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Zusammenfassung

Die Lunge stellt einen Hauptort der CMV-Latenz dar. Die akute CMV-Infektion wird durhin�ltrierende antivirale CD8 T-Zellen terminiert. Das virale Genom verbleibt jedoh imLungengewebe in einem niht replikativen Zustand, der Latenz, erhalten. Es konnte bereitsgezeigt werden, dass während der Latenz die Major Immediate Early - (MIE) Gene ie1 - und ie2sporadish transkribiert werden. Bisher konnte diese beginnende Reaktivierung latenter CMV-Genome nur in einer Momentaufnahme gezeigt werden (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001;Simon et al., 2005; zur Übersiht: Reddehase et al., 2008). Die sporadishe Expression derMIE-Gene führt jedoh zur Präsentation eines antigenen IE1-Peptids und somit zur Stimulationantiviraler IE1-Peptid-spezi�sher CD8 T-Zellen, die durh ihre E�ektorfunktion die beginnendeReaktivierung wieder beenden. Dies führte uns zu der Hypothese, dass MIE-Genexpression übereinen Zeitraum betrahtet (period prevalene) häu�ger statt�ndet als es in einer Momentauf-nahme (point prevalene) beobahtet werden kann.Um die Häu�gkeit der MIE-Genexpression in der Dynamik in einem de�nierten Zeitraum zuerfassen, sollte eine Methode entwikelt werden, welhe es erstmals ermögliht, selektiv undkonditional transkriptionell aktive Zellen sowohl während der akuten Infektion als auh währendder Latenz auszulöshen. Dazu wurde mit Hilfe der Zwei-Shritt BAC-Mutagenese ein rekom-binantes death-tagged Virus hergestellt, welhes das Gen für den Diphtherie Toxin Rezeptor(DTR) unter Kontrolle des ie2 -Promotors (P2) enthält. Ist der P2 transkriptionell aktiv, wirdder DTR an der Zellober�ähe präsentiert und die Zelle wird suszeptibel für den Liganden Diph-therie Toxin (DT). Durh Gabe von DT werden somit alle Zellen ausgelösht, in denen viraleGenome transkriptionell aktiv sind. Mit zunehmender Dauer der DT-Behandlung sollte also dieMenge an latenten viralen Genomen abnehmen.In Western Blot-Analysen konnte das DTR-Protein bereits 2h nah der Infektion nahgewiesenwerden. Die Präsentation des DTR an der Zellober�ähe wurde indirekt durh dessen Funktio-nalität bewiesen. Das rekombinante Virus konnte in Fibroblasten in Gegenwart von DT nihtmehr replizieren. In akut in�zierten Tieren konnte die virale DNA-Menge durh eine einmaligeintravenöse (i.v.) DT-Gabe signi�kant reduziert werden. Verstärkt wurde dieser E�ekt durh



Zusammenfassung iieine repetitive i.v. DT-Gabe. Auh während der Latenz gelang es, die Zahl der latenten viralenGenome durh repetitive i.v. und anshlieÿende intraperitoneale (i.p.) DT-Gabe zu reduzieren,wobei wir abhängig von der Dauer der DT-Gabe eine Reduktion um 60% erreihen konnten.Korrespondierend zu der Reduktion der DNA-Menge sank auh die Reaktivierungshäu�gkeit desrekombinanten Virus in Lungenexplantatkulturen.Um die Reaktivierungshäu�gkeit während der Latenz berehnen zu können, wurde durh eineGrenzverdünnungsanalyse die Anzahl an latenten viralen Genomen pro Zelle bestimmt. Dabeiergab sih eine Kopienzahl von 9 (6 bis 13). Ausgehend von diesen Ergebnissen lässt sih be-rehnen, dass, bezogen auf die gesamte Lunge, in dem getesteten Zeitraum von 184h durh dieDT-Behandlung 1.000 bis 2.500 Genome pro Stunde ausgelösht wurden. Dies entspriht einerAuslöshung von 110 bis 280 MIE-Gen-exprimierenden Lungenzellen pro Stunde. Damit konn-te in dieser Arbeit erstmals die Latenz-assoziierte Genexpression in ihrer Dynamik dargestelltwerden.



iii
Summary

The lungs are a main target organ of CMV lateny. The aute CMV infetion is terminated byin�ltrating antiviral CD8 T ells. The viral genome remains in lung tissue in a non-repliativestate alled lateny. We ould already show that the Major Immediate Early (MIE) genes ie1 andie2 are sporadially transribed during lateny. Until now the beginning reativation of latentCMV-genomes ould only be shown for a ertain time point (Kurz et al., 1999; Grzimek et al.,2001; Simon et al., 2005; for review: Reddehase et al., 2008).However, the sporadi expression of MIE genes leads to the presentation of an antigeni IE1-peptide and onsequently to the stimulation of antiviral IE1-peptide spei� CD8 T ells, whihterminate the beginning reativation by their e�etor funtion (Simon et al., 2006a). This leadsus to the hypothesis that MIE gene expression in a time interval (period prevalene) is a morefrequent event that it ould be monitored for a ertain time point (point prevalene). To aquirethe MIE gene expression in its dynami over a de�ned period of time a method should be deve-loped to seletively and onditionally deplete transriptionally ative ells in the aute infetionas well as during lateny, for the �rst time. Using the two-step BAC mutagenesis tehnique,a death-tagged reombinant virus was onstruted whih inludes the gene for the diphtheriatoxin reeptor (DTR) under the ontrol of the ie2 -promoter (P2). If P2 is transriptionally a-tive the DTR is presented on the ell surfae and the ells beome suseptible for the liganddiphtheria toxin (DT). As a onsequene, all ells will be depleted by DT where viral genomesare transriptionally ative. With inreasing time of DT treatment the amount of latent viralgenomes should be redued.Western Blot analysis veri�ed expression of the DTR protein 2h post infetion. The presentationof the DTR on the ell surfae was proved indiretly by its funtionality. The reombinant virusfailed to repliate in �broblasts in the presene of DT. In autely infeted animals the amount ofviral DNA ould be signi�antly redued by a single intravenous (i.v.) DT appliation. This e�etwas improved by a repetitive i.v. DT treatment. Also during lateny we suessfully redued theamount of latent viral genomes by a repetitive i.v. DT appliation followed by intraperitoneal(i.p.) DT appliation, where we reahed an redution of 60% dependent on the period of DT



Summary ivtreatment. Corresponding to the DNA amount redution, the frequeny of reativation of thereombinant virus in lung explant ultures was also redued.To alulate the reativation frequeny during lateny we had to determine the number of latentviral genomes per ell with the help of a limiting dilution analysis. This results in a opy numberof 9 (6 to 13). Based on these results we ould demonstrate that, related to the whole lung,in the tested time period of 184 hours about 1,000 to 2,500 genomes per hour were reduedby DT. This orresponds to a depletion of 110 to 280 MIE gene expressing lung ells per hour.So in this work we demonstrated for the �rst time the lateny assoiated gene expression in itsdynami.
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1
Kapitel 1
Einleitung

1.1 Klassi�zierung der HerpesvirenDie Familie der Herpesviridae ist in der Natur ubiquitär verbreitet und umfasst derzeit ahthumanpathogene (HHV1-HHV8, s. Tab. 1.1), sowie über 100 tierpathogene Erreger. Die Zuord-nung einzelner Viren zu den Herpesviridae erfolgt in erster Linie anhand der harakteristishenArhitektur des Viruspartikels (Plummer, 1967; zur Übersiht: Roizman et al., 1992). Allen Her-pesviren gemein ist die Fähigkeit zur Etablierung einer lebenslangen Latenz, d.h. dass nah einerPrimärinfektion die virale DNA ruhend im Organismus verbleibt. Unter Immunsuppression kanndie DNA transkriptionell reaktivieren und eine produktive Infektion induzieren (Roizman undBaines, 1991; Reddehase et al., 2008).Tab. 1.1: Humanpathogene Herpesviren (HHV)Unterfamilie Genus Virus Synonym Referenz
α-Herpes-virinae Simplexvirus HHV-1 Herpes SimplexVirus 1 (HSV-1) Gruter, 1924HHV-2 Herpes SimplexVirus 2 (HSV-2) Shneweis, 1962Variellovirus HHV-3 Variella ZosterVirus (VZV) Dumas et al., 1980
β-Herpes-virinae Cytomegalovirus(CMV) HHV-5 humanes Cyto-megalovirus (hCMV) Smith, 1956Roseolovirus HHV-6 Lindquester undPellett, 1991HHV-7 Frenkel et al., 1990



1 Einleitung 2Unterfamilie Genus Virus Synonym Referenz
γ-Herpes-virinae Lymphoryptovirus HHV-4 Epstein-BarrVirus (EBV) Epstein et al., 1965Rhadinovirus HHV-8 Kaposi-Sarkom-assoziiertesHerpesvirus (KSHV) Chang et al., 1994

(Verändert nah van Regenmortel et al., 2000)Die Herpesviridae werden entsprehend ihrer biologishen Eigenshaften, die sih auf das Wirts-spektrum, die Dauer des Replikationszyklus, sowie die Cytopathologie und den Ort ihrer Persis-tenz beziehen, in die drei Unterfamilien α-, β-, und γ-Herpesvirinae eingeteilt (Roizman et al.,1992).Die α-Herpesvirinae zeihnen sih durh ein breites Wirtsspektrum, sowie einen kurzen Re-plikationszyklus aus. In vivo sind sie neurotrop und persistieren in sensorishen Ganglien. Die
β-Herpesvirinae können vershiedene Zelltypen und Gewebe in ihrem natürlihen Wirt in�zieren,sind aber hoh Spezies-spezi�sh, d.h. Zellen von entfernten Spezies sind niht permissiv füreine produktive Infektion (Weller, 1970; Shumaher et al., 2010). Natürlihe Mutationen in derM112/M113 -Genregion des murinen Cytomegalovirus (mCMV) können jedoh dazu beitragen,dass mCMV shnell und mit hohen Virustitern in humanen Zellen replizieren können (Shuma-her et al., 2010). Im Gegensatz zu α-Herpesvirinae zeigen β-Herpesvirinae einen langsamenReplikationszyklus. Auh die γ-Herpesvirinae zeihnen sih durh ein limitiertes Wirtsspektrumaus. Sie in�zieren und etablieren Latenz vorwiegend in B- und T-Lymphoyten (Pellett undRoizman, 2007).1.2 Eigenshaften der CytomegalovirenDie Virionen der Cytomegaloviren (s. Abb. 1.1) zeigen die typishe Morphologie eines Mit-glieds der Herpesviridae. Die Cytomegaloviren (human: hCMV und murin: mCMV) gehören zurUnterfamilie der β-Herpesvirinae. Es handelt sih dabei um groÿe DNA-Viren mit einer Kodie-rungskapazität von etwa 165 bis 170 Proteinen. Die typishe, mit Einshlusskörpern verbundeneVergröÿerung der in�zierten Zellen (Cytomegalie) war namensgebend für die Gruppe der Cyto-megaloviren (Weller et al., 1960).



1 Einleitung 31.2.1 Morphologie des CMV-VirionsDer Durhmesser eines reifen CMV-Virions beträgt 150nm bis 200nm. Ein Virion besteht ausdem linearen DNA-Genom, welhes mit �brillären Proteinen assoziiert vorliegt. Das virale Genomist umgeben von einem ikosaedrish geformten Nukleokapsid, das einen Durhmesser von etwa100nm hat. Es setzt sih aus 162 Kapsomeren zusammen (Chen et al., 1999) und ist von eineramorphen Proteinmatrix, dem Tegument, umgeben, das aus ungefähr 25 vershiedenen viralenProteinen besteht. Nah auÿen ist das Virion durh eine etwa 11nm dike Lipidhülle (envelope)zellulären Ursprungs umgeben (Tooze et al., 1993), in die virale und zelluläre Glykoproteineeingelagert sind (Streblow et al., 2006; Moarski et al., 2007). Diese viralen Glykoproteinevermitteln die virale Anheftung (attahment) an der Wirtszelle, sowie die Penetration durhpH-unabhängige Membranfusion (Compton et al., 1992).

Abb. 1.1: Virionstruktur von hCMV. Modell der Struktur eines hCMV Partikels (verändert nahStreblow et al., 2006). Glykoprotein-Komplex I: gB; Glykoprotein-Komplex II: gM, gN; Glykoprotein-KomplexIII: gH, gL, gO.Neben infektiösen Virionen mit einem vollständigen Genom in ihrem Nukleokapsid bildet dashCMV in vitro auh niht infektiöse umhüllte Partikel (non infetious enveloped partiles, NIEPs)und sogenannte dense bodies (DBs), ebenfalls niht infektiöse umhüllte Partikel, die vorwiegendaus dem Tegumentprotein pp65 bestehen (Sarov und Abady, 1975; Irmiere und Gibson, 1983).Beide Partikeltypen besitzen eine dem Virion entsprehende Hüllmembran mit den integriertenviralen Proteinen, aber kein virales Genom. mCMV in�zierte Zellen bilden im Gegensatz zumhCMV keine DBs, können aber infektiöse Multikapsidvirionen mit einem Durhmesser von biszu 600nm formen. Sie sind in ein Tegument eingebettet und von einer Lipidmembran umhüllt(Chong und Mims, 1981; Weiland et al., 1986).



1 Einleitung 41.2.2 GenomstrukturCytomegaloviren besitzen ein lineares, doppelsträngiges (ds) DNA-Genom mit terminalen repe-titiven Elementen, deren Länge bei untershiedlihen CMVs variiert. Im Gegensatz zum Genomdes mCMV enthält das hCMV-Genom zusätzlihe interne repetitive Elemente (zur Übersiht:Moarski et al., 2006). Die Vertreter der β-Herpesvirinae besitzen mit einer Länge von über230kbp die gröÿten herpesviralen Genome. Das mCMV-Genom kodiert für ungefähr 170 o�eneLeserahmen (open reading frame, ORF) (Rawlinson et al., 1996; Tang et al., 2006), währendim Genom des hCMV 165 ORFs (Dolan, 2004) bis 200 ORFs (Novotny et al., 2001) identi�-ziert wurden. Den meisten dieser ORFs und ihrer putativen Genprodukte kann gegenwärtig nohkeine Funktion zugeordnet werden. Beim hCMV sind nur 45 dieser Gene als essentiell für die invitro-Replikation beshrieben (Dunn et al., 2003).Die Genome der Cytomegaloviren sind kolinear, d.h. die ORFs können sowohl Sequenz-homologals auh Positions-homolog sein (Landolfo et al., 2003). Die Homologien zwishen mCMV undhCMV erstreken sih auf 78 homologe ORFs, die vorrangig im zentralen Bereih beider Genomelokalisiert sind. Trotz dieser Gemeinsamkeiten besitzen hCMV und mCMV eine untershiedliheGenomorganisation.1.2.3 Penetration der WirtszelleDie produktive Infektion einer Zelle mit hCMV beginnt mit der Adsorption des Virus an die Zell-ober�ähe und anshlieÿender Fusion der Virushülle mit der Plasmamembran (Compton et al.,1993). Es erfolgt zunähst die initiale Anheftung (attahment) des Virus an den primären Rezep-tor Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG), der sih auf der Zellmembran der Wirtszelle be�ndet(Compton et al., 1993; Boyle und Compton, 1998). Für die Bindung der Virionen an die Zellober-�ähe sind vermutlih die viralen Glykoproteine gM, gN und gB der Virushülle verantwortlih,gefolgt von einer stabilen Bindung des gB-Proteins an den Epidermis-Wahstumsfaktor-Rezeptor(EGFR) (Wang et al., 2003). Allerdings ist der Nahweis der gB-EGFR-Bindung aktuelleren Un-tersuhungen zufolge umstritten (Isaason et al., 2007). Weitere Rezeptoren bzw. Proteine derZellober�ähe, an welhe hCMV-Virionen binden können, sind Annexin II (Wright et al., 1994;Wright et al., 1995), CD13 (Giugni et al., 1996) oder auh Integrine. Für Integrin-Heterodimereist eine Bindung mit dem Glykoprotein gB beshrieben worden (Feire et al., 2004). Nah der Bin-dung kann die Lipidhülle des Virions pH-unabhängig mit der Zellmembran vershmelzen (fusion)und das vom Tegument umgebene Nukleokapsid wird in das Cytoplasma der Zielzelle entlas-sen (Penetration) (Compton et al., 1992; zur Übersiht: Boehme und Compton, 2006). Zudemwerden alternative Eintrittsrouten für hCMV in die Wirtszelle diskutiert. Endoytose wurde in ei-nigen Herpesviren, wie z.B. EBV, HSV und HHV8 beobahtet (Miller und Hutt-Flether, 1992).



1 Einleitung 5Für hCMV zeigen elektronenmikroskopishe Aufnahmen Endoytose in vershiedenen Zelltypen,unter anderem in Endothelzellen (Bodaghi et al., 1999; Sinzger, 2008). Im Cytoplasma wird dasKapsid nah Entfernung des Teguments (unoating) über Mikrotubuli zum Zellkern transpor-tiert (Ogawa-Goto et al., 2003). Nah Bindung des Nukleokapsids an den Kernporenkomplexwird die virale DNA in das Nukleoplasma abgegeben und zirkularisiert dort zu einem Histon-assoziierten Episom (Marks und Spetor, 1984; Bolovan-Fritts et al., 1999). Im Kern erfolgt dieGenexpression und Replikation des CMV-Genoms.1.3 Die akute CMV-InfektionWährend der akuten (produktiven) Infektion disseminieren Cytomegaloviren im Wirt und in�-zieren permissive Zellen und Gewebe. Das folgende Kapitel gibt eine Übersiht über die viraleGenexpression während der akuten Infektion, den Organtropismus der Cytomegaloviren und dieKontrolle der akuten Infektion durh das Immunsystem.1.3.1 Genexpression und CMV-ReplikationDie Genexpression von CMV ist, wie bei allen Herpesviren, kaskadenartig reguliert. Dabei wer-den drei aufeinander folgende Phasen untershieden: die immediate early - (IE), early - (E) undlate- (L) Phase (zur Übersiht: Moarski und Courelle, 2001). Die IE-Genexpression beginntunmittelbar nah Eintritt in den Zellkern und erreiht, unabhängig von der de novo-Syntheseviraler Proteine, 4h bis 8h nah der Infektion ihren Höhepunkt. Bei hCMV be�nden sih zweider transkribierten IE-Gene (Chee et al., 1990; zur Übersiht: Stinski et al., 1991; zur Über-siht: Landolfo et al., 2003) und bei mCMV drei der transkribierten IE-Gene (Keil et al., 1987)im Major Immediate Early- (MIE) Lokus und werden als MIE-Gene bezeihnet (s. Abb. 1.2).In diesem Lokus be�ndet sih der Major Immediate Early Promoter Enhaner-Enhaner Pro-moter (MIE-PEEP; Kropp et al., 2009), eine regulatorishe DNA-Sequenz der MIE-Gene. Injüngeren Arbeiten von Stinski und Isomura (2008) wurde beshrieben, das hCMV eine ähnliheAnordnung der MIE-Gene aufweist wie mCMV. Es gibt eine Region, die die Transkription desUL127-Gens (vergleihe ie2 -Gen bei mCMV) auf der rehten Seite des MIE-PEEP dauerhaftunterdrükt. Fehlt diese Repressor-Region, kommt es zur Expression dieses Gens (Angulo et al.,2000; Lashmit et al., 2002; Lundquist et al., 1999).



1 Einleitung 6

Abb. 1.2: Genomishe Organisation des MIE-Lokus von mCMV. Der MIE-enhaner-promoter -Komplex steuert die Expression der ie1/3 -Transkriptionseinheit (ORFs m123 und M122) und in entge-gengesetzter Rihtung die Expression des ie2 -Gens (ORF m128), die jeweils einen spezi�shen Promotor (P1/3,P2) besitzen (Dorsh-Häsler et al., 1985; Keil et al., 1987; Messerle et al., 1991, 1992; Kropp et al., 2009).TF, Transkriptionsfaktor; TFBS, Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle. PEEP, Promoter1-Enhaner1-Enhaner2-Promoter2.
Der MIE-PEEP des mCMV besteht aus einem bipartiten Enhaner, �ankiert durh diver-gente Promotoren, und hat eine Promoter1-Enhaner1-Enhaner2-Promoter2 Kon�guration(Kropp et al., 2009). Er reguliert durh die Interaktion mit zellulären Transkriptionsfaktorendie Transkription aller MIE-Gene, der ie1 -, ie2 - und ie3 -Gene von mCMV. Der MIEPE (MajorImmediate Early Promoter Enhaner) des hCMV reguliert die ie1 - und ie2 - (ie2 entspriht demie3 des mCMV) Gene von hCMV. Das murine IE1 -Transkript kodiert für das 76/89kDa IE1-Protein (Keil et al., 1984, 1987), das als Transaktivator für zelluläre Gene (Gribaudo et al., 2000;Lembo et al., 2000) und als Co-Transaktivator der viralen E-Phase dient (Messerle et al., 1992).Transkript IE3 spezi�ziert das 88kDa bis 90kDa IE3-Protein, das der essentielle Transaktivatorder viralen E-Phase ist (Angulo et al., 2000; Messerle et al., 1992). Die Aktivierung der E-Genedurh IE3 (bzw. IE2 bei hCMV) leitet für mCMV ungefähr 2h und für hCMV zwishen 4h und24h nah Beginn der Infektion in die E-Phase der viralen Genexpression über. Das 42kDa groÿemurine IE2-Protein, kodiert durh das IE2 -Transkript, hat bisher noh keine bekannte Funkti-on und ist niht essentiell (Cardin et al., 1995; Manning und Moarski, 1988). Die E-Proteinewerden für die Replikation des viralen Genoms benötigt, wie z.B. die virale DNA-Polymerase(Roizman und Batterson, 1986). Die DNA-Replikation beginnt für mCMV ungefähr 16h bzw.bei hCMV 24h bis 36h nah Infektion und de�niert den Anfang der L-Phase, in der vorwiegendStrukturproteine synthetisiert werden, die späteren Bestandteile der reifen Virionen.



1 Einleitung 7Die DNA-Replikation erfolgt vom episomal vorliegenden Genom nah dem Prinzip des rollingirle. Dabei ist die neusynthetisierte DNA kovalent mit dem Ausgangsmaterial verbunden. Dieneusynthetisierten viralen Genome liegen demnah als Konkatemere vor, die vor der Verpakungin die Nukleokapside in einzelne lineare Genome gespalten werden (Marks und Spetor, 1988).Die Nukleokapside werden durh die innere und äuÿere Kernmembran transportiert. Dabei gelan-gen sie in einem als primary envelopment bezeihneten Vorgang durh die innere Kernmembranin den perinukleären Raum, wobei sie von der inneren Kernmembran umhüllt werden. Diesetemporäre Lipidhülle fusioniert anshlieÿend mit der äuÿeren Kernmembran (de-envelopment)und entlässt die Nukleokapside in das Cytosol. Durh einen weiteren Shritt, das seondaryenvelopment, werden die nakten Nukleokapside im trans-Golgi-Netzwerk mit einer doppeltenHüllmembran versehen. Die äuÿere dieser Hüllmembranen fusioniert shlieÿlih mit der Plasma-membran der Zelle und setzt Virionen mit einer einfahen Hülle frei (zur Übersiht: Eikmannet al., 2006). Eine shematishe Darstellung der Virionmorphogenese bei hCMV ist in Abb. 1.3gezeigt.

Abb. 1.3: Primary und seondary envelopment während der Virionmorphogenese.INM, innere Kernmembran; ONM, äuÿere Kernmembran; ER, Endoplasmatishes Retikulum; TGN, trans-Golgi-Netzwerk; SV, sekretorishe Vesikel; PM, Plasmamembran (verändert nah Eikmann et al., 2006).1.3.2 Organtropismus der akuten CMV-InfektionAls Folge eines direkten Kontakts mit infektiösem Sekret eines in�zierten Individuums beginnteine Primärinfektion mit CMV meistens in muosalen Epithelien. Nah der Infektion folgt einesystemishe Phase der Virämie, in der infektiöses Virus via Leukoyten disseminiert und jedes



1 Einleitung 8Organ bzw. Gewebe (Lunge, Pankreas, Niere, Leber, Milz, Speiheldrüsen, Plazenta, Knohen-mark und Herz) in�zieren kann (Sinzger und Jahn, 1996; Bissinger et al., 2002). Obwohl viraleDNA im Plasma nahgewiesen werden kann (Spetor et al., 1999), liegt das infektiöse Virus imBlut niht zellfrei vor. Im hämatopoetishen System sind vershiedene Zellpopulationen wie z.B.Monoyten oder Makrophagen (Moarski und Courelle, 2001) und dendritishe Zellen (DC)(Andrews et al., 2001; Raftery et al., 2001; Dalod et al., 2003) permissiv für eine produktiveCMV-Infektion.Die Lunge stellt ein Hauptzielorgan der hCMV und der mCMV Infektion dar (Balthesen etal., 1993), in welher hCMV in Epithelzellen, mesenhymalen Zellen, Endothelzellen, glattenMuskelzellen, Granuloyten und Monoyten/Makrophagen nahgewiesen werden kann (Bissingeret al., 2002). Die Leber mit ihren vershiedenen Zelltypen wie Gallengangszellen, Endothelzellen,Kup�er-Zellen und Hepatoyten ist ebenfalls ein Zielorgan für CMV (Podleh et al., 1998;Bissinger et al., 2002).Ein weiteres wihtiges Ziel einer hCMV-Infektion sind vaskuläre Endothelien, die eine wesentli-he Rolle in der viralen Replikation und Dissemination spielen. In�zierte Endothelzellen könnenin Kapillaren und Venolen vershiedener Organe wie der Lunge oder dem Gastrointestinaltraktnahgewiesen werden (Sinzger et al., 1995). Die in�zierten Endothelzellen können sih von derGefäÿwand ablösen und in den Blutstrom gelangen, wo sie als irulating ytomegali infe-ted ells (CCIC) detektiert werden können (Grefte et al., 1993b; Perivalle et al., 1993). Sokönnen sie die CMV-Infektion durh Aussheidung von Viren in den Blutkreislauf (Myerson etal., 1984), Kontakt zu angrenzenden Zellen bzw. transient adherenten Leukoyten übertragen(Adler und Sinzger, 2009). Bentz und Kollegen (2006) postulieren, dass in�zierte Endothelzellennaive Monoyten rekrutieren und diese aktivieren, um durh endotheliale Zellverbindungen indas umgebende Gewebe zu gelangen und das Virus zu verbreiten. Die hCMV-Infektion fördertdabei die Bindung naiver Monoyten an, und die Wanderung durh das Endothelium, indem diein�zierten Endothelzellen verstärkt Adhäsionsmoleküle exprimieren, eine gröÿere Permeabilitätaufweisen und den Transfer des Virus zu den eindringenden Monoyten ermöglihen (Bentz etal., 2006).1.3.3 Kontrolle der CMV-Infektion durh das ImmunsystemBei einem immunkompetenten Wirt verläuft eine Primärinfektion mit CMV meist inapparent,da die Infektion e�ektiv durh das Immunsystem kontrolliert wird. Diese Kontrolle wird durhdas Zusammenspiel vershiedener Komponenten der angeborenen (innate immunity) und dererworbenen Immunität (adaptive immunity) gewährleistet (zur Übersiht: Krmpoti et al., 2003).



1 Einleitung 9Zu frühen Zeitpunkten der Infektion spielt die angeborene Immunität eine wihtige Rolle in derImmunabwehr des CMV. Zu den Komponenten des angeborenen Immunsystems gehören u.a.Makrophagen, DC und v.a. natürlihe Killerzellen (NK-Zellen) (Bukowski et al., 1984; Welsh etal., 1991; Arase et al., 2002; zur Übersiht: Jonji et al., 2006). Die angeborene Immunität gegenCMV und andere virale Infektionen ist allerdings nur temporär und vermittelt im Gegensatz zumerworbenen Immunsystem keinen dauerhaften Shutz.Bedingt durh klonale Expansion und Di�erenzierung der Lymphoyten setzt die Immunant-wort durh T-Zellen zeitverzögert, etwa 3 bis 5 Tage nah der Infektion, ein und erreiht nahungefähr 7 bis 10 Tagen ihr Maximum (Quinnan et al., 1978; Hokeness et al., 2007). Für die Ter-minierung der Infektion ist in erster Linie die Immunantwort durh Virus-spezi�she ytotoxisheCD8 T-Zellen (CTL) notwendig (Welsh et al., 1991). Diese erkennen ein fremdes Antigen, dasvon einer antigenpräsentierenden Zelle als prozessiertes Peptid, gebunden an ein MHC KlasseI-Molekül, präsentiert wird. Die spezi�she Erkennung der Peptid-MHC-Komplexe auf der Ober-�ähe in�zierter Zellen erfolgt über den T-Zell Rezeptor (TCR) auf der Ober�ähe der CTLs(Marrak und Kappler, 1987). Nah dem Antigenkontakt di�erenzieren naive CD8 T-Zellen zuCTLs, erkennen in�zierte Zellen und lysieren diese. Nah beendeter Immunantwort überdauertein Teil der Virus-spezi�shen T-Zellen als Gedähtniszellen im Organismus, damit bei erneuterInfektion oder Virusrekurrenz und dem damit vermittelten Antigenkontakt eine shnelle Immun-antwort sihergestellt wird. Die vorrangige Bedeutung der adaptiven Immunantwort durh CTLsfür die Kontrolle der CMV-Infektion konnte mehrfah bestätigt werden (Quinnan et al., 1978;Reddehase et al., 1985; Reddehase et al., 1987; Podleh et al., 1998; Podleh et al., 2000).1.4 Die latente CMV-InfektionNah der von Roizman und Sears (1987) aufgestellten De�nition von Latenz versteht mandarunter das Überdauern funktioneller viraler Genome in einem niht replikativen Zustand imWirt nah Kontrolle der produktiven Primärinfektion. Aus diesem Zustand heraus können dielatenten Virusgenome durh Stimuli jederzeit reaktivieren, was zur Rekurrenz infektiöser Virenführt (Roizman und Sears, 1987). Lange umstritten war die Frage, ob die Virusreplikation vonCMV während der Latenz eingestellt ist (molekulare Latenz) oder ob die Virusproduktion inlatent in�zierten Individuen unterhalb der Nahweisgrenze persistiert. Für mCMV konnte einemolekulare Latenz sowohl in Milz und Niere (Pollok und Virgin, 1995), als auh in der Lunge(Kurz et al., 1997) bestätigt werden. Die zuvor aufgestellte Hypothese, nah der die Detektionvon IE1 -Transkripten in latent in�zierten Mäusen als Beweis für eine persistierende Infektionangesehen wurde (Henry und Hamilton, 1993; Yuhasz et al., 1994), konnte demnah nihtbestätigt werden und erwies sih als falsh.



1 Einleitung 101.4.1 Virale Genexpression während der LatenzMolekulare Latenz von CMV bedeutet niht die vollständige Abwesenheit viraler Transkripte.In experimentellen Infektionen von Granuloyten-Makrophagen- (GM) Progenitorzellen konntenbei ausbleibender Virusproduktion vershiedene hCMV-Transkripte identi�ziert werden (Kondoet al., 1994; Kondo und Moarski, 1995). Somit konnten für hCMV in GM-Progenitoren sowohlLatenz-assoziierte sense- als auh antisense-Transkripte aus der ie1/ie2 -MIE-Region nahgewie-sen werden (Kondo et al., 1996). Es zeigte sih, dass selbst nah Infektion von GM-Progenitorenin Zellkultur nur wenige Latenz-assoziierte Transkripte in einem sehr geringen Anteil der GM-Progenitoren exprimiert werden (Slobedman und Moarski, 1999). Die Latenz-assoziierten sen-se-Transkripte untersheiden sih von den IE1/IE2 -Transkripten der produktiven Phase durhNutzung alternativer transription start sites. Eines der vier sense-Transkripte (ORF94) wurdenäher analysiert und kodiert für ein Kernlokalisationssignal, ist aber sowohl für die produktive,als auh für die latente Infektion niht essentiell (White et al., 2000). Ein Problem der hCMVLatenz-Forshung ist das Fehlen eines in vivo-Modells zur experimentellen Untersuhung derLatenz in Organen.Für mCMV konnten in der Lunge und der Milz während der Latenz ebenfalls Transkripte desMIE-Lokus detektiert werden. Es handelt sih hierbei um gespleiÿte IE1 - und IE2 -Transkripte derie1/ie3- und der ie2 -Transkriptionseinheit in der Lunge (Kurz et al., 1999; Kurz und Reddehase,1999; Grzimek et al., 2001) und um IE1 -Transkripte in der Milz (Henry und Hamilton, 1993),deren Gene spontan �desilened � vorliegen. Der MIE-Enhaner wird zwar niht absolut gesehenzur in vitro- und in vivo-Replikation benötigt, jedoh erhöht dieser die Wahrsheinlihkeit einerInfektion und wird benötigt, um ein exponentielles Wahstum der Viren zu gewährleisten. Durhdi�erentielles Spliing, gefolgt von Translation, entstehen aus der ie1/3 -Transkriptionseinheitdie Proteine IE3 (Exons 2, 3, 5) und IE1 (Exons 2, 3, 4). Das gebildete IE1-Protein ist in vitroniht essentiell, es ist allerdings wesentlih für eine e�ziente in vivo-Replikation in in�ziertenZellen und damit für die in vivo-Virulenz (Ghazal et al., 2005). Das IE1-Protein enthält das imHaplotyp H-2d immundominante IE1-Peptid. IE3 -Transkripte, die durh di�erentielles Spliingdes primären IE1/IE3 -Transkripts entstehen, dienen als Transaktivatoren für die nahgeshaltetevirale E-Genexpression und sind damit essentiell für den produktiven Zyklus (Angulo et al.,2000). Der Zustand der Latenz bleibt weiterhin bestehen, weil das di�erentielle Spliing zumTransaktivator-Transkript IE3 niht erfolgt. Entsprehend konnten während der Latenz keineIE3 -Transkripte nahgewiesen werden, wodurh andere essentielle Gene der E- oder der L-Phase,wie beispielsweise M55 (gB), niht transkribiert werden (Simon et al., 2006a; zur Übersiht:Simon et al., 2006b; Reddehase et al., 2008). Das IE2-Protein ist für die Etablierung von Latenzniht notwendig (Cardin et al., 1995).



1 Einleitung 111.4.2 Latenzort von CMVDie zellulären Orte der CMV-Latenz konnten bisher niht für alle Organe eindeutig identi�ziertwerden. Für hCMV wurden virales Genom und Latenz-assoziierte virale Transkripte in einer ge-ringen Anzahl hämatopoetisher Zellen der myelomonoytären Di�erenzierungsreihe gefunden(Kondo et al., 1994; Hahn et al., 1998; zur Übersiht: Streblow und Nelson, 2003; Moarskiet al., 2006). Das latente virale Genom könnte sih demnah durh klonale Expansion vonGM-Progenitoren im Knohenmark vermehren und über die Ausshleusung von Monoyten dis-seminieren. Für mCMV gelang der Nahweis des viralen Genoms ebenfalls in myelomonoytärenZellen (Pollok et al., 1997). Auh Makrophagen und DC kommen als zelluläre Orte der Virusre-aktivierung in Betraht, da sie permissiv für eine produktive CMV-Infektion sind. LongitudinaleAnalysen für mCMV zeigten eine kontinuierlihe Abnahme der Menge an viraler DNA in Kno-henmark und Blut, wohingegen in untershiedlihen Organen eine hohe Genomlast lebenslangnahweisbar blieb (Kurz et al., 1997; Kurz und Reddehase, 1999; zur Übersiht: Reddehase etal., 2002). In Übereinstimmung damit zeigten Sekert et al. (2008), dass latente virale DNA ineiner geringen Menge in Knohenmarkzellen (KMZ) zu �nden ist (ungefähr 5 latente Genomepro 1×106 KMZ) im Vergleih zur Lunge mit 7500 latenten viralen Genomen pro 1×106 Lungen-zellen. Experimente von Sekert et al. (2008) haben gezeigt, dass latentes mCMV niht durhKMZ auf einen naiven immunkomprimierten Rezipienten übertragen werden kann. Für hCMVfehlen zur Zeit noh solhe Untersuhungen. Es sheint, als wäre die Latenz im Knohenmarknur temporär, während der Ort der permanenten Latenz ein in vershiedenen Organen (Lunge,Milz, Speiheldrüse, Niere, Nebenniere und Herz) vorhandener Zelltyp sein muss (Reddehase etal., 1994). Möglihe Kandidaten hierfür wären endotheliale Zellen (Merer et al., 1988; Ko�ronet al., 1998) und/oder langlebige, gewebsständige Makrophagen/Histioyten (Ko�ron et al.,1998). Gemessen an ihrer Genomlast (ungefähr 2.000 bis 5.000 latente Genome pro 1×106 Lun-genzellen) ist die Lunge ein Hauptort der mCMV-Latenz (Balthesen et al., 1993; Kurz et al.,1997; Kurz und Reddehase, 1999; Grzimek et al., 2001; Simon et al., 2005).Da aber auh durh Lebertransplantationen häu�g latentes CMV übertragen wird, zählt die Le-ber ebenfalls zu einem medizinish relevanten Organ der CMV-Latenz. Arbeiten von Sekert etal. (2009) konnten für die Leber einen Zelltyp identi�zieren, der die latente virale DNA enthält.Die Quanti�zierung viraler Gene in vershiedenen Zelltypen der Leber gab den Hinweis darauf,dass Endothelzellen ein zellulärer Ort der mCMV-Latenz sind. Es konnte eine Anreiherung vi-raler Genome in der NPLC-Fraktion (non parenhymal liver ell) aus der Leber latent in�zierterMäuse beobahtet werden. Die NPLC-Fraktion wurde mittels vershiedener Zellober�ähenmar-ker weiter aufgetrennt. Latente virale DNA konnte in zwei Zellpopulationen lokalisiert werden,den CD31+ NPLC und den CD146+ NPLC, beides Marker für Endothelzellen. In den beidenLSEC-angereiherten Fraktion (liver sinusoidal endothelial ells) waren virale Genome detektier-



1 Einleitung 12bar, im Gegensatz zu den restlihen Zellen der NPLC, wie Kup�er-Zellen und Leber-spezi�shenNK-Zellen. Nah dem Transfer der LSEC latent in�zierter Mäuse konnte eine Reaktivierung desVirus aus Lungenexplantatkulturen beobahtet werden. Dieses Ergebnis identi�zierte LSEC alslatent in�zierter Zelltyp in der Leber.1.4.3 Kontrolle der CMV-Latenz durh CD8 T-ZellenWie in Versuhen mit B-Zell-de�zienten Mäusen (µ−/µ−; C57BL/6) gezeigt werden konnte,wird die Kontrolle der Virusreaktivierung während der latenten mCMV-Infektion niht durh diehumorale Immunantwort vermittelt. Die in vivo-Depletion von CD8 T-Zellen in diesen latentin�zierten Mäusen führt dagegen zur Virusrekurrenz. Die Inzidenz der Rekurrenz konnte jedohdurh zusätzlihe Depletion von CD4 T-Zellen sowie NK-Zellen noh erhöht werden (Poli etal., 1998). Die an der Kontrolle der rekurrenten Infektion beteiligten CD8 T-Zellen erkennenspezi�sh antigene Peptide, die während der viralen Genexpression auf der Zellober�ähe durhMHC Klasse I-Moleküle präsentiert werden.Bedingt durh die Latenz-assoziierte Genexpression von ie1 konnte eine Akkumulation IE1-Epitop-spezi�sher CD8 T-Zellen in latent in�zierten Tieren nahgewiesen werden. Die Pro-zessierung der entstandenen IE1-Proteine führt zur Präsentation Ld-restringierter IE1-Peptide(168-YPHFMPTNL-176), die Epitop-spezi�she CD8 T-Zellen restimulieren können. Sind dieseCD8 e�etor-memory T-Zellen (CD8-TEM) aktiviert, haben sie einen CD62Llow Phänotyp undkönnen vornehmlih in der Lunge nahgewiesen werden (Holtappels et al., 1998; Holtappels etal., 2000; Podleh et al., 2000; zur Übersiht: Holtappels et al., 2006). Durh Versuhe mit einerVirusmutante, bei der die Präsentation des antigenen Ld-restringierten IE1-Peptids durh einePunktmutation in der MHC Klasse I-Ankeraminosäure verhindert wurde, konnten eine Erhöhungder IE1 -Transkripte und ein sporadishes Spliing zu IE3 -Transkripten in latent in�zierten Lun-genzellen beobahtet werden (Simon et al., 2006a). Die Anzahl viraler Genome in der Lunge dermit dieser Mutante latent in�zierten Mäuse nahm jedoh trotz der Detektion von IE1 -, IE3 - undeiner sehr geringen Zahl von M55 - (gB) Transkripten niht zu. Die fehlende Immunkontrolleder IE1-spezi�shen CD8 TEM-Zellen (Simon et al., 2006a) muss demnah von anderen CD8T-Zellen, z.B. von CD8 TEM-Zellen, die spezi�sh für ein weiteres immundominantes Peptid ausdem m164 -Gen sind, kompensiert werden (Holtappels et al., 2002).



1 Einleitung 131.4.4 ReaktivierungDie latente Infektion ist de�niert als die Abwesenheit infektiöser Viruspartikel bei gleihzeitigerPräsenz viraler Genome. Die Frequenz der Reaktivierung von latentem CMV erhöht sih mitAbnahme der zellulären Immunität.Sowohl durh Immunsuppression, als auh durh andere E�ekte wie zelluläre Di�erenzierung, dieFreisetzung proin�ammatorisher Cytokine oder allogene Stimulation kann eine Virusreaktivie-rung statt�nden (zur Übersiht: Hummel und Abeassis, 2002). Ein Mehanismus zur Regulationder IE-Genexpression von hCMV und folglih der Reaktivierung aus der Latenz ist die Chroma-tinveränderung (hromatin remodeling) (zur Übersiht: Bain et al., 2006; Reeves und Sinlair,2008; 2010). Das hCMV-Genom liegt während der Latenz als Episom vor, das, mit zellulären Hi-stonen assoziiert, eine Chromatinstruktur höherer Ordnung aufweist. In vitro-Versuhe ergaben,dass niht permissive Zellen durh die Behandlung mit dem Histondeaetylase (HDAC) InhibitorTrihostatin A (TSA) permissiv für die virale IE-Genexpression wurden (Meier, 2001; Murphy etal., 2002). Des Weiteren konnte durh die Überexpression von HDAC in permissiven Zellen dievirale IE-Genexpression inhibiert werden (Murphy et al., 2002). Arbeiten von Liu et al. (2008)konnten auh für mCMV in vivo bestätigen, dass die Histonmodi�kation eine wesentlihe Rollebei der Genexpression während der Latenz spielt. Die Verbindung des Genoms mit den Histonenist während der Latenz viel stärker als während der akuten Infektion. Während der akuten Phaseder Infektion ist das virale Genom mit Histonaetylasen verbunden, die Lysin 9 und Lysin 14 derH3 Histonuntereinheit aetylieren und die Chromatinstruktur für die Transkription ö�nen. Dasvirale Genom ist während der Latenz dagegen mit HDAC assoziiert und die HistonuntereinheitenH3 und H4 liegen weniger aetyliert vor. Eine weitere posttranslationale Modi�kationsmöglih-keit der Histone ist die Methylierung der Aminosäure- (AS) Reste. Eine Methylierung der Histonekann sowohl mit einem positiven, als auh mit einem negativen E�ekt auf die Transkription kor-relieren. In transkriptionell aktiven Zellen ist Lysin 4 des H3 methyliert. Eine Methylierung derLysinreste 9 und 27 des H3 ist dagegen mit transkriptioneller Hemmung assoziiert (Berstein etal., 2002; zur Übersiht: Kouzarides, 2007; Santos-Rosa et al., 2002). Dies ergibt eine direkteKorrelation zwishen den untershiedlihen Chromatinkonformationen und der transkriptionel-len Aktivität des MIE-PEEP. Während es bei hCMV lediglih möglih ist, die Reaktivierungdurh Chromatinveränderungen in vitro zu untersuhen, können durh das Maus-Modell Latenzund Reaktivierung in vivo im Gewebeverband unter Kontrolle des Immunsystems beobahtetwerden. Transkriptanalysen von Lungen latent in�zierter Tiere, die in eine de�nierte Anzahl anLungenstüken geteilt wurden, ergaben eine vielfältige Expression von IE-Transkripten (Grzimeket al., 2001). Durh weitere Transkriptanalysen ausgewählter Markergene aus der E- und L-Phase wurde die sogenannte silening/desilening Hypothese aufgestellt. Demnah reiht eineo�ene Chromatinstruktur am MIE-Lokus alleine niht aus, um eine Reaktivierung zu induzieren.



