasen zu erreichen. Die wassrigekser wurde abpipettiert, in ein netase
Uberfuhrt und die darin enthaltene DNA mit 100 %dftol geféallt. Durch die Ethanolféallung
konnte die DNA konzentriert und gleichzeitig vorBzSalzen gereinigt werden. Die Proben
wurden hierzu mit 1/10 Volumen 3 M NaAcetat (pH)5@d dem 2,5-fachen Volumen 100 %
Ethanol versetzt. Die DNA wurde fir 10 min bei -80bzw. 20 min bei —2@C gefallt und

39



Methoden

anschlie3end abzentrigugiert (10 min b&C4und 20800 g). Das Pellet wurde in 70 % Ethanol
gewaschen, erneut zentrifuiert und in einer Vakuemtr#fuge getrocknet. Die DNA wurde

anschlieend in 1XxTE aufgenommen.

3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese bewegt sich diWADaufgrund einer angelegten
Spannung durch die Poren einer Agarose-Matrix uind dabei nach ihrer Grél3e, Konfiguration
und Ladung getrennt. Dadurch kdnnen DNA bzw. DNAgmente zur anschlieRenden
Darstellung und Beurteilung sowie zur Weiterveréthey aufgetrennt werden. In dieser Arbeit
wurden damit nach dem Restriktionsverdau von Pldsmidessen Muster bewertet und
bestimmte Fragmente isoliert, PCR-Produkte Uberpnidl von Nebenprodukten sowie Primern
und Nukleotiden getrennt und die Replikationspradukraler DNA dargestellt. Je nach GroRRe
der DNA wurden Gele mit Agarosekonzentrationen ehemn 0,7 % (w/v) fur sehr
hochmolekulare und 2 % (w/v) fur kleine DNA-Fragrteebenutzt. Fir DNA-GréR3en zwischen
500 bp und 8000 bp wurden vorwiegend Gele mit eidgrarose-Puffer-Verhalntnis von 1 %
(w/v) verwendet . Zur Vorbereitung wurde die Agaaas 1xTAE-Puffer aufgekocht und geldst,
in eine Elektrophoresekammer gegossen und zur Aussg der Taschen mit einem Kamm
versehen. Nach der Polymerisation wurde der Kamtfieremh und die Elektrophoresekammer mit
1XTAE-Puffer gefullt bis das Gel leicht bedeckt wlie Proben wurden in die ausgesparten
Taschen pipettiert und je nach Gro3e und Konzeotrates Gels fur 1 h bis 2h eine Spannung
von 70 V bis 140 V angelegt. Die Proben wurden dem Auftragen mit 1/10-Volumen 10x
DNA-Ladepuffer versetzt. Der Ladepuffer erhoht Biehte der DNA-LOsung, was beim Fillen
der Taschen eine Diffusion der Proben in den Latgpwerhindert und enthélt einen oder
mehrere Farbstoffe, an denen der Eletrophoresedfoitt abgeschatzt werden kann. Zusatzlich
zu den Proben wurde ein GroRRenstandard aufgetragieressen Hilfe die GréRe der Banden
bestimmt werden konnte. Nach der Elektrophoresedaurdie Gele 30 min in einem
Ethidiumbromid-Bad gefarbt und anschlieend furmiid in ddH20 entfarbt. Ethidiumbromid
ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit DNA interleati wodurch diese in kurzwelligem UV-Licht
(312 nm) sichtbar gemacht, beurteilt und dokumenteerden konnte. Gelstlicke mit zu
gewinnenden DNA-Fragmenten wurden zum Schutz deA DiNter langwelligem UV-Licht
(366 nm) ausgeschnitten und die DNA anschlieRetrdieert.
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3.1.9 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen nach déreezeSquezze-Methode

Zur Extraktion der DNA aus einem Gelstlickchen wulgses zuné&chst fur 30 min in 1
ml Freeze-Squeeze-Puffer aquilibriert und dannnrkieines (0,5 ml) Eppendottibe Uberflhrt.
Dessen Boden wurde vorher mit einer heilen Naddbnert und das entstandene Loch mit
Glaswolle gestopft. Das prapariettde mit dem Gelstiick wurde in ein 1,5 ml tube gesetut
Uber Nacht, mindestens aber fir 1 h bei°@@ingefroren, um die Gelmatrix zu zerstoren.
Wahrend des Auftauens wurde das Gelstick zenteifug{l5 min bei 666 g und
Raumtemperatur) und die Flussigkeit im untetdve aufgefangen, wahrend die Gelreste durch
die als Filter fungierende Glaswolle zuriickgehaitemden. Die im Zentrifugat enthaltene DNA
wurde mit 100 % Ethanol geféllt, gewaschen undog&inet und das Pellet in 30 1XTE gelost.

3.1.10 DNA-Gelextraktion mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit

Fur manche Gelextraktionen, insbesondere vor sclgeeblunt-endLigationen wurde
das QIAquicR-Protokoll von QIAGEN benutzt. Es beruht auf der Verwendung kleiner
Chromatographiesaulen, in denen die DNA an eineaSMembran gebunden wird. Die Puffer
wurden durch Zentrifugation in einer Micro-Zentgii entfernt. Den Anweisungen des
Herstellers folgend wurde das Gelstiickchen b&C5h Puffer QG geldst, mit Iso-Propanol
versetzt und auf die Saule gegeben. Nach Bindun®Né und Entfernen des Puffers wurde die
Saule mit Puffer QG und Puffer PE gewaschen, darobute Zentrifugation getrocknet und die
DNA schlieR3lich in 3Qul Puffer EB eluiert. Die eluierte DNA wurde direkeiterverarbeitet.

3.1.11 Amplifikation und Modifikation von DNA durch PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR pelymerase chain reactiprberuht auf derin-vitro-
Synthese von DNA, bei der mit einer hitzestabilésABPolymerase und Primern gezielt DNA-
Segmente eineemplatesamplifiziert und modifiziert werden kénnen. Die egffitat der PCR,
die LAnge des PCR-Produktes und die DNA-Modifikatward durch das ,Design” des Primers
bzw. die Wahl seiner Nukleotidsequenz bestimmdiéser Arbeit wurde die PCR hauptséachlich
genutzt, um deren Amplifikationsprodukte in nach@iden Klonierungen zu verwenden. Bei
der Wahl der Primer wurde darauf geachtet, dasscdie20 Nukleotide umfassende, zum

templatevollstandig homologe Sequenz einen G/C-Gehalts@®60 % aufwies und die spater in
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der Klonierung verwendete Restriktionsschnittstelieeinbezog bzwupstreamvon ihr lag. Um
die Modifikation eines DNA-Endes zu erreichen, zz8m Einfihren eines Stop-Codons und
einer zusatzlichen Restriktionsschnittstelle, wardd#ie Primer so gewahlt, dass der nicht
homologe, ca. 12-14 bp lange DNA-Abschnitt mit dexdifizierenden Sequenz einer 18 bis 25
Nukleotide langen, zum Ende des zu amplifizieren@®A-Abschnitts homologen Sequenz
folgte. Durch die Homologiesequenz am 3’-Ende desndéts wurde die Bindung des
Oligonukleotids gewahrleistet. Der nicht-homologbsahnitt war durch die Abhangigkeit des
Amplifikationsprozesses vom Primer und die dardolgende Initiation der DNA-Synthse im
spateren PCR-Produkt enthalten. Der PCR-Ansatz teogplateDNA, Primern, Desoxy-
nukleotiden, Enzymen und Puffer wurde wie untenegepen gemischt und die DNA in einer
PCR-Maschine amplifiziert. Dabei wurde der Realdmmsatz mehreren Temperaturzyklen
ausgesetzt, bei denen abwechselnd die DenaturidemgNA, dasannealing also Anlagern der
Primer und die Elongation der DNA bei verschiedeii@mperatur erfolgte (s.u.). Das PCR-
Produkt wurde mittels Agarose-Gelelektrophoreserpii und anschlielend aus dem Gel
isoliert. Nach Restriktionsverdau und Phenol-CHiamm-Extraktion mit Ethanolféallung wurde

das Fragment in einen Vektor kloniert.

Standard-PCR-Reaktionsansatz Standard-PCR-Programm
Template-DNA (1 _ R R
wou =10ng 94°C : 3 min | initiale Denat.
ng/ul)
1,5l Primer | (10 pmoidl) =15 pmol 94°C | 30 sec Denaturierung
1,5ul  Primer Il (10 pmoll) =15 pmol 42°C 30 sec; Annealing - 26 Zyklen

= 2,5 pmol je dATP| | 72°C | 90 sec: Elongation

Lul dNTP (10 mmol) dCTP,dGTP,dTTH | 72°C 7 min | finale Elongation

5 ul - 10x-Reaktionspuffer 4°C 00

0,6 ul . Tag-Polymerase

30,4pl  ddH,0

3.1.12 Einfithren von Punktmutationen durch QuikCharge® site-directed mutagenesis

Zum Einfihren von Punktmutationen in Plasmid-DNAradu PCR-Mutagenese wurde
das QuikChandeProtokoll genutzt. Die verwendeten Primer warebeil@aueinander vollstandig
und zurtemplateDNA weitgehend komplementér. Der in der Mitte ékimer gelegene, in der
Regel zwei Basen umfassenden Nukleotidausstauschiwveh jeweils ca. 15 bis 20 bp lange,
homologe Sequenzen flankiert. Durch die Homologjasazen wurde trotz demismatchzur
templateDNA die effektive DNA-Synthese gewaébhrleistet. lerdPCR wurde das gesamte
Plasmid reamplifiziert, das dann im Bereich denieri die gewiinschte Mutation trug. Um die
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nicht mutierte Ausgangs-DNA zu entfernen wurde defmsatz anschlielend das
Restriktionsenzyms Dpnl zugesetzt. Durch den Dpadedu wurde nur die methylierte, in
Bakterien amplifiziertaemplateDNA geschnitten, wéhrend das nicht-methylierte FRZBdukt
erhalten blieb. Die Amplifikationsprodukte wurdender Agarose-Gelelektrophorese uberpruft,
von den PCR-Nebenprodukten getrennt und extralAerschlieRend wurde die DNA in XL1-
Blue supercompetent cellsansformiert und ausplattiert. In diesen Baktezadlen wurden die
nach der PCR verbliebenen Einzelstrangbrtiche tigier

3.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung neuer DNA-Konstrukte wurden die eetler durch Restriktionsverdau
oder PCR gewonnenen DNA-Fragmentesér) in ein Vektorplasmid-Fragment kloniert. Die
Vektorplasmide wurden dazu mit den selben Enzyneedaut wie didnserts Zur Verhinderung
der Re- bzw. Selbstligation wurde das VektorfragimenAnschluss an den Restriktionsverdau
mit alkalischer Phosphatase (CIP) versetzt (0,54 DNA) und durch Inkubation fur 60 min
bei 37C dephosphoryliert. Im Ligationsansatz mit einens&etvolumen von 1l wurden die
Uberpruften und gereinigten Insert- und Vektorfragte im Verhaltnis von Ublicherweise 3:1
mit 1/10 Volumen 10x-Ligationspuffer und 0 (320 units) T4-Ligase gemischt und bei
Raumtemperatur fir 3-4 h oder Gber Nacht béClidkubiert. AnschlieRend wurde der gesamte

Ligationsansatz in kompetente E.coli transformigxd ausplattiert.

3.1.14 Oligo-Klonierung

Um kleinere DNA-Abschnitte in ein Plasmid einzufiigerurde die Oligo-Klonierung
benutzt. Dazu wurden synthetische, die gewiinschtd-Bequenz enthaltende, komplementare
Oligonukleotide von 30 bis 40 Basen Lange hybratisiind in einen Vektor kloniert. Die DNA-
Sequenz wurde so gewahlt, dass das Doppelstrangkillohach demannealing3’- bzw. 5'-
Uberhdnge enthielt, die mit denen des restriktiordauten Vektor-Plasmids komplementar
waren. Je 100 pmol pro Oligonukleotid wurden irgggamt 10Ql 150 mM NacCl fur 5 min auf
95 °C erhitzt und anschlielend tber 30 min bei Rauméeatpr abgekihlt. Zur Ligation wurden
25 ng des Vektors mit 1 pmol des doppelstrangigégo@ukleotids, 1/10 Volumen 10x-
Ligationspuffer und 0,8 T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von [Rfur 4 h bei

Raumtemperatur inkubiert und der Ansatz anschliéRekompetente Zellen transformiert.
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3.1.15 Sequenzierung

Zur Uberpriifung von Plasmiden und eingefihrten Momen wurde die DNA zur
Sequenzierung eingeschickt. Je i@ DNA wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknatu

versandt. Sdmtliche Sequenzierungen wurden mibZw- T3- Standardprimern durchgefihrt.

3.1.16 Southern Blot-Analyse

Der Southern Blot wurde genutzt, um mit Hilfe raaktv markierter DNA-Sonden
spezifische DNA, in diesem Fall AAV-Wildtyp- und AA/-Replikationsprodukte nachzuweisen.
Die DNA wurde dazu mittels Hirt-Extraktion gewonnefur Vorbereitung wurden g DNA
pro Probe mit je 21l RNase A versetzt und 15 min bei Raumtemperatkuhrert. Die folgende
Gelelektrophorese wurde zur besseren Auftrennun@®ié tber Nacht in einem 24 cm langen,
0,7 %igen Agarose-Gel bei 40 V durchgefuhrt. Ansflénd wurde die DNA im Gel mit
Ethidiumbromid markiert und das Bandenmuster dokuied. In einem HCI-Bad (10 min in
einer 0,25 M HCI-Losung) wurde die DNA depurinieam kirzere, spater leichter zu
transferierende DNA-Fragmente zu erhalten. Das \agide in ddHO gewaschen und zur
Denaturierung der DNA dreimal fiir 20 min in 0,5 M\®@H/1,5 M NaCl, und zur Neutralisation
dreimal fur 20 min in 0,5 M Tris-HCI/1,5 M NaCl ggdsvenkt. Nach erneutem Waschen des
Gels in ddHO wurde der Kapillarblot aufgebaut. Dazu wurde éilasplatte auf den Rand einer
mit Transferpuffer gefullten Glasschale gelegt. Alié Glasplatte wurden 2 Lagen in Puffer
getranktes 3MM-Filterpapier gelegt, so dass diedanikh die gefiillte Glasschale reichten. Das
Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf demrpittpieren platziert und darauf die passend
zugeschnittene, in Puffer getrankte Nylonmembrawiesazwei weitere getrdnkte und zwei
trockene Filterpapiere geschichtet. Es folgte emel0 cm Schicht von Papierhandtichern, die
abschlieBend mit einer weiteren Glasplatte staditisund einem Gewicht beschwert wurde.
Wahrend der Inkubation Uber Nacht bildete sich Udierin die Glasschale hineinreichenden
Filterpapiere ein kapillarer Flussigkeitsstrom v@ransferpufferreservoir, durch das Gel und die
Nylonmembran bis in die saugfdhigen Papierhandtiches. Die DNA wurde dabei vom
Flissigkeitsstrom zur Nylonmembran transportierd giaran aufgehalten und gebunden. Nach
dem Abbau des Blots wurde die Membran kurz getrecknd anschlieRend die DNA durch UV-
Crosslinking auf der Membran fixiert. Die Sonden fiie nachfolgende Hybridisierung wurden
mit dem Roch® High Prime Kit hergestellt, bei dem mit Hilfe zlif§ bindender Hexanuklotide

(random prim¢ und Klenow-Polymerase an eingemplateDNA komplementdre DNA-
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Fragmente synthetisiert wurden. Neben dem Enzynm deexanukleotiden und dem
Reaktionspuffer waren auch die Nukleotide dATP, 8Qind dTTP bereits im Kit enthalten.
Nach dem Hinzufiigen der DNA wurde die Reaktion Hutie Zugabe voffP-dCTP initiiert und
die synthetisierten Sonden radioaktiv markiert. #isiplatefir die AAV-Wildtyp-Sonde diente
ein 1590 bp langes Hincll-Fragment aus dem AAV Gam des Plasmids pTAV 2-0. Fur die
Herstellung der rAAV-GFP Sonde wurde ein 732 bgém, fur GFP codierendes Notl-Fragment
aus pTR-UF5 gewonnen. Zuerst wurden je 23amplateDNA in einem Gesamtvolumen von
11 pl durch Erhitzen von 5 min auf 96 und Abkuhlen auf Eis denaturiert. Anschliel3end
wurden 4ul High Prime-Lésung und [l *P-dCTP hinzugegeben und der Ansatz fir 10 min bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von @l 0,5 M EDTA und 28ul 1XTE wurden die nicht
eingebauten Nukleotide tiber eine BiGgBLO —Sé&ule entfernt. Zur Herstellung der Sauledesur
in den Boden eines 0,5 ml Reaktiangesein Loch gestochen, mit Glaswolle ausgestopft und
das kleinetube anschlieRend in ein 1,5 mibe gestellt. Auf den Glaswollepropf wurden 6aD

in 1x TE aquilibriertes Biog& P10 pipettiert, die Saule durch Zentrifugation T0rmin bei 666

g gepackt und das 1,5 ml Eppenditbe durch eine neues ersetzt. Die radioaktive Prob&levu
auf die vorbereitete Saule gegeben und fur 15 mmrifugiert, wodurch die synthetisierte Sonde
im unterentube gesammelt und von den im Biogel zurtickgehaltenarnt neingebauten
Nukleotiden getrennt wurde. Zur Abschéatzung deritét der Sonde, der Wert sollte ca. 200
bis 1000 CPM betragen, wurdepl des Eluates mit einem Kontaminationsmonitor anggk.
Die Sonde wurde daraufhin mit 5Q@Hybridisierungslésung fur 5 min bei 95 denaturiert und
auf Eis abgeklhlt. Die Membran wurde in einer Hgisierungsréhre fur 1 h bei 22 mit
Hybridisierungslosung vorhybridisiert. Zur anscBemden Hybridisierung wurde die Lésung
gewechselt, mit der Sonde versetzt und tUber Naghd4BC im Hybridisierungsofen inkubiert.
Danach wurde der Blot viermal fr 10 min beP@2mit Waschlosung | und zweimal ftir 30 min
bei 55C mit Waschlosung Il gewaschen, um die nicht unspeaifisch gebundene Sonde zu
entfernen. Nach dem Trocknen auf Filterpapier wudigeMembran in Klarsichtfolie verpackt.
Fur die nachfolgende Autoradiographie wurde dertiSza Blot in einer Expositionskassette fur
eine Dauer von 24 h bis 7 d mit einem Rontgenfikpomiert. Nach Entwicklung der Filme

konnte die DNA anhand der geschwérzten Banden eadhgen werden.
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3.2  Proteinbiochemische Methoden
3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen bzw. Proteingemischande die diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemméiethmli, 1970) genutzt. Dabei wurden
die Proteine nach der Fokussierung in einem niddngentrierten PAA-Sammelgel in einem 10
bis 12 % Polyacrylamid enthaltenden Trenngel etgdttoretisch aufgetrennt. Zur Herstellung der
Gele wurden zunachst je eine gereinigte Glas- und Aluminiumplatte von 10 x 8,5 cm,
seitlich durch 1 mm AbstandhalteGacey getrennt, in eine Gelgiel3apparatur eingespannt.
Zuerst wurde das flissige Trenngel bis zu % deaf#dshe zwischen die Platten pipettiert und
zum Glatten der Oberkante mit Iso-Propanol Ubecttéi. Nach der Polymerisation wurde das
Iso-Propanol abgegossen und das Sammelgel auf dasgel bis zum Rand der Platten
pipettiert. Mit einem Kamm wurden die Taschen zuudiftragen der Proben ausgespart. Nach der
Polymerisation des Sammelgels wurde das vollst@&nigiigA-Gel aus der Apparatur entfernt und
bis zur Verwendung, in feuchte Tucher und Hausfudiksverpackt, im Kuhlschrank aufbewahrt.
Nach Entfernung des Kamms wurde das Gel in eineka@eher eingespannt und die
Pufferreservoirs mit 1x-SDS-Laufpuffer geftllt. Afdie3end wurden ein Protein-Grélienmarker
und die Proben in die ausgesparten Taschen pipettid ein Strom von 12 mA angelegt. Nach
Ubertritt der Proben vom Sammelgel in das Trenmgelde die Stromstarke auf 18 mA erhoht.
Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die Lauffder Proben den unteren Rand des Gels
erreicht hatten. Fiir einen nachfolgenden autoradfdischen NachwerSS-markierter Proteine
wurden die Gele fur 20 bis 30 min in einer 1 M MNatrsalicylat-Lésung gebadet, gewassert und
anschlieBend auf 3MM-Filterpapier Gberfuhrt und Rirh bei 80C auf einem Vakuum-
Geltrockner getrocknet und fixiert. Fur den Prat@ichweis mittels Western-Blot wurden die

Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet.

3.2.2 Western Blot und Immundetektion

Der Western Blot mit nachfolgender Immundetekticante zur Kontrolle der Expression
der AAV-Rep- und Cap-Proteine und der Rep-Mutanteden Zellkulturexperimenten. Zuerst
wurden mit Hilfe desSemi-Dry-Electroblotting/erfahrens die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurden @el sechs 3MM-Filterpapiere und die

Membran auf die GroRe des Trenngels zurechtgesehniZunachst wurden drei in 1x-
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Proteintransferpuffer getrankte Filterpapiere aief dnterseite einer Blotapparatur geschichtet.
Darauf wurde die in Puffer aquilibrierte Membranlegg, gefolgt von dem in Transferpuffer
geschwenkten Trenngel. AbschlieRend wurden dreieneegetrankte Filterpapiere aufgelegt, die
aus dem Stapel ausgetretene Flissigkeit entfechtlanDeckel aufgesetzt. Die Proteine wurden
bei #£C mit 1 mA/cnt Gelflache fur 1,5 h geblottet. Die Unterseite Apparatur fungierte dabei
als Anode, der Deckel als Kathode. AnschlieRend devurder gesamte Aufbau
auseinandergenommen und die Banden des ProteimgndBeers auf der Membran mit einem
Kugelschreiber nachgezogen. Zur Absattigung unfipezer Bindungsstellen wurde die
Membran uber Nacht bef@, mindestens jedoch fur 1 h bei Raumtemperat@inar 6 %igen
Milchlésung geschwenkt. Fir die Immundetektion veudie Membran mit dem in Milchldsung
verdinnten Primarantikdrper, je nach AntikdrperODQ bis 1:10, in einer Folie eingeschweil3t
fur 1 bis 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. NAdlgie3en des Priméarantikbrpers wurde die
Membran zur Entfernung ungebundener AntikOper daéifiir 5 bis 10 min in 1x PBS-T
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem in Midsung verdiinnten Sekundarantikorper bei
Raumtemperatur fur weitere 1 bis 1,5 h. Der Sekrardékorper war gegen die jeweilige Spezies
des Priméarantikorpers, z.B. als anti-Maus-Ak, daatund Peroxidase gekoppelt. Zur Detektion
wurde die Membran fir 60 sek. mit einem Chemilureremz-Substrat, bestehend aus einem 1:1
Gemisch einer Peroxidase- und einer Enhancer-Lysokgbiert. Der Nachweis der gesuchten
Proteine erfolgte durch die Reaktion des Chemolesranz-Substrates mit der an den
Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase. Durch-lliereszenz wurde ein auf die Membran
aufgelegter Rontgenfilm belichtet und anschliel¥emavickelt. Im Bereich der nachzuweisenden
Proteinbanden war eine Schwérzung zu erkennen,nd8tarke auch mit der jeweiligen

Proteinmenge korrelierte.

