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Projektinhalt
Das humane Cytomegalovirus (HCMV) zahlt zu den wichtigsten Pathogenen des Menschen
(Familie Herpesviridae) und verursacht schwere Kklinische Symptomatiken bei Personen mit
eingeschranktem Immunstatus sowie bei Neugeborenen. Aufgrund von Limitierungen bei den
zugelassenen anti-herpesviralen Medikamenten werden neue Medikamente mit verbesserten
pharmakologischen Eigenschaften und bisher nicht ausgeschopften Wirkmechanismen dringend
gesucht. Ein neues Zielmolekil fur die anti-cytomegalovirale Therapie stellt die virale Proteinkinase
pUL97 dar. Diese Serin-/Threonin-Proteinkinase bt eine sehr vielschichtige und wichtige Funktion
im Replikationszyklus des HCMV aus. Sie interagiert mit einer Reihe von viralen und zellularen
Substratproteinen, welche dadurch phosphoryliert und in ihrer Aktivitat hoch- bzw. herunterreguliert
werden. Die Effizienz der HCMV-Replikation ist stark von der Funktionalitat der Proteinkinase
pUL97 abhangig. Die Deletion des UL97-Gens aus dem viralen Genom oder die Inhibiton der
pUL97-Aktivitat fuhrt zu einer Reduktion der HCMV-Replikation um den Faktor 100 bis 1000. Eine
Evaluierung der Proteinkinase pUL97 als effektives antivirales Target ist bereits vor einiger Zeit
erfolgt. Proteinkinase-Inhibitoren aus unterschiedlichen chemischen Klassen haben sich als
geeignete Inhibitoren der pUL97-Aktivitat und demzufolge als wirksame Blocker der HCMV-
Replikation erwiesen. Generell ist bei klassischen Proteinkinase-Inhibitoren eine kritische
Einschrankung dadurch gegeben, dass es schwierig ist, eine wirklich selektive Wirkung zu
erreichen. In fast allen Fallen wird nicht allein die gewtlinschte Zielkinase, sondern darlberhinaus
auch weitere, strukturell &hnliche Proteinkinasen inhibiert (Off-target effects). Da das
Humangenom fur mehr als 500 Proteinkinasen kodiert, wirde der Einsatz von pUL97-gerichteten
Proteinkinase-Inhibitoren hdchstwahrscheinlich auch zu einer Kreuzinhibition von zelluldren
Proteinkinasen fuhren. Aus dieser Eigenschaft kdnnte eine unerwiinschte Hemmung von zelluléren
Signallibertragungswegen mit toxischen Nebeneffekten resultieren.

Vor diesem Hintergrund lag ein neuer Ansatz darin, nicht die Hemmung einer Proteinkinase
durch klassische Proteinkinase-Inhibitoren zu verfolgen, sondern deren intrazellularen Transport
zu seinem Substrat zu blockieren. Diese Strategie wirde sich fur die cytomegalovirale



Proteinkinase pUL97 sehr anbieten, da pUL97 die wichtigsten Funktionen im Zellkern (Nukleus)
ausubt. Ein Angriffspunkt fur die antivirale Intervention ist somit in der Translokation der Kinase
vom Zytoplasma in den Nukleus gegeben. Nach aktueller Datenlage unterliegt diese nukleare
Translokation von pUL97 einer komplexen Regulation, welche sich von der entsprechenden
Transportregulation zellularer nuklearer Proteinkinasen unterscheidet. Im aktuell durgefiihrten
Projekt wurde (und wird weiterhin) die nukledre Translokation der Kinase pUL97 untersucht. Es
ergaben sich Uberraschende Befunde hinsichtlich der Existenz von zwei unabhangig voneinander
funktionierenden NLS-Sequenzen (nukledre Lokalisationssignale) in der N-terminalen Hélfte des
Proteins, welche belegten, dass bisherige publizierte Hinweise auf eine NLS-Sequenz falsch
waren. Insbesondere konnte das Auftreten von zwei Isoformen der Kinase pUL97 beschrieben
werden, welche ein bzw. zwei dieser NLS-Sequenzen beinhalten und auf unterschiedliche Weise
in ihrer Zellkern-Translokation reguliert werden. Die Nutzung dieser regulatorischen
Besonderheiten fur die Entwicklung von therapeutisch einsetzbaren Hemmstoffen ist Gegenstand
weiterfuhrender Untersuchungen.