1 Einleitung 14Vielmehr müssen alle essentiellen Gene des mCMV-Genoms zumindest temporär desilened vor-liegen (zur Übersiht: Reddehase et al., 2008). Versuhe von Kurz und Reddehase (1999) habengezeigt, dass es mehrere hekpoints gibt, durh die das Immunsystem präsentierte antigenePeptide erkennt und die Reaktivierungsereignisse durh CD8 T-Zellen terminiert. Damit konn-te bewiesen werden, dass CMV-Latenz und Reaktivierung niht auf den MIE-Lokus reduziertwerden können.Bislang existieren drei vershiedene Modelle, mit denen die CMV-Latenz untersuht wird (zurÜbersiht: Hummel und Abeassis, 2002; Reddehase et al., 2002). Das erste Modell beshreibtdie Immunsuppression als Auslöser der Reaktivierung (Poli et al., 1998). Diese kann durheine Ganzkörperbestrahlung (Kurz und Reddehase, 1999), ytotoxishe Substanzen wie Cylo-phosphamid (Mayo et al., 1977; 1978) oder Depletion lymphoider Zellen mittels Antikörper(Ak) erfolgen (Bevan et al., 1996; Poli et al., 1998). Ein weiteres Modell nimmt an, dassdie Reaktivierung durh zelluläre Di�erenzierung erfolgt. Allerdings ist die Beobahtung, dassReaktivierung durh zelluläre Di�erenzierung induziert wird, für die hCMV-Infektion niht allge-mein gültig. hCMV etabliert Latenz in hematopoetishen Vorläuferzellen und Monoyten (Hahnet al., 1998; Mendelson et al., 1996). Diese sind jedoh niht permissiv für eine Infektion invitro, können aber durh Cytokin-verursahte Di�erenzierung zu Makrophagen permissiv wer-den (Soderberg-Nauler et al., 1997) und es können IE -Transkripte nahgewiesen werden. Inseropositiven Patienten konnte die IE1 -Expression durh Di�erenzierung der latent in�ziertenMonoyten mit dem GM-olony stimulating fator (GM-CSF) zu Makrophagen induziert wer-den (Taylor-Wiedeman et al., 1994). Eine Di�erenzierung alleine ist jedoh niht ausreihend,um eine Virusreaktivierung zu verursahen (Meier, 2001). In einem dritten Modell wird die Re-aktivierung durh allogene Transplantation von Organen wie Niere und Lunge (Bruning et al.,1986; Yagyu et al., 1994; Hummel et al., 2001) bzw. durh TNF oder IFNγ (Hahn et al., 1998;Soderberg-Nauler et al., 1997), die durh allogene Stimulation induziert werden, hervorgeru-fen. Dieses Modell ist allerdings niht allgemein gültig, da eine Reaktivierung auh in syngenenTransplantations-Modellen oder nah Zelltransfer beobahtet wurde (Mayo et al., 1978; Hamil-ton und Seaworth, 1985; Bruning et al., 1986).1.5 Klinishe Relevanz der CMV-InfektionhCMV ist in der menshlihen Population ubiquitär verbreitet, wobei die Verbreitung des Virusabhängig von Alter und sozioökonomishen Faktoren ist. Untersuhungen haben gezeigt, dassin Mitteleuropa und Nordamerika ungefähr 40% bis 60% der Bevölkerung hCMV-positiv sind(zur Übersiht: Moarski et al., 2006; Ho, 2008). In Entwiklungsländern liegt die Durhseu-hungsrate im Kindesalter bereits bei annähernd 100% (Moarski et al., 2007). Die horizontaleÜbertragung erfolgt in den meisten Fällen durh Tröpfhen- oder Shmierinfektion. Infektiöse



1 Einleitung 15Virionen werden neben Urin, Speihel, Genitalsekrete, Tränen�üssigkeit oder Muttermilh auhdurh Blut übertragen (zur Übersiht: Pass, 2001; Moarski et al., 2006), wodurh es zu einer ho-rizontalen Übertragung des Virus durh die Transfusion oder Transplantation von Blutproduktenbzw. Organen seropositiver Spender kommen kann. Eine vertikale Übertragung ist diaplazentarvon der in�zierten Mutter auf den ungeborenen Fötus oder Embryo, während des Geburtsvor-gangs, oder aber über die Muttermilh auf das Neugeborene möglih (zur Übersiht: Fitzgeraldet al., 1990; Moarski et al., 2006). Die Inzidenz der kongenitalen hCMV-Infektion beträgt etwa0,2% bis 2,3% aller Shwangershaften. Die Wahrsheinlihkeit einer Infektion des Kindes naheiner Primärinfektion der Mutter ist jedoh deutlih höher (a. 40%) als nah einer Reaktivierung(a. 1%) (Hanshaw und Dudgeon, 1978; Stagno und Whitley, 1985).1.5.1 Pathogenese der CMV-InfektionBei einem immunkompetenten Individuum wird die Infektion nah der Ausbreitung des Virus überden Blutkreislauf durh die E�ektorfunktionen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr ef-�zient und innerhalb kurzer Zeit terminiert. Viele Zelltypen, vor allem epitheliale und endothelialeZellen, sowie Fibroblasten sind permissiv für die Infektion mit hCMV (Sinzger und Jahn, 1996).Die Infektion eines immunologish gesunden Menshen hat daher keine nennenswerte klinisheRelevanz und verläuft zumeist inapparent (zur Übersiht: Moarski et al., 2006). Die Symptome,die bei einer hCMV-Infektion auftreten können, sind allgemeines Unwohlsein und leihtes Fie-ber. In den seltensten Fällen geht die Infektion mit einer Mononukleose-ähnlihen Symptomatikeinher (Klemola et al., 1970).Trotz der e�zienten immunologishen Kontrolle der Infektion kommt es nah Beendigung derproduktiven Infektion zur Etablierung einer lebenslangen Latenz. Dies führt zu Komplikationenbei Patienten mit Therapie-bedingter oder krankhafter Immunsuppression. Bei einem seroposi-tiven Transplantatempfänger kann durh Reaktivierung latenter Viren bzw. einer Re-Infektioneine CMV-Erkrankungen in Patienten ausgelöst werden. Auh bei Neugeborenen und Ungebore-nen mit niht ausgereiftem Immunsystem führt die hCMV-Infektion zu shweren, generalisiertenVerlaufsformen mit multiplen Organmanifestationen, welhe unbehandelt einen letalen Ausganghaben (zur Übersiht: Ljungman und Einsele; 1994; Reddehase, 2002). Weitere Risikogruppenstellen Empfänger solider Transplantate, allogene KMZ-Empfänger und Patienten mit angebo-rener (severe ombined immunode�ieny ; SCID) oder erworbener (aquired immunode�ienysyndrome; AIDS) Immunabwehrshwähe dar.Nah einer Knohenmarktransplantation (KMT), die eine immunsuppressive Behandlung mitsih bringt, ist bei seropositiven Patienten die Reaktivierung von endogenem Virus bzw. beiseronegativen Patienten auh die Transplantation von latent in�zierten Zellen hauptsählih für



1 Einleitung 16eine CMV-Erkrankung verantwortlih (Dowling et al., 1976; Neimann et al., 1977, Singh et al.,1988; zur Übersiht: Britt, 2006; 2008). Generell verläuft eine durh das Transplantat induziertePrimärinfektion des Rezipienten shwerwiegender als eine Re-Infektion bei bestehender Seropo-sitivität des Rezipienten (Peterson et al., 1980; zur Übersiht: Pollard, 1988), wobei die Shwereder Erkrankung vom transplantierten Organ und vom Grad der Immunsuppression abhängig ist(Bissinger et al., 2004). Interstitielle Pneumonien, Kolitis, Gastroenteritis, Hepatitis und Reti-nitis sind dabei die am weitesten verbreiteten Erkrankungen bei KMT-Patienten (Boekh undBowden, 1995; Meyers et al., 1986; zur Übersiht: Moarski et al., 2006). Ein weiterer Risiko-faktor für eine CMV-Erkrankung nah einer allogenen KMT ist die allogene Reaktivität, bedingtdurh die Histoinkompatibilität für Minor Histoompatibility Antibodies von Spender und Emp-fänger. Zur Prophylaxe der graft versus host disease (GvHD) erhalten deshalb Empfänger vonallogenen KMZ bei signi�kanter Histoinkompatibilität von Spender und Empfänger über einenlängeren Zeitraum eine immunsuppressive Therapie (Zaia und Forman, 1995). Nah autologerTransplantation, wie z.B. bei Zwillingen, kommt es trotz der Aussheidung von CMV dagegenselten zur CMV-Erkrankung (zur Übersiht: Pass, 2001).Bei Patienten mit SCID oder AIDS kann eine shwere CMV-Erkrankung durh eine Primärinfek-tion mit hCMV bzw. eine Re-Infektion oder eine Virusrekurrenz ausgelöst werden. Da etwa 90%der HIV-Patienten mit hCMV in�ziert sind, stellt dieses Virus den häu�gsten opportunistishenKrankheitserreger in dieser Patientengruppe dar. Eine durh die hCMV-Erkrankung bedingteChorioretinitis wird durh die AIDS-Symptomatik der Patienten noh verstärkt (Sison et al.,1991), wodurh zusätzlih das zentrale Nervensystem, sowie der Gastrointestinaltrakt betro�ensein können (René et al., 1988).1.5.2 Die mCMV-Infektion der Maus als Modellsystem für einehCMV-InfektionCMV sind Viren mit strikter Spezies-Spezi�tät, weshalb die hCMV-Infektion niht in einem Tier-Modell untersuht werden kann. Es gibt jedoh viele Erkenntnisse der mCMV-Infektion, die sihaufgrund struktureller, biologisher und genetisher Ähnlihkeiten beider Viren auf die hCMV-Infektion übertragen lassen (Rawlinson et al., 1996; zur Übersiht: Reddehase, 2002, Holtappelset al., 2006). Der Verlauf der CMV-Infektion und die Pathogenese z.B. sind sowohl im immun-kompetenten, als auh im immunsupprimierten Wirt für beide Viren vergleihbar (zur Übersiht:Krmpoti et al., 2003). Zudem weisen die virale Genexpression und der Zell-, sowie der Organ-tropismus von mCMV und hCMV deutlihe Analogien auf, wodurh die mCMV-Infektion alsModellsystem für die Untersuhung der Infektion und der in beiden Viren nah der Terminierungder Primärinfektion etablierten lebenslangen Latenz dient (Balthesen et al., 1993; Reddehase et



1 Einleitung 17al., 1994; zur Übersiht: Reddehase et al., 2002; Krmpoti et al., 2003; Moarski et al., 2006).Auh die Immunkontrolle nah Infektion mit beiden Viren erfolgt mit vergleihbarer Kinetik undwird primär durh CD8 T-Zellen vermittelt (zur Übersiht: Reddehase, 2002; Holtappels et al.,2006).In dieser Arbeit wurde ausshlieÿlih das von unserer Arbeitsgruppe etablierte Modell der synge-nen KMT mit anshlieÿender Virusinfektion zur Etablierung von Latenz verwendet (Holtappelset al., 2006; Mutter et al., 1988). Die Empfänger werden hierbei zuerst mit einer subletalen
γ-Bestrahlung immunsupprimiert. Anshlieÿend erhalten die Tiere KMZ aus syngenen Spendernund werden shlieÿlih mit mCMV in�ziert. Durh die Rekonstitution des Immunsystems desEmpfängers wird eine massive Virusproduktion kontrolliert, die beim immunsupprimierten Tierzum Tode führen würde (Reddehase et al., 1985). Nah ungefähr 6 bis 12 Monaten hat sih diepermanente Latenz etabliert.1.6 Struktur des Diphtherie ToxinsDiphtherie Toxin (DT) ist ein Exotoxin, das durh das lysogene Corynebaterium diphthe-riae als ein Vorläuferprotein mit einem Signalpeptid synthetisiert und nah Abspaltung diesesSignalpeptids sezerniert wird (Collier, 2001). Die Anwesenheit des lysogenen Phagen (B-Phage)ist jedoh Voraussetzung für die Produktion des DT, da sih das Gen, das für die Produktiondes Toxins kodiert (tox-Gen) auf der DNA des B-Phagen be�ndet. Durh Transduktion wird dasGen in das Bakteriengenom übertragen (Laird). Eine weitere Voraussetzung zur Produktion desToxins ist eine geringe extrazelluläre Eisenkonzentration. Das DtxR-Gen, das sih auf dem Bak-terienhromosom be�ndet, produziert ein Repressormolekül, das an den Operator des tox-Gensbindet. In Anwesenheit von Eisen ist dieser Repressor aktiv und verhindert so die Transkriptiondes tox-Gens. Ist der Repressor inaktiv, wird das DT, bestehend aus einer einzelnen Polypeptid-kette mit einer molekularen Masse von 58kDa, produziert (Collier, 2001). Das DT besteht auszwei Fragmenten A und B, die durh eine Disul�dbrüke miteinander verbunden sind und durhTrypsin gespalten werden können (Bennett und Eisenberg, 1994). Das A-Fragment (21kDa)besteht aus der katalytishen Domäne (in Abb. 1.4 als C bezeihnet), die am aminoterminalenEnde lokalisiert ist. Das B-Fragment (37kDa) besteht aus der Transmembrandomäne (T) undder Rezeptor-Bindedomäne (R), die sih am C-terminalen Ende be�nden. Die dreidimensionaleStruktur des DT-Monomers ist in Abb. 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Kristallstruktur des DT-Monomers. Die katalytishe (aktive) Domäne (C) ist in rotdargestellt. Die gräulihe Domäne stellt die Rezeptor-Bindedomäne (R) dar, welhe für die Anheftung an die Zelleverantwortlih ist. In grün ist die hydrophobe Transmembrandomäne (T), die für die Insertion in die endosomaleMembran verantwortlih ist, dargestellt (verändert nah Louie et al., 1997).Die Aktivierung des DT erfolgt an der Zielzelle durh die proteolytishe Spaltung der FragmenteA und B. Das DT ist allerdings nur für eine bestimmte Zeit funktionsfähig. Da das DT nur alsHoloenzym seine toxishe Wirkung entfalten kann, muss das A-Fragment an das B-Fragmentgebunden sein, um an den Rezeptor zu binden. Yamaizumi et al. (1982) zeigten, dass die Halb-wertszeit des B-Fragments in der Zelle lediglih 2h bis 5h beträgt, während das A-Fragment sehrstabil ist. Nah 16h sind nur noh Spuren von funktionsfähigem DT-B-Fragment in der Zellevorhanden.1.7 Der Diphtherie Toxin RezeptorDamit das DT seine toxishe Wirkung entfalten kann, muss es von der Zelle aufgenommenwerden. Dieser Vorgang erfolgt über Rezeptor-vermittelte Endoytose (s. 1.8). Als Rezeptor fürdas DT (Diphtherie Toxin Rezeptor, DTR) agiert eine Membran-gebundene Form des heparin-binding epidermal growth fator-like growth fator (HB-EGF), der aufgrund seiner Verwandt-shaft zu EGF und seiner Fähigkeit Heparin zu binden, so bezeihnet wurde. Dieser Rezep-tor wurde erstmals in Medium von Makrophagen und Makrophagen-ähnlihen U937-Zellen alsWahstumsfaktor mit hoher A�nität für immobilisiertes Heparin identi�ziert (Mitamura et al.,1995).



1 Einleitung 19Eine A�en-DNA, kodierend für eine DT-sensitive Determinante des DTR, wurde 1992 aus MausL-M-Zellen isoliert, die mit DNA einer Expression Library aus Vero-Zellen trans�ziert wurde(Naglih et al., 1992). Maus-Zellen sind normalerweise resistent gegenüber DT. Zellen, die mitdieser DT-sensitiven Determinanten-DNA trans�ziert wurden, waren weniger resistent gegendas Toxin. Diese DNA kodiert für ein Protein, das identish mit dem HB-EGF-preursor ist. Mitder Identi�zierung dieses A�en HB-EGF-Homologs wurde eine neue Funktion für den HB-EGF-preursor, die membrangebundene Form des HB-EGF, als Rezeptor für das DT de�niert (Davis-Fleisher und Besner, 1998; Higashiyama et al., 1992). Der HB-EGF-preursor wird gespaltenund als lösliher mature HB-EGF entlassen. Ein signi�kanter Teil des HB-EGF-preursors bleibtauf der Ober�ähe und funktioniert als juxtariner Wahstumsfaktor und als DTR (Naglih etal., 1992; Iwamoto et al., 1994).Die Analyse der HB-EGF DNA ergab einen ORF, der ein primäres Translationsprodukt von208 AS prognostiziert. Es besitzt eine molekulare Masse von etwa 22kDa (Davis-Fleisher undBesner, 1998) (durh die Heterogenität des N-terminalen Endes von 19kDa bis 23kDa; Higa-shiyama et al., 1992) und ist hoh glykosyliert. Das translatierte Protein besteht aus mehrerenDomänen, die in Abb. 1.5 dargestellt sind. Am N-terminalen Ende be�ndet sih ein Signalpeptid,darauf folgend ein Propeptid. Die anshlieÿende mature HB-EGF-Domäne beinhaltet sowohl dieHeparin-Bindedomäne, als auh die DT-Bindedomäne. Am C-terminalen Ende be�nden sih dieJuxta-Membrandomäne, die Transmembrandomäne und die ytoplasmatishe Domäne.
Abb. 1.5: Domänen-Struktur des HB-EGF-preursors. Der HB-EGF-preursor beinhaltet dasSignalpeptid, das Propeptid, den mature HB-EGF (mit Heparin-Bindedomäne und DT-Bindedomäne), die Juxta-Membrandomäne, die Transmembrandomäne, sowie die ytoplasmatishe Domäne. In Klammern sind die AS desORF angegeben. (Verändert nah Higashiyama et al., 1992; Goishi et al., 1995)Das DT bindet an die DT-bindende Region des mature HB-EGF (Raab und Klagsbrun, 1997),wobei bestimmte AS eine entsheidende Rolle bei der DT-Bindung und Toxinsensitivität spie-len. Obwohl Maus-Zellen einen HB-EGF-preursor in gleiher Zahl wie Menshen- und A�en-Zellen exprimieren, bindet DT niht an den Maus-HB-EGF-preursor, Mäuse sind demnahniht suszeptibel für das Toxin (Eidels, 1983; Stenmark et al., 1988; Iwamoto und Mekada,2000). Aufgrund von Vergleihen zwishen dem A�en-HB-EGF-preursor und dem murinen



1 Einleitung 20HB-EGF-preursor, der kein DT bindet, wurden drei luster mit di�erierenden AS identi�ziert(Hooper und Eidels, 1996). Eine Region der HB-EGF-DNA, korrespondierend mit dem ma-ture HB-EGF, wurde als wenig konserviert beshrieben. Lediglih 73% bis 76% Identität beste-hen zwishen Maus-HB-EGF und dem A�en- bzw. dem Menshen-HB-EGF (Abraham et al.,1993). Die Heparin-bindende Domäne im mature HB-EGF, sowie die Transmembrandomäneund Juxta-Membrandomäne, sind dagegen sehr hoh konserviert. Vergleiht man die gesamteSequenz der HB-EGF-preursor vershiedener Spezies, bestehen 97% Sequenzhomologie zwi-shen dem Menshen- und A�en-HB-EGF-preursor, jedoh nur ungefähr 80% Sequenzhomo-logie zwishen Primaten und Nagern (Abraham et al., 1993). Die DT-Resistenz von Zellen, dieden Maus-HB-EGF exprimieren, liegt in der Substitution einiger AS begründet. Um zu unter-suhen, welhe AS für die DT-Bindung und A�nität verantwortlih sind, wurden zwei Versu-he durhgeführt. In einem ersten Versuh wurde die DT-Sensitivität und die DT-Bindung desA�en-HB-EGF-preursors durh die Substitution mit den entsprehenden Maus-AS zerstört. EinAustaush der A�en-AS Glu-141→His-141 ergab eine 4.000-fahe und der Austaush der A�en-AS Ile-133→Lys-133 ergab eine vierfahe Reduktion der DT-Sensitivität (Cha et al., 1998).Zweifahe Mutationen der A�en-AS Leu-127→Phe-127 / Glu-141→His-141, Ile-133→Lys-133/ Glu-141→His-141, sowie His-135→Leu-135 / Glu-141→His-141 ergaben jeweils eine kom-plette Toxinresistenz (≥ 100.000-fah) (Cha et al., 1998). In einem zweiten Versuh wur-den die DT-Bindung und DT-Sensitivität des Maus-HB-EGF-preursors durh AS-Austaushemit der entsprehenden A�en-AS erhöht. Ein einzelner Austaush der wihtigsten Maus-ASHis-141→Glu-141 ergab lediglih eine moderate Erhöhung der DT-Sensitivität um das 260-fahe. Die Doppelmutation von Maus Lys-133→Ile-133 / His-141→Glu-141 führte zu einemstarken Anstieg der Toxinsensitivität und Toxina�nität um das 4.700-fahe, die Triplemutationvon Maus Lys-133→Ile-133 / Leu-135→His-135 / His-141→Glu-141 um das 16.000-fahe (Chaet al., 1998). Diese drei AS des A�en-HB-EGF-preursor ermöglihen es dem Maus-HB-EGF-preursor wie ein vollständig funktioneller DTR zu agieren.



1 Einleitung 211.8 Wirkmehanismus von Diphtherie ToxinDurh die C-terminale Rezeptor-Bindedomäne (in Abb. 1.6 als R bezeihnet) bindet das DT anden DTR auf der Ober�ähe der Wirtszelle und der DT-DTR-Komplex gelangt über Rezeptor-vermittelte Endoytose in die Zelle (Morris et al., 1985; Higashiyama et al., 1992; Naglihet al., 1992). Der niedrige pH-Wert in den Endosomen führt zu einer Konformationsänderungdes Proteins, die hydrophobe Region des B-Fragments (s. Abb. 1.6 T) wird dadurh exponiertund das DT kann in die endosomale Membran insertieren, wobei ein integrales Membranproteinentsteht. Die katalytishe Domäne (s. Abb. 1.6 C), das A-Fragment, dissoziiert vom B-Fragmentund wird in das Cytoplasma abgegeben. Dort wird es neu gefaltet und katalysiert den Transferdes ADP-Ribose-Anteils von NAD+ auf einen modi�zierten Histidinrest, das Diphthamid, desElongationsfaktor-2 (EF2) (Collier, 1975).

Abb. 1.6: Aufnahme und Aktivität des DT in eukaryontishe Zellen. Die Rezeptor-Bindedomäne des DT-Monomers bindet an den DTR und der gesamte Komplex wird über Rezeptor-vermittelte Endoytose aufgenommen. Über mehrere Zwishenshritte kommt es zur ADP-Ribosylierungdes EF2 und zur Hemmung der Translation. R, Rezeptor-Bindedomäne; T, Transmembrandomäne; C,katalytishe Untereinheit; DTR, Diphtherie Toxin-Rezeptor; EF2, Elongationsfaktor-2 (nahgezeihnet vonhttp://www.textbookofbateriology.net/diphtheria_3.html).EF2 + NAD+ ⇀↽ ADP-Ribose-Diphthamid-EF2 + Niotinamid + H+Durh diese Modi�kation wird der EF2 inaktiviert (Collier, 1975; Chung und Collier, 1977), wasshlieÿlih zur Inhibierung der Proteinsynthese und zum Zelltod durh Apoptose führt. Es reihtbereits ein aktives DT-Molekül aus, um eine Zelle auszulöshen (Yamaizumi et al., 1978).



1 Einleitung 221.9 Das ie2 -Gen als Integrationsort des DTR-GensDas ie2 -Gen ist, wie bereits erwähnt, im MIE-Lokus lokalisiert. Es besitzt einen eigenen Promotor(P2) in der MIE-PEEP-Region, der in entgegengesetzter Rihtung zu ie1/ie3 liegt (Keil et al.,1987). Die ie2 -Genregion wird gespleiÿt und aus Exon 3 entsteht ein Transkriptionsproduktmit 1,75kbp Länge, erste Transkripte können bereits 1h nah der Infektion detektiert werden(Messerle et al., 1991). Die maximale Expression des ie2 -Gens tritt nah 2h auf, nah 6h bis12h ist kaum noh IE2 -mRNA nahweisbar. Nah ungefähr 16h bis 20h kommt es aufgrund derDNA-Replikation zu einer Re-Expression von ie2. Das translatierte Protein hat eine Gröÿe von43kDa und wird hauptsählih zwishen 0,5h und 3h nah der Infektion produziert. Nah 4h bis8h sind nur noh Spuren des Proteins detektierbar (Messerle et al., 1991).Wie Versuhe mit einer ie2 -de�zienten Mutante gezeigt haben, hat das Fehlen des IE2-Proteins keine Auswirkungen auf das Viruswahstum in Zellkultur und spielt keine Rolle beider transkriptionellen Regulation (Koszinowski et al., 1986; Manning und Moarski, 1988) undebenfalls niht für die Etablierung von Latenz. Da Mäuse der natürlihe Wirt für mCMV sind,stellt sih die Frage, warum kein Phänotyp zu sehen ist. Eventuell dupliziert IE2 die Funktion ei-nes anderen Proteins oder verstärkt die E�zienz der Virus-Wirt-Interaktion (Cardin et al., 1995).Zudem ist bisher noh kein Homolog im hCMV-Genom gefunden worden (Cardin et al., 1995). Esgibt jedoh Hinweise durh Computer-unterstützte Analysen, dass IE2 zwei von drei Motiven ent-hält, die typish für die hCMV US22-Proteinfamilie sind (Chee et al., 1990; Messerle et al., 1991;Cardin et al., 1995). m142 und m143 aus mCMV z.B., die zur US22-Genfamilie gehören, sindessentiell für die Virusreplikation, indem sie vermutlih die dsRNA-abhängige Proteinkinase R-vermittelte Beendigung der Proteinsynthese blokieren (Valhanova et al., 2006). m140 undm141, ebenfalls der US22-Genfamilie zugehörig, haben keinen E�ekt auf die Virusreplikation inFibroblasten, beeinträhtigen jedoh die Virusreplikation in Makrophagen in vitro und in derMilz der Maus (Ménard et al., 2003)Die Tatsahe, dass dem ie2 -Gen bisher noh keine Funktion zugewiesen werden konnte und esfür das Viruswahstum niht essentiell ist (Cardin et al., 1995), maht dieses Gen zum idealenIntegrationsort für das DTR-Gen. Ein weiterer und sehr essentieller Vorteil dieses Integrations-ortes ist die sporadishe und von ie1 unabhängige Aktivität seines Promotors P2 während derLatenz und die damit verbundene ie2 - bzw. DTR-Genexpression, was die Untersuhung derReaktivierungshäu�gkeit während der Latenz ermögliht.



1 Einleitung 231.10 ZielsetzungEin Hauptorgan der CMV-Latenz ist die Lunge. Während der latenten mCMV-Infektion tritt hiersporadish ie1 - und ie2 -Genexpression auf, jedoh ist die Frequenz der Reaktivierungsereignissebislang noh unbekannt. Die viralen IE1 -Transkripte können durh quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR) in vershiedenen Lungenstüken detektiert werden. Es be�nden sih ungefähr10 bis 20 exprimierende Genome in 1×106 latenten Genomen. Da sih trotz der geringen Anzahlan IE1 -Transkripten, gezeigt durh die Momentaufnahme (point prevalene) in den Lungen-stüken, IE1-Peptid-spezi�she CD8 T-Zellen während der Latenz in der Lunge anreihern, istes wahrsheinlih, dass häu�ger Reaktivierungsereignisse statt�nden, als es durh eine Moment-aufnahme erfasst werden kann.Ziel dieser Arbeit ist es, die MIE-Genexpression in ihrer Dynamik zu untersuhen (period preva-lene). Dazu soll ein rekombinantes mCMV hergestellt werden, das das Gen für den simian DTRunter der Kontrolle des ie2 -Promotors enthält. Zusätzlih soll zur besseren Detektion des DTR-Proteins eine Rekombinante hergestellt werden, die am C-terminalen Ende des DTR-Gens einenHA-tag (HA-Epitop-Sequenz (YPYDVPDYA) aus dem Hämagglutinin-Protein (HA)) enthält.Eine dritte Mutante soll hergestellt werden, die zusätzlih zum DTR-Gen eine Punktmutationim IE1-Peptid enthält. Diese Mutante soll während der Latenz die konkurrierende Immunkon-trolle durh IE1-spezi�she CD8 T-Zellen verhindern. Nah der Herstellung der rekombinantenViren sollen diese in Zellkultur und in vivo harakterisiert werden, um eine Attenuierung der re-kombinanten Viren auszushlieÿen und die Anwesenheit des DTR-Proteins zu veri�zieren. Naherfolgreiher Charakterisierung der Viren soll die Funktionalität des DTR zuerst in vitro, dannin vivo nahgewiesen werden. Dafür muss sowohl für die Zellkultur, als auh für die in vivo-Versuhe, die rihtige DT-Konzentration und die zeitlihe Abfolge der DT-Behandlung etabliertwerden.Mit Hilfe dieser dann etablierten Methode zur konditionalen Depletion von rekombinantenmCMV soll shlieÿlih die Dynamik der MIE-Genexpression untersuht werden. Dazu sollenMäuse mit mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR latent in�ziert werden und während der Latenz mitDT bzw. zur Kontrolle mit phosphatgepu�erter Salzlösung (PBS) behandelt werden. Da nur la-tent in�zierte Zellen, deren ie2 -Promotor aktiv ist, den DTR exprimieren, sollten ausshlieÿlihdiese Zellen mit DT ausgelösht werden, was zu einer Reduktion der viralen latenten DNA-Load führen würde. Durh den Vergleih der DNA-Load der PBS-behandelten Tiere mit derDNA-Load der DT-behandelten Tiere, soll abgeshätzt werden, wie viele Genome in einem be-stimmten Zeitraum ausgelösht wurden. Somit kann erstmals ermittelt werden, in wie vielenGenomen der MIE-Lokus in einem Zeitintervall transkriptionell aktiv ist.
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Kapitel 2

Material und Methoden
2.1 Allgemeine Laborgeräte und Reagenzien2.1.1 Allgemeine LaborgeräteTab. 2.1: Allgemeine LaborgeräteGerät Typ/HerstellerBrutshrank Bakterien B6 (Heraeus, Hanau)Brutshrank Zellen B12, B5060 (Heraeus, Hanau)Elektroporator Gene Pulser� (BioRad, Münhen)Fluoreszenzmikroskop Axiophot (Zeiss, Jena)Gel-Dokumentationsanlage Digit Store (INTAS, Göttingen)UVstar 312nm (biometra, Göttingen)Heizplatte/Magnetrührer IKA Combimag RET (Janke und Kunkel, Staufen)Invertmikroskop Leia DM (Leia, Wetzlar)Mikrotom HM 355 (Mirom, Walldorf)Nanodrop (PeqLab, Erlangen)Peristaltikpumpe Reglo Digital (Ismate, Wertheim-Mondfel)Photometer BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)Pipetten (Gilson, Villies Le Bel, Frankreih)(Eppendorf, Hamburg)(Rainin, Mettler Toledo, Oakland, CA, USA)Pipettiergerät Pipetboy (INTEGRA Biosienes, Fernwald)Power Supply EPS 301, EPS 600 (Pharmaia, Erlangen)Präparative Zentrifuge Sorvall RC5C Plus (Thermo Sienti�, Langenselbold)



2 Material und Methoden 26Gerät Typ/Herstellerreal-time Geräte ABI Prism 7500 Real Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA)Shüttelinkubator Cellstar (Nun, Wiesbaden)Certomat (Labote, Wiesbaden)MAXQ 4000 (Thermo Fisher, Shwerte)Shüttelwasserbad OLS 200 (Grant, VWR, Wien)Shwingmühle MM 300 (QIAGEN, Hilden, Retsh GmbH und Co. KG, Haan)Siherheitswerkbank HERA safe HS 15/2 (Heraeus, Hanau)Template Tamer Captair bio (Erlab, Köln)Stereo-Zoom-Mikroskop Olympus SZX12 (Olympus, Hamburg)Tishzentrifugen entrifuge 5417 (Eppendorf, Hamburg)entrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg)entrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)Labofuge 400 (Heraeus, Hanau)Megafuge 2.0 (Heraeus, Hanau)Mikrozentrifuge C-1200 (National Labnet, Woodbridge, NY,USA)Thermoyler GenAmp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, Foster City, CA,USA)Thermoshüttler Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)Ultrazentrifuge Sorvall Combi Plus (Thermo Sienti�, Langenselbold)VollshutzKleintierbestrahlungsanlage Typ OB 58-BA (Buhler, Braunshweig)Zählkammer Neubauer-Zählkammer, Kammertiefe 0,1mm (Roth,Karlsruhe)Zählmikroskop Zellen Nikon SE (Nikon, Düsseldorf)2.1.2 Plastikwaren und VerbrauhsmaterialienTab. 2.2: Plastikwaren und VerbrauhsmaterialienMaterial Typ/HerstellerAutoradiographie�lm Lumi-Film Chemiluminisent Detetion Film (Rohe,Mannheim; Nr. 11666657001)Einfrierröhrhen 1,8ml CryoTube (Nun International, Dänemark;Nr. 375418)



2 Material und Methoden 27Material Typ/HerstellerEinmal-Plastikpipetten 5ml (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 86.1253.001)10ml (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 86.1254.001)25ml (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 86.1685.001)Einmal-Spritzen 1ml (Braun, Melsungen; Nr. 9161406V)2ml (Braun, Melsungen; Nr. 4606027V)50ml (Beton Dikinson, Heidelberg; Nr. 308500)Einweg-Plastikshalen 100/20mm (Greiner Bio-One, Nürtingen; Nr. 664102)Elektroporationsküvetten 1mm Spaltbreite (PeqLab, Erlangen; Nr. 71-2010-LE)2mm Spaltbreite (PeqLab, Erlangen; Nr. 71-2020-LE)Filterspitzen 20µl Rainin (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GP-L10F)200µl Rainin (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GP-L200F)1000µl Rainin (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GP-L1000F)20µl (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 70.760.213)200µl (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 70.760.211)1000µl (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 70.762.211)Kanülen 0,4×12mm (Braun, Melsungen)0,45×12mm (Braun, Melsungen)Mahlkugeln für MM 300(3mm, rostfreier Stahl) (Wälzlager Vertrieb Wiesbaden GmbH, Mainz-Kastel)PVDF-Membran (Millipore, Shwalbah; Nr. IPVH00010)Reaktionsgefäÿe 500µl Safe Lok (Eppendorf, Hamburg; Nr. 35325)1,5ml (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 72.690)2ml Safe Lok (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 72.695)Reaktionsgefäÿe (für PCR) 0,2ml MiroAmpR (Applied Biosystems, Foster; CA, USA:Nr. N801-0840)PCR Streifen 1×8 Gefäÿe 0,2ml (Greiner Bio-One,Nürtingen; Nr. 673210)Strip Caps für 8 Gefäÿe, Flahdekel (Greiner Bio-One,Nürtingen; Nr. 373250)Skalpell (Braun, Melsungen; Nr. BA211 und BA221)Whatman-Papier Whatman Chromatography Paper (Whatman, Dassel;Nr. 3030690)Zellkulturplatten 6-well -Flahbodenplatte, beshihtet (Falon, BetonDikinson, Heidelberg; Nr. 353046)24-well -Flahbodenplatte, beshihtet (Falon, BetonDikinson, Heidelberg; Nr. 353047)



2 Material und Methoden 28Material Typ/Hersteller48-well -Flahbodenplatte, beshihtet (Falon, BetonDikinson, Heidelberg; Nr. 353078)96-well -Flahbodenplatte, beshihtet (Greiner Bio-One,Nürtingen; Nr. 655180)Zellkulturshalen 100/20mm, beshihtet (Falon, Beton Dikinson,Heidelberg; Nr. 353003)150/25mm, beshihtet (Falon, Beton Dikinson,Heidelberg; Nr. 353025)Zellnylonsieb 40µm (Falon, Beton Dikinson, Heidelberg; Nr. 352340)100µm (Falon, Beton Dikinson, Heidelberg; Nr. 352360)Zentrifugenröhrhen 15ml Spitzboden Polypropylen (Falon, Beton Dikinson,Heidelberg; Nr. 352096)50ml Spitzboden Polypropylen (Falon, Beton Dikinson,Heidelberg; Nr. 353070)Zellshaber (steril) 25m (Sarstedt, Nümbreht; Nr. 83.1830)2.1.3 ChemikalienTab. 2.3: ChemikalienChemikalie HerstellerAeton p.A. (Applihem, Darmstadt; Nr. A1582,2500PE)Arylamid Rotiphorese Gel30 (Roth, Karlsruhe; Nr. 3029.1)Agarose (SeaKem LE) (BioWhittaker Moleular Appliations, Rokland, ME,USA, Biozym; Nr. 840.004)Ampiillin (Roth, Karlsruhe; Nr. K029.1)Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma-Aldrih Chemie, Steinheim; Nr. A3678)Bato Agar (BD Biosienes, Heidelberg; Nr. 214010)
β-Meraptoethanol (Roth, Karlsruhe; Nr. 4227.1)Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe; Nr. A512.1)Bovines Serum Albumin (Serva, Heidelberg; Nr. 11920.02)Chlorampheniol (Roth, Karlsruhe; Nr. 3886.2)Desoxyribonukleotidtriphosphat(dNTPs) (Fermentas, St. Leon-Rot; Nr. R0182)Diphtherie Toxin (Sigma-Aldrih, Shnelldorf; Nr. D0564-1MG)1,4-Dithiothreitol (DTT) (Roth, Karlsruhe; Nr. 6908.1)



2 Material und Methoden 29Chemikalie HerstellerDNA-Längenstandard 1kb DNA-Ladder (invitrogen, Karlsruhe; Nr.15615-016)DPBS (GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 14190)Entellan (Merk, Darmstadt; Nr. 107961)Ethanol 100% (v/v) (Roth, Karlsruhe; Nr. P076.1)Ethidiumbromid (100ml) (Roth, Karlsruhe; Nr. 2218.1)EthylendiamintetraessigsäureDinatriumsalz Dihydrat (EDTA) (Roth, Karlsruhe; Nr. 3619.1)Glyerin (86%) (Roth, Karlsruhe; Nr. 7533.3)Glyin (Roth, Karlsruhe; Nr. 3908.3)Hoehst 33342 (invitrogen, Moleular Probes, Karlsruhe; Nr. H3570)Isopropanol (Hedinger, Stuttgart über ApothekeUniversitätsmedizin Mainz)Kanamyin (Roth, Karlsruhe; Nr. T832.2)L-Arabinose (Sigma-Aldrih, Shnelldorf; Nr. A-3256)Methanol (VWR, Darmstadt; Nr. 20874307)Methylellulose (VWR, Darmstadt; Nr. 25499.182)Milhpulver (Roth, Karlsruhe; Nr. T145.3)Mounting Medium Gel Mount Aqueous Mounting Medium(Sigma-Aldrih, Shnelldorf; Nr. G0918-20ML)Peniillin/Streptomyin (GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15140 (10000U/mlPeniillin; 10000µg/ml Streptomyin))Red Blood Cell Lysing Bu�er (Sigma-Aldrih, Shnelldorf; Nr. R7757)RNase A (QIAGEN, Hilden; Nr. 1007885)ROX (TIB MOLBIOL, Berlin)Saharose (Roth, Karlsruhe; Nr. 4621.1)N,N,N�,N�-Tetraethyl-methylendiamin(TEMED) (Roth, Karlsruhe; Nr. 2367.3)Trypanblau (Biohrom, Berlin; Nr. L6323)Trypsin (Serva, Mannheim; Nr. 37292)Trypsin/EDTA (GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15400)Türks-Lösung (Merk, Darmstadt; Nr. 1.09277)Yeast Extrat Servabater (Serva, Heidelberg; Nr. 24540)



2 Material und Methoden 302.1.4 Zellkulturmedien und MedienzusätzeTab. 2.4: Zellkulturmedien und MedienzusätzeReagenzien und Bezugsquelle1x MEM+ + GlutaMax-I (minimum essential medium)(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 41090-028)FCS 10% (v/v)L-Glutamin 2mMPeniillin 100U/mlStreptomyin 0,1mg/ml10× MEM+ + GlutaMax-I(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 21430-020)10-fah konzentriertes Medium zum Ansetzen von Methylellulose-Medium (s. 2.3.2)DMEM (high gluose) + GlutaMax-I (Dulbeo�s modi�ed eagle medium)(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 61965-026)FCS 10% (v/v)L-Glutamin 2mMPeniillin 100U/mlStreptomyin 0,1mg/ml1× MEM−(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 21090-022)Medium ohne Zusätze zur Transfektion von BAC-Plasmiden (s. 2.2.5.2)FCS (Fetales Kälberserum) (PAA, Cölbe; Nr. A15-151)L-Glutamin (GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 25030)



2 Material und Methoden 312.1.5 Verwendete AntikörperTab. 2.5: Primäre AkAk Typ/Klon immunisierteSpezies Verdünnung Bezugsquelle
α-E1 mAk(Cr103) Maus WB 1:2000 Dr. Stipan Jonji,University of Rijeka,Croatia
α-gB pAk(SA4403) Kaninhen WB 1:1000 Eurogente, Köln
α-HA mAk(16B12) Maus WB 1:2000IF 1:500 HISS Diagnostis, Frei-burg; Nr. MMS-101R
α-HB-EGF pAk Ziege WB 1:100 abam; Nr. ab16783
α-H-2Kd-
α-Maus (PE) mAK(IgG2a,κ) Maus 2µl auf5×105 Zellen BD Pharmingen,Heidelberg; Nr. 553566
α-IE1 mAk Maus IHC 1:250 Dr. Stipan Jonji,(Cr101) WB 1:2000 University of Rijeka,Croatia
α-IE2 (N) pAk Kaninhen WB 1:250 Peptide SpeialtyLaboratories, Heidelberg
α-IgG2aκ Maus(PE) mAk(G155-178) Kaninhen 2µl auf5×105 Zellen BD Pharmingen,Heidelberg; Nr. 553457
α-m164-C pAk Kaninhen WB 1:500 Holtappels et al., 2006
α-MCP (M86) pAk(Pep2-8) Kaninhen WB 1:500 Peptide SpeialtyLaboratories, Heidelberg



2 Material und Methoden 32Ak Typ/Klon immunisierteSpezies Verdünnung BezugsquelleNormal-Serum pAk Kaninhen IHC 1:10 invitrogen LifeTehnologies, Karlsruhe;Nr. 16120099WB: Western Blot; IHC: Immunhistohemie; pAk, polyklonaler Ak; MCP, major apsid protein; N bzw. C, Ak,synthetisiert gegen das N- bzw. C-terminale Ende des Peptids; PE,Phyoerythrin.Tab. 2.6: Sekundäre AkAk Typ/Klon immunisierteSpezies Verdünnung Bezugsquelle
α-Maus AF488 Ziege IF 1:200 MoBiTe, Göttingen;Nr. A11001
α-Maus HRP Kaninhen WB 1:10000 DAKO; Nr. P0260
α-Maus IgG (Fab)-Biotin Ziege IHC 1:200 Sigma-Aldrih,Shnelldorf; Nr. B0529
α-Kaninhen HRP Shwein WB 1:10000 DAKO; Nr. P0217
α-Ziege HRP Kaninhen WB 1:10000 DAKO; Nr. P0449WB, Western Blot; IHC, Immunhistohemie; mAk, monoklonaler Antikörper; pAk, polyklonaler Antikörper;HRP, horse redding peroxidase.
2.1.6 EnzymeTab. 2.7: EnzymeEnzym HerstellerCalf Intestinal Phosphatase (CIP) (New England Biolabs (NEB), Frankfurt a.M.;Nr. M1290L)HotStar Taq DNA-Polymerase (QIAGEN, Hilden; Nr. 203205)ProofStart DNA Polymerase (QIAGEN, Hilden; Nr. 202205)Restriktionsendonukleasen (NEB, Frankfurt a.M.)(Fermentas, St. Leon-Rot)



2 Material und Methoden 33Enzym HerstellerStreptavidin-Alkalin Phosphat (MABTECH, Naka Strand, Shweden;Nr. 3310-10)Taq DNA-Polymerase (QIAGEN, Hilden; Nr. 201205)T4 DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot; Nr. EL0335)2.1.7 KitsTab. 2.8: KitsKit HerstellerAnnexin V-FITC/7-AAD Kit (Bekman Coulter, Krefeld; Nr. IM3614)BCA Protein Assay Kit (Thermo Sienti�, Piere, Bonn; Nr. 23225)DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 69506)ECL Plus Western Blotting DetetionReagents (GE Healthare, Münhen; Nr. RPN 2132)High Pure PCR Produt Puri�ation Kit (Rohe, Mannheim; Nr. 11 732 676 001)High Pure Viral Nulei Aid Kit (Rohe, Mannheim; Nr. 11 858 874 001)Mega Sript Sp6 (Applied Biosystems/Ambion, Austin, Tx, USA;Nr. AM1330)NuleoBond PC 500 Kit (Maherey und Nagel, Düren; Nr. 740 574.25)OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 210212)PolyFet Transfetion Reagent (QIAGEN, Hilden; Nr. 301107)QIAGEN Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 12125)QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 12163)QIAquik Gel Extration Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 28704)QIAshredder (QIAGEN, Hilden; Nr. 79656)QuantiTet SYBR Green PCR Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 204143)RNase-Free DNase Set (QIAGEN, Hilden; Nr. 79254)RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden; Nr. 74106)Vetastain ABC-Peroxidase Kit (Vetor Laboratories, Burlingame, USA;Nr. PK-4000)2.1.8 Verwendete OligonukleotideAlle Oligonukleotide wurden entweder von der Firma Euro�ns MWG Operon (Ebersberg) odermetabion (Martinsried) bezogen. Die Positionsangaben für mCMV-Sequenzen erfolgten nah



2 Material und Methoden 34Rawlinson et al. (1996) (GenBank Aession No.: NC_004065). Bei anderen Sequenzen istdie GenBank Aession Nummer angegeben (Altshul et al., 1990). Durh PCR eingebauteRestriktionsshnittstellen sind fett geshrieben. Die Ampli�katgröÿen beziehen sih auf Ampli-�kationen eines DNA-Templates. Die Primer wurden in sterilem Aqua bidest, die Sonden insterilem Tris/HCl pH 8,0 gelöst.Tab. 2.9: Oligonukleotide zur Herstellung rekombinanter BAC-Plasmide mittelsZwei-Shritt RekombinationsverfahrenPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′primerDTRforw n′56-85; 5′-GGA GTT AAC CAT ATA AAA GCT GCT CCC CATGCC ATT CGA ACC ATG AAG CTG CTG CCG TCG GTGG GTGCTG-3′primerDTRrev2 n′686-624; 5′-GGA GTT AAC TCA GTG GGA ATT AGT CAT GCCCAA CTT CAC TTT CTC TTC GTT TTC CAC ATC ATA ACC ACCTC-3′GenBank Aession No.: M93012Ampli�katgröÿe mit zusätzlihen Sequenzanhängen: 678bpTab. 2.10: Oligonukleotide zur Herstellung rekombinanter BAC-Plasmide mittelsEin-Shritt RekombinationsverfahrenPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′DTR_HA_for n′640-682; 5′-GGA AAA CGA AGA GAA AGT GAA GTT GGG CATGAC TAA TTC CCA CTA CCC ATA CGA CGT CCC AGA CTA CGCTTG AAG GAC GAC GAC GAC AAG TAA-3′GenBank No.: M93012DTR_HA_rev n′184342-184313; 5′-CTG GGG GGC TCC GTT CAC CCG CTC GTTAAC TCA CAG GAA CAC TTA ACG GCT GA-3′Ampli�katgröÿe: 1,195kbpTab. 2.11: Oligonukleotide zur sequentiellen Überprüfung der Mutationen immCMV-BACPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′ie2.3 n′184623-184604; 5′-TGG GGT CTA AGG CAC AGA TC-3′Na1x n′184168-184189; 5′-GCA AAT TAG GGG ATT TCA GTG C-3′Ampli�katgröÿe: ohne DTR 456bp; mit DTR 1043bp



2 Material und Methoden 35Primer-Name Sequenz 5′ - 3′IE1ex2A n′181777-181756; 5′-TTT TTA GAG AGA TGG AGC CCG C-3′IE1ex4 n′180697-180717; 5′-ACT GCC TTA GCC AGA TTC TCC-3′Ampli�katgröÿe: 1081bpie2_DTR_1 n′184738-184718; 5′-GCG GTC GCC ATC TTG TAT AGC-3′ie2_DTR_3 n′337-319; 5′-GAC CGG AAA GTC CGT GAC TTG-3′GenBank Aession No.: M93012Ampli�katgröÿe: 882bpTab. 2.12: Oligonukleotide zur Herstellung des DTR-Expressionsplasmids und zurHerstellung des DTR in vitro-TranskriptsPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′DTR_for_HindIII n′56-75; 5′-GGA AAG CTT ACC ATG AAG CTG CTG CCG TC-3′GenBank Aession No.: M93012DTR_rev_BamHI n′748-729; 5′-GGA GGA TCC GTC TGA GAT CCG GGT GGGAA-3′Position nah pBS-DTR-SV40pAAmpli�katgröÿe: 658bpTab. 2.13: Oligonukleotide für SYBR Green-Quanti�zierungenPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′LCgB-For3 n′84017-84037; 5′-GAA GAT CCG CAT GTC CTT CAG-3′LCgB-Rev3 n′84151-84131; 5′-AAT CCG TCC AAC ATC TTG TCG-3′Ampli�katgröÿe: 115bpLCPTHrP-For2 5′-GGT ATC TGC CCT CAT CGT CTG-3′LCPTHrP-Rev2 5′-CGT TTC TTC CTC CAC CAT CTG-3′GenBank Aession No.: M60056; n′186-206Ampli�katgröÿe: 142bp



2 Material und Methoden 36Tab. 2.14: Oligonukleotide für TaqMan-Quanti�zierungenPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′BAC_taq_for 5′-GTT CTG TCA TGA TGC CTG CAA-3′BAC_taq_rev 5′-AAT CCG CTC CAC TTC AAC GT-3′Ampli�katgröÿe: 81bpgB_Taq_For2 n′83081-83099; 5′-GCC CGT CGG CAG TCT AGT C-3′gB_Taq_Rev2 n′83161-83141; 5′-ATA CTC CGC GCG TTA AAA CAG-3′Ampli�katgröÿe: 80bpDTR_Taq_For2 n′410-433; 5′-CAC GGA GAA TGC AAA TAT GTG AAG-3′DTR_Taq_Rev2 n′532-554; 5′-CCA CAG CCA GGA TAG TTG TAT GG-3′Ampli�katgröÿe: 78bpGenBank Aession No.: M93012IE1_Taq_For1 n′181184-181210; 5′-TGG CTG ATT GAT AGT TCT GTT TTATCA-3′IE1_Taq_Rev1 n′181438-181421; 5′-CTC ATG GAC CGC ATC GCT-3′Ampli�katgröÿe: DNA: 255bp; RNA: 133bpTab. 2.15: Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide (TaqMan-Sonden) für quantitativePCR und quantitative RT-PCRPrimer-Name Sequenz 5′ - 3′BAC-taq 5′-[6∼FAM℄CAC CGC ACG AAG ATT TCT ATT GTT CCTGA[TAMRA∼6∼FAM℄-3′gB-Taq n′83175-83200; 5′-[6∼FAM℄TGC TCG GTG TAG GTC CTC TCCAAG CC[TAMRA∼6∼FAM℄-3′DTR_taq_P2 n′447-471; 5′-[6∼FAM℄CCT CCT GCA TCT GCC ACC CAG GTTA[BHQ-1℄-3′IE1_Taq_P1 n′181239-181249 (Exon 4), n′181372-181385 (Exon 3) 5′-[6∼FAM℄AAC GCT CCT CAC TGC AGC ATG CTT G [TAMRA∼6∼FAM℄-3′



2 Material und Methoden 372.1.9 Verwendete Vektorsysteme und PlasmideTab. 2.16: Verwendete Vektorsysteme und PlasmideVektor/(BAC-) Plasmid Gröÿe [bp℄ Anzuht Res. KommentarpUCAMB25 13280 37°C Amp enthältie1/3-ie2 -Fragment(Grzimek et al., 2001)pST76K_SR 6326 30°C Kan Pósfai et al., 1997pST76K_SRie1/3-ie2 11884 30°C Kan Zwishen-KonstruktpST76K_SR_∆IE2DTR 12471 30°C Kan Shuttle-PlasmidpBS-DTR-SV40pA 3809 37°C Amp enthält Gen für simianDTRpDrive_gB_PTHrP_BAC 7115 37°C Amp Standard zur absolutenQuanti�zierung(Lemmermann et al.,2010)pDNA�3.1/my-HisA 5493 37°C Amp Expressionsplasmid(invitrogen, Karlsruhe)pDNA�3.1/my-HisA_DTR 6121 37°C Amp DTR-ExpressionsplasmidpGP704-Kan 4700 37°C Amp AmpRes, λ-pir-abhängigeReplikation über R6Kγori, wähst nur in PIR1 E.oli, KanRes �ankiert vonzwei FRT-SitespSP64PolyA+ 3030 37°C Amp Ausgangs-Plasmid zurHerstellung von in vitroTranskriptenpSP64PolyA+_DTR 3649 37°C Amp Plasmid zur Herstel-lung des DTR-in vitro-TranskriptsmCMV-BAC-WT 230278 37°C Cam enthält vollständigesmCMV-Genom (Wagneret al., 1999)mCMV-BAC_∆IE2DTR 230865 37°C Cam Virusrekonstitution



2 Material und Methoden 38Vektor/(BAC-) Plasmid Gröÿe [bp℄ Anzuht Res. KommentarmCMV-BAC-IE1L176A 230278 37°C Cam Ausgangs-BAC fürmCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTRmCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR 230865 37°C Cam Virusrekonstitution
2.2 Zellbiologishe MethodenAlle Arbeiten, die Zellkultur betre�end, wurden unter sterilen Werkbänken (Heraeus, Hanau)durhgeführt, um Pilz- und Bakterienkontaminationen zu vermeiden. Die verwendeten Gefäÿeund Materialien wurden zuvor sterilisiert. Um ein optimales Klima für die Zellen zu gewährleisten,wurden diese in einem Brutshrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C, CO2-Belüftung (5%) und einerrelativen Luftfeuhte von 95% inkubiert.2.2.1 Verwendete Zellen und Zelllinien2.2.1.1 COS-7Die Etablierung von COS-Zelllinien wurde von Gluzman (1981) publiziert. Es handelt sih dabeiursprünglih um eine CV-1 Zelllinie, eine etablierte Nierenzelllinie von Grünen Meerkatzen, diefür das lytishe Wahstum des SV40-Virus permissiv ist. Diese Zelllinie wurde mit einer SV40-Mutante trans�ziert, die eine Deletion von 6bp im Replikationsursprung aufweist und somitniht mehr replikationsfähig ist. Als Kontrolle wurde Wildtyp-SV40-DNA trans�ziert. 6 Wohennah der Transfektion lysierten die mit Wildtyp-DNA trans�zierten CV-1-Zellen durh viraleReplikation. Bei der Transfektion mit der Mutante entstanden drei Zelllinien (COS-1, -3, -7),die alle das SV40-T-Antigen exprimieren und permissiv für die Infektion und Vermehrung vonSV40-Virus sind. Die COS-7 Zelllinie wird in dieser Arbeit zur transienten Proteinexpressionverwendet.amerian type ulture olletion (ATCC); Nr. CRL 1651Kulturmedium: DMEM + 10% (v/v) FCS



2 Material und Methoden 392.2.1.2 Murine Embryofetale FibroblastenDie primären murinen embryofetalen Fibroblasten (MEF) stammen aus 14 bis 17 Tage altenEmbryonen des Mausstamms BALB/. Die adhärenten Zellen sind permissiv für die Infektionmit dem mCMV, sowie allen abgeleiteten rekombinanten Viren. Sie werden für Zellkulturversuhein der zweiten oder dritten Passage in�ziert.Kulturmedium: MEM + 10% (v/v) FCS2.2.2 Anlage von MEF-KulturenDas CMV ist ein Virus mit strikter Wirtsspezi�tät. Um einen reinen Virusstok herzustellen,benötigt man Zellen, die für eine mCMV-Infektion permissiv sind. Als hierfür geeignete Zellenhaben sih Fibroblasten aus Mausembryonen herausgestellt. Weiterhin benötigt man die Zellen,um sie als Indikatorzellen für Zellkulturexperimente, wie z.B. einen Plaque-Assay, verwenden zukönnen.Verwendete Materialien:� EinfriermediumFCS (fetales Kälberserum) 90% (v/v)DMSO (Dimethylsulfoxid) 10% (v/v)� Trypsin/EDTA pH 6,4Trypsin 1,25gEDTA×2H2O 1,25gmit PBS au�üllen ad 1000mlpH-Wert einstellen mit 1M NaOH und steril �ltrieren.Bei 4°C ist die Lösung mehrere Monate haltbar.Durhführung:Einer trähtigen BALB/-Maus wurden am Tag 14 bis 17 die Embryonen steril entnommenund sofort in eine Zellkulturshale auf Eis gelegt. Nah dem Entfernen der inneren Organe, derAugenanlagen und des Gehirns, wurde das restlihe Gewebe mit einer Shere oder einem Skalpellzerkleinert. Das Gewebehomogenat wurde in 30ml PBS und Trypsin/EDTA pH 6,4 (v/v 1:1)aufgenommen, in einen 300ml Erlenmeyerkolben mit Glasperlen (Ø 1mm bis 2mm) und einemMagnetrührstäbhen überführt und für 30min bei 37°C vorsihtig gerührt. Danah wurden erneutje 15ml PBS und Trypsin/EDTA pH 6,4 hinzugegeben und ein weiteres Mal unter Rühren bei37°C inkubiert. Insgesamt wurde dieser Vorgang dreimal wiederholt. Die Zellsuspension wurdeanshlieÿend über ein steriles Metallsieb in ein Beherglas überführt und das Filtrat 10min bei302×g (Heraeus Megafuge 2.0, Rotor: 8160) in einem 50ml-Zentrifugenröhrhen pelletiert. Die



2 Material und Methoden 40Zellen wurden mit 50ml Medium gewashen und wieder zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10mlKulturmedium resuspendiert, über ein steriles Zellnylonsieb (100µm) gegeben und die Zellzahlbestimmt (s. 2.2.4).Die Aussaat der MEF erfolgte in beshihteten Zellkulturshalen (Ø 15m) in einer Dihte von2×107 bis 3×107 Zellen pro 30ml (Passage 0). Am nähsten Tag wurden die Zellen dreimal mitjeweils 10ml PBS gewashen, um niht adhärente Zellen wie z.B. Erythroyten, zu entfernen,und anshlieÿend wurden 30ml Kulturmedium auf die Zellen gegeben.Nah 2 bis 4 Tagen, wenn sih ein kon�uenter Zellrasen gebildet hat, wurde das Kulturmediumabgenommen, die Zellen mit PBS gespült, mit 3ml Trypsin/EDTA (0,05%; pH 7,4) abgelöstund entweder in Einfriermedium zu drei bis vier Aliquots pro 15m-Zellkulturshale eingefroren(Passage 1) oder in Kulturmedium aufgenommen und durh Splitten der Zellen in Passage 2überführt. Für alle Zellkulturversuhe wurden ausshlieÿlih Zellen bis Passage 3 verwendet.2.2.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von ZellenUm Zellen über einen längeren Zeitraum lagern zu können, wurden diese in �üssigem Stiksto�bei -196°C eingefroren. Das Einfriermedium enthält DMSO, um durh seine hygroskopisheWirkung Zellshäden durh Kristallbildung beim Einfrieren zu verhindern.Verwendete Materialien:� Einfriermedium (s. 2.2.2)Durhführung:Zum Einfrieren wurden die Zellen zunähst pelletiert und anshlieÿend mit kaltem Einfrier-medium auf eine Zellzahl von 1×106 bis 5×106 Zellen/ml eingestellt und in 1ml-Aliquots inEinfrierröhrhen eingefroren. Dazu wurden die Aliquots zuerst in Papiertüher eingewikelt undlangsam auf -70°C abgekühlt und am nähsten Tag in �üssigen Stiksto� überführt.Zur Rekultivierung wurden die Zellen shnell bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und anshlie-ÿend mit a. 50ml Kulturmedium gewashen, um das toxishe DMSO auszuwashen. Nahder Zentrifugation (302×g; Heraeus Megafuge 2.0, Rotor: 8160) wurden die Zellen in frishemKulturmedium resuspendiert und shlieÿlih in beshihteten Zellkulturshalen ausgesät.