3.2.3 Synthese in E.coli und Aufreinigung von GST4ksSionsproteinen

Zur Herstellung von GST-Fusionsproteinen, in dieseih GST-ICP8 und GST-ICRE,
wurden die zugehorigen Plasmide in den E.coli BE2Amm transformiert und ausplattiert. Mit
einer Einzelkolonie wurde eine 100 ml LB/Amp-Kultangeimpft und Gber Nacht im Schattler
bei 37C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die UN-Kultureime Kultur von insgesamt 500 ml
Uberfahrt und fur ca. 1,5 h bei @D bis zum Erreichen einer @§ nmvon 0,6 bis 0,8 inkubiert.
Die OD wurde in einer Glaskuvette im Spektralphatten bestimmt. Nach Erreichen der

entsprechenden Bakteriendichte wurde die Kultur Initl 0,1 M IPTG induziert. Nach einer
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weiteren Inkubationszeit von 4 bis 5 Stunden wutiéeKultur in 50 mI-R6hrchen aliquotiert und
10 min bei 3500 rpm (2506 g) undC abzentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandasevu
die Bakterienpellets bis zur Weiterverarbeitung {#FC aufbewahrt. Die aufgetauten Pellets
wurden in jeweils 5 ml Aufschlusspuffer resuspertdieu 25 ml Aliquots vereinigt und die
Bakterien mit Hilfe eines Hochdruck-Homogenisat(fsenct? Press) lysiert. Dazu wurde die
Suspension in den Kolben der FrehdPress gegeben, der am unteren Ende mit einemlVenti
verschlossenen war. Nach dem Aufsetzten des Stempetie dieser bei offenem Ventil bis zum
Entweichen samtlicher Luft vorgeschoben. Anschiiel3eurde der Kolben in eine hydraulische
Presse eingespannt und diese auf einen Druck vOO b@r eingestellt. Durch vorsichtiges
Offnen des Ventils wurde die Supension tropfenweisgelassen und in einem 50 mil-Falcon-
tube aufgefangen. Zur Optimierung des Lyse wurde deng&iog mit jedem Aliquot wiederholt.
Zur Verhinderung der Degradation der Fusionspret@mrden die Rohrchen auf Eis aufbewahrt
und transportiert. Nach der Lyse wurden die Sugpeaa mit Triton X-100 versetzt, gemischt
und danach fur 10 min. bei 10000 rpm (15008 g) 4@ zentrifugiert, um den Zelldetritus zu
entfernen. Der die Fusionsproteine enthaltende sidved von je 2 Falcotubeswurde vereinigt
(insgesamt 50 ml) und in ein neute Uberfiihrt. Pro 50 ml Proteinldsung wurden 140
Glutathion-Sepharoseeads zugegeben und im Uberkopfschiittler b&C4fir 1,5 bis 2 h
inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde Basionsprotein Uber seinen GST-Anteil an
die Glutathion-Sepharose gebunden. AnschlieRendevdie Losung abzentrifugiert (5 min bei
2000 rpm (818 g) und°€) und der Uberstand zur Schonung des Glutathipm&ese-Pellets
abgesaugt. Zur Entfernung nicht gebundener, ursge®r Proteine wurden die Pellets in
jeweils 10 ml Waschpuffer resuspendiert, gevortext erneut abzentrifugiert. Der Waschschritt
wurde insgesamt 4 mal wiederholt und die vereimigteellets in 1 ml Waschpuffer
aufgenommen. Die Suspension mit dem Glutathion-&&sle-gebundenen Fusionsprotein wurde
mit Proteinase-Inhibitoren versetzt und bé&C4aufbewahrt. Die Expression und Reinheit des
produzierten Proteins wurde durch PAA-Gelelektropee und anschlieBende Coomassie-
Farbung tGberpruft.

3.2.4 Invitro-Transkription-Translation und radioaktive Markieru ng von Proteinen

Fir die in vitro-Synthese der radioaktiv markierten Rep-Proteingdeudas TN
coupled reticulocyte lyseéBystem von Prome§averwendet. Das Rep78-Gen lag dabei im

Kontext des pBluescript-Plasmids unter Kontrolls @&@-Promotors vor. Die untersuchten Rep-
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Mutanten wurden, sofern sie noch nicht in dem Vektwlagen, entsprechend umkloniert. Von
der Rep-DNA ausgehend wurde die mRNA mit Hilfe B&tA-abhangigen T7-RNA-Polymerase
trankribiert. ~ Samtliche zur  Translation  notwendigerBestandteile  waren im
Kaninchenretikulozyten-Lysat des Prom&ggéts enthalten. Fiir die Transkription/Translation
wurden 25ul Lysat mit 16,5ul DEPC-H20, 1ul (1 pg) DNA, 2 ul 25x-Reaktionspuffer, 1l
Aminsoduremix ohne Methionin sowield der T7-Polymerase versetzt. AnschlieRend wurden
der Reaktion 3,51l **S-markiertes Methionin zugegeben und der Ansatzif6rhbei 30C
inkubiert. Zur Uberpriifung der Proteinsynthese wied Sicherstellung einer vergleichbaren
Expression samtlicher untersuchter Mutanten wuedeeils 1l des in Ansatzes durch SDS-

PAGE und Autoradiographie tberpruft.

3.2.5 Invitro-Proteininteraktionsuntersuchungen im GSTpull-down assay

Die Untersuchung der DNA-abhangigen Proteininteoakizwischen Rep78 bzw. den
Rep78-Mutanten und HSV-ICP8 wurde in einem Gfill-down assaydurchgefuhrt. Das
Glutathion-S-Transferase- (GST-) gekoppelte ICP&gierte dabei alsbait-Protein. Das
Fusionsprotein war tber den GST-Anteil an eine &hibn-Sepharose Matrix gebunden, was die
Zentrifugation und Reinigung des Ansatzes ermotgichNicht gebundene Bestandteile wurden
durch Waschschritte entfernt, wahrend die spehéacinteraktionspartner an dhait-Protein
gebunden blieben. Um auszuschlie3en, dass der G&lilAles ICP8-Fusionsproteins einen
Einfluss auf die untersucht@ vitro-Interaktion hatte, wurden Kontrollansatze mitgefiilin
denen an Stelle des GST-ICP8 Glutathion-Sephareserglenes GST enthalten war. Um die
DNA-Abhéngigkeit der Rep-ICP8-Proteininteraktion bestimmen, wurden alle Versuchs-
ansatze parallel ohne DNA, nach Zugabe von AAV-daDd¢w. AAV-ssDNA durchgefihrt.
Die AAV-DNA wurde aus dem Plasmid pSub201(+) gewamnDazu wurde das Plasmid mit
dem Enzym Pvull verdaut, die DNA in einem 0,8 %igayarose-Gel aufgetrennt, das 4,7 kpb
groBe AAV-Fragment isoliert und durch FreezeSqu&galextraktion gereinigt. Die
Konzentration der in TE gelosten DNA wurde im Pmogter bestimmt. Zur Vorbereitung des
GST+ull-down assaysvurden pro Ansatz fug GST-ICP8 bzw. GST, gebunden an 20
Glutathion-Sepharose, abzentrifugiert (3 min bed®@@pm und RT) und der Uberstand unter
Schonung des Pellets abgesaugt. Das GST-ICP8- ®3W/Glutathion-Sepharose-Pellet wurde
zweimal in je 500ul Bindungspuffer gewaschen, zentrifugiert und devefstand erneut

abgesaugt. Danach wurde das Pellet infg@indungspuffer resuspendiert. Anschlie3end wurde
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den entsprechenden Anséatzen 200 ng der AAV-DNA geigen und sémtliche Proben fur 15
min. im Uberkopfschuttler bei°€ vorinkubiert. Die dsDNA wurde ohne weitere Préian
zugesetzt, wahrend die einzelstrangige Konformatien AAV-DNA durch Hitzedenaturierung
von 5 min. bei 98C und anschlieRender Abkihlung auf Eis generiertdeu Bei der
Hitzedenaturierung falten sich dieverted terminal repeatd TRs) in ihrehairpin-Konfiguration
zurlck, wodurch die Enden der AAV-ssDNA doppelsgign vorlagen. Wahrend der
Vorinkubation der GST/GST-ICP8-Ansatze wurden hevitro synthetisierten Rep-Proteine
umgepuffert. Dazu wurden pro Ansatz, abhangig vemnzdvor kontrollierten Proteinexpression,
1 bis 2l des Transkription-Translations-Ansatzes in 30@indungspuffer geldst, gevortext
und anschlieend fur 10 min bei 14000 rpm ui@ 4entrifugiert. Das im Bindungspuffer
geldste Rep-Protein wurde in die vorinkubierten GS3T-ICP8-Ansatze Uberpipettiert, wahrend
evtl. ausgefallene Salze am Boden des vorherigeertiorftubeszuriickblieben Nach erneutem
Vortexen wurden die vollstandigen Anséatze fiir 2 e #C im Uberkopfschiittler inkubiert.
Anschlie3end wurden die Proben insgesamt viermainer Ausschwingzentrifuge (3 min. bei
2000 rpm (666 g) und RT) zentrifugiert, der Ubemstaabgesaugt und das Pellet in 1 ml
Bindungspuffer resuspendiert. Dadurch wurden unBpelze Bestandteile und der ungebundene
Anteil der Rep-Proteine entfernt. Nach dem letztdaschschritt wurde der Uberstand
vollstandig entfernt, das Pellet in 0 2x-Proteinprobenpuffer resuspendiert und fur B ioei
95°C denaturiert. Dadurch wurden die Bindungen deeraktionspartner und des GST bzw.
GST-ICP8 mit den Glutathion-Sephardssadsgelost, um die Auftrennung der Proteine in der
SDS-Gelelektrophorese zu gewahrleisten. AputKontrolle wurde parallel die in der
Untersuchung eingesetzte Menge aim vitro-translatiertem Rep-Protein mit 2x-
Proteinprobenpuffer in einem Gesamtvolumen vorpR@ufgekocht. Samtliche Proben wurden
kurz abzentrifugiert und 1fl der GST/GST-ICP8-Anséatze undubdesinputs (entsprach 50 %
der ursprunglich eingesetzten Menge) auf ein PAA-@&afgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das iGelCoomassie-Losung gefarbt und
anschliel3end entfarbt. Durch die Farbung konnterPdoteinbanden sichtbar gemacht und so die
Menge des eingesetzten Fusionsproteins kontrollied die Vergleichbarkeit der Ansatze
sichergestellt werden. Das Gel wurde kurz in ddH@Gpult und dann fur 20 min. in einer 1 M
Natriumsalicylatlosung geschwenkt. Nach erneutensaien in ddkD wurde das Gel auf ein

3MM-Filterpapier Uberfiihrt und fir 2 h bei 8Din einem Vakuumgeltrocker getrocknet.
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3.2.5 Autoradiographie und Phospholmager-Analyse

Zur Visualisierung der im GSpull-down assaygebundenen Proteinfraktion und zur
vorherigen Kontrolle der radioaktiv markierteim vitro synthetisierten Proteine wurde das
getrocknete PAA-Gel in eine Expositionskassett@eakiebt und Uber vier und zehn Tage ein
Rontgenfilm exponiert. Zur Verbesserung des Signaisle auf den Film eiintensifier Screen
gelegt und die Kassette bei 280 gelagert. Nach der Exposition wurde der RoOntganfi
entwickelt und beurteilt. Zur Quantifizierung degull-down assayswurde in einer
Phospholmagé&rKassette mit dem Gel eltorage Phosphor Screéiir 14 Tage exponiert. Der
Screenwurde im Storm 840 Scanner abgelesen und die &tdek Proteinbanden mit dem
Auswertungsprogramm ImageQu&nbestimmt. Die impull-down assaygebundene Rep-
Fraktion wurde im Vergleich zum eingesetztemput berechnet und damit die Starke der
Proteininteraktion bestimmt. Fir jede getestete -Remnte wurden die Werte von funf
unabhangigen Experimenten gemittelt und mit dend&tedabweichung in einem Diagramm
angegeben. Bei der Untersuchung von Mutanten, idle as bindungsnegativ herausstellten,
wurde bei den folgenden Versuchen darauf geachaatllpl eine bindungspositive Rep78-

Mutante zu analysieren, um falsch-negative Ergskrasisschlie3en zu konnen.

3.2.7 Immunfluoreszenz-Untersuchung

In der Immunfluoreszenz-Analyse wurde die intraeéké Verteilung von Rep78 bzw.
dem Rep78-Mutanten und HSV-ICP8 und die vivo-Kolokalisation der Proteine in den
prareplikativen HSV-Komplexen untersucht, um dievivo-Interaktion der Rep-Mutanten mit
ICP8 im Vergleich zum Wildtyp-Protein zu bestimmddazu wurden in einer 2dell-Platte
5x10* HeLa-Zellen prowell auf Deckgldschen einer GroRe vidn= 13 mm ausgesét und iber
Nacht kultiviert. Mittels Lipofektion wurden die Hen mit pTAV2-0 bzw. den jeweiligen
abgeleiteten Rep-Expressionsplasmiden und derHs&f-Helferplasmiden mit je 150 ng DNA
pro Plasmid transfiziert. Nach einer Inkubationszen 24 h wurden die Deckgléaschen aus den
wells in ein Tragernetz Uberfuhrt und nach dem Abtropflss Mediums kurz in 1x PBS
gewaschen. Anschlie3end wurden die Deckglasche®0fimin. in einer 3,7 % Formaldehyd/1x
PBS-LOsung inkubiert. Dadurch vernetzten sich di#ularen Strukturen, wéhrend gleichzeitig
die Zellen auf dem Deckglaschen fixiert wurden. iINarei kurzen Waschschritten in 1xPBS
folgte ein Bad in einer 1 % Triton X-100/ 1x PBSsumg, wodurch die Membranen der Zellen
perforiert und fur die markierenden Antikoper ddéssig wurden. Die Deckglaschen wurden
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erneut drei mal fur 10 min. in 1x PBS gewascherschieRend mit einem Papiertuch leicht
getrocknet und in eine feuchte Kammer tberfihrziDaurde der Boden einer Plastikschale mit
einem dicken, mit ddyD-getranktem Filterpapier versehen und mit einetspgachend grol3en
Stick Parafilm bedeckt. Die feuchte Kammer verhitedavidhrend der Inkubation mit den
Antikdrpern eine zu starke Austrocknung der Zell@ar Markierung der untersuchten Proteine
wurden zunéchst die Primarantikorper in 1x PBS/ B&S verdinnt, der Maus-anti-ICP8-
Antikorper mit einer Verdiinnung von 1:10 und demiK&hen-anti-Rep-Antikorper 1:150. Die
Deckglaschen wurden mit je 8@ der Antikdrperldsung uberschichtet und in der mitem
Deckel verschlossen feuchten Kammer fir 1 h benRamperatur inkubiert. Danach wurden die
Deckglaschen vorsichtig auf Papiertiichern abgetrapfdas Tragernetz tberfuhrt und 3 x 15
min. in 1x PBS gewaschen. Anschlielend wurden déekBlaschen erneut in eine feuchte
Kammer gelegt, mit den Sekundarantikbrpern Ubechtdi und fir eine weitere Stunde
inkubiert. Bei den fluoreszierenden Antikdrpern thelte es sich um einen Fluorescein-
gekoppelten  FITC-Ziege-anti-Maus-Antikorper und ezin Alexa-Fluor594-Ziege-anti-
Kaninchen-Antikorper. Beide wurden 1:500 in 1x PBSP6 FCS verdunnt und die Lésung
zusatzlich 10ug/ml DAPI versetzt. Samtliche Arbeitsschritte mieénd Sekundéarantikorpern
wurden, soweit mdoglich, unter Lichtabschluss durgéfihrt, um ein Ausbleichen der
Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. Nach der Inkabavurden die Deckglaschen dreimal in
1xPBS gewaschen, abgetropft und leicht getrocketchlie3end wurden die Deckglaschen mit
einem Tropfen Fluoromount®Gmit der Zellseite nach unten auf einem Objekttrdiygert und
Uber Nacht getrocknet. Die Mikroskopie wurde aresirkonfokalen Laser Scanning Mikroskop
LSM 510 von Zeiss mit einem 63x/1,4 oil DIC-Objektiurchgefiihrt. Die Fluoreszenzfarbstoffe
wurden in den Wellenlangen 405 nm, 488 nm und 543angeregt und das spezifisch emittierte
Signal gefiltert und gescannt. Die Schichtdicke dargestellten Ebene betrug Qué. Zur
Auswertung der Bilder wurde der LSM Image BrowsemnvZeiss verwandt. Um bei der
Untersuchung die Spezifitat der Antikdrper fur dierschiedenen Proteine zu gewéhrleisten

wurden neben den eigentlichen Proben verschiedeee und Kontrollansétze mitgefuhrt.
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3.3  ZellbiologischeMethoden

3.3.1 Kultivierung, Passagierung und Aussaat von H&-Zellen

Samtliche Zellkulturexperimente wurden mit HeLall&@e durchgefiihrt. Diese wurden in
75 cnf- bzw. 175 cri-Zellkulturflaschen in DMEM-Zellkulturmedium, das itmfétalem
Kalberserum (FCS) und Penicillin/ Streptomycin etrs war bei 37C, 95 % Luftfeuchtigkeit
und einer C@ Konzentration von 5 % im Brutschrank inkubiertieDichte des Zellrasens
wurde mit einem inversen Lichtmikroskop bestimmgi Bonfluenz der Einzelzellschicht, in der
Regel alle drei bis vier Tage, wurden die Zellerreuwzelt. Dazu wurde das Medium
abgenommen und die Zellen in auf@7vorgewarmten 1x PBS gewaschen. Um die Zellen von
Boden des Zellkultur zu l6sen wurden sie fur 1 nmmt Trypsin Uberschichtet und dieses
anschlie3end wieder abgenommen. Nach einer Inlarbatin 5 min. bei 3T wurden die Zellen
durch Abklopfen und vorsichtiges ResuspendierenVollmedium vollstandig geldst. Zur
weiteren Kultivierung wurden die Zellen je nach I 1:3 bis 1:4 in frischem, vorgewarmtem
DMEM verdinnt und in eine neuen Zellkulturflascheetfihrt. Fir die Zellkulturexperimente
wurde die Zelldichte vor dem Ausséen in einer Neeb&Zahlkammer bestimmt und die Zellen
in der entsprechenden Verdiinnung in die Zellkutiua¢en gegeben.

3.3.2 Calcium-Phosphat-Transfektion von Zellen undAdenovirus-Infektion

Die Calcium-Phosphat-Transfektion nach Chen & Okagyaliente dem Einbringen von
Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen. Sie beruht daf Ausbildung von Calcium-Phosphat-
DNA-Komplexen, die von den Zellen endozytiert werd€hen und Okayama, 1988). Die zu
transfizierenden HelLa-Zellen wurden drei bis vieurtslen vor der Transfektion in @ = 6 cm-
bzw. 10 cm-Zellkulturschalen ausgesat. Fur die Repbnsexperimente (10 cm-Schalen)
wurden je 12ug der pTAV-Konstrukte bzw. ig der pPGK-Rep-Plasmide unqu§ pTR-UF5 in
450 pl einer 220 mM bzw. 250 mM Cag£losung gelost. Zur parallelen Kontrolle der
Proteinexpression (6 cm-Schalen) wurdepgdder pTAV-Plasmide bzw. gg der pPGK-Rep-
Konstrukte und 21g pTR-UF5 in 15Qul CaCb-Lésung verdinnt. Nach Zugabe von 48(Gzw.
150 pl 2x-BBS-Puffer wurden die Ansétze fiur 15 min. dRaumtemperatur inkubiert und
anschlie3end tropfenweise und unter vorsichtigemnv@8oken der Kulturschale in das Medium
pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 16 h @eurein Mediumwechsel durchgefihrt, die

Zellen fur eine weitere Stunde inkubiert und ansfldnd das Medium abgenommen. Die
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nachfolgende Infektion mit Adenovirus Typ 2 wurdedinem minimalen Volumen, 0,5 ml/ 6
cm- Schale und 2 ml /10 cm- Schale durchgefihrt,dieninfektionseffizienz zu erhéhen. Der
Virusstock wurde so verdinnt, dass eine M®@iultiplicity of infection von 100, also 100
Viruspartikel pro Zelle erreicht wurde. Nach eirekubationszeit von einer Stunde und dem
regelmafigen Schwenken der Kulturschale zur Vesgrum der Austrocknung der Zellen wurde
das Zellkulturgefal? mit Vollmedium auf das urspiiicige Gesamtvolumen aufgefullt und die
Zellen fur weitere 24 h inkubiert. Zur Kontrolle rd€ransfektionseffizienz wurde parallel das
Plasmid pEGFP-CL1 transfiziert und im inversen Fégaenzmikroskop die Zahl der GFBrden
fluorescent proteinexprimierenden Zellen Gberpruft.

3.3.3 Tansfektion von Zellen durch Lipofektion

Zur Transfektion kritischer Experimente, die inikk2 Ansatzen durchgefuhrt wurden und
bei denen eine hohe Transfektionseffizienz erfdictewar, wurde die LipofectamiffeReagent
von Initrogen benutzt. Diese Methode beruht auf dgnschluss der DNA in Micellen, die von
den Zellen mit hoher Effizienz endozytiert werd®me Zellen wurden am Vortag ca. 12 h vor
Transfektion in einer Dichte von ca. 2/3 der zurankfektionszeitpukt gewiinschten Zelldichte
ausgesat. In serumfreien Medium wurde die DNA inemi Verhaltnis von 2:%7? mit der
Lipofectamine Reagenz gemischt. Nach einer 15-ngaiitInkubationszeit wurde der Ansatz
unter leichtem Schwenken auf das Medium gegeberdigndellen im Brutschrank inkubiert. Ein

Mediumwechsel war bei dieser Methode nicht erfdicker

3.3.4 Extraktion niedermolekularer DNA nach HIRT

Die HIRT-Extraktion (Hirt, 1967) diente der Gewimm niedermolekularer,
extrachromosomaler DNA, in diesem Fall der viralZNA bei den Replikationsexperimenten,
aus eukaryotischen Zellen. Dabei wurde nach derelLgler Zellen die hochmolekulare,
chromosomale DNA durch Prazipitation entfernt und durlickbehaltene niedermolekulare
DNA anschlieBend gefallt. Im Anschluss an die Irdidnszeit nach der Transfektion und
Infektion der Zellen in den 10 cm-Schalen wurde&alst das Medium abgenommen und die
Zellen zweimal in 1x PBS gewaschen. Danach wuréems3 ml 1x PBS abgeschabt und in ein
15 ml-Falcontube Giberfuhrt. Nach Zentrifugation in einer Ausschwaegtrifuge wurde das PSB

abgegossen, das Pellet in 2 ml PBS resuspendidrtdienRohrchen im Wasserbad fir 2 h bei
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37°C inkubiert. Nach vollstandiger Lyse des Zellpalleturde der Losung unter Vortexen 540

5 M NaCl- Lésung tropfenweise zugegeben. Die hodbkutare DNA bildete dabei einen
weiRen Niederschlag, der sich wahrend der folgetttmrnachtinkubation bei@ absetzte. Die
Losung wurde anschlieend fur 15 min. bei 12000 (@&612 g) und 4C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in eine neues Rohrchen tiberfilir2 ml Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1)
gemischt und dann fur 5 min bei 3500 rpm urf€ 4entrifugiert. Die Oberphase wurde
vorsichtig abgenommen und die darin enthaltene DMN&ine neuerubedurch Zugabe von 200
pl (/20 Volumen) 3 M Natriumacetat und 5 ml (2,5tias Volumen) 100 % Ethanol auf Eis
gefallt. Das Pellet wurde in 70 % Ethanol gewasalmash nach dem Trocken in 30 TE- Puffer

geldst. Nach der Konzentrationsbestimmung wurd®®é im Southern Blot analysiert.

3.3.5 Proteinextraktion aus HelLa-Zellen

Zur Kontrolle der Proteinexpression der Replikasexperimente wurden
Gesamtzellextrakte und im Western Blot analysian den Zellen in der 6 cm-Schalen wurde
zunachst das Medium abgenommen und die Zellen Beidehd zweimal in vorgewarmten 1x
PBS gewaschen. Das PBS wurde vollstandig entferdt2x-Proteinprobenpuffer direkt auf die
Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 10 mimrden die Zellen abgeschabt, der
Zellextrakt in ein Eppendotiibe Uberfihrt und anschliel3end fir 5 min. beP@Xdenaturiert.
Nach dem Abkuhlen wurde die Proteinextrakte mieginUltraschallgerat fir 15 sek. beschallt,
um die Viskositat der Losung zu verringern und daon Elektrophorese und nachfolgenden

Western Blot-Untersuchung auf ein PAA-Gel aufgetrag
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4. Ergebnisse

4.1 In vitro-Doménenanalyse von AAV-Rep78 zur Charakterisierungder AAV-

Einzelstrang-DNA-stimulierten Interaktion von Rep78und HSV-ICP8

Die Interaktion von AAV-Rep78 und HSV-ICP8 ist gjrundlegender Prozess der AAV-
Replikation. Sie wurde in verschiedenen Voruntersagenin vivo undin vitro beschrieben und
teilweise charakterisiert (Heilbronn et al., 20@B&nina et al., 2006; Stracker et al., 2004). Eine
Immunfluoreszenzanalyse konnte die intranuklearlkaisation von Rep und ICP8 zeigen und
die Abhangigkeit der Interaktion von einzelstramgid\AV-DNA (ssDNA) darstellenin vitro
wurde eine direkte Interaktion der isolierten Piregegezeigt und die Stimulation der Rep78-
ICP8-Interaktion durch die ssDNA demonstriert. DugsDNA wurde gegentuber der Bindung
ohne DNA bzw. mit doppelstrangiger DNA eine zehhfddhere Interaktion von Rep78 und
ICP8 induziert (Heilbronn et al., 2003). Vor diesétimtergrund wurde dem ternaren Komplex
aus AAV-ssDNA, Rep78 und ICP8 eine Schlisselrobe der Initiation der HSV-induzierten
AAV-DNA-Replikation zugeschrieben. Die genannters&&ate bildeten die Grundlage fir die
in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen ungeBnisse. Mit Hilfe eines GSpull-down
assayssolltenin vitro die Doméane bzw. Domanen von Rep78 bestimmt werdenfir die

ssDNA-abhangige Interaktion mit ICP8 verantwortlgihd.