Zielpunkte
Die Zielpunkte betrafen eine experimentelle Aufklarung

() der Frage, ob die viralen Proteinkinase pUL97 auf klassische Weise in den Nukleus
virusinfizierter Zellen transportiert wird

(i)  der Frage, in welcher Proteindomane die dafur verantwortlichen NLS-Sequenzen zu finden
sind

(i) des Befundes, dass zwei Isoformen der Kinase pUL97 auftreten und in wieweit diese
unterschiedlichen nukle&ren Transportregulationen unterliegen

(iv) der These, dass eine Hemmung der nukledren Translokation von pUL97 zu einer
Blockierung der Virusreplikation fuhrt.
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Abb. 1: N-terminale ~ Aminoséuresequenzen des offenen Leserahmens uL97 und
Sekundéarstrukturvorhersage. (a) Schematische Darstellung, welche zwei alternative translationals Startcodons
(fett/unterstrichen) des pUL97 zeigt; NLS, nuclear localization signal; Rb, retinoblastoma protein binding motif; *,
autophosphorylation sites. (b) Ergebnisse fir sieben verschiedene Vorhersagemethoden und die dadurch
erhaltene Consensussequenz (unterste Linie; Sec. Cons.) der pUL97-Sekundarstrukturvorhersage. h, Helix; s,
Sheet; t, Turn; ¢, Coil. Vorhergesagte “bipartite” NLS-Sequenzen sind fettgedruckt dargestellt (6—35 and 164-198)
oder kursiv/unterstrichen (190-213). DPM, Double prediction method; DSC, discrimination of protein secondary
structure class; HNNC, hierarchical neural network; MLRC, multivariate linear-regression combination; PHD,
profile network Heidelberg; SOPM, self-optimized prediction method.



Zusammenfassung

Die virale Proteinkinase pUL97 ist eine multifunktionale Determinante der Effizienz der HCMV-
Replikation und phosphoryliert sowohl virale als auch zellulare Substratproteine. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass pUL97 in Form von zwei Isoformen exprimiert wird (90 und 100 kDa). Der
Leserahmen UL97 weist eine ungewdhnliche Kodierungsstrategie auf, indem finf ATG-
Startcodons in demselben Leseraster innerhalb der N-terminalen 157 Aminoséduren angeordet
sind. Ein Site-directed-Mutageneseansatz ermoglichte die transiente Expression von Punkt- sowie
Deletionsmutanten und Proteomics-Analysen fuhrten zu der Evidenz, dass die Ausbildung der
groRen und kleinen Isoformen eine alternative Initiation der Proteintranslation zugrunde liegt, mit
den jeweiligen Startpunkten bei Aminosduren 1 bzw. 74. In vitro-Kinaseassays demonstrierten,
dass die katalytische Aktivitat (in  Form von Autophosphorylierung sowie Histon-
Substratphosphorylierung) fir beide Isoformen gleichermalRen nachweisbar ist. Eine Analyse der
intrazellularen Verteilung des pUL97 durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie demonstrierte,
dass beide Isoformen eine ausgepragte nukleare Lokalisation aufweisen. Uberraschenderweise
zeigten Mapping-Experimente zum Ziel der Identifizierung der zugrundeliegenden nukle&ren
Lokalisationssignale (NLS) von pUL97, dass der Mechanismus der nukle&ren Translokation fur die
zwei Isoformen unterschiedlich ist. Wé&hrend der extreme N-Terminus (grof3e Isoform) ein
hocheffizientes ,bipartite® NLS tragt (amino acids 6-35), wurde fur den weiter innen im Protein
liegenden Abschnitt (hinter Aminosaure 74 gelegen; kleine und grof3e Isoformen) eine zweite,
weniger effiziente NLS-Sequenz identifiziert. Zusammenfassend lasst sich aussagen, dass fir die
nukledre Translokation der Kinase pUL97 ein komplexer Mechanismus existiert, welcher auf
regulatorische Unterscheide zwischen den Isoformen hinweist und welcher moglicherweise fur die
Entwicklung therapeutisch einsetzbarer Inhibitoren genutzt werden kann.
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