2 Material und Methoden 412.2.4 Bestimmung der Zellzahl und ZellvitalitätVitalitätstests werden verwendet, um den Anteil vitaler Zellen innerhalb einer Zellsuspensionangeben zu können. Der Vitalitätstest mit Trypanblau (Biohrom, Berlin) beruht auf der verän-derten Membrandurhlässigkeit abgestorbener Zellen, bei der Farbsto�e, für die die Zellmembrannormalerweise undurhlässig ist, aufgenommen werden. Zellmembranen vitaler Zellen sind da-gegen für derartige Sto�e impermeabel. Trypanblau ist ein anionisher Azofarbsto�, der leihtan Zellproteine bindet und somit das Cytoplasma der toten Zellen unter dem Mikroskop blauersheinen lässt.Um mononukleäre Zellen auszuzählen, wurde die Türks-Lösung (Merk, Darmstadt) verwendet.Dabei werden die Erythroyten durh die in der Lösung enthaltene Essigsäure hämolysiert unddie Kerne der kernhaltigen Zellen durh den enthaltenen Farbsto� angefärbt.Durhführung:Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der zu bestimmenden Zellsuspension ingeeigneter Verdünnung mit der Färbelösung gemisht und in eine Neubauer-Zählkammer (Kam-mertiefe 0,1mm) überführt. Nah dem Auszählen der Zellen in einem Groÿquadrat, bestehendaus 16 Kleinquadraten, erfolgte die Berehnung der Zellzahl pro ml wie folgt:Zellzahl/ml = gezählte Zellen × V (V: Verdünnungsfaktor) × 104 (Kammerfaktor)2.2.5 Rekonstitution von Viren2.2.5.1 Transfektion von Säugerzellen mit DendrimerenDas zur Transfektion verwendete PolyFet-Reagenz (QIAGEN, Hilden) ist ein Dendrimer, daseine de�nierte sphärishe Struktur mit Verzweigungen besitzt, die von einem zentralen Kernausgehen und durh positiv geladene AS terminiert werden. Polykationishe Dendrimere bindendie Plasmid-DNA und kondensieren diese zu einer kompakten Struktur, die die Aufnahme derDNA in die Zelle optimiert. Der Dendrimer-DNA-Komplex besitzt insgesamt eine positive La-dung, die die Bindung an negativ geladene Rezeptoren auf der Ober�ähe von eukaryontishenZellen erlaubt. In der Zelle selbst pu�ert das Dendrimer den pH-Wert des Lysosoms und führtzur Inhibierung von lysosomalen Nukleasen und dadurh zur Stabilisierung des DNA-Komplexesund shlieÿlih zum Transport intakter DNA in den Kern.



2 Material und Methoden 422.2.5.2 Transfektion von BAC-Plasmid-DNADurhführung:Zur Rekonstitution von rekombinanten mCMV wurden Zellen in 6-well -Zellkulturplatten ausge-sät. Um MEF mit der BAC-DNA (BAC, baterial arti�ial hromosome) trans�zieren zu können,sollten diese zu 60% bis 70% kon�uent sein. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des PolyFet-Reagenzes (QIAGEN, Hilden) mit gereinigter BAC-DNA (s. 2.4.4.5). Die Transfektionsansätzewurden mit untershiedlihen Mengen an BAC-DNA angesetzt (s. Tab. 2.17), die mit abge-shnittenen Spitzen zum Kulturmedium gegeben wurde. Durh Invertieren wurden die Ansätzegemisht und zur Bildung der DNA-Komplexe für 10min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.Tab. 2.17: TransfektionsshemaAnsatz 1 2 3 4 5 6BAC-DNA 2,5µl 5µl 10µl 15µl � �MEM− 97,5µl 95µl 90µl 85µl 100µl �PolyFet 10µl 10µl 10µl 10µl 10µl �In der Zwishenzeit wurde das Medium von den MEF abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBSgewashen und anshlieÿend 1,5ml Kulturmedium auf die Zellen pipettiert. Nah der Inkubati-onszeit wurden je 600µl Kulturmedium zu den Transfektionsansätzen gegeben und diese sofortzu den Zellen pipettiert und bei 37°C inkubiert. Nah ungefähr 7h erfolgte ein Mediumwehsel,bei dem die Zellen mit je 3ml neuem Kulturmedium übershihtet wurden. 4 bis 6 Tage naherfolgreiher Transfektion traten erste Plaques auf. Bei vollständiger Lyse des Zellrasens wurdendie Überstände abgenommen und zum Entfernen der Zelltrümmer zentrifugiert (5min; 4°C bei500×g; Heraeus Labofuge 400R, Rotor: 8172). Die Virusüberstände wurden gesammelt und bei-70°C gelagert oder zur Entfernung der BAC-Sequenz (s. 2.3.2) weiter passagiert.Nähere Angaben sind dem Firmenprotokoll unter http://www1.qiagen.om/Produts/Transfetion/TransfetionReagents/PolyFetTransfetionReagent.aspx zu entneh-men.2.2.6 DT-Behandlung von in�zierten MEFMEF, die mit einer DTR-Virusmutante in�ziert wurden, sind suszeptibel für DT. Das DT wirdnah der Infektion in einer Endkonzentration von 100ng/ml zu den Zellen gegeben.



2 Material und Methoden 43Das lyophilisierte DT (Sigma-Aldrih, Shnelldorf) kann bei 4°C gelagert werden und wird vordem Gebrauh in 1ml PBS gelöst, sodass die Stoklösung eine Konzentration von 1mg/mlhat. Die Stoklösung wird zu je 5µl, 10µl und 20µl aliquottiert und bei -70°C gelagert. FürZellkulturversuhe wird die Arbeitslösung in einer Endkonzentraion von 100ng/ml (s. Abb. 3.22)immer frish in Kulturmedium angesetzt und der verbleibende Rest verworfen.2.2.7 Cyto�uorometrishe MethodenDas Prinzip der Durh�ussytometrie (�uoresene ativated ell sorting, FACS) beruht auf derEmission von optishen Signalen durh die Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. DiesesVerfahren ermögliht es, bestimmte Proteine auÿerhalb oder innerhalb der Zelle zu quanti�zie-ren. Die in einer Zellsuspension be�ndlihen Zellen werden mit einem Ak gegen ein spezi�shesProtein beladen und durh eine Kapillare gesaugt. Beim Passieren des Laserstrahls werden die�uoreszierenden Farbsto�e angeregt und streuen einen Teil des Lihts, welhes über ein Linsen-system mit speziellen Filtern auf Detektoren (meist photomultiplier) gelenkt wird. Diese Signalewerden so detektiert, verstärkt und in ein elektrishes Signal umgewandelt, bevor sie am Com-puter graphish dargestellt werden können. Durh die Streuung des Lihts seitens der Zelle kannzusätzlih eine Aussage über die Gröÿe und Granularität der Zelle getro�en werden. Die Men-ge des gestreuten Lihts (Vorwärtsstreulih; forward satter, FSC) korreliert mit der Gröÿe derZelle. Das Seitwärtsstreuliht (side satter, SSC) ist ein Maÿ für die Beugung des Lihts imrehten Winkel, das von der Granularität der Zelle, sowie der Gröÿe und Struktur des Zellkernsbeein�usst wird.2.2.7.1 Apoptosemessung durh Annexin V und 7-AAD FärbungApoptose ist eine Form von programmiertem Zelltod, harakterisiert duh morphologishe Verän-derungen wie z.B in der Plasmamembran den Verlust der Membran Asymmetrie und des Anhaf-tens, Shrumpfen der Zelle, Chromatin Kondensation und hromosomale DNA-Fragmentierung(Wyllie et al., 1984). Die Änderungen in der Plasmamembran der Zellober�ähe sind eines derersten Zeihen von Zellen, die in Apoptose gehen (Martin et al., 1995). In diesen Zellen wirddas membranständige Phospholipid Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur äuÿeren Seiteder Plasmamembran translokiert, wodurh das PS in der externen zellulären Umgebung prä-sentiert wird (Fadok et al., 1992; Verhoven et al., 1995). Annexin V ist ein 35kDa bis 36kDaCa2+-abhängiges Phospholipid bindendes Protein, das eine hohe A�nität für das PS besitztund an Zellen bindet, die PS exponieren (Vermes et al., 1995). Dadurh stellt sih Annexin Vals sehr sensitiver Marker zur Identi�zierung von apoptotishen Zellen dar. Da Annexin V typi-sherweise an ein Fluorohrom wie z.B. Fluoresein Isothioyanat (FITC) gebunden ist, könnenapoptotishe Zellen mittels Durh�ussytometrie detektiert werden.



2 Material und Methoden 44Da die Translokation von PS zur extrazellulären Zellober�ähe auh bei nekrotishen Zellen zubeobahten ist, muss Annexin V in Kombination mit einem Farbsto� angewendet werden, dertote Zellen markiert, um diese untersheiden zu können. In dieser Arbeit wurde hierzu 7-AADverwendet, das leiht in Zellen eindringt, deren Membran geshädigt ist, und sih zwishenGuanin-Cytosin-Basenpaare der DNA einlagert. In Zellen mit intakter Zellmembran kann dieserFarbsto� niht eindringen. Apoptotishe Zellen sind demnah Annexin V-positiv, 7-AAD-negativund nekrotishe tote Zellen sind Annexin V-positiv, sowie 7-AAD-positiv.2.2.7.2 Infektion und Färben der ZellenUm Apoptose in den Zellen zu induzieren, wurden diese mit einer multipliity of infetion (MOI)von 4 (MOI=4) mit der Virusmutante mCMV_∆IE2DTR bzw. dem mCMV-WT.BAC zentri-fugal in�ziert, DT in einer Endkonzentration von 100ng/ml direkt nah der Infektion zu denZellen gegeben (s. 3.5.6.3) und bei 37°C inkubiert. Zu bestimmten Zeiten nah der Infektionwurde sowohl der Zellkulturüberstand, als auh die Zellen von der Zellkulturshale abgelöst, inPBS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt (s. 2.2.4). Anshlieÿend wurde die Zellsuspensionfür 10min bei 150×g (Eppendorf entrifuge 5417C, Rotor: F 45-30-11) zentrifugiert und dieZellzahl auf 5×105 Zellen/100µl in Bindepu�er eingestellt.Verwendete Materialien:� Bindepu�erHepes (pH 7,5) 10mMNaCl 140mMCaCl2×2H2O 2,5mMmit H2O ad 100mlLösung steril �ltrieren und bei 4°C lagern.� Annexin V-FITC/7-AAD Kit� IgG-PE� α-H-2KdDurhführung:Je 100µl der Zellsuspension (5×105 Zellen) wurden mit 2µl eines gegen Kd gerihteten Ak(α-H-2Kd) bzw. IgG-PE (Isotypkontrolle) gefärbt und für 15min bei 4°C inkubiert. Danah wur-de je 1ml Bindepu�er zu den Zellen gegeben und zentrifugiert (720×g; Eppendorf entrifuge5417C, Rotor: F 45-30-11). Der Überstand wurde entfernt und das Zellpräzipitat in 100µl Bin-depu�er aufgenommen. Die Färbung mit 7µl Annexin V-FITC und 10µl 7-AAD erfolgte direkt



2 Material und Methoden 45in Bindepu�er für 15min im Dunkeln. Nah Zugabe von 400µl Bindepu�er konnten die Probenim Durh�ussytometer analysiert werden.2.2.8 Herstellung einer Einzelzellsuspension aus LungenzellenVerwendete Materialien:� PBS/Heparin-Lösung (10U/ml)Heparin (25000IE/5ml) 500µlPBS ad 500mlDie Lösung wird bei 4°C gelagert; Verwendung im Tierversuh bei RT.� Kanüle (0,45×12mm)� Peristaltikpumpe� GBSS-Pu�er (Gey�s balaned salt solution)NaCl 137mMKCl 5mMCaCl2×2H2O 1,6mMMgCl2×6H2O 0,9mMMgSO4×7H2O 0,3mMKH2PO4 0,3mMNa2HPO4×2H2O 0,2mMNaHCO3 1,7mMD(+) Gluose Monohydrat 5,5mMHepes 50mMAqua bidest ad 5lGBSS-Pu�er auf pH 7,4 einstellen, steril �ltrieren und bei 4°C lagern.� GBSS-Pu�er mit Kollagenase A und DNase (TypI)GBSS-Pu�er 30mlKollagenase A 0,05%DNase (2000U/mg) 1000-2000UZuerst wird Kollagenase A zum GBSS-Pu�er gegeben und dieser steril �ltriert.Anshlieÿend wird der Pu�er mit DNase versetzt.Der Pu�er wird frish angesetzt und vor dem Gebrauh auf 37°C erwärmt.� Red Blood Cell Lysis Bu�er (Sigma-Aldrih, Shnelldorf)Durhführung:Die Mäuse wurden mit CO2 narkotisiert und anshlieÿend wurden der Bauhraum und der Hals-bereih freigelegt. Um ausshlieÿlih den kleinen Lungekreislauf zu spülen, wurden Vena und



2 Material und Methoden 46Arteria sublavia, Aorta abdominalis und Vena ava inferior inzisiert. Anshlieÿend wurde dasHerz punktiert und der kleine Lungenkreislauf so lange mit PBS/Heparin-Lösung gespült, biseine deutlihe Volumenzunahme und Weiÿfärbung der Lunge zu sehen war. Die Lungenperfusi-on wurde durhgeführt, um intravasale Blutzellen zu entfernen. Die Lunge wurde entnommen,Traheen und Bronhien entfernt und die Lunge mit einer kleinen Shere oder einem Skalpell zueiner homogenen Masse zerkleinert. Zur Bestimmung der DNA-Load (s. 2.4.14.1) in der Lungewurde zuvor der postkavale Lobus entnommen und bei -70°C gelagert und die DNA mit demDNeasy Blood & Tissue Kit (s. 2.4.4.6) isoliert. Das Homogenat wurde in einen Erlenmyerkolbenüberführt und das Bindegewebe shüttelnd (150U/min) für 1h bei 37°C in 30ml GBSS-Pu�ermit Kollagenase A und DNase verdaut. Anshlieÿend wurde die Zellsupsension über ein Metall-sieb gegeben und mit dem Stempel einer 2ml-Pipette zerrieben. Das Sieb wurde gründlih mitGBSS-Pu�er gespült, die Zellsuspension in ein 50ml-Zentrifugenröhrhen überführt und 10minbei 552×g (Heraeus Megafuge 2.0, Rotor: 8160) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mitGBSS-Pu�er gewashen. Zur Lyse der Erythroyten wurden 2ml Red Blood Cell Lysing Bu�erzu den Zellen gegeben, diese darin resuspendiert und für 2min unter gelegentlihem Shüttelnbei RT inkubiert. Danah wurden die Zellen ein weiteres Mal mit GBSS-Pu�er gewashen, inGBSS-Pu�er aufgenommen, über ein Zellnylonsieb gegeben und abshlieÿend für 10min bei552×g (Heraeus Megafuge 2.0, Rotor: 8160) zentrifugiert. Die Zellen wurden in einem geeig-neten Volumen an GBSS-Pu�er resuspendiert, die Zellzahl bestimmt (s. 2.2.4) und auf 1×106Zellen/ml eingestellt.2.3 Virologishe Methoden2.3.1 Verwendete VirenMW97.01 (mCMV-WT.BAC):Diese himäre mCMV-Rekombinante besteht überwiegend aus der Nukleotidsequenz des La-borstamms ATCC VR-1399 (Smith, 1954) und einem Anteil der Nukleotidsequenz (HindIII-E′-Fragment) des mCMV-Laborstammes K181 (Misra and Hudson, 1980). Nah Klonierung desgesamten mCMV-Genoms in ein BAC-Plasmid (pSM3fr (Wagner et al., 1999; Messerle et al.,1997)) und anshlieÿender Transfektion in MEF, konnte das Virus MW97.01 (mCMV-WT.BAC,WT) (Wagner et al., 1999) nah erfolreiher Rekonstitution aus dem Überstand isoliert werden(Wagner et al., 1999). MW97.01 in vivo-Experimente zeigten keine Untershiede in den biolo-gishen Eigenshaften im Vergleih zu mCMV-WT.Smith (Stamm Smith ATCC VR-194/1981)(Wagner et al., 1999). mCMV-WT.BAC wurde unserer Arbeitsgruppe freundliherweise vonU. H. Koszinowski, Max von Pettenkofer-Institut für Hygiene und Mikrobiologie in Münhen,zur Verfügung gestellt.



2 Material und Methoden 47mCMV_∆IE2DTR:Das rekombinante Virus mCMV_∆IE2DTR untersheidet sih vom WT durh das zusätzliheVorhandensein eines für den simian DTR kodierenden Gens. Das DTR-Gen wurde bei der Klonie-rung mittels Zwei-Shritt BAC-Mutagenese über die HpaI-Shnittstellen an Position n 184237und n 184315 (WT, GenBank Aession No. NC_004065) in das mCMV-Genom kloniert, wo-durh der ie2 -Promotor und 43bp des Exon 1 aus ie2 deletiert wurden. Durh die Ampli�zierungdes DTR-Gens wurde jedoh die ie2 -Promotor-Sequenz wieder vollständig durh das Primer -Design (s. Abb. 3.4) in das mCMV-Genom integriert und ein Stop-Codon hinter das DTR-Genkloniert. Der DTR steht somit unter Kontrolle des ie2 -Promotors.mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR:Dieses Virus basiert auf der Funktionverlustmutante mCMV-IE1L176A, die eine gezielte Punkt-mutation (L176A an der Position n 181.020 und n 181.022, Positionsangabe nah Rawlinsonet al., 1996) in der C-terminalen MHC Klasse I (hier Ld) Anker-AS des IE1-Peptids (168-YPHFMPTNL-176, Reddehase et al., 1989) enthält, wodurh die Präsentation des IE1-Peptidsdurh den MHC verhindert wird (Simon et al., 2006a). Zusätzlih wurde, wie bei der MutantemCMV_∆IE2DTR, das Gen für den simian DTR unter Kontrolle des ie2 -Promotors gestellt.mCMV_∆IE2DTR-HA:Diese Virusmutante enthält am 3′-Ende des insertierten DTR-Gens (s. mCMV_∆IE2DTR) eineHA-Epitop-Sequenz (YPYDVPDYA) aus dem Hämagglutinin-Protein (HA) des In�uenza-Virus.Das ursprünglihe Stop-Codon des DTR-Gens wurde unter gleihzeitiger Insertion des HA-tagsmittels Ein-Shritt BAC-Mutagenese entfernt und hinter dem HA-tag wieder eingefügt.2.3.2 Eliminierung von BAC-Sequenzen aus rekombinantenmCMVNah der Rekonstitution von rekombinanten mCMV aus BAC-DNA (s. 2.2.5.2) ist es wihtig,die im viralen Genom vorhandenen BAC-Vektor-Sequenzen zu entfernen, da diese zu veränder-ten biologishen Eigenshaften der rekombinanten Viren im Vergleih zum WT führen können(Wagner et al., 1999; Adler et al., 2001). Die BAC-Vektor-Sequenzen im mCMV-BAC-Plasmidsind von homologen viralen Sequenzen �ankiert, die mit Hilfe des eukaryontishen Rekombi-nationsapparats mittels homologer Rekombination eliminiert werden können. Es entsteht einauthentishes WT-Genom, das frei von BAC-Vektor-Sequenzen ist (Wagner et al., 1999). Die-ser Vorgang benötigt vier bis fünf Zellkulturpassagen, um den gröÿten Anteil an BAC-Sequenzenzu entfernen und einen BAC-DNA-freien mCMV-Stok zu erhalten.



2 Material und Methoden 48Verwendete Materialien:� Methylellulose-Medium (MC)Methylellulose 8,8gAqua bidest 360mlAutoklavieren und üN bei 4°C rühren.MEM 10× 40mlL-Glutamin 5mlPeniillin/Streptomyin (P/S) 5mlFCS 20mlpH-Wert mit NaHCO3 auf 7,5 einstellen.Durhführung:Die Virusüberstände wurden in 6-well -Zellkulturplatten passagiert, indem MEF wiederholt mitden jeweiligen Überständen in�ziert wurden. Dazu wurden diese durh Zentrifugation (5min;500×g; 4°C; Heraeus Labofuge 400R, Rotor: 8172) von Zelltrümmern befreit und MEF (a.80% kon�uent) mit jeweils 1µl des Virusüberstands, verdünnt in 999µl frishem Kulturmedium,in�ziert. Der restlihe Überstand wurde bei -70°C weggefroren. Zur Infektion der MEF wurde dasKulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 1ml der Viruslösung bedekt und der Ansatz für 30minbei RT unter gelegentlihem Shwenken inkubiert. Anshlieÿend wurden jeweils 2ml Kulturme-dium auf die Zellen gegeben und diese für 4 bis 5 Tage bei 37°C inkubiert, bis der Zellrasen zuetwa 80% durhlysiert war. Dieser Vorgang wurde für drei Virus-Passagen durhgeführt. 1ml Vi-ruslösung der vierten Passage wurde mit 2ml MC übershihtet, um nah 3 bis 5 Tagen einzelneVirusplaques isolieren zu können. Diese Einzelplaques wurden von der Unterseite der Kulturplatteunter einem Mikroskop mit einem Stift markiert und einige Zellen des Plaques mit einer steri-len, abgeshnittenen 1ml-Pipettenspitze entnommen und in 1ml Kulturmedium resuspendiert.Die weitere Infektion der MEF erfolgte wie oben beshrieben. Nah der Lyse der Zellen wurdendie jeweiligen Überstände gesammelt. Ein Aliquot des Überstands diente zur Isolierung viralerDNA (s. 2.4.4.7) und anshlieÿender Überprüfung rekombinanter mCMV auf eventuell noh ver-bleibende BAC-Sequenzen mittels einer quantitativen real-time PCR (qPCR) (s. 2.4.14.3) mitBAC-spezi�shen Oligonukleotiden und Sonde. Das rekombinante mCMV wurde als BAC-freide�niert, wenn weniger als 100 BAC-Sequenzen pro 1×106 Virusgenomen nahweisbar waren.2.3.3 mCMV-ProduktionDie Generierung hohreiner mCMV-Stoks erfolgte, nahdem die BAC-Sequenzen durh Passa-gierung aus dem Virusgenom erntfernt worden waren (s. 2.3.2).



2 Material und Methoden 49Verwendete Materialien:� Virus-Standard-Pu�er (VSP)Tris 50mMEDTA×2H2O 5mMKCl 12mMAqua bidest ad 1000mlLösung mit HCl auf pH 7,8 einstellen und anshlieÿend autoklavieren.� VSP mit 15% (w/v) SaharoseSaharose 15gmit VSP ad 100mlDie Lösung frish ansetzen und steril �ltrieren.Durhführung:Zur Produktion von gereinigtem Virus benötigt man 40 bis 55 beshihtete Zellkulturshalen(Ø 15m) mit fast kon�uent bewahsenen MEF der dritten Passage. Die Zellen wurden mit1×105 PFU (plaque forming unit) mCMV pro Zellkulturshale oder mit 50µl Virusüberstandeiner durhlysierten Kultur einer 10m-Zellkulturshale in�ziert. Dazu wurde das Medium ab-genommen und das Virus in einem Volumen von 5ml pro Shale auf die Zellen pipettiert undunter mehrmaligem Shwenken 30min bei RT inkubiert. Anshlieÿend wurden pro Shale 20mlMedium hinzu pipettiert. Die in�zierten Zellen wurden 4 bis 5 Tage bei 37°C im Brutshrankinkubiert, bis sih a. 80% der Zellen abgelöst hatten und im Überstand befanden. Noh adhä-rente Zellen wurden mit einem sterilen Zellshaber abgelöst und die Zellsuspension in sterilen500ml-Zentrifugenbehern gesammelt. Anshlieÿend wurde bei 6370×g für 20min bei 4°C zen-trifugiert (Sorvall RC 5C Plus, Rotor: SLA-3000). Alle weiteren Shritte erfolgten bei 4°C bzw.auf Eis.Die Überstände wurden nah der Zentrifugation in 250ml-Zentrifugenbehern gesammelt und diePellets mit 10ml kaltem Medium ohne FCS resuspendiert und mit dem doune-Homogenisatorauf Eis homogenisiert. Das Homogenat wurde anshlieÿend in 50ml-Zentrifugenröhrhen über-führt und bei 3.670×g und 4°C für 20min zentrifugiert (Sorvall RC 5C Plus, Rotor: SS-34). DieÜberstände wurden mit den bereits vorhandenen Überständen vereint und die Pellets verworfen.Die gesammelten Überstände wurden für 3h bei 26.000×g und 4°C zentrifugiert (Sorvall RC5C Plus, Rotor: SLA-1500), die Überstände vorsihtig dekantiert und die Pellets zum Lösenüber Naht (üN) auf Eis gestellt. Am nähsten Tag wurden die Pellets im verbliebenen Medi-um resuspendiert und ein weiteres Mal auf Eis mit dem doune-Homogenisator homogenisiert.Das Homogenat wurde vorsihtig auf ein kaltes VSP/Saharose-Kissen (15%-ige Saharose(w/v)) in einem Pu�er-zu-Virus Verhältnis von 10:1 (v/v) in ein steriles Polyallomerröhrhen



2 Material und Methoden 50gegeben. Anshlieÿend wurde für 1h bei 4°C mit 52.800×g zentrifugiert (Sorvall Combi Plus,Rotor: AH629) und der Überstand vorsihtig mit einer Pipette abgenommen. Das Pellet wurdemit 2ml bis 4ml eiskaltem Saharose/VSP-Pu�er übershihtet und zum Lösen ungefähr 3hauf Eis gestellt. Danah wurde das Pellet mit einer Pasteurpipette sorgfältig resuspendiert undein weiteres Mal auf Eis homogenisiert. Die Virussuspension wurde in Aliquots zu 10µl, 20µl und100µl bei -70°C gelagert.2.3.4 mCMV-TiterbestimmungDer mCMV-Virustiter wird in PFU angegeben. Eine PFU ist nah De�nition die Menge an Virus,die benötigt wird, um einen einzelnen Plaque in einem Monolayer permissiver Zellen zu erzeugen.Die Berehnung erfolgt über folgende Formel:Virustiter (PFU/ml) = Plaquezahl × V (V: Verdünnungsfaktor) × 10Die Ergebnisse der Duplikate/Triplikate wurden bei der Berehnung gemittelt. Die errehnetenWerte ergaben den Virustiter pro ml bzw. Organ (Reddehase et al., 1985).Verwendete Materialien:� MC (s. 2.3.2)2.3.4.1 Virustiterbestimmung aus ZellkulturüberständenDurhführung:Zur Virustiterbestimmung wurden MEF der dritten Passage in 48-well -Zellkulturplatten ange-legt. Zur Titration der Zellkulturüberstände wurde in Reaktiongefäÿe 180µl Kulturmedium vor-gelegt und 20µl des Virusstoks hinzupipettiert und weiter bis zu einer Verdünnung von 1:10-9titriert. Die gesamte Virustitration erfolgte auf Eis und mit gekühltem Medium. Das Kulturme-dium der MEF wurde abgesaugt und je 100µl jeder Verdünnungsstufe wurden als Duplikat bzw.Triplikat auf die MEF gegeben. Für eine sorgfältige Titration muss nah jedem Pipettiervorgangdie Spitze gewehselt werden, bevor sie in das Medium getauht wird. Nah 1h Inkubation bei37°C wurden die Zellen mit 500µl MC (s. 2.3.2) übershihtet, um die Di�usion von freigesetz-ten Virionen zu ershweren. Die Auswertung erfolgte nah 4 bis 5 Tagen durh Auszählen derPlaques mittels eines Invertmikroskops.



2 Material und Methoden 512.3.4.2 Virustiterbestimmung aus OrganhomogenatenDie Virustiterbestimmung aus Organhomogenaten erfolgte ebenfalls auf MEF der dritten Pas-sage, die auf 48-well -Zellkulturplatten ausgesät worden waren. Vier Organe können pro Platteals Duplikate titriert werden. Hierzu wurden die entnommenen Organe bei 37°C aufgetaut undanshlieÿend über einem sterilen Metallsieb mit dem Stempel einer 2ml-Spritze homogenisiert,das Sieb mit 2ml Medium gespült und eine log10-Verdünnungsreihe mit sehs Verdünnungsstu-fen erstellt. Von jeder Verdünnungsstufe wurden 100µl je well auf MEF gegeben und zentrifugalin�ziert (s. 2.3.5). Nah der Zentrifugation wurden je 500µl MC in die wells gegeben und bei37°C inkubiert. Das Auszählen der Plaques erfolgt nah 4 Tagen (Podleh et al., 2002).2.3.5 Zentrifugale Infektion von MEFDie Infektion permissiver Zellen mit mCMV kann durh Zentrifugation um einen Faktor vonungefähr 20 (in unten stehender Formel 0,2 PFU) verstärkt werden (Kurz et al., 1997; Podlehet al., 2002).Verwendete Materialien:� MC (s. 2.3.2)Für die zentrifugale Infektion von MEF wurden diese in der zweiten oder dritten Passage in ver-shiedenen Zellkulturplatten (6-, 24-, 48-well -Platte) oder Zellkulturshalen (Ø10m) ausgesät.Vor der Infektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewashen und anshlieÿend nah Zugabeder Viruslösung in Kulturmedium für 5min bei 760×g (Heraeus Megafuge 2.0, Rotor: 8160 bzw.8082) zentrifugiert. Danah wurden die Platten um 180° gedreht und für 25min bei 760×gzentrifugiert. Die Platten wurden anshlieÿend entweder mit Medium supplementiert oder mitMC übershihtet.Die benötigte Virusmenge für eine Infektion mit einer MOI=4 berehnet sih wie folgt:Zellzahl × 0,2 PFU = benötigte PFU des Virusstoks2.4 Molekularbiologishe Methoden2.4.1 Verwendete BakterienstämmeDH10B (invitrogen, Karlsruhe)Genotyp: F− mrA ∆(mrr-hsdRMS-mrBC) ∆laX74 deoR endA1 ara∆139 ∆(ara, leu)7697rpsL reA1 nupG Φ80dlaZ∆M15 galU galK



2 Material und Methoden 52SW105Genotyp: F− mrA ∆(mrr-hsdRMS-mrBC) ∆laX74 deoR endA1 ara∆139 ∆(ara, leu)7697rpsL reA1 nupG Φ80dlaZ∆M15 galU ∆galK [λ1857(ro-bioA℄<>Tet℄galK+ gal4902.4.2 Bakterienanzuht2.4.2.1 FlüssigkulturenVerwendete Materialien:� Luria-Bertani- (LB) Medium; LB-AgarNaCl 10gBato-Trypton 10gHefeextrakt 5gmit H2Odemin ad 1000mlMit NaOH auf pH 7,5 einstellen und anshlieÿend autoklavieren.Zur Herstellung von LB-Agar 15g Bato-Agar ad 1000ml LB hinzufügen.� Antibiotika-LösungenAntibiotikum Stammlösung GebrauhslösungAmpiillin (Amp) 100mg/ml 100µg/ml (in Aqua bidest)Chlorampheniol (Cam) 34mg/ml 17µg/ml (in EtOH (100 %))Kanamyin (Kan) 10mg/ml 25µg/ml (in Aqua bidest)Lösungen steril �ltrieren und bei -20°C lagern.Die Zugabe erfolgte immer nah dem Autoklavieren des Mediums.Durhführung:Zur Herstellung von Flüssigkulturen wurde immer nur von einer einzelnen Kolonie einer frishenPlattenkultur ausgegangen. Das Piken der Kolonie erfolgte mit einer sterilen Pipettenspitze,die dann in ein mit Medium gefülltes Reagenzglas (5ml LB-Medium für high-opy Plasmidebzw. 10ml LB-Medium bei low opy Plasmiden z.B. BAC-Plasmid, shuttle-Plasmid), evtl. mitentsprehendem Antibiotikum versetzt, überführt wurde. Die Anzuht erfolgte üN bei geeigneterTemperatur unter Shütteln (250U/min). Für gröÿere Kulturvolumina (≥10ml) wurde zuersteine 5ml Vorkultur angeimpft und aus dieser nah 5h bis 8h Inkubation ein gröÿeres Volumenim Verhältnis 1:1000 angeimpft.



2 Material und Methoden 532.4.2.2 PlattenkulturenPlattenkulturen sind sowohl dazu geeignet, Bakterien über einen begrenzten Zeitraum von ma-ximal zwei Wohen zu lagern, als auh dazu, Transformanden zu selektionieren oder Flüssigkul-turen anzuimpfen.Durhführung:Der LB-Agar (s. 2.4.2.1) wurde durh Aufkohen ver�üssigt, auf 40°C bis 45°C abgekühlt,mit den entsprehenden Antibiotika versetzt und anshlieÿend in sterile Einweg-Plastikshalengegossen. Nah der Polymerisierung konnten die Platten für mehrere Wohen im Kühlshrankgelagert werden. Die Plattenkulturen wurden je nah Anwendung mittels Verdünnungsausstrihoder �ähig mit einem Drigalski-Spatel angelegt.2.4.2.3 DauerkulturenZur dauerhaften Lagerung von Bakterienklonen wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden500µl einer frishen LB-Kultur in Einfrierröhrhen überführt, mit 600µl 86%-igem Glyerin ge-misht und anshlieÿend bei -70°C gelagert.2.4.3 Transformation kompetenter Bakterienzellen2.4.3.1 Herstellung elektrokompetenter BakterienVerwendete Materialien:� Glyerinlösung 10% (v/v)Glyerin (86%) 10%Aqua bidest ad 2lLösung bei 4°C vorkühlen.Durhführung:Von einer frishen Plattenkultur wurde eine Kolonie gepikt und in 10ml LB-Medium (even-tuell mit benötigtem Antibiotikum (s. 2.4.2.1)) üN bei 37°C shüttelnd inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 500ml LB-Medium (mit benötigtem Antibiotikum) mit einem Volumen1:100 mit der Übernahtkultur angeimpft und bei 37°C unter Shütteln inkubiert, bis sih ei-ne optishe Dihte bei 600nm (OD600) von 0,5 bis 0,7 eingestellt hatte. Anshlieÿend wurdendie Bakterien sofort auf Eis gekühlt und danah bei 4000×g (Sorvall RC5 Plus, Rotor: SLA3000) und 4°C für 15min zentrifugiert. Alle nahfolgenden Shritte wurden nun auf Eis und



2 Material und Methoden 54mit vorgekühlter 10%-iger Glyerinlösung (v/v) durhgeführt. Nah der Zentrifugation wurdeder Überstand entfernt und das Pellet in 500ml Glyerinlösung aufgenommen. Nah erneuterZentrifugation und Abnehmen des Überstandes wurden die Pellets in dem halben Kulturvolu-men (250ml) Glyerinlösung aufgenommen. In einem letzten Washshritt wurde das Pellet in100ml Glyerinlösung aufgenommen und zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde in 1mlbis 2ml Glyerinlösung aufgenommen, in Aliquots à 50µl in Reaktionsgefäÿe überführt und diesesofort in �üssigem Stiksto� weggefroren oder direkt für die Elektrotransformation verwendet(s. 2.4.3.2). Aufbewahrt wurden die Zellen bei -70°C.2.4.3.2 ElektrotransformationDurhführung:Ein Aliquot elektrokompetenter Bakterien (s. 2.4.3.1) wurde auf Eis aufgetaut und mit derzu transformierenden DNA auf Eis gemisht. Dabei wurden maximal 2µl Ligationsansatz (s.2.4.12) bzw. 1ng bis 5ng Plasmid-DNA verwendet. Der Ansatz wurde in die vorgekühlte Elektro-porationsküvette (Elektrodenabstand 2mm) überführt und die Bakterien bei 2,5kV, 400Ω und25µF perforiert (Gene Pulser, BIORAD, Münhen). Im Anshluss daran wurde der Ansatz unmit-telbar in 1ml LB-Medium aufgenommen und für 30min bis 90min bei entsprehender Temperaturunter Shütteln inkubiert. Nah der Inkubation wurde der Ansatz auf einer LB-Agarplatte mitAntibiotikum ausgestrihen.2.4.3.3 Elektrotransformation von BAC-PlasmidenDurhführung:Für die Transformation von BAC-Plasmiden wurde ein Protokoll von Swaminathan und Sharan(2004) modi�ziert angewendet. Dabei ist zu beahten, dass sowohl die BAC-DNA (s. 2.4.4.5) alsauh die elektrokompetenten Bakterien (s. 2.4.3.1) möglihst am Tag der Elektrotransformationpräpariert wurden. Für die Transformation wurden zwishen 1µl bis 3µl BAC-DNA mit 50µl Bak-terien in einem Reaktionsgefäÿ vorsihtig gemisht, in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette(Elektrodenabstand 1mm) überführt und für 1min bis 3min auf Eis inkubiert. Die Elektrotrans-formation erfolgte dann bei 1,75kV, 200Ω und 25µF (Gene Pulser, BIORAD, Münhen). DieBakterien wurden sofort in 1ml LB-Medium aufgenommen, für 60min bei entsprehender Tem-peratur unter Shütteln inkubiert und auf einer LB-Agarplatte mit Cam ausplattiert.



2 Material und Methoden 552.4.4 Isolierung von DNAZur Shnellpräparation von Plasmid-DNA wird meist die Methode der alkalishen Lyse (Birn-boim and Doly, 1979; Birnboim, 1983) verwendet. Dazu wurden die Bakterien mit einem Pu�erbehandelt, der SDS und NaOH enthält, um sie zu lysieren. Das enthaltene SDS denaturiertProteine. Chromosomale DNA, sowie Plasmid-DNA werden durh NaOH denaturiert. Durh dieZugabe von KA wird das Gemish neutralisiert, die Plasmid-DNA renaturniert, wohingegen dergröÿte Teil der hromosomalen DNA, der Proteine und das SDS durh Zentrifugation präzipi-tiert wird. Die Plasmid-DNA be�ndet sih nah der Zentrifugation im Überstand und wird durhAlkohol-Fällung präzipitiert.Um hoh reine Plasmid-DNA z.B. zur Sequenzierung oder Transformation zu erhalten, wirddiese über eine QIAprep spin-Säule (QIAGEN, Hilden) isoliert. Zugrunde liegt auh hier dasPrinizp der oben beshriebenen alkalishen Lyse. Durh die wehselnden Bedingungen währendder einzelnen Arbeitsshritte werden Proteine, Zelltrümmer und hromosomale DNA von derPlasmid-DNA getrennt, die reversibel an die Silika-Membran der Säule bindet und zum Shlussvon der Säule eluiert werden kann.2.4.4.1 Shnellpräparation von Plasmid-DNAVerwendete Materialien:� Pu�er 1 (P1)Tris 50mMNa2EDTA×2H20 10mMmit Aqua bidest ad 1000mlMit HCl auf pH 8,0 einstellen.Autoklavieren und danah 100mg RNase dazugeben.� Pu�er 2 (P2)NaOH 200mMSDS (20% v/v) 1%mit Aqua bidest ad 100mlLösung autoklavieren und bei RT lagern.� Pu�er 3 (P3)KA 3Mmit Aqua bidest ad 1000mlMit Eisessig auf pH 5,5 einstellen, autoklavieren.Lösung bei 4°C lagern.� 1× TE oder 10mM Tris/HCl (pH 8)



2 Material und Methoden 56Durhführung:Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden 5ml LB-Medium (mit entsprehendemAntibiotikum) direkt mit einer Bakterienkolonie beimpft und üN bei entsprehender Temperaturinkubiert. Am nähsten Morgen wurden 2ml der Übernahtkultur in ein Reaktionsgefäÿ überführtund die Bakterien bei 20.000×g (Eppendorf 5417R, Rotor: F45-30-11) für 1min bei RT pelletiert.Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 100µl P1 resuspendiert. Nah der Zugabevon 200µl P2 wurde das Gemish 5min bei RT inkubiert und nah der Zugabe von 150µl P3 für10min auf Eis inkubiert. Danah wurde für 30min bei 20.000×g (Eppendorf entrifuge 5417R,Rotor: F45-30-11) und 4°C zentrifugiert, der Überstand mit 400µl Isopropanol versetzt und einzweites Mal für 10min bei 4°C und 20.000×g zentrifugiert. Nah dem Troknen der DNA wurdediese in 50µl TE oder 10mM Tris/HCl pH 8,0 gelöst.2.4.4.2 Shnellpräparation von BAC-Plasmid-DNADie Shnellpräparation von BAC-Plasmiden beruht auf dem Prinzip der in Kapitel 2.4.4.1 be-shriebenen Methode der alkalishen Lyse von Bakterien. Da es sih jedoh bei BAC-Plasmidenum besonders groÿe low opy Plasmide handelt, müssen einige Modi�kationen beahtet werden.Durh ihre Gröÿe von a. 240kbp müssen zur Erhaltung ihrer Integrität Sherkräfte vermiedenwerden. Dies bedeutet u.a. ein Verziht auf Vortexen und die Verwendung von abgeshnittenenPipettenspitzen.Durhführung:In einem Reagenzglas wurden 10ml LB-Medium mit Cam mit einer Einzelkolonie angeimpft undüN bei 37°C unter Shütteln inkubiert. Nah Anlage einer Übernahtkultur wurden die Bakterienam nähsten Tag durh Zentrifugation mit 2380×g (Heraeus Labofuge 400R, Rotor: 8179) bei4°C für 6min pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in eiskalten 200µl P1 (s. 2.4.4.1) resuspendiertund in ein 2ml Reaktionsgefäÿ überführt. Zur alkalishen Lyse wurden 300µl P2 zugegeben, derAnsatz vorsihtig durh Invertieren gemisht und anshlieÿend für 5min bei RT inkubiert. NahZugabe von 300µl eiskaltem P3 und Inkubation für 10min auf Eis �elen SDS, hromosomale DNAund Proteinbestandteile aus. Nah der Zentrifugation mit 20.000×g (Eppendorf 5417R, Rotor:F45-30-11) bei 4°C für 15min wurde der Überstand mit 600µl raumtemperiertem Isopropanolversetzt, suspendiert und erneut für 30min bei 4°C zentrifugiert und das entstandene DNA-Präzipitat in 100µl 10mM Tris/HCl pH 8,5 oder TE mit 1% RNase A aufgenommen. Zumbesseren Lösen der DNA wurde das Pellet für 10min bei 37°C inkubiert. Die Lagerung derBAC-DNA erfolgte bei 4°C.



2 Material und Methoden 572.4.4.3 QIAprep Spin MiniprepUm reine Plasmid-DNA z.B. für Sequenzierungen oder Transformationen zu erhalten, wurdediese über Säulen (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt. Das Prinzip der QIAprep Miniprep beruht aufeiner Kombination der alkalishen Lyse von Bakterien und anshlieÿender reversibler Adsorptionder DNA an eine Siliagel-Membran. Durh untershiedlihe Salzkonzentrationen während dereinzelnen Arbeitsshritte erfolgt die Trennung der Plasmid-DNA von der genomishen DNA,Proteinen und Bakterienbruhstüken, sowie die Elution der Plasmid-DNA.Nah Angaben des Herstellers wurden hierzu 5ml LB-Medium mit der entsprehenden Kulturbeimpft und üN inkubiert. Die QIAprep Spin Minipreps wurden mit 1,5ml der Bakteriensuspen-sion durhgeführt. Nah mehrmaligem Washen wurde die DNA mit 50µl Elutionspu�er (10mMTris/HCl pH 8,5) oder Aqua bidest durh 1min Zentrifugation bei 20.000×g (Eppendorf 5417R,Rotor: F45-30-11) von der spin-Säule eluiert.Das ausführlihe Firmenprotokoll ist unter http://www1.qiagen.om/produts/plasmid/qiagenplasmidpurifiationsystem/qiagenplasmidminikit.aspx bereit-gestellt.2.4.4.4 QIAGEN Plasmid-MaxipräparationZur Aufreinigung gröÿerer Plasmid-Mengen wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN,Hilden) verwendet. Das Protokoll der Plasmid-Aufreinigung beruht auf einer modi�zierten alka-lishen Lyse der Bakterienzellen. Dabei bindet die Plasmid-DNA unter geeigneten Niedrigsalz-und pH-Bedingungen an eine Anionenaustausher-Säule. Zelluläre Bestandteile wie RNA, Pro-teine und niedermolekulare Verunreinigungen werden bei mittlerer Salzkonzentration von derSäule gewashen. Die gereinigte Plasmid-DNA wird bei hoher Salzkonzentration von der Säuleeluiert und zur Entsalzung mit Isopropanol gefällt.Ausgehend von einer 5ml-Übertagkultur wurden die Übernahtkulturen in 200ml für high-opy -Plasmide bzw. 500ml für low opy -Plasmide 1:1000 in LB-Medium mit entsprehendem Anti-biotikum beimpft und weiter unter Shütteln bei geeigneter Temperatur üN inkubiert. Die Zellenwurden am nähsten Tag bei 4°C für 10min und 5468×g (Sorvall RC5C Plus, Rotor: SLA 1500)pelletiert und anshlieÿend wie im Firmenprotokoll beshrieben bearbeitet. Die Plasmid-DNAwurde in einem geeigneten Volumen TE pH 8,0 oder 10mM Tris/HCl pH 8,5 aufgenommen undkann bei -20°C gelagert werden.Nähere Angaben sind dem Firmenprotokoll unter http://www1.qiagen.om/produts/plasmid/qiagenplasmidpurifiationsystem/qiafilterplasmidmaxikit.aspx zu ent-nehmen.



2 Material und Methoden 582.4.4.5 BAC-Plasmid-MaxipräparationUm groÿe Mengen hohreiner BAC-Plasmid-DNA aufzureinigen, wurde das Nuleobond Kit PC500 (Maherey und Nagel, Düren) verwendet. Dazu wurden 500ml LB-Medium mit Cam 1:500mit einer frishen Bakterien-Vorkultur angeimpft und üN bei 37°C unter Shütteln inkubiert.Die Bakterien wurden durh Zentrifugation bei 3797×g (Sorvall RC5C Plus, Rotor: SLA-1500)und 4°C für 10min pelletiert. Die DNA wurde wie im Firmenprotokoll beshrieben isoliert undin 250µl TE pH 8,0 oder 10mM Tris/HCl pH 8,5 mit 1% RNase A üN gelöst. Die Lagerungerfolgte bei 4°C.Ausführlihe Angaben sind im Firmenprotokoll unter http://www.mn-net.om/Portals/8/attahments/Redakteure_Bio/Protools/Plasmid%20DNA%20Purifiation/UM_pDNA_NuBo.pdf zu �nden.2.4.4.6 DNA-Isolierung aus Organen, Zellen und GewebenZur Gewinnung von DNA aus Zellen wurde standardmäÿig das DNeasy Blood & Tissue Kit(QIAGEN, Hilden) verwendet. Dieses Kit ermögliht eine shnelle und saubere Isolierung vonDNA aus Organen, Zellen und Geweben. Die Zellen werden hierbei lysiert und die freigesetzteDNA reversibel an eine Siliagel-Matrix gebunden. Die DNA wird auf der Säule durh Washengereinigt und anshlieÿend eluiert.Eingesetzte Gewebe oder Organe wurden mit Hilfe der Labor-Shwingmühle MM 300 (Mixer-Mill) von QIAGEN (Hilden/Retsh) homogenisiert. Dazu wurden in ein 2ml-Reaktiongefäÿ einbis zwei Stahlkugeln (Ø 3mm) und bis zu 300mg Gewebe gegeben. Die Organstüke wurdenbei 30Hz für 2×2min zerkleinert. Danah wurde der ATL-Lysepu�er und die Proteinase K da-zugegeben und der Ansatz bei 56°C unter Shütteln inkubiert. Anshlieÿend wurde ein Aliquotdes Homogenats wie im Firmenprotokoll beshrieben zur DNA-Isolierung eingesetzt. Es musstedarauf geahtet werden, dass die für die Säule maximal einzusetzende Gewebemenge niht über-shritten wird, da dies zu deren Überladung und so zu Verlusten in der DNA-Ausbeute führt. AmEnde wurde die DNA in einer de�nierten Menge mit AE-Elutionspu�er eluiert. Bei geringerenMengen an Ausgangsmaterial konnte die Elutionsmenge auf bis zu 50µl reduziert werden.Das ausführlihe Firmenprotokoll ist unter http://www1.qiagen.om/literature/protools/DNeasyBloodTissue.aspx nahzulesen.