4.1.1 Darstellung der Rep78-ICP8-Interaktion im GST+ull-down assay

In dieser Interaktionsstudie wurde ICP8 als GSTidnsprotein verwendet. Das Protein
wurde in E.coli exprimiert und Uber eine Glutathi®epharose-Matrix gereinigt (Abb. 4.1 A).
Die Glutathion-Sepharose-Bindung wurde dber diedan N-Terminus von ICP8 fusionierte
Glutathion-S-Transferase (GST) vermittelt. Auf déatrix-Bindung des GST-ICP8 basierte die
Durchfuhrung despull-down assays da sie die Co-Prazipitation und Aufreinigung der
untersuchten Rep-ICP8-Komplexe erlaubte. Rep78dimdRep78-Mutanten wurden vitro mit
Hilfe eines Transkriptions-Translations-Systemstisgtisiert. Die radioaktive Markierung durch
%3-Methionin ermdglichte die Kontrolle der Proteipeession (Abb. 4.1 B), den spéteren
autoradiografischen Nachweis der ipull-down assaygebundenden Rep-Fraktion und ihre
Quantifizierung der Rep78-ICP8-Interaktion in dehoBpholmager-Analyse. Die in den
Experimenten eingesetzte AAV-2-Wildtyp-DNA wurde rdu Restriktionsverdau aus dem
Plasmid pSub201(+) (Samulski et al., 1987) gewonued durch Gelextraktion isoliert und
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gereinigt (Abb. 4.1 C). Zur Untersuchung der ssDal#kangigen Interaktion von Rep78 und
ICP8 wurde die AAV-DNA hitzedenaturiert und auf Eshockgekuhlt. Durch diesen Schritt
wurde die intermolekulare Renaturierung weitgehemdrhindert, die intramolekulare
Renaturierung blieb unbeeinflusst. Dreverted terminal repeat$lTRs) falteten sich in ihre
Haarnadel-Struktur zurtick. Die in der Untersuchaemggesetzte ssSDNA mit haarnadelférmigen
invertierten Repetitionen an den Enden entspraahitdder typischen Konfiguration des AAV-
Genoms.

N
A B '\:\
©
kDa M kDa
250 — & 250 —
j]gg — ~a— GST-ICP8 760 —
B e 105 — ~=— AAV dsDNA
> 75 — .
50 — . | . - Rep78 wildtyp
' 50 —
35 — .
d— 35 —

Abb. 4.1: Komponenten des GS-pull-down assays. (A) HSV-ICP8 wurde als GST-Fusionsprotein in E.aafprimiert
und Uber Glutathion-Sepharose gereinigt. Nach PAMdel@ktrophorese und Coomassie-Farbung wurde iml&ehgmit
den Markerbanden (M) die Gro3e des Proteins ca.kD&0 kontrolliert und seine Konzentration abgeszhiB) AAV-
Rep78 und die Rep78-Mutanten wurden duichvitro-Transkription/Translation synthetisiert und mitlfieli von *°S-
Methionin radioaktiv markiert. Zur Kontrolle wurdsne Aliquot des Proteins in der PAA-Elektrophoresgersucht und
durch Autoradiographie dargestellt. (Dgs 4,7 kb AAV-wildtyp-Fragment wurde durch einemuR-Verdau aus dem
Plasmid pSub201(+) gewonnen, uber eine Agarosel€kélephorese isoliert und gelextrahiert. Die geigie DNA wurde
in einer erneuten Elektrophorese Uberpriift undkdiezentration photometrisch bestimmt. Die ssDNA-fKomation (nicht
dargstellt) wurde durch Hitzedenaturierung und Atk auf Eis generiert.

Die Interaktion von GST-ICP8 und Rep78 ipull-down assaywurde in parallelen
Ansatzen ohne DNA, mit doppelstrangiger und nacgabe von einzelstrangiger AAV-DNA
untersucht. Aul3erdem wurden Ansatze nur mit Gligats-Transferase (GST) mitgefihrt, um
den Einfluss des GST-Anteils von GST-ICP8 bei destdminteraktion zu kontrollieren. Die
gebundene Rep78-Fraktion wurde durch die Phosplysffdnalyse quantifiziert und in
Prozent zur urspringlich eingesetzten Proteinmerdgm Input, angegeben. Von flnf
unabhangigen Experimenten wurden die Mittelwertgtibent und mit der Standardabweichung
in einem Diagramm angegeben (Vgl. Abb. 4.4).

Um die Vergleichbarkeit der eingesetzten Proteirgeenan GST und GST-ICP8 zu
gewahrleisten, wurde in allen Ansatzen ein konstanVolumen an Protein/Sepharose-
Suspension eingesetzt. Dariiber hinaus wurden dieiRbanden durcG@oomassid-arbung nach
der SDS-Gelelektrophorese kontrolliert. In Abb. &2 exemplarisch ein Gel eingsill-down
assaydargestellt. In den Spuren 3, 5 und 7 waren auHde von ca. 160 kDa die GST-ICP8-

Bande zu erkennen. Die Negativkontrollen eingese®&®ST war in den Spuren 2, 4 und 6 bei
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etwa 26 kDa nachweisbar. In Spur 1 wurde die Rdfin8atzkontrolle aufgetragen, die

allerdings nur autoradiographisch nachweisbar war.

(e
N
Q.
& Abb. 4.2: PAA-Gel eines GSTpull-down assays.
= Die Interaktion von Rep78 mit GST-ICP8 wurde
kDa S hoDNA dsDNA ssDNA ohne DNA (no DNA), in Anwesenheit von
- Doppelstrang- (dsDNA) bzw. Einzelstrang-DNA
182 — e bl " <— GST-ICP8  (55DNA) unter-sucht Die Spezifitit der Bindung
75 — wurde durch parallele Ansatze mit Glutathion-S-
50 — Transferase (GST) kontrolliert. Die aufgereinigten
35 — Proteinkomplexe wurden bei 95°C in 2x-Protein-
probenpuffer  denaturiert und durch  SDS-
30— -—— - Y ~— GST Gelelektrophorese aufgetrennt. Dargestellt ist ein
1 2 3 4 5 6 7 PAA-Gel nachCoomassid-arbung.

Die Darstellung der AAV-ssDNA-stimulierten Interakt von Rep78-Wildtyp und GST-
ICP8 war notwendig, um im Vergleich die Aktivitaterd untersuchten Rep78-Mutanten
einzuschatzen und so die verantwortliche Doméaneugmenzen. Durch die Verwendung eines
anderen DNA-Substrates ging sie zudem Uber dieddegtion der Ergebnisse aus der zugrunde
liegenden Studie hinaus (Heilbronn et al., 2008)dér Voruntersuchung wurde die eingesetzte
aus dem Plasmid pTR-UF5 gewonnen. Sie enthieltEdaBP-Gen und regulatorische DNA-
Sequenzen, die von denverted terminal repeatgITRs) von AAV flankiert wurden. Im
Gegensatz zu der rekombinanten, also mit Ausnalen@AV-ITRs unspezifischen DNA wurde
in dieser Arbeit AAV-Wildtyp-DNA verwendet. Dadurckonnte beurteilt werden, ob die
verdnderte DNA-Zusammensetzung Einfluss auf die 7B4@P8-Interaktion hat und eine
Abhangigkeit der Interaktion von der DNA-Sequengtbht.

In Abbildung 4.3 ist die Autoradiographie dpsll-down assaysnit Rep78 dargestelit.
Die Bande des Rep78put in Spur 1 war unterhalb von 75 kDa nachweisbar. bime
Uberstrahlung der benachbarten Spuren zu vermeideren nur 50% debput aufgetragen
und bei der Berechnung der Bindungsaktivitat eetdpend kalkuliert. Bei der visuellen
Beurteilung des Blots waren bereits Unterschied#einStéarke der Banden zu erkennen und eine

grobe Einschatzung der Proteininteraktion mogliber Einfluss der AAV-ssDNA war beim

5 Abb. 4.3: Autoradiographischer Blot einespull-

g noDNA dsDNA  ssDNA down assays. Durch die radioaktive Markierung war
2 + - + - T+ — asT das Rep78 bzw. die an GST und GST-ICP8
kDa 8 - 4+ - + - + GSTICPS8 gebundt_ene R(_ep-Fraktion autoradiographisch
160 — nachweis-bar. Die Banden konnten nach der
105 — Exposition eines Rontgenfilms auf dem getrockneten
75 — — —_— - <— Rep78  PAA-Gel nachgewiesen werden. Die Starke der

50 — - P Interaktion ohne DNA (no DNA), bzw. mit

Doppelstrang- (dsDNA) und Einzelstrang-DNA

1 2 3 4 5 6 7 (ssDNA) ohne DNA konnte im Vergleich zum Input

beurteilt werden.
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Vergleich der Ansétze mit GST-ICP8 nachweisbar. @ialer starken Rep78-Bande zu erkennen
war, fuhrte die Inkubation von GST-ICP8 und Rep78 $8sDNA (Spur 7) zu einer deutlich
starkeren Interaktion als ohne DNA (Spur 3) odet diDNA (Spur 5). Die Rep78-ICP8-
Bindung war ohne DNA und in Anwesenheit von dsDN&wegils nur als schwache Bande
nachweisbar. Beim Vergleich von GST und GST-ICR®Birke in allen Ansatzen nur eine geringe
unspezifische Bindung von Rep78 an Glutathion-Si3ferase festgestellt werden. Somit war
die unabhangige Analyse der Rep78-ICP8-Interalgmméhrleistet.

Die Quantifizierung der gebundenen Rep-Fraktionen Phospholmager-Analyse ist in
Abb. 4.4 dargestellt. Angegeben sind die Mittelwert SD von funf unabhangigen
Experimenten. Die Rep78-ICP8-Interaktion war ohndADund in Anwesenheit von AAV
dsDNA sehr gering. Im Durchschnitt wurden ca. 1,524. ca. 2,5 % des Rep78-Inputs an GST-
ICP8 gebunden. Trotz der schwachen Interaktion t@im Vergleich mit den GST-Kontrollen
gezeigt werden, dass die gemessene Bindung ICR#isple war. Durch Zugabe von AAV-
ssDNA stieg die Bindung im Mittel auf ca. 20 % desgesetzten Rep78. Das bedeutete eine
durchschnittliche Steigerung der Interaktion vorpR& und GST-ICP8 um das Zehnfache in
Anwesenheit von ssDNA gegenlber den Ansatzen oA Dnd mit dsDNA. Diese Werte

waren mit den Ergebnissen der Voruntersuchung ifr®ih et al., 2003) vergleichbar.

>

N
a

n=5 Abb. 4.4: Quantifizierung der Rep78-ICP8-Interaktion.
R_ep78 (A) Die Interaktionswerte wurden in der Phospholmager-
Wildtyp Analyse durch die Messung der gebundenen Rep78ifmakt
bestimmt und in Abhangigkeit vormput berechnet. Die
Mittelwerte von funf unabhéngigen Experimenten veurd
zusammen mit der Standardabweichung angegeben. Im
Diagramm ist die spezifische Interaktion von Rep78 m
ICP8 ohne DNA (no DNA) gegeniiber der GST-Kontrolle
dargestellt. Die Stimulation der Proteininteraktidiirch
i einzelstrangige (ssDNA), aber nicht durch doppéteiige
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GST- GST- GST- (dsDNA) AAV-DNA war deutlich zu erkennen. Mit einer
GST ;cPpg ©ST |ICPg8 ©ST ICP8 :
gebundenen Rep-Fraktion von etwa 20 % \Joput betrug
no DNA dsDNA ssDNA die Erhéhung im Durchschnitt das Zehnfache im \échi
zur Interaktion ohne DNA und in Anwesenheit von bigD
1 621 (B) Das Modell von Rep78 dient in kommenden
i, RepT8wit Abbildungen als Vergleich zu den verwendeten Mant

Es liel sich feststellen, dass bereits Rep78 uR® léllein interagierten, wodurch frihere
Ergebnisse bestatigt wurden (Heilbronn et al. 208X8acker et al., 2004). Der Vergleich der
Interaktionswerte ohne DNA und in Anwesenheit vaDNA liel3 dariber hinaus den Schluss
zu, dass die AAV-dsDNA die direkte Interaktion riddeeinflusste. Im Gegensatz dazu steigerte
AAV-ssDNA die Rep78-ICP8-Interaktion um den Fakt®. Diese Resultate fihrten zu der
Vermutung, dass die wesentliche Interaktion deddmeiProteine tber die Bindung an AAV-

ssDNA vermittelt wurde. Es konnte jedoch nicht asetplossen werden, dass die Protein-
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interaktion nach Zugabe von ssDNA zum Beispiel Hweme Konformationsdnderung von ICP8
(Dudas et al., 2001; Uprichard und Knipe, 2003)rodep stimuliert wurde. Die verénderte

Zusammensetzung der eingesetzten DNA im Vergleigh foruntersuchung hatte keinen

Einfluss auf die ssDNA-vermittelte Interaktion vdRep78 und ICP8. Die vergleichbaren

Resultate, die mit den unterschiedlichen DNA-Swtetr erreicht wurden, legten die Vermutung
nahe, dass die ssDNA-stimulierte Interaktion aufeeisequenzunabhdngigen DNA-Bindung
eines oder beider Proteine beruhen musste. Fir MR8e eine ausgepragte, unspezifische
ssDNA-Bindung nachgewiesen und auch Rep78 verfbigt $sDNA-bindende Eigenschaften

(Lee und Knipe, 1985; Im und Muzyczka, 1992; YoaobRrts et al., 2004).

4.1.2 Orientierende Domanenanalyse von Rep78 furalinteraktion mit ICP8

Von der zuvor demonstrierten ssDNA-abhangigen #ktgsn zwischen ICP8 und Rep78
ausgehend sollten die Doméane bzw. Domanen von RbpZBmmt werden, die fur diese
vitro-Komplexbildung verantwortlich waren. Zur Eingrenguder gesuchten Domé&ne wurden
mit Hilfe des beschrieben GSiull-down assaysnehrere Rep78-Mutanten analysiert, bei denen
der Einfluss der jeweiligen Mutation auf die Fuoktlitit des Rep-Proteins bzw. seiner
Doménen bereits gut charakterisiert war. Zugdtz$iollten Informationen zum Verhalten der

Mutanten bei Proteininteraktionen vorhanden undPdaeinstabilitdt gewahrleistet sein.

4.1.2.1 Einfluss der Helikase-Doméane von Rep78 adie Interaktion mit ICP8

Zunachst wurde die Mutante Rep78K340H untersucht. Aminosaureaustausch in der
ATP-Bindungsstelle im zentralen Teil von Rep78 liémd im Verlust der ATPase- und
konsekutiv der Helikase-Aktivitat des Proteins (Wéalet al., 1997a & b; Davis et al., 1999;
James et al, 2004). Die Mutante ist DNA-replikasidefizient (Chejanovsky und Carter, 1990;
Kleinschmidt et al., 1995). Die sequenzspezifisdbEA-Bindung und die Endonuklease-
Aktivitat an partiell einzelstrangigen DNA-Susbgatsind dagegen erhalten (Owens et al., 1993,
Weitzman et al, 1996b; Davis et al., 2000). Auch mikledre Lokalisation (Kleinschmidt et al.,
1995; Horer et al., 1995), die Multimerisierung (¥man et al., 1996b; Davis et al., 1999) und
die Interaktion mit zellularen Proteinen (Weger at, 1999; 2002; & 2004) sind bei
Rep78K340H nicht beeintrachtigt.
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Bei der Untersuchung der Interaktion von Rep78K340td GST-ICP8 impull-down
assaykonnte im Vergleich zu Rep78-Wildtyp kein negati&nfluss durch die Mutation der
Helikase-Domane gezeigt werden (Abb. 4.5). In deisddzen ohne DNA und in Anwesenheit
von AAV-dsDNA wurden jeweils ca. 3,5 % des eingetat Proteins an GST-ICP8 gebunden. In
Anwesenheit von AAV-ssDNA betrug die Interaktiorr dRep78-Mutante mit GST-ICP8 knapp
31,5 %. Ein Einfluss des GST-Anteils auf die ICIR8&taktion mit Rep78K340H konnte bei
allen Ansatzen ausgeschlossen werden. Damit war lde Wildtyp-Rep78 von einer
vergleichbaren, basalen Rep-ICP8-Bindung ohne DNAd umit dsDNA ausgehend in
Anwesenheit von ssDNA eine relative Steigerungladieraktion um den Faktor 10 festzustellen.

Beim Vergleich der Experimente, die in Anwesenkeit sSDNA durchgefuhrt wurden,
war bei Rep78K340H eine Steigerung der Rep-ICP&dktion gegeniiber Rep78-Wildtyp um
50 % festzustellen. Bei diesem Ergebnis war abdreachten, dass bereits die basale Interaktion
von Rep78K340H im Vergleich zum Wildtyp-Proteinclei gesteigert war. In anderen Studien
wurde gezeigt, dass die Mutation K340H bei Rep68né&dils zu leichten Steigerungen von
Proteininteraktionen fuhrte (Weger et al., 2002 @2). Die Bedeutung ist allerdings zur Zeit

noch unklar.
A
_® e Abb. 4.5: Einfluss der Helikase-Doméne auf die Rej8#?
3 40 Rep78 ICP8-Interaktion.  (A) Bei der ATP-bindungs- und
£33 K340H Helikase-defizienten Mutante Rep78K340H konnte wée b
g 30 Rep78-Wildtyp eine relative Steigerung der Rep-ICP8-
> 5| Interaktion in Anwesenheit von ssDNA um etwa das
3 20 Zehnfache im Vergleich zur Interaktion ohne DNA uni
g 15 ] dsDNA gemessen werden. Im Vergleich zur Wildtyp-
2 Interaktion wurde eine leichte absolute Erhhungadt der
o | basalen als auch der ssDNA-stimulierten Interakéioh ca.
X ﬁ * 3,5 % bzw. 31, 5 % vorimput festgestellt. (B) Im Modell
0 GST- GST- GST- ist die Lage der Mutation im untersuchten Protein i
GST |cPg ©ST iCPs ©ST ICP8 Vergleich mi i
ergleich mit Rep78-Wildtyp dargestellt.
no DNA dsDNA ssDNA
K340H
-

4.1.2.2 Einfluss des Rep78-C-Terminus auf die Re@P8-Interaktion

Um festzustellen, ob der C-Terminus von Rep78 ekfiefluss auf die ssDNA-abhangige
Interaktion mit ICP8 hat, wurde die Mutante M1/4@itersucht. Sie enthélt die N-terminalen
481 Aminosduren von Rep78 und Rep68. Die Ergebnsssd daher auf beide Proteine
Ubertragbar. Die Deletion umfasst die Zink-Bindwigyaane von Rep78 (Horer et al, 1995) und
das in Rep78/68 enthaltene Kernlokalisationssigiahg et al., 1992; Cassell et al., 2004). Die
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spezifische DNA-Bindung, die Endonuklease-Aktivitéitd die Rep-Rep-Interaktion sind bei
M1/481 und vergleichbaren Deletionsmutanten dagegeralten. (Weitzman et al., 1996;
Hickman et al., 2002). Auf heterologe Proteininkéicmen hat die Deletion des C-Terminus
unterschiedliche Auswirkungen. Die Interaktion ndBC9 ist z.B. erhalten, wéhrend die
Interaktion mit KCTD5 aufgehoben ist (Weger et aRp04 & 2007). M1/481 st
replikationsdefizient (Kleinschmidt et al., 1995).

Bei der Untersuchung von M1/481 konnte kein Eirdlades C-Terminus auf die Rep-
ICP8-Interaktion festgestellt werden (Abb. 4.6)e Bindung der Deletionsmutante an GST-ICP8
in Anwesenheit von ssDNA betrug tber 18 % vbwmput Diese Interaktion war mit der von
Wildtyp-Rep78 vergleichbar. Die ICP8-Bindung von M31 ohne DNA und in Anwesenheit
von dsDNA betrug jeweils ca. 2,5 % des eingeset®Reoteins. Das entsprach ebenfalls
annahernd den Rep78-Wildtyp-Werten. Die GST-Kotdndatze bestatigten auch hier die ICP8-
spezifische Interaktion. Die Ergebnisse zeigterssdiie Aminosduren 1 bis 481 von Rep78/68
fur die ssDNA-abhangige Interaktion mit ICP8 uncfadir die schwache direkte Bindung der
Proteine ausreichten, wahrend die im C-Terminus Rep78 enthaltenen Domanen entbehrlich

waren.

A
45 =5 Abb. 4.6: Einfluss des Rep78-C-Terminus auf die
a0 Rep78 Interaktion mit ICP8. (A) Die ssDNA-abhangige Rep-
35 M1/481 Interaktion mit GST-ICP8 war bei der C-terminalen

Deletionsmutante M1/481 vollstéandig erhalten. Esden

ca. 18 % vominput gebunden. Diese Werte entsprachen
etwa denen von Rep78-Wildtyp. Auch die basale Bindung
ohne DNA bzw. in Anwesenheit von dsDNA an GST-ICP8
war mit der des Wildtyp-Proteins vergleichbar. (Bj |
Modell ist die Mutante M1/481 dargestellt. Die Diaa
umfasste die C-teminalen 140 Aminosauren von Rep78.
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4.1.2.3 Einfluss des N-Terminus von Rep78 auf dieeR-ICP8 Interaktion

Zur Aufklarung, ob der N-Terminus von Rep78 fur dwevitro-Interaktion mit ICP8
notwendig ist, wurden die Rep-Variante Rep52 uredMutante MET172 untersucht. Rep52 ist
ein natirliches AAV-Protein, das den C-terminalemifosduren 225 bis 621 von Rep78
entspricht. MET172 ist eine N-terminale Deletionsamte, die die Aminosauren 172 bis 621
beinhaltet. Rep52 besitzt weder die sequenzspez#isDNA-Bindungsfahigkeit noch eine
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Endonuklease-Aktivitdt. Bei MET172 konnte ebenfal®m Verlust beider Funktionen
ausgegangen werden, da diese bei einer DeletiomyoB0 N-terminalen Aminoséauren bereits
aufgehoben sind (Owens et al.,, 1993; Weitzman gt1896b). Rep52 und MET172 sind
replikationsdefizient (Kleinschmidt et al., 1993)nterschiede zwischen beiden Proteinen
bestehen bei der Rep-Rep-Interaktion und bei Hegga Proteininteraktionen. Bei Rep52 sind
diese Interaktionen weitgehend aufgehoben, wahrbad MET172 bzw. vergleichbaren
Deletionsmutanten eine Restaktivitat erhaltenSsti¢h et al., 1997; Weger et al., 1999 & 2002).
Bei der Untersuchung der Rep-ICP8-Interaktion egigRep52 und MET72 das gleiche
Verhalten (Abb. 4.7). Fur beide Proteine war im#8i&éhen Ansatzen nur eine geringe Interaktion
mit ICP8 erkennbar, unabhéngig davon, ob ssDNA, N#sDoder keine DNA im Ansatz
vorhanden war. Bei der Rep52-Interaktion mit ICR8den ca. 1,3 % bis 2,2 % des eingesetzten
Proteins gebunden. Fir MET172 betrugen die Intemakierte zwischen 0,7 % und 1,3 % vom
Input Die Werte der GST-Kontollen lagen jeweils nur mdéeicht unter den zugehdrigen GST-
ICP8 Ansétzen. Die spezifische, direkte Interaktton Rep52 und MET172 mit ICP8 war auf

diesem geringen Niveau kaum noch nachzuweisen.

A A
- 45 —= - 45 —
S 40 Rep52 S 40 Rep78
a 3 40
£ 35 £ 35 MET172
g 30 g 30
Z 25 ; 25
g 20 | g 20
S 15 5 151
é 101 % 10 4
(@]
o\o 51 o\o 5
’ GsT 23 GsT 2 GST GST ’ G’ST GéT‘ GTST CST GST CST
ICP8 ICP8 ICP8 ICP8 ICP8 ICP8
no DNA dsDNA ssDNA no DNA dsDNA ssDNA
B
225 172

Abb. 4.7: Einfluss des Re-N-Terminus auf die Interaktion mit ICP8. (A) Bei der Untersuchung der N-terminal
verklrzten Rep-Proteine Rep52 und MET 172 wurde ddtuss des N-Terminus auf die Interaktion deutliEls war keine
Erh6éhung der Rep-ICP8-Bindung in Anwesenheit von ssDikir zu erkennen. Zudem war im Vergleich mit Regdi&8

spezifische basale Interaktion mit GST-ICP8 gegeniblen GST-Kontrollen reduziert. (B) Die Modelle der
Deletionsmutanten sind unterhalb der Diagrammeesaedt.

