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Nukleoprotein-Dynamik steuert den Infektionsbeginn von

Adenoviren

Dynamische Veranderung der
Adenovirus-DNA-Verpackung fuhrt

zur Aktivierung
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Human adenoviruses are tools for gene therapy and vaccination. The
viral DNA genome is compacted by protein VIl inside the capsid. We
show that decompaction of the viral genome and acquisition of host
nucleosomes at early promoters enables efficient viral transcriptional
activation. Decompaction starts upon maturation, directed by a DNA
sequence code, pre-arranging the genome for capsid release and rapid
transcriptional activation, highlighting an exceptional example of evo-
lutionary adaptation.
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B Adenoviren sind nicht-umhiillte DNA-
Viren, die ihren Replikationszyklus im Zell-
kern nicht-teilender Wirtszellen durchlau-
fen. Sie verursachen ein breites Spektrum an
Erkrankungen, darunter Atemwegsinfektio-
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nen, Bindehautentziindung und gastrointes-
tinale Symptome, letztere insbesondere bei
Kindern. Wahrend Infektionen bei immun-
kompetenten Personen meist selbstlimi-
tierend verlaufen, konnen sie bei immun-
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A Abb. 1: Schematische Darstellung des Imports des viralen Genoms in den Zellkern und die

darauffolgende Reorganisation des Genoms.

BIOspektrum | 03.26 | 32.Jahrgang &) Springer

supprimierten Patientinnen und Patienten
schwere bis lebensbedrohliche Verlaufe
annehmen. Therapeutische Optionen sind
bislang begrenzt und spezifische antivirale
Strategien stehen nur eingeschrankt zur Ver-
fligung.

Paradoxerweise ist die hohe Effizienz
der Infektion als Pathogen bei vergleichs-
weise geringer Pathogenitit genau die Eigen-
schaft, welche Adenoviren zu vielseitig ein-
setzbaren Vektoren in der Gentherapie, der
onkolytischen Therapie und der Impfstoffent-
wicklung gemacht haben. Eine besondere
Bedeutung erlangten adenovirale Vektoren
jingst im Rahmen der weltweiten Impf-
kampagnen gegen SARS-CoV-2 wihrend der
COVID-19-Pandemie.

Dieses Spannungsfeld zwischen Pathoge-
nitdt und biotechnologischer Nutzbarkeit ist
nur vor dem Hintergrund unserer detaillier-
ten Kenntnisse der zugrunde liegenden
strukturellen und zellbiologischen Mechanis-
men verstandlich. Eine zentrale Frage lautet:
Wie gelingt es einem ikosaedrischen Virus-
partikel, sein Genom prézise in den Zellkern
einzuschleusen und dort innerhalb kiirzester
Zeit eine koordinierte Genexpression zu ini-
tiieren - sei es, um den Replikationszyklus
zu starten oder um ein therapeutisches Gen
Zu exprimieren?

Strukturell bestehen Adenoviren aus
einem etwa 90 Nanometer groBen ikosaedri-
schen Kapsid, das ein lineares, doppelstran-
giges DNA-Genom von rund 36 Kilobasen
umschlieBt. Dieses Genom ist an beiden
Enden kovalent mit einem terminalen Prote-
in (TP) verbunden und wird im Inneren des
Viruspartikels durch mehrere hundert Kopi-
en des viralen Proteins VII zu einer stark
kondensierten Struktur organisiert. Diese
Struktur erhoht nicht nur die Stabilitat
auBerhalb der Zelle, sondern schafft zugleich
die Voraussetzung fiir einen kontrollierten
Transport und eine rasche transkriptionelle
Aktivierung im Zellkern der neu infizierten
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Zelle. Hierzu wird das Kapsid wahrend der
Aufnahme in die Zelle schrittweise destabili-
siert und zum Zellkern transportiert.