2 Material und Methoden 592.4.4.7 Isolierung viraler und zellulärer Nukleinsäuren ausVirusüberständenVirale und zelluläre DNA aus Virusüberständen wurde mit dem High Pure Viral Nuelei Aid Kit(Rohe, Mannheim) isoliert. Bevor der Virusüberstand mit dem Bindepu�er vermisht wurde,mussten 3,2µl polyA-RNA und 50µl Proteinase K zum Bindepu�er hinzugegeben werden. Erstjetzt wurden 200µl Virusüberstand mit 250µl des Bindepu�ers gemisht und für 10min bei 72°Cinkubiert. Anshlieÿend wurden weitere 100µl Bindepu�er (ohne polyA-RNA und Proteinase K)hinzugefügt und das gesamte Gemish auf die Säule gegeben und die DNA daran gebunden.Nah dem Washen und Troknen der Säule wurde die virale DNA in 50µl Elutionspu�er bzw.Aqua bidest eluiert.Das ausführlihe Firmenprotokoll ist unter http://www.rohe-applied-siene.om/PROD_INF/MANUALS/napi_man/pdf/hapter2/page_69-73.pdf zu �nden.2.4.4.8 Präzipitation von NukleinsäurenVerwendete Materialien:� Natriumaetat-Pu�erNaA×3H2O 3Mmit Aqua bidest ad 100mlLösung mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen und autoklavieren.� Tris-Pu�er (Tris/HCl)Tris 10mMmit Aqua bidest ad 1000mlLösung mit HCl auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren.Durhführung:Nukleinsäuren können aus wässrigen Lösungen durh Zugabe von monovalenten Kationen undAlkohol gefällt werden (Eikbush and Moudrianakis, 1978). Als Fällungsreagenzien wurden da-bei 1/10 Volumen 3M NaA-Pu�er pH 5,2 und die 2,5-fahe Menge eiskaltes Ethanol (100%(v/v)) verwendet. Die Volumenangaben beziehen sih auf das Volumen der zu fällenden Nukle-insäurelösung. Die Fällung erfolgte üN bei -20°C. Nah dem Fällen der Nukleinsäuren wurdendie Proben für 30min bei 0°C mit 20.000×g (Eppendorf entrifuge 5417R, Rotor: F45-30-11)pelletiert. Nahdem das Präzipitat mit dem gleihen Volumen kaltem Ethanol (70% (v/v)) ge-washen wurde, um eventuell vorhandene Salze zu entfernen, wurde ein weiteres Mal für 15minbei höhster Geshwindigkeit zentrifugiert und der Überstand mit einer Pipette entfernt. Das



2 Material und Methoden 60DNA-Pellet wurde anshlieÿend für 15min bei RT getroknet und die DNA in einem geeignetenVolumen 10mM Tris/HCl pH 8,0 gelöst. Bei sehr geringen DNA-Mengen ist das DNA-Pelletniht oder kaum sihtbar, weshalb beim Absaugen des Überstandes und Lösen der DNA genauauf die Position des Reaktionsgefäÿes während der Zentrifugation geahtet werden muss.2.4.5 Isolierung von RNAZur Isolierung von RNA wurde das RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Das Prinzipdes Kits beruht auf der Bindung von RNA (gröÿer als 200bp) an eine Siliagel-Matrix unterHohsalzbedingungen. RNA wird aus den Proben in Anwesenheit eines stark denaturierendenGuanidin-Isothioyanat-Pu�ers (GITC), der vorhandene RNasen inaktiviert, isoliert, danah re-versibel an eine Siliagel-Säule gebunden, gewashen und eluiert.2.4.5.1 RNA-Isolierung aus OrganenDie Isolierung von RNA aus Organen erfolgte in einer de�nierten Menge GITC-haltigen Pu�ers,der mit β-Meraptoethanol versetzt war. Die Gewebestüke wurden in diesem Pu�er aufgenom-men und in der Labor-Shwingmühle MM 300 (QIAGEN, Hilden/Retsh) für 3min bei 30Hzhomogenisiert (s. 2.4.4.6). Anshlieÿend wurde das Homogenat bei maximaler Geshwindigkeitfür 3min zentrifugiert und mit dem Überstand weitergearbeitet. Dieser wurde mit 70% Ethanol(v/v) versetzt und auf eine RNeasy-Säule (QIAGEN, Hilden) gegeben. Nah den folgenden zweiWashshritten mit untershiedlihen Washpu�ern wurde die RNA im Anshluss in 30µl bis50µl RNase-freiem Wasser eluiert.Zusätzlih wurde während der Aufreinigung ein DNase-Verdau durhgeführt. Hierzu wurde nurmit der Hälfte des ersten Washpu�ers gewashen und 10µl DNase I (QIAGEN, Hilden) mit70µl Washpu�er versetzt und auf die Säule gegeben. Nah 15min Inkubation bei RT wurde mitder zweiten Hälfte des ersten Washpu�ers gewashen und das Protokoll wie oben beshriebenweitergeführt.Ausführlihere Angaben sind dem Firmenprotokoll unter http://www1.qiagen.om/literature/protools/RNeasyMini.aspx zu entnehmen.



2 Material und Methoden 612.4.5.2 RNA-Isolierung aus ZellenZur Isolierung von RNA aus Zellkulturen wurden die Zellen direkt in der Zellkulturshale mitGITC-haltigem Pu�er versetzt, auf eine QIAshredder-Säule (QIAGEN, Hilden) gegeben und beimaximaler Geshwindigkeit für 2min zentrifugiert. Der DNase-Verdau, die Washshritte unddie Elution erfolgten wie unter 2.4.5.1 beshrieben.Das ausführlihe Protokoll ist unter http://www1.qiagen.om/literature/protools/RNeasyMini.aspx zu �nden.2.4.6 Quanti�zierung von Nukleinsäure-ProbenDie Bestimmung der Konzentration von DNA-Lösungen erfolgte standardgemäÿ spektrometrishdurh Messung der Extinktion (Ex) bei 260nm im Photometer (BioPhotometer (Eppendorf,Hamburg) oder Nanodrop (PeqLab, Erlangen)). Die minimal messbaren Volumina betrugen 50µl(BioPhotometer) bzw. 1µl Lösung (Nanodrop). Bei hohen DNA-Konzentrationen wurden dieLösungen in TE oder 10mM Tris/HCl pH 8,0 verdünnt. Diese gepu�erten Systeme sind Wasservorzuziehen, da das Absorptionsverhalten von Nukleinsäuren in niht gepu�erten Lösungen starkvariieren kann (Wil�nger et al., 1997). Der Konzentrationsberehnung wurde folgender Wertzugrunde gelegt: E260nm = 1 entspriht 50µg/ml bei dsDNADie Reinheit einer DNA-Probe durh Proteinverunreinigungen lässt sih über den Extinktions-quotienten Ex260/E280 bestimmen. Der Quotient gibt dabei das Verhältnis zwishen Nukleinsäureund Protein an. Proteinfreie DNA-Lösungen weisen ein Verhältnis von 1,8 bis 2,0 auf, für RNAsollte der Quotient über 2,0 liegen (Sambrook and Russel, 2001).2.4.7 RestriktionFür analytishe Zweke wurden meist 200ng bis 1500ng Plasmid-DNA in 10µl bis 20µl-Ansätzenmit Restriktionsenzymen geshnitten. Standardmäÿig wurden hierfür Enzymmengen von 5Ubis 20U pro Ansatz in einem für die Aktivität des Enzyms geeigneten Pu�er eingesetzt. DerRestriktionsenzymverdau erfolgte bei Enzym-spezi�sher Temperatur für 6h bis üN. Sofern diePu�erbedingungen übereinstimmten, konnten mehrere Restriktionsenzyme in einem Ansatz ver-wendet werden. Präparative DNA-Restriktionen, bei denen gröÿere Mengen an DNA (5µg bis20µg) verdaut wurden, erfolgten immer üN.



2 Material und Methoden 62Tab. 2.18: Standard-RestriktionsansatzReagenz MengePlasmid-DNA xµl10x Restriktionspu�er 2µlRestriktionsenzym yµlAqua bidest ad 20µlZur molekularen Analyse von BAC-Plasmiden durh Restriktionsenzymverdau wurden generell12µl der Maxi-Prep (s. 2.4.4.5) üN mit 20U des Enzyms in einem Gesamtvolumen von 60µlverdaut.Nah der Restriktion erfolgte immer eine Aufreinigung der DNA über ein präparatives Agarosegelund anshlieÿender Gelelution oder über eine Säule (s. 2.4.9).2.4.8 Native Gelelektrophorese von DNADNA-Fragmente können in Agarosegelen nah ihren Molekulargewihten elektrophoretish auf-getrennt werden. Mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese wurden Gröÿenabshätzungen vonDNA-Fragmenten, Reinigung von linearen DNA-Fragmenten, Intaktheits-Überprüfungen undpräparative Auftrennungen von Nukleinsäuren durhgeführt.Verwendete Materialien:� 50× TAE-Pu�erTris 450mMEDTA×2H2O 10mMmit H2Odemin ad 5lLösung mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen und anshlieÿend autoklavieren.Gebrauhslösung: 1× TAE� 50× TBE-Pu�erTris 400mMEDTA×2H2O 50mMBorsäure 450mMmit H2Odemin ad 1000mlLösung mit Eisessig auf pH 8,3 einstellen und anshlieÿend autoklavieren.Gebrauhslösung: 1× TBE� 10x Probenpu�erSaharose 67%Bromphenolblau 0,05%



2 Material und Methoden 63Durhführung:Standardmäÿig erfolgte die Auftrennung der DNA in 1%-igen Agarosegelen mit TAE-Pu�er.Für die Auftrennung von restringierten BAC-Plasmiden mit Fragmentgröÿen zwishen 1kbp bis30kbp wurden 0,7%-ige Agarosegele in TBE-Pu�er verwendet. In der Regel kamen sogenannteMaxi-Gele (20×20m bzw. 20×10m) oder Mini-Gele (10×6,5m) zum Einsatz. Die Mini-Gelewurden in erster Linie zur shnellen Kontrolle der DNA nah Restriktionen oder PCRs eingesetzt.Vor dem Gel-Lauf wurden die Proben mit 1/10 Volumen Probenpu�er versetzt, um das Einsinkender Nukleinsäuren in die Geltashen zu ermöglihen. Die anshlieÿende Trennung der Fragmen-te nah ihrer molekularen Gröÿe erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern in 1× TAE.Die angelegte Spannung (0,5V/m bis 5V/m Elektrodenabstand) rihtet sih nah Fragment-bzw. Gelgröÿe. Die Auftrennung linearisierter BAC-DNA erfolgte üN in speziellen Maxi-Gelen(20×25m) bei 4°C (Gel-Herstellung: und Shrimpf, 1999) mit 1× TBE (höhere Pu�erkapazitatim Vergleih zu TAE) als Laufpu�er. Um die DNA Banden zuordnen zu können, wurde gleih-zeitig mit den Proben ein DNA-Längenstandard (invitrogen, Karlstuhe) mitgeführt und dem GelEthidiumbromid (Endkonzentration: 1µg/ml) hinzugefügt, um die Banden sihtbar zu mahen.Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierendes Fluorophor, das, mit UV-Liht angeregt, die DNAsihtbar maht. Die Dokumentation erfolgte entweder mit Hilfe einer Sofortbild-Kamera (Po-laroid Land Camera MP-4 mit Polaroid�lm Typ 667, UV-Filtersystem KodakWratten 2A) odereiner CCD-Kamera.2.4.9 Elution von DNA aus AgarosegelenDas QIAquik Gel Extration Kit (QIAGEN, Hilden) ist geeignet, um DNA von 70bp bis 10kbpaus Agarosegelen zu extrahieren und zu reinigen. Die Säule kann maximal mit 400mg Agarosebeladen werden, um die Ladekapazität niht zu übershreiten, was zu einer verminderten DNA-Ausbeute führen kann.Durhführung:Die zu reinigende DNA wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und nah der Elektrophorese dasspezi�she DNA-Fragment aus dem Gel herausgeshnitten und in einem Reaktionsgefäÿ gewo-gen. Anshlieÿend wurden 3 Volumen QG-Pu�er auf 1 Volumen Agarosegel pipettiert, wobei100mg Agarose 100µl QG-Pu�er entsprehen. Die Agarose wurde für a. 10min bei 50°C inku-biert, bis sih diese vollständig aufgelöst hatte. Anshlieÿend wurde ein Gel-Volumen Isopropanolhinzugegeben und die DNA durh Zentrifugation an die Säule gebunden. Nah den vershiede-nen Washshritten wurde die Säule getroknet und die DNA mit 50µl Elutionspu�er von derSäule eluiert.



2 Material und Methoden 64Ausführlihe Angaben sind dem Firmenprotokoll unter http://www1.qiagen.om/produts/dnaleanup/gelprsileanupsystems/qiaquikgelextrationkit.aspxzu entnehmen.2.4.10 Aufreinigung von PCR-ProduktenZur shnellen Aufreinigung von DNA, z.B. nah einer Polymerase Kettenreaktion (PCR), wurdedas High Pure PCR Produt Puri�ation Kit (Rohe, Mannheim) verwendet. In Anwesenheitvon Guanidin Thioyanat bindet die ampli�zierte DNA selektiv an spezi�she Glasfasern. Diegebundene DNA wird durh vershiedene Washshritte von Kontaminationen wie z.B. Primern,Nukleotiden und Salzen gereinigt und unter Niedrigsalz-Bediungungen von der Säule eluiert.Durhführung:Die DNA wurde zuerst mit Aqua bidest zu 100µl aufgefüllt und mit 500µl Bindepu�er versetztund gemisht. Nah der Zentrifugation für 1min bei 13.000×g (Eppendorf entrifuge 5417R,Rotor: F45-30-11) wurde die Säule zweimal mit 500µl bzw. 200µl Washpu�er gewashen undwie zuvor zentrifugiert. Die Elution erfolgte mit 50µl bis 100µl Elutionspu�er oder Aqua bidestund anshlieÿender Zentrifugation.Nähere Angaben sind im Firmenprotokoll unter https://www.rohe-applied-siene.om/PROD_INF/MANUALS/napi_man/napi.htm nahzulesen.2.4.11 Dephosphorylierung linearer DNANah einem Restriktionsenzymverdau können Vektoren, die mit einem Restriktionsenzym ge-shnitten wurden, das nur eine Shnittstelle im Vektor besitzt, durh ihre kompatiblen Endenwieder miteinander religieren. Diese Religation des Vektors würde bei einer Klonierung zu einemhohen Hintergrund führen. Um eine Religation zu verhindern, dephosphoryliert man die termi-nalen Phosphatgruppen am 5′-Ende des linearisierten Vektors mittels alkalisher Phosphatase.Hierzu wurde die Calf Intestinal Phosphatase (CIP) (NEB, Shwalbah) verwendet. Pro 1µgDNA wurden 0,5U des Enzyms benötigt, die direkt in den Restriktionsansatz hinzugegeben undfür 1h bei 37°C inkubiert wurden, da CIP in den meisten Pu�ern von NEB aktiv ist. WurdenRestriktionsenzyme mit Pu�ern anderer Hersteller verwendet, mussten die Restriktionsansätzezuvor wie unter 2.4.10 beshrieben gereinigt werden.



2 Material und Methoden 65Tab. 2.19: Standard-DephosphorylierungsansatzReagenz MengePlasmid-DNA xµlCIP 1µl10× CIP-Pu�er 12µlAqua bidest ad 120µlZur vollständigen Entfernung der alkalishen Phosphatase musste der gesamte Ansatz überein präparatives Agarosegel gereinigt und die DNA anshlieÿend aus dem Gel eluiert werden(s. 2.4.9).2.4.12 Ligation von DNA-FragmentenUm zwei dsDNA-Fragmente, die zuvor mit Restriktionsenzymen geshnitten wurden (glatteEnden oder überhängende Enden), zu verbinden, kann mit Hilfe der T4 DNA-Ligase unterATP-Verbrauh eine Phosphodiesterbindung zwishen einer 5′-Phosphatgruppe und einer 3′-Hydroxylgruppe der dsDNA ausgebildet werden. Für die Ligation zweier DNA-Fragmente wurdejeweils zwishen 0,5pmol und 1pmol des linearisierten, dephosphorylierten Vektors (a. 50ng bis400ng) und 1pmol des geshnittenen Inserts verwendet. Die benötigten DNA-Mengen konntenmit folgender Formel berehnet werden:
XµgdsDNA = 1

1×106 × ypmol × Nbp × 660µgmol−1y: pmol dsDNA; N: Anzahl an BasenpaarenFür die Ligation zweier kohäsiver Enden wurden 1U bis 2U verwendet, für glatte Enden 5Uder T4 DNA-Ligase. Bei der Ligation von glatten Enden wurde zusätzlih noh 1/10 VolumenPolyethylen Glyol-Lösung (PEG) eingesetzt. Die Ligation erfolgte entweder für 2h bei 22°Coder bei 16°C üN.



2 Material und Methoden 66Tab. 2.20: Standard-LigationsansatzMaterial MengeInsert (1pmol) xµlVektor (0,5pmol bis 1pmol) yµl10× Ligationspu�er 1,5µlPEG 1,5µlT4 DNA-Ligase (1U/µl) zµlAqua bidest ad 15µlJe 1µl des Ligationsansatzes wurde in die Transformation (s. 2.4.3.2) von E. oli DH10B einge-setzt.2.4.13 Die PCRDie PCR stellt eine sehr emp�ndlihe Methode zur Ampli�zierung von spezi�shen DNA-Abshnitten dar (Saiki et al., 1988). Die Methode basiert auf den grundlegenden Abläufender DNA-Replikation. Dabei benötigt man Sequenz-spezi�she Oligonukleotide (Primer), dieden zu ampli�zierenden Bereih festlegen. Somit können bestimmte Sequenzbereihe selek-tiv ampli�ziert werden. Als Polymerase dient ein Enzym aus thermophilen Bakterien, z.B. dieTaq-Polymerase aus Thermus aquatius. Dieses thermostabile Enzym ermögliht es, das DNA-Molekül (Template) thermish mit Hitze zu denaturieren (Denaturierungsphase), da es selbstintakt bleibt. An die nun einzelsträngig vorliegende DNA können die Primer durh Erniedrigungder Temperatur (je nah Primer -Sequenz) an ihre homologen Sequenzen binden (annealing -Phase). Anshieÿend �ndet eine Neusynthese von DNA, ausgehend von den Primern durh diethermostabile DNA-Polymerase, statt (extension-Phase). Durh ständige Wiederholung dieserShritte wird das gewünshte DNA-Fragment (Ampli�kat) in sehr groÿer Menge hergestellt. Dasih die Zahl der neu entstandenen Moleküle mit jedem Zyklus verdoppelt, können theoretishbei n Ampli�kationen 2n Moleküle entstehen. Begrenzender Faktor in dieser Reaktion ist, vor-ausgesetzt Primer und Nukleotide liegen im Übershuss vor, die Aktivitätsdauer der Polymerase.Die Auswahl der Sequenz-spezi�shen Primer erfolgte mit Hilfe des Programms Clone ManagerSuite 7 und Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Bei der Erstel-lung der Primer musste darauf geahtet werden, dass keine internkomplementären Sequenzenverwendet wurden, welhe zu Sekundärstrukturen innerhalb der Oligonukleotide führen können.Um eine ausreihende Sequenz-Spezi�tät und bestmöglihe Hybridisierungen des DNA-DNA-Duplexes zu gewährleisten, wurden Primer mit einer Länge von mindestens 19 Nukleotiden undeinem Cytosin oder Guanosin am 3′-Ende ausgewählt.



2 Material und Methoden 67Tab. 2.21: Standard Taq oder HotStar Taq PCR-AnsatzKomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration10× PCR Pu�er; 15mM MgCL2 5µl 1×; 1,5mM MgSO4Primer_for (10pmol/µl) 1,5µl 0,3µMPrimer_rev (10pmol/µl) 1,5µl 0,3µMdNTPs [je 10mM℄ 1µl 200µM je dNTPTaq/HotStar Taq DNA-Polymerase 0,25 µl 1,25UnitsTemplate-DNA xµl ≤1µg pro ReaktionAqua bidest ad 50µl �Tab. 2.22: Standard HotStar Taq PCR-Pro�lZeit TemperaturInitialer Aktivierungsshritt 15min 95°C Aktivierung der HotStarTaq DNA-PolymeraseDenaturierung 1min 94°CAnnealing 1min 50-68°C je nah Primer -SequenzExtension 1min/1kbp 72°CZyklenzahl 30-35abshlieÿende Extension 10min 72°CEnde ∞ 4°CFür PCRs unter Verwendung der Taq DNA-Polymerase wurde statt eines initialen Aktivierungs-shritts ein initialer Denaturierungsshritt von 3min durhgeführt.Für Klonierungszweke, z.B. zum Einbringen von Erkennungssequenzen für Restriktionsendonu-kleasen, wurde ebenfalls die PCR verwendet. Das PCR-Produkt enthält spezi�she Restrikti-onsshnittstellen und kann mit den entsprehenden Enzymen geshnitten und in einen Vektorligiert werden. Die Primer wurden so konzipiert, dass die Restriktionsshnittstellen niht direktam 5′-Ende lagen, sondern upstream ein Überhang von drei �nonsense� Basen eingebaut wur-de, damit auh am Ende eines DNA-Strangs e�ektiv geshnitten werden konnte (Zimmermannet al., 1998). Um eine möglihst geringe Fehlerrate während der PCR zu erhalten, wurde dieProofStart DNA-Polymerase (QIAGEN, Hilden) verwendet. Bei dieser Polymerase handelt es



2 Material und Methoden 68sih um eine rekombinante DNA-Polymerase aus einem Pyroous spe.-Stamm. Sie besitzteine 3′ → 5′-Exonuklease Aktivität, die es erlaubt, falsh eingebaute Nukleotide vom 3′-Endedes wahsenden DNA-Strangs zu korrigieren.Tab. 2.23: Standard ProofStart PCR-AnsatzKomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration10× ProofStart PCR Pu�er; 15mM MgSO4 5µl 1×; 1,5mM MgSO4Primer_for (10pmol/µl) 5µl 1µMPrimer_rev (10pmol/µl) 5µl 1µMdNTPs (je 10mM) 1,5µl 300µMProofStart DNA-Polymerase 1µl 2,5UTemplate-DNA xµl 100ng-1µg genomishe DNA1-50ng Plasmid-DNAAqua bidest ad 50µl �Tab. 2.24: Standard ProofStart PCR-Pro�lZeit TemperaturInitialer Aktivierungsshritt 5min 95°C Aktivierung derDNA-PolymeraseDenaturierung 1min 94°CAnnealing 1min 50-68°C je nah Primer -SequenzExtension 1min/1kbp 72°CZyklenzahl 30-452.4.14 qPCRDie Methode der real-time PCR ermögliht es, die Zunahme an PCR-Produkten mit Hilfe vonFluoreszenzfarbsto�en in Ehtzeit im Reaktionsgefäÿ zu verfolgen. Bei einer qPCR wird die De-tektion der PCR-Ampli�kate in der exponentiellen Phase der PCR realisiert. Die Detektion kannentweder niht Sequenz-spezi�sh mit dsDNA-bindenden Fluorohromen (z.B. SYBR GreenI)oder Sequenz-spezi�sh mit �uorogenen Sonden (z.B. TaqMan�-Sonden) erfolgen. In der ex-ponentiellen Phase der PCR-Reaktion ist die Menge des Templates direkt proportional zu dergemessenen Fluoreszenz. Aufgrund dieser Proportionalität kann direkt eine Mengenbestimmung



2 Material und Methoden 69der zu untersuhenden Probe durhgeführt werden. Die Auswahl der im Rahmen dieser Arbeitverwendeten Sequenz-spezi�shen Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des Programms Primer Ex-press 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).2.4.14.1 Absolute Quanti�zierungZur absoluten Quanti�zierung von CMV-Genomen in Organen, Zellen oder im Blut wurde ei-ne qPCR mit SYBR GreenI oder TagMan�-Sonde in einem ABIPrism 7500 real-time Cylerdurhgeführt. Es wurden gegen den speziellen ORF gerihtete Sonden verwendet und Sequenz-spezi�she Primer, um die Zielsequenz mit der HotStar Taq DNA-Polymerase (QIAGEN, Hilden)zu ampli�zieren.Als Plasmid-Standard für die absolute Quanti�zierung wurde das Plasmid pDrive-gB-PTHrP-BAC verwendet. Dazu wurde das Plasmid linearisiert, gereinigt und auf eine de�nierte Molekül-menge eingestellt:Molekülmenge (Plasmide/µl) = 6,022 × 1023 (Kopien/mol) × Plasmid-Konzentration (g/µl)MW (g/mol)MW für dsDNA: Plasmidgröÿe (bp) × 660 Dalton/bpMit Hilfe einer Verdünnungsreihe dieses Plasmid-Standards (10 bis 1×107 Kopien), wurde beijeder Messung eine Eihkurve erstellt, anhand derer die absolute Zahl an Genomen in der zuuntersuhenden Probe bestimmt werden konnte. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Betriebs-software des ABIPrism 7500 durh die halblogarithmishe Auftragung der CT-Werte (threshholdyle) gegen die entsprehende Kopienzahl des Templates, wobei der CT-Wert einer Reaktiondem Zyklus der PCR entspriht, in dem die gemessene Probe einen festgelegten Fluoreszenz-shwellenwert erreiht. Der Shwellenwert wurde so gewählt, dass er in der exponentiellen Phaseder untersuhten PCR liegt. So konnten den CT-Werten der unbekannten Proben Template-Kopienzahlen zugeordnet werden.2.4.14.2 Absolute Quanti�zierung mit SYBR GreenIFür die niht Sequenz-spezi�she Detektion von PCR-Produkten wurden interkalierende Fluoro-hrome wie z.B. SYBR GreenI verwendet, die an dsDNA binden. Da diese Farbsto�e jedoh nihtnur an die spezi�shen PCR-Produkte binden, sondern auh an unspezi�she Nebenprodukteund Primer -Dimere, wurden im Anshluss an die eigentlihe PCR-Reaktion Shmelzkurvenana-lysen durhgeführt, um die Aussagekraft dieses Detektionssystems zu erhöhen. Dabei wurde dieTemperatur langsam und kontinuierlih von 60°C auf 95°C erhöht, wodurh die dsDNA-Moleküle



2 Material und Methoden 70denaturieren und die interkalierenden Farbsto�e freigesetzt werden. Die Abnahme der Fluores-zenz wird gemessen, wobei Primer -Dimere und unspezi�she Produkte durh ihre abweihendeShmelztemperatur von den zu untersuhenden Ampli�katen untershieden werden können. Indieser Arbeit wurde das QuantiTet SYBR Green PCR-Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet, umabsolute Quanti�zierungen von DNA durhzuführen.Tab. 2.25: Standard SYBR GreenI PCR-AnsatzKomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration2× QuantiTet SYBR Green PCR Master Mix 10µl 1×Primer_for (10pmol/µl) 1,5µl 0,75µMPrimer_rev (10pmol/µl) 1,5µl 0,75µMTemplate-DNA xµlAqua bidest ad 20µlTab. 2.26: Standard SYBR GreenI PCR-Pro�lZeit TemperaturInitialer Aktivierungsshritt 15min 95°C Aktivierung der HotStar TaqDNA-PolymeraseDenaturierung 15se 94°CAnnealing 30se 62°CExtension 45se 72°C DatenakquisitionZyklenzahl 50ShmelzkurveDenaturierung 15se 95°CAnnealing 1min 60°CDenaturierung 15se 95°C



2 Material und Methoden 712.4.14.3 Absolute Quanti�zierung mit TaqMan�-SondeIm Vergleih zu den SYBR GreenI-Detektionssystemen sind Systeme mit DNA-Sonden, die anFluorohrome gekoppelt sind (TaqMan�-Sonden) Sequenz-spezi�sh. Dadurh ist der Ein�ussvon unspezi�shen Nebenprodukten und Pimerdimeren sehr viel geringer. TaqMan�-Sonden sindkurze Oligonukleotide, die an ihrem 5′- bzw. 3′-Ende jeweils ein Fluorohrom (6-FAM als Repor-ter am 5′-Ende bzw. TAMRA als Quenher am 3′-Ende) tragen. Diese beiden Farbsto�e besitzenein überlappendes Emissions- bzw. Absorptionsspektrum, wodurh der sogenannte Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) auftritt. Die Fluoreszenz des Reporters wird unterdrükt, so-lange er sih in enger räumliher Nähe zum Quenher be�ndet. Das vom Fluorohrom emittierteLiht wird vollständig vom Quenher absorbiert, der dadurh selbst zur Fluoreszenz angeregtwird. Die Sonde wird so ausgewählt, dass deren Sequenz komplementär zu einem Sequenzab-shnitt ist, der zwishen den verwendeten Primern liegt. Während des Ampli�kationsshrittsverdrängt die Polymerase die TaqMan�-Sonde. Durh ihre Exonukleaseaktivität wird die Sondegleihzeitig auh hydrolysiert, wodurh die Fluorohrome freigesetzt werden und die Fluoreszenzdes Reporters niht länger durh den Quenher unterdrüket werden kann. Mit jedem Ampli�ka-tionszyklus steigt daher die detektierte Fluoreszenz des Reporters direkt proportional zur Anzahlder ampli�zierten Zielsequenzen an.Tab. 2.27: Standard TaqMan PCR-AnsatzKomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration10× PCR Pu�er 10µl 1×dNTPs (je 10mM) 1,67µl 670µMMgCl2 (25mM) 2,5µl 2,5µMPrimer_for (10µM) 1,5µl 0,6µMPrimer_rev (10µM) 1,5µl 0,6µMSonde (10µM) 0,66µl 0,26µMROX (10µM) 0,33µl 0,132µMHotStar Taq DNA-Polymerase [5U/µl℄ 0,4µlTemplate-DNA xµlRNase freies H2O ad 25µl



2 Material und Methoden 72Tab. 2.28: Standard TaqMan�-Sonden PCR-Pro�lZeit TemperaturInitialer Aktivierungsshritt 15min 95°C Aktivierung der HotStar TaqDNA-PolymeraseDenaturierung 15se 94°CAnnealing/Extension 60se 60°C DatenakquisitionZyklenzahl 45
2.4.15 Reverse Transkriptase-PCRUm virale Transkripte aus Gesamt-RNA nahzuweisen, wurde eine Reverse Transkriptase-PCR(RT-PCR) durhgeführt. Hierzu wurde der OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet.Der Enzym-Mix dieses Kits enthält eine Kombination aus Omnisript reverser Transkriptase,Sensisript reverser Transkriptase und HotStar Taq DNA-Polymerase. Bei der RT-PCR wurdezunähst mit Hilfe der reversen Transkriptasen und Sequenz-spezi�shen Primern DNA ausdem gewünshten RNA-Molekül hergestellt, die dann in einer nahfolgenden PCR-Reaktion alsTemplate diente. Mit Hilfe des OneStep RT-PCR Kits konnten die Synthese der DNA und dieanshlieÿende PCR direkt aufeinander folgend in einem Reaktionsgefäÿ durhgeführt werden.2.4.15.1 Relative Quanti�zierung von Transkriptmengen mitTaqMan�-SondeIn dieser Arbeit wurde zur relativen Quanti�zierung von Transkriptmengen das OneStep RT-PCRKit (QIAGEN, Hilden) verwendet und in einem ABIPrism 7500 durhgeführt. Die zu untersu-hende RNA wurde zunähst mit Hilfe Gen-spezi�sher Primer und einer reversen Transkriptasein DNA umgeshrieben, welhe anshlieÿend als Template für die real-time PCR diente. Beider relativen Quanti�zierung wird die Expression der zu untersuhenden Gene in den Mutantenmit der Expression dieser Gene z.B. im WT oder in einer unbehandelten Probe (Kalibrator) ver-glihen. Dabei wird niht die absolute Kopienzahl der zu untersuhenden Transkripte bestimmt,sondern nur deren relative Häu�gkeit im Vergleih zum Kalibrator. Dazu werden die CT-Werteder Virusmutanten und des WT für jedes zu untersuhende Gen und die endogene Kontrollebestimmt. Der CT-Wert stellt den Zyklus dar, in dem die Fluoreszenz der Proben einen festge-legten Shwellenwert erreiht. Um die eingesetzten RNA-Mengen vergleihen zu können, wurdeals Bezugsgröÿe die Expression eines zellulären Gens verwendet (endogene Kontrolle). Die Aus-



2 Material und Methoden 73wertung der relativen Quanti�zierung erfolgte mit Hilfe der Systemsoftware des ABIPrism nahder komparativen (2−∆∆CT) Methode nah Livak und Shmittgen (2001).Tab. 2.29: Standard TaqMan OneStep RT-PCR-AnsatzKomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration5× OneStep RT-PCR Pu�er 5µl 1× (2,5mM MgCl2)dNTPs (10mM jedes) 1,67µl 0,67µMPrimer_for (10µM) 1,5µl 0,6µMPrimer_rev (10µM) 1,5µl 0,6µMSonde (10µM) 0,66µl 0,26µMOneStep RT-PCR Enzym Mix 1µlMgCl2 (25mM) 1,5µl 1,5mMTemplate-RNA xµl 1pg-2µg/ReaktionAqua bidest ad 25µlTab. 2.30: Standard TaqMan OneStep RT-PCR-Pro�lZeit TemperaturReverse Transkription 30min 50°CInitialer Aktivierungsshritt 15min 95°C Aktivierung der HotStar TaqDNA-Polymerase;Denaturierung der ReversenTranskriptaseDenaturierung 15se 94°CAnnealing/Extension 60se 60°C Daten AkquisitionZyklenzahl 452.4.15.2 Herstellung des DTR in vitro-TranskriptsAls Standard für dei RT-qPCR wurden zur absoluten Quanti�zierung in vitro-Transkripte einge-setzt, die mit dem MegaSript Sp6 Kit (Applied Biosystems/Ambion, Austin, USA) hergestelltwurden. Dazu wurden zuerst 10µg des linearisierten Vektors pSP64PolyA+_DTR, der die ge-wünshte DTR Matrizen-DNA enthielt, auf ein Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe des QIA-



2 Material und Methoden 74quik Gel Extration Kits aufgereinigt und shlieÿlih in 30µl RNase freiem H2O eluiert und dieDNA-Konzentration bestimmt. Zur Herstellung des DTR in vitro-Transkripts wurde folgenderReaktionsansatz verwendet:Tab. 2.31: Standard-Ansatz zur Herstellung von in vitro-TranskriptenKomponente Volumen/ReaktionATP-Lösung 2µlCTP-Lösung 2µlGTP-Lösung 2µlUTP-Lösung 2µl10× Pu�er 2µlEnzym-Mix 2µllinearisierte DNA 1µgNuklease-freies H2O ad 20µlDieser Ansatz wurde 2h bei 37°C inkubiert. Danah wurde 1µl DNase (MegaSript Sp6 Kit(Applied Biosystems/Ambion, Austin, USA)) dazugegeben, ein weiteres Mal für 15min bei37°C inkubiert und shlieÿlih die RNA mit dem RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) auf-gereinigt und in 60µl RNase freiem H2O eluiert. Die genaue Versuhsbeshreibung ist unterhttp://www.ambion.om/atalog/CatNum.php?1330 nahzulesen.Nah der Aufreinigung der in vitro-Trankripte wurde deren Konzentration gemessen und dieTranskriptmenge pro µl bestimmt:Teilhenmenge (Transkripte/µl) = 6,022 × 1023 (Kopien/mol) × RNA-Konzentration (g/µl)MW (g/mol)MW für ssRNA: Gröÿe des in vitro-Transkripts (b) × 340 Dalton/b2.4.15.3 Absolute Quanti�zierung von Transkriptmengen durhRT-qPCRBei der Transkriptanalyse mittels RT-qPCR wurden, analog zur qPCR (s. 2.4.14) in vitroTransktipte als externer Standard zur Quanti�zierung verwendet. Um die Proben direkt mit-einander vergleihen zu können, wurde jeweils 1/10 des Eluats in die Reaktion eingesetzt. DieQuanti�zierung erfolgte wie unter 2.4.15.1 beshrieben mit dem OneStep RT-PCR Kit (QIA-GEN, Hilden) in einem ABIPrism 7500. Der RT-qPCR-Ansatz, sowie das RT-qPCR-Pro�l sindin Tab. 2.29 und Tab. 2.30 aufgeführt.



2 Material und Methoden 752.4.16 Herstellung rekombinanter mCMV mittelsBAC-TehnologieDie Generierung von mCMV-Rekombinanten, die für das Gen des simian DTR kodieren, erfolgtemittels des Zwei-Shritt Rekombinationsverfahrens im E. oli -Stamm DH10B.Die Insertion einer HA-Epitop-Sequenz aus dem Hämagglutinin des In�uenza-A-Virus an das3′-Ende des DTR-Gens wurde anshlieÿend mit dem Ein-Shritt Rekombinantionsverfahren imE. oli -Stamm SW105 durhgeführt.2.4.16.1 Mutagenese mittels Zwei-ShrittRekombinationsverfahrenDie Zwei-Shritt Rekombinationsmutagenese in E. oli DH10B wurde in Anlehnung an die Ver-fahren von O`Connor et al. (1989), Messerle et al. (1997), Borst et al. (1999; 2004), sowieWagner et al. (1999) durhgeführt. Die zur Herstellung der Rekombinanten benötigte Ma-jor Immediate Early Promotor Enhaner (MIE-PEEP)-Region (Kropp et al., 2009), sowie dasDTR-Gen wurden über mehrere Zwishenshritte in das Ursprungs-shuttle-Plasmid pST76K_SR(Pósfai et al., 1997; Hobom et al., 2000; Borst et al., 2004) kloniert (s. 3.1.1. Um eine e�ektiveund spezi�she homologe Rekombination zwishen shuttle-Plasmid und mCMV-BAC-Plasmidzu ermöglihen, muss die Mutation von gleih langen Sequenzen, homolog zum Integrationsort(1,5kbp bis 3kbp zu jeder Seite, Smith, G. R., 1988), �ankiert werden.Verwendete Materialien:� LB-Agarplatten mit 5% (w/v) SaharoseSaharose 5% (w/v)LB-Medium ad 100µlLösung immer frish ansetzen und steril �ltrieren.I. Co-Transformation des shuttle-Plasmids und Bildung der Co-Integrate50µl elektrokompetente DH10B (s. 2.4.3.1), die das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid ent-hielten, wurden mit 1ng shuttle-Plasmid-DNA elektrotransformiert (s. 2.4.3.3) und für 1h inLB-Medium (ohne Antibiotika) bei 30°C geshüttelt. Der gesamte Ansatz wurde anshlieÿendauf LB-Cam-Kan-Platten ausplattiert und für ein bis zwei Tage bei 30°C im Brutshrank in-kubiert. Bei diesem Shritt erfolgt eine erste homologe Rekombination, die zur Bildung vonCo-Integraten führt. Diese haben die vollständige shuttle-Plasmid-DNA in das mCMV-BAC-Plasmid integriert.



2 Material und Methoden 76II. Anreiherung der Co-Integrate und Entfernung der shuttle-PlasmideUm Co-Integrate identi�zieren zu können, wurden zehn Kolonien aus Shritt I als Verdünnungs-ausstrihe auf LB-Cam-Kan-Platten ausgestrihen und bei exakt 43°C im Brutshrank üN inku-biert. Bei dieser Temperatur können lediglih Co-Integrate replizieren, da bei niht integriertenshuttle-Plasmiden ein falsh gefaltetes RepA-Protein entsteht, das den Temperatur-sensitivenReplikationsursprung pSC101 niht mehr induzieren kann. Für den darauf folgenden Shritt istes essentiell, dass lediglih groÿe Einzelkolonien gepikt werden. Gegebenenfalls müssten dieBakterienkolonien erneut ausgestrihen werden, um groÿe Einzelkolonien zu erhalten.III. Co-Integrat-Au�ösungZehn Kolonien der aus Shritt II bei 43°C inkubierten LB-Agarplatten wurden auf LB-Cam-Platten als Verdünnungsausstrih ausplattiert und bei ungefähr 30h bei 30°C inkubiert. DieserShritt diente zur Au�ösung von Co-Integraten durh weitere homologe Rekombination. Dieresultierenden Klone sind eine Mishung aus Bakterien mit aufgelösten Co-Integraten und Bak-terien mit niht aufgelösten Co-Integraten.IV. Selektion gegen niht aufgelöste Co-IntegrateZur Selektion gegen niht aufgelöste Co-Integrate wurden zehn Kolonien aus Shritt III aufLB-Cam-Platten mit Saharose (5% (w/v)) in einem Verdünnungsausstrih vereinzelt und einweiteres Mal für 30h bei 30°C inkubiert. Bakterien, welhe niht aufgelöste Co-Integrate tragen,können in Anwesenheit von Saharose niht replizieren, da sie das SaB-Gen enthalten. Es stehtunter Kontrolle des La-Promotors, der in Gegenwart von Saharose aktiviert wird. Dies führtzur Expression des Exoenzyms Levan-Saharase, welhes die Synthese des Polysaharids Levanaus Saharose katalysiert. Dadurh kommt es zur Akkumulation von Levan im periplasmatishenRaum mit letalen Folgen für E. oli. Dieser Shritt muss mindestens zweimal wiederholt werden.V. Testen auf aufgelöste Co-IntagrateAufgelöste Co-Integrate sind Kan-sensitiv und können darüber identi�ziert werden. Dazu wurden100 Einzelkolonien aus Shritt IV parallel auf Kan- und Cam-Platten üN bei 37°C auf ihreVermehrung hin getestet. Zu beahten ist, dass zuerst die Kan-Platte und dann die Cam-Plattezu beimpfen ist.



2 Material und Methoden 77VI. Charakterisierung Kan-sensitiver KloneVon zehn Kan-sensitiven Klonen wurde je eine 10ml LB-Cam Übernahtkultur beimpft undbei 37°C unter Shütteln inkubiert. Am folgenden Tag wurde daraus eine Dauerkultur angelegt(s. 2.4.2.3) und die BAC-DNA isoliert (s. 2.4.4.2), um die globale Integrität des mCMV-Genomsdurh Restriktionsanalysen (s. 2.4.7) zu bestätigen. Allerdings konnte man dadurh niht injedem Fall die eingebrahten Punktmutationen bzw. die klonierten Gene nahweisen. Hierzuwurden spezi�she PCRs durhgeführt, die Ampli�kate aufgereinigt und anshlieÿend die PCR-Produkte sequenziert.VII. VirusrekonstitutionDie anshlieÿende Virusrekonstitution erfolgte in MEF. Hierzu wurde die mCMV-BAC-DNA vonpositiv sequenzierten Klonen isoliert (s. 2.4.4.5), ein weiteres Mal die Integrität des BACs durhRestriktionsenzymverdau (s. 2.4.7) getestet und MEF mit der BAC-DNA trans�ziert (s. 2.2.5.2).2.4.16.2 Mutagenese mittels Ein-Shritt RekombinationsverfahrenDie Durhführung der Ein-Shritt Rekombinationsmutagenese von mCMV-BAC-Plasmiden er-folgte in Anlehnung an die Arbeiten von Oliner et al. (1993), Zhang et al. (1998) und Wagnerund Koszinowski (2004).Verwendete Materialien:� Glyerinlösung (s. 2.4.3.1)� L-ArabinoselösungL-Arabinose 10% (w/v)LB-Medium ad 100µlLösung immer frish ansetzen und steril �ltrieren.I. Transformation des BAC-Plasmids in E. oli SW105Die Insertion der HA-Epitop-Sequenz erfolgte am 3′-Ende des DTR-Gens. Dazu musste zu-vor das zu mutierende BAC-Plasmid mCMV-BAC_∆IE2DTR in E. oli SW105 transformiertwerden. Die verwendeten Bakterien exprimieren, durh Arabinose induziert, das Gen für diezur späteren homologen Rekombination über die FRT-Erkennungssequenzen benötigte FLP-Rekombinase (M Leod et al., 1986). Zur Herstellung der elektrokompetenten E. oli SW105wurden 5ml LB-Medium ohne Antibiotika angeimpft und bei 32°C üN shüttelnd inkubiert. Dieelektrokompetenten Bakterien wurden am nähsten Tag wie unter 2.4.3.1 beshrieben herge-stellt. Die Transformation der frish isolierten BAC-DNA (s. 2.4.4.5) erfolgte wie unter 2.4.3.3



2 Material und Methoden 78beshrieben. Inkubiert wurden sowohl die Transformationsansätze als auh die LB-Platten mitCam bei 32°C. Von den gewahsenen Kulturen wurden zehn bis 20 Kolonien gepikt, Dauer-kulturen angelegt und die Integrität des BAC-Plasmids durh einen Restriktionsenzymverdaukontrolliert. Ein Klon mit intaktem BAC-Plasmid wurde ausgewählt und in Shritt II eingesetzt.II. Herstellung elektrokompetenter E. oli SW105 und Induktion des RED-SystemsVon dem zuvor ausgewählten Klon, der das zu mutierende BAC-Plasmid enthält, wurden elek-trokompetente Bakterien hergestellt. 50ml der 100ml-Übernahtkultur (LB-Medium mit Cam,32°C) wurden bei einer OD600 von 0,5 bis 0,6 entnommen und das RED-System (Rekombina-tionssystem des Phagen gamma) durh Inkubation bei 42°C für 15min induziert. Der Rest derÜbernahtkultur wurde als niht induzierte Kontrolle weitergeführt. Danah wurden die Bakte-rien sofort für 10min auf Eis inkubiert und anshlieÿend für 5min bei 0°C pelletiert (3939×g;Heraeus Labofuge 400R, Rotor: 8179). Die Zellen wurden mit einer vorgekühlten 25ml-Pipette ineinem Kulturvolumen vorgekühlter 10%-iger Glyerinlösung resuspendiert und ein weiteres Malzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, bis das Pellet shlieÿlih in 250µl ge-kühlter Glyerinlösung aufgenommen und à 50µl in gekühlte Reaktionsgefäÿe aliquottiert wurde.50µl der frish hergestellten elektrokompetenten Bakterien wurden sofort für die Transformationin Shritt IV verwendet.III. Herstellung des PCR-Fragments mit viralen Homologien an den EndenParallel zur Herstellung der elektrokompetenten SW105 wurde ein Ampli�kat mittels PCR ausdem Plasmid pGP704-Kan ampli�ziert. Das Ampli�kat enthält die Kan-Resistenzkassette ausdem Plasmid und zusätzlih die, die Mutation �aknierenden viralen homologen Sequenzen unddie FRT-Erkennungssequenz, die durh die Gestaltung der Primer hinzugefügt wurden. Durhdie FRT-Erkennungssequenz kann später der Selektionsmarker (Kan-Resistenz) mit Hilfe derFLP-Rekombinase aus dem BAC-Plasmid entfernt werden. Der Bereih zwishen Oligonukleo-tidbindungsort und viraler Homologie kann für das Einfügen zusätzliher DNA-Sequenzen ge-nutzt werden, wie z.B. in dieser Arbeit die Insertion der HA-Epitop-Sequenz am 3′-Ende desDTR-Gens. Die PCR erfolgte mit der ProofStart DNA-Polymerase (QIAGEN, Hilden) wie unter2.4.13 beshrieben. Das Ampli�kat wurde anshlieÿend über ein Agarosegel aufgereinigt, um esin die Transformation (Shritt IV) einsetzen zu können.IV. Transformation des PCR-Fragments in Arabinose-induzierbare BakterienDie Transformation von 50µl elektrokompetenten E. oli SW105 (aus Shritt II) erfolgte mit 5µldes frish hergestellten PCR-Ampli�kats, das zuvor über ein Agarosegel (s. 2.4.9) aufgereinigtwurde. Die verwendeten Elektroporationsküvetten wurden vorgekühlt und der Transformations-



2 Material und Methoden 79ansatz zusätzlih für 1min bis 5min auf Eis gekühlt. Nah der Elektrotransformation (s. 2.4.3.2)wurde der Ansatz für 1,5h bei 32°C shüttelnd inkubiert, shlieÿlih auf LB-Agarplatten mit Camund Kan (s. 2.4.2.1) ausplattiert und üN bei 32°C inkubiert. Einzelkolonien wurden gepikt undfür die Exzision des Selektionsmarkers (Shritt V) vorbereitet.V. Exzision des mit FRT-Sequenzen �ankierten Selektionsmarkers durh Arabinose-InduktionDie Expression des von E. oli SW105 kodierten FLP-Rekombinase-Gens wird durh Arabinoseinduziert. Zur Herstellung der mit Arabinose induzierbaren Bakterien wurden 5ml LB-Medium mitCam und Kan mit einer Einzelkolonie aus Shritt IV beimpft und üN bei 32°C unter Shüttelninkubiert. Am nähsten Tag wurden 10ml LB-Medium mit Cam und Kan in einem kleinenErlenmeyerkolben im Verhältnis 1:10 mit der Übernahtkultur beimpft und bei 32°C bis zueiner OD600 von ungefährt 0,5 inkubiert. Bei der entsprehenden OD wurden 100µl 10%-ige L-Arabinoselösung (Endkonzentration der Arabinose=0,1%) zu der Kultur gegeben und die FLP-Rekombinase durh Inkubation für 1h bei 32°C induziert. Anshlieÿend wurde die Kultur 1:1000,1:10000 und 1:100000 in LB-Medium verdünnt, je 50µl auf LB-Agarplatten mit Cam bzw. Kanausplattiert und bei 32°C üN inkubiert. Durh die FLP-Rekombination verlieren die Bakterien ihreKan-Resistenz, wodurh sie ausshlieÿlih auf LB-Platten mit Cam wahsen. Die auf LB-Plattenmit Cam gewahsenen Kolonien wurden ein weiteres Mal auf Kan- bzw. Cam-Platten übertragen.Dabei war darauf zu ahten, dass die mit einer sterilen Pipettenspitze gepikten Kolonien zuerstauf die Kan-Platte, dann auf die Cam-Platte transferiert wurden. BAC-DNA wurde von denBakterienklonen isoliert (s. 2.4.4.5), die ausshlieÿlih auf Cam-Platten gewahsen sind. Nahder Überprüfung der Integrität des BAC-Plasmids und des HA-tags wurde die BAC-DNA zurTransfektion von MEF (s. 2.4.3.3) eingesetzt.2.5 Histologishe MethodenIn dieser Arbeit wurden immunhistohemishe Methoden angewandt, um virale Proteine in derLeber in�zierter Tiere nahzuweisen. Der Nahweis des viralen IE1-Proteins in der Leber dienteder Quanti�zierung mCMV-WT.BAC und aller DTR-Mutanten in�zierter Leberzellen.2.5.1 Formalin-Fixierung und Einbetten der OrganeDamit Gewebe möglihst natürlih erhalten bleibt, und es in seiner ursprünglihen Arhitekturbeurteilt werden kann, müssen die entnommenen Organe �xiert werden.



2 Material und Methoden 80Verwendete Materialien:� gepu�erte FormalinlösungKH2PO4 9,07gNa2HPO4 11,86gFormalin (37% Stammlösung) 110mlKH2PO4 und Na2HPO4 in 890ml H2Odemin lösen.Anshlieÿend Formalin hinzugeben.Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen.Durhführung:Die Organe wurden sofort nah der Entnahme in eine 4%-ige wässrige Formalinlösung gegebenund üN (8h bis 18h; je nah Gröÿe des Gewebes) bei RT �xiert. Nah der Fixierung wurde das Ge-webe 2h bis 6h in Leitungswasser gewässert, um das Fixierungsmittel zu entfernen. Anshlieÿenderfolgte die Entwässerung der Organe durh eine aufsteigende Alkoholreihe mit Isopropanol:Isopropanol 20%(v/v) 45minIsopropanol 40%(v/v) 45minIsopropanol 60%(v/v) 45minIsopropanol 80% (v/v) 45minIsopropanol 90% (v/v) 45minIsopropanol 100% (v/v) 3×45minEs folgt eine 3-stündige Inkubation in Xylol, wobei die Organe nah jeweils 1h in frishes Xylolüberführt wurden. Anshlieÿend wurden die Organe für 18h bei 55°C in Para�n inkubiert, bevorsie am nähsten Tag in heiÿes Para�n (55°C bis 70°C) eingebettet wurden:1h 55°C8-16h 55°C4h 55°C2.5.2 Anfertigung von histologishen ShnittenZum Anfertigen der Shnitte wurde ein Mikrotom benutzt, das es ermögliht bis zu 0,5µmdünne Shnitte eines Gewebes anzufertigen. Übliherweise beträgt die Shnittdike etwa 2µmbis 6µm. Hierzu wurden die Para�nblöke zuerst auf -20°C gekühlt, bevor die Shnitte mit demMikrotom angefertigt werden konnten. Die erhaltenen Shnitte wurden auf einem Kaltwasserbad(a. 20°C) aufgefangen und dann auf einem Heiÿwasserbad (a. 45°C) gestrekt und glatt aufeinen mit Silan beshihteten Objektträger aufgezogen. Die aufgezogenen Shnitte wurden üNbei 37°C bis 45°C getroknet und am nähsten Morgen für die histologishe Färbung verwendet.