Durch die Ergebnisse mit Rep52 und MET172 konnteeigg werden, dass der Rep-N-
Terminus bzw. N-terminalen 171 Aminosauren von RBefiif die ssDNA-abhangige Interaktion
mit ICP8 in vitro essentiell waren. Die bei Rep78 und den anderetaffien vorhandene
Stimulation der Proteininteraktion durch ssDNA waer vollkommen aufgehoben. Auch die
sonst in Abgrenzung zur GST-Bindung darstellbarsalea Interaktion mit GST-ICP8 war
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deutlich eingeschrankt. Dieses Ergebnis legte demdtung nahe, dass auch die DNA-
unabhangige Interaktion mit ICP8 durch den Rep-Nxieus vermittelt wird. Eine prazise
Aussage Uber die direkte Interaktion lieRen diesged® und die daflr nicht ausreichende
Sensitivitat des Experiments allerdings nicht zu.

4.1.2.4 Weitere untersuchte Deletionsmutanten

Zur weiteren Eingrenzung der fur die Rep-ICP8-lalkéion verantwortlichen Doméane
wurden anfangs die C-terminalen Deletionsmutanteld36D und M1/243 untersucht. Diese
Mutanten stellten sich inin vitro pull-down assayedoch als instabil heraus, sodass deren
Untersuchung nicht weiterverfolgt wurde. Die ebdsafa untersuchte N-terminale
Deletionsmutante MET43 war zwar stabil, zeigte aber auch in den Kontrollen stark
abweichendes Bindungsverhalten, mdglicherweise ranég einer fehlerhaften Konformation,

und wurde deshalb nicht weiter untersucht.

4.1.2.5Untersuchung des Rep-N-Terminus in multimerisierendn Fusionsproteinen

Nachdem die Rep-Interaktionsdomane eingegrenzt emeicbnnte, sollten durch die
Untersuchung des isolierten Rep-N-Terminus zusduli Erkenntnisse zu dessen ssDNA-
abhangigen Interaktion mit ICP8 gewonnen werderzuDeurden Rep-Mutanten gewahlt, die in
einer Voruntersuchung bereits charakterisiert wordgaren und deren Proteinstabilitat
gewabhrleistet war (Cathomen et al., 2000). Es Hedeh um Fusionsproteine, die neben den
Aminosauren 1 bis 244 von Rep78/68 eine Dimerisigstt (Rep.LZ) oder
Tetramerisierungsdomane (Rep.TZ) sowie ein Kerdigddonssignal und einmyc-tag

> > >
& & &

A AN A A A K
kDa nput & & &F &F F & Abb. 4.8: Untersuchung des Rep-N-Terminus mit Hilfe
35 — multimerisierender Fusionsproteine. Rep.NLS enthielt
30 — ' s —— w <e— Rep.NLS die N-terminalen 244 Aminosauren von Rep gefolgt von
einemmyc-tagund einem Kernlokalisationssignal. Rep.LZ
enthielt zusatzlich eine Dimerisierungs-, Rep.TZ eein
kDa Tetramerisierungsdomane (Cathomen et al., 2000)d&ei
35 — — . <— Rep.LZ Untersuchung der ICP8-Interaktion der Proteine wurde
30 — mit Rep.NLS und Rep.LZ plausible Ergebnisse erzielt.
Aufgrund eines abweichenden und schwer interptetien
kDa Interaktionsverhaltens von Rep.TZ und der geringen

35 — == — "= <e— Rep.TZ Aussagekraft der anderen Konstrukte wurde von der
weiterflihrenden  Untersuchung der Fusionsproteine

ZDNA dsDNA  ssDNA abgesehen.
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enthielten. Ein drittes Konstrukt (Rep.NLS) enthiglr die Rep-Sequenz, die NLS-Doméane und
dasmyc-tag Rep.NLS und Rep.LZ zeigten in Gegenwart von AADNA eine geringgradige
Bindungsverstarkung bei der Interaktion mit GST-8CR vitro (Abb. 4.8). Rep.TZ zeigte
allerdings ein deutlich verandertes BindungsvedmalDie Rep.TZ-ICP8-Bindung war in den
Ansatzen ohne DNA und mit dsDNA so stark wie in Asenheit von ssDNA. Dieses Resultat
war angesichts der heterologen Multimerisierungsiftean schwer interpretierbar. Die weitere
Analyse die Fusionsproteine wurde daher zugunstetydtersuchung gezielter Punktmutationen
im N-Terminus des Rep78-Wildtyp-Proteins aufgegeben

4.1.3 Untersuchung N-terminaler Rep78-Punktmutantenzur prazisen Doméanen-

analyse der Rep-ICP8-Interaktion

Mit den bisher gewonnenen Ergebnissen konnte dianteortliche Doméane fir die
ssDNA-abhangige Rep78-ICP8-Interaktion auf dieegrdt71 Aminosauren des Rep-N-Terminus
eingegrenzt werden. Der N-Terminus beinhaltet Zwektionelle Domanen, die Doméane fur die
sequenz- und strangspezifische Endonukleaseaktfiitivis et al., 2000; Yoon et al., 2001) und
die sequenzspezifische DNA-Bindungsdoméne (Owemas,e1993; Cathomen et al., 2000). Um
zu klaren, welche dieser beiden Funktionen die F#8-Interaktion beeinflusste, wurde der
pull-down assaymit N-terminalen Aminosaureaustauschmutanten vep7B weitergefiihrt. Die
Untersuchung von Punktmutanten bot gegentber eékmalyse von Mutanten mit internen
Deletionen eine groRRere Sicherheit, dass die Awfhgller untersuchten Funktion nicht auf einer
Anderung der Sekundar- und Tertiarstruktur des efet beruhte. Zudem erlaubte die
Verwendung von Punktmutanten eine bessere Diffezeunzy zwischen der N-terminalen DNA-
Bindungs- und Endonuklease-Doméne, da in mehreramdié® verschiedene kritische
Aminosauren fur die jeweilige Rep-Aktivitat bes@ien wurden (Walker et al, 1997a; Urabe et
al., 1999; Dauvis et al., 1999 & 2000; Hickman et 2002; Yoon-Robarts und Linden, 2003). Fur
die Doméanenanalyse der ssDNA-vermittelten Rep7&8iCReraktion lag die Untersuchung der
Rep-DNA-Bindungsdoméne nahe. Ein Einfluss der En#mase-Aktivitat war zwar nicht
auszuschlielen, angesichts des untersuchten Zusdrangs und der experimentellen
Konzeption aber weniger wahrscheinlich.

Fir die Mutationsanalyse und Charakterisierungvdeantwortlichen Rep78-Domane fur
die ssDNA-abhéngige Interaktion mit ICP8 wurden Aisinoséuren Arginin (R) 107, Lysin (K)
136 und Arginin (R) 138 ausgewahlt. In einer Studieder samtliche geladenen Aminoséauren
des N-Terminus analysiert wurden, stellten sichMiganten Rep78R107A, Rep78K136A und
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Rep78R138A als die Proteine heraus, bei denen Nie-Bindung an die AAV-ITRs vollstandig
aufgehoben war (Urabe et al., 1999). Zudem wurdeainer Kristallstrukturanalyse des ITR-
gebundenen Rep-N-Terminus die entsprechenden kaeden Aminosauren R106, K135 und
K137 von AAV-5 als Hauptinteraktionspartner mit dehV-DNA indirekt bestatigt (Abb. 4.9)
(Hickman et al., 2002 & 2004). Die Rep78-MutantehORA, K136A und R138A waren also
aussichtsreiche Kandidaten, um den Einfluss der WAlungsdomane von Rep78 auf die
Interaktion mit ICP8 und AAV-ssDNA zu untersuchefusatzlich wurden Doppelmutanten
untersucht, die den Aminosaureaustausch R107A mb{ation mit entweder der K136A- oder
der R138A-Mutation trugen.

Abb. 4.9: Kristallstrukturanalyse des DNA-
gebundenen Rep-N-Terminus von AAV-5
und Alignment der N-Termini von AAV-2
und AAV-5. (A) Die Aminosauren Arginin
(R) 106, Lysin (K) 135 und Lysin 137 (rot
markiert) von Rep78 (AAV-5) wurden in einer
Rontgenstruktur-Analyse als entscheidende
Interaktionspartner mit der AAV-DNA
charakterisiert. (B) Es handelt sich um
konservierte Aminosauren, die in AAV-2 den
Aminosauren R107, K136 wund R138
entsprechen. Sie sind illignmentebenfalls
markiert. (aus: Hickman et al., 2002 & 2004)

1 g1 1 20 30 40 50 B O

! < aA ¥ 3
AAV-2 MPGFYEIVIKVPSDLDEHI FVNWVAEKE DSDMDLNLIEQAPLTVAEKLORDFLTEWR
AAV-5 MATEVEVIVRYPFDVE DWVTGOT ESDLNLTLVEQPQLTVADRIRRVELYEW

7 & p2 % p3 10 o€ Mo 120 120 B4
AAV-2 RVSKAPEALFEVQFEKGES TGVK GL EKLIQRIYRGTEPTLENWE |:|
M

AAV-5 KFSK-QESKEEVO ‘ SEYFHLHTLVEI'SGIS, EVVFQ QINDWVA

140 #5 150 aD 80 pe 0 E 19 aF 190

aav-2 [rfcacce E----- C¥IENYLLEHT QWAWTNMEQYLSACLNLT OHLTHV
AAV-5 |KK--GGANKVUDSF---- GYTPAYLLPKVQPE[QWANIN L PEYREARTNLE FLAES

Im GSTpull-down assayvurden die Rep78-Punktmutanten auf ihre Interakiiot ICP8
untersucht (Abb.4.10). Die Ansatze mit SSDNA zeigéenen eindeutigen Effekt der Mutationen.
Bei Rep78K136A und Rep78R138A war eine deutlich@akime der Rep-ICP8-Interaktion im
Vergleich zum Wildtyp-Protein zu erkennen. Mit duschnittlich 6,1 % bzw. 5,7 % gebundenen
Inputs war der Einfluss der ssDNA auf die Interaktmit ICP8 aber gerade noch nachweisbar.
Bei Rep78R107A war die Stimulation der ICP8-BindungAnwesenheit von ssDNA dagegen
nicht mehr zu erkennen. Die ICP8-Bindung dieseraviteé lag mit durchschnittlich vom 2,7 %
vom Input im Bereich der basalen Interaktion. Die direkigsdle Interaktion von Rep mit ICP8
wurde durch die Einzelmutationen R107A, K136A und3®A nicht beeintrdchtigt. Die
durchschnittliche Bindung an GST-ICP8 ohne DNA umdhnwesenheit von AAV-dsDNA lag
zwischen 1,6 % und 3,5 % der eingesetzten Proteigen@ind war mit der Interaktion von

Rep78-Wildtyp vergleichbar.
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Abb. 4.10: Einfluss der N-Terminalen Punkt-
mutationen in der DNA-Bindungs-Doméane von
Rep78 auf die Interaktion mit ICP8. (A) Die
Aminosdureaustauschmutanten zeigten jeweils eine
drastische Reduktion der ssDNA-stimulierten Rep-
ICP8-Interaktion. Am deutlichsten war der Effekt
bei der Rep78R107A, bei der keine Erhdhung
gegenuber der basalen Interaktion mehr zu
beobachten war. Bei den Mutanten K136A und
R138A war die ssDNA-stimulierte Interaktion mit
ICP8 reduziert, aber auf geringem Niveau noch
nachweisbar. Bei den Mutanten K136A und R138A

no DNA dsDNA ssDNA war die basale Rep-ICP8-Interaktion deutlicher
erhalten als bei R107A. (B) Die Modelle zeigen die
R107A 621 Lage der Punktmutationen im Rep78-N-Terminus.
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Bei den Doppelmutanten Rep78R107A/K136A und RepD3RIR138A war ebenfalls
keine Stimulation der Rep78-ICP8 Interaktion dussDNA gegentiber der Bindung ohne DNA
oder in Anwesenheit von Doppelstrang-DNA mehr Zteenen. Die gemessene Bindung in den
ssDNA-Ansatzen betrug ca. 1,9 % bzw. etwa 2,1 % \oput (Abb.4.11). Da ein &hnlich
deutlicher Effekt bereits fur die Mutation R107Anglenstriert worden war, war er vor allem auf
diesen Aminosaureaustausch zurickzufuhren. Allgedinagen bei R107A/K136A und
R107A/R138A die Interaktionswerte mit ICP8 und sgDhbch unter denen von R107A, was
den additiven Effekt zusatzlichen Mutation belegB®i den Ansétzen ohne DNA und mit
dsDNA betrug die Interaktion zwischen ca. 1,5 % ar21% vominput und lag nur noch knapp
Uber den GST-Kontrollen.

Durch die gezeigte Aufhebung der ssDNA-stimulieriRep-ICP8-Interaktion bei der
Verwendung der DNA-Bindungsdefizienten Aminosdustauschmutanten konnte bewiesen
werden, dass die N-terminale DNA-Bindungsdomé&nevam Rep78 fir die Interaktion

verantwortlich war.
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Abb. 4.11: Einfluss der MTerminalen Doppelmutationen auf die RerICP8-Interaktion. (A) Im Vergleich mit den
Einzelmutanten war die Interaktion zwischen den Rédutanten R107A/K136A bzw. R107AR138A und ICP8 weite
vermindert. Die Stimulierung der Rep-ICP8-Interaktialurch ssDNA war bei den Doppelmutanten vollstgndi
aufgehoben. Beide Mutanten zeigten aul3erdem nur redch geringe basale Bindung an GST-ICP8. (B) Die
Punktmutationen liegen benachbart in der N-terreim&tep-DNA-Bindungsdomaéne.

4.1.4 Zusammenfassung der Domanenanalyse von Rep8 die Einzelstrang-DNA-

abhangige Interaktion mit ICP8

In der vorgestellten Untersuchung wurde die Intéoakvon AAV-Rep78 und HSV-ICP8
in vitro in einem GSTpull-down assayanalysiert. Zum einen konnte die geringe direkte
Interaktion von Rep78-Wildtyp und GST-ICP8 demaestr werden, die auch durch die
Anwesenheit von AAV-dsDNA nicht beeinflusst wurd@m anderen konnte die Stimulation der
Rep-ICP8-Interaktion durch die Anwesenheit von ABSDNA dargestellt werden. Wie in der
zugrunde liegenden Studie (Heilbronn et al., 20@3)de eine Erhéhung der Interaktion um den
Faktor 10 in Anwesenheit von ssDNA gegenuber derd&ng ohne DNA oder mit dsDNA
gemessen. Als Erweiterung der bestehenden Erkesetkbnnte gezeigt werden, dass die DNA-
Sequenz des einzelstrangigen Bereichs der eingese&AV-DNA fir die beschriebene
Interaktion unerheblich war.

Die Untersuchung der Wildtyp-Interaktion war die rk&ussetzung fur die
Doméanenanalyse von Rep78 (Abb. 4.12). Die Domaéieefid die ssDNA-abhéngige Interaktion
mit ICP8 verantwortlich war, konnte auf die erstenl Aminosauren des Rep-N-Terminus
eingegrenzt werden. Im Gegensatz dazu konnte demeiglen, dass sowohl eine funktionelle
Helikase-Doméne als auch der Rep-C-Terminus fuKaisplexbildung mit ICP8 und ssDNA

entbehrlich waren. Damit konnten auch der EinfdessZinkfingerdoméane, der zentral gelegenen
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Rep-Rep- und Rep-Cap-Interaktionsdomanen und dendben fur verschiedene heterologen
Proteininteraktion ausgeschlossen werden.

Nach der Eingrenzung der Doméane auf den N-Termkmmte durch die Analyse der
Punktmutanten R107A, K136A und R138A und der Domp¢dnten R107A/K136A und
R107A/R138A schliellich bewiesen werden, dass digd{Bindungsdomane im N-Terminus
von Rep78 fur die ssDNA-abhangige Interaktion r@iP8 verantwortlich ist. Die Aminoséuren
107, 136 und 138 in der DNA-Bindungsdomane waren varschiedenen Studien als
entscheidende Interaktionspartner von Rep78 bei Rledung an AAV-DNA beschrieben
worden. Bei der Untersuchung der DNA-bindungsdefiten Punktmutanten ipull-down assay
war die ssDNA-abhéngige Interaktion mit ICP8 beipR® K136A und R138A deutlich
verringert und bei den anderen Mutanten vollstaadigehoben.

A 1 621 ) B 15
Rep78 wildtyp 510 @ DNA
c 5
K340H QO_..ﬁﬁ.n.___hﬁ_-.‘
K340H e
=" M1/481 P 1
§ 10 dsDNA
o Reps2 X °
e (=)
= Rep O—ﬁﬁ—.n.ﬁﬁ———
172
MET172 45
40 ssDNA
R107A
R107A
K136A
K136A
R138A
R138A
R107A/K136A
RI07A K136A
| R107A/R138A RO NI Gl gl g\ g
e N
R107A R138A @Q/\% iibb‘ @'\\ & ¢ Q:\Q ‘p{b Q:\{bv\‘l:{b Q:\‘b
< NS
&

Abb. 4.12: Zusammenfassung deiin vitro-Domanenanalyse der ssDN-abhéngigen ReICP8-Interaktion. (A)
Links sind die Mutanten, die zur Eingrenzung umézsen Analyse der Rep-Interaktionsdoméane untersmgtden im
Vergleich zu Rep78-wildtyp dargestellt. (B) Im Diagmm sind die Mittelwerte der Interaktionen der Reptamten mit
GST-ICP8 ohne DNA (oben), in Anwesenheit von Doppafg)-DNA (mitte) und AAV-Einzelstrang-DNA (unten)
aufgefiihrt. Die GST-Kontrollen sind hier nicht giegeAls verantwortliche Doméane konnte die N-teradigelegene Rep-
DNA-Bindungsdomane charakterisiert werden.
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4.1.5 Vergleich der Interaktionen von GST-ICP8 undGST-ICP8AC mit AAV-Rep78

zur Domanenanalyse von ICP8

Zusatzlich zur Rep78-Domanenanalyse sollten auch 1688 Hinweise auf die
verantwortliche Interaktionsdomane bei der ssDNAnielten Rep-ICP8-Interaktion gewonnen
werden. Zwar wurde die Struktur von ICP8 beschnelf®apelli et al., 2005), tber die
funktionellen Domanen des Protein sind dagegenunuplistandige Informationen vorhanden.
Zum Zeitpunkt der Untersuchung lag die Beschreibeimer ICP8-Mutante vor, deren C-
Terminus um 60 Aminosauren deletiert war und delbechemische Funktionen teilweise
charakterisiert waren (Mapelli und Tucker, 1999;pdli et al., 2000). Insbesondere wurde fur
diese ICP8-Variante eine stark reduzierte kooperdiINA-Bindung gezeigt. In der Annahme,
das eine C-terminale Deletion von ICP8 auch dieNgsabhéngige Interaktion mit Rep78
beeintrachtigen wirde, wurde ipull-down assayneben GST-ICP8 auch die Mutante GST-
ICP8AC analysiert, die C-terminal um 73 Aminosauren uerk und mit der Deletionsmutante
aus der Voruntersuchung vergleichbar war.

Die in vitro-Bindungsexperimente wurden fur GST-ICP8 und GSP&\C parallel mit
Rep78, Rep52 und den Rep-Mutanten Rep78K340H und4811durchgefuhrt. Aus den
autoradiographischen Blots und orientierenden Qfidatungsdaten liel3en sich Hinweise auf

eine verandertes Bindungsverhalten von I8®8ableiten (Abb. 4.13). Die Interaktion von
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= == = S ~— Rep78 K340H Abb. 4.13: Darstellung der_ Interaktion von
50 — Rep78 und Rep-Mutanten mit GST-ICP8 und
2 DNA dsDNA ssDNA GST-ICP8AC. (A) Im autoradiografischen Blot war
o o bei Rep78-Wildtypt und den  Mutanten
\cjz‘b \cjz‘b R \cjz‘bv \(?%\QQ@ Rep78K340H und M1/481 in allen Ansatzen eine
wa It & & F LS & & & & erhohte Interaktion mit ICR& gegentiber dem
105 — Volllange-ICP8 zu erkennen. Die Stimulation der
= Rep-ICP8-Interaktion durch ssDNA war bei
50—. ST e < M1/4s1 ICP8AC erhalten. Bei Rep52 war in Anwesenheit
von ssDNA von vornherein keine Interaktion zu
@ DNA dsDNA ssDNA : :
beobachten, was auch keine Steigerung erwarten
R & lieRB. (B) ImCoomassigyefarbten PAA-Gel war der
& é\,\o GroRenunterschied zwischen den beiden ICP8-
02 G’ ©° & Input Varianten erkennbar. Die gleiche Stéarke der
Proteinbanden gewahrleistete als Kontrolle eine
50— ’ ~— Rep52 Vergleichbarkeit der verschiedenen Ansétze.

ssDNA
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Rep78-Wildtyp, Rep78K340H und M1/481 mit IGKB war in allen Ansatzen, ohne DNA, mit
dsDNA und mit ssDNA gegenuber der Interaktion natndVolllange-ICP8 deutlich gesteigert.
Der Effekt war auf den Blots in Anwesenheit von BgDam besten zu erkennen. Eine
orientierende Quantifizierung ergab fir alle Anséme Verdopplung der Interaktion mit GST-
ICP8C im Vergleich zu GST-ICP8. Die Stimulation durcsD&A gegenuber der Interaktion
ohne DNA und mit dsDNA war auch bei der Untersuchvuon ICP&C nachweisbar. Bei Rep52
wurde der Versuch mit der ICP8-Variante nur in Asegheit SSDNA durchgefuhrt. Bei dem N-
terminal verkirzten Rep-Protein war sowohl mit deoillange-GST-ICP8 als auch mit GST-
ICP&AC kaum eine Interaktion zu erkennen. Der Rep-N-Tmusrwar demnach auch fur die
ssDNA-abhangige Interaktion mit ICR8 essentiell.

Entgegen der Erwartung, dass sich die C-terminaketion von ICP8 negativ auf die
Interaktion mit Rep78 auswirkt, wurde durch die ébgisse gezeigt, dass sich der grundlegende
Interaktionsmechanismus der ssDNA-vermittelten Klaxipildung von Rep78 und ICP8 nicht
anderte. Eine Bewertung der erhohten Interaktiom MOPAC mit Rep78 im Vergleich zum
Volllange-Protein war aufgrund der geringen Infotioreen Uber die ICP8-Domanen jedoch

nicht moglich.

4.2 Einfluss der Rep78-Punktmutationen auf dien vivo-Kolokalisation mit ICP8

Die Analyse der Rep78-ICP8-Interaktiom vitro beruhte auf Immunfluoreszenz-
untersuchungen, in denen bereits die vivo-Kolokalisation der beiden Proteine nach der
AAV/HSV-Koinfektion demonstriert worden war (Heillamn et al., 2003). Dartber hinaus konnte
die Kolokalisation von Rep und ICP8 durch die TfakBon eines AAV-Wildtyp-Plasmids mit
den fur die AAV-Replikation minimal erforderlichédSV-Genen UL5, UL8, UL29 und UL52
nachvollzogen werden (Stracker et al., 2004; Skeinal., 2006). In den Untersuchungen konnte
die Interaktion der Proteine sowohl in kleinenranuklearen Foci als auch in grol3en, fast den
gesamten Zellkern einnehmenden Rep-ICP8-Komplexezeigt werden. Zusatzlich wurde
nachgewiesen, dass die Kolokalisation die Anwesewnoa AAV-ssDNA und ITR-flankierter
AAV-DNA erfordert.

In dieser Arbeit konnte durch die vitro-Untersuchung die DNA-Bindungsdomaéane von
Rep78 als verantwortliche Doméane fir die ssDNA-algige Interaktion mit ICP8 beschrieben
werden. Durch die nachfolgend beschriebenen Expetiensolite Gberprift werden, ob sich die
Ergebnisse mit den dabei analysierten Rep78-Amimeséistauschmutanten, also den N-
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terminalen Punkt- und Doppelmutanten und der MetanRep78K340H auf die

Immunfluoreszenzanalysébertragen lieRen. Der Vergleich darvivo-Interaktion von Rep78-

Wildtyp und der Rep78-Mutanten mit ICP8 erfolgtef gBrundlage des oben genannten
Transfektionssystems. Dafur wurden Plasmide koiestrudie das vollstandige AAV-Genom
enthielten, aber auf Grund zusatzlich eingefihNRitationen ausschliel3lich Wildtyp-Rep78
bzw. die Rep78-Punktmutanten exprimierten. Um dextdéllung und die Kolokalisation der
Proteine in der Doppelimmunfluoreszenz zu analgsiewurden Rep78 und ICP8 mit
spezifischen Antikérpern und fluoreszierenden Sdiuantikbrpern markiert. Die Bilder wurden
mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskepgewonnen. Die Schichtdicke der
untersuchten Ausschnitte betrug 0,8 pm, wodurcimbieachweis einer Kolokalisation von

Rep78 und ICP8 eine tatsachliche Interaktion geleitet war.