Beim Andocken an die Kernpore zerfallt
dann das Kapsid vollstdndig und das freige-
setzte, mit Protein VII kondensierte Genom
wird in den Nukleus importiert. Im Zellkern
angekommen, muss sich diese virale Trans-
portform des Genoms an das zelluldre Genom
anlagern, partiell de-kompaktieren und die
Transkription des frithen viralen Gens E1A
ermoglichen. Die virale Genexpression
erfolgt bemerkenswert rasch nach der Infek-
tion, wobei das E1A-Gen ein multifunktiona-
les Protein bildet, das auch ein zentraler
Aktivator des viralen Genexpressionspro-
gramms ist. Wahrend die wichtige Rolle des
E1A-Proteins fiir die virale Genexpression
sowie fir die Umwandlung der Transport-
form des Genoms in eine transkriptionell
aktive Form bereits seit einiger Zeit bekannt
ist, fehlen uns Informationen dariiber, wie
sich die Verpackung und Struktur des vira-
len Genoms sich in diesem Prozess verandert
und wie Faktoren der Wirtszelle mit dem
eintreffenden Genom interagieren. In unse-
ren jingsten Arbeiten haben wir die eben
genannten Prozesse mithilfe einer Kombina-
tion aus Bildgebungs- und Genomikmetho-
den mit hoher Auflésung analysiert [1, 2].

Chromatin

Im Gegensatz zur viralen DNA misst die
DNA-Lange des menschlichen Genoms zwei
Meter und muss in einem Zellkern mit einem
200.000 mal kleineren Durchmesser unter-
gebracht werden. Hierzu muss die hohe
negative Ladung der DNA neutralisiert und
das relativ starre DNA-Molekiil durch Spira-
lisierung gleichzeitig kompaktiert werden.
Die kompakte und verpackte Form der DNA
wird als Chromatin bezeichnet, wobei die
DNA um molekulare Spulen gewickelt ist,
die aus positiv geladenen Histon-Proteinen
bestehen. Vier verschiedene Histone lagern
sich zu einem oktameren Partikel zusammen,
das so beschaffen ist, dass sich 147 Basen-
paare (bp) DNA in etwa zwei engen Schleifen
darum wickeln. Der entstehende DNA-Pro-
teinkomplex wird als Nukleosomen-Kern
bezeichnet. Die einzelnen Nukleosomen-
Kerne sind wie die Perlen auf einer Kette
nebeneinander aufgereiht, zwischen den
einzelnen Nukleosomen-Kernen liegt ein
kurzer DNA-Abschnitt als Abstandshalter
(DNA-Linker). Der Nukleosomen-Kern mit-
samt dem DNA-Linker, der etwa 30 bis 70 bp
lang ist, wird als Nukleosom bezeichnet.

Virusreifung
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A Abb. 2: Schematische Darstellung der Prozessierung des Adenoviren-Chromatins im Viruspar-
tikel. Durch proteolytische Spaltung des pre-PVII-Proteins zu PVII wird die Verpackung reorgani-
siert und es entstehen Genombereiche, die eine geringere DNA-Kompaktierung aufweisen. Die
de-kompaktierte DNA erhéht den Innendruck im Virus [6] und ermdglicht eine schnellere Tran-

skription.

Das circa drei Milliarden Basenpaare lange,
humane Genom wird von etwa 30 Millionen
Nukleosomen gebunden, die die DNA-Lange
um den Faktor 7 kompaktieren.