2 Material und Methoden 812.5.3 Depara�nierung und Rehydratisierung der ShnitteDie zuvor angefertigten Para�nshnitte der Organe mussten vor der Immunhistohemie (IHC)mit Xylol (3×5min) depara�niert werden, um die Organshnitte freizulegen. Danah folgte dieRehydratisierung in einer absteigenden Alkoholreihe:Isopropanol 100%(v/v) 2×3minIsopropanol 90%(v/v) 3minIsopropanol 70%(v/v) 3minIsopropanol 50% (v/v) 3minAnshlieÿend wurden die Shnitte für einige Minuten mit H2Odemin gespült. Die Proteine konntendann in der IHC detektiert werden.2.5.4 mCMV-IE1-spezi�she ImmunhistohemieDie IHC ermögliht die Quanti�zierung in�zierter Zellen, z.B. in der Leber, und zeigt somit dieVermehrung der zu untersuhenden Viren unter vershiedenen experimentellen Bedingungen,z.B. mit und ohne DT-Behandlung. Dazu benötigt man spezi�she Ak, die gegen das gesuhteAntigen gerihtet sind. Um die Viren nahweisen zu können, wurde hier das virale ProteinIE1 gewählt, das mit Hilfe der Avidin-Biotin-Peroxidase-Färbung (ABC-Peroxidase-Methode)detektiert werden kann.Diese Methode ermögliht einen hoh sensitiven Nahweis mCMV in�zierter Zelln in situ (Pod-leh et al., 2002). Als Substrat der Peroxidase-Reaktion dient dabei Diaminobenzidin (DAB), dasin Verbindung mit Nikel zu einer Shwarzfärbung des Gewebes an der Stelle des Antigens führt.Mit dieser Methode wurden die Organe auf das virale IE1-Protein untersuht, dessen Expressionungefähr 2h nah der Infektion beginnt. Während der L-Phase des viralen Replikationszykluskommt es zur Akkumulation des Proteins in Einshlusskörperhen, die im Nukleus lokalisiertsind.



2 Material und Methoden 82Verwendete Materialien:� TrypsinlösungKCl 2,7mMNaCl 137mMKH2PO4 1,5mMNaH2HPO4×2H2O 8,1mMEDTA×2H2O 3,4mMH2Odemin ad 1000mlpH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen und autoklavieren.Vor Gebrauh 1,25g Trypsin (Difo, USA) (1:250) zugeben.� Peroxidase-BlokierungslösungMethanol 30mlPBS 30mlH2O2 (30% (v/v)) 1ml� 10× TBS-Pu�erTris 1MNaCl 1,5mMH2Odemin ad 1000mlMit HCl auf pH 7,4 einstellen.Pu�er vor Gebrauh 1:10 mit H2Odemin verdünnen.� BSA-TBS-StammlösungBSA 10% (w/v)1× TBS ad 100mlLösung bei -20°C lagern.Lösung vor Gebrauh 1:10 mit 1× TBS verdünnen und bei -20°C lagern.� Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vetastain ABC Kit PK-4000)Reagenz A 1µlReagenz B 1µlBSA-TBS, pH 7,5 (1% (v/v)) ad 100µl� Substrat-FärbelösungDAB 10mgTris/HCl (50mM) pH 7,5 50mlNiSO4×6H2O 75mgLösung vor Gebrauh �ltrieren, anshlieÿend 17µl H2O2 (30% (v/v)) zugeben.



2 Material und Methoden 83Durhführung:Vor der histologishen Färbung mit dem IE1-spezi�shen Ak wurden die rehydrierten Gewebe-shnitte für 15min bei 37°C in Trypsinlösung inkubiert und anshlieÿend 3×1min in H2Odemingespült. Es folgte eine 35-minütige endogene Peroxidase-Blokierung mit Methanol-H2O2 beiRT. Nahdem die Organshnitte drei weitere Male für je 1min in TBS gespült wurden, erfolgtedie Inkubation in NS aus Kaninhen (invitrogen Life Tehnologies, Karlsruhe; 1:10 verdünntin BSA-TBS) für 20min in einer feuhten Kammer zur Blokierung unspezi�sher Bindungs-stellen. Das Serum wurde entfernt und im Anshluss danah erfolgte die Inkubation mit demPrimär-Ak α-IE1 (Croma 101; 1:250 (v/v) verdünnt in BSA-TBS (1%)) mit NS (1:10 (v/v) inBSA-TBS). Die Inkubation erfolgte für 60min in einer feuhten Kammer bei RT. Nah dreimali-gem Spülen der Shnitte mit TBS erfolgte die Inkubation mit dem Sekundär-Ak (Ziege-α-MausIgG-(Fab)-Biotin) 1:200 (v/v) in BSA-TBS gemisht. Die Inkubation erfolgte für 30min bei RTin einer feuhten Kammer. Die Organshnitte wurden dreimal für je 1min in TBS gespült, umniht gebundene Ak zu entfernen. Anshlieÿend folgte die Inkubation mit dem frish angesetztenAvidin-Biotin-Peroxidase-Komplex für 30min in einer feuhten Kammer bei RT.Danah wurden die Organshnitte ein weiteres Mal für 3×10min in TBS gespült und shlieÿ-lih erfolgte die Substratreaktion durh Zugabe der Substrat-Färbelösung. Die Färbereaktionwurde nah 10min durh dreimaliges Washen in TBS abgestoppt. Anshlieÿend erfolgte dieGegenfärbung der Shnitte durh Hämatoxylin für 2se, wodurh eine bläulihe unspezi�sheHintergrundfärbung entsteht. Zum Dehydrieren der Gewebeshnitte wurden diese ein weiteresMal in einer aufsteigenden Isopropanolreihe inkubiert:Isopropanol 50%(v/v) 30seIsopropanol 70%(v/v) 30seIsopropanol 90%(v/v) 30seIsopropanol 100% (v/v) 2×30seAbshlieÿend wurden die Shnitte getroknet, dreimal in Xylol geshwenkt und durh Eindekenmit einem Dekgläshen und dem synthetishen Einshlussmittel Entellan (Merk, Darmstadt)dauerhaft konserviert.



2 Material und Methoden 842.6 Biohemishe Methoden2.6.1 Gesamtproteinextraktion aus trans�zierten bzw. in�ziertenZellenVerwendete Materialien:� Lysepu�erNaCl 0,2MMgCl2 1,5mMEDTA 4mMTriton X-100 1%DTT 0,5mMHEPES pH 7,7 20mM� Proteinase Inhibitor (PI), (Complete, Rohe, Mannheim)Durhführung:Um einzelne Proteine nah einer Transfektion (s. 2.2.5.1) bzw. Infektion (s. 2.3.5) von Zellenim Western Blot nahweisen zu können, mussten Zelllysate hergestellt werden. Nah einer de-�nierten Zeit nah der Transfektion/Infektion wurde das Medium abgenommen und die Zellenzweimal mit PBS gewashen. Mit einem sterilen Zellshaber wurden anshlieÿend die Zellen vonder Kulturshale abgelöst, in dem verbliebenen Rest PBS aufgenommen und in ein Reaktions-gefäÿ überführt und bei 1000×g und 4°C für 5min zentrifugiert (Eppendorf entrifuge 5417R,Rotor: F45-30-11). Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen in 200µl Lysepu�er re-suspendiert. Nah der Inkubation für 10min bis 15min auf Eis, wurde das Zelllysat für 15min bis30min bei maximaler Geshwindigkeit und 4°C zentrifugiert (Eppendorf entrifuge 5417R, Rotor:F45-30-11). Im Überstand befanden sih die gelösten zellulären Proteine und Membranprotei-ne. Von der löslihen Fraktion wurde die Gesamtproteinmenge durh einen BCA-Test (s. 2.6.2)bestimmt und bei -20°C gelagert.2.6.2 Proteinquanti�zierungDie Proteinquanti�zierung erfolgte photometrish mit dem BCA Protein Assay Kit (ThermoSienti�, Piere, Bonn) (Smith et al., 1985). Grundlage hierzu ist die Biuret-Reaktion, dieReduktion von Cu2+ zu Cu1+ durh Cystein, Tryptophan und Tyrosin unter alkalishen Bedin-gungen. Biinhonimin-Säure (BCA) bildet mit Cu1+ ein Chelat, dessen Absorptionsmaximumbei 562nm liegt. Die Absorption steigt in einem Konzentrationsbereih von 20µg/ml bis 2mg/mllinear zur Proteinkonzentration an. Dies ermögliht es, zu jeder Proteinquanti�zierung eine Stan-



2 Material und Methoden 85dardreihe mit BSA (Bovines Serum Albumin) als Eihgerade zu erstellen. Da es sih bei dieserReaktion um keine ehte Endpunktmethode handelt, läuft die Farbreaktion auf unbestimmteZeit weiter. Deshalb ist es wihtig, alle Proben, wie auh den Standard, zur gleihen Zeit zu pi-pettieren. Um die Pipettierverzögerung auszugleihen, folgte ein 30-minütiger Inkubationsshrittbei 37°C, bevor die Farbreaktion detektiert wurde.Genauere Angaben sind unter http://www.pierenet.om/files/1296as8.pdf zu erhalten.2.6.3 SDS-Polyarylamid-GelelektrophoreseIn dieser Arbeit wurde ausshlieÿlih die SDS-Polyarylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zurAuftrennung von Proteinen eingesetzt. Hierbei wurden die aufzutrennenden Proteine mit demDetergenz SDS versetzt, um die Eigenladung der Proteine e�ektiv zu überdeken. Es bilden sihMizellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit, sodass eine Trennung der Proteinenah deren molekularen Massen erfolgt.Verwendete Materialien:� 4× Trenngelpu�erSDS 0,4%Tris/HCl (pH 8,8) 1,5mM� 4× Sammelgelpu�erSDS 0,4%Tris/HCl (pH 6,8) 0,5mM� 5× Elektrodenpu�erGlyin 960mMSDS 0,5%Tris/HCl (pH 8,3) 125mM� 5× Lämmli-Probenpu�er
β-Meraptoethanol 1,5MSDS 4%Glyin 20%Bromphenolblau 0,04%Tris/HCl (pH 6,8) 125mMDurhführung:Die Proben wurden mit 1/5 Volumen 5× Laemmli-Probenpu�er (Laemmli, 1970) versetzt und5min bei 95°C gekoht. Die Auftrennung erfolgte in selbst gegossenen Polyarylamidgelen, derenZusammensetzung in Tab. 2.32 beshrieben ist.



2 Material und Methoden 86Tab. 2.32: Zusammensetzung des Sammel- und TrenngelsSammelgel (4%) Trenngel (12,5%)Arylamidlösung (30%) 1,5ml 7,2ml4× Sammelgelpu�er 2,82ml �4× Trenngelpu�er � 4,5mlAqua bidest 6,93ml 6,3mlAPS (10%) 130µl 130µlTEMED 20µl 20µlZunähst wurde an das Gel eine Spannung von 100V angelegt, bis die Proben ins Trenngeleingelaufen waren. Dann wurde die Spannung auf 150V erhöht. Sobald das Bromphenolblaudes Probenpu�ers am unteren Ende des Trenngels herauslief, wurde die Auftrennung beendet.Parallel zu den Proben wurde ein Protein-Standard (Page Ruler Prestained Protein Ladder,Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen, um das Molekulargewiht detektierter Proteinbandenzuordnen zu können.2.6.4 Western BlotVerwendete Materialien:� Bjerrum-Shäfer-Nielsen Transferpu�erGlyin 39mMEthanol 20%SDS 1,3mMTris/HCl (pH 9,2) 48mM� 10× PBSNaCl 140mMKCl 2,7mMNa2PO4 6,5mMK2HPO4 (pH 7,4) 1,5mM� BlokierungslösungMagermilhpulver (MMP) 5%Triton X-100 0,1%in PBS� Ak-Verdünnungslösung und Washlösung IMMP 1%Triton X-100 0,1%in PBS



2 Material und Methoden 87� Washlösung IITriton X-100 0,1%in PBSDurhführung:Nah der gelelektrophoretishen Auftrennung der Proteine (s. 2.6.3) wurden diese im semidry -Verfahren auf eine Polyvenyliden Fluorid- (PVDF) Membran (Millipore, Shwalbah) (Pluskal,1986) transferiert. Hierzu wurden jeweils zwei Lagen Whatman-Papier, die zuvor in Transfer-pu�er getränkt wurden, luftblasenfrei unter und über die Membran und das Gel gelegt. DerTransfer erfolgte bei 0,8mA/m2 für 90min. Die Verwendung des vorgefärbten Markers (s. 2.6.3)ermögliht die Überprüfung des Transfers auf die Membran. Nah dem Blot-Vorgang wurde dieMembran für 1h mit der Blokierungslösung inkubiert. Anshlieÿend wurde der Primär-Ak inungefähr 7ml Ak-Verdünnungslösung aufgenommen, mit der Membran eingeshweiÿt und üNauf einem Shütteltish bei 4°C inkubiert. Am nähsten Tag wurde die Membran 5×10min mitWashlösung I gewashen. Danah wurde der Sekundär-Ak 1:10000 in Ak-Verdünnungslösungverdünnt und 1h mit der Membran inkubiert. Nah dem Washen mit Washlösung II konntedie Detektion der Proteine (s. 2.6.5) erfolgen.2.6.5 Detektion der ProteineDurhführung:Zur Detektion der Proteine nah dem Transfer auf die PVDF-Membran wurde das ECL Plus Wes-tern Blotting Detetion Reagent (GE Healthare, Münhen) verwendet. Die Detektion erfolgthier über Chemiluminiszenz. Durh die Oxidation des zyklishen Diaylhydrazids Luminol enstehtin Gegenwart von H2O2 und Meerrettihperoxidase als Zwishenprodukt ein Aridinium-Ester,der durh H2O2 weiter oxidiert. Das Zwishenprodukt emittiert Liht mit einem Emissions-maximum bei 430nm, welhes mit einem Autoradiographie�lm detektiert werden kann. DiePVDF-Membran wurde laut Arbeitsanweisung behandelt und das Signal shlieÿlih auf einemAutoradiographie�lm (Lumi-Film Chemiluminisent Detetion Film, Rohe, Mannheim) detek-tiert.Ausführlihe Angaben sind dem Firmenprotokoll unter http://www6.gelifesienes.om/aptrix/upp00919.nsf/Content/LD_160135302-G350 zu ent-nehmen.



2 Material und Methoden 882.6.6 Coomassie-Färbung der PVDF-MembranVerwendete Materialien:� FärbelösungCoomassieblau (G250) 0,1%Essigsäure 10%tehnisher Ethanol 50%� EntfärbelösungEssigsäure 7,5%tehnisher Ethanol 25%Durhführung:Die Proteine auf der PVDF-Membran können durh die Inkubation mit der Färbelösung sihtbargemaht werden (Hanok and Tsang, 1983). Dazu wurde die Membran 5min mit Färbelösunginkubiert und anshlieÿend der übershüssige Farbsto� durh dreimaliges Washen für je 15minin etwa 50ml Entfärbelösung entfernt. So konnte eine gleihmäÿige Beladung des SDS-Gelsüberprüft werden.2.6.7 Serumaufreinigung über PeptidsäulenUm das aus Tieren gewonnene Antiserum für histologishe und biohemishe Versuhe verwen-den zu können, muss es a�nitätsgereinigt werden. Dazu wird eine Peptidsäule (Pepide SpeialtyLaboratories, Heidelberg) verwendet, die eine Matrix aus A-Sepharose enthält, an die das synthe-tisierte Peptid über seine Cystein-AS gebunden ist. Bei der Aufreinigung binden die Ak spezi�shan die Peptide und werden shlieÿlih von der Säule eluiert. Unerwünshte Bestandteile des An-tiserums können niht an die Säule binden und werden beim Washen entfernt.Verwendete Materialien:� Protein A-Säule mit spezi�shem Peptid� Glyinpu�erGlyin 0,1M%Aqua bidest ad 1000mlLösung mit HCl auf pH 2,4 einstellen und autoklavieren.� Natriumphosphat-Pu�erNaH2PO4 10mMAqua bidest ad 1000mlLösung mit HCl auf pH 6,8 einstellen und autoklavieren.



2 Material und Methoden 89� Kaliumphosphat-Pu�erK2HPO4 2mMAqua bidest ad 1000ml� Glyerin + 0,05% NaN3Glyerin (86%)NaN3 (Endkonzentration in Glyerin) 0,05%� PBS + 0,05% NaN3PBSNaN3 (Endkonzentration in PBS) 0,05%Durhführung:Nah Angaben des Herstellers (Pepide Speialty Laboratories, Heidelberg) wurden 5ml des An-tiserums mit 5ml PBS verdünnt und mit 0,5ml der zuvor mit 5ml PBS äquilibrierten Matrix üNbei 4°C rotierend inkubiert. Die Suspension wurde anshlieÿend über die Säule gegeben und derDurh�uss ein weiteres Mal über die Säule gegeben. Anshlieÿend wurde die Säulenmatrix drei-mal mit 10ml PBS und zweimal mit Natriumphosphat-Pu�er gewashen, bevor das Antiserummit 10×0,5ml Glyinpu�er von der Säule eluiert werden konnte. In die Reaktiongefäÿe wurdenzuvor 35µl K2HPO4 (2M) vorgelegt, mit dem Antiserum gemisht und sofort auf Eis gekühlt.Die einzelnen Fraktionen wurden im Western Blot (s. 2.6.4) auf ihre Spezi�tät getestet unddas gereinigte Serum à 100µl aliquottiert und mit dem gleihen Volumen Glyerin mit NaN3versetzt, gemisht und bei -70°C gelagert.Zur Regeneration der Säulenmatrix wurde diese einmal mit 10ml Na-Phosphat, zweimal mit10ml PBS und zweimal mit 10ml PBS mit 0,05% NaN3 gewashen. Die Säulenmatrix kannstehend in PBS mit 0,05% NaN3 bei 4°C für ein Jahr gelagert werden.2.6.8 Immun�uoreszenzVerwendete Materialien:� BloklösungFCS 15mlTriton X-100 3mlPBS ad 100mlLösung aliquottieren à 10ml und bei -20°C lagern.� PFA/SaharosePFA 8%Saharose 8%PFA und Saharose immer frish zu gleihen Teilen mishen.



2 Material und Methoden 90� Aeton� Hoehst 33342Durhführung:Um die Dekgläshen zum Aussäen der MEF fettfrei zu bekommen, wurden diese für 30min inAeton gebadet und anshlieÿend getroknet und autoklaviert. Zur Infektion mit mCMV wurden7×104 Zellen in 1ml Kulturmedium auf die Dekgläshen ausgesät und am darau�olgenden Tagzentrifugal in�ziert (s. 2.3.5) (Infektion ausgehend von 1×105 Zellen). Nah der Infektion wurdendie Zellen für 10min bei RT mit PFA/Saharose (1:1) �xiert und anshlieÿend zweimal mit PBSgewashen. Nah der Fixierung erfolgte das Bloken. Hierzu wurden die Dekgläshen aus der 24-well -Zellkulturplatte entfernt, die Flüssigkeit abgetropft und 50µl der Bloklösung auf die Zellengegeben und für 30min bis 60min bei RT inkubiert. Zur anshlieÿenden Färbung mit dem Primär-Ak wurde dieser in Bloklösung verdünnt, auf die Zellen gegeben und diese in einer feuhtenKammer bei RT üN inkubiert. Am nähsten Tag wurden die Zellen fünfmal für 5min mit PBSgewashen und danah der Sekundär-Ak, verdünnt in Blokierungslösung, mit dem jeweiligenFluorohrom auf die Zellen gegeben und für 1h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nohmals wurdendie Zellen 5×5min mit PBS gewashen, für 5min mit Hoehst 33342 (1:5000 verdünnt in PBS)(invitrogen, Karlsruhe) gegengefärbt und ein letztes Mal 3×5min mit PBS gewashen. Um dieDekgläshen auf Objektträgern zu �xieren, wurden die Objektträger mit Ethanol gesäubertund die Dekgläshen mit den Zellen nah unten auf einen Tropfen Mounting-Medium (Sigma-Aldrih, Shnelldorf) gelegt und getroknet. Shlieÿlih wurde das Dekgläshen mit Nagellakluftdiht vershlossen und bei 4°C dunkel gelagert. Die Auswertung der Immun�uoreszenzenerfolgte mit dem laser sanning Mikroskop.2.7 Tierexperimentelle Methoden2.7.1 Verwendete VersuhstiereAls Versuhstiere wurden sowohl weiblihe, als auh männlihe Mäuse des InzuhtstammsBALB/ mit dem Haplotyp H-2d (Kd, Dd, Ld) verwendet, die an der zentralen Versuhstierein-rihtung (ZVTE) der Johannes Gutenberg-Universität Mainz unter SPF-Bedingungen (spei�edpathogen free) gezühtet wurden. Alle tierexperimentellen Arbeiten erfolgten mit Genehmigungder Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz (Genehmigungsnummer 051-62 und G09-1-004).



2 Material und Methoden 912.7.2 ImmunsuppressionFür alle Tierversuhe wurden 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse verwendet. Diese wurdenin einer Kleintierbestrahlungsanlage (Buhler, Braunshweig) mit zwei 137Cs-Quellen mit einerDosis von 7Gy subletal bestrahlt. Die Bestrahlungszeit wurde monatlih entsprehend der Halb-wertszeit des 137Cs angepasst. Die γ-Bestrahlung führt zu einer Aplasie des Knohenmarks durhAuslöshung hämatopoetisher Stamm- und Progenitorzellen (Mutter et al., 1988).2.7.3 Intraplantare Infektion der BALB/-MausDie zu verwendenden Viren wurden auf eine Viruskonzentration von jeweils 1×105 PFU in 25µlPBS eingestellt und gekühlt. Davon wurden 50µl injiziert, um siher zu stellen, dass mindestens1×105 PFU übertragen wurden, wobei die tatsählihe Infektionsdosis zwishen 1×105 und2×105 PFU pro Tier liegt. Das Virus wurde den Mäusen mit einer 1ml-Spritze und Kanülen derDike 0,4×12mm intraplantar (i.f.) in die Hinterpfote injiziert. In immunsupprimierten Tierenwaren nah einer Wohe deutlihe Hämorrhagien und lokale Shwellungen dieser Hinterpfotesihtbar.2.7.4 i.v. und i.p. Injektion von DTDen mit mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR akut in�zierten BALB/-Mäusen wurde DT in einer Konzentration von 5×10ng/g Körpergewiht i. v. injiziert, den latentin�zierten Tieren 4×10ng DT/g Maus i.v und 4×30ng DT/g Maus i. p.. Die Injektion erfolgtein einem Abstand von jeweils 16h in einem Volumen von a. 500µl (verdünnt in PBS) über dielaterale Shwanzvene bzw. i.p..2.7.5 Organentnahme und ProbenkonservierungNah CO2-Betäubung und anshlieÿender zervikaler Dislokation und Desinfektion der Tiere wur-de die Pfote isoliert und nah Erö�nung des Bauhraums und Halsbereihs Lunge, Leber, Milzund Speiheldrüse entnommen und je nah Fragestellung weiter behandelt. Für die anshlieÿen-de Bestimmung der viralen Genome und Transkripte, sowie für die Organtitration wurden dieOrgane in �üssigem Stiksto� shokgefroren und bei -70°C aufbewahrt. Für eine histologisheFärbung der Leber wurde diese üN in Formalinlösung (s. 2.5.1) inkubiert.



2 Material und Methoden 922.7.6 Experimentelle Knohenmarktransplantation undmCMV-Infektion2.7.6.1 Isolierung von KnohenmarkzellenAls KMZ-Spender für die KMT dienten weiblihe BALB/-Mäuse. Nah Betäubung mit CO2und zervikaler Dislokation wurden die Spender zur Desinfektion in 70% (v/v) EtOH getauhtund anshlieÿend die Hinterbeine beidseitig entfernt. Dabei wurde der Femurknohen von derHüftgelenkpfanne abgetrennt, Femur und Tibia freipräpariert und in PBS-Lösung mit 2% (v/v)FCS gesammelt, um ein Austroknen zu verhindern. Zum Spülen der Markhöhlen der Knohenwurden die Epiphysen abgeshnitten und die Knohen mit Hilfe einer 0,4×12mm-Kanüle mitPBS mit 2% (v/v) FCS gespült und das Knohenmark aufgefangen. Das gesammelte Knohen-mark wurde zweimal mit PBS gewashen (Zentrifugation für 10min bei 300×g; Megafuge 2.0,Rotor: 8160) und anshlieÿend über ein Zellnylonsieb (100µm) �ltriert. Nah der Zellzählung (dieerwartete Zellzahl pro Maus, jeweils zwei Tibien und Femuren, beträgt 1×107 bis 3×107) wur-den die KMZ für die folgende Transplantation auf eine de�nierte Zellzahl von 1×107 KMZ/mlin PBS eingestellt.2.7.6.2 Bestrahlung der Rezipienten, KMT und InfektionZur Immunsuppression wurden die Rezipientenmäuse mit einer Dosis von 6,5Gy bestrahlt(s. 2.7.2). Nah der Aufarbeitung der KMZ (s. 2.7.6.1) wurden diese den Mäusen mit einerKonzentration von 5×106 KMZ in 500µl PBS i. v. in die laterale Shwanzvene injiziert. Direktnah der Knohenmarkgabe wurden die Mäuse mit mCMV i.f. in�ziert (s. 2.7.3).
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Kapitel 3
Ergebnisse

Die Lunge stellt einen Hauptort der mCMV-Pathogenese, Latenz und Reaktivierung dar. Dieakute, produktive Infektion wird, wie im BALB/ Maus-Modell für die mCMV-Infektion ge-zeigt werden konnte, nah experimenteller KMT durh in�ltrierende antivirale CD8 T-Zellenterminiert, die eine disseminierte interstitielle Pneumonie verhindern (Podleh et al., 2000).Das virale Genom verbleibt im Lungengewebe in einem niht replikativen Zustand (Kurz et al.,1997), der als molekulare Latenz bezeihnet wird (Roizman and Sears, 1987) erhalten, ist je-doh niht transkriptionell inaktiv (Kurz et al., 1999; Kurz und Reddehase, 1999; Grzimek etal., 2001). Während der viralen Latenz sind ie1 und ie2 zufällig desilened, wodurh IE1 - undIE2 -Transkripte zu jedem Zeitpunkt in der Lunge in einer geringen Frequenz nahgewiesen wer-den können (Grzimek et al., 2001). Für den essentiellen Transaktivator IE3 (Angulo et al., 2000)sind keine gespleiÿten Transkripte nahzuweisen (Kurz et al., 1999), es werden folglih wederE-Proteine, noh infektiöses Virus gebildet.Bisher konnte die transkriptionelle Aktivität des MIE-Lokus lediglih zu einem bestimmten Zeit-punkt während der Latenz in der Lunge beobahtet werden (point prevalene). Durh die An-reiherung aktivierter IE1-spezi�sher CD8 T-Zellen während der Latenz liegt jedoh die Ver-mutung nahe, dass es wesentlih häu�ger zu einer Reaktivierung des MIE-Lokus kommt (periodprevalene). Um die Frequenz dieser Reaktivierungsereignisse zu untersuhen, sollte in dieserArbeit eine Methode entwikelt werden, die es erlaubt, Virus in�zierte Zellen sowohl in derakuten, als auh in der latenten Phase konditional und selektiv auszulöshen. Dazu wurde hiererstmals ein rekombinantes death-tagged mCMV generiert, in dem das Gen für den simian DTRunter Kontrolle des ie2 -Promotors steht und die Expression des ie2 -Gens durh Expression desDTR ersetzt wurde. Ist der ie2 -Promotor aktiv, wird der DTR an der Ober�ähe exprimiert.Durh die Di�erenz der DNA-Load aus Lungenstüken DT-behandelter und DT-unbehandelterMäuse kann somit abgeshätzt werden, wie viele Reaktivierungsereignisse in einem bestimmtenZeitraum stattgefunden haben.



3 Ergebnisse 94Da sih das applizierte DT über einen längeren Zeitraum im Zellkulturmedium von MEF bzw. imKörper der Maus be�ndet, führt eine DT-Behandlung von akut in�zierten Zellen in Zellkultur,sowie eine DT-Behandlung von akut oder latent in�zierten Tieren, zu einer Zelltyp unabhängi-gen, selektiven Auslöshung von Zellen, in denen der MIE-Lokus transkriptionell aktiv ist. Durhden Vergleih von in�zierten DT-behandelten MEF mit DT-unbehandelten MEF sollte gezeigtwerden, dass das Virus in Anwesenheit von DT niht mehr replizieren kann. Die hemmende Wir-kung von DT auf die Virusreplikation sollte ebenfalls in akut in�zierten Tieren veri�ziert werden,sowie die Abnahme an latentem viralen Genom von DT-behandelten latent in�zierten Tieren ineinem bestimmten Zeitraum im Vergleih zu DT-unbehandelten latent in�zierten Tieren.3.1 Zwei-Shritt BAC-Mutagenese zur Insertion des simianDTR-Gens in das mCMV-GenomDie Insertion des simian DTR-Gens in das mCMV-Genom erfolgte mit Hilfe der Zwei-ShrittBAC-Mutagenese nah Messerle et al. (1997) und Wagner et al. (1999). Diese Methode er-mögliht eine Basen-genaue Insertion eines Fremdgens durh homologe Rekombination ohneverbleibende Vektorsequenzen oder Selektionsmarker, welhe die Viruseigenshaften negativ be-ein�ussen könnten. Hierzu wurde ein shuttle-Vektor benötigt, der die Sequenz des zu insertie-renden DTR-Gens und den die Insertionsstelle �ankierenden viralen Homologiebereih aus demmCMV-Genom bereitstellt. Nah der Transformation von E. oli DH10B, die bereits das zumutierende mCMV-BAC-Plasmid enthielten, mit dem klonierten shuttle-Plasmid, entstand überhomologe Rekombination und anshlieÿende Selektionsshritte das rekombinante mCMV-BAC-Plasmid.3.1.1 Herstellung des shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTRFür die Herstellung des benötigten shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTR, welhes das in-sertierte DTR-Gen enthält, diente das Plasmid pST76K_SR (Pósfai et al., 1997; Borst etal., 2004) (s. Abb. 3.1) als Ursprungs-shuttle-Plasmid. Dieser Vektor besitzt ein Temperatur-sensitives Replikon, das eine Replikation bei einer Temperatur von 30°C erlaubt. Zudem trägt esdie Gene für die ReA-Rekombinase, welhe die Mutagenese in ReA-negativen E. oli -Stämmenwie DH10B ermögliht, nptII (Neomyin-Phosphotransferase, KanRes), sowie für SaB, dasExoenzym Levan-Saharase aus Baillus subtilis (Blom�eld et al., 1991; Borst et al., 2004).
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Abb. 3.1: Shematishe Darstellung des Ursprungs-shuttle-Plasmids pST76K_SR.Das low opy -Plasmid trägt den Temperatur-sensitiven Replikationsursprung pSC101 ori. Es enthält die währendder Mutagenese benötigten Gene ReA (Rekombinase), nptII (KanRes), RepA ts (Replikations-Initiator-Proteinmit Punktmutation, das bei Temperaturen ≥37°C durh Fehlfaltung inaktiviert wird), sowie SaB (Levan-Saharase aus B. subtilis). Die singuläre Shnittstelle des Restriktionsenzyms SmaI, welhe zur späteren Insertiondes DTR-Gens diente, ist rot dargestellt (verändert nah Simon C., 2005; Dissertation).Zur Generierung des shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTR (s. Anhang A.1-B) wurde ineinem ersten Shritt die ie1/3-ie2 -Region des MIE-Lokus (Position n 181.415 bis n 186.972;Rawlinson et al., 1996) in das Ursprungs-shuttle-Plasmid pST76K_SR kloniert. Dabei konnteauf das Plasmid pUCAMB25 zurükgegri�en werden, das fast die komplette MIE-Region desmCMV beinhaltet (Grzimek et al., 2001). Bei dieser Klonierungsstrategie musste darauf ge-ahtet werden, dass sih zu beiden Seiten des späteren Integrationsortes des DTR-Gens in dasmCMV-Genom gleih groÿe virale Homologiesequenzen be�nden (Smith, G. R., 1988). Zur Klo-nierung des Zwishenkonstrukts pST76K_SRie1/3-ie2 (s. Anhang A.1-A) wurde die MIE-PEEP-Region mit dem Restriktionsenzym Pml I (glatte Enden, blunt end) aus dem PlasmidpUCAMB herausgeshnitten. Um das 5,557kbp groÿe Pml I-Fragment in das Ursprungs-shuttle-Plasmid klonieren zu können, wurde das Ursprungs-shuttle-Plasmid mit SmaI blunt geshnitten.Der linearisierte Vektor wurde dephosphoryliert und nah der blunt-end -Ligation (s. 2.4.12)mit dem Insert in E. oli DH10B transformiert (s. 2.4.3.2) und anshlieÿend auf LB-Plattenmit Kan bei 30°C selektioniert. Aus gewahsenen Kan-resistenten Klonen wurde die DNA iso-liert und durh Restriktionsenzymverdau mit XbaI die Insertion der MIE-PEEP-Region in dasUrsprungs-shuttle-Plasmid veri�ziert (s. Abb. 3.2-A). Der Vektor alleine ergibt nah dem XbaI-Restriktionsenzymverdau Fragmentgröÿen von 1,8kbp und 4,5kbp. Ist das ie1/3-ie2 -Fragment



3 Ergebnisse 96im Zwishenkonstrukt enthalten, enstehen nah dem Restriktionsenzymverdau mit XbaI Frag-mente mit 4,5kbp und 7,3kbp Gröÿe. Da es sih hierbei um eine blunt-end Klonierung han-delt, wurde die Orientierung des ie1/ie3-ie2 -Fragments durh einen Restriktionsenzymverdaumit NruI (s. Abb. 3.2-B) ermittelt. Liegt die ie1/3-ie2 Genregion in gleiher Orientierung zummCMV-Genom vor (s. Abb. 3.3-B), enstehen durh Restriktionsenzymverdau mit NruI Fragmen-te von 1,7kbp und 10,1kbp Gröÿe. Würde dieselbe Region in entgegengesetzter Orientierung imZwishenkonstrukt pST76K-SRie1/3-ie2 vorliegen, entstünden Fragmente mit einer Gröÿe von7,5kbp und 4,3kbp. Der NruI-Restriktionsenzymverdau des Ursprungs-shuttle-Plasmids ergabein 6,3kbp groÿes DNA-Fragment.

Abb. 3.2: Gelelektrophoretishe Auftrennung des generierten ZwishenkonstruktspST76K_SRie1/3-ie2 nah Restriktionsenzymverdau. Gelelektrophoretishe Auftrennungdes Zwishenkonstrukts nah Restriktionsenzymverdau mit XbaI und NruI. A) Nah dem Restriktionsenzym-verdau mit XbaI ergeben sih Fragmente von 4,5kbp und 7,3kbp bei inserierter ie1/3-ie2 -Region. Ein lee-res Ursprungs-shuttle-Plasmid ergibt für den XbaI-Verdau Banden bei 1,8kbp und 4,5kbp. B) Für den NruI-Restriktionsenzymverdau ergeben sih Fragmente mit der Gröÿe 1,7kbp und 10,1kbp bei vorhandener ie1/3-ie2 -Region. Der Vektor ohne Insert ergibt ein lineares Fragment bei 6,3kbp. Spur M, 1kbp DNA-Längenstandard;US, Ursprungs-shuttle-Plasmid pST76K_SR; ZK, Zwishenkonstrukt pST76K_SRie1/3-ie2.
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Abb. 3.3: Konstruktion des shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTR. A) PhysikalisheHindIII-Karte des mCMV-WT.BAC-Genoms mit Vergröÿerung des K- und L-Fragments. Die Nukleotidpositionen(n) beziehen sih auf die mCMV-Sequenz nah Rawlinson et al. (1996). Gezeigt ist das Basiskonstrukt pUCAMBmit der ie1/3-ie2 -Region. B) Die Pml I-Restriktionsshnittstellen dienten zur Klonierung des ZwishenkonstruktspST76K_SRie1/3-ie2 mit der zur homologen Rekombination verwendeten 5,557kbp groÿen mCMV-WT.BAC-Sequenz der MIE-Region. Die für die Insertion des DTR-Gens (rot) verwendeten HpaI-Restriktionsshnittstellensind ebenfalls eingezeihnet. Die Orientierung des DTR-Gens im shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR istgleih dem ie2 -Gen und ist durh die Pfeilrihtung angegeben.Das erfolgreih klonierte Zwishenkonstrukt pST76K_SRie1/3-ie2 diente als Vektor zur Gene-rierung des shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTR. Dazu wurde zunähst das Zwishen-konstrukt pST76K_SRie1/3-ie2 mit HpaI geshnitten. Durh das Vorhandensein zweier HpaI-Shnittstellen in der MIE-PEEP-Region (Position n 184.236 bis n 184.315, Positionsangabenah Rawlinson et al., 1996) wurde ein 79bp groÿes DNA-Fragment, welhes die komplette ie2 -Promotorsequenz und einen Teil der ie2 -Exon1-Sequenz enthält, deletiert. Die zu insertierendeDTR-Sequenz wurde aus dem Plasmid pBS_DTR_SV40pA mittels spezieller touh-down-PCR



3 Ergebnisse 98ampli�ziert. Die touh-down-PCR zeihnet sih im Gegensatz zum klassishen PCR-Protokoll(s. 2.4.13) durh veränderte annealing -Temperaturen aus, welhe eine höhere Ampli�kataus-beute versprehen. In den ersten 18 Zyklen wird die annealing -Temperatur, beginnend bei 62°C,pro Zyklus um 1°C erniedrigt. 12 weitere Zyklen shlieÿen sih mit einer annealing -Temperaturvon 45°C an. Durh die Ampli�kation mit den Primern PrimerDTRforw und PrimerDTRrev2wurde eine Sequenz von 678bp ampli�ziert, die das DTR-Gen, den ie2 -Promotor und �ankie-rende HpaI-Shnittstellen enthält (s. Abb. 3.4). Das PCR-Produkt wurde mit HpaI geshnittenund in die Ligation mit dem zuvor HpaI-restringierten Vektor pST76K_SRie1/3-ie2 eingesetzt.Nah der Ligation wurde der Ansatz in E. oli DH10B transformiert und die Bakterien aufLB-Platten mit Kan bei 30°C üN selektioniert. Von den gewahsenen Kan-resistenten Klonenwurde die DNA isoliert und sowohl die Insertion, als auh die Orientierung des DTR-Gens in derMIE-PEEP-Region durh Restriktionsenzymverdau bestimmt (s. Abb. 3.5).

Abb. 3.4: Primer-Design zur Ampli�zierung des DTR-Produkts auspBS_DTR_SV40pA. Die Primer zur Ampli�zierung des DTR-Gens enthalten Sequenzen, diehomolog zum DTR-Gen sind. Zusätzlih enthalten sie an ihren 5′-Enden HpaI-Shnittstellen. Der Vorwärts-Primer enthält zudem die Sequenz der zuvor deletierten ie2 -Promotorsequenz und der Rükwärts-Primer einStop-Codon unmittelbar vor der HpaI-Shnittstelle. Das durh die touh-down-PCR entstandenen Ampli�kathat eine Gröÿe von 678bp.3.1.2 Charakterisierung des shuttle-PlasmidsNah der Generierung des shuttle-Plasmids pST76K_SR_∆IE2DTR wurde durhRestriktionsenzymverdau mit MluI die Insertion des DTR-Gens im shuttle-Plasmid veri�ziert(s. Abb. 3.5-A). Durh den MluI-Verdau entstanden ein 3,3kbp sowie ein 9,2kbp groÿes DNA-Fragment. Ohne die Insertion des DTR-Gens (vergl. Zwishenkonstrukt (ZK) pST76K_SRie1/3-ie2) entstanden zwei DNA-Fragmente mit einer Gröÿe von 2,7kbp und 9,2kbp. Da das DTR-Genüber blunt-end -Ligierung in das shuttle-Plasmid integriert wurde, musste zusätzlih dessen Ori-entierung mit einem BlpI-Restriktionsenzymverdau bestimmt werden (s. Abb. 3.5-B). Liegt das



3 Ergebnisse 99DTR-Gen in gleiher Orientierung wie das ie2 -Gen vor, ensteht eine Doppelbande für die Frag-mente mit 1,768kbp und 1,782kbp Gröÿe und ein Fragment der Gröÿe 8,9kbp. Es ist sehr wihtig,dass die Orientierung des DTR-Gens gleih der des ie2 -Gens in der MIE-PEEP-Region ist, dadas DTR-Gen sonst niht unter Kontrolle des ie2 -Promotors liegt, niht exprimiert wird undsomit niht funktionell ist.

Abb. 3.5: Gelelektrophoretishe Auftrennung des generierten shuttle-PlasmidspST76K_SR_∆IE2DTR nah Restriktionsenzymverdau. Gelelektrophoretishe Auftrennungdes shuttle-Plasmids nah Restriktionsenzymverdau mit MluI und BlpI. A) Der MluI-Restriktionsenzymverdaudes shuttle-Plasmids (SP) ergibt zwei Fragmente bei 3,3kbp und 9,2kbp. Der Verdau des Zwishenkon-strukts (ZK) ergab Fragmente der Gröÿe 2,7kbp und 9,2kbp. B) Der BlpI-Restriktionsenzymverdau ergabfür das SP Fragmente bei 1,768/1,782kbp (Doppelbande) und 8,9kbp, für das ZK Fragmente bei 10,1kbpund 1,782kbp. Der BlpI-Restriktionsenzymverdau bestätigt die rihtige Orientierung des DTR-Gens hinter demie2 -Promotor. Spur M, 1kbp DNA-Längenstandard; ZK, Zwishenkontrukt pST76K_SRie1/3-ie2; SP, shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR.
Die Orientierung des DTR-Gens wurde zusätzlih durh eine PCR mit den Primern ie2DTR_1und ie2DTR_3 veri�ziert (s. Abb. 3.6). Liegt das DTR-Gen in gleiher Orientierung wie dasie2 -Gen vor, wird ein 882bp groÿes PCR-Produkt ampli�ziert, liegt es in entgegengesetzter Rih-tung vor, entsteht kein PCR-Produkt. Von dem DTR-positiven Klon mit rihtiger Orientierungwurde das DTR-PCR-Produkt sequenziert. Es wurden keine Punktmutationen in der DTR-Sequenz festgestellt. Das �nale shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR wurde anshlieÿendzur Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide mittels Zwei-Shritt BAC-Rekombination(s. 2.4.16.1) verwendet.
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Abb. 3.6: Shematishe Darstellung der PCR zur Ermittlung der DTR-Orientierungim shuttle-Plasmid nah blunt-end-Ligierung. Shema eines Ausshnitts der Gen-Organisationim Bereih des MIE-Lokus nah Insertion des DTR-Gens. Liegt das DTR-Gen (rot) in gleiher Orientierungzum ie2 -Gen (grau) vor, entsteht durh die Bindung des Primers ie2_DTR_1 im DTR-Gen und des Primersie2_DTR_3 im ie2 -Gen ein 882bp groÿes PCR-Produkt. Liegt das DTR-Gen in entgegengesetzter Rihtung zumie2 -Gen vor, entsteht kein PCR-Produkt. Die Positionsangaben der Primer sind der Tab. 2.11 zu entnehmen.Shlussfolgerung:Die Klonierung des für die homologe Rekombination benötigten shuttle-PlasmidspST76K_SR_∆IE2DTR konnte erfolgreih realisiert werden. Das DTR-Gen be�ndet sih ingleiher Orientierung zum ie2 -Gen unter Kontrolle des ie2 -Promotors.3.2 Herstellung und Charakterisierung rekombinantermCMV-BAC-DTR-PlasmideDas erfolgreih hergestellte und harakterisierte shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR konn-te zur Herstellung der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide durh homologe Rekombination imZwei-Shritt Rekombinationsverfahren (s. 2.4.16.1) verwendet werden. Als Ausgangskonstruktedienten dabei das mCMV-BAC-WT (Wagner et al., 1999) bzw. die FunktionsverlustmutantemCMV-BAC-IE1L176A, die einen AS-Austaush im IE1-Peptid enthält (Simon et al., 2006a).3.2.1 Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-DTR-Plasmide1. mCMV-BAC_∆IE2DTRNah der Transformation elektrokompetenter E. oli DH10B, die das zu mutierende mCMV-BAC-WT-Plasmid enthalten, mit dem shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR, erfolgte dieRekombination und die Bildung von Co-Integraten aus dem BAC-Plasmid und dem shuttle-Plasmid über eine der beiden �ankierenden viralen Homologien. Eine Inkubation bei 43°C se-lektioniert positiv auf Klone, die Co-Integrate enthalten. Klone, bei denen das shuttle-Plasmid



3 Ergebnisse 101niht integriert wurde, können bei dieser Temperatur niht replizieren. Durh erneute homologeRekombination zwishen zwei identishen �ankierenden viralen Sequenzen erfolgte die Au�ösungder Co-Integrate. Geshieht dies über die gleihe Homologie wie bei der ersten Rekombination,so entsteht wieder ein mCMV-BAC-WT-Plasmid. Erfolgt die Rekombination dagegen über dieandere der beiden Homologien, so entsteht ein rekombinantes mCMV-BAC-Plasmid, welhesdas DTR-Gen trägt. Durh die anshlieÿende Kultivierung der Bakterien auf LB-Agarplattenmit Saharose wurden aufgelöste Co-Integrate angereihert, da Bakterien mit niht aufgelös-ten Co-Integraten die von SaB kodierte Levan-Saharase exprimieren und somit Saharosezur toxishen Levan-Saharose umsetzen (Blom�eld et al., 1991). Hierdurh konnte die Aus-beute für erfolgreih mutierte mCMV-BAC-Plasmide von 2,5% auf 50% (Wagner et al., 1999)erhöht werden. Die Identi�zierung erfolgreih mutierter mCMV-BAC_∆IE2DTR-Plasmidewurde durh Restriktionsenzymverdau (s. Abb. 3.7-A) und Sequenzierung (s. Abb. 3.8) bestä-tigt. Die isolierte BAC-DNA beinhaltet die Sequenz für den simian DTR unter Kontrolle desie2 -Promotors.2. mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTRMit Hilfe der gleihen Methode wurde dasmCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR-Plasmid her-gestellt. Hierzu wurden elektrokompetente E. oli DH10B verwendet, die das BAC-Plasmid mitder Punktmutation im IE1-Peptid (L176A) enthalten (mCMV-BAC-IE1L176A). Das so herge-stellte mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR enthält nun zusätzlih zur DTR-Sequenz eine Punkt-mutation, die die Kontrolle des Virus durh IE1-spezi�she CD8 T-Zellen verhindert (Simon etal., 2006a). Das Vorhandensein des DTR-Gens und die IE1L176A-Punktmutation wurden eben-falls durh einen Restriktionsenzymverdau (s. 3.2.2) (s. Abb. 3.7-B) und eine Sequenzierung(s. 3.2.3) (s. Abb. 3.9) überprüft.3.2.2 Restriktionsenzymverdau der rekombinantenmCMV-BAC-DTR-PlasmideDie isolierte BAC-Plasmid-DNA wurde im Folgenden auf die vollständige Integrität des BAC-Plasmids und die Insertion des DTR-Gens überprüft. Es be�nden sih Sequenzwiederholungenvon 553bp Länge im BAC-Plasmid, welhe die BAC-Vektorsequenz �ankieren und zur Ent-fernung der bakteriellen Sequenz (BAC-Vektor) nah der Virusrekonstitution dienen. Aufgrunddieser Sequenzwiederholungen kann es jedoh in ReA-negativen E. oli -Stämmen auh spontanzu Rekombinationsereignissen zwishen den internen viralen Sequenzwiederholungen sowie zwi-shen viralen und bakteriellen Sequenzen kommen, was zum Verlust des mCMV-Genoms aus demBAC-Plasmid führt. Durh einen Restriktionsenzymverdau der isolierten BAC-Plasmid-DNA mitEoRI, HindIII und XbaI konnte sowohl die Integrität des BAC-Plasmids, als auh die Insertion



3 Ergebnisse 102des DTR-Gens bestätigt werden. In Abb. 3.7-A ist die Auftrennung der BAC-DNA von mCMV-BAC_∆IE2DTR und dem mCMV-BAC-WT zu sehen. Es zeigt sih, dass nah dem EoRI- undXbaI-Verdau kein Untershied des mutierten mCMV-BAC-Genoms zum mCMV-BAC-WT vor-liegt. Durh die Insertion des DTR-Gens wird jedoh durh den HindIII-Restriktionsenzymverdauein shift des in Abb. 3.7-A mit * markierten 7,161kbp groÿen Fragments um 587bp zu einem7,748kbp groÿen HindIII-Fragment sihtbar. Das DTR-Gen ist somit im mCMV-Genom enthal-ten.

Abb. 3.7: Integrität des mCMV-BAC-Genoms nah homologer Rekombinationin E. oli. Gelelektrophoretishe Auftrennung der rekombinanten BAC-Plasmide nah Zwei-Shritt BAC-Rekombination zur Überprüfung der Integrität der BAC-Plasmide. BAC-DNA aus BAC-Maxipräparation wurdemit den Enzymen EoRI, HindIII und XbaI restringiert und in einem 0,7%-igen TBE-Agarosegel aufgetrennt.Beide Klone A) mCMV-BAC_∆IE2DTR und B) mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR zeigen das für den mCMV-BAC-WT typishe Genomfragment-Muster für alle drei Restriktionsenzyme. Sowohl in A) als auh in B) ist beimHindIII-Restriktionsenzymverdau ein shift des 7,161kbp groÿen DNA-Fragments auf 7,748kbp Gröÿe zu beob-ahten (hier nur shwah erkennbar, deshalb mit * markiert), was auf die Insertion des DTR-Gens mit 587bpzurükzuführen ist. Der shift des 12,662kbp Fragments zu einem 13,249kbp groÿen DNA-Fragment nah einemXbaI-Verdau, sowohl in A) als auh in B) ist hier niht zu erkennen. Spur M, 1kbp DNA-Längenstandard.