4.2.1 Darstellung der unabhéngigen zellularen Lokalisatio von Rep und ICP8

Zur Uberpriifung der zellularen Lokalisation von AARép und der ICP8-Komplexe
wurden die beteiligten Proteine zundchst unabhangigeinander untersucht. Nach der
Transfektion der an der Komplexbildung HSV-Gene PU&8, UL29 und UL52 liel3 sich in der
Immunfluoreszenz das erwartete ICP8-Verteilungserustarstellen. (Abb. 4.14 A). In den
untersuchten Zellen waren die zahlreichen kleinéir, eine HSV-Infektion typischen,
intranuklear disseminierten 1CP8-Foci nachweisbBlur vereinzelt waren auch groR3ere
Komplexe zu erkennen. Der gegen den primaren ICRE®rper gerichtete fluoreszierende
Sekundarantikdrper war Fluorescein-(FITC)-gekoppelteshalb das Protein in dieser

Untersuchung griin reprasentiert war.

A o-ICP8 o-Rep merge B o-ICP8 o-Rep merge
~ : :
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Abb. 4.14: Uberprifung der Komponenten derin vivo-Immunfluoreszenzuntersuchung.(A) Die Transfektion der
vier HSV-Helfergene UL5,UL8, UL29 und UL52 fuhrtdérwiegend zur Formierung zahlreicher kleiner,antiklearer
Komplexe. Es waren aber teilweise auch Nuklei mif3gren Komplexen nachweisbar. (B) Die alleinigenkfektion des
AAV-Wildtyp-Plasmids pTAV2-0 resultierte in einechwachen bis mafigen Rep-Expression und einer hameage
intranukledren Verteilung des Proteins. Die untengen Zellen wurden nach dem Formaldehyd-Tritortdkall fixiert,
mit spezifischern-Rep undo-ICP8-Priméar- und fluoreszierenden Sekundarantiirpnarkiert und im konfokalen Laser-
scanning-Mikroskop untersucht. Die Schichtdickeump0,8um.
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Zur Uberpriifung der Rep-Expression und Rep-Vemeglwurde das AAV-wildtyp-
Plasmid pTAV2-0 transfiziert. Rep78/68 zeigten eswhwache Expression und waren wie
erwartet intranuklear homogen verteilt (Abb. 4.1% Ber verwendete Antikdrper erkannte
sowohl Rep78 als auch Rep68, daher konnte beirdiesmsfektion nicht zwischen beiden
Proteinen differenziert werden. Durch die Detektimit einem Alexa-Fluor594-gekoppelten
Sekundarantikbrper war Rep im roten Kanal nachveeisind wurde in den Abbildungen
entsprechend dargestellt.

Trotz der Transfektion der einzelnen an der Intéoakbeteiligten Komponenten wurden
die Zellen mit samtlichen in der Kolokalisationsensuchung verwendeten Primar- und
Sekundarantikdrpern versetzt. In der Auswertunghk®mladurch die Spezifitat der verwendeten

Antikdrper fur die beteiligten Proteine gewahrletswerden.

4.2.2 Klonierung einer Rep78-exprimierenden AAV-Mutante und deren Vergleich in

der Immunfluoreszenzuntersuchung mit dem AAV-Wildtyp-Plasmid

Um die Immunfluoreszenzanalyse von Rep78 und demp7&Mutanten im
Transfektionssystem unabhangig von den weiteren A&viprodukten durchfiihren zu kdnnen,
mussten AAV-Plasmide generiert werden, die aussBhth das jeweils untersuchte Protein
exprimierten. Grundlage dieser Expressions-Kongtrulvar das AAV-2-Wildtyp-Plasmid
pTAV2-0, das die ITR-flankierten Rep- und Cap-Gemthielt (Samulski et al., 1987). Fur das
Rep78-Wildtyp-exprimierende AAV-Konstrukt wurde tibeinen Sfil/Swal-Restriktionsverdau
der grof3te Teil des Rep-Leserahmens von pTAV2-6idden Rep78-Leserahmens des Plasmids
pBS-Rep78 ersetzt. Dadurch wurden unter Beibehgltler AAV-Sequenz zwei Mutationen in
das Genom eingefiihrt. Ein Codon-Austausch an Andim@eposition 225 (M225G) des Rep-
Gens deletierte das Startcodon der kleinen RepifeoRep52 und Rep40. Eine Punktmutation

Abb. 4.15: Modell der in der Immunfluoreszenz

verwendeten AAV-Plasmide. Das AAV-Wildtyp-
pTAV2-0 Plasmid pTAV2-0 (oben) enthielt das gesamte Genom

von AAV-2. Das davon abgeleitete Konstrukt pTAV-

Rep78 (mitte) war durch die Mutation M225G des
Rep52/40-Start-Codons und daplice-donor-site (nt

M225G nt C1907T

an. C1907T) nur noch zur Rep78-Expression in der Lage.
Zur Untersuchung der Punktmutanten wurden Plasmide
PTAV-Rep78 konstruiert, die zusatzlich den entsprechenden
Aminosaureausstausch trugen und damit ebenfalls nur

die jeweilige Rep-Mutante exprimierten (unten).

M225G nt C1907T E
K”ﬁfA\ K;OH PpTAV-Rep78 mut.
R107A R138A
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an der AAV-Nukleotidposition 1907 (C1907T) resultiein der Deletion desplice-donor-site
die bei der Bildung von Rep68/40 und der Cap-Pnetebendtigt wird (Abb. 4.15). Das
entstandene Plasmid pTAV-Rep78 war damit nur naschExpression von Rep78 in der Lage.
Die Klonierung der AAV-Konstrukte zur Expressionr d&ep78-Punktmutanten erfolgte parallel
zu pTAV-Rep78 unter Verwendung der entsprechendenierten Vorlauferplasmide. Die
Mutante Rep78K340H trug als einzige Ausnahme nitatM225G-Mutation und exprimierte
deshalb zusatzlich Rep52K340H. Die Einfihrung detddonen wurde durch den Nachweis der
veranderten Proteinexpression in der Zellkulturtkahert. Die zugehdrigeWestern-blat sind

in Abb. 4.19 im Kapitel 4.3.2 gezeigt und bescheieb

In der Immunfluoreszenzanalyse wurden pTAV2-0 undAW-Rep78 unter
Kotransfektion der vier HSV-Gene parallel untersu€he Auswahl der beurteilten Zellen ergab
sich dabei zwanglaufig aus deren Morphologie. Im dellkernen musste neben der Rep-
Expression auch die Komplexbildung der HSV-Proteinachweisbar sein. Zellen mit
detektierbarer, aber homogener ICP8-Expression evuricht in die Bewertung aufgenommen,
weil von dem Fehlen mindestens eines weiteren H®Ys(G also einer nicht vollstandigen
Kotransfektion ausgegangen werden musste.

In Abbildung 4.16 sind jeweils drei Beispiele funedintranukleare Rep-ICP8-
Kolokalisation dargestellt. Im Vergleich der beidentersuchten AAV-Plasmide ergaben sich
fast identische Ergebnisse. Das jeweils erste B@ifjr pTAV2-0 (A) bzw. pTAV-Rep78 (B)
zeigt Zellkerne mit einer schwachen Rep-Expressiomienen mehrere kleine, gut abgrenzbare

Rep-Foci nachweisbar waren, die mit einigen detreahen ICP8-Komplexe kolokalisierten.

A o-ICP8 o-Rep merge B o-ICcPs o-Rep merge

pTAV2-0 pTAV-Rep78

HSV UL5, UL8, UL 29 & UL52
HSV UL5, UL8, UL 29 & UL52

Abb. 4.16: Vergleich der Rep-ICP8-Kolokalisation bé pTAV2-0 (A) und pTAV-Rep78 (B) in der
Immunfluoreszenz. Die AAV-Plasmide wurden zusammen mit den vier HS¥lfergenen transfiziert und die
Proteinverteilung und Kolokalisation von Rep und 8CRnalysiert. Bei beiden Plasmiden waren im Zellkdie
charakteristischen, kleinen Rep-Foci nachweisbar,nit einzelnen ICP8-Komplexen kolokalisierten.der geringeren
Anzahl von Zellen war auch auch die Formierung goof3en Rep-ICP8-Komplexen und teilweise auch eitistiiadige
Umverteilung und Kolokalisation beider Proteinedatektieren.

74



Ergebnisse

Dieses Verteilungsmuster war in einem Grol3teil alealysierten Zellen vorherrschend. Wie in
den anderen Beispielen gezeigt ist, waren in mand¢hégclei auch gréRere Rep-Komplexe zu
erkennen, die in ihrer Form und Lokalisation derP8Xomplexen entsprachen. In diesen
Zellkernen waren neben den Rep-ICP8-Komplexen zwih duch noch die urspringlichen,
kleinen ICP8-Foci ohne Rep-Kolokalisation nachwaiskn einzelnen Zellen war eine komplette
intranukledre Umverteilung von Rep und ICP8 und distandige Kolokalisation der
untersuchten Proteine nachweisbar.

Die vergleichbaren Resultate der beiden KonstrpHtaV2-0 und pTAV-Rep78 lie3en
den Schluss zu, dass Rep78 fir eine KolokalisatinlCP8 ausreichend ist und weder die
kleinen Rep- noch die Cap-Proteine fir die Intacekin vivo bendtigt werden. Dartber hinaus
war durch die Reproduktion der Kolokalisation meinad Rep78-exprimierenden AAV-Konstrukt
die Grundlage fur die Untersuchung der Rep78-Puntdnten mit Hilfe der von pTAV-Rep78

abgeleiteten Plasmide geschaffen.

4.2.3 Einfluss der Punktmutationen in Rep78 auf di&olokalisation mit ICP8

Ausgehend von den Ergebnissen mit pTAV-Rep78 wurdém bereitsin vitro
charakterisierten Aminosaureaustauschmutanten, atfe Helikase-defiziente Mutante
Rep78K340H, die drei N-terminalen EinzelmutanterORY, K136A und R138A sowie die
beiden Doppelmutanten R107A/K136A und R107A/138Aiklte in vivo-Interaktion mit ICP8
untersucht (Abb. 4.17).

Die Immunfluoreszenzuntersuchung ergab bei Rep78K34eine vollstandige
Aufhebung der fur das Wildtyp-Protein beschriebef@araktion. Die Verteilung der Rep78-
Mutante war in sdmtlichen Zellkernen homogen. Dislildung der Uberwiegend kleinen ICP8-
Komplexe waren dagegen vollstandig erhalten. Eintokalisation zwischen beiden Proteinen
war nicht erkennbar.

Auch die N-terminalen Punktmutanten Rep78R107A, 6#88nd R138A zeigten in der
Immunfluoreszenz ein verandertes Verhalten. In oemisten Zellkernen war eine homogene
Verteilung der Mutanten und demnach Kkeine Intecsktimit den ICP8-Komplexen
nachzuweisen. Insbesondere waren in keiner derrZdilie kleinen, vereinzelten und gut
abgegrenzbaren Rep-Foci zu erkennen, die fur dip7®&&Vildtyp-Interaktion mit ICP8
charakteristisch waren. Allerdings konnte bei dreddutanten nicht von einer vollstdndigen
Aufhebung der Interaktion ausgegangen werden, dsvanigen Nuclei eine Kolokalisation

nachweisbar war. Diese war hauptsachlich in grof@amlecht abgrenzbaren Komplexen
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darstellbar. Am ehesten war bei der Mutante R13BAae das Wildtyp-Verhalten erinnerndes
Bild zu erkennen, wahrend die Mutante R107A diengsten Wildtyp-Eigenschaften zeigte. Da
sich bei den nachgewiesenen Kolokalisationen dwetie starke Rep-Expression und die
inhomogenen Komplexe ein vom bekannten Muster athweeides Bild ergab, war nicht

endgultig differenzieren, ob die Mutanten zu eiresiduale Interaktion in der Lage waren oder
ob es sich um ein Artefakt handelte.

Die Untersuchung der N-terminalen Doppelmutanteyalerein einheitlicheres Bild. Die
Verteilung der Rep78-Mutante R107A/K136A im Zellkewar vollstandig homogen und eine
Kolokalisation mit den ICP8-Foci nicht nachweisbauch bei der Mutante R107A/R138A war
eine weitgehend homogene Verteilung zu erkennendismdhteraktion mit ICP8 bis auf wenige
Ausnahmen aufgehoben. Nur noch in einzelnen Nualai eine schwache und schlecht
abgrenzbare Rep-ICP8-Kolokalisation erkennbaradizh in diesem Fall am ehesten als Artefakt

einzuschatzen war.
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Abb. 4.17: Untersuchung der Kolokalisaion der Rep7¢(-Punktmutanten mit ICP8 in der Immunfluoreszenz. Die
Untersuchung der Rep78-Aminosaureaustauschmutanterdewim Vergleich mit dem pTAV-Rep78wt-Konstrukt
durchgefihrt. Fur jede analysierte Rep-Mutante @neils zwei reprasentative Zellkerne dargestiilden meisten Nuclei
war die Verteilung von ICP8 in zahlreichen kleinéoci, zum Teil aber auch in groRen Komplexen zubbebten. Das
Kolokalisationsverhalten samtlicher Rep78-Punktmigiarwar im Vergleich mit dem Wildtyp-Protein veré@nd Eine
vollstandige Aufhebung der Interaktion war nur lEr Mutante K340H und der Doppelmutante R107A/K136A
nachweisbar. Bei den anderen Mutanten war in mangk#kernen eine residuale Komplexbildung mit ICRB8ezkennen.

In der Uberwiegenden Zahl der analysierten Zellanallerdings auch bei ihnen dievivo-Interaktion erloschen.
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4.2.4 Zusammenfassung der Kolokalisationsuntersucimg von Rep78 und ICP8

In der Immunfluoreszenzuntersuchung wurden die Bdpuhktmutanten untersucht, die
bereits invitro auf ihre Interaktion mit ICP8 getestet wurden. Datalte der Einfluss der
Mutationen auf die Rep-ICP8-Kolokalisation aufgekiderden. Das Experiment basierte auf der
Kotransfektion von mutierten AAV-Plasmiden mit derer minimal erforderlichen HSV-
Helfergenen. Mit der Untersuchung des KonstrukiB&\3Rep78 wurde zunéchst demonstriert,
dass Rep78-Wildtyp allein in der Lage war, mit ICf8kolokalisieren. Davon ausgehend konnte
gezeigt werden, dass alle Mutationen zu einer eEnden intranuklearen Verteilung und einem
veranderten Kolokalisationsverhalten der entspredée Rep78-Mutante fuhrten. Aus den
Mutationen K340H und R107A/K136A resultierte einellstdndige, bei der Doppelmutante
R107A/R138A eine fast vollstandige Aufhebung depR&ICP8-Komplexbildung. Bei den N-
terminalen Einzelmutanten R107A, K136A und R138A r wabenfalls eine deutlich
beeintrachtigtein vivo-Interaktion zu beobachten. Neben der groRen ZahFZellkernen mit
homogener Rep-Verteilung und aufgehobener Kolokidia waren aber insbesondere bei
R138A noch Nuclei mit erhaltener Kolokalisation hagweisen. Dabei zeigten die
entsprechenden Kolokalisationen allerdings eingediend atypisches Bild. Insbesondere waren
die charakteristischen, kleinen KolokalisationsiFocht nachweisbar.

Mit der Immunfluoreszenzanalyse konnte sowohl dawéndigkeit einer funktionellen
Helikase- als auch einer intakten DNA-Bindungsdoenéon Rep78 fur die Interaktion mit ICP8
in vivo demonstriert werden. Bei den N-terminalen Punkamign konnten damit die Ergebnisse
der in vitro-Untersuchung bestatigt werden. Die Resultate neit ceplikationsdefizienten
Mutante Rep78K340H, bei der die ICP8-Interaktiorvivo ebenfalls aufgehoben, die ssDNA-
abhangige Interaktion mit ICR8 vitro aber erhalten war, fihrten dagegen zu der Verngutun
dass die Rep78-ICP8-Interaktionvivo zusatzlich von der AAV-DNA-Replikation abhéangig. is

4.2.5 Einfihrung einzelstrangiger rAAV-DNA zur Komplementierung der DNA-

Replikationsdefizienz von Rep78K340H in der Immunflioreszenz

Bei der Mutante Rep78K340H wurden in den Untersagea in vitro und in vivo
abweichende Ergebnisse erzielt. Wahrend die ssDi&iagige Interaktiom vitro erhalten war,
war die Kolokalisatiorin vivo vollstandig aufgehoben. Da bei dieser MutanteDh&-Bindung
erhalten war, wurde vermutet, dass ihre Replikatiefizienz Ursache der erloschenervivo-

Interaktion war. Um die Annahme zu bestétigen, dassh die aufgehobene DNA-Replikation
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bei Rep78K340H keine ssDNA fur die Interaktion ldP8 mehr zur Verfugung gestellt werden
konnte, wurde ein zusatzliches Immunfluoreszenzex@at durchgefihrt, in dem versucht
wurde, die Replikationsdefizienz durch das Einfihren AAV-ssDNA zu komplementieren.

Zundchst wurde das Konzept verfolgt, das AAV-Komstr pTAV-Rep78K340H
gemeinsam mit einem Rep68-exprimierenden Plasmidramwsfizieren. Durch das Wildtyp-
Rep68 sollte die AAV-DNA repliziert und die zur Kialisation mit ICP8 notwendige sSDNA
zu Verfugung gestellt werden. Damit wére eine kitdon der replikationsdefizienten, aber
DNA-bindungskompetenten Mutante Rep78K340H mit I@R&lich gewesen. Die Eigenschaft
der Rep-Proteine zu multimerisieren hatte allerslinigizu gefuhrt, dass sich Komplexe aus
Wildtyp-Rep68 und der Rep78K340K bilden und die k&t der beiden Proteine bei der
Kolokalisation mit ICP8 nicht mehr zu differenziarggewesen ware. Daruber hinaus hatte
Rep78K340H aldrans-dominant negative Mutante die AAV-Replikation ibigrt (Chiorini et
al., 1994a; Kyostio et al., 1995; Kyostio und Owel896). Weil dadurch zusatzlich die fur die
Rep-ICP8-Interaktion notwendig DNA-Synthese in FEragestellt worden wére, wurde dieses
Konzept verlassen.

In einem Modellexperiment wurde stattdessen vértsuite fehlende AAV-ssDNA durch
eine rAAV-Infektion einzufihren. Dazu wurde Rep78K8i unter einem heterologen Promoter
mit den vier essentiellen HSV-Genen kotransfiziend die Zellen anschlieRend mit einem
rekombinantem AAV uberinfiziert. Durch eine hohe M@nultiplicity of infection von 16
Partikeln pro Zelle sollte eine ausreichende MeagessDNA in die Zelle eingebracht werden,
um eine Umverteilung von Rep78K340H und die Kol@alon mit ICP8 zu erreichen. In der
Auswertung der Immunfluoreszenzdaten zweier unagpgén Versuche ergaben sich allerdings
keine belastbaren Ergebnisse. Eine Begrindung amm du suchen, dass der erwartete Prozess
in diesem sehr unphysiologisch aufgebauten Expatimenerell nicht nachvollziehbar war. Eine
weitere mogliche Ursache war, dass trotz der sehem MOI nicht gentigend ssDNA-Molekiile
fur eine lichtmikroskopisch nachweisbare Kolokdima von Rep78 und ICP8 vorlagen,
insbesondere wenn man bedenkt, dass im Falle sttdechten Transduktionseffizienz von
1:100, also einem transduziertem rAAV-Genom proP@@tikel, nur noch 100 DNA-Molekile
den Zellkern erreichen.

78



Ergebnisse

4.3 Untersuchung der DNA-Replikationsfahigkeit deRep78-Punktmutanten

In den bisher vorgestellten Experimenten wurdekdefluss der Punktmutationen auf die
Rep78-ICP8-Interaktionn vitro und in vivo analysiert. Um eine bessere Beurteilung und
Diskussion derin vivo-Kolokalisationsuntersuchungen zu erlauben, wurdsatzlich die
Replikationsfahigkeit der Rep78-Mutanten untersutlat Rep78R107A, K136A und R138A in
Voruntersuchungen als DNA-bindungsdefizient, Enddease-negativ und integrationsdefizient
charakterisiert wurden, konnte bereits eine Be&ohiigung ihrer Replikationskompetenz
vermutet werden (Urabe et al., 1999). Da die N-teaten Einzelmutanten in dieser Arbeit aber
in vitro zum Teil noch mit ICP8 interagierten und auah vivo kein einheitliches
Interaktionsverhalten zeigten, sollte diese Untedmsang klaren ob bei den genannten
Punktmutanten und den Doppelmutanten R107A/K1364 BA07A/R138A eine Restaktivitat
bei der DNA-Replikation erhalten war. Rep78K340Hreei bereits als replikationsdefizient
beschrieben und daher als Kontrolle mitgefiihrt {@h@vsky und Carter, 1990; Kleinschmidt et
al., 1995).

Die Rep78-Mutanten wurden in zwei unabhangigen Ewxpmnten untersucht. Im ersten
Versuch wurden Plasmide, die nur die Rep78-Mutaetgmrimierten, mit einem rAAV-Plasmid
als Replikationsmatrize in kotransfiziert. Im zvegitAnsatz wurden die in der Immunfluoreszenz
verwendeten pTAV-Plasmide transfiziert. In beideilldn wurden die Zellen anschlieRend mit
Adenovirus uberinfiziert, da eine Infektion im V&gh zur Transfektion der Helfergene als
effizienter und dadurch ein besserer Nachweis veplikationsprodukten gewahrleistet war. Die
niedermolekulare Virus-DNA wurde aus den kultivegrtZellen nach dem Hirt-Protokoll isoliert
(Hirt, 1976) und die Replikationsprodukte und Riegtionsintermediate inSouthern-Blotmit

spezifischen DNA-Sonden nachgewiesen.

4.3.1 Untersuchung der Replikationsfahigkeit durch Kotransfektion mit rAAV-DNA

Bei der ersten Untersuchung wurde die Replikaténgkeit der Punktmutanten durch
die Kotransfektion des rekombinanten AAV-PlasmidfRpJF5 mit Rep78- bzw. den Rep78-
Mutanten und anschlie3ender Adenovirusinfektiorritigt. In diesem Experiment war eine von
der AAV-DNA-Replikation unabhangige Rep-Expressiomd damit eine bessere Beurteilung
der untersuchten Mutanten gewahrleistet. Das AAWs{ukt pTR-UF5, das das von den AAV-
ITRs flankierte EGFP-Gen und regulatorische DNA{&sgen enthielt, diente in diesem
Versuch als Replikationsmatrize (Klein et al., 19¥8p78 bzw. die Rep78-Mutanten wurden in
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trans unter PGK-(Phosphoglyceratkinase)-Promoterkomtradixprimiert. Die Uberinfektion
erfolgte mit Adenovirus Typ 2 mit einenultiplicity of infection(MOI) von 100 Viren pro Zelle.
Die extrahierte rAAV-DNA wurde imSouthern-Blotmit einer spezifischen3?P-dCTP-
markierten EGFP-Sonde detektiert.