Nach der Bildung der Nukleosomenkette
ist eine weitere Kompaktierung des Chroma-
tins notwendig, um das Erbmaterial im Zell-
kern unterzubringen. Nach der klassischen
Lehrbuchdarstellung faltet oder wickelt sich
die Nukleosomenkette in mehrere hierar-
chisch iibergeordnete Strukturen, die die
DNA weiter verkiirzen. Die Nukleosomen-
kette faltet oder spiralisiert sich in eine
30 Nanometer (nm) lange Faser (Durchmes-
ser der im Elektronenmikroskop sichtbaren
Struktur). Diese 30-nm-Faser wiederum orga-
nisiert sich in eine 100-nm-Faser, die zusatz-
lich noch weitere Uberstrukturen bilden
kann und letztendlich das im Lichtmikroskop
sichtbare mitotische Chromosom bildet. Ob
diese hierarchische und systematische Orga-
nisationsform in der Zelle existiert, ist mehr
als fraglich. Hochauflosende elektronenmikro-
skopische und lichtmikroskopische Experi-
mente widersprechen diesem Modell und
zeigen, dass die Kompaktierung durch ein
ungeordnetes Aneinanderlagern der Nukleo-
somen erfolgt [3, 4]. Genomweite Analysen
der DNA-Zuganglichkeit mittels DNA-hydro-
lysierender Enzyme (MNase-Seq) zeigen
zusatzlich eine spezifische Positionierung
der Nukleosomen an regulatorischen DNA-
Elementen sowie eine lokale Destabilisie-
rung einzelner Nukleosomen an z. B. aktiven
Enhancern und Promotoren von Genen [5].
Die spezifische Position und Stabilitdt dieser
Nukleosomen bestimmt dartiber, ob DNA-
sequenzspezifisch bindende Transkriptions-

regulatoren an die genomische DNA binden
konnen und somit z. B. die Transkription
aktivieren.

Organisation des viralen Chromatins

Das Prinzip einer perlenkettenartigen Ver-
packung der DNA findet sich bis zu einem
gewissen Grad auch in der Organisation des
viralen Genoms wieder. Mehrere hundert
Kopien des Proteins VII bilden dabei zusam-
men mit der viralen DNA Nukleosomen-dhn-
liche Strukturen, die Adenosomen. Diese
besetzen das virale Genom in unregelmaBi-
gen Abstdnden und gewdhrleisten so eine
kompakte, hochstrukturierte Organisation
des Genoms innerhalb des Kapsids.

Mittels der quantitativen Analyse der
DNA-Zuganglichkeit durch MNase-Seq konn-
ten wir die Positionen dieser Adenosomen
erstmals kartieren und zeigen, dass sie trotz
ihrer scheinbar unregelméBigen Verteilung
sehr prizise Positionen auf dem Genom ein-
nehmen, die zwischen verschiedenen Virus-
partikeln identisch sind. Anders als zellulare
Nukleosomen schiitzt jedes Adenosom dabei
etwa 70 bp des Genoms. Dartiber hinaus
konnten wir durch die Analyse der zugrunde
liegenden Sequenzen belegen, dass die Posi-
tionierung der Adenosomen einem spezifi-
schen Dinukleotid-Wiederholungsmuster der
viralen DNA-Sequenz mit einer Periodizitait
von ~5,4 bp folgt. Dies deutet auf eine evolu-
tiondre Optimierung des Virusgenoms fir
eine Optimierung seiner Verpackung hin.

Unsere Analyse zeigte somit, dass sich die
Organisation des viralen Chromatins deut-
lich von der Chromatinorganisation der
Wirtszelle unterscheidet. Die zentrale Frage
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war daher, wie ein derart unterschiedlich
organisiertes Chromatin dennoch von der
zellularen Maschinerie transkribiert werden
kann.

Adenoviren kapern die Verpackung
des Wirts

Mithilfe von Mikroskopie bestimmten wir
zunachst die Dynamik dieses Prozesses,
indem wir einzelne importierte virale Genome
direkt nachwiesen. Dies erfolgte liber den
Nachweis des Genom-gebundenen Proteins
VII und der Detektion von E1A-RNA mittels
in situ-Hybridisierung nach Aktivierung des
Gens im Zellkern. Diese Analyse zeigte, dass
der Import der viralen Genome in den Zell-
kern sehr schnell erfolgt und bereits etwa
eine Stunde nach der Infektion abgeschlos-
sen ist. Die Aktivierung der Transkription
des E1A-Gens setzt dagegen deutlich ver-
zogert ein und beginnt erst zwei bis vier
Stunden nach der Infektion.