3 Ergebnisse 103Das rekombinante BAC-Plasmid mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR wurde ebenfalls einemRestriktionsenzymverdau unterzogen und die Integrität des BAC-Plasmids sowie die Insertion desDTR-Gens wurden überprüft (s. Abb. 3.7-B). Es zeigten sih auh hier keinerlei Veränderungenim typishen Genomfragment-Muster nah dem EoRI- und dem XbaI-Restriktionsenzymverdauim Vergleih zum mCMV-BAC-WT. Nah dem Restriktionenzymverdau mit HindIII ist wie beimCMV-BAC_∆IE2DTR ein shift der in Abb. 3.7-B mit * gekennzeihneten Bande um 587bpvon 7,161kbp auf 7,748kbp zu erkennen.3.2.3 Sequenzanalyse der rekombinanten BAC-PlasmidemCMV-BAC_∆IE2DTR undmCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTRDie Insertion des DTR-Gens und das Vorhandensein des vollständigen ie2 -Promotors wurdezusätzlih durh eine Sequenzanalyse überprüft. Das PCR-Fragment, das später in die Sequen-zierung eingesetzt wurde, musste zuvor aus der BAC-DNA der jeweiligen Rekombinanten ampli-�ziert werden. Dabei diente das Primer -Paar ie2_DTR_1 und ie2_DTR_3 (s. Tab. 2.11) zurAmpli�zierung eines 882bp langen PCR-Fragments, welhes die entsprehende DNA-Sequenzdes DTR-Gens und den ie2 -Promotor enthielt. Der sequenzierte Abshnitt, der den Übergangdes wieder vollständig hergestellten ie2 -Promotorbereihs (Nukleotid n 184.241-184.269 nahRawlinson et al., 1996) und des DTR-Gens mit seinem Start-Codon darstellt, ist in Abb. 3.8gezeigt. Im Anhang A.2 sind die komplette DTR-Sequenz und die Sequenzen des umliegendenie2 -Gens zu �nden.
Abb. 3.8: Ausshnitt der Sequenzierung von mCMV-BAC_∆IE2DTR. Gezeigt ist einAusshnitt der Sequenzierung des Übergangs der ie2 -Promotorsequenz zum inserierten DTR-Gen. Dieser Bereihder MIE-PEEP-Region wurde mit den Oligonukleotiden ie2_DTR_1 und ie2_DTR_3 sequenziert. Kompletterie2 -Promotorbereih (blau); DTR-Gen (rot) mit seinem Start-Codon (grün).



3 Ergebnisse 104Die Identi�zierung der gewünshten Punktmutation im Codon der C-terminalen MHC KlasseI-Anker-AS des IE1-Peptids im mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR konnte ausshlieÿlih durheine Sequenzierung erfolgen. Hierzu wurde mit dem Primer -Paar IE1ex2A und IE1ex4 (s. Tab.2.11) ein 1.081bp langes PCR-Fragment mit mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR als Templateampli�ziert, welhes die DNA-Sequenz des IE1-Peptids beinhaltete. Die Punktmutation im IE1-Peptid im Vergleih zur authentishen IE1-Peptidsequenz im mCMV-BAC-WT ist in Abb. 3.9 zusehen. Um die Fehlerrate der PCR zu minimieren, wurden alle PCR-Ampli�zierungen mit einerproof reading DNA-Polymerase, die eine hohe Kopiergenauigkeit besitzt, durhgeführt.

Abb. 3.9: Vergleih der Sequenzierung des C-terminalen Endes des immundominan-ten IE1-Peptids von mCMV-BAC-WT und mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR. ZurÜberprüfung der Punktmutation im immundominanten IE1-Peptid, die zum AS-Austaush von Leuin (L) zu Ala-nin (A) in mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR führt, wurde der entsprehende Bereih mit den OligonukleotidenIE1ex2A und IE1ex4 sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung zeigt einen Ausshnitt ab Nukleotidposition n181.020 (nah Rawlinson et al., 1996). Die Punktmutation von 2bp am C-terminalen Ende, die zum Austaushder AS L zu A führt, ist mit einem Kasten umrandet.In den rekombinanten BAC-Plasmiden mCMV-BAC_∆IE2DTR und mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR sind die ie2 -Promotorsequenzen vollständig im Genom vorhanden.Das DTR-Gen weist keine Mutationen auf, welhe durh die Ampli�kation des Gens ausdem Plasmid pBS_DTR_SV40pA hätten entstehen können, und enthält sein Start-CodonATG und das Stop-Codon TGA. Die Mutante mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR enthältzudem die Punktmutation im IE1-Peptid von Leu176 (L) zu Ala176 (A) (n 181.020-181.022;Positionsangabe nah Rawlinson et al., 1996).



3 Ergebnisse 105Shlussfolgerung:Die Integrität des mCMV-Genoms innerhalb der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide mCMV-BAC_∆IE2DTR und mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR konnte mittels Restriktionsenzym-verdau mehrfah bestätigt werden. Ebenso wurden die Nukleotid-genaue Insertion des DTR-Gens sowie das vollständige Vorhandensein des ie2 -Promotors durh Sequenzanalyse veri�ziert.Zusätzlih konnte der Basenpaaraustaush t zu g durh eine Sequenzanalyse bestätigt wer-den, die zum AS-Austaush von L nah A in der C-terminalen MHC Klasse I-Anker-AS desIE1-Peptids führt.3.3 Ein-Shritt BAC-Mutagenese zur HA-Epitop-Markierung desDTRDie HA-Epitop-Markierung des DTR ermögliht die Aufklärung der intrazellulären Lokalisationdes DTR durh Immun�uoreszenz bzw. den Nahweis des DTR-HA Proteins im Western Blotdurh spezi�she Ak, die gegen dieses Epitop gerihtet sind. Dazu musste am 3′-Ende des DTR-Gens das alte Stop-Codon durh ein neues Stop-Codon, unter gleihzeitiger Insertion der HA-Epitop-Sequenz, ersetzt werden. Hierfür wurde die Strategie der Ein-Shritt BAC-Mutagenese inE. oli SW105 verwendet (s. 2.4.16.2). Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Insertion ei-nes linearen PCR-Fragments, das durh ein Doppel-rossing-over in das BAC-Plasmid integriertwird. Das lineare Ampli�kat enthält neben der HA-Epitop-kodierenden Sequenz noh einen Selek-tionsmarker sowie die für die homologe Rekombination benötigten viralen Homologiebereihe.Der verwendete E. oli -Stamm enthält die für die homologe Rekombination benötigte FLP-Rekombinase, sowie das zuvor mittels Transformation (s. 2.4.3.3) eingebrahte BAC-PlasmidmCMV-BAC_∆IE2DTR, in welhes die HA-Epitop-Sequenz integriert werden soll. Durh dieEin-Shritt BAC-Mutagenese erfolgte die Rekombination zwishen einem zuvor generierten PCR-Ampli�kat (Kan-Resistenz, FLP-Sequenzen, DTR-/ie2-homologe Sequenz, HA-tag kodierendeSequenz) und dem BAC-Plasmid mCMV-BAC_∆IE2DTR über die homologen Sequenzen.



3 Ergebnisse 106Für die zur Insertion des HA-tags verwendete Ein-Shritt BAC-Rekombination am 3′-terminalenEnde des DTR-Gens wurden die Oligonukleotide DTR-HA_for und DTR-HA_rev (s. Abb. 3.10)verwendet. Der Primer DTR-HA_for enthielt neben den 43bp der DTR-homologen Sequenzund der 17bp-langen priming -Region für das Plasmid pGP704-Kan zusätzlih die HA-Epitop-Sequenz mit einem neuen Stop-Codon, die an das 3′-Ende des DTR-Gens fusioniert werden sollte.Durh eine touh-down-PCR wurde ein 1,195kbp groÿes DNA-Rekombinationsfragment mit demPlasmid pGP704-Kan als Matrizen-DNA ampli�ziert. Das Ampli�kat enthält das KanRes-Gen,�ankiert von FRT-Sequenzen, DTR-Homologien, sowie am 3′-Ende die HA-Epitop-Sequenz.

Abb. 3.10: Primer-Design zur Insertion der HA-Epitop-Sequenz. Die Primer zur Ampli-�zierung des KanRes-Gens enthalten virale bzw. DTR-homologe Sequenzen und priming -Regionen in pGP704-Kan. Der Vorwärts-Primer enthält zudem die Sequenz des HA-tags und ein neues Stop-Codon. Der Rükwärts-Primer enthält das alte Stop-Codon. Das durh die touh-down-PCR entstandene Ampli�kat hat eine Gröÿe von1,195kbp.Nah der Durhführung der BAC-Mutagenese entstand zunähst das rekombinante BAC-PlasmidmCMV-BAC_∆IE2DTR-HA. Die Übersiht des Klonierungsshemas ist in Abb. 3.11 dargestellt.
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Abb. 3.11: Strategie zur Insertion einer HA-Epitop-Sequenz an das 3′-Ende desDTR-Gens. I) Shematishe Darstellung des rekombinanten MIE-Lokus mit den Genen ie1/3, ie2 (grau)und dem DTR-Gen (rot) in mCMV-BAC_∆IE2DTR. Gezeigt ist die Vergröÿerung der Insertionsstelle des HA-tags am 3′-Ende des DTR-Gens und die Position der viralen Homologiesequenz. II) Primer -Design und PCR mitdem dargestellten Primer -Paar DTR-HA_for und DTR-HA_rev, sowie dem Plasmid pGP704-Kan als Matrize.Priming -Region (PR, gelb); Kan-Resistenzgen (KanRes, weiÿ); HA-tag (grün); DTR-Gen (rot). III) Gezeigt ist dasentstandene DNA-Rekombinationsfragment mit 1,195kbp Gröÿe. Es trägt die entsprehende virale Homologie-sequenz (ie2, DTR), den HA-tag mit Stop-Codon (grün), die niht kodierenden priming -Regionen des PlasmidspGP704-Kan (gelb), sowie die jeweils das KanRes-Gen (weiÿ) �ankierenden FRT-Sequenzen (orange). IV) Nahder homologen Rekombination wurden die beshriebenen DNA-Elemente in das mCMV-BAC_∆IE2DTR in-tegriert und (V) die KanRes-Kassette durh die FLP-Rekombination entfernt, wobei ein neues rekombinantesBAC-Plasmid mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA entstand mit der fusionierten HA-Epitop-Sequenz am 3′-Ende desDTR-Gens. Fremdsequenzen des Plasmids der priming -Region, sowie eine FRT-Sequenz können niht entferntwerden und bleiben dauerhaft erhalten.



3 Ergebnisse 1083.3.1 Entfernung des Selektionsmarkers nah der MutageneseAnalog zur Zwei-Shritt BAC-Mutagenese erfordert die Ein-Shritt BAC-Mutagenese dieInsertion eines Resistenzmarkers (hier KanRes) an die Position der zu deletierenden bzw. in-sertierenden Sequenz. Dieses Resistenzgen muss jedoh nah der Mutagenese entfernt werden.Dieser Vorgang wird hier durh die FRT-Erkennungssequenz ermögliht, die das Resistenzgen�ankiert. E. oli SW105 enthalten eine FLP-Rekombinase (M Leod et al., 1986), deren Expres-sion durh Arabinose induziert werden kann. Die FLP-Rekombinase erkennt die FLP-Sequenzund es kommt zur Rekombination zwishen zwei gleih orientierten FRT-Erkennungssequenzenund dadurh zur Exzision von niht viralen Sequenzen, die zwishen den beiden FRT-Sequenzenliegen. Durh die Rekombination verbleibt jedoh eine einzige FRT-Erkennungssequenz im Plas-mid zurük. Das generierte BAC-Plasmid mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA enthält somit zusätzlihzum DTR-Gen die HA-Epitop-Sequenz und insgesamt 88bp Fremdsequenz im viralen Genom,die niht entfernt werden kann (s. Abb. 3.13).3.3.2 Restriktionsanalyse des rekombinantenmCMV-BAC_∆IE2DTR-HANah der Exzision des KanRes-Gens wurde die DNA-Qualität und die Integration des BAC-Plasmids in der Rekombinanten mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA überprüft. Dazu wurde die DNAdes BAC-Klons isoliert, mit vershiedenen Restriktionsenzymen (EoRI, HindIII und XbaI) ge-shnitten und auf einem Agarosegel aufgetrennt (s. Abb. 3.12-A).Durh den HindIII-Restriktionsenzymverdau konnte die Integrität des DTR-Gens mit seiner 3′-terminalen HA-Epitop-Sequenz bestätigt werden. Die 7,161kbp-Bande entfällt, statt dessenkommt jedoh eine Bande bei 7,863kbp (Doppelbande mit 7,958kbp) hinzu, in Abb. 3.12-Abeides mit * gekennzeihnet. Die Insertion der HA-Epitop-Sequenz führt durh die verbleibendeFRT- und Fremdsequenz und die darin enthaltenen zusätzlihen Shnittstellen für XbaI undEoRI zudem zu zusätzlihen Banden nah dem Restriktionsenzymverdau mit EoRI und XbaIim Vergleih zum mCMV-BAC-WT (s. Abb. 3.12-B). Der EoRI-Restriktionsenzymverdau zeigtdiese zusätzlihen DNA-Fragmente bei 7,973kbp und 5,391kbp, der XbaI-Verdau bei 4,344kbpund 9,175kbp, in Abb. 3.12-B ebenfalls mit * gekennzeihnet. Einige Banden sind hinzugekom-men bzw. sind entfallen, die niht eindeutig von den ursprünglihen Banden diskriminiert werdenkönnen. Nah dem EoRI-Verdau fehlt bei der HA-Mutante die Bande bei 12,662kbp, eine Bandebei 5,391kbp kommt hinzu, die niht von den Banden mit 5,161kbp und 5,480kbp untershiedenwerden kann. Beim XbaI-Verdau fehlt ein DNA-Fragment bei 12,824kbp. Da die 12kbp-Bandedurh ihre Gröÿe und die geringe Auftrennung niht von anderen Banden untershieden werdenkann, wurde die korrekte Insertion der HA-Epitop-Sequenz durh eine Sequenzierung bestätigt(s. Abb. 3.13).



3 Ergebnisse 109

Abb. 3.12: Integrität des mCMV-BAC-Genoms nah homologer Rekombination in E.oli SW105. A) Gelelektrophoretishe Auftrennung des rekombinanten BAC-Plasmids nah Ein-Shritt BAC-Rekombination zur Überprüfung der Integrität des BAC-Plasmids. BAC-DNA aus BAC-Maxipräparation wurdemit den Enzymen EoRI, HindIII und XbaI restringiert und in einem 0,7%-igen TBE-Agarosegel aufgetragen.Der Klon mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA zeigt das für mCMV-BAC-WT typishe Genomfragment-Muster für alledrei Restriktionsenzyme. Die durh die Insertion der DTR-HA-Sequenz zusätzlihen Banden nah Restriktions-enzymverdau mit EoRI bei 7,973kbp und 5,391kbp, für HindIII bei 7,863kbp und für XbaI bei 4,344kbp und9,175kbp sind mit * markiert. Bei dem EoRI-Restriktionsenzymverdau bzw. XbaI-Verdau entfällt jeweils ei-ne Bande bei 12,662kbp für EoRI und bei 12,824kbp für XbaI, bei dem HindIII-Verdau die 7,161kbp-Bande.Spur M, 1kbp DNA-Längenstandard. B) Shematishe Darstellung der MIE-Genregion und der verwendetenRestriktionsenzyme.



3 Ergebnisse 1103.3.3 Sequenzanalyse des rekombinantenmCMV-BAC_∆IE2DTR-HANah der Überprüfung der BAC-Integrität musste die Insertion der HA-Epitop-Sequenz durheine Sequenzierung bestätigt werden. Dazu wurden Primer ausgewählt, welhe die DTR-HA-Sequenz �ankieren (Primer ie2.3 und Na1x). Dadurh konnte die Nukleotid-genaue Fusion derHA-Epitop-Sequenz an das 3′-Ende des DTR-Gens bei gleihzeitiger Deletion des ursprünglihenStop-Codons bestätigt werden. Der Übergang zwishen DTR-Gen und der 3′-terminalen HA-tag-Sequenz, sowie die niht viralen Fremdsequenzen des Ausgangsplasmids pGP704-Kan und dieverbleibende FRT-Sequenz, sind in Abb. 3.13 dargestellt. Die den Integrationsort des HA-tagsund des kompletten DTR-Gens umfassende ie2 -Region ist im Anhang A.3 zu �nden.

Abb. 3.13: Sequenzausshnitt der HA-Epitop-Fusion an das 3′-Ende des DTR-Gens.Zur Überprüfung der Nukleotid-genauen Fusion der HA-Epitop-Sequenz an das 3′-Ende des DTR-Gens, wurdeder DTR-HA-tag Übergang mit dem Primer -Paar ie2.3 und Na1x sequenziert. Gezeigt ist ein Ausshnitt des3′-Endes des DTR-Gens (rot) mit der korrekten Fusion des HA-tags (grün), dem neu eingebrahten Stop-Codon(blau), sowie die niht zu entfernenden Fremd- und FRT-Sequenzen (shwarz).Eine shematishe Übersiht des MIE-Lokus der drei rekombinanten BAC-Plasmide mCMV-BAC_∆IE2DTR, mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR und mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA ist inAbb. 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14: Lokalisation des DTR-Gens im mCMV-Genom. HindIII-Karte des mCMV-Genomsder Rekombinanten mit einem Ausshnitt des K- und L-Fragments und der dort lokalisierten MIE-Region. Ge-zeigt ist das Basiskonstrukt mit dem simian DTR-Gen (rot) unter der Kontrolle des ie2 -Promotors. Die In-sertion des simian DTR-Gens in die MIE-Region erfolgte durh homologe Rekombiantion mittels Zwei-ShrittBAC-Rekombination. Das rekombinante Virus mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRwurde ebenfalls mittels Zwei-ShrittBAC-Mutagenese hergestellt, unter Verwendung des mCMV-BAC-IE1L176A_∆IE2DTR als BAC-bakbone, beidem die Anker-AS des IE1-Peptids (L176A) (gelb) ausgetausht wurde. Die Insertion des HA-tags (grün) erfolgtemittels Ein-Shritt BAC-Rekombination. PEEP (blau),Major Immediate Early Promoter1-Enhaner1-Enhaner2-Promoter2.Shlussfolgerung:Die Integrität des mCMV-Genoms innerhalb des rekombinanten mCMV-BAC-Plasmids mCMV-BAC_∆IE2DTR-HA, sowie die Insertion des DTR-Gens konnte mittels Restriktionsenzymverdaubestätigt werden. Die Nukleotid-genaue Fusion der HA-tag kodierenden Sequenz an das 3′-Endedes DTR-Gens wurde durh Sequenzierung veri�ziert.3.4 Herstellung rekombinanter mCMV aus BAC-PlasmidenZur Rekonstitution rekombinanter mCMV aus BAC-Plasmiden wurden MEF verwendet. Dazuwurden diese in 6-well -Zellkulturplatten, wenn diese zu 60% bis 70% kon�uent bewahsen wa-ren, mittels PolyFet mit der rekombinanten BAC-DNA trans�ziert (s. 2.2.5.2). Da sih dieKonzentration der BAC-DNA photometrish niht bestimmen lässt, wurden vershiedene Volu-menverhältnisse von BAC-DNA und PolyFet für die Transfektion verwendet. 5 Tage nah derTransfektion sollte eine Plaquebildung zu beobahten sein. Die besten Transfektionsergebnissewurden bei einem DNA-Volumen von 10µl bis 15µl verzeihnet.



3 Ergebnisse 1123.4.1 Exzision der BAC-SequenzenNah erfolgreiher Transfektion der MEF mit der BAC-DNA ist es essentiell, niht virale Se-quenzen (BAC-Vektorsequenz) aus dem Virusgenom zu entfernen. Die auf dem von Wagner(Wagner et al., 1999) konstruierten C3X basierenden Rekombinanten ermöglihen die Exzisi-on der BAC-Sequenzen durh homologe Rekombination während wiederholter Passagierung aufMEF. Durh die Passagierung werden die BAC-Vektorsequenz �ankierenden Sequenzwiederho-lungen von zellulären Rekombinationsmehanismen erkannt (Sugawara et al., 2000). Dies führtdurh homologe Rekombination zur Eliminierung der zwishen den duplizierten Sequenzen liegen-den BAC-Vektorsequenzen und damit zu einem mCMV-Genom frei von BAC-Vektorsequenzen.Durh die Eliminierung der BAC-Vektorsequenzen hat sih die Länge des mCMV-Genoms aufseine ursprünglihe Länge verkürzt und wird deshalb beim pakaging bevorzugt in den vira-len Kapsiden verpakt. Infolge dessen reihern sih BAC-freie Viren durh das Passagieren an(Wagner et al., 1999). Es müssen etwa fünf Passagen auf MEF durhlaufen werden, um eineausreihende Zahl an Rekombinationsereignissen zu ermöglihen. Der Nahweis der Exzision derBAC-Sequenz wurde mittels qPCR (s. 2.4.14.3) mit Primern, spezi�sh für die BAC-Sequenz,durhgeführt (s. Tab. 2.14).3.4.2 Quanti�zierung von BAC-Sequenzen aus Überständenrekonstituierter mCMV-RekombinantenUm die Exzision der BAC-Sequenzen in den rekonstituierten Rekombinanten zu bestätigen,wurde die DNA aus Virusüberständen der fünften Passage nah der Rekonstitution aufgereinigt(s. 2.4.4.7). Die DNA diente anshlieÿend als Template in der BAC-Sequenz-spezi�shen qPCR(s. 2.4.14). Bei der Ampli�kation mit den Primern BAC_taq_for und BAC_taq_rev enstehtbei Vorhandensein von BAC-Sequenzen ein 81bp groÿes Ampli�kat. Um die Zahl der BAC-Sequenzen auf die Zahl der Virusgenome normieren zu können, wurde zudem die Zahl derviralen Genome durh eine M55- (gB) spezi�she qPCR bestimmt. Die Primer gB_Taq_For2und gB_Taq_Rev2 dienten hier zur Ampli�zierung eines 80bp groÿen PCR-Produkts des viralenGens. Die Quanti�zierung erfolgte nah Protokoll (s. 2.4.14.3) in einem ABI Prism 7500. ZurHerstellung einer Standardreihe diente das Plasmid pDrive_gB_PTHrP_BAC (Lemmermann etal., 2010). Es wurde die Anzahl an BAC-Sequenzen pro 1×106 viralen Genomen bestimmt. Warenin den Virusüberständen weniger als 100 BAC-Sequenzen pro 1×106 Virusgenomen nahweisbar,wurde ein gereinigter Virusstok generiert (s. 2.3.3). Die Ergebnisse der Quanti�zierung derBAC-Sequenzen sind in Tab. 3.1 zusammengefasst.



3 Ergebnisse 113Tab. 3.1: Quanti�zierung der BAC-Sequenz aus Überständen der fünften Passagerekonstituierter mCMV-RekombinantenmCMV- BAC-Sequenz Genome (M55/gB) BAC-SequenzenRekombinante pro 1 × 106 GenomeÜ1 Ü2 Ü1 Ü2 Ü1 Ü2
∆IE2DTR 0 1,90×101 1,63×106 1,57×104 0 1,21×103IE1L176A_∆IE2DTR 2,90×106 1,05×102 2,68×106 1,87×106 1,08×106 5,6×101
∆IE2DTR-HA 1 0 3,80×106 1,84×106 0 0Ü, Überstand aus well 1 bzw. 2 der Virusmutanten; ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; IE1L176A_∆IE2DTR,mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR; ∆IE2DTR-HA, mCMV_∆IE2DTR-HADa es jedoh selbst nah der fünften Passagierung noh einige Virusüberstände gab, in denenmehr als 100 BAC-Sequenzen pro 1×106 Virusgenomen nahgewiesen werden konnten, ist dieQuanti�zierung der BAC-Sequenzen nah jeder Virusrekonstitution unumgänglih. Zu vermerkenist, dass nur von den BAC-freien Viren, bei denen weniger als 100 BAC-Sequenzen pro 1×106Virusgenome nahgewiesen werden konnten, gereinigte Virusstoks generiert wurden. Folglihsind alle Virusstoks, die für weitere Zellkulturversuhe und in vivo-Versuhe verwendet wurden,BAC-frei.Shlussfolgerung:Durh Transfektion von rekombinanten mCMV-BAC-Plasmiden in MEF wurden erfolgreih re-kombinante mCMV generiert. Alle verwendeten Virusstoks sind BAC-frei, da durh wiederholtePassagierung und homologe Rekombination in den Zellen der BAC-Vektoranteil aus dem Virus-genom entfernt wurde.3.5 Charakterisierung rekombinanter mCMV in ZellkulturDas DTR-Gen steht unter direkter Kontrolle des ie2 -Promotors. Dadurh sollte das DTR-Protein unter IE-Bedingungen nahweisbar sein, das IE2-Protein dagegen niht, da nah demDTR-Gen ein Stop-Codon einkloniert wurde. Zusätzlih sollen in diesem Abshnitt die in vitro-Eigenshaften und die Funktionalität des DTR getestet werden.



3 Ergebnisse 1143.5.1 Nahweis des DTR-Proteins im Western BlotDas Vorhandensein des DTR-Gens im Virusgenom wurde bereits durh einen Restriktions-enzymverdau (s. 3.2.2) und durh eine Sequenzierung (s. 3.2.3) bestätigt. Durh Western Blot-Analysen sollte nun festgestellt werden, ob das DTR-Protein unter IE-Bedingungen translatiertwird. Zum Nahweis des DTR-Proteins wurden MEF mit mCMV_∆IE2DTR zentrifugal miteiner MOI=4 in�ziert. Um im Western Blot eine Positivkontrolle für den polyklonalen DTR-Ak(α-HB-EGF) mitführen zu können, wurde das Expressionsplasmid pDNA3.1/my-HisA_DTRhergestellt, das den DTR in trans�zierten COS-Zellen überexprimiert.3.5.1.1 Herstellung des ExpressionsplasmidspDNA3.1/my-HisA_DTRZur Herstellung des DTR-Expressionsplasmids pDNA3.1/my-HisA_DTR (s. Abb. 3.15) wurdedas DTR-Gen aus dem Plasmid pBS_DTR_SV40pA mit zwei Primern ampli�ziert, die jeweilseine HindIII-Shnittstelle (Primer DTR_for_HindIII) bzw. eine BamHI-Shnittstelle (PrimerDTR_rev_BamHI) enthalten. Über diese zwei Shnittstellen wurde später das DTR-Ampli�katin die multiple loning site (MCS) des Expressionsplasmids pDNA3.1/my-HisA (invitrogen,Karlsruhe) gerihtet kloniert. Dazu wurden sowohl das 658bp groÿe DTR-PCR-Produkt, alsauh das Expressionsplasmid mit den Restriktionsenzymen HindIII und BamHI geshnitten undmiteinander ligiert (22°C; 3,5h; Hitzeinaktivierung bei 65°C für 20min).

Abb. 3.15: Shematishe Darstellung des Expressionsplasmids pDNA3.1/my-HisA_DTR. Gezeigt ist das Expressionsplasmid pDNA3.1/my-HisA_DTR mit seinen AmpRes- undKanRes-Genen, sowie seinem enthaltenen hCMV-Promotor und dem DTR-Gen. Die Überexpression des in dieMCS klonierten DTR-Gens (rot) in trans�zierten COS-7-Zellen wird somit ermögliht.



3 Ergebnisse 115Von ausgewählten Amp-resistenten Klonen wurde die DNA aus den Bakterien isoliert und dieInsertion des DTR-Gens durh einen KpnI-Restriktionsenzymverdau veri�ziert (s. Abb. 3.16-A). Der leere Vektor ergibt lediglih ein lineares Fragment von 5,5kbp, das Plasmid mit deminsertierten DTR-Gen ergibt nah dem Restriktionsenzymverdau mit KpnI ein lineares Fragmentvon 6,1kbp Länge. Ein Restriktionsenzymverdau mit BsmI, der bei einem insertierten DTR-Gen Banden bei 2,6kbp und 3,5kbp erwarten lässt, bestätigt zusätzlih die Anwesenheit desDTR-Gens (s. Abb. 3.16-B).

Abb. 3.16: Gelelektrophoretishe Auftrennung des DTR-ExpressionsplasmidspDNA3.1/my-HisA_DTR nah Restriktionsenzymverdau. Die gelelektrophoretishe Auf-trennung des DTR-Expressionsplasmids (EP) pDNA3.1/my-HisA_DTR zeigt nah Restriktionsenzymverdaumit A) KpnI ein DNA-Fragment von 6,1kbp im Vergleih zum Ausgangsplasmid (AP) pDNA3.1/my-HisAmit einer Fragmentgröÿe von 5,5kbp. Der Restriktionsenzymverdau mit B) BsmI zeigt durh die Insertion derDTR-Sequenz Fragmentgröÿen von 2,6kbp und 3,5kbp im Vergleih zu 5,5kbp ohne das DTR-Gen. Spur M,1kbp DNA-Längenstandard.Zur Überexpression des DTR-Proteins wurden 5×105 COS-7 Zellen in einer 10m-Zellkulturshale ausgesät und am nähsten Tag, als sie zu 40% bis 60% kon�uent bewahsenwaren, mit 4µg pDNA3.1/my-HisA_DTR Plasmid-DNA trans�ziert (s. 2.2.5.1). Dazu wurdedie Plasmid-DNA in 300µl DMEM-Medium verdünnt, mit 25µl PolyFet supplementiert und zurKomplexbildung 10min bei RT inkubiert. 48h nah der Transfektion wurden die Zellen geerntetund Gesamtprotein aus den Zelllysaten isoliert (s. 2.6.1).



3 Ergebnisse 1163.5.1.2 Nahweis des DTR-ProteinsUm shlieÿlih die Translation des DTR-Proteins nahweisen zu können, wurde eine WesternBlot-Analyse durhgeführt. Dazu wurden zu 60% bis 80% kon�uente MEF in einer 10m-Zellkulturshale mit dem rekombinanten Virus bzw. dem mCMV-WT.BAC mit einer MOI=4in�ziert und in einem Zeitraum von 1h bis 8h nah Infektion Zelllysate zu den angegebenenZeitpunkten hergestellt (s. Abb. 3.17). Zum Nahweis des DTR-Proteins wurde Gesamtproteinder jeweiligen Zelllysate auf ein SDS-Gel aufgetragen, die Proteine ihrer Gröÿe nah in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Als Kontrolle wurde Gesamtproteinaus COS-Zellen, trans�ziert mit pDNA3.1/my-HisA_DTR, und Gesamtprotein aus niht in-�zierten (n.i.) Zellen bzw. mCMV-WT.BAC in�zierten Zellen ebenfalls durh SDS-PAGE ihrerGröÿe nah aufgetrennt und auf die PVDF-Membran transferiert. Die Detektion des DTR-Proteins erfolgte shlieÿlih mit dem polyklonalen α-DTR Ak (α-HB-EGF) und anshlieÿenderChemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit Hilfe des ECLplus WesternBlotting Detetion Reagenz.

Abb. 3.17: Expressionkinetik des DTR-Proteins. Western Blot-Analyse von Gesamtzelllysatenaus MEF, die mit mCMV_∆IE2DTR (∆IE2DTR) bzw. mCMV-WT.BAC (WT.BAC) zentrifugal in�ziert wurden(MOI=4). Zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurden die Zellen geerntet und Gesamtprotein aus den Zelllysa-ten hergestellt. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Start der Infektion. Die Auftrennung von 100µg Gesamtproteinpro Zeitpunkt erfolgte in einem 12,5%-igen SDS-Polyarylamidgel. Nah dem Transfer auf eine PVDF-Membranwurde das DTR-Protein mit dem polyklonalen α-DTR (α-HB-EGF) Ak (1:100 Verdünnung) detektiert und dieAk-Bindung durh Chemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit dem ECLplus Wes-tern Blotting Detetion Reagenz visualisiert. Als Positivkontrolle für die Ak-Färbung diente Gesamtprotein ausdem Zelllysat von COS-7-Zellen, die zur Überexpression des DTR-Proteins zuvor mit dem ExpressionsplasmidpDNA3.1/my-HisA_DTR trans�ziert wurden. n.i., niht in�ziert.Die Analyse des Western Blots (s. Abb. 3.17) zeigt, dass das DTR-Protein bereits 4h nahder Infektion mit der erwarteten Gröÿe von ungefähr 22kDa nahweisbar ist, die gröÿte DTR-Proteinmenge ist zu den getesteten Zeitpunkten nah 6h detektierbar. Die Analyse zeigt zudem,dass das DTR-Protein selbst 8h nah Infektion immer noh deutlih im Western Blot nahweisbarist.



3 Ergebnisse 117Um siher zu stellen, dass der DTR in allen Rekombinanten unter IE-Bedingungen exprimiertwird, wurden MEF unter Gabe von Cyloheximid (CH) gefolgt von Atinomyin D (AtD) mitden Mutanten mCMV_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR und mCMV_∆IE2DTR-HAmit einer MOI=4 zentrifugal in�ziert. Dazu wurden zu 60% bis 80% kon�uent bewahseneMEF nah der Infektion 3h in Anwesenheit von CH inkubiert. CH hemmt die Aktivität derPeptidyltransferase der 60S-Untereinheit der Ribosomen und verhindert somit die Translation. Danun keine IE-Proteine und demnah keine Transaktivatorproteine hergestellt werden, bleibt einenegative feedbak-Regulation aus und IE -Transkripte reihern sih an. Durh die anshlieÿendeInkubation mit AtD für weitere 3h wurde die RNA-Synthese, d.h. die Transkription gehemmt.Dies führte ausshlieÿlih zur Translation der angereiherten IE -Transkripte.

Abb. 3.18: Western Blot-Analyse zum Nahweis der DTR-Proteinexpressionunter IE-Bedingungen. Western Blot-Analyse des DTR-Protein aus Gesamtzelllysaten mCMV-WT.BAC (WT.BAC), mCMV_∆IE2DTR (∆IE2DTR), mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR (IE1L176A_∆IE2DTR)und mCMV_∆IE2DTR-HA (∆IE2DTR-HA) zentrifugal in�zierter MEF (MOI=4). Die Zellen wurden direktnah der Infektion mit den angegebenen Viren für 3h mit CH behandelt und der CH-Blok durh Auswa-shen des CH entfernt. Anshlieÿend wurden die Zellen für weitere 3h mit AtD inkubiert. Auf ein 12,5%-iges SDS-Polyarylamidgel wurden 30µg Gesamtprotein aufgetragen und anshlieÿend auf eine PVDF-Membrantransferiert. Die Detektion des DTR-Proteins erfolgte mit dem polyklonalen α-DTR Ak (α-HB-EGF) (1:100Verdünnung) nah Chemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit dem ECLplus WesternBlotting Detetion Reagenz. n.i., niht in�ziert; 22kDa: MM des DTR-Proteins; 23kDa: MM des DTR-Proteinsmit zusätzlihem 1kDa für das MM des HA-tags.Die Western Blot-Analyse (s. Abb. 3.18) zeigt sehr deutlih, dass das DTR-Protein in allenDTR-Mutanten mit der erwarteten Gröÿe von ungefähr 22kDa (bzw. von a. 23kDa durh denHA-tag) unter IE-Bedingungen exprimiert wird, wohingegen in mCMV-WT.BAC der DTR nihtnahweisbar ist.



3 Ergebnisse 1183.5.2 Nahweis des DTR durh HA-Epitop-MarkierungDurh Western Blot-Analysen mit einem gegen den DTR gerihteten Ak konnte bereits be-stätigt werden, dass das Protein unter IE-Bedingungen exprimiert wird und bis mindestens 8hnah der Infektion nahweisbar ist. Ob sih der Rezeptor jedoh an der Ober�ähe be�ndet,konnte durh diesen Versuh niht geklärt werden. Um das DTR-Protein in der Zelle lokalisierenzu können, wurde an das C-terminale Ende des DTR ein HA-tag angehängt (s. 2.4.16.2), dader α-DTR Ak für eine Immun�uoreszenz-Färbung (IF) niht geeignet ist. Die Insertion desHA-tags wurde weiterhin dazu verwendet, die Western Blot-Ergebnisse der direkten DTR-Ak-Färbung zu bestätigen. Die Western Blot-Analyse von mCMV_∆IE2DTR-HA in�zierten MEFist in Abb. 3.19-A gezeigt. Zur Detektion des DTR-HA Proteins im Western Blot wurden zu60% bis 80% kon�uent bewahsene MEF in einer 10m-Zellkulturshale mit einer MOI=4 mitder Mutante mCMV_∆IE2DTR-HA zentrifugal in�ziert und über einen Zeitraum von 6h zu ver-shiedenen Zeitpunkten nah der Infektion Gesamtprotein aus Zelllysaten isoliert. Gesamtproteinder jeweiligen Zelllysate wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Proteine ihrer Gröÿe nahin der SDS-PAGE aufgetrennt. Nah dem Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte die De-tektion des HA-Epitops mit einem monoklonalen α-HA Ak (α-HA Maus) und anshlieÿenderChemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit Hilfe des ECLplus WesternBlotting Detetion Reagenz.Zur Detektion des HA-tags in der IF wurden 7×104 MEF auf Dekgläshen ausgesät und die-se am nähsten Tag, ausgehend von 1×105 Zellen, mit einer MOI=4 mit der VirusmutantemCMV_∆IE2DTR-HA zentrifugal in�ziert. 6h nah der Infektion wurden die Zellen �xiert undder DTR durh seinen HA-tag mittels eines primären Ak gegen die HA-Epitop-Sequenz und einessekundären �uoreszierenden Ak markiert (s. Abb. 3.19-B). Durh die IF konnte zwar das DTR-Protein 6h nah der Infektion in der Zelle nahgewiesen werden, jedoh konnte durh die geringeFluoreszenz niht geklärt werden, ob sih der Rezeptor an der Ober�ähe der Zelle be�ndet.Durh den HA-tag am C-terminalen Ende des DTR-Proteins konnte die Expression des Proteinszusätzlih zu den Analysen mit dem α-HB-EGF Ak bestätigt werden. Durh die spezi�sheAk-Bindung konnte das DTR-HA Protein bereits 2h nah der Infektion (durh die shwaheBande in Abb. 3.19-A mit * gekennzeihnet) bis mindestens 6h nah der Infektion nahgewiesenwerden.
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Abb. 3.19: Expressionkinetik und Lokalisation des DTR-Proteins mittels HA-Epitop-Markierung. A) Western Blot-Analyse von Gesamtzelllysaten aus MEF, die mit mCMV_∆IE2DTR-HAbzw. mCMV-WT.BAC (WT) zentrifugal in�ziert wurden (MOI=4). Zu den angegebenen Zeitpunkten nahder Infektion (WT=6h p.i.) wurden die Zellen geerntet und Gesamtprotein aus den Zelllysaten hergestellt.Die Auftrennung von 100µg Gesamtprotein pro Zeitpunkt erfolgte in einem 12,5%-igen SDS-Polyarylamidgel.Nah dem Transfer auf eine PVDF-Membran wurde das HA-Epitop mit dem monoklonalen α-HA Ak (α-Maus;1:2000 Verdünnung) detektiert und die Ak-Bindung durh Chemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit dem ECLplus Western Blotting Detetion Reagenz visualisiert. Die mit * markierte Bande2h nah der Infektion ist nur sehr shwah zu sehen. B) MEF wurden, ausgehend von 1×105 Zellen mit derMutante mCMV_∆IE2DTR-HA (∆IE2DTR-HA) zentrifugal mit einer MOI=4 in�ziert und 6h nah der Infektionwurden die Zellen mit PFA �xiert. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Start der Infektion vor der Zentrifugation.Die Detektion des HA-tags am DTR-Protein erfolgte in der indirekten IF mit dem α-HA Ak (α-HA Maus),sowie einem Alexa Fluor 488 konjugierten Sekundär-Ak (AF 488, α-Maus). Das Fluorohrom wurde mit einemArgonlaser (λ=488nm) angeregt und im Fluoreszenzmikroskop detektiert. Die HA-Epitop-markierten DTR sindhier grün dargestellt. Die Darstellung des Zellkerns (blau) erfolgte durh die Färbung der DNA mit Hoehst33342.
3.5.3 Überprüfung der IE2-ProteinexpressionDurh eine Western Blot-Analyse gegen das IE2-Protein sollte ausgeshlossen werden, dassdas einklonierte Stop-Codon hinter dem DTR-Gen bei der Translation überlesen wurde undsih ein Fusionsprotein von DTR und IE2 gebildet hat. Zur Isolierung von Gesamtprotein ausZelllysaten wurden MEF mit mCMV-WT.BAC bzw. den DTR-Mutanten mCMV_∆IE2DTR,mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR und mCMV_∆IE2DTR-HA zentrifugal mit einer MOI=4 in�ziert.



3 Ergebnisse 120Um eine höhere Proteinausbeute zu erhalten, wurden zu 60% bis 80% kon�uent bewahseneMEF für 3h in Anwesenheit von CH in�ziert und anshlieÿend weitere 3h mit AtD inkubiert(s. 3.5.1). Der Western Blot in Abb. 3.20 zeigt deutlih, dass im Gegensatz zu mCMV-WT.BAC,bei dem nah insgesamt 6h Behandlung mit CH und AtD, das IE2-Protein deutlih nahgewiesenwerden konnte, bei allen DTR-Mutanten keinerlei IE2-Protein detektierbar war. Die Bildung des43kDa groÿen IE2-Proteins, sowie eines möglihen DTR-IE2 Fusionsproteins von ungefähr 63kDakonnte somit wie erwartet ausgeshlossen werden.

Abb. 3.20: Western Blot-Analyse zum Nahweis der IE2-Proteinexpression. WesternBlot-Analyse gegen das IE2-Protein von Gesamtzelllysaten aus mCMV-WT.BAC, mCMV_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR und mCMV_∆IE2DTR-HA in�zierten MEF (MOI=4). Zellen wurden direkt nah derInfektion mit den angegebenen Viren für 3h mit CH behandelt und anshlieÿend weitere 3h mit AtD inkubiert.Auf ein 12,5%-iges SDS-Polyarylamidgel wurden 100µg Gesamtprotein aufgetragen und anshlieÿend auf einePVDF-Membran transferiert. Die Detektion des IE2-Proteins erfolgte durh den polyklonalen α-IE2 Ak (N-terminal) nah Chemilumineszenz-Färbung des sekundären HRP-gekoppelten Ak mit dem ECLplus WesternBlotting Detetion Reagenz. n.i., niht in�ziert; WT.BAC, mCMV-WT.BAC; ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR;IE1L176A_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR; ∆IE2DTR-HA, mCMV_∆IE2DTR-HA.3.5.4 Bestimmung des Genom-zu-PFU-VerhältnissesDas Genom-zu-PFU-Verhältnis gibt die Zahl der Genome an, die für die Bildung eines Plaques aufMEF in Zellkultur benötigt werden und entsprehen somit einer PFU. Zusätzlih gibt das Genom-zu-PFU-Verhältnis Aufshluss über die Infektiosität der Rekombinanten, da die Plaquebildungüber mehrere Infektionsrunden erfolgt. Wie von Kurz et al. (1997) beshrieben, beträgt dasGenom-zu-PFU-Verhältnis für mCMV-WT.Smith ∼500:1.



3 Ergebnisse 121Zur Ermittlung des Genom-zu-PFU-Verhältnisses wurde die von Simon et al. (2005) etablierteqPCR zur Quanti�zierung des viralen Gens M55 (gB) verwendet. Die Quanti�zierung erfolgtedurh eine SYBR-Green TaqMan-PCR (s. 2.4.14) mit dem Primer -Paar LC-gB-for und LC-gB-rev (s. Tab. 2.13). Dazu wurde die virale DNA aufgereinigt (s. 2.4.4.7) und in log10-Stufentitriert. Anshlieÿend wurde die Zahl der viralen Genome in den einzelnen Verdünnungsstufen inTriplikaten bestimmt, die einer bestimmten PFU-Zahl zugewiesen werden konnten. Das zuvormit SmaI linearisierte Plasmid pDrive-gB-PTHrP-BAC (Lemmermann et al., 2010) diente bei derabsoluten Quanti�zierung als externer Standard. In Tab. 3.2 sind die Genom-zu-PFU-Verhältnisseder rekombinanten Viren und der WT-Stämme dargestellt. Wie zu sehen ist, untersheiden sihdie Mutanten lediglih um Faktor 2 bis 3 zum WT.Tab. 3.2: Genom-zu-PFU-Verhältnis der verwendeten Virengetestete Viren Virustiter(PFU/ml) Genome/PFU(Triplikate) Genome/PFU(Mittelwerte)WT.Smith 1,13×109 235/345/251 277WT.BAC 1,34×109 199/262/217 226
∆IE2DTR 9,6×107 813/778/681 757IE1L176A_∆IE2DTR 1,05×108 899/873/905 892
∆IE2DTR-HA 3,1×108 513/500/427 480WT.BAC, mCMV-WT.BAC; ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; IE1L176A_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR, ∆IE2DTR-HA, mCMV_∆IE2DTR-HA.3.5.5 In vitro-Replikationskinetik rekombinanter VirenBevor die rekombinanten Viren in Tierversuhen verwendet werden können, müssen sie zu-erst in Zellkultur auf ihre replikative Fitness getestet werden. Die Virusmutanten dürfen sihin ihrem Wahstum niht vom mCMV-WT.BAC untersheiden. Es gilt, einen potentiellen ne-gativen Ein�uss insertierter Gensequenzen auf die Replikation des Virus auszushlieÿen. Dazuwurden MEF zentrifugal mit einer MOI=0,4 mit mCMV-WT.BAC bzw. den rekombinanten Vi-ren mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziert und über einen Zeitraum von72h die viralen Genome zu de�nierten Zeitpunkten quanti�ziert (s. Abb. 3.21-A). Dies erfolg-te mittels qPCR (s. 2.4.14) mit M55- (gB) spezi�shen Primern und einer Normalisierung auf1×106 Zellen durh das zelluläre Gen pthrp. Zusätzlih wurde die Virusreplikation durh Bestim-mung des Virustiters aus den Zellkulturüberständen mittels Plaque-Assay (s. 2.3.4) analysiert(s. Abb. 3.21-B).



3 Ergebnisse 122Das in vitro-Wahstum der rekombinanten DTR-Mutanten ist, wie in Abb. 3.21 zu sehen, imVergleih zu mCMV-WT.BAC identish. Die Mutanten weisen keinerlei Attenuierungen hinsiht-lih ihrer in vitro-Infektiosität auf. Die insertierte DTR-Sequenz hat demnah keinen negativenEin�uÿ auf das Viruswahstum. 16h nah der Infektion ist, gleih zum mCMV-WT.BAC, einAnstieg der viralen Genome zu erkennen (in Abb. 3.21-A grau unterlegt), der den Beginn derviralen DNA-Replikation markiert. Der Virustiter (s. Abb. 3.21-B) zeigt erst nah 24h einenAnstieg der PFU aus den Überständen, der auf die Freisetzung der Viren aus der Zelle nahungefähr 24h zurükzuführen ist (in Abb. 3.21-B grau unterlegt).

Abb. 3.21: In vitro-replikative Fitness der DTR-Mutanten. MEF wurden zentrifugal miteiner MOI=0,4 mit mCMV-WT.BAC (WT.BAC) und den DTR-Mutanten mCMV_∆IE2DTR (∆IE2DTR) undmCMV-IE1L176A_∆IE2DTR (IE1L176A_∆IE2DTR) in�ziert. A) Quanti�zierung viraler Genome in�zierterZellen durh M55- (gB) spezi�she qPCR und Normalisierung auf das zelluläre pthrp-Gen. B) Quanti�zierungvon infektiösem Virus im Zellkulturüberstand mittels Plaque-Assay. Gezeigt sind die multistep-Wahstumskurvenüber einen Zeitraum von 72h nah der Infektion. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Beginn der zentrifugalenInfektion. Dargestellt sind je drei 6-well-Kulturen pro Zeitpunkt. Der Median ist markiert durh horizontaleshwarze Balken. Die grau unterlegten Zeitpunkte geben den Beginn der viralen DNA-Replikation 16h nah derInfektion an, bzw. die Virusfreisetzung 24h nah der Infektion. DL, Detektionslimit.