In Abbildung 4.18 ist deBouthern-Blotdes beschriebenen Experiments (A) zusammen
mit demWestern-Blotzur Kontrolle der Rep-Expression (B) dargestdlaf der rechten Seite
(Spuren 6 bis 12) sind die Ergebnisse der Reptikatintersuchung von Rep78 und der Rep78-
Mutanten dargestellt. In Anwesenheit von WildtyppRR8 und nach Adenovirus-Infektion waren
die verschiedenen Replikationsintermediate und tldimirAAV-Replikation nachweisbar (Spur
6). Auf der Hohe von 3,4 Kilobasenpaaren (kbp) diarmonomer-duplex, also doppelstrangige,
ein rAAV-Genom umfassende Replikationsform (RF1)ezkennen. Bei ca. 6,8 kbp konnte die
dimer-duplex, also zwei Genome enthaltende RepbRatorm (RF2) detektiert werden.
AulRerdem waren mehrere hohermolekulare Replikatiersnediate erkennbar. Einzelstrangige
rAAV-DNA war, vermutlich aufgrund der geringen Irtationszeit in der Zellkultur, nicht

nachzuweisen. Mit dem Nachweis der rAAV-Replikatiodurch Wildtyp-Rep78 als
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e I T T Y Y Abb. 4.18: Untersuchung der Replikations-
- - - rAAV-GFP ———— fahigkeit der Rep78-Punktmutanten unter
kb - —Ad2-— - Ad-2 ] heterologer Promotorkontrolle. (A) Um bei der
Untersuchung der Rep78-Punktmutanten eine
von der Proteinexpression unabhangige AAV-
10.0 — Replikation zu gewahrleisten wurden die
8.0 — Mutanten unter Kontrolle des heterologen PGK-
6.0— . =—RF2 Promoters exprimiert. Sie wurden mit dem
' rekombinanten AAV-Kontrukt pTR-UF5 (rAAV-
GFP) als Replikationsmatrize in HelLa-Zellen
40— ' kotransfiziert nach 24h mit Adenovirus (Ad-2)
- ~—RF1 Uberinfiziert. Nach Hirt-Extraktion wurde die
30— replizierte rAAV-DNA mit einer spezifischen
pTR-UF5-(GFP)-Sonde im Southern-Blot
20 detektiert. Auf der linken Seite (Spuren 1-5)

wurden die Kontrollen aufgetragen. Eine
Replikation war nicht nachweisbar. Rechts
1.5— wurden die Mutanten im Vergleich zu Rep78
dargestellt. Nur beim Wildtyp-Protein (Spur 6)
waren die charakteristischen Replikationshanden
(RF1/RF2 = Replikationsform 1 bzw. 2)
]DP"'-Se”Sitive nachweisbar. ~ Samtliche Mutanten  waren

v Input-Banden o hjikationsdefizient. Am unteren Bildrand wurde
123 45 6 7 8 91011 12 die Dpnl-verdaute eingesetzte Plasmid-DNA
B Kontrollen « P2GFP detektiert. (B) Die gleichméaRige Rep-Expression
wurde im Western-Blot kontrolliert. Wegen des
ke _ Fehlens der M225G-Mutation bei Rep78K340H
75— - = &S estpldew ~— Rep7s (Spur 7) war bei dieser Mutante zusatzlich
50 — - : ~<— Rep52 Rep52K340H nachweisbar.
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Positivkontrolle war die Untersuchung der Rep78-Amién gewdahrleistet. Rep78K340H wurde
bereits in mehreren Veroffentlichungen als repikatdefizient beschrieben (Chejanovsky und
Carter, 1990; Kleinschmidt et al., 1995). Erwarsggmal wurden bei dieser Mutante keine
DNA-Replikationsbanden nachgewiesen (A, Spur 7 Spuren 8 bis 12 zeigen die Ergebnisse
der Replikationsexperimente der N-terminalen Aménweaustauschmutanten von Rep78. Weder
bei den drei Einzelmutanten R107A, K136A bzw. R138%3 bis 10) noch bei den
Doppelmutanten R107A/K136A und R107A/R138A (11 &) kbnnten spezifische rAAV-
Replikationsbanden detektiert und damit bei keinger Mutanten DNA-Replikation
nachgewiesen werden. Auch nach langerer Exposities Southern-Blotszum Nachweis
geringerer Mengen DNA waren keine Banden zu erkenAdle getesteten Mutanten waren
demnach vollstandig replikationsdefizient. Diesessiitat widersprach der Vermutung, dass
neben der teilweise erhaltenen Rep78-ICP8-Interakti vitro, insbesondere bei den Mutanten
K136A und R138A, auch eine Restaktivitat bei derASRleplikation vorhanden sein kdnnte.

In den Kontrollen (Spuren 1 bis 5) war erwartungsgB keine rAAV-Replikation
nachweisbar. Dadurch dass in den Ansatzen, in dexiae rAAV-DNA transfiziert wurde (1 bis
3) auch keindnputBanden nachweisbar waren, wurde die SpezifitdtSterthern-BlotSonde
bestétigt. In allen anderen Spuren (4 bis 12) wuli@éeDpnl-verdautdnputDNA am unteren
Bildrand des pTR-UF5-Plasmids detektiert. Miestern-Blot(B) wurde die gleichmafiige
Expression von Rep78 und der Rep78-Mutanten sieleelit. Die Proteinextrakte wurden
parallel zu den Ansatzen des Replikationsexperieseriearbeitet. In Spur 7 war neben
Rep78K340H eine weitere Proteinbande nachweistsmhafdelte sich um Rep52, da in diesem
Plasmid das Start-Codon der kleinen Rep-Proteiciat mwieletiert war. Das Protein, das ebenfalls

die Mutation K340H trug, hatte aber keinen Einflas$ das Ergebnis des Experiments.

4.3.2 Untersuchung der Replikationsfahigkeit der poktmutierten AAV-Konstrukte

In der zweiten Replikationsuntersuchung wurden A®V-Plasmide analysiert, die
bereits in der Immunfluoreszenzuntersuchung vereemdirden. Im Gegensatz zur vorherigen
Analyse handelte es sich bei diesem Experiment une einfache Transfektion mit
nachfolgender Adenovirusinfektion. Der experimdetéblauf folgte der zuvor beschriebenen
Untersuchung. Die radioaktiv markierte Sonde wusdesynthetisiert, dass sie spezifisch das
Cap-Gen der AAV-DNA detektierte.

Im Southern Blot(Abb. 4.19 A) war nur bei den Plasmiden pTAV2-(p§& 4) und
pTAV-Rep78 (Spur 5) AAV-DNA-Replikation nachweisba@Bei beiden Konstrukten waren
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jeweils zwei deutliche Banden zu erkennen. Die ren®ande reprasentierte die monomere,
doppelstrangige Replikationsform (RF1) von AAV. DiwlekiilgrofRe entsprach den erwarteten
4,7 Kilobasenpaaren (kbp). Die zweite Bande bei @@ stellte die dimer-duplex
Replikationsform (RF2) dar. Hohermolekulare Banded einzelstrangige Replikationsprodukte
waren nicht nachweisbar. Im Vergleich der beides&re von pTAV2-0 und pTAV-Rep78 liel3
sich feststellen, dass das ausschliel3lich Rep7@negpende Konstrukt die gleiche Aktivitat bei
der AAV-DNA Replikation besal? wie das Wildtyp-Pladmbei dem séamtliche AAV-Proteine
exprimiert wurden. Das Rep78-Konstrukt eignete sadmit auch als Grundlage fir die
Untersuchung der Punktmutanten und als Positivktatr bei der Kontrolle ihrer
Replikationsfahigkeit.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit pTAV2-0 bzwm d&Vildtyp-Rep78

exprimierenden Konstrukt war in keiner der untentes Rep78-Einfach- und Doppelmutanten
eine AAV-Replikation nachweisbar (Spuren 6-11). BEAV-Rep78 K340H (Spur 6) war dieses

Resultat von vornherein zu erwarten (Chejanovsky Qarter, 1990; Kleinschmidt et al., 1995).
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Bei den N-terminalen Mutanten wurden mit diesemuRatdie vorherigen Ergebnisse bestatigt.
Eine vermutete Restaktivitdt einiger Mutanten ber dReplikation, zurlckzufuhren auf die
teilweise erhaltenm vitro-Interaktion mit ICP8, war auch hier nicht zu erken.

Auch bei dieser Untersuchung war in keiner der Nekantrollen AAV-Replikation
nachweisbar. Bei den in allen Spuren 3 bis 11 diet¢één Banden handelte es sich um die Dpnl-
verdaute DNA der eingesetzten Plasmide. Zusatwi@ten in einigen Spuren auch noch geringe
Mengen nicht verdaut@put-DNA auf Hohe von ca. 7,7 kbp nachweisbar.

Die zu diesem Experiment gehdrendafestern-Blotssind in Abbildung 4.17 B und C
abgebildet. Die Proteinextrakte wurden mit anti-R€B) und anti-Cap-Antikdrpern (C)
untersucht. Dabei war die Sicherstellung einerlegsgbaren Rep78-Expression WWestern-Blot
in diesem Experiment von besonderer Bedeutung.rUdigeVoraussetzung, dass die Menge des
exprimierten Rep78 bzw. der Rep78-Mutanten vonAlezahl der vorhandenen Genomkopien
abhangig war, musste bei replikationsbeeintraamigider replikationsdefizienten Mutanten von
einer geringeren Menge AAV-DNA und konsekutiv vomeg reduzierten Proteinexpression
ausgegangen werden. Die resultierende negativeliBemg des gesamten Replikationssystem
hatte eine Beurteilung der Rep-abhangigen DNA-Rapbn bei den Mutanten nicht zugelassen.
Im Gegensatz zur angestellten Vermutung liel3 swichamnti-RepWestern-Blot(B) jedoch eine
vergleichbare Expression der Rep78-Mutanten umaneier (Spuren 6-11) und im Vergleich
zum Wildtyp-Rep78 der Konstrukte pTAV2-0 bzw. pTAREpP78 nachweisen. Dass trotz einer
einschrénkten Replikation eine starke Proteinesmwaserreicht wurde, war durch die hohe
Plasmid-Kopienzahl, die nach der Transfektion in delle vorlag zu erklaren. Durch die im
Wesern-Blot demonstrierte vergleichbare Expression von Rep78 samtlichen Rep78-
Mutanten war damit die Beurteilung und Vergleicldedtr des zugehorigen
Replikationsexperimentes gewahrleistet.

Anhand des veranderten Rep- und Cap-Expressionsraust Vergleich zum Wildtyp-
AAV-Plasmid wurden aufRerdem die in die pTAV-Kongtaieingefihrten Mutationen bestatigt
(siehe Kapitel 4.2.2). Beim AAV-Wildtyp-Plasmid vear Rep78 und Rep52 deutlich zu erkennen
und zusatzlich Rep68 als schwache Bande nachzuw@sseSpur 4). Rep40 war von einer in
allen Ansatzen vorhandenen Hintergrundbande niehitlidh abzugrenzen. AufRer den Rep-
Proteinen waren auch alle drei Cap-Spezies, VP2, VP3 nachweisbar, von denen VP3 am
starksten exprimiert wurde (C, Spur 4). Nach dem$fektion von pTAV-Rep78 lie3en sich im
anti-RepWestern-Blotzwei Banden nachweisen (B, Spur 5). Rep78 wuralk sixprimiert, im
Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt waren aber wederpB® noch Rep52 zu erkennen. Das

Expressionsmuster stimmte mit den Erwartungen areitigefiihrten Mutationen tberein. Rep68
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wurde wegen der deletiertesplice donor sitenicht gebildet. Die Mutation M225G, die das
Startcodon der kleine Rep-Proteine deletiert, &itmam Fehlen von Rep52. Diese Mutationen
schlossen auch die Bildung von Rep40 aus. BeirdeBlot zusétzlich vorhandenen Bande, die
etwa auf der Hohe von Rep40 zu sehen war, handsltch daher vermutlich um das Protein
eines artifiziellen Transkriptionsprodukte oder wme unspezifische Bande. Im anti-Cap-
Western-Blotwar bei pTAV-Rep78 eine Bande auf Héhe von VP&tkennen (C, Spur 5). Da
die Bildung von Cap-Proteinen durch die Mutation dplice-donor siteausgeschlossen war,
handelte es sich bei der Darstellung dieser Bame@afalls um ein artifizielles Ereignis. Die
Mutation dersplice-donor sitewurde bei diesem Konstrukt durch das Fehlen vop6Reund
durch das Fehlen der Cap-Proteine in den aus di€sasmid abgeleiteten Mutanten (C, Spuren
6-11) bestatigt. Bei der Mutante Rep78K340H war amti-RepWestern-BlotRep52K340H
nachweisbar, da dieses Plasmid nicht den CodonmastaM225G enthielt (B, Spur 6). Bei allen
anderen pTAV-Konstrukten bewies das Fehlen speb#éis Rep- oder Cap-Banden mit

Ausnahme der Rep78-Bande die eingeflhrten Mutatione

4.3.3 Zusammenfassung der Replikationsuntersuchungealer Rep78-Punktmutanten

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Replikastéthigkeit der Rep78-Punktmutanten
in zwei unabhéngigen Systemen untersucht. Bei eiBaperiment handelte es sich um die
Kotransfektion eines rAAV-Plasmids mit einem RemeEessionskonstrukt, beim anderen
Versuch um die Transfektion von AAV-Konstrukten,edRep78 und dessen Mutanten
exprimierten. Die Replikation der einzelnen Mutanteach Adenovirusinfektion wurde im
Southern-Blotanalysiert. Die Verwendung von AAV-verwandten Kionkten entsprach dabei
der cis-regulierten Wildtyp-Replikation. Das ausschlieBlRep78 exprimierende AAV-Plasmid
pTAV-Rep78 war replikationskompetent und zeigte dleiche Aktivitdt wie das Wildtyp-
Konstrukt pTAV2-0. Damit war eine auf diesem Plaginasierende Untersuchung der Mutanten
maoglich. Die Verwendung einer rekombinanten AAV-N&¢ und eines heterologen Promoters
zur Rep-Expression liel3 dagegen die unabhéngigedleng der AAV-Replikation zu. Dieses
Experiment schloss eine negative Regulierung desh sgegenseitig beeinflussenden
Proteinexpression und Replikation aus.

Im Ergebnis wurde bei beiden Untersuchungen gezdmgs Rep78 allein zur AAV-
DNA-Replikation in der Lage war. Die N-terminalenngelmutanten R107A, K136A und
R138A und die Doppelmutanten R107A/K136A und R1¥38A konnten dagegen samtlich
als replikationsdefizient charakterisiert werden.
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5 Diskussion

Die Interaktion zwischen dem multifunktionellen Nistrukturprotein Rep78 des adeno-
assoziierten Virus und dem Einzelstrang-DNA-bindandProtein ICP8 des Herpes Simplex
Virus initiiert die HSV-vermittelte AAV-Replikation Die Analyse der zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen dient dem Verstandnis dsofderen Ablaufe bei der Helfervirus-
abhangigen Vermehrung einzelstrangiger DNA-Virerie Anwendung von AAV-basierten
Vektoren in der Gentherapie, die sichere und effitgé Produktionssysteme erfordert, misst der
genauen Kenntnis der AAV-Replikationsprozesse pusétzliche Bedeutung bei.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Doméane von Feegharakterisiert, die fur die
AAV-ssDNA-abhangige Interaktion mit ICP8 und darfitr Initiation der HSV-abhangigen

Replikation von AAV verantwortlich ist. Folgendedebnisse konnten gewonnen werden:

1) Die ssDNA-abhangige Interaktion mit ICP8 wird Ulige DNA-Bindungsdoméne von
Rep78 vermittelt. Die Mutation einzelner konseri@éerAminosauren im Rep78-N-
Terminus flhrten vitro zum Verlust der ssDNA-stimulierten Interaktion n@P8. Der
C-Terminus und die Helikase-Doméane von Rep78 hadehin vitro-Interaktion

dagegen keinen Einfluss.

2) Die DNA-Bindungsdomaéne ist auch fur die Interaktioon Rep78 und ICP& vivo
essentiell. Die N-terminalen Punktmutationen restén in der Aufhebung der
intranukledren Kolokalisation beider Proteine. Zudst die Rep78-Helikase-Aktivitat

fur diein vivo-Interaktion mit ICP8 von Bedeutung.

3) Die N-terminalen Rep78-Punktmutanten sind DNA-igtibnsdefizient. Unter
Verwendung von heterologen und AAV-basierten ReprEssionkonstrukten wurde die
Aufhebung der AAV-DNA-Replikation im Vergleich zumWildtyp-Protein

nachgewiesen.
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5.1 Interaktion von Rep78 und ICP8in vitro

5.1.1 Direkte Rep78-ICP8-Interaktion

In denin vitro-Untersuchungen zur Interaktion von AAV-Rep78 mBWICP8 lag das
Hauptaugenmerk auf deren Beeinflussung bzw. Stionla durch AAV-ssDNA. In
Ubereinstimmung mit Voruntersuchungen konnte jedestgestellt werden, dass beide Proteine
bereits unabhangig von der DNA interagieren (Heitlor et al., 2003; Stracker et al., 2004). Die
direkte Bindung von Rep78 mit ICP8 durfte auch dei zellularen Interaktion beider Proteine
eine zentrale Rolle spielen und ist damit als glegeehder Prozess bei der HSV-vermittelten
AAV-Replikation zu betrachten. Aus deim vitro-Ergebnissen konnten, trotz schwieriger
Beurteilbarkeit wegen der nur schwachen Interaktlmgider Proteine, Hinweise auf die
verantwortlichen Doméanen von Rep78 und ICP8 abige¢leierden. Der Rep-N-Terminus ist fur
die direkte Interaktion von Rep78 mit ICP8 nétigihwend der C-Terminus und die Helikase-
Doméane von Rep wohl nicht essentiell sind. Die Mriealen Einzelmutationen beeinflussten
die Rep-ICP8-Interaktion nicht, allerdings war eitgchte Verringerung der spezifischen
Bindung der Rep78-Doppelmutanten an ICP8 beobacHian ahnliche Interaktion wie mit
Rep78 besteht zwischen ICP8 und dem Hfigin-bindenden Protein UL9. Auch bei diesem
Protein Uberschneiden sich die DNA-Bindungsdoméame die Domane fur die Interaktion mit
ICP8, liegen im Gegensatz zu Rep78 aber im C-Tersndes Proteins (Weir et al., 1989; Deb
und Deb, 1991). Obwohl fiir Rep78 und UL9 keine 8trtiibereinstimmungen beschrieben sind,
stutzt diese Erkenntnis die Vermutung einer N-teahpelegenen Rep-Interaktionsdomane mit
ICP8.

Die Experimente mit der Deletionsmutante IGR8 bei der die Interaktion mit Rep78 im
Vergleich zum Wildtyp-ICP8 erhalten bzw. gesteigedr, schlieRen eine Beteiligung der C-
terminalen 73 Aminosauren, vermutlich aber des mésa C-Terminus von ICP8 an der
Interaktion mit Rep78 aus. Dagegen beinhaltet d@eNninus von ICP8 eine Doméne, uber die
heterologe Proteininteraktionen, wie z.B. mit Rgpv@mittelt werden kénnten (Mapelli et al.,
2005). Auch hier bietet sich ein Vergleich mit déi8V-ori-binding-Protein UL9 an. Dessen
Bindungsstelle wird innerhalb des N-Terminus vonP8 in der N&ahe der DNA-
Bindungsdoméane vermutet (Manolaridis et al., 20@9lerdings lasst sich die Frage nach der
ICP8-Doméne fir die Interaktion mit Rep78, auch a@fund der unvollstandigen
Charakterisierung der funktionellen Bereiche voR8Zur Zeit nicht endgultig klaren.

Uber die Ergebnisse zur basalen Interaktion vomp7Reund ICP8 hinaus konnte
festgestellt werden, dass AAV-dsDNA keinen Einfliasf die direkte Bindung der beiden
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Proteine hat. Die Interaktionswerte von Rep78 u@P8 in Anwesenheit von dsDNA
entsprachen denen bei Bindung ohne DNA. In der #rdeten AAV-dsDNA lagen dieverted
terminal repeatgITRs) nicht in ihrethairpin-Konfiguration vor. Die spezifische Rep78-Bindung
an dierep binding site{RBS), die durch die Entfaltung der ITRs sogarpipvorlagen, war
aber moglich (Abb. 5.1 A/Mitte). Somit ist anzunedim dass unter diesen Voraussetzungen ein
Teil des eingesetzten Rep78 an die dsDNA bindetd$DaNA aber zu keiner Erhéhung der Rep-
Interaktion mit ICP8 fuhrt, ist davon auszugeheasssddie dsDNA nicht oder kaum durch ICP8
gebunden wird. Fir das HSV-Protein ist zwar ein®NK-Bindungsfahigkeit beschrieben
worden, diese ist aber wesentlich schwacher alssiENA-Bindung (Lee und Knipe, 1985).
Eine Interaktion von ICP8 mit der dsDNA durfte alsofern vorhanden, nicht ausreichen, um
das ITR-gebundene Rep78 pull-down assayndirekt zu prazipitieren. Die in Anwesenheit von
AAV-dsDNA gemessene Rep-ICP8-Interaktion beruht w@oh auch hier auf der direkten

Bindung von freiem, also nicht DNA-gebundenem Rep78

5.1.2 Steigerung der Rep78-ICP8-Interaktion durch sDNA als indirekte, ssDNA-

vermittelte Interaktion

Im Vergleich zur direkten Bindung wurde in Anweseithvon AAV-ssDNA eine
zehnfach stérkere Interaktion von Rep78 und ICP@egsen. Als verantwortliche Domane
konnte in dieser Arbeit die DNA-Bindungsdoméane \Rep78 charakterisiert werden. Dadurch
ist eine weiterfiuhrende Diskussion der ssDNA-ablgerg Rep78-ICP8-Interaktion und die
Darstellung von Interaktionsmodellen mdglich. DieAVASsDNA, mit der die gesteigerte
Interaktion zwischen Rep78 und ICP8 nachgewiesemaylbestand aus einer einzelstrangigen
DNA-Sequenz, die von den AAV-ITRs irhairpin-Konfiguration flankiert war. Die
doppelstrangigen ITRs enthielten somit auchrdje binding sitesdie wie bei der dsDNA eine
Rep78-Bindung ermdglichten. Da es sich bei derg8teng der Interaktion von Rep78 und ICP8
aber um einen ssDNA-vermittelten Prozess handeld dar ICP8 ist eine starke,
sequenzunabhangige, kooperative ssDNA-Bindung ltkat) liegt als Ursache die Interaktion
von ICP8 mit der ssDNA nahe. Zudem wurden in detetduchung die Proteinkomplexe tber
das (GST)-ICP8 prazipitiert, was ebenfalls die Bigieng von ICP8 belegt. Dass dsDNA im
Gegensatz zu ssDNA kein adaquates Substrat fur IEIR8-Bindung darstellt, erklart dabei,
warum nur in Anwesenheit von ssDNA eine erhohterlition gemessen wurde. Durch die
kooperative Bindung deckt ICP8 den ssDNA-Strangr sgibht ab und héalt ihn in einer
ausgesteckten KonfiguratioR@yechan, 1983; Lee und Knipe, 198®n in vitro-Experiment
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wurde ICP8 mit der DNA vorinkubiert. Es ist alsovrda auszugehen, dass das HSV-Protein die
ssDNA vor Zugabe von Rep78 vollstandig abgesétiagte und als Rep78-Bindungsstellen nur
die RBS in den endstandigen ITRs blieben (Abb. Bkechts). Das fuhrt zu der
Schlussfolgerung, dass das ITR-gebundene Rep78d@meiCP8-ssDNA-Komplex prazipitiert
wurde. Die Stimulation der Rep78-ICP8-Interaktiamah die AAV-ssDNA ist demnach auf eine
indirekte, DNA-vermittelte Bindung zurtckzufihredusétzlich ist vom Bestehen der direkten
Rep78-ICP8-Interaktion auszugehen. Da diese bd&aldung aber ohne DNA sehr schwach
war, durfte sie in Anwesenheit von ssDNA ebenfalis einen geringen Anteil der gemessenen
Interaktion ausmachen.

Das oben dargestellte Modell geht von einer ausgdiidhen Rep78-Bindung an diep
binding sitesin den endstandigen ITRs der AAV-ssDNA aus. FipFewurde aber neben der
spezifischen dsDNA-Bindung auch eine, im Vergleider Dissoziationskonstanten nur
geringfugig schwachere, nicht sequenzspezifisctexdhtion mit sSDNA nachgewiesen (Im und
Muzyczka, 1992; Yoon-Robarts et al.,, 2004; Casperale 2005). Es besteht daher die
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Abb. 5.1: Modelle der Rep7-ICP8-Interaktion in vitro. Imin vitro-Experiment wurde die Interaktion von Rep78 (rotjl un
ICP8 (griin) untersucht. (A) Ohne DNA besteht nueeajeringe direkte Interaktion zwischen den Proteife Anwesenheit
von AAV-dsDNA bindet Rep78 an die enthaltemmep binding sitesDie schwache direkte Interaktion mit ICP8 ist édra
Die Stimulation der Interaktion durch AAV-ssDNA bt auf einer indirekten, DNA-vermittelten Interiakt, bei der ICP8
an den ssDNA-Teil und Rep78 an die AAV-ITRs bindBf) YWenn die ssDNA nicht vollstéandig durch ICP8 akmsd ist,
kann die indirekte Interaktion iber eine zusatdi&ep78-ssDNA-Bindung erfolgen. Die modellhafte Amomg von Rep78
und ICP8 auf der ssDNA nebeneinander ist aber @m@ahrscheinlich. (D) Eine Rep-ssDNA-Bindung kannNimdell der
indirekten Interaktion auch die geringere Stimwlatider Interaktion durch ITR-deletierte AAV-ssDNAKkEiren. Die
Differenz zur Interaktion mit vollstandiger AAV-DNAeruht dabei auf der fehlenden Rep78-ITR-Bindung. ke
aufgehobene kooperative DNA-Bindung der Deletionamigt ICPAC kdnnte ebenfalls eine Rep78-ssDNA-Bindung
erlauben, wodurch die gesteigerte Interaktion dibsgante mit Rep78 im Vergleich zum Volllange-IC&&larbar ware. (C
& E) Die ssDNA-Bindung ruft eine Konformationséandeguvon ICP8 hervor. Dadurch kénnte die direkte ReRirglung
gesteigert und die Stimulation der Interaktion &mkiwerden. Auch hierbei wiirde das Fehlen der ITRs geringere
Interaktion begriinden, da Uber die Rep78-ITR-Bindeing teilweise indirekte Interaktion erhalten béeb
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Mdoglichkeit, dass Rep78 nicht nur an die ITRs, ssndauch an die dazwischen liegende ssDNA
bindet. Auch so konnte die indirekte Interaktionmugtelt werden. Das setzt allerdings voraus,
dass die ssDNA fur Rep78 zugénglich, also nichistémdig von ICP8 abgedeckt ist (Abb. 5.1
B). Dass Rep78 bereits gebundenes ICP8 von der D&iArangt, ist wegen der starken,
kooperativen DNA-Bindung von ICP8 nicht wahrschieiml Zwei Untersuchungen stitzen diese
These: zum einen wurde gezeigt, dass ein DNA-Satbstias nicht von ITRs flankiert, also
vollkommen einzelstrangig war, auch zu einer ggstéeén Interaktion von ICP8 und Rep78
fuhrte (5.1 D). Sie erreichte mit einer Steigerwag ca. funf Prozent gegeniber der basalen
Interaktion allerdings nicht so hohe Werte wie @iR-flankierte DNA (Heilbronn et al., 2003).
Die Differenz ist hierbei durch die fehlende RepT®-Bindung zu erklaren. Das zweite
Argument fur eine Beteiligung der Rep78-ssDNA-Bindwberuht auf Ergebnissen dieser Arbeit
mit der C-terminal verkirzten Mutante ICK8, deren Interaktion mit Rep78 im Vergleich zum
Volllange-Protein deutlich gesteigert war. Fiur d&Terminus von ICP8 wurde gezeigt, dass er
fur die kooperative DNA-Bindung entscheidend istafMlli et al., 2000). In der Annahme, dass
die ICP8-Molekule wegen der fehlenden Kooperativitiéht so dicht auf der ssDNA binden,
waére diese auch fur Rep78 zugéanglich und dadurah eihdhte Bindung des AAV-Proteins und
die indirekte Interaktion mit ICP8 zu erklaren (%)L Bei ICPAC war bereits ohne DNA eine
leicht erhbhte Rep78-Bindung nachweisbar, dereadhes nicht geklart ist. Die direkte Bindung
lag aber deutlich unter der ssDNA-vermittelten dak&ion, so dass ihr Einfluss in Anwesenheit
von ssDNA unwahrscheinlich ist.