Um zu verstehen, wie sich die eingehen-
den Genome in dieser Zeit verandern, nutz-
ten wir parallel unsere quantitative MNase-
Seq-Methode, die es erlaubt, Verdnderungen
der viralen Chromatinstruktur mit Basen-
paarauflosung zu verfolgen. Diese Analyse
zeigte zwei zentrale Ergebnisse. Erstens off-
net sich das virale Chromatin gezielt in den
Regionen, die friihe virale Gene codieren,
etwa im Bereich des E1A-Gens, das sich an
den Enden des viralen Genoms befindet.
Noch wichtiger ist jedoch, dass an den Tran-
skriptions-Startstellen dieser frithen Gene,
insbesondere des E1A-Gens, die viralen Pro-
tein-VII-Adenosomen selektiv entfernt und
durch zelluldre Nukleosomen ersetzt werden
(Abb. 1).

Erst dieser Austausch der viralen Verpa-
ckungsproteine gegen humane Histone
ermoglicht das Auslesen der viralen DNA
durch die zelluldre Transkriptionsmaschine-
rie. Dieser Prozess beginnt etwa eine Stunde
nach dem Import der viralen DNA in den
Zellkern.

Verpackung des Genoms reift im
Viruspartikel

In einer nachfolgenden Studie konnten wir
zeigen, dass sich bereits im Virus die Ver-
packung des Genoms dynamisch andert und
fiir die Aktivierung im menschlichen Wirt
vorbereitet wird [1]. Zu Beginn ist die virale
DNA extrem kompakt verpackt, wird aber
durch eine spezifische Spaltung des Ver-
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packungsproteins VII in flinf definierten
Regionen des Genoms aufgelockert (Abb. 2).
Diese Lockerung erfiillt zwei Aufgaben: Zum
einen entsteht durch die Entspannung der
DNA ein starker Innendruck im Virus, der es
erlaubt, wie oben erwdhnt, das Kapsid zu
destabilisieren und die Virushiille zu 6ffnen,
wenn das Virus in die Zelle eindringt [6].
Zum anderen liegen einige dieser aufgelo-
ckerten DNA-Stellen in den Bereichen der
frithen Gene, die als erste aktiviert werden.
Die fiinf Regionen werden ebenfalls, wie die
Positionierung der Adenosomen, durch spe-
zifische DNA-Codes bestimmt. Sie weisen
einen besonders niedrigen GC-Gehalt auf, der
die Bindungseigenschaften des gespaltenen
Protein VII beeinflusst und die DNA-Ver-
packung auflockert.

Die Reifung des Viruspartikels stellt somit
sicher, dass das eingebrachte virale Genom
unmittelbar und effizient von der zelluldren
Transkriptionsmaschinerie genutzt werden
kann. Unsere Ergebnisse zeigen zudem, dass
die dynamische Organisation des viralen
Chromatins in der DNA codiert und mit den
Mechanismen der zellularen Chromatinorga-
nisation vollstindig kompatibel ist. Damit
liefert unsere Arbeit ein weiteres Beispiel fir
die bemerkenswerte Fahigkeit viraler Evo-
lution, sich prizise an die molekularen Pro-
zesse der Wirtszelle anzupassen.

Das Verstindnis dieser dynamischen
Reorganisation liefert grundlegende Ein-
blicke in die Mechanismen der viralen
Genaktivierung in infizierten Zellen und
ermoglicht so potenziell neue therapeutische
Ansdtze zur Unterdriickung der viralen
Genexpression. Gleichzeitig kann dieses
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Wissen dazu beitragen, optimierte adeno-
virale Vektoren zu entwickeln, die kiinftig
als sicherere und prazisere Vakzine oder
Gentherapeutika eingesetzt werden konnten.
Zwei nur scheinbar gegensitzliche medizini-
sche Anwendungsfelder, die auch in Zukunft
eine zentrale Rolle spielen werden.
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