3 Ergebnisse 1233.5.6 Funktioneller Nahweis des DTRNahdem die Expression des DTR-Proteins durh eine Western Blot-Analyse nahgewiesen wurdeund gezeigt werden konnte, dass die Insertion des DTR-Gens keinen Ein�uss auf die Virusre-plikation in Zellkultur aufweist, sollte die Funktionalität des DTR veri�ziert werden. Da durheine Ak-Färbung kein direkter Nahweis des DTR-Proteins an der Zellober�ähe erbraht werdenkonnte, musste dessen Nahweis indirekt durh dessen Funktionalität bewiesen werden. Zur Klä-rung der Frage, wann und in welher Konzentration die Zellen mit DT behandelt werden müssen,um die Virusreplikation zu verhindern, folgten mehrere aufeinander aufbauende Experimente.3.5.6.1 Dosis-Wirkungs-Kurve für DT auf MEFUm mit mCMV_∆IE2DTR in�zierte Zellen mit DT auslöshen zu können, musste eine DT-Konzentration gefunden werden, die es ermögliht, die Virusreplikation zu verhindern, ohne dassauh niht in�zerte Zellen durh das Toxin per se sterben. Der simian DTR und der humane DTRsind in ihrer A�nität zu DT durh die 97%-ige Sequenzhomologie sehr ähnlih (Abraham etal., 1993). Aufgrund dessen konnten wir Arbeiten von Chang et al. (1989) als Grundlage für dieDT-Konzentration in Zellkultur verwenden. Bei einer DT-Konzentration von 7,5ng/ml wurde dieProteinsynthese in humanen U937 Zellen, die den hoh DT-a�nen humanen DTR exprimieren,um 50% gehemmt. Für unseren Versuh zur Ermittlung der optimalen DT-Konzentration aufMEF, die durh die Virusinfektion den hoh DT-a�nen simian DTR exprimieren, wählten wirdaher einen Konzentrationsbereih für DT von 0,01ng/ml bis 1µg/ml Endkonzentration. Dawir vermuteten, dass das DT durh seine Halbwertszeit in der Zelle von ungefähr 2h bis 5h(Yamaizumi et al., 1982) niht lange stabil ist, wählten wir als Zeitpunkt der DT-Gabe 6h nahder Infektion, um siher zu stellen, dass der DTR bereits an der Ober�ähe exprimiert ist, sobalddas DT verfügbar ist.Zur Ermittlung der optimalen DT-Konzentration in vitro wurden MEF in 6-well -Kulturen miteiner MOI=0,4 mit den Virusmutanten mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRund als Kontrolle mit mCMV-WT.BAC zentrifugal in�ziert und 6h nah der Infektion mit denangegebenen DT-Konzentrationen (s. Abb. 3.22) behandelt. 12h und 24h nah der Infektionwurden die Zellen geerntet und die DNA daraus isoliert, um mittels M55- (gB) spezi�sher qPCRdie Anzahl der viralen Genome in den Zellen zu bestimmen (s. 2.4.14). Diese Zeitpunkte wurdengewählt, da 12h nah der Infektion noh keine Virusreplikation stattgefunden hat. Dagegen wurdebereits nah 24h eine Replikationsrunde des Virus durhlaufen und es sollte damit erkennbar sein,ab welher DT-Konzentration die Virusreplikation gehemmt wurde.
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Abb. 3.22: DT Dosis-Wirkungs-Kurve für mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�zierte MEF. MEF wurden mit einer MOI=0,4 mit mCMV-WT.BAC(WT.BAC) bzw. den rekombinanten Viren mCMV_∆IE2DTR (∆IE2DTR) und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR(IE1L176A_∆IE2DTR) zentrifugal in�ziert. Gezeigt ist die Quanti�zierung viraler Genome in�zierter Zellendurh M55- (gB) spezi�she qPCR und Normalisierung auf das zelluläre pthrp-Gen. Die Werte beziehen sih auf1×106 Zellen. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Beginn der zentrifugalen Infektion. 6h nah der Infektion wurdeDT in vershiedenen Endkonzentrationen (kein DT; 0,01ng/ml bis 1000ng/ml) zu den Zellen gegeben. Die Zahlder viralen Genome wurde sowohl vor der viralen DNA-Replikation, 12h nah der Infektion (weiÿe Kreise) alsauh nah der viralen DNA-Replikation, 24h nah der Infektion (shwarze Kreise) bestimmt. Es sind Werte vonje drei 6-well-Kulturen pro Zeitpunkt angegeben. Bei einer Konzentration von 1ng/ml DT und 10ng/ml DTist für mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�zierte MEF jeweils nur ein Wert angegeben, da keine Zellen geerntetwerden konnten.Bei einer DT-Konzentration von 100ng/ml ist 24h nah der Infektion mit den DTR-Rekombinanten kein Anstieg der viralen Genome pro 1×106 Zellen nahweisbar (s. Abb. 3.22).Dies bedeutet, dass bei 100ng/ml DT die Virusreplikation in mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�zierten Zellen durh DT völlig gehemmt wurde. Bei mCMV-WT.BACin�zierten Zellen dagegen, die keinen hoh DT-a�nen DTR exprimieren, war wie erwartet keinhemmender E�ekt des DT auf die Virusreplikation zu sehen. Bei einer DT-Konzentration von



3 Ergebnisse 12510ng/ml konnte zwar die DNA-Load mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in-�zierter Zellen um die Hälfte gesenkt werden, bei niedrigeren DT-Konzentrationen wurde dieVirusreplikation der DTR-Rekombinanten jedoh niht mehr beein�usst. Da eine Konzentrations-erhöhung auf 1µg/ml keine weitere Reduktion der viralen Genome der DTR-Rekombinanten zurFolge hatte, wurde eine DT-Konzentration von 100ng/ml als optimale Konzentration zur Ver-hinderung der Virusreplikation in mCMV_∆IE2DTR in�zierten MEF festgelegt.3.5.6.2 Replikationskinetik unter DT-GabeUm zu ermitteln, inwieweit DT die Virusreplikation nahhaltig beein�usst, wurde eine Re-plikationskinetik unter DT-Gabe durhgeführt. Hierfür wurden kon�uent bewahsene MEFin 6-well -Kulturen zentrifugal mit den Virusmutanten mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR und zur Kontrolle mit mCMV-WT.BAC mit einer MOI=0,4 in�ziert. 6hnah der Infektion wurde DT in einer Endkonzentration von 100ng/ml (s. 3.5.6.1) zu den Zellengegeben, die DNA aus den Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert und die Zahl derviralen Genome bestimmt (s. Abb. 3.23). Zu den gleihen Zeitpunkten wurde der Virustitermittels Plaque-Assay aus den Zellkulturüberständen der 6-well -Kulturen ermittelt.Die Ergebnisse der Ermittlung der viralen Genome, sowie des Virustiters in�zierter MEF, jeweilsmit und ohne DT-Behandlung sind in Abb. 3.23 dargestellt. Wie erwartet hatte das DT keiner-lei negative Auswirkungen auf die Virusreplikation von mCMV-WT.BAC in Zellkultur in demangegebenen Zeitraum. Die Anzahl der viralen Genome in den Zellen, sowie die Virustiter ausden Zellkulturüberständen waren unter DT-Gabe identish zu den DT-unbehandelten Zellen. Beiden zwei Rekombinanten sieht man jedoh deutlih, dass durh die DT-Behandlung die Virus-replikation im Vergleih zu DT-unbehandelten Zellen gehemmt wurde und die Anzahl an viralenGenomen über die gesamte Messdauer nie über das Infektionsniveau hinaus anstieg. Das heiÿt,dass die DT-Gabe 6h nah der Infektion die Virusreplikation über den gemessenen Zeitraum von60h inhibiert.
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Abb. 3.23: In vitro-Replikationskinetik unter DT-Gabe. MEF wurden in 6-well-Kulturen miteiner MOI=0,4 mit mCMV-WT.BAC (WT.BAC) bzw. den Rekombinanten mCMV_∆IE2DTR (∆IE2DTR) undmCMV-IE1L176A_∆IE2DTR (IE1L176A_∆IE2DTR) zentrifugal in�ziert und mit DT (shwarze Kreise) bzw.ohne DT (weiÿe Kreise) bis zu den angegebenen Zeitpunkten nah der Infektion inkubiert. A) Gezeigt ist dieQuanti�zierung viraler Genome in�zierter Zellen durh M55- (gB) spezi�she qPCR und Normalisierung auf daszelluläre pthrp-Gen. Die Werte beziehen sih auf 1×106 Zellen. B) Quanti�zierung von infektiösem Virus imZellkulturüberstand mittels Plaque-Assay. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Beginn der zentrifugalen Infektion.6h nah der Infektion wurde DT mit einer Endkonzentration von 100ng/ml zu den Zellen gegeben. Über einenZeitraum von 60h nah der Infektion wurden alle 12h der Virustiter in den Überständen und die Zahl derviralen Genomen in den Zellen bestimmt. Die Kreise zeigen Werte von je drei 6-well-Kulturen pro Zeitpunkt, beider Ermittlung des Virustiters konnten jedoh bei einigen Zeitpunkten nur ein bzw. zwei Kulturen ausgewertetwerden, da in diesen Kulturen die Zellen tot waren. Der Median ist markiert durh horizontale shwarze Balken.DL, Detektionslimit.3.5.6.3 DT-Stabilität in ZellkulturmediumUm Zellen direkt zum Zeitpunkt der Infektion mit DT behandeln zu können, musste zuvor geklärtwerden, ob das DT in Kulturmedium bei 37°C über mehrere Stunden stabil bleibt.Zu 60% bis 80% kon�uent bewahsene MEF wurden hierfür in 6-well -Kulturen mit einer MOI=4mit mCMV_∆IE2DTR zentrifugal in�ziert und 24h mit DT in einer Endkonzentration von100ng/ml behandelt, welhes zuvor für 4h, 8h, 12h bzw. 24h bei 37°C in Medium vorinkubiertwurde (s. Abb. 3.24-A). 24h nah der Infektion und DT-Gabe wurde die Zahl der viralen Genomebestimmt (s. 2.4.14), um die Zunahme an viralen Genomen durh die Virusreplikation zu ermit-teln. Zur Kontrolle wurden MEF mit dem gleihen Virus in�ziert, jedoh niht mit DT behandelt.Dabei wurde 6h und 24h nah der Infektion die virale DNA-Load bestimmt (s. 2.4.14).
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Abb. 3.24: DT-Stabilität in Kulturmedium. A) MEF wurden mit einer MOI=4 zentrifugal mitmCMV_∆IE2DTR in�ziert. Direkt mit der Infektion wurde DT in einer Endkonzentration von 100ng/ml auf dieZellen gegeben. Zuvor wurde das DT bei 37°C im Brutshrank über einen Zeitraum von 4h, 8h, 12h bzw. 24h inKulturmedium vorinkubiert. Als Referenz dienten in�zierte, DT-unbehandelte MEF. Die Zahl der viralen Genomewurde durh M55- (gB) spezi�she qPCR bestimmt. B) Die shwarzen Kreise zeigen die mit DT-behandeltenZellen; Zellernte 24h nah Infektion und DT-Gabe. Die weiÿen Kreise zeigen die Referenzgruppe; Zellernte 6hund 24h nah Infektion. Die Werte beziehen sih auf 1×106 Zellen, normiert auf das zelluläre pthrp-Gen. Es sindWerte von jeweils drei 6-well-Kulturen angegeben.Da die Zahl der viralen Genome bei den DT-behandelten Kulturen 24h nah der Infektion nihtüber dem Infektionslevel (vergleihe Zeitpunkt 6h ohne DT-Behandlung) liegt, wird deutlih,dass selbst DT, das für 24h in Medium bei 37°C vorinkubiert wurde, seine Aktivität beibehält.Für alle weiteren Versuhe wurde daher das DT in einer Endkonzentration von 100ng/ml direktzum Zeitpunkt der Infektion zu den Zellen gegeben.



3 Ergebnisse 1283.5.6.4 Hemmung der Proteinsynthese durh DTDie Virusreplikation von mCMV_∆IE2DTR in�zierten MEF wird durh DT gehemmt. Um dieFrage zu klären, ob auf Transkriptions- oder Translationsebene die Virusreplikation unter DT-Gabe inhibiert wird, wurden IE -, E - und L-Transkripte mCMV_∆IE2DTR in�zierter MEF mitund ohne DT-Behandlung mittels RT-qPCR (s. 2.4.15.1) quanti�ziert. Des Weiteren wurde dieExpression der jeweiligen Proteine in in�zierten MEF zu vershiedenen Zeitpunkten mit und ohneDT-Behandlung untersuht.Zur relativen Quanti�zierung der viralen Transkripte wurden für jeden Zeitpunkt zwei Repli-kate von 6-well -Kulturen mit einer MOI=4 mit der Rekombinanten mCMV_∆IE2DTR untergleihzeitiger Zugabe von 100ng/ml DT in�ziert, sowie je zwei Replikate in Abwesenheit vonDT. Zu den angegebenen Zeitpunkten nah der Infektion (s. Abb. 3.25) wurden die Zellen ge-erntet und daraus die RNA isoliert. Aus je 100ng RNA wurde die Zahl der viralen Transkripteder DT-behandelten und der DT-unbehandelten Gruppe miteinander verglihen (s. Abb. 3.25).Als endogene Kontrolle wurden zur Normierung die Transkripte für das zelluläre Gen gapdhbestimmt. Für das ie1 -Gen wird in Abb. 3.25 sehr deutlih, dass die Anzahl an viralen Tran-skripten zu allen getesteten Zeitpunkten mit und ohne DT-Behandlung gleih bleibt. Bei denE-Genen e1 und m164 sind 4h und 8h nah Infektion ebenfalls keine Untershiede in der Zahlder viralen Transkripte zwishen DT-behandelten Zellen und DT-unbehandelten Zellen zu sehen.Ausshlieÿlih 24h nah Infektion und DT-Gabe ist die Anzahl an E1 - und m164 -Transkriptenleiht erniedrigt im Vergleih zur Anzahl an Transkripten in DT-unbehandelten in�zierten Zellen.Die L-Gene M55 (gB) und M86 (MCP) zeigen 24h nah Infektion und DT-Gabe eine wesentlihstärkere Abnahme anM55- (gB) undM86 - (MCP) Transkripten, während 4h und 8h nah Infek-tion die Zahl der Transkripte in DT-behandelten Zellen annähernd gleih den DT-unbehandeltenZellen ist.
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Abb. 3.25: Virale Transkripte in�zierter MEF in An- und Abwesenheit von DT.MEF wurden zentrifugal mit einer MOI=4 mit der Rekombinanten mCMV_∆IE2DTR in�ziert. Zwei Replikatewurden mit DT in einer Konzentration von 100ng/ml behandelt (shwarze Kreise), zwei Replikate wurden ohneDT inkubiert (weiÿe Kreise). Gezeigt ist die relative Quanti�zierung vershiedener viraler Transkripte aus 100ngisolierter Gesamt-RNA der DT-behandelten Kulturen im Vergleih mit DT-unbehandelten Kulturen. Die Anzahlder viralen Transkripte für das ie1 -, e1 -, m164 -, M55- (gB) und das M86- (MCP) Gen wurden auf die Zahl derGAPDH-Transkripte normiert. Gezeigt sind die Zeitpunkte 4h, 8h und 24h nah Infektion.Die Wirkung von DT ist auf die Hemmung der Translation durh die ADP-Ribosylierung des EF2zurükzuführen (Collier, 1975; Chung und Collier, 1977). Durh Western Blot-Analysen solltegezeigt werden, zu welhem Zeitpunkt des viralen Replikationszyklus die Hemmung der viralenProteinsynthese einsetzt. Kon�uent bewahsene MEF wurden in einer 10m-Zellkulturshale miteiner MOI=4 mit der Rekombinanten mCMV_∆IE2DTR zentrifugal in�ziert und direkt zumZeitpunkt der Infektion mit 100ng/ml DT behandelt bzw. ohne DT behandelt. 4h, 8h und 24hnah der Infektion wurden die Zellen geerntet und je 30µg Gesamtzellprotein aus Zelllysaten ineiner Western Blot-Analyse auf das Vorhandensein vershiedener viraler Proteine untersuht. Eswurden Ak zur Detektion der Proteine IE1, E1, m164, M55 (gB) und M86 (MCP) eingesetzt.
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Abb. 3.26: Expression vershiedener viraler Proteine in An- und Abwesenheit vonDT. Western Blot-Analyse für die viralen Proteine IE1, E1, m164, M55 (gB) und M86 (MCP) von Gesamt-zelllysaten von mCMV_∆IE2DTR zentrifugal in�zierten MEF (MOI=4) zu vershiedenen Zeitpunkten nah derInfektion. Der Zeitpunkt t=0 de�niert den Start der Zentrifugation und der Behandlung mit 100ng/ml DT.Die Auftrennung von 30µg Gesamtzellprotein je Spur erfolgte in einem 12,5%-igen SDS-Polyarylamidgel. DieDetektion der auf eine PVDF-Membran transferierten Proteine erfolgte durh die jeweiligen Ak gegen die viralenProteine und nah Visualisierung der Ak-Bindung durh die HRP-gekoppelten Ak und Chemilumineszenz-Färbungmittels ECLplus Western Blotting Reagenz. n.i., niht in�ziert; ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR.Die Proteine IE1 und E1 sind sowohl in Anwesenheit, als auh in Abwesenheit von DT über dengetesteten Zeitraum bis 24h nah der Infektion deutlih detektierbar (s. Abb. 3.26). In diesemVersuh konnte der gröÿte Anteil an IE1-Protein mit und ohne DT-Behandlung 8h nah derInfektion nahgewiesen werden, bei dem E1-Protein 24h nah Infektion. Es wird deutlih, dasseine Hemmung des IE1- bzw. E1-Proteins unter DT-Behandlung lediglih 24h nah Infektionzu beobahten ist; die früheren Zeitpunkte zeigen keinen signi�kanten Untershied zwishenDT-behandelten und DT-unbehandelten in�zierten Zellen. Die Hemmung der Translation durhDT setzt demnah erst nah der Translation der IE -Transkripte ein, obwohl das DTR-Gen unterIE-Bedingungen exprimiert wird. Es wird jedoh Zeit benötigt, bis der DTR an der Ober�ähepräsentiert wird. Signi�kant wird die Hemmung der Translation durh DT bei den getesteten



3 Ergebnisse 131Proteinen m164, M55 (gB) und M86 (MCP). m164 zeigt in Abwesenheit von DT die stärksteExpression 8h nah der Infektion, M55 (gB) und M86 (MCP) sind erst 24h nah der Infektiondetektierbar. Unter DT-Behandlung ist 8h nah der Infektion keinerlei m164-Protein nahweis-bar, sowie kein M55 (gB) und M86 (MCP) 24h nah der Infektion zu detektieren ist. Diesbedeutet, dass das Virus durh die DT-Behandlung bestimmte E -Proteine, sowie essentielleStruktur-Proteine wie M55 (gB) und M86 (MCP) niht mehr translatieren kann, die in derL-Phase, im Falle von M55 (gB) und M86 (MCP), für den Zusammenbau des Virions benötigtwerden. IE1 und E1 werden dagegen in ausreihender Menge translatiert, bevor das DT wirkenkann.3.5.6.5 Nahweis der DT-induzierten ApoptoseDurh Blokierung des EF2 wird niht nur die Translation der viralen Proteine, sondern auhdie der zellulären Proteine gehemmt, wodurh die Zelle apoptotish wird (Kato und Pappen-heimer, 1960). Um dies auh in unseren Versuhen bestätigen zu können, wurden MEF miteiner MOI=4 mit mCMV_∆IE2DTR bzw. mit mCMV-WT.BAC zentrifugal in�ziert. Die in�-zierten MEF wurden direkt zum Zeitpunkt der Infektion mit DT in einer Endkonzentration von100ng/ml behandelt. Als Kontrolle dienten mit mCMV_∆IE2DTR in�zierte, DT-unbehandelteZellen. Über einen Zeitraum von 40h nah der Infektion wurden alle 5h Bilder der Zellkultur imPhasenkontrast aufgenommen (s. Abb. 3.27).Bis 15h nah der Infektion konnte bei keinen der gezeigten in�zierten MEF ein ytopathisherE�ekt des mCMV im Vergleih mit niht in�zierten Zellen identi�ziert werden, sowohl mit DT-Behandlung als auh ohne DT, da sih das Virus noh niht vermehrt hatte und die Zelleniht lysieren konnte. Nah 20h bis 25h jedoh wurde deutlih, dass mCMV-WT.BAC in�zierteZellen, die mit DT behandelt wurden (s. Abb. 3.27-C), und mCMV_∆IE2DTR in�zierte Zellenohne DT (s. Abb. 3.27-A) einen deutlihen ytopathishen E�ekt aufgrund der mCMV-Infektionzeigten. Die Zellen begannen sih abzukugeln. Da sih mCMV-WT.BAC in�zierte Zellen ohneDT-Behandlung niht von mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen ohne DT (s. Abb. 3.27-A) un-tersheiden, wurden sie in Abb. 3.27 niht aufgeführt. mCMV_∆IE2DTR in�zierte Zellen, diemit DT behandelt wurden (s. Abb. 3.27-B), zeigten dagegen keinerlei Zellabkugelung 20h nahInfektion. Im weiteren Verlauf der DT-Inkubation ist bei dieser Gruppe ebenfalls kein ytopa-thisher E�ekt der Zellabkugelung zu erkennen. Dies bestätigt, dass die DT-Behandlung dieVirusvermehrung inhibiert und somit die Zelle zu Beginn der Infektion vor dem Virus per seshützt. Dagegen sind ab 30h nah der Infektion harakteristishe Zeihen einer eintretendenApoptose zu erkennen, wie beispielsweise das Shrumpfen des Cytoplasmas und Kontraktion derPlasmamembran.
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Abb. 3.27: Mikroskopisher Nahweis der DT-induzierten Apoptose vonmCMV_∆IE2DTR in�zierten MEF im Vergleih zu mCMV-WT.BAC. Die morphologi-shen Veränderungen der mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC in�zierten MEF in 6-well-Zellkulturplattenwurden mikroskopish im Phasenkontrast dokumentiert. Gezeigt ist eine Kinetik von 15h, 20h, 25h, 30h, 35h und40h Inkubation von A) mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen in Abwesenheit von DT, in B) mCMV_∆IE2DTRin�zierten Zellen in Anwesenheit von DT und C) mCMV-WT.BAC in�zierte MEF in Anwesenheit von DT. DieDT-Behandlung erfolgte ab dem Zeitpunkt t=0, welher den Beginn der zentrifugalen Infektion de�niert.



3 Ergebnisse 133Die morphologishen Veränderungen der Zellen im Phasenkontrastbild, welhe auf Apoptose hin-weisen, sollten durh FACS-Analysen bestätigt werden. MEF wurden mit einer MOI=4 mit derMutante mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC in einer zu 60% bis 80% kon�uent bewah-senen 10m-Zellkulturshale zentrifugal in�ziert und mit DT der Endkonzentration 100ng/mlbehandelt. 45h nah der Infektion wurden sowohl die Zellen im Zellkulturüberstand, als auh dieadhärenten Zellen geerntet und mit Annexin V und 7-AAD gefärbt.Die Zellen wurden zunähst mit dem α-H-2Kd-Ak gefärbt, um in�zierte Zellen von niht in�zier-ten Zellen untersheiden zu können. Der verwendete Ak markiert die MHC Klasse I-Moleküle aufder Ober�ähe der Zelle. Ist eine Zelle mit mCMV in�ziert, wird die Präsentation der Klasse I-Moleküle durh die Immunevasion des Virus herunter reguliert und es können zwei Populationenuntershieden werden, die H-2Kd−, in�zierte Population, und die vermutlih niht in�ziertenH-2Kd+ Zellen. Insgesamt wurden 50.000 Zellen gemessen. Der Nahweis der apoptotishenZellen erfolgte sowohl in der H-2Kd−, als auh in der H-2Kd+ Population, die bei der Aus-wertung des prozentualen Anteils apoptotisher Zellen jeweils als 100% angesehen werden. DieFACS-Analyse zeigt deutlih, dass Apoptose lediglih in mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen inAnwesenheit von DT induziert werden konnte (s. Abb. 3.28-A). 22,3% der H-2Kd− Zellen sindAnnexin V-positiv, d.h. sie haben das PS zur äuÿeren Seite der Plasmamembran translokiert,und können niht durh 7-AAD, einem Marker für nekrotishe Zellen, angefärbt werden (in Abb.3.28-A links rot umrandet). In mCMV-WT.BAC in�zierten MEF konnten sowohl mit, als auhohne DT, apoptotishe Zellen nur in geringem Maÿe von ungefähr 3% bis 4% detektiert werden.
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Abb. 3.28: FACS-Analyse zum Nahweis der Apoptose von mCMV_∆IE2DTR in�-zierten Zellen unter DT-Gabe. MEF wurden mit mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC zentrifugalin�ziert (MOI=4) und jeweils mit und ohne DT (100ng/ml) behandelt. 45h nah der Infektion wurden alle Zellengeerntet und sowohl mit dem Ak α-H-2Kd, als auh mit Annexin V-FITC und 7-AAD gefärbt. Dargestellt sindfür mCMV_∆IE2DTR und mCMV-WT.BAC in�zierte MEF die zwei Populationen, H-2Kd+-niht in�zierte bzw.H-2Kd−-in�zierte Zellen A) mit DT-Behandlung und B) ohne DT-Behandlung. Die Darstellung der apoptoti-shen Zellen erfolgte jeweils aus H-2Kd−- und H-2Kd+-Zellen. Im jeweils rehten unteren Quadranten sind dieapoptotishen Annexin V-positiven, 7-AAD-negativen Zellen zu �nden (bei mCMV_∆IE2DTR-in�zierten Zellenmit DT-Behandlung rot umrandet). ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; WT.BAC, mCMV-WT.BAC.



3 Ergebnisse 135Shlussfolgerung:Durh Western Blot-Analysen konnte sowohl die Expression des DTR-Proteins unter IE-Bedingungen veri�ziert werden, als auh die Bildung eines DTR-IE2-Fusionsproteins ausge-shlossen werden. Die in vitro-Replikation und Infektiosität aller mCMV-Rekombinanten sindim Vergleih zum mCMV-WT.BAC niht verändert. Durh Zugabe von DT mit einer Endkon-zentration von 100ng/ml kann die Replikation der rekombinanten Viren in Zellkultur verhindertwerden und damit die Funktionalität des DTR veri�ziert werden. In mCMV_∆IE2DTR bzw.mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�zierten Zellen wird Apoptose ausshlieÿlih durh DT indu-ziert, wodurh keine neuen Viruspartikel entlassen werden, die die Nahbarzellen in�zieren könn-ten. Eine DT-Behandlung kann wie erwartet keine Apoptose in mCMV-WT.BAC in�zierte Zellenauslösen.3.6 Charakterisierung der rekombinanten Viren in vivoDie bisherigen Zellkulturversuhe haben gezeigt, dass sih die Insertion des DTR-Gens nihtnegativ auf die in vitro-Infektiosität der Virusmutanten auswirkt. Da sih das Virus in vivojedoh völlig anders verhalten kann, war es notwendig zu zeigen, dass die Mutation auf diesogenannte �replikative Fitness�, d.h. die in vivo-Replikation der Viren, keinen Ein�uss hat. Essollte deshalb in der Maus untersuht werden, ob es nah der Infektion zu einer Attenuierungdes Virus aufgrund des eingebrahten DTR-Gens kommt.Da die mCMV-Infektion im immunkompetenten Tier vom Immunsystem e�ektiv kontrolliertwird (zur Übersiht: Krmpoti et al., 2003), wurde die in vivo-Replikation im immundepletiertenTier verfolgt. Die Replikationskinetik wurde in 8 bis 10 Wohen alten BALB/-Mäusen durhge-führt, die nah γ-Bestrahlung (7Gy) i.f. mit 1×105 PFU mCMV-WT.BAC, mCMV-WT.Smithbzw. den Virusrekombinanten mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziertwurden. Da die mCMV-Infektion polytrop ist, d.h. vershiedene Zelltypen zur produktiven In-fektion beitragen, die so unter Immunsuppression zu einer Multiorganerkrankung führen, wurdedie Replikation der Viren in vershiedenen Organen wie Lunge, Milz und Speiheldrüse mittelsPlaque-Assay in vitro und mit einer IE1-spezi�shen IHC in der Leber in situ zu vershiedenenZeitpunkten analysiert.Die Organtiter einzelner Tiere können, v.a. nah hämatoablativer Behandlung durh
γ-Bestrahlung, begründet durh stohastishe Genotoxizität der Bestrahlung, erheblih um einenFaktor von 101 bis 102 variieren (Reddehase et al., 1985), selbst wenn Alter und Geshleht iden-tish sind. Um trotz der Varianzen in den Virustitern eine Analyse durhführen zu können, wurdenGruppengröÿen von mindestens drei Tieren pro Zeitpunkt analysiert. Der Versuhsverlauf der invivo-Charakterisierung der getesteten Viren ist in Abb. 3.29 dargestellt.
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Abb. 3.29: Modell zur Untersuhung der in vivo-Replikation der mCMV-DTR-Mutanten. 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und anshlieÿend mit 1×105PFU mCMV-WT.Smith (I), mCMV-WT.BAC (II), mCMV_∆IE2DTR (III) und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR(IV) in�ziert. An Tag 2, 4, 6, 8 und 10 nah der Infektion wurden von je drei Tieren pro Virus Lunge, Milz undSpeiheldrüse zur Ermittlung des Virustiters mittels Plaque-Assay entnommen. Die Zahl der in�zierten Zellen inder Leber wurde durh eine IE1-spezi�she IHC ermittelt.3.6.1 Quanti�zierung der Virusreplikation in Lunge, Milz undSpeiheldrüse mittels Plaque-AssayInfektiöse Partikel können durh den ytopathishen E�ekt (Lyse) in�zierter, permissiver Zellenin vitro durh den Plaque-Assay nahgewiesen werden. Mit dieser klassishen Nahweisme-thode kann die Infektiosität bzw. der Titer aus Zellkulturüberständen, Blut oder wie hier ausOrganhomogenaten bestimmt werden. Ein Vergleih der viralen Organtiter mCMV-WT.BACbzw. mCMV-WT.Smith in�zierter Tiere mit Tieren, die mit den DTR-Rekombinanten in�ziertwurden, lässt Rükshlüsse auf eine möglihe Attenuierung der Viren zu.Um zu überprüfen, ob die Insertion des DTR-Gens einen Ein�uss auf die in vivo-Replikationhat, wurden immundepletierte BALB/-Mäuse mit den zwei WT-Stämmen mCMV-WT.BACund mCMV-WT.Smith, sowie mit den Virusmutanten mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR i.f. mit 1×105 PFU in�ziert. 2, 4, 6, 8 und 10 Tage nah der Infektionwurden Lunge, Milz und Speiheldrüse von jeweils drei Tieren pro Gruppe entnommen und dieOrgane homogenisiert. Die Organhomogenate wurden in log10-Stufen titriert und die Organti-ter im Plaque-Assay (s. 2.3.4.2) bestimmt. Das Ergebnis der in vivo-Replikationskinetik ist inAbb. 3.30 zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 3.30: In vivo-Replikationskinetik der rekombinanten mCMV-DTR-Viren imVergleih zu mCMV-WT.BAC und mCMV-WT.Smith. An Tag 2, 4, 6, 8 und 10 nah In-fektion wurden Lunge, Milz und Speiheldrüse von je drei mit den rekombinanten Viren (III-IV) bzw. denWT-Stämmen (I-II) in�zierten Mäusen entnommen. Die Virustiter in den Organhomogenaten wurden mittelsPlaque-Assay bestimmt. Die Mediane der Werte der Einzeltierbestimmung sind durh shwarze horizontale Bal-ken gekennzeihnet. Die Nahweisgrenze (DL) dieses Assays liegt bei 1×102 PFU pro Organ (gepunktete Linie).Die Verdopplungszeiten (VZ) der Viren wurden mittels linearer Regressionsanalyse analog zu Simon et al. (2006a)(durhgezogene Gerade) ermittelt. Die in Klammer angegebenen Werte geben die 95%-Kon�denzintervalle an.Es wurden folgende Viren dargestellt: (I) WT.Smith, mCMV-WT.Smith; (II) WT.BAC, mCMV-WT.BAC; (III)
∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; (IV) IE1L176A_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR.Bis Tag 2 waren in keinem der ausgewählten Organe infektiöse Partikel nahweisbar, mit Ausnah-me der Milz der mCMV-WT.Smith in�zierten Mäuse. Erst ab Tag 4 konnte eine Plaquebildungdurh die Organhomogenate der Lunge und der Milz einzelner Tiere beobahtet werden. In derSpeiheldrüse waren die Viruspartikel erst nah 6 Tagen nahweisbar. Die vier getesteten Virenerreihten jedoh zu den entsprehenden Zeitpunkten vergleihbare Organtiter in den jeweiligenOrganen. Um die Verdopplungszeiten der Viren in den einzelnen Organen zu ermitteln, wurdeeine lineare Regressionsanalyse unter Verwendung der Mathematika V5.0 Statikstik-Software(Wolfram Researh In.) durhgeführt (Simon et al., 2006a). Die Ergebnisse zeigen deutlih,dass die Geraden für das jeweils untersuhte Organ für alle vier Viren parallel verlaufen. Diesbedeutet, dass die in vivo-Replikation der getesteten Viren mit gleiher E�zienz erfolgt. DieBerehnung der Verdopplungszeiten zeigt, dass die in vivo-Replikation in den drei getestetenOrganen in annähernd gleiher Geshwindigkeit verläuft. Um dieses Ergebnis zu veri�zieren,wurde das 95%-Kon�denzintervall der Steigung bestimmt (Simon et al., 2006a). Da sih die



3 Ergebnisse 138Kon�denzintervalle der Steigungen für jedes der getesteten Organe in allen Viren überlappen,wird durh dieses Ergebnis die vergleihbare in vivo-Replikation bestätigt. Somit kann davon aus-gegangen werden, dass die Insertion des DTR-Gens keinen Ein�uss auf die in vivo-Replikationder rekombinanten Viren hat und keine Attenuierung der einzelnen Viren vorliegt.3.6.2 Quanti�zierung der Virusreplikation durh IE1-spezi�sheIHC der LeberZusätzlih zur quantitativen Bestimmung des Organtiters in Lunge, Milz und Speiheldrüsemittels Plaque-Assay wurde in diesen Individuen die mCMV-Replikation histologish mittelsIE1-spezi�sher IHC der Leber verfolgt. Die Färbung des viralen IE1-Proteins ist niht nur sehrsensitiv, es lassen sih auh in�zierte Zellen jeden Stadiums des viralen Repliaktionszyklus durhdiese Methode nahweisen, da das IE1-Protein shon kurz nah der Infektion in groÿen Mengensynthetisiert wird und es während der gesamten Replikation im Nukleus verbleibt, bis es in derspäten Phase der Infektion an der Bildung eines intranukleären Einshlusskörpers beteiligt ist.Die immunhistologishe Färbung für je eine Leber der getesteten Viren ist in Abb. 3.31 für dieTage 4, 6, 8 und 10 nah der Infektion exemplarish aufgezeigt.Bei allen getesteten Viren waren ab Tag 4 nah der Infektion einzelne IE1-positive Zellen nah-weisbar. Im weiteren Verlauf der Infektion war deutlih die Zunahme der Zahl in�zierter Hepato-yten und die Bildung neuer Foi erkennbar. Alle Viren zeigten keinen qualitativen Untershiedin der viralen Replikation. Um die Zahl der IE1-positiven Zellen in der Leber quantitativ be-stimmen zu können, wurde die Anzahl an IE1-positiven Zellen in einem repräsentativen Bereihvon 10mm2 pro Lebershnitt für die Tage 2, 4, 6, 8 und 10 nah Infektion für alle geteste-ten Viren ermittelt. Die Ergebnisse der Quanti�zierung der IHC sind in Abb. 3.32 dargestellt.Über die Regressionsgerade lieÿen sih die Verdopplungszeiten der Viren in der Leber ermittelnund die 95%-Kon�denzintervalle berehnen. Wie erwartet liegen die Verdopplungszeiten allerViren im Überlappungsbereih, wodurh auh in der Leber ein vergleihbares Wahstum derRekombinanten im Vergleih zu den WT-Stämmen statt�ndet.
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Abb. 3.31: Immunhistologisher Nahweis der in vivo-Replikation vonmCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR im Vergleih zu mCMV-WT.Smith und mCMV-WT.BAC. Der Nahweis von intranukleärem IE1-Protein in in�ziertenLeberzellen erfolgte immunhistohemish nah Färbung mit dem monoklonalen Ak Croma 101. Gezeigtwerden IE1-positive Zellkerne (shwarz) an Tag 4, 6, 8 und 10 nah Infektion mit den jeweiligen Viren.Die Gegenfärbung erfolgte mit Hämalaun. Es wurden folgende Viren dargestellt: (I) WT.Smith, mCMV-WT.Smith; (II) WT.BAC, mCMV-WT.BAC; (III) ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; (IV) IE1L176A_∆IE2DTR,mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR.
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Abb. 3.32: Kinetik der in vivo-Replikation der DTR-Mutanten mCMV_∆IE2DTRund mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR im Vergleih zu mCMV-WT.Smith und mCMV-WT.BAC in der Leber. Von je drei Tieren pro Virusgruppe wurde zu den Zeitpunkten 2, 4, 6, 8 und10 Tage nah Infektion die Leber der mit den jeweiligen Viren in�zierten BALB/-Mäuse entnommen. Die Zahlder IE1-positiven Zellen in der Leber wurde für einen repräsentativen Bereih von 10mm2 immunhistologishbestimmt. Die Nahweisgrenze (DL) dieser Methode (gepunktete Linie) liegt bei einer IE1-positiven Zelle in einem10mm2 Areal. Durh die Regressionsgerade lassen sih die Verdopplungszeiten (VZ) der getesteten Viren in derLeber ermitteln und die 95%-Kon�denzintervalle (in Klammer angegeben) berehnen. (I) WT.Smith, mCMV-WT.Smith; (II) WT.BAC, mCMV-WT.BAC; (III) ∆IE2DTR, mCMV_∆IE2DTR; (IV) IE1L176A_∆IE2DTR,mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR.Shlussfolgerung:Für die rekombinanten Viren mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR konnte ge-zeigt werden, dass sie im Vergleih zu mCMV-WT.Smith und mCMV-WT.BAC in allen geteste-ten Organen in gleiher Weise replizieren. Durh die Insertion des DTR-Gens und die zusätzlihePunktmutation im Codon der Anker-AS des IE1-Peptids ist demnah unter Immunsuppressionkein Ein�uss auf die in vivo-Replikation festzustellen.3.7 Konditionale Depletion von Virusgenomen durh DT in akutin�zierten MäusenIn vitro-Infektionsstudien unter DT-Behandlung haben gezeigt, dass der DTR funktional istund somit mCMV_∆IE2DTR in�zierte Zellen konditional mit DT ausgelösht werden können.Um nun die Virus in�zierten Zellen auh in vivo konditional und selektiv auslöshen zu können,musste die DT-Konzentration den in vivo-Bedingungen angepasst werden und der optimale Zeit-punkt der DT-Applikation ermittelt werden. Die ersten Versuhe zur Ermittlung der optimalenBedingungen wurden in bestrahlten und akut in�zierten Mäusen durhgeführt.



3 Ergebnisse 1413.7.1 Vergleihende Analyse der DT-Applikation i.p. versus i.v.Mitarbeiter aus der Gruppe von Ari Weisman (Buh et al., 2005) generierten Cre-induzierbareDTR-transgene Mäuse, bei denen sie durh eine i.p. DT-Gabe (100ng, alle 8h über 7 Tage)B-Zellen aus der Milz und der Leber komplett auslöshen konnten. Saito et al. (2001) beshriebzudem, dass Hepatoyten mit einer einmaligen intra muskulären (i.m.) DT-Gabe von 50ng/gKörpergewiht der Maus ausgelösht werden können. Da die in der vorliegenden Arbeit verwen-deten Tiere den simian DTR niht konstitutiv in jeder Zelle exprimieren, sondern der DTR erstdurh die Virusinfektion an der Zellober�ähe präsentiert wird und die Virus in�zierten Zellen sosuszeptibel für DT werden, wurde eine DT-Konzentration von 50ng/g Körpergewiht gewähltund den Mäusen einmalig zu vershiedenen Zeitpunkten appliziert. Das Modell zur Untersuhungder Virusreplikation nah i.p. DT-Gabe ist in Abb. 3.33 gezeigt.

Abb. 3.33: Modell zur Untersuhung der Virusreplikation von mCMV_∆IE2DTRnah i.p. DT-Applikation. 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und an-shlieÿend mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC in�ziert. An den Tagen 0, 1, 2, 3, 4, 5 und6 nah der Infektion wurden die Mäuse einmalig mit DT in einer Konzentration von 50ng/g Maus i.p. behandelt.10 Tage nah Infektion wurden von je drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber und Pfote zur Ermittlungder viralen DNA-Load entnommen und die Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHCermittelt.8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden hierfür bestrahlt (7Gy) und mit 1×105 PFUmCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC in die Hinterpfote in�ziert. Das DT wurde i.p. inji-ziert, wodurh es im Körper durh das Peritoneum resorbiert wird und shnell in die Blutbahngelangt, um die Zielorgane zu erreihen. Da der optimale Zeitpunkt der DT-Gabe erst ermittelt



3 Ergebnisse 142werden musste, wurde das DT zunähst einmalig zu den angegebenen Zeitpunkten von Tag0 (Tag der Infektion) bis Tag 6 nah Infektion verabreiht. 10 Tage nah der Infektion wur-den Lunge, Milz, Speiheldrüse und Leber zur Bestimmung der viralen DNA-Load durh M55-(gB) spezi�she qPCR (s. 2.4.14) entnommen und zusätzlih die Zahl der IE1-positiven Zellenin der Leber durh IE1-spezi�she IHC (s. 2.5.4) bestimmt (s. Abb. 3.33). Die Ergebnisse dereinmaligen i.p. DT-Applikation sind in Abb. 3.34 zusammengefasst.Es ist in Abb. 3.34 sehr deutlih gezeigt, dass eine einmalige i.p. DT-Gabe zu späteren Zeit-punkten (Tag 2 bis 6) keinen Ein�uss auf die virale DNA-Load in vivo hat. Eine Reduktion derviralen Genome in den entnommenen Organen und der IE1-positiven Zellen in der Leber ist nurzu beobahten, wenn DT bereits 6h nah der Infektion (Tag 0) den Mäusen injiziert wird. Es�ndet eine Reduktion der Virusgenome um ungefähr 1 log-Stufe statt.

Abb. 3.34: Ein�uss einer einmaligen i.p. DT-Gabe zu vershiedenen Zeitpunktenauf die virale DNA-Load mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC akut in�zierterMäuse. BALB/-Mäuse wurden bestrahlt und anshlieÿend mit mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BACakut in�ziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nah der Infektion wurden die Mäuse einmalig i.p. mit 50ng/gMaus DT behandelt. Die Organentnahme erfolgte 10 Tage nah der Infektion. Bei einigen Gruppen sind jeweilsnur Ergebnisse für zwei von drei Tiere aufgeführt, da einige Tiere frühzeitig verstarben. Gezeigt ist die virale DNA-Load in vershiedenen Organen und die Zahl der IE1-positiven Zellen in der IHC der Leber. Zur Bestimmung derviralen DNA-Load wurde eine M55- (gB) spezi�she qPCR durhgeführt und durh eine pthrp-spezi�she qPCRauf 1×106 Zellen normiert. Weiÿe Kreise: mCMV-WT.BAC in�zierte Mäuse, shwarze Kreise: mCMV_∆IE2DTRin�zierte Mäuse.



3 Ergebnisse 143Obwohl das DT durh die i.p. Injektion shnell in den Blutkreislauf gelangt, konnte das Vi-rus bei der DT-Gabe an Tag 1 und später nah der Infektion ohne Einshränkung replizieren(s. Abb. 3.34). Die Vermutung liegt somit nahe, dass das DT im Körper der Maus nur für kurzeZeit in ausreihender Konzentration verfügbar ist, und die Zeitspanne zwishen Injektion undErreihen der in�zierten Zellen zu groÿ ist. Der vorangegangene Versuh (s. Abb. 3.34) wurdedaraufhin wiederholt, jedoh mit dem Untershied, dass das DT nun i.v. in die laterale Shwanz-vene zu den angegebenen Zeitpunkten injiziert wurde (s. Abb. 3.35) und damit sihergestelltwird, dass das DT innerhalb von wenigen Sekunden die Zielorgane umspült und die in�ziertenZellen erreihen und auslöshen kann.

Abb. 3.35: Modell zur Untersuhung der Virusreplikation von mCMV_∆IE2DTRnah i.v. DT-Applikation. 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und an-shlieÿend mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC in�ziert. An den Tagen 0, 1, 2 und 3nah der Infektion wurden die Mäuse einmalig mit DT in einer Konzentration von 50ng/g Maus i.v. behandelt.10 Tage nah Infektion wurden von je drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber und Pfote zur Ermittlungder viralen DNA-Load entnommen und die Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHCermittelt.
Es wird deutlih, dass eine i.v. DT-Gabe (s. Abb. 3.36) wesentlih e�ektiver in der Auslöshungviraler Genome ist, v.a. zu den späteren Zeitpunkten (Tag 1 bis 3), im Vergleih zu einer i.p.DT-Gabe. Eine Reduktion der viralen Genome um 1 bis 2 log-Stufen ist zu allen getestetenZeitpunkten von Tag 0 bis Tag 3 zu beobahten. Die DT-Gabe an Tag 0 ist jedoh im Vergleihzu den späteren Zeitpunkten am e�ektivsten.
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Abb. 3.36: Ein�uss einer einmaligen i.v. DT-Gabe zu vershiedenen Zeitpunktenauf die virale DNA-Load mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC akut in�zierterMäuse. BALB/-Mäuse wurden bestrahlt und mit mCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC akut in�ziert. Zuden angegebenen Zeitpunkten nah der Infektion wurden die Mäuse einmalig i.v. mit 50ng/gMaus DT behandelt.Die Organentnahme erfolgte 10 Tage nah der Infektion. Gezeigt ist die virale DNA-Load in vershiedenenOrganen und die Zahl der IE1-positiven Zellen in der IHC der Leber. Zur Bestimmung der viralen DNA-Loadwurde eine M55- (gB) spezi�she qPCR durhgeführt und durh pthrp-spezi�she qPCR auf 1×106 Zellennormiert. Weiÿe Kreise: mCMV-WT.BAC in�zierte Mäuse, shwarze Kreise: mCMV_∆IE2DTR in�zierte Mäuse.
3.7.2 Bestimmung der optimalen DT-Konzentration in vivoDurh die bisherige DT-Konzentration von 50ng DT/g Körpergewiht (i.v.) konnte die Anzahlder viralen Genome um 1 bis 2 log-Stufen reduziert werden. Eine niedrigere DT-Konzentrationkönnte jedoh den gleihen E�ekt hervorrufen, bzw. eine höhere DT-Konzentration könnte ei-ne stärkere Reduktion in�zierter Zellen zur Folge haben. Um dies zu testen wurde das DT,ausgehend von 500ng DT/g Körpergewiht in log10-Stufen bis 0,5ng/g Maus titriert, einmaligin den vershiedenen Konzentrationen den bestrahlten (7Gy) und mit mCMV_∆IE2DTR bzw.mCMV-WT.BAC akut in�zierten Mäusen i.v. an Tag 0 (6h nah Infektion) injiziert. Die Organewurden am zehnten Tag nah der Infektion entnommen und die Zahl der viralen Genome durhqPCR bestimmt, sowie die Zahl der IE1-positiven Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHCermittelt (s. Abb. 3.37). Die Ergebnisse der in vivo Dosis-Wirkungs-Kurve für DT sind in Abb.3.38 dargestellt.
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Abb. 3.37: Modell zur Bestimmung der optimalen DT-Konzentration in vivo. 8 bis 10Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und anshlieÿend mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTRbzw. mCMV-WT.BAC akut in�ziert. Am Tag der Infektion (6h nah Infektion) wurden die Mäuse einmalig i.v.mit vershiedenen DT-Konzentrationen (0,5 bis 500ng/g Maus) behandelt. 10 Tage nah Infektion wurde vonje drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber und Pfote zur Ermittlung der viralen DNA-Load entnommen unddie Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHC ermittelt.Bei diesem Versuh verstarben bei einer einmaligen DT-Konzentration von 500ng/g Kör-pergewiht alle Tiere, sowohl mCMV-WT.BAC, als auh mCMV_∆IE2DTR in�zierte Tiere(s. Abb. 3.38). Eine DT-Konzentration von 50ng/g Körpergewiht bestätigte die Ergebnisse desvorherigen Versuhs (s. Abb. 3.36). Die Anzahl an viralen Genomen in den geteseteten Organenbzw. die Anzahl an IE1-positiven Zellen in der Leber wurde durh das DT in mCMV_∆IE2DTRin�zierten Mäusen um 1 bis 2 log-Stufen reduziert. Geringere DT-Konzentrationen von 5ng/gKörpergewiht und 0,5ng/g Körpergewiht zeigten eine deutlihe dosisabhängige Reduktion derviralen Genome in allen Organen mCMV_∆IE2DTR in�zierter Mäuse. Eine Erhöhung der DT-Konzentration ist demnah niht möglih. Somit wurden die Versuhe weiterhin mit einer DT-Konzentration von 50ng/g Körpergewiht durhgeführt.
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Abb. 3.38: In vivo DT Dosis-Wirkungs-Kurve für BALB/-Mäuse, akut in�ziert mitmCMV_∆IE2DTR bzw. mCMV-WT.BAC. BALB/-Mäuse wurden bestrahlt und mit mCMV-WT.BAC bzw. mCMV_∆IE2DTR in�ziert. 6h nah der Infektion wurde DT einmalig in vershiedenen Dosen(0,5 bis 500ng/g Maus i.v.) in die laterale Shwanzvene injiziert. 10 Tage nah Infektion wurden Lunge, Milz,Leber und Pfote entnommen, um die Zahl der viralen Genome bzw. die Zahl der in�zierten Zellen in der Leber zubestimmen. Hierzu wurde eine M55- (gB) spezi�she qPCR durhgeführt und durh pthrp-spezi�she qPCR auf1×106 Zellen normiert. Weiÿe Kreise: WT.BAC in�zierte Mäuse; shwarz Kreise: mCMV_∆IE2DTR in�zierteMäuse. Bei einigen Gruppen sind jeweils nur Ergebnisse für zwei von drei Tieren aufgeführt, da einige Tierefrühzeitig verstarben. Die weiÿen (mCMV-WT.BAC) und shwarzen (mCMV_∆IE2DTR) Kreuze symbolisierendie bei einer DT-Konzentration von 500ng/g Maus vor Versuhsende verstorbenen Tiere.3.7.3 Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der DT-ApplikationBisher wurde das DT 6h nah der Infektion verabreiht. Da die Zahl der viralen Genome jedohnur um maximal 2 log-Stufen reduziert werden konnte, wurde versuht, den optimalen Zeitpunktder DT-Gabe genauer zu bestimmen. Vielleiht musste das DT noh früher verabreiht werden,um sofort die ersten DTR-exprimierenden Zellen auszulöshen und somit eine Expansion desVirus zu verhindern. Eine andere Möglihkeit wäre jedoh länger zu warten, bis genügend Zellenin�ziert und suszeptibel für das DT sind, um auf einen Shlag eine groÿe Anzahl an Virusgenomenzu reduzieren.



3 Ergebnisse 147Mäuse wurden bestrahlt und mit mCMV_∆IE2DTR in�ziert. Die Zeitpunkte der DT-Gabewurden in diesem Versuh so gewählt, dass DT zu einem noh früheren Zeitpunkt (2h nahInfektion) und nah der DNA-Replikation des Virus (16h nah Infektion) bzw. nah der Virusre-plikation (24h nah Infektion) verabreiht wurde. Die Organe wurden ebenfalls am zehnten Tagnah der Infektion entnommen und die Zahl der viralen Genome durh qPCR und die Zahl anIE1-positiven Zellen in der Leber durh IHC bestimmt (s. Abb. 3.39).