Beim Modell der ssDNA-vermittelten Interaktion zelen Rep78 und ICP8 stellt sich
zuséatzlich die Frage, ob ein Protein, in diesenh d&d zuerst gebundene ICP8, das andere uber
seine direkte Bindung an die DNA rekrutiert. Beléteine besitzen unabhangig voneinander
starke DNA-bindende Eigenschaften, die es ihnerbglichen, selbststandig an das Substrat zu
binden. Die an den 4500 einzelstrangigen Nuklentidmes AAV-DNA-Molekiils kooperativ
gebundenen ICP8-Molekile bieten allerdings einetlidbugréfere Interaktionsflache fur die
direkte Rep78-ICP8-Bindung als die lediglich 20 &gsaare umfassendeap binding sitein
den endsténdigen ITRs fur die Rep78-DNA-Bindungh®aist eine Rekrutierung von Rep78
durch ICP8 und damit die Unterstitzung der Rep7&Ehdung durch die ICP8-vermittelte
Anndherung von Rep78 an die AAV-DNA wahrscheinlidluséatzlich durfte ICP8 die Rep78-
DNA-Bindung unterstitzen, da die ssDNA durch diepgerative ICP8-Bindung nicht-helikal
entwunden wird und so die ITRs fir Rep78 besseénzgiich sind. Die Stimulation der Rep78-
Bindung an den isolierten ITR durch ICP8 wurde inee anderen Untersuchung bereits

nachgewiesen (Stracker et al., 2004).
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5.1.3 ssDNA-induzierte Konformationsanderung von I®8 als Ursache fur die erhbhte
ssDNA-abhangige Rep78-ICP8-Interaktion

Eine weitere mogliche Ursache fur die Stimulati@n thteraktion von Rep78 und ICP8
durch ssDNA gegenuber der Interaktion ohne DNA dddstin einer durch die ssDNA
hervorgerufenen Konformationsanderung von ICP8d@eBindung von Rep78 beeinflusst. Die
Konformationsanderung von ICP8 ist sowahbivo als auchn vitro beschrieben und dabei der
Einfluss von ssDNA auf die ICP8-Konformation demntoiest worden (Knipe und Spang, 1982;
Knipe et al., 1982; Mapelli et al., 2000; Dudaslet2001; Uprichard und Knipe, 2003). Dass die
Konformationsanderung zu einer Veranderung vonethisiteraktionen fihren kann, ist z.B. fur
die Interaktion von ICP8 mit HSV-UL9 gezeigt wordddabei ist allerdings keine Zunahme,
sondern eine Aufhebung der ICP8-UL9-Bindung durehZdigabe eines ssDNA-Oligonukleotids
beschrieben worden (Gustafsson et al., 1995). Dachen UL9 und Rep78 keine strukturellen
Ubereinstimmungen bekannt sind, besteht fir die 7Ré@P8-Interaktion also auch die
Moglichkeit, dass aus der ssDNA-abhangigen Konfoionaanderung von ICP8 eine
Stimulation der Interaktion resultiert.

Da auch bei diesem Modell von einer Rep78-ITR-Bimgllauszugehen ist, wirde
zusatzlich zum direkt ICP8-gebundenen Rep78 dasadd®ziierte Protein Uber eine ICP8-
ssDNA-Interaktion prazipitiert werden (Abb. 5.1 ©je Verbindung einer gesteigerten direkten
und einer indirekten Interaktion besteht ebenfalisnn man annimmt, dass Rep78 zusétzlich an
ssDNA bindet, die von ICP8 nicht abgedeckt wurdeie DAnnahme einer ICP8-
Konformationsédnderung erdffnet auch eine weitedd&@#aung fur die geringere Interaktion von
Rep78 und ICP8 in Anwesenheit von AAV-ssDNA ohneRd$T (Heilbronn et al., 2003).
Vorausgesetzt Rep78 wirde bei der vollstandigen AMNA sowohl an die ITRs als auch an das
konformationsveranderte ICP8 binden, stinde bei s&DNA ohne ITRs eine wichtige
Interaktionsflache fur Rep78 nicht zur Verfigungl(k). Die auf der Konformations&nderung
beruhende, erhohte direkte Bindung bliebe besteheinde aber nur einen Teil der
Gesamtinteraktion ausmachen. Die Differenz zurkstarinteraktion bei ITR-flankierter DNA
wére demnach durch die fehlende Rep78-ITR-Bindwggimdet.
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5.2 Rep78-1CP8-Kolokalisationin vivo in Abhangigkeit von der AAV-Replikation

In dieser Arbeit wurde die Interaktion von Rep#8IUCP8 auchn vivo untersuchtin
einem Koloklisationsexperiment wurden die Rep78Kaumtanten analysiert, die fur die
Untersuchung der ssDNA-abhangigén vitro-Interaktion von Rep78 und ICP8 verwendet
wurden. Voruntersuchungen, in denen bereits vezdelme Aspekte der Proteininteraktiorvivo
charakterisiert wurden, lassen vermuten, dass dlekaélisation von Rep78 und ICP8 von der
Replikation der AAV-DNA abhéangig ist (Heilbronn at, 2003; Slanina et al., 2006). Die hier
gewonnenen Resultate unterstiitzen diese AnnahneeRBp-ICP8-Interaktion wurde nach der
Koinfektion von AAV und HSVals in vivoKolokalisation in intranukledren Kompartimenten
nachgewiesen (Heilbronn et al., 2003). In derselbemlie wurde demonstriert, dass es zu einer
Abweichung von der zuvor gezeigten Rep-Proteinvartg kommt, wenn dasep-Gen nicht
durch eine AAV-Infektion, sondern alep/capKassette in einem rekombinanten Herpes
Simplex Virus eingebracht wird. Die Infektion miH®Vrep/cap fuhrte lediglich zu einer
homogenen Rep-Expression im Zellkern. Die zuvor chesbenen Rep-Foci und die
Kolokalisation von Rep78 mit den weiterhin bestetean ICP8-Kompartimenten konnte nicht
mehr nachgewiesen werden. Die Kolokalisation komaierdings durch die zusatzliche Infektion
eines rekombinanten AAV und dem damit verbundenenbrihgen von AAV-ssDNA
rekonstruiert werden. Daraus resultierte die Faiggr dass dién vivo-Interaktion von Rep und
ICP8 von der Anwesenheit der AAV-ssDNA abhangig Btes ist unter Betrachtung der
biochemischen Eigenschaften von ICP8 als ssDNAdryidds Protein und der gezeigten ssDNA-
stimulierten in vitro-Interaktion mit Rep78 schlissig. Allerdings sind zuletzt genannten
Versuch auch die Voraussetzungen fir eine AAV-DNéphkation gegeben. An der durch
Infektion eingebrachten rAAV-DNA durfte zwar einentéraktion von Rep78 und ICP8
stattfinden, es ist jedoch fraglich, ob die Menge anfangs eingebrachten DNA ausreichend ist,
um lichtmikroskopisch nachweisbare Kolokalisatiamsiplexe zu erreichen. Die bei einer AAV-
Replikation entstehenden einzelstrangigen Reptikatntermediate und Replikationsprodukte
bieten dagegen ausreichend Substrat, um eine sRadeininteraktion zwischen Rep78 und
ICP8 und deutlich nachweisbare Kolokalisation zwdjerleisten.

Auch aus einer weiteren Untersuchung lasst sichR#iplikationsabhéngkeit der Rep-
ICP8-Interaktionin vivo ableiten (Slanina et al., 2006). Hier wurde dieldkalisation der
Proteine durch die Kotransfektion der beteiligteésM4Gene UL5, UL8, UL29 und UL52 und des
AAV-Wildtyp-Plasmids pTAV2-0 rekonstruiert. Von pT2-0 ausgehend ist eine AAV-
Replikation und die Bildung infektioser Viruspaglkmdglich. Das Einbringen der AAV-DNA
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auf Plasmidebene bedeutet, dass diese zun&chselsiogpgig vorliegt. Wie in dieser Arbeit

bestatigt wurde, hat AAV-dsDNA aber keinen Einflasg die Interaktion von Rep78 und ICPS8.
Die replikationsabhangige Bildung von ssDNA als i@llage fiur die nach der Transfektion
gezeigte Kolokalisation liegt also auf der Hand.s@B&t wird diese Annahme von den
Ergebnissen eines zusatzlichen Experiments, in destelle des AAV-Wildtyp-Plasmids ein

AAV-Plasmid verwendet wurde, das keine ITRs enth@habei wurde zwar eine homogene Rep-
Expression, aber keine Kolokalisation mit den IGR&i demonstriert. Da die ITRs essentielle
cis-Elemente fiir die Replikation der AAV-DNA sind, kate, in Ubereinstimmung mit der hier

diskutierten Annahme, also auch keine replikatibhgagige Kolokalisation erreicht werden.

In dieser Arbeit wurde die Kolokalisationsfahigkder Rep78-Punktmutanten auf Basis
des Transfektionssystems untersucht. Wahrend meneildtyp-Rep78-exprimierenden AAV-
Plasmid die Interaktion mit ICP8 demonstriert werdeonnte, zeigten die Mutanten eine
Uberwiegend homogene Rep-Expression und eine Aufiielder Kolokalisation mit ICP8. In
einem zusatzlichen Experiment konnte festgesteditden, dass die Replikationsfahigkeit der
Punktmutanten vollstandig erloschen war. Die Ergedenmit den N-terminalen Rep78-Mutanten
(R107A, K136A, R138A, R107A/K136A und R107A/R138Agssen so ebenfalls auf die
Replikationsabhangigkeit der vivo-Interaktion schlieRen. Bei diesen DNA-bindungszefiten
Mutanten konnte aber nicht endgultig zwischen ideritro nachgewieseneAufhebung der
ssDNA-abhangigen Rep78-ICP8-Interaktion und der aley Mutation resultierenden
Replikationsdefizienz als Ursache fir die erlosehérteraktionin vivo unterschieden werden.
Auch bei der ebenfalls replikationsdefizienten Mi¢a Rep78K340H war dian vivo
Kolokalisation mit ICP8 erloschen und das AAV-Pmteomogen im Zellkern verteilt. Da diese
Mutante DNA-bindungskompetent ist und auch die s&B¥hé&ngige Interaktion mit ICP®
vitro bei Rep78K340H vollstandig erhalten war, muss teobachtete Effekt auf der
aufgehobenen DNA-Replikation beruhen.

Ein weiterer Hinweis auf den Zusammenhang zwisatienAAV-Replikation und der
Rep-ICP8-Interaktion ergibt sich aus der Beobadptuwtass sich die nuklearen Rep-ICP8-
Komplexe mit dem Fortschreiten der Infektion veffgin (Weitzman et al., 1996a, Wistuba et
al., 1997). Auch bei der alleinigen HSV-Infekticst eine VergroRerung der ICP8-Foci, die die
HSV-Replikationskomplexe reprasentieren, zu bedeachDabei ist der Ubergang in das
Stadium IV der HSV-Infektion und die Formierung dggentlichen Replikationskompartimente
aus den prareplikativen Komplexen von der HSV-P@alsameaktivitat abhangig und kann durch
deren Inhibition verhindert werden (Burkham et 2001). Fir die AAV-HSV-Koinfektion l&sst

92



Diskussion

sich daraus ableiten, dass die Ausbildung bzw. M&erung der Rep-ICP8-Komplexe ebenfalls
von der Polymeraseaktivitat und damit von der DNéphkation abhangig ist.

In der Zusammenfassung von Ergebnissen dieser tAupeli der aufgefiihrten Studien
lasst sich belegen, dass die Interaktion von Rep?@ ICP8in vivo von der AAV-DNA-
Replikation abhangig ist. Da dsDNA fir eine Stintida der Rep78-ICP8-Interaktiom vitro
nicht ausreicht, kann bei den Transfektionsversuané AAV-Plasmiden davon ausgegangen
werden, dass die zur Kolokalisation notwendige saDdlurch die AAV-Replikation zur
Verfugung gestellt wird. Nur bei der Rep-Expressiotrans durch rHSVfep/capund der durch
rAAV-Koinfektion zur Verfigung gestellten ssDNA igtine Interaktion der Proteine von
vornherein mdglich. Dabei dirfte aber die Menge al@angs im Zellkern vorhandenen ssDNA
fur den Nachweis der Kolokalisation nicht ausreichudem ist bei diesem Experiment von
einer rAAV-Replikation auszugehen, also nicht zWest einer bestehenden und einer
replikationsabhangigen Interaktion zu differenznerdetztendlich beweist die aufgehobene
Kolokalisation bei der Untersuchung der replikasidefizienten Rep78-Mutanten und bei der
Verwendung nicht replizierbarer, ITR-deletierter ¥®NA die Abhéngigkeit derin vivo
Interaktion von Rep78 und ICP8 von der AAV-DNA-Ri&ption.

5.3  Molekulare Interaktion von Rep78 und ICP8in vivo

Im vorangegangenen Kapitel wurde die Abhangigkeitmvivo-Interaktion von Rep und
ICP8 von der AAV-Replikation diskutiert. In dieseAbschnitt werden die intranukleéaren
Interaktionsmechanismen und molekularen Ablaufeaitlietter erortert. Die Interaktion von
Rep78 und ICP8 steht am Anfang der AAV-Replikatiomd ist die Voraussetzung fur die
Initiation und den Fortlauf der DNA-Synthese. Didh&ngigkeit der Interaktion vom DNA-
Substrat bzw. von der DNA-Konformation ist dabei wiichtiger Aspekt, der sich im gesamten
Verlauf der AAV-Replikation widerspiegelt. Eine wetie grundlegende Frage bei der HSV-
vermittelten Replikation ist, wie die AAV-DNA in diprareplikativen HSV-Komplexe rekrutiert
wird und welche Rolle die Rep-ICP8-Interaktion dadanimmt.

Die Formierung der AAV-Replikationskompartimenteehgy wie auch bei der HSV-
Infektion beschrieben, vermutlich nur von einzelden zahlreichen Préareplikationskomplexe aus
(Lukonis et al., 1997). Hinweise darauf liefern #ielokalisationsexperimente, in denen in den
frihen Stadien der AAV-Replikation im Nukleus klejndisseminierte Rep-ICP8-Komplexe
neben zahlreichen ICP8-Foci ohne assoziiertes Rempathweisbar sind. Abhéngig vom

Fortschritt der DNA-Synthese vergrol3ern sich diemigexe und verschmelzen schliel3lich zu
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den Replikationskompartimenten, die weite Teile delikerns einnehmen (Glauser et al., 2005).
Diese Entwicklung der Replikationskomplexe ist auchVerlauf der alleinigen HSV-Infektion
gezeigt worden (Quinlan et al., 1984; de Bruyn Kaps Knipe, 1988; Taylor et al., 2003b).
Dass sich die Replikationskompartimente nur auseéiren prareplikativen Foci entwickeln, wird
auch dadurch deutlich, dass die Replikation von H8M AAV in voneinander getrennten,
intranuklearen Kompartimenten stattfindet (Glaweteal., 2007). Die Rekrutierung der jeweiligen
viralen DNA in die verschiedenen HSV-Foci am Begilan Infektion muss demnach unabhangig
voneinander geschehen.

Die zellulare Rep-ICP8-Interaktion kann abhangignvdAV-Lebenszyklus oder im
Rahmen einer experimentellen Untersuchung von kiexdenen Konstellationen ausgehen. Bei
der Erorterung der Interaktion ist daher zu beaghte welchem Zeitpunkt und in welcher Form
die beteiligten Komponenten zur Verfigung steheei @r AAV-DNA muss man zwischen
einer nach der Infektion vorhandenen ssDNA und digypelstrangigen Konformation eines
integrierten Genoms in der Latenz bzw. funktionellgleichbarer Plasmid-DNA unterscheiden.
Bei Rep78 ist zu differenzieren, ob das Proteireit&im Zellkern vorhanden ist, beispielsweise
durch die Expression von einem integrierten Gender durch eine Expressiontiransin einem
artifiziellen Untersuchungssystem, oder ob es nauter Infektion bzw. Transfektion erst
exprimiert werden muss. Am einfachsten stellt giith Ausgangssituation bei ICP8 dar, da
bekannt ist, dass die ICP8-Expression und die Bdgdiler prareplikativen Komplexe bereits kurz
nach der HSV-Infektion erfolgt (Honess und Roizmat®173; de Bruyn Kops und Knipe, 1988;
Taylor und Knipe, 2003b). Aus diesen Aspekten lassieh verschienene Moglichkeiten und
Ablaufe bei der Interaktion zwischen Rep, ICP8 ded AAV-DNA ableiten, die sich vermutlich
im Verlauf der Replikation alle wiederfinden uneinander tbergehen.

Bei der AAV-Infektion wird das Virus-Genom im Ze#lkn freigesetzt. Hier liegt es
zunéachst als einzelstrangige, ITR-flankierte DNA.VRep78 ist noch nicht vorhanden, da das
Protein erst nach der Zweitstrangsynthese exprimierden kann. Diese kann, insbesondere in
postmitotischen Zellen, mehrere Stunden bis Tag®tien. Bei einer Koinfektion mit HSV
lauft sie durch die Anwesenheit der zuséatzlicheralen Faktoren und die Veranderung des
zellularen Milieus schneller ab. Da die ICP8-Expres und die Formierung der prareplikativen
Komplexe sehr frih stattfindet, ist davon auszugeltass nach einer AAV-HSV-Koinfektion
zunéachst nur ICP8 und die AAV-ssDNA im Zellkern vanden sind. Die Rep-ICP8-Interaktion
kann somit wegen des Fehlens von Rep78 noch niattfireden (Abb. 5.2/1). Eine Assoziation
der AAV-ssDNA an das ICP8 ist wegen dessen ubitgnt&orkommens im Zellkern und seiner

starken ssDNA-bindenden Eigenschaften dagegen ahman. Vermutlich unterstttzt ICP8 die
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AAV-Zweitstrangsynthese, indem es an die ssDNA &inghd sie in einer ausgestreckten und
damit fur Replikationsfaktoren zuganglicheren Konfation halt. Auf diese Weise stimuliert
ICP8 z.B. die HSV-eigene Polymeraseaktivitat (Ringe; 1983; Ruyechan und Weir, 1984).
Wahrscheinlich wird auch bereits die Zweitstrangsgae, wie die AAV-DNA-Replikation,
durch den Uuber ICP8 assoziierten Helikase-Primasegfex und die HSV-Polymerase
vermittelt. Eine weniger wahrscheinliche Ausgangsdion am Beginn der AAV-Infektion ist,
dass die ssDNA zunéchst nicht an das ICP8 asdoziidrdie AAV-Zweitstrangsynthese abseits
der HSV-Komplexe stattfindet. In beiden Fallen kytfadie Transkription und Translation der
AAV-Gene und damit die Rep-Expression aber ersthnaer Vervollstandigung des
Zweitstrangs. Da die DNA anschlieRend jedoch alpfd@tstrang vorliegt, ist, wie auch dis
vitro-Experiment dieser Arbeit zeigt, eine Interaktiam\Rep78 mit ICP8, die Uber die schwache
direkte Bindung hinaus geht, nicht mehr méglich. Fall einer vorherigen ICP8-ssDNA-
Bindung wird das HSV-Protein vermutlich bei der 880 Synthese dissoziiert. Obwohl nach der
AAV-Zweistrangsynthese Rep78 und ICP8 also im #slkvorliegen, kommt es ohne die
SSDNA nicht zur Interaktion (Abb. 5.2/11).

In Anbetracht der nun zur Verfliigung stehenden Kamepten Rep78, ICP8 und AAV-
dsDNA ist davon auszugehen, dass zunachst Repdi dhmRs bzw. an dieep binding siteder
AAV-dsDNA bindet. Die Rep-DNA-Interaktion ist aldask und hochspezifisch charakterisiert
(McCarty et al., 1994b; Chiorini et al., 1004b; @aset al., 2005). Daneben ist zusatzlich die
schwache direkte Rep-ICP8-Interaktion moglich, ellentuell auch mit dem DNA-gebundenen

Abb. 5.2: Madoglichkeiten der Rep78-ICP8-
Interaktion am Beginn der AAV-Replikation: (1)
Nach der Infektion liegt das AAV-Genom
einzelstrangig vor und kann durch ICP8 gebunden

werden. Eine Rep78-Expression und daher dessen
l l Interaktion mit ICP8 sind dagegen ausgeschlossen.
(I) Nach der Zweitstrangsynthese wird Rep78
exprimiert und kann und an die ITRs binden. Da

I
E

l l ICP8 nicht an die AAV-dsDNA bindet, ist eine
indirekte, DNA-vermittelte Interaktion nicht
fl_r= I ﬁ: @ moglich. ICP8 kann nur (ber seine schwache
! direkte Bindung mit dem DNA-gebundenen Rep78
l l interagieren (nicht dargestellt). (Ill) Nach der

Entwindung des ITR wird das AAV-Genom zur

= 1l a—g—r’—g_ linear-doppelstrangigen Replikationsform vervoll-

stéandigt. Eine ssDNA-vermittelte Interaktion der

l i Proteine kann auch hier nicht stattfinden. (V) &mnt
1@ R Zurlckfaltung der ITRs und der Entstehung einer
v 2 Replikationsgabel, die durch ICP8 stabilisiert wird,

== > wird die DNA-Replikation (re)-initiiert. Dadurch ist

l l eine  DNA-vermittelte  Rep78-ICP8-Interaktion
moglich. (V) Im Anschluss an den ersten

]E %[ LLLLLL) Replikationszyklus liegen ein AAV-ssDNA-Genom,
Rep78 und ICP8 vor. Damit ist die Situation der
2 - + v + ssDNA-vermittelten Interaktion gegeben, die in der

I H in vitro-Untersuchung nachvollzogen wurde.
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Rep78 erfolgt. Das AAV-Protein hexamerisiert an B&Sund entwindet durch seine Helikase-
Aktivitat die nahegelegengerminal resolution site(Abb. 5.3). Die ssDNA-Konformation im
Bereich dertrs ist die Voraussetzung fur das Einfuhren des Estwigbruchs durch die Rep-
Endonuklease. Ein Modell stellt die einzelstrandigeals loop in einer zusatzlich zu den ITR-
stemsaufgefalteterhairpin-Konfiguration dar (5.3/II - links) (Brister und Myczka, 1999 &
2000; Smith und Kotin, 2000). Im Anschluss an drel@uklease-Reaktion, nach der ein Rep-
Molekul kovalent an das 5’-Ende gebunden bleibtdwilie AAV-DNA durch die Rep-eigene 3'-
5’-Helikase-Aktivitat entwunden, der geschnittefi@&iStrang verdrangt und das AAV-Genom
zur monomer extendeldeplikationsform vervollstandigt (Snyder et al990; Smith und Kaotin,
1998 & 2000; Zhou et al.,, 1999). Da angenommen ,widdss die Entwindung und
Vervollstandigung des ITR parallel ablaufen, stiéinteine ssDNA-vermittelte Interaktion kein
Substrat zur Verfigung. Auch am resultierenden dtgp@ngigen ITR ist nur eine geringe
direkte Interaktion von ICP8 mit dem DNA-gebundefap78 moglich (5.3/111 & 5.2/111).

Neben dem genannten Modell besteht auch die Mdglithdass die Einzelstrang-
Konformation an detrs erreicht wird, indem in diesem Bereich durch diepRielikase eine
kleine Replikationsblase generiert wird (5.3/lleehts). Mit dieser Annahme ist vereinbar, dass
Rep nicht nur Substrate mit 3'-ssDNA-Uberhangendsom auch dsDNA, die einep binding
site enthalt, entwinden kann (Zhou et al., 1999). At¢imider Initiation der HSV-Replikation, bei
der ICP8 durch dasrigin-binding-Protein UL9 an das entwundeorgin rekrutiert wird, konnte
auch die ssDNA-Konformation einer AAV-Replikatioteste durch ICP8 stabilisiert werden

Abb. 5.3: Mdégliche Mechanismen der Rep7-Endonuklease-Reaktion am AAV-ITR. (I) Vor der Entwindung des
AAV-ITR hexamerisiert Rep78 an der enthalterrep binding site(RBS). (ll) Zur Endonuklease-Reaktion muss die
terminal resolution sitétrs) einzelstrangig vorliegen. Ein Modell besdbtelie Rep-Helikase-vermittelte Auffaltung eines
zusatzlicherhairpins durch die die ssDNA-Konformation erreicht wirdhKs). Eine weitere Moglichkeit besteht in der
Entwindung dettrs unter Entstehung einer ssDNA-Blase (rechts). Die-Relikase-Aktivitat und die Stabilisierung der
ssDNA-Konformation kénnten dabei durch ICP8 untéettwerden. (111) Mit der Vervollstdndigung desRTist wieder nur
eine Rep78-Bindung an die RBS mdglich. Zusétzlich ble#fith der Endonuklease-Reaktion ein Rep78-Molekiihlenmt

an das 5’-DNA-Ende gebunden.
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(Boehmer und Lehman, 1993b & 1997; Makhov et &03). Die direkte Interaktion von Rep78
mit ICP8 legt hier einen Ablauf nahe, bei dem Repi8UL-9-Funktion einnimmt. In diesem
Modell besteht somit die Moglichkeit einer ssDNAawidttelten Rep-ICP8-Interaktion nach der
Entwindung der AAVH's und vor Einfuhrung des Einzelstrangbruchs, beiRkgy78 Gber den N-
Terminus an dieRBSgebunden bleibt, wahrend ICP8 mit der entstandss&NA interagiert.
Die Assoziation des HSV-Proteins an die AAV-DNA aigt Uber die direkte Rep-ICP8-
Interaktion, seine DNA-bindende Aktivitat ist dastark genug, um eigenstandig an die ssSDNA
zu binden. Nach der Endonuklease-Reaktion durch7&egie durch ICP8 stimuliert wird
(Stracker et al., 2004) folgt die Entwindung deRIDabei konnte auch die Helikase-Aktivitat
von Rep, ahnlich wie die von UL9, von ICP8 unteitiverden (Boehmer et al., 1993; Makhov
et al., 1996b; Boehmer, 1998). Das Modell einer8GRbilisierten Replikationsblase konnte
zudem mit der Vervollstdndigung des ITR in Zusamhagry gebracht werden und schlief3t so
auch die Beteiligung der weiteren HSV-Helferfaktgrderen Rekrutierung tber ICP8 erfolgt, an
der AAV-DNA-Synthese ein. Im Anschluss ist durcmdioppelstrdngigen ITR auch hier keine
ssDNA-vermittelte Interaktion von Rep78 und ICP8&mmdglich (5.3/111).

Von dermonomer extendeeplikationsform (5.2/11) ausgehend, folgt dieifgation
der DNA-Synthese, bei der dasannealingder ITRs durch Rep78 vermittelt wird (5.2/1V)
(Ward und Berns, 1996; Muzyczka und Berns, 200@iylefn ist ein Einfluss der Rep-Helikase-
Aktivitat auf die vorherige Denaturierung der DNAden zu vermuten, da die wieder
doppelstrangigeep binding siteeine erneute Rep-Bindung ermdglicht. Nach der iR&fion
kann die an der Replikationsgabel entstandene ss®ider durch ICP8 besetzt werden. Uber
ICP8 werden die weiteren HSV-Replikationsproteinder Helikase-Primase-Komplex
(UL5/UL8/UL52) und die dimere Polymerase (UL30/UD42krutiert (Vaughan et al., 1985;
Bush et al., 1991). Mit dem Fortschreiten der DNyxtBese wird der komplementare Strang
verdrangt und dabei vermutlich ebenfalls durch IGie8etzt. Nach Abschluss der Elongation
liegen eine neuemonomer turnaround formund das freigesetzte, einzelstrangige AAV-
Tochtergenom vor. Mit dem Vorliegen von AAV-ssDNRep78 und ICP8 ist in diesem Stadium
der Replikation nun die Situation gegeben, dieimvitro-Experiment nachvollzogen wurde.
Wahrend ICP8 den einzelstrangigen Mittelteil der ADNbesetzt, bindet Rep78 an die
endstandigen, doppelstrangigen ITRs (5.2/V). Dies adem ersten Replikationszyklus
entstandenen Produkte dienen als Ausgangspunkiefiinveiteren Replikationsprozess. Bei der
AAV-DNA-Replikation entstehen auch héhermolekul&eplikationsformen, bei denen mehrere
doppelstrangige AAV-Genome verkniupft sind. Daraugekben sich wahrend der Replikation

viele verschiedene DNA-Konformationen und zahlreiciMdglichkeiten der Rep-ICP8-
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Interaktion an der DNA. Diese sind alle mit dendiegben Ausgangssituationen verwandt. Die
Rep-Molekiile konnen an mehrere ITR-Aquivalenterdbin Fir die Bindung von ICP8 wird die
erforderliche ssDNA entweder bei der Entwindung dé®s oder durch die Verdrangung des
Gegenstrangs bei der DNA-Synthese bereitgestellt.

In den Rep78-ICP8-Interaktionsmodellen, bei denee @AAV-Replikation von
doppelstrangiger DNA, also von einem integrierteAVAGenom (Abb. 5.4 B) oder einem
transfizierten Wildtyp-AAV-Plasmid (5.4 C) ausgehst anfangs ebenfalls keine ssDNA-
vermittelte Interaktion der Proteine moglich. Imdéasatz zur AAV-Infektion (5.4 A) kann
Rep78 zwar direkt exprimiert werden und an die ABYRs binden, die Interaktion mit ICP8 bei
einer HSV-Uberinfektion geht ohne ssDNA aber nidber die schwache, direkte Bindung
hinaus. Erst mit der Entstehung einzelstrangigeABddnformationen beim Entwinden der ITRs
und bei der Einleitung der DNA-Replikation ist ds@DNA-vermittelte Interaktion zwischen
beiden Proteinen moglich (Vgl. Abb. 5.2/11I-V). Nader Freisetzung des ersten Tochtergenoms
aus der integrierten DNA oder aus dem AAV-Plasnirien der Replikationsprozess und die
Rep-ICP8-Interaktion dann wie oben beschriebenuddata Die einzige Situation, in der eine
ssDNA-vermittelte Rep78-ICP8-Interaktiom vivo von vornherein moglich ist, ist die
Koinfektion von rHSVep/cap und rAAV, bei der die Rep- und ICP8-Expression Hudas
rekombinante HSV erfolgt und die ssSDNA durch rAAMgebracht wird (5.4 D).

A B C A

D
& \
OO KOO pAAV +
AAV wt
(Latenz)

Abb. 5.4: Die Rep7-ICP8-Interaktion in vivo in Abhangigkeit von der AAV-DNA-Konformation. (A) Nach der
Infektion kann Rep78 erst nach der Zweitstrangsysgttexprimiert werden. Eine Interaktion mit ICP8daher zunachst
ausgeschlossen. (B & C) Im integrierten Genom undPlasmid liegt die AAV-DNA doppelstrangig vor. EirRep-
Expression und Rep-ITR-Bindung ist méglich, die laktion mit ICP8 kann ohne ssDNA aber nicht stat#imdA-C) Erst
im Verlauf der Replikation und mit der FreisetzungnvTochtergenomen sind die Voraussetzungen furssizNA-
vermittelte Rep78-ICP8-Interaktion gegeben. (D) Neirder Einfiihrung von AAV-ssDNA durch eine rAAV#gktion und
die gleichzeitige Rep78-Expressiontians z.B. durch ein rekombinantes HSV ist von vornhredie ssDNA-abhangige
Rep78-1CP8-Interaktion moglich.
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Auch bei der Replikation, die von doppelstrangiP&tA ausgeht, stellt sich die Frage,
wie die AAV-DNA in die HSV-Prareplikationskomplexekrutiert wird. Insbesondere bei einem
integrierten AAV-Genom kann sich erst die, nach &eplikation freigesetzte, ssDNA den
nuklearen ICP8-Foci zuordnen. Bei der Transfekgores AAV-Plasmids besteht hingegen die
Moglichkeit, dass die Rekrutierung der DNA in dieS¥WKompartimente Uber das ITR-
gebundene Rep78 und dessen direkte Interaktion IGR8 stattfindet. Dass sich die
Replikationskompartimente Uber die Rep-ICP8-Inteoakum die AAV-DNA formieren ist nicht
wahrscheinlich, da sich die nukledren HSV-Foci iigrenabhéngig von der DNA-Replikation
bilden (Lukonis und Weller, 1996 & 1997; Uprichamdd Knipe, 1997; Burkham et al., 2001).

Wie die Diskussion aufzeigt, gibt es im Laufe deAVADNA-Replikation viele
verschiedene Moglichkeiten der DNA-vermittelterehatktion von Rep78 und ICP8. Drevitro
untersuchte Komplexbildung stellt dabei nur eineidM#e dar. Zu Beginn der Replikation kann
nur eine direkte Interaktion von ICP8 mit dem IT8gndenen Rep78 stattfinden, da die AAV-
DNA zur Rep-Expression zunachst doppelstrangigiegeh muss. Erst die Entwindung der
terminal resolution siteind bzw. des gesamten ITRs kann eine ssDNA-veilteitteteraktion
ermdglichen. Dabei unterstitzt ICP8 mit seinen sAfwdenden und konformations-
stabilisierenden Eigenschaften die Rep-Aktivitatei Bler folgenden AAV-DNA-Synthese
rekrutiert das an die ssSDNA der Replikationsgaledlumdene ICP8 die weiteren Helferfaktoren,
den Helikase-Primase-Komplex und die UL30/42-Polyase, und gewahrleistet so den
Fortschritt der AAV-Replikation. Im Verlauf entsth zahlreiche Replikationsprodukte und
Replikationsintermediate. An ihnen findet die imdite, DNA-vermittelte Interaktion von Rep78
und ICP8 Uberwiegend statt. Rep ist dabei an drslbzw.rep binding sitesssoziiert, wahrend
ICP8 ssDNA-gebunden ist. Die indirekte Interaktimind vermutlich durch die direkte Bindung
der beiden Proteine und die damit verbundene, gegeye Rekrutierung an die DNA
unterstutzt.

Wie die AAV-DNA in die HSV-Foci rekrutiert wird, kante nicht vollstandig erdrtert
werden, da sich hierzu nur wenige Daten zusammesriilassen. Die AAV-DNA-Replikation
findet nicht in den HSV-Replikationskomplexen stagondern geht von unabhangigen
Prareplikationskompartimenten aus. Die Rekrutierdag DNA in diese Kompartimente erfolgt
vermutlich nicht durch einen aktiven bzw. spezlisec Prozess, sondern beruht auf den
biochemischen Eigenschaften von ICP8. Wahrschéinlicd die Assoziation der AAV-ssDNA
an die Prareplikations-Foci durch die starke unfisene ssDNA-Bindungskapazitat des
Proteins und wegen seines ubiquitdren Vorkommengetikern bereits kurz nach der HSV-

Infektion vermittelt. Ein Einfluss der direkten ad@NA-vermittelten Rep-ICP8-Interaktion kann
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zu diesem Zeitpunkt der AAV-Infektion ausgeschlosseierden, da Rep von dem
einzelstrangigen AAV-Genom noch nicht exprimiert reien konnte. Die Interaktion der
Proteine, die vermutlich in der Rep78-vermittelfessoziation von ICP8 an die AAV-ITRs ihren
Ausgang nimmt, ist erst bei der Einleitung und ierMuf der AAV-Replikation von Bedeutung.

5.4  Eigenschaften von Rep78 als AA¥igin-bindendes Protein im Vergleich zur
Funktion von HSV-UL9 bei der HSV-Replikation

Fiur die DNA-Replikation des Herpes Simplex Virusdssieben Virusproteine essentiell.
Sechs dieser sieben Proteine, das Einzelstrang-DNdende Protein ICP8 (UL29), der
Helikase-Primase-Komplex (UL5/UL8/UL52), die UL3@Pmerase und der processivity factor
(UL42) werden bei der AAV-Replikation verwendetsAhinimale Helferfaktoren werden jedoch
nur ICP8 und der Helikase-Primase-Komplex bendiigeindler und Heilbronn, 1991). Das fur
die HSV-Replikation ebenfalls essentieltgigin-bindende UL9 wird bei der AAV-DNA-
Synthese dagegen nicht verwendet, sondern durclY8Repsetzt. Rep78 nimmt zahlreiche
Aufgaben im AAV-Lebenszyklus wahr. Es ist z.B. loer Regulierung der Expression eigener
und heterologer Gene, bei der Vermittlung der segaiehdngigen Integration oder bei der DNA-
Replikation von Bedeutung. Hier sollen im Vergleictit UL9 die Eigenschaften von Rep78
erortert werden, die es afwigin-bindendes Protein charakterisieren. Im Vordergratehen
dabei die DNA-Bindung von Rep78 und seine Intemakinit ICP8, die das Untersuchungsfeld
dieser Arbeit darstellen.

Eine grundlegende Eigenschaft von UL9 und Rep78listsequenzspezifische DNA-
Bindung. Sie bedingt die Interaktion der Proteirieden jeweiligernorigins. Dass zwischen den
Bindungsstellen in der HSV- und der AAV-DNA keinedbsienziibereinstimmung besteht, stellt
gleichzeitig den wichtigste Unterschied in der Rimk beider Proteine dar. Er begrindet zudem,
warum UL9 nicht an der AAV-Replikation beteiligttijssondern seine Funktion durch Rep78
wahrgenommen wird. Rep78 bindet spezifischG#RGG Tetranukleotid-Wiederholungen, die
die rep binding siteinnerhalb der ITRs darstellen (Owens et al., 1998Carty et al., 1994a;
Ryan et al., 1996). Die Lage in den endstandigeminal repeatgewahrleistet, dass die lineare
DNA repliziert und als einzelstrangiges Genom fesitzt werden kann. Dirigins von HSV
liegen innerhalb derepeatAbschnitte ¢ris) und in der Y-Region 6ri.). Sie enthalten jeweils
10 Nukleotide umfassende palindromische Erkennwugsnzen, die als Box I, 1l bzw. Il
bezeichnet werden und eine AT-reiche Region flaekig€Stow, 1982; Weller et al., 1985; Elias
und Lehman, 1988; Koff und Tegtmeyer, 1988; Hazetda., 1991).
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Eine weitere Ubereinstimmung beider Proteine béstiehin, dass sie an ihren DNA-
Bindungsstellen multimerisieren. Allerdings untésiclen sich die Multimere in ihrer Art und
Zusammensetzung. Rep78 hexamerisiert ringformigdanrep binding site wahrend UL9
gleichgerichtete Homodimere an den Erkennungsseguedes HS\origins bildet (Fierer und
Chalberg, 1992; Stabell und Olivo; 1993; Makhowakt1996a & b). Dass die Boxen im HSV-
origin die AT-reiche Sequenz flankieren fuhrt dazu, dassi Dimere, also insgesamt vier UL9-
Molekile, unter Ausbildung eines DNA-loops inteexgin (Koff et al.,, 1991; Boehmer und
Lehmann; 1997).

Um zur Einleitung der Replikation den Doppelstraegorigins in einzelstrangige DNA
zu Uberfiihren, mussearigin-bindingProteine Uber Helikase-Aktivitat verfigen. Sowdti
Rep78 als auch fir UL9 wurde eine 3'-5'-Helikasetiitat nachgewiesen (Im und Muzyczka,
1992; Fierer und Chalberg, 1992; Lehman et al. 319%alker et al., 1997). Zur Bereitstellung
der bengtigten Energie besitzen beide Proteinerawgire ATPase-Aktvitat und konnen wie alle
Helikasen an ssDNA binden (Im und Muzyczka, 199&rintcheva und Weller, 2003; Yoon-
Robarts et al., 2004). Strukturell sind Rep und UlrBerschiedlichen Helikase-Superfamilien
zuzuordnen. UL9 ist eine SF2-, Rep78 eine SF3-Hsék(Martinez et al., 1992; James et al.,
2003). Fur Rep78 wurde demonstriert, dass dasiRroteer Lage ist, neben DNA mit einem 3'-
Uberhang auch doppelstrangige Substrate zu entwjnsiéfern diese eineep binding site
enthalten (Zhou et al., 1999). Die Entwindung veDNA, die fiir die Auflésung desrigins von
besonderer Bedeutung ist, ist fur UL9 nicht nachigeen worden. Beim HSV-Protein nimmt
man an, dass durch deop-Bildung bei der Multimerisierung die AT-reiche Sz zwischen
den UL9-Bindungsstellen mit ihren schwachen Wass#sickenbindungen leicht dissoziiert
und die so entstandene ssDNA fur ICP8 zuganglict (iie und Lehman, 2000).

Rep78 und UL9 interagieren direkt mit dem ssDNAdeinden Protein ICP8 (Boehmer
und Lehman, 1993b; Heilbronn et al., 2003; Straekexl., 2004). Durch diese Interaktionen wird
ICP8 vermutlich an die jeweilige DNA rekrutiert. @&m konnte der Einfluss von ICP8 auf die
funktionellen Eigenschaften von Rep78 und UL9 nag¥igsen werden. Durch die Anwesenheit
von ICP8 wird die Helikase-Aktivitat von UL9 stimeit. AuBerdem konnen langere DNA-
Substrate entwunden werden (Fierer und Chalber@;1Boehmer et al., 1993; Makhov et al.,
1996b). Auch die biochemischen Funktionen von Rep&&ien durch ICP8, aber auch durch die
ssDNA-bindenden Proteine Ad-DBP und RPA beeinflS&ttacker et al., 2004). Durch die
Anwesenheit von ICP8 wird die Endonuklease-Aktiviidon Rep78 stimuliert. Es ist zu

vermuten, dass auch dieser Einfluss auf der Stilonlaler Rep-Helikase-Aktivitat beruht, die
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durch die Entwindung des doppelstrangigen Substrdie fir die Endonkuklease-Reaktion
notwendige ssDNA zur Verfigung stellt.

Neben den Funktionen, die auf dhnliche Weise vodepeProteinen vermittelt werden,
besitzt Rep78 im Gegensatz zu UL9 eine sequenzstadgspezifische Endonuklease-Aktivitat.
Bei der AAV-Replikation ist sie von Bedeutung, umn efreies 3-OH-Ende fir die
Vervollstandigung der ITRs und das Fortschreitem B&A-Synthese zu generieren. Die
Endonuklease-Reaktion ist auch fir die Freisetailgrgreplizierten AAV-ssDNA-Genome von
Bedeutung. Am Beginn deslling-circle-Mechanismus der HSV-Replikation muss ebenfalls ein
freies 3'-Ende vorhanden sein. Da fur UL9 keine &ndlease-Aktivitat bekannt ist, wird diese
Funktion vermutlich von anderen viralen oder zéitah Faktoren tbernommen. Dass die UL9-
Bindung an das HSWrigin zu einer Hypersensitivitat der enthaltenen ATHeit Sequenz fur
die zellulare Dnase | fihrt, ist ein Hinweis daraddss UL9 auch bei diesem Aspekt eine Rolle
spielt (Koff et al., 1991, Stabell und Olivo, 1993)

Im Vergleich von Rep78 und UL9 lasst sich festetglldass Rep78 lber alle Funktionen
des HSV-Proteins verfugt und somit als eigenstaslAgAV-origin-bindendes Protein anzusehen
ist. Grundlage ist die sequenzspezifische DNA-Biigluvon Rep78 an die AAV-ITRs. Daruber
hinaus verfugt das Protein tUber die notwendige Kds&-Funktion und die damit verbundene
ATPase-Aktivitdt und ssDNA-Bindung. Zusatzlich hesRep78 eine spezifische Endonuklease-
Aktivitat, die bei UL9 nicht nachzuweisen ist.

Die sowohl fur UL9 als auch fur Rep78 beschriebénteraktion mit ICP8 flhrt
schlieBlich an den Ausgangspunkt dieser Arbeit @duriind unterstreicht die Bedeutung der
Rep78-ICP8-Interaktion bei der Initiation der AAMWB-Replikation. Im Anschluss an die
Rekrutierung des AAV-ssDNA-Genoms in die HSV-Regliankompartimente, die
wahrscheinlich bereits durch ICP8 vermittelt winddet die gegenseitige Assoziation von Rep78
und ICP8 und die ssDNA-vermittelte Interaktion lezi€roteine die Grundlage fur zahlreiche der
nachfolgenden Replikationsprozesse. Unter andergémulgert ICP8 dabei die Rep-
Endonuklease- und vermutlich auch dessen Helikddrifiat, die fur die Entwindung und
Zurtckfaltung der AAV-ITRs und damit die (Re)-l@tion der AAV-DNA-Synthese
entscheidend sind. AnschlieBend werden Uber ICE8nveiteren HSV-Replikationsproteine an
die AAV-DNA assoziiert, durch die der Replikatiomskplex vervollstandigt und der Ablauf der
HSV-abhangigen AAV-Replikation letztendlich verralttwird.
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6 Zusammenfassung

Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind als Gentheragaktoren in klinischen Studien
zunehmend erfolgreich. Mit der Aussicht auf eineiter klinische Anwendung stellt die
Optimierung der AAV-Vektorproduktion eine besondeterausforderung dar. Fir die effiziente
Replikation von Wildtyp-AAV und der davon abgelége Vektoren wird Herpes Simplex Virus
(HSV) als wichtigstes Helfervirus eingesetzt. Dudté AAV-ssDNA-abhéngige Interaktion des
multifunktionellen AAV-Proteins Rep78 mit dem HS\iREelstrang-DNA-bindenden Protein
ICP8 wird die HSV-vermittelte AAV-DNA-Replikatiomitiiert.

In dieser Arbeit sollten die Rep78-Domanen charaitet werden, die die Bildung des
terndaren Komplexes aus Rep78, ICP8 und dem AAV-gsiOddnom vermitteln. Eine
systematische Mutationsanalyse fuhrte zur Idemgifimg der Rep78-DNA-Bindungsdoméne als
essentielles Interaktionselement. Der Austausclzedier konservierter Aminosauren im N-
Terminus von Rep78, die als Kontaktpunkte mit dep4Rinding site auf dem AAV-Genom
beschrieben waren, resultierte im Verlust der AADNA-stimulierten Interaktiomn vitro und
der Aufhebung der nukledren Kolokalisation beidest&inein vivo. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass diese Rep78-Punktmutationen zu einemrlusy der AAV-DNA-
Replikationskompetenz fiihren. Die Ergebnisse lasseh am besten Uber eine indirekte
Interaktion von AAV-Rep78 und HSV-ICP8 auf dem AAMenom erklaren, wodurch die
nachsten Schritte der AAV-DNA-Replikation eingedtitwerden. Die Rep78-vermittelte
Rekrutierung von ICP8 und dartber weiterer HSV-Rapbnsfaktoren an das AAV-Genom
unterstreicht die Rolle von Rep78 als Replikatinitigitor bzw. AAV origin-binding Protein.

Die vorliegenden Ergebnisse erweitern das Versiander molekularen Mechanismen
bei der besonderen Helfervirus-abhangigen AAV-DNéphkation. Sie bilden die Grundlage fur
aufbauende Untersuchungen wie die Analyse der I@&8anen und weiterer an der AAV-
Replikation beteiligter HSV- und zellularer Replikensfaktoren. Dies dient auch der
Weiterentwicklung der bereits erfolgreich einget®tzHSV-basierten AAV-Vektorproduktion,
um eine breite und sichere Verwendung von AAV inr déinischen Gentherapie zu

gewaébhrleisten.
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