Abb. 3.39: Modell zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der DT-Applikation.8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und anshlieÿend mit 1×105 PFUmCMV_∆IE2DTR in�ziert. Zu untershiedlihen Zeitpunkten nah der Infektion (2h, 6h, 16h und 24h nahInfektion) wurden die Mäuse einmalig i.v. mit 50ng/g Maus DT behandelt. 10 Tage nah Infektion wurde vonje drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber und Pfote zur Ermittlung der viralen DNA-Load entnommen unddie Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHC ermittelt.Zu allen Zeitpunkten der DT-Gabe war eine deutlihe Reduktion der viralen Genome um 1 bis2 log-Stufen zu beobahten (s. Abb. 3.40). Es zeigte sih jedoh in den getesteten Organendie stärkste Reduktion der viralen DNA-Load bei einer DT-Gabe 6h nah der Infektion. DerZeitpunkt der DT-Applikation 6h nah der Infektion wurde somit beibehalten.
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Abb. 3.40: Ermittlung des optimalen Zeitpunkts der i.v. DT-InjektionmCMV_∆IE2DTR akut in�zierter Mäuse zur Reduktion der viralen DNA-Load.BALB/-Mäuse wurden bestrahlt und mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR akut in�ziert. Zu vershiedenen Zeit-punkten nah der Infektion (2h, 6h, 16h und 24h nah Infektion) wurden die Mäuse einmalig i.v. mit DTbehandelt. Die Organentnahme von jeweils drei Mäusen pro Gruppe erfolgte 10 Tage nah der Infektion. Beieinigen Gruppen sind jeweils nur Ergebnisse für zwei Tiere aufgeführt, da die anderen Tiere frühzeitig verstarben.Gezeigt ist die virale DNA-Load in vershiedenen Organen, ermittelt durh eine M55- (gB) spezi�she qPCRund Normierung auf 1×106 Zellen durh eine pthrp-spezi�she qPCR, und die Zahl der IE1-positiven Zellen inder IHC der Leber. Weiÿe Kreise: PBS-behandelte Tiere; shwarze Kreise: DT-behandelte Tiere.3.7.4 Reduktion der viralen DNA-Load durh repetitiveDT-ApplikationZur konditionalen Depletion von Virusgenomen durh DT in mCMV_∆IE2DTR in�zierten Tie-ren wurden die Mäuse wie bisher bestrahlt (7Gy) und mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR akutin�ziert. Um die Versuhsparameter zu optimieren, wurde den Mäusen das DT in einer Kon-zentration von 50ng/g Körpergewiht repetitiv (bis zu 3×50ng/g Maus) i.v. injiziert. Die ersteInjektion erfolgte 6h nah der Infektion, weitere DT-Applikationen erfolgten jeweils in einemAbstand von 16h (s. Abb. 3.41).
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Abb. 3.41: Modell zur Reduktion der viralen DNA-Load durh eine repetitive (drei-malige) DT-Applikation. 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und anshlie-ÿend mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR in�ziert. Die Tiere wurden 6h nah der Infektion i.v. mit 50ng/g MausDT behandelt, alle weiteren DT-Applikationen erfolgten in einem Abstand von jeweils 16h. Insgesamt wurdendie Mäuse bis zu dreimal mit DT behandelt. Als Kontrolle dienten in�zierte, DT-unbehandelte Tiere. 10 Tagenah Infektion wurde von je drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber und Pfote zur Ermittlung der viralenDNA-Load entnommen und die Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durh IE1-spezi�she IHC ermittelt.Zwei von drei Tieren starben durh eine dreimalige DT-Applikation von 50ng/g Körpergewiht(s. Abb. 3.42). Gab man DT nur zweimal, konnte die virale DNA-Load um fast 2,5 log-Stufenreduziert werden. Es war jedoh durh das eine überlebende Tier bei dreimaliger DT-Gabeeine Tendenz zu erkennen, die vermuten lässt, dass weitere DT-Injektionen die Zahl der viralenGenome noh weiter reduzieren können.
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Abb. 3.42: Ein�uss einer repetitiven i.v. DT-Gabe auf die virale DNA-Load inmCMV_∆IE2DTR akut in�zierten Mäusen. BALB/-Mäuse wurden mit 7Gy bestrahlt und mit1×105 PFU mit mCMV_∆IE2DTR akut in�ziert. Nah der Infektion wurden die Tiere einmal (6h nah Infek-tion), zweimal (6h und 22h nah Infektion) bzw. dreimal (6h, 22h und 38h nah Infektion) i.v. mit 50ng DT/gMaus behandelt. Die Organentnahme von jeweils drei Mäusen pro Gruppe erfolgte 10 Tage nah der Infektion.Gezeigt ist die virale DNA-Load in vershiedenen Organen, ermittelt durh eine M55- (gB) spezi�she qPCRund Normierung auf 1×106 Zellen durh eine pthrp-spezi�she qPCR, und die Zahl der IE1-positiven Zellen inder IHC der Leber. Weiÿe Kreise: PBS-behandelte Tiere; shwarze Kreise: DT-behandelte Tiere.Da die Akkumulation des DT bei einer dreimaligen DT-Gabe von 50ng/g Körpergewiht zumTod fast aller Mäuse führte, reduzierten wir die DT-Konzentration auf 10ng/g Körpergewihtund behandelten die mit mCMV_∆IE2DTR akut in�zierten Mäuse statt dessen fünfmal alle16h (erste DT-Injektion 6h nah Infektion) mit einer niedrigeren DT-Dosis (s. Abb. 3.43). DieReduktion der IE1-positiven Zellen, exemplarish für je eine Leber, entnommen am zehnten Tagnah der Infektion, ist in Abb. 3.44 dargestellt.
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Abb. 3.43: Modell zur Reduktion der viralen DNA-Load durh repetitive (fünfmali-ge) DT-Gabe mit verringerter DT-Konzentration. 8 bis 10 Wohen alte BALB/-Mäuse wurdenmit 7Gy bestrahlt und anshlieÿend mit 1×105 PFU mCMV_∆IE2DTR in�ziert. Die Tiere wurden 6h nah derInfektion i.v. mit 10ng/g Maus DT behandelt. Alle weiteren DT-Applikationen erfolgten in einem Abstand vonjeweils 16h. Insgesamt wurden die Mäuse bis zu fünfmal mit DT behandelt. Als Kontrolle dienten in�zierte,DT-unbehandelte Tiere. 10 Tage nah Infektion wurden von je drei Mäusen pro Gruppe Lunge, Milz, Leber undPfote zur Ermittlung der viralen DNA-Load entnommen und die Zahl der in�zierten Zellen in der Leber durhIE1-spezi�she IHC ermittelt.Es wird sehr deutlih, dass bereits eine einmalige DT-Gabe mit erniedrigter DT-Konzentrationvon 10ng/g Maus zu einer Reduktion von IE1-positiven Zellen in den Lebershnitten führt;Jedoh erst bei einer fünfmaligen DT-Gabe sind in den Lebershnitten der ausgewählten Mäusekeinerlei in�zierte Zellen nahzuweisen (s. Abb. 3.44). In zwei von drei Tieren sank die Zahl derIE1-positiven Zellen in der Leber sogar unter das Detektionslimit (s. Abb. 3.45).
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Abb. 3.44: Immunhistologisher Nahweis der IE1-positiven Zellen in der Leber nahfünfmaliger DT-Applikation. Der Nahweis von intranukleärem IE1-Protein in in�zierten Leberzellenerfolgte immunhistohemish nah Färbung mit dem monoklonalen Ak Croma 101. Gezeigt ist die Abnahmean IE1-positiven Zellkernen (shwarz) nah mehrmaliger DT-Gabe. Die Leber wurde an Tag 10 nah Infektionentnommen. Die Gegenfärbung erfolgte mit Hämalaun.Die Zahl der viralen Genome in Lunge, Milz, Leber und Pfote wurde an Tag 10 nah derInfektion durh M55- (gB) spezi�she qPCR und Normierung auf 1×106 Zellen bestimmt unddie IE1-positiven Zellen in der Leber durh IHC ermittelt (s. Abb. 3.44 und 3.45). Es ist deutlihzu erkennen, dass jede weitere DT-Gabe die virale DNA-Load weiter absenkt. Die Zahl derviralen Genome konnte durh die fünfmalige DT-Gabe sogar um fast 3 log-Stufen im Vergleihzu DT-unbehandelten Tieren gesenkt werden. Die Quanti�zierung der viralen Genome in denvershiedenen Organen bestätigte somit die Vermutung, dass eine fünfmalige repetitive DT-Gabe von 10ng/g Maus e�ektiver in der Auslöshung in�zierter Zellen ist als eine zweimaligeDT-Behandlung mit 50ng/g Maus. Die Ermittlung der Virustiter (s. Abb. 3.46) in Lunge, Milzund Speiheldrüse bestätigten die Ergebnisse der qPCR und zeigten besonders deutlih, welhenE�ekt das DT auf das infektiöse Virus hat. In einzelnen Tieren sank der Virustiter in Lunge undSpeiheldrüse unter das Detektionslimit.
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Abb. 3.45: Ein�uss einer repetitiven i.v. DT-Injektion mit 10ng DT/g Maus auf dievirale DNA-Load der mCMV_∆IE2DTR akut in�zierten Tiere. BALB/-Mäuse wurdenbestrahlt und mit mCMV_∆IE2DTR akut in�ziert. Nah der Infektion wurden die Tiere bis zu fünfmal i.v. mit10ng DT/g Maus behandelt. Die Organentnahme bei jeweils drei Mäusen pro Gruppe erfolgte 10 Tage nah derInfektion. Gezeigt ist die virale DNA-Load in vershiedenen Organen, ermittelt durh eine M55- (gB) spezi�sheqPCR und Normierung auf 1×106 Zellen durh eine pthrp-spezi�she qPCR, sowie die Zahl der IE1-positivenZellen in der IHC der Leber. Weiÿe Kreise: DT-unbehandelte Tiere; shwarze Kreise: DT-behandelte Tiere.

Abb. 3.46: Ein�uss einer fünfmaligen i.v. DT-Gabe auf die Virustiter in Lunge, Milzund Speiheldrüse in mCMV_∆IE2DTR akut in�zierten Tieren. BALB/-Mäuse wurdenbestrahlt und mit mCMV_∆IE2DTR akut in�ziert. Gezeigt sind die Virustiter in Lunge, Milz und Speiheldrüsenah fünfmaliger (6h, 22h, 38h, 54h und 70h nah Infektion) i.v. DT-Gabe von 10ng/g Maus, entnommen anTag 10 p.i.. Weiÿe Kreise: DT-unbehandelte Tiere; shwarze Kreise: DT-behandelte Tiere. Die Nahweisgrenze(DL) des Assays liegt bei 1×102 PFU pro Organ (gepunktete Linie).



3 Ergebnisse 154Shlussfolgerung:Die Versuhe an akut mit mCMV_∆IE2DTR in�zierten Mäusen haben gezeigt, dass eine repeti-tive DT-Gabe einer subletalen DT-Dosis e�ektiver in der Auslöshung von Virusgenomen ist alseine einmalige Applikation einer hohen DT-Dosis. Dies führte zu dem Entshluss, die folgendenVersuhe an latent in�zierten Tieren unter folgenden Bedingungen durhzuführen: ausgehendvon der ersten DT-Gabe folgen weitere vier Applikationen mit jeweils 10ng DT/g Maus i.v. ineinem Abstand von jeweils 16h (s. Abb. 3.49).3.8 Konditionale Depletion von latenten Virusgenomen durh DTin latent in�zierten MäusenVersuhe mit akut in�zierten Tieren haben gezeigt, dass während der Infektion DTR-Transkriptein den untersuhten Organen transkribiert werden und der DTR an der Ober�ähe exprimiertwird, da die Zellen suszeptibel für das DT wurden. So konnte die virale DNA-Replikation auhin akut in�zierten Tieren durh eine repetitive DT-Behandlung verhindert werden, wodurh dieFunktionalität des DTR auh in vivo bestätigt wurde. Im folgenden Kapitel soll daher geklärtwerden, ob auh in mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR latent in�zierten Tieren DTR-Transkriptenahweisbar sind und ob folglih die Möglihkeit besteht, die Anzahl an latenten viralen Genomenzu reduzieren. Dieser Versuh sollte, in Kombination mit den Ergebnissen der limiting dilution-Titration (s. 3.8.5.1), durh die die Anzahl an viralen Genomen in einer latent in�zierten Zelleberehnet werden kann, ermöglihen, die period prevalene, d.h. die Reaktivierungshäu�gkeitüber einen längeren Zeitraum, abshätzen zu können.3.8.1 Überprüfung der Latenz von mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRUm ausshlieÿen zu können, dass sih in den verwendeten latenten Mäusen 10 Monate nahKMT und Infektion mit mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR (s. 2.7.6) noh produktives Virus in denLungen be�ndet, wurden die Lungen gespült, entnommen und diese in einer Organtitrationauf produktives Virus untersuht. In keinem der getesteten Tiere war zum Zeitpunkt der Or-ganentnahme produktives Virus nahweisbar, was bedeutet, dass die Tiere eine mCMV-Latenzausgebildet haben.



3 Ergebnisse 1553.8.2 Quanti�zierung von IE-Transkripten aus Lungenstükenlatent in�zierter MäuseUm während der Latenz virale Genome durh DT reduzieren zu können, muss sih der DTRan der Ober�ähe der latent in�zierten Zellen be�nden, damit diese suszeptibel für das DTwerden. Damit das DTR-Protein an der Ober�ähe präsentiert werden kann, muss der ie2 -Promotor aktiv sein und DTR-Transkripte exprimieren, da das DTR-Gen unter Kontrolle desie2 -Promotors steht, der während der Latenz, wie der ie1 -Promotor, sporadish aktiv ist. Umdies zu veri�zieren bzw. die Zahl der Transkripte quanti�zieren zu können, wurde eine RT-qPCR (s. 2.4.15.3) durhgeführt, bei der sowohl ein bereits vorhandener IE1 in vitro-TranskriptStandard (Kurz et al., 1999), als auh ein DTR in vitro-Transkript Standard mitgeführt wurde.Das in vitro-Transkript für den DTR wurde neu hergestellt (s. 3.8.2.1).3.8.2.1 Herstellung des DTR in vitro-TranskriptsZur Herstellung des DTR in vitro-Transkripts musste zuvor das Plasmid pSP64PolyA+_DTRkloniert werden (Plasmidkarte und Sequenz des Plasmids sind im Anhang A.4 zu �nden). Dazuwurde durh die Verwendung der Primer DTR_for_HindIII und DTR_rev_BamHI ein DTR-Produkt aus dem Plasmid pBS-DTR-SV40pA hergestellt, das sowohl eine HindIII-, als auheine BamHI- Shnittstelle an den jeweiligen Enden des DTR-Gens enthält. Über diese beidenShnittstellen wurde das 658bp groÿe DTR-PCR-Produkt in den mit HindIII und BamHI ge-shnittenen und dephosphorylierten Vektor pSP64PolyA+ kloniert, in elektrokompetente DH10Btransformiert und auf LB-Agar mit Amp bei 37°C selektioniert. Von den gewahsenen Klo-nen wurde die DNA isoliert und durh Restriktionsenzymverdau mit HindIII und BamHI wurdedie Insertion des DTR-Gens kontrolliert (s. Abb. 3.47). Da HindIII nur einmalig im PlasmidpSP64PolyA+_DTR shneidet, entstand ein DNA-Fragment mit einer Gröÿe von 3,649kbp,der leere Vektor pSP64PolyA+ hatte lediglih eine Gröÿe von 3,030kbp. Durh den Doppel-Restriktionsenzymverdau mit HindIII und BamHI wurde das PCR-Produkt wieder aus demPlasmid pSP64PolyA+_DTR entfernt und es entstanden zwei Banden mit einer Gröÿe von3,003kbp und 0,646kbp. Der Doppel-Restriktionsenzymverdau des leeren Vektors ergab eben-falls zwei Fragmente von 3,003kbp und 27bp Gröÿe. Das 27bp groÿe DNA-Fragment ist in derGelauftrennung in Abb. 3.47 niht zu sehen.
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Abb. 3.47: Gelelektrophoretishe Auftrennung des Plasmids pSP64PolyA+_DTRnah Restriktionsenzymverdau. Gelelektrophoretishe Auftrennung des Plasmids pSP64PolyA+_DTRnah Restriktionsenzymverdau mit A) HindIII bzw. B) HindIII und BamHI. Nah dem Restriktionsenzymverdaumit HindIII ergab sih für das Ausgangsplasmid (AP) pSP64PolyA+ ein einzelnes Fragment von 3,030kbp Grö-ÿe, bei insertierter DTR-Sequenz in pSP64PolyA+_DTR (Plasmid + Insert (PI)) ein Fragment von 3,649kbpGröÿe. Durh den Doppel-Restriktionsenzymverdau mit HindIII und BamHI ergaben sih zwei Fragmente derGröÿe 3,003kbp und 27bp für das AP und zwei Fragmente mit 3,003kbp und 0,646kbp bei vorhandenerDTR-Sequenz (PI). Spur M, 1kbp DNA-Längenstandard; AP, Ausgangsplasmid pSP64PolyA+; PI, PlasmidpSP64PolyA+_DTR zur Herstellung des DTR in vitro-Transkripts.Von dem ausgewählten Klon wurde die linearisierte Plasmid-DNA (Linearisierung mit SmaI)in die in vitro-Transkription eingesetzt und diese wie im Protokoll (s. 2.4.15.2) beshriebendurhgeführt. Um die in vitro-Transkripte als externen Standard in der RT-qPCR (s. 2.4.15.3)einsetzen zu können, wurde die RNA-Konzentration bestimmt und diese auf eine de�nierteTeilhenzahl von 1×1011 Teilhen/µl eingestellt.3.8.2.2 Quanti�zierung von IE1 - und DTR-TranskriptenDie Quanti�zierung der IE1 - und DTR-Transkripte erfolgte durh eine IE1 - bzw. DTR-spezi�she RT-qPCR. Als externen Standard wurden die bereits erwähnten in vitro-Transkriptefür das ie1 -Gen (Kurz et al., 1999) und für das DTR-Gen (s. 3.8.2.1) mitgeführt.



3 Ergebnisse 157BALB/-Mäuse wurden bestrahlt und das Immunsystem mit KMZ der Donor-Mäuse rekonsti-tuiert. 10 Monate nah KMT mit anshlieÿender Infektion mit mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR,wurden die Lungen gespült und in 18 Stüke geteilt. Aus sehs Lungenstüken der rehten Lungewurde die RNA isoliert und 1/10 des Elutionsvolumens in die RT-qPCR eingesetzt. Insgesamtwurden die Transkripte von je sehs Lungenstüken aus 10 Tieren quanti�ziert. Der Versuhs-verlauf, sowie die Ergebnisse der RT-qPCR sind in Abb. 3.48 zusammengestellt.

Abb. 3.48: Quanti�zierung der IE-Transkripte IE1 und DTR in mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR latent in�zierten Mäusen. BALB/-Mäuse wurden mit 6,5Gy bestrahltund das Immunsystem anshlieÿend mit 5×106 KMZ der Donor-Mäuse rekonstituiert und die Rezipienten mit1×105 PFU mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziert. 10 Monate nah KMT wurden die Lungen gespült, entnom-men und in 18 Stüke geteilt. Gezeigt ist die Zahl der IE1 - und DTR-Transkripte aus sehs Lungenstükender rehten Lunge (blau dargestellte Lungenstüke). Die Zahl der Transkripte wurde durh IE1 -spezi�she undDTR-spezi�she RT-qPCR bestimmt. Weiÿe Kreise: IE1 -Transkripte; shwarze Kreise: DTR-Transkripte.Wie hier deutlih zu sehen ist, sind bei den latenten Tieren für IE1 - und DTR-Transkripte sowohlpositive, als auh negative Lungenstüke detektierbar. In mehr als der Hälfte der Lungenstükesind keine IE1 -Transkripte nahweisbar. Die Zahl der DTR-Transkripte ist im Vergleih zu denIE1 -Transkripten leiht erhöht, und weist nur drei Lungenstüke auf, bei denen kein DTR-Transkript quanti�ziert werden konnte. Die wihtigste Erkenntnis aus diesen Daten ist, dassDTR-Transkripte während der Latenz transkribiert werden und somit die Voraussetzung dafürgegeben ist, dass das DTR-Protein an der Ober�ähe latent in�zierter Zellen exprimiert wirdund die Zellen durh DT ausgelösht werden können.



3 Ergebnisse 1583.8.3 Konditionale Depletion von latenten mCMV-Genomendurh repetitive DT-BehandlungIm vergangenen Abshnitt konnte veri�ziert werden, dass DTR-Transkripte während der Latenznahweisbar sind und somit die Voraussetzungen gesha�en sind, um auh während der Latenztranskriptionell aktive Zellen mit DT auslöshen zu können. Zur konditionalen Depletion von la-tenten Virusgenomen wurden BALB/-Mäuse durh γ-Strahlung (6,5Gy) subletal bestrahlt, dasImmunsystem durh i.v. Injektion von 5×106 KMZ rekonstituiert und anshlieÿend wurden dieMäuse mit 1×105 PFU des rekombinanten Virus mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in die Hinterpfo-te in�ziert (s. Abb. 3.48). Durh die fehlenden IE1-spezi�shen CD8 T-Zellen, verursaht durhdie Punktmutation im IE1-Peptid, kommt es zu einer verminderten Immunkontrolle des Virusund die Reaktivierungswahrsheinlihkeit und -häu�gkeit steigt, womit der Untershied der DNA-Load zwishen PBS- und DT-behandelten Tieren deutliher zu sehen sein sollte. Die spätereBerehnung der Reaktivierungshäu�gkeit setzt dabei voraus, dass Genome ausshlieÿlih durhdas DT ausgelösht werden und die PBS-Gruppe somit als Ausgangswert ohne DT-Behandlungzu betrahten ist.10 Monate nah KMT, nahdem sih Latenz etabliert hatte (s. 3.8.1), wurden die Mäuse fünf-mal mit DT (1×20ng/g und 4×10ng/g Körpergewiht) bzw. mit PBS, in einem Abstand von16h i.v., behandelt. 24h nah der letzten DT-Applikation wurden die Lungen gespült, entnom-men und die virale DNA-Load in den Lungenstüken 10 und 11 des postkavalen Lobus durhM55- (gB) spezi�she qPCR bestimmt (s. Abb. 3.49-B). Die virale DNA-Load der einzelnenLungenstüke des postkavalen Lobus errehnet sih durh den Median der M55- (gB) und pthrp-spezi�shen qPCR-Daten, die in Triplikaten gemessen wurden, und der DNA-Konzentration desEluats aus den einzelnen Lungenstüken, gemessen in Duplikaten. Wie in Balthesen et al. (1994)beshrieben, entsprehen 1×106 Zellen einer DNA-Menge von 6µg. Somit wurde die Anzahl dergemessenen M55- (gB) bzw. pthrp-Werte jeweils von der eingesetzten DNA-Menge auf 6µgDNA hohgerehnet. Im Idealfall müssten genau 1×106 zelluläre Gene (pthrp/2) quanti�ziertworden sein. Um geringfügige Ungenauigkeiten der qPCR auszugleihen, wurden die gemessenenM55- (gB) Werte mit folgender Formel auf exakt 1×106 Zellen berehnet.
x gB ( in 1 × 106 Zellen ) = pthrp/2 ( in 6µg DNA ) × gB ( in 6µg DNA )

1×106 ZellenShlieÿlih wurde das geometrishe Mittel für die jeweiligen Tiergruppen berehnet. Die Ver-suhsdurhführung, sowie die Ergebnisse der DNA-Load -Bestimmung der DT- bzw. PBS-behandelten Tiere, sind in Abb. 3.49-A und 3.49-B zusammengefasst.
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Abb. 3.49: Reduktion der latenten viralen Genome in mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRlatent in�zierten Mäusen nah fünfmaliger DT-Gabe. A) BALB/-Mäuse wurden mit 6,5Gy be-strahlt und das Immunsystem anshlieÿend mit 5×106 KMZ der Donor-Mäuse rekonstituiert und die Rezipientenmit 1×105 PFU mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziert. 10 Monate nah KMT wurden die Mäuse repetitiv mitDT (1×20ng/g und 4×10ng/g Maus i.v.) bzw. PBS (i.v.) behandelt. 24h nah der letzten DT-Gabe wurdendie Lungen gespült, entnommen und in 18 Stüke geteilt. B) Gezeigt ist die Zahl der viralen latenten Genomein Lungenstük 10 und 11 des postkavalen Lobus (rot dargestellte Lungenstüke). Die Zahl der viralen latentenGenome wurde durh M55- (gB) spezi�she qPCR bestimmt und bezieht sih auf 1×106 Zellen, normiert aufdas pthrp-Gen in der qPCR. Die horizontalen Balken geben die geometrishen Mittel der einzelnen Gruppen an,der grau unterlegte Bereih das 95% Kon�denzintervall. Zur statistishen Signi�kanzanalyse wurden 24 Lungen-stüke aus PBS-behandelten Mäusen (weiÿe Kreise) zur Genomquanti�zierung verwendet, und 30 Lungenstükeaus DT-behandelten Mäusen (shwarze Kreise). C) Gezeigt ist die graphishe Darstellung der viralen DNA-Loadals kumulativer Fration Plot im Kolmogorow-Smirnow-Test (KS-Test). Auf der X-Ahse sind die Werte der vi-ralen DNA-Load für die Lungenstüke 10 und 11 für die jeweiligen Gruppen (PBS-Gruppe: durhgezogene Linie;DT-Gruppe: gestrihelte Linie) gegen den kumulativen Anteil an Proben, die einen bestimmten Wert darstellen,aufgetragen. Der maximale Abstand zweier Kurven (D) ist hier rot eingezeihnet.



3 Ergebnisse 160Der Versuh zeigt, dass niht nur in akut in�zierten Tieren die Zahl der viralen Genome reduziertwerden konnte (s. Abb. 3.45), sondern auh in latent in�zierten Mäusen die Anzahl an latentenviralen Genomen durh die repetitive DT-Gabe im Vergleih zu den PBS-behandelten Tierenum ungefähr 36% von durhshnittlih 4.296 Genomen pro 1×106 Zellen auf 2.735 Genome pro1×106 Zellen gesenkt werden konnte.In diesem Experiment wurde statistishe Signi�kanz erreiht (P=0,0136). Um die Signi�kanzweiter zu erhöhen und das Ergebnis noh eindeutiger zeigen zu können, haben wir in einem zwei-ten Versuh sowohl die Zeitspanne zwishen letzter DT-Gabe und Organentnahme, als auh dieZahl der DT-Gaben erhöht. Da jedoh eine ahtmalige i.v. DT-Gabe aus tehnishen Gründensehr shwer zu realisieren ist, wurde der anshlieÿende zweite Latenz-Versuh mit einer viermali-gen i.v. DT-Gabe von 1×20ng/g und 3×10ng/g Körpergewiht und anshlieÿender viermaligeri.p. DT-Gabe von 30ng/g Körpergewiht, ebenfalls in einem Abstand von 16h, durhgeführt.Eine Erhöhung der DT-Konzentration auf 30ng/g Maus war möglih, da Versuhe von MarionGrieÿl (unverö�entlihe Daten) gezeigt haben, dass akut in�zierte Mäuse eine fünfmalige DT-Gabe von 30ng/g Körpergewiht der Maus (i.v.) überleben und sogar die virale DNA-Load in derLunge akut in�zierter Tiere im Vergleih zu einer Konzentration von 10ng/g Maus noh etwasweiter gesenkt werden konnte. Die Zeitspanne zwishen der letzten DT-Gabe und der Entnahmeder Lunge erhöhte sih von 24h auf 72h. Die Lungen wurden vor der Organentnahme gespültund die Lungenstüke 10 und 11 des postkavalen Lobus zur Bestimmung der viralen DNA-Loadin der Lunge durh M55- (gB) spezi�she qPCR verwendet. Das Versuhsprotokoll, sowie dieErgebnisse der DNA-Load -Bestimmung sind in Abb. 3.50-A und 3.50-B dargestellt.Durh das veränderte Versuhsprotokoll erreihten wir statt einer 36%-igen Reduktion der viralenDNA-Load im ersten Latenz-Versuh (s. Abb. 3.49-B), nun eine Reduktion von durhshnittlih8.097 Genomen pro 1×106 Zellen auf 3.133 Genomen pro 1×106 Zellen, was einer Reduktionvon 61% entspriht (s. Abb. 3.50-B).
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Abb. 3.50: Reduktion der latenten viralen Genome in mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRlatent in�zierten Mäusen nah ahtmaliger DT-Gabe. A) BALB/-Mäuse wurden mit 6,5Gybestrahlt und das Immunsystem anshlieÿend mit 5×106 KMZ der Donor-Mäuse rekonstituiert und die Rezipien-ten mit 1×105 PFU mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziert. 10 Monate nah KMT wurden die Mäuse repetitivmit DT (1×20ng/g und3×10ng/g Maus i.v.; 4×30ng/g Maus i.p.) oder PBS (i.v./i.p.) behandelt. 72h nahder letzten DT-Gabe wurden die Lungen gespült, entnommen und in 18 Stüke geteilt. B) Gezeigt ist die Zahlder viralen latenten Genome in Lungenstük 10 und 11 des postkavalen Lobus (rot dargestellte Lungenstüke).Die Zahl der viralen latenten Genome wurde durh M55- (gB) spezi�she qPCR bestimmt und bezieht sihauf 1×106 Zellen, normiert auf das pthrp-Gen in der qPCR. Die horizontalen Balken geben die geometrishenMittel der beiden Gruppen an, der grau unterlegte Bereih das 95% Kon�denzintervall. Zur statistishen Signi-�kanzanalyse wurden 30 Lungenstüke aus PBS-behandelten Mäusen (weiÿe Kreise) zur Genomquanti�zierungverwendet und 31 Lungenstüke aus DT-behandelten Mäusen (shwarze Kreise). C) Gezeigt ist die graphisheDarstellung der viralen DNA-Load als kumulativer Fration Plot im KS-Test. Auf der X-Ahse sind die Werteder viralen DNA-Load für die Lungenstüke 10 und 11 für die jeweiligen Gruppen (PBS-Gruppe: durhgezoge-ne Linie; DT-Gruppe: gestrihelte Linie) gegen den kumulativen Anteil an Proben, die einen bestimmten Wertdarstellen, aufgetragen. Der maximale Abstand zweier Kurven (D) ist hier rot eingezeihnet.



3 Ergebnisse 162Die Berehnung der Signi�kanzen der Verteilungen der viralen Load erfolgte durh den KS-Test. Der KS-Test gibt an, ob die zugrunde liegenden Verteilungen zweier Datensätze gleih sind,unabhängig davon, ob eine Normalverteilung vorliegt. Zusätzlih werden, wie in den Abb. 3.49-Cund Abb. 3.50-C zu sehen ist, die Daten graphish dargestellt, um die Verteilung der Datensätzebesser interpretieren zu können. Hierbei werden auf der X-Ahse die Anzahl der viralen Genomepro 1×106 Zellen gegen den kumulativen Anteil der Proben, die einen bestimmten Wert erreihthaben, aufgetragen. Ob zwei Datensätzen die gleihe Verteilung zugrunde liegt, gibt der P-Wertan. Er errehnet sih u.a. durh den maximalen Abstand D, den die Kurven im ComparisonCumulative Fration Plot aufweisen. Ein kleiner P-Wert ergibt sih dabei aus einem groÿenAbstand D. Je kleiner der P-Wert ist, umso gröÿer ist die Wahrsheinlihkeit, dass sih dieVerteilungen der zwei Gruppen untersheiden. Ist der P-Wert <0,05, sind die Verteilungen derzwei Gruppen signi�kant untershiedlih.Analysiert man die beiden Latenz-Versuhe, ergibt sih zwar für den ersten Latenz-Versuh(s. Abb. 3.49-C) auh bereits ein statistish signi�kanter Untershied zwishen den Verteilungender PBS- und der DT-behandelten Tiere mit einem P-Wert von 0,0136, jedoh liegen die beidenGraphen noh diht beieinander. Für den zweiten Latenz-Versuh unter veränderten Versuhs-bedingungen (s. Abb. 3.50-C) zeigt die graphishe Darstellung des KS-Tests einen deutlihgröÿeren Abstand der beiden Graphen für PBS- und DT-behandelte Tiere. Die Berehnung desmaximalen Abstands D ergibt hier einen P-Wert von <0,001, d.h. die Verteilung der beidenGruppen ist mit einer Wahrsheinlihkeit von <0,001 gleih und maht nohmal die signi�kanteSenkung der latenten Genome durh die optimierte DT-Behandlung im zweiten Latenz-Versuhdeutlih.Um siherzustellen, dass die signi�kante Reduktion der viralen DNA-Load ausshieÿlih auf dieDT-Behandlung zurükzuführen ist, wurden folgende Berehnungen durhgeführt. Zum einenwurden die E�zienzen der real-time PCRs zur Quanti�zierung des zellulären pthrp-Gens mitein-ander verglihen. Durh die Berehnung der pthrp-Werte pro 6µg DNA wurde festgestellt, dassdie PCR in beiden Gruppen (PBS- und DT-behandelte Tiere) gleih e�zient war (s. Abb. 3.51-Amit einem P-Wert von P=0,9559) und die quanti�zierten pthrp-Werte wie erwartet (Balthesenet al., 1994) in einem Bereih um 1×106 zelluläre Genome pro 6µg DNA liegen (s. Abb. 3.51-A).Zum anderen wurde in einer zweiten Berehnung festgestellt, dass die Anzahl an quanti�ziertenpthrp-Werten beider Gruppen mit einem P-Wert von P=0,7933 gleih sind (s. Abb. 3.51-B),d.h. es wurden zur Berehnung der viralen DNA-Load die gleihe Anzahl an Zellen verwendetund somit ist die Reduktion der DNA-Load in der DT-Gruppe auf die DT-Behandlung zurükzu-führen. Verdeutliht wurden die gleihen Zellzahlen und die gleihen PCR-E�zienzen wie zuvordurh den KS-Test, der für beide Tests eine hohe Signi�kanz berehnete (s. Abb. 3.51-A und3.51-B jeweils rehts).
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Abb. 3.51: Signi�kanzberehnung der PCR-E�zienz und der eingesetzten DNA-Menge zur Bestimmung der viralen DNA-Load in mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRlatent in�zierten Mäusen nah ahtmaliger DT-Gabe. Gezeigt ist A) die Zahl der zellulärenGenome pro 6µg DNA aus den Lungenstüken 10 und 11, sowie B) die Anzahl der zellulären Genome in einem2µl-Aliquot eluierter DNA aus den gleihen Lungenstüken für PBS- und DT-behandelte Tiere. Die Zahl derzellulären Genome wurde durh pthrp-spezi�she qPCR bestimmt. Die horizontalen Balken geben die geometri-shen Mittel der beiden Gruppen an, der grau unterlegte Bereih das 95% Kon�denzintervall. Zur statistishenSigni�kanzanalyse wurden 32 Lungenstüke aus PBS-behandelten Mäusen (weiÿe Kreise) zur Genomquanti�zie-rung verwendet und 32 Lungenstüke aus DT-behandelten Mäusen (shwarze Kreise). Auf der jeweils rehtenSeite sind die pthrp-Werte graphish als kumulativer Fration Plot im KS-Test dargestellt. Auf der X-Ahse deskumulativen Fration Plots sind die Werte der zellulären Genome (pthrp) für die jeweiligen Gruppen gegen denkumulativen Anteil an Proben, die einen bestimmten Wert darstellen, aufgetragen. Der maximale Abstand derzwei Kurven (D) ist hier rot eingezeihnet. PBS-Gruppe: durhgezogene Linie; DT-Gruppe: gestrihelte Linie.



3 Ergebnisse 1643.8.4 Virusreaktivierung aus Lungenstüken latent in�zierterMäuseInwieweit die DT-Behandlung und die damit verbundene Reduktion der viralen DNA-Load auheinen Ein�uss auf die Reaktivierung des Virus aus Lungenexplantatkulturen hat, wurde eben-falls im zweiten Latenz-Versuh untersuht. Die linke Lunge jedes Tieres (in Abb. 3.52 grünmarkiert) wurde hierzu in sieben Stüke geteilt und die Lungenexplantate sofort in Kulturmedi-um überführt. Über einen Zeitraum von 10 Wohen wurde jede Wohe ein Teil des Überstandesentnommen und die Virusproduktivität durh einen Plaque-Assay bestimmt. Die Versuhsdurh-führung und die Ergebnisse des Plaque-Assays sind in Abb. 3.52 zusammengestellt.

Abb. 3.52: Reaktivierung von mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR aus latent in�ziertenLungenexplantatkulturen nah repetitiver DT-Gabe. BALB/-Mäuse wurden mit 6,5Gy be-strahlt und das Immunsystem anshlieÿend mit 5×106 KMZ der Donor-Mäuse rekonstituiert und die Rezipientenmit 1×105 PFU mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR in�ziert. 10 Monate nah KMT wurden die Mäuse repetitiv mitDT (1×20ng/g und 3×10ng/g Maus i.v.; 4×30ng/g Maus i.p.) oder PBS (i.v./i.p.) behandelt. 72h nah derletzten DT-Gabe wurden die Lungen gespült, entnommen und in 18 Stüke geteilt. Über einen Zeitraum von 10Wohen wurde wöhentlih ein Teil des Überstandes zur Ermittlung der Virusproduktivität mittels Plaque-Assayentnommen. Gezeigt ist die Zahl der tatsählihen Reaktivierungsereignisse in den Lungenstüken 12 bis 18der linken Lunge jedes Tieres (grün dargestellte Lungenstüke), errehnet mit Hilfe der Poisson-Verteilung anpositiven und negativen Lungenstüken eines Individuums über den angegebenen Zeitraum. In diesem Versuhwurden 16 PBS-behandelte Tiere (weiÿe Kreise), und 16 DT-behandelte Tiere (shwarze Kreise) eingesetzt.Die Ergebnisse des Reaktivierungsversuhs (s. Abb. 3.52) zeigen deutlih, dass DT niht nureine Reduktion der latenten viralen Genome verursaht, sondern vielmehr auh zu einer vermin-derten Virusreaktivierung aus den latent in�zierten Lungenstüken nah repetitiver DT-Gabeführt. Es ist wihtig zu erwähnen, dass aufgrund der Poisson-Verteilung von Reaktivierungen in



3 Ergebnisse 165jedem Lungenexplantat eine positive Explantatkultur mehr als ein Reaktivierungsereignis bedeu-ten kann, sodass die gezeigte Anzahl an Reaktivierungsereignissen die tatsählihe Anzahl anpositiven Kulturen übersteigt. Die Ergebnisse der tatsählih positiv getesteten Kulturen sind imAnhang A.5 zu sehen. Für jeden Zeitpunkt wurde hierbei die Zahl an Reaktivierungen durh dieermittelte Zahl an negativen Kulturen f(0) = e−λ, entsprehend der folgenden Formel berehnet(vergleihe Böhm et al., 2009):
ΣF (n) = λ

n
× F (n − 1)3.8.5 Abshätzung der Reaktivierungshäu�gkeit latenter viralerGenome in latent in�zierten LungenUm die Reaktivierungshäu�gkeit latenter viraler Genome in latent in�zierten Zellen in seinerDynamik zu untersuhen, musste die Anzahl an viralen Genomen pro latent in�zierter Zellebestimmt werden. Mit Hilfe dieser Annahme und der ermittelten Reduktion der viralen DNA-Load in DT-behandelten Tieren im Vergleih zu den PBS-behandelten Tieren kann abgeshätztwerden, wie viele Zellen in einem bestimmten Zeitraum MIE-Genexpression aufwiesen.3.8.5.1 Bestimmung der Frequenz latent in�zierter LungenzellenZur Bestimmung der Frequenz latent in�zierter Lungenzellen aus latent in�zierten Tieren wur-den die Lungenzellen isoliert und die daraus aufgereinigte DNA in eine limiting dilution-Titrationeingesetzt. Anhand der negativen Replikate der Verdünnungsreihe kann so die Most ProbableNumber (MPN) und das 95%-Kon�denzintervall latent in�zierter Lungenzellen berehnet wer-den. Die MPN gibt die Anzahl latent in�zierter Lungenzellen pro 1×106 Zellen an. Bei bekannterviraler DNA-Load in der Lunge kann daraus die Anzahl viraler Genome in einer latenten Zelleermittelt werden.Eine Lunge aus latent in�zierten Mäusen wurde entnommen, daraus eine Einzelzellsuspensionhergestellt (s. 2.2.8) und die Zellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf 1×106 Zellen/mleingestellt und in einer log2-Verdünnung titriert. Von jeder Verdünnungsstufe wurden zwölf Re-plikate à 40µl entnommen, d.h. es wurden 2,5×103 Zellen in der kleinsten Verdünnung bzw.312 Zellen in der höhsten Verdünnung verwendet. Aus den jeweiligen Replikaten wurden un-ter Zusatz von 1µg arrier -DNA die DNA isoliert (s. 2.4.4.6) und diese anshlieÿend gefällt(s. 2.4.4.8). Die DNA wurde in 5µl Tris/HCl (pH 8,0) aufgenommen und der komplette Ansatzin eine M55- (gB) spezi�she qPCR (s. 2.4.14) eingesetzt und die Anzahl viraler Genome be-stimmt. Die virale DNA-Load in der Lunge wurde aus Lungenstük 10 und 11 des postkavalenLobus quanti�ziert, welhe im Median 7,862×103 Virusgenome pro 1×106 Zellen betrug. Es



3 Ergebnisse 166wurden hier zwölf Replikate der jeweiligen Verdünnungsstufe von 2,5×103, 1,25×103, 625 und312 Zellen quanti�ziert. Für die Berehnung der MPN wurden alle Ansätze, welhe vor Zyklus40 anstiegen, als positiv gewertet. Es ergibt sih folgende Verteilung negativer Ansätze: 6/12für 312 Zellen, 5/12 für 625 Zellen, 5/12 für 1,25×103 Zellen und 3/12 für 2,5×103 Zellen.Tab. 3.3: Limiting dilution-Quanti�zierung latent in�zierter LungenzellenReplikat 2,5×103Zellen 1,25×103Zellen 625 Zellen 312 Zellen1 1,85×100 2,51×10-2 2,56×100 02 4,57×10-1 1,82×10-1 6,90×10-1 2,393 5,73×100 5,43×100 0 8,92×10-44 1,12×10-3 4,10×10-1 3,08×101 1,97×1005 3,36×10-1 3,01×10-3 3,03×100 2,79×10-26 8,22×10-1 4,46×10-1 1,28×100 4,11×10-27 2,00×100 0 6,01×101 1,37×1008 0 1,82×100 0 1,64×10-19 1,72×100 2,23×100 0 010 0 0 5,52×101 1,04×10011 1,83×10-1 1,82×10-2 0 1,12×10012 4,08×100 2,91×100 0 01 36,81 42,40 35,84 �2 38,20 39,54 37,78 35,983 34,54 34,62 � 47,314 46,90 38,36 32,18 36,265 38,64 45,47 35,60 42,376 37,35 38,24 36,86 41,817 36,06 � 31,20 36,798 � 36,20 � 39,839 36,28 35,91 � �10 � � 31,33 37,1811 39,52 42,87 � 37,0812 35,03 35,52 � �Lungenzellen wurden von 2,5×103 bis 312 Zellen pro Ansatz zu jeweils zwölf Replikaten log2 titriert und dieAnzahl viraler Genome durh M55- (gB) spezi�she qPCR quanti�ziert. Die absoluten Werte der Quanti�zierungaller Replikate pro Titrationsstufe sind oben dargestellt, die korrespondierenden CT-Werte unten. Positive Werte:shwarz; negative Werte: rot.



3 Ergebnisse 167Aus der Anzahl negativer Replikate (in Tab. 3.3 rot markiert) wurde die MPN und deren 95%-Kon�denzintervall latent in�zierter Lungenzellen berehnet (s. Abb. 3.53). Die Berehnung derMPN ergab einen Wert von 1.124, was bedeutet, dass sih eine latent in�zierte Zelle in 1.124Lungenzellen be�ndet, demnah 890 latent in�zierte Zellen in 1×106 Lungenzellen. Das 95%-Kon�denzintervall ergab Grenzen von 743 bis 1.702 Zellen, woraus sih Werte von 588 bis 1.345latent in�zierten Zellen pro 1×106 Lungenzellen errehneten. Mit Hilfe der bekannten DNA-Loadkann durh die Anzahl latent in�zierter Zellen abgeshätzt werden, wie viele virale Genome sih ineiner latent in�zierten Zelle be�nden. Bei einer viralen DNA-Load von 7,862×103 Virusgenomenpro 1×106 Zellen, be�nden sih demnah 9 Virusgenome in einer latent in�zierten Zelle. DieGrenzen des 95%-Kon�denzintervalls ergaben Werte zwishen 6 und 13 latenten Virusgenomenpro Zelle.

Abb. 3.53: Limiting dilution-Titration für isolierte Lungenzellen. Aus der Lunge einer latentin�zierten Maus wurden die Lungenzellen isoliert, auf eine de�nierte Zellzahl eingestellt und log2 titriert. Vonden einzelnen Titrationsstufen wurden jeweils zwölf Replikate angefertigt. Aus den einzelnen Ansätzen wurdedie DNA isoliert und der komplette Ansatz in eine M55- (gB) spezi�she qPCR eingesetzt. Die experimentellbestimmte Anzahl negativer Replikate wurde in die limiting dilution-Berehnung eingesetzt. Dargestellt sind dieTitrationsstufen von 2.500 bis 312 Zellen pro Ansatz. Aus der Verteilung der negativen Werte wurde eine MPNvon 1.124 mit einem 95%-Kon�denzintervall (CI) (grau unterlegt) von 743 bis 1.702 errehnet.3.8.5.2 Berehnung der Reaktivierungshäu�gkeitBeruhend auf den Daten zur Reduktion der viralen DNA-Load und der Bestimmung der An-zahl an viralen Genomen in einer latent in�zierten Zelle, kann eine Abshätzung der MIE-Genexpression während der Latenz getro�en werden. Im ersten Latenz-Versuh konnte im Zeit-raum von 88h die DNA-Load von 4.269 Genomen auf 2.735 Genome pro 1×106 Zellen reduziert



3 Ergebnisse 168werden. Dies entspriht laut der folgenden Formel einer Auslöshungsrate von 0,505% pro Stun-de, vorausgesetzt die Auslöshung der Zellen bzw. die Reduktion der Genome folgt einer fallendenExponentialfunktion.
P (Prozent Auslöshung pro Stunde) = 100 × [1 − ( c(t2)

c(t1)
)

1
(t2−t1) ]t1, Zeitpunkt vor der DT-Behandlung (t=0); t2, Dauer der DT-Behandlung bis zur Organentnahmen [h℄;(t1), virale DNA-Load der PBS-Gruppe; (t2), virale DNA-Load der DT-GruppeFür den zweiten Latenz-Versuh mit veränderten Versuhsbedingungen lässt sih durh die Ab-nahme von 8.097 Genomen auf 3.133 Genome pro 1×106 Zellen in einem Zeitraum von 184h,eine Auslöshungsrate von 0,515% pro Stunde errehnen. Der zweite Versuh mit verändertenVersuhsbedingungen bestätigte durh die gleihe Zerfallsrate die Tendenz des ersten Versuhs.Um die Auslöshung auf die gesamte Lunge hohrehnen zu können, muss berüksihtigt werden,dass sih eine latent in�zierte Zelle in 1.124 Lungenzellen be�ndet, das bedeutet, es be�ndensih 53.381 latent in�zierte Zellen in einer Lunge mit etwa 6×107 Lungenzellen. Dies entsprihtbei 9 Genomen pro latent in�zierter Zelle einer Zahl von 480.429 latenten Genomen.Mit Hilfe der Auslöshungsrate von 0,505% pro Stunde im ersten bzw. 0,515% pro Stundeim zweiten Latenz-Versuh kann berehnet werden, wie viele Genome in einem bestimmtenZeitintervall ausgelösht wurden. In dem getesteten Zeitraum von 184h wurden durhshnittlih1.000 bis 2.500 latente virale Genome pro Stunde ausgelösht, was bei 9 latenten Genomen proZelle ungefähr 110 bis 280 transkriptionell aktiven Zellen entspriht.Shlussfolgerung:Über einen Zeitraum von 184h konnten 61% der latenten viralen Genome ausgelösht werden.Ausgehend von den Ergebnissen der limiting dilution-Titration, die angibt, dass sih ungefähr 9latente virale Genome in einer latent in�zierten Lungenzelle be�nden, bedeutet dies eine Eliminie-rung von 0,515% der Zellen bzw. Genome pro Stunde. Da die Zahl der Reaktivierungsereignisseebenfalls deutlih reduziert werden konnte, zeigt sih eine Korrelation zwishen reduzierter viralerDNA-Load in der Lunge und einer verminderten Virusreaktivierung aus den Lungenstüken.
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Kapitel 4
Diskussion

Bei immunsupprimierten Personen, beispielweise bei Empfängern von Organtransplantaten oderAIDS-Patienten, spielt die Reaktivierung von CMV aus der Latenz eine wesentlihe Rolle, dadiese zum Tod der Patienten führen kann. Wie gezeigt werden konnte, werden während dermCMV-Latenz die Transkriptionseinheiten ie1/3 und ie2 des bidirektionalen Genpaars stohas-tish und voneinander unabhängig exprimiert (Grzimek et al., 2001). Durh RT-qPCR konntegezeigt werden, dass die point prevalene, also der Anteil exprimierender Genome an der Ge-samtheit der latenten Genome, zu einem bestimmten Zeitpunkt sehr gering ist. Die Zahl wirdauf ungefähr 10 bis 20 exprimierende Genome pro 1×106 latente Genomen festgelegt (Kurz etal., 1999; Grzimek et al., 2001; Simon et al., 2005; zur Übersiht: Reddehase et al., 2008). DieExpression dieser wenigen latenten Genome führt jedoh zur Expansion von IE1-spezi�shen CD8T-Zellen. Aufgrund dessen wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein wesentlih gröÿerer Anteilan Genomen MIE-Gene exprimieren muss, auh wenn dies niht gleihzeitig zu jedem Momentgeshieht, aber in einem bestimmten Zeitintervall. In der vorliegenden Arbeit soll daher erstmalsmit Hilfe der konditionalen Depletion von mCMV die Zahl der Reaktivierungsereignisse aus derLatenz in einem bestimmten Zeitraum abgeshätzt werden. Dies erforderte die Herstellung einesrekombinanten Virus, mit welhem man die Anzahl an viralen Genomen sowohl während einerakuten Infektion, als auh während der Latenz, konditional und selektiv auslöshen kann.4.1 Insertion des simian DTR-Gens in das mCMV-GenomUm Virusmutanten mit einer Genomgröÿe von mehr als 100kbp herstellen zu können, wurde aufdie Methode der Zwei-Shritt BAC-Mutagenese zurükgegri�en (Messerle et al., 1997; Borst etal., 1999; Wagner et al., 1999). Diese Methode beruht auf dem Prinzip der homologen Rekom-bination von BAC-Plasmiden, die das CMV-Genom beinhalten, und einem shuttle-Plasmid, das



4 Diskussion 170die Mutation in der entsprehenden Genregion enthält. Nah der Mutagenese der BAC-Plasmidewerden permissive Zellen mit der BAC-DNA trans�ziert und die BAC-Vektorsequenzen oder Se-lektionsmarker im Laufe der Virusrekonstitution entfernt.In dieser Arbeit sollte mit Hilfe der Zwei-Shritt BAC-Mutagenese das Gen für den simian DTRunter die Kontrolle des ie2 -Promotors gebraht werden. Das ie2 -Gen wurde hierfür als idealerIntegrationsort ausgewählt, da es sowohl in der akuten Phase der Infektion, als auh währendder Latenz exprimiert wird. Die Transkriptionseinheit ie1/3 wird zwar ebenfalls während derLatenz sporadish exprimiert, jedoh gibt es mehrere Nahteile bei der Insertion des DTR-Gensin diese Genregion. Zum einen wird die Transkriptionseinheit di�erentiell gespleiÿt, wodurh zweiGenprodukte entstehen, demzufolge der DTR niht jedesmal exprimiert werden würde, wenn derPromotor aktiv ist. Zum anderen könnte es sein, dass durh die Insertion des DTR-Gens dieTranskriptionseinheit niht mehr rihtig gespleiÿt werden könnte. Hinzu kommt, dass das IE1-Protein eine Transaktivatorfunktion für zelluläre Gene und IE3 ein essentieller Transaktivator fürdie nahgeshaltete E-Genexpression ist. Würde der DTR statt IE3 exprimiert werden, könntedas Virus in der Phase der akuten Infektion niht mehr replizieren. Zu beahten ist auh, dassin der Regel während der Latenz kein Spliing zum IE3 statt�ndet, also auh an dessen Stellekeine DTR-Transkripte detektierbar sein würden. Da das ie2 -Gen dagegen niht essentiell ist(Cardin et al., 1995; Messerle et al., 1992), sollte die Virusreplikation der DTR-Rekombinantenniht beein�usst werden. Dass ein Rezeptor für das DT zur Insertion in den MIE-Lokus zurspäteren Depletion der Zellen gewählt wurde, hat zwei Gründe. Zum einen sind Maus-Zellenniht suszeptibel für das Toxin, da einige AS-Austaushe in der DT-bindenden Region des DTRdie e�ektive Anheftung des DT und somit seine Wirkung verhindern (Eidels, 1983; Stenmarket al., 1988; Iwamoto und Mekada, 2000). Zum zweiten ist DT ein sehr starkes Toxin. Bereitsein Molekül in der Zelle reiht aus, um diese durh Apoptose auszulöshen (Yamaizumi et al.,1978).Mit Hilfe der BAC-Mutagenese konnten demnah drei Virusmutanten hergestellt werden, die inBAC-freiem Zustand vorliegen:1. mCMV_∆IE2DTR2. mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR3. mCMV_∆IE2DTR-HAIst der MIE-Lokus, und somit auh der ie2 -Promotor, aktiv, sollte das DTR-Gen exprimiertund das DTR-Protein an der Ober�ähe der mit den DTR-Rekombinanten in�zierten Zellenpräsentiert werden. Diese sollten somit suszeptibel für das DT werden.



4 Diskussion 1714.2 Der DTR wird unter IE-Bedingungen exprimiertZu Beginn der Versuhe zur konditionalen Depletion von mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellenwussten wir niht, wie lange das DT in Zellkultur stabil ist. Um auszushlieÿen, dass das DTbereits niht mehr funktional ist, sobald der DTR an der Zellober�ähe ist, mussten Versuheklären, zu welhem Zeitpunkt das DTR-Protein exprimiert wird, um die DT-Gabe daraufhinabzustimmen. Zur Detektion des DTR-Proteins wurden vershiedene Western Blot-Analysendurhgeführt. Zellen wurden mit der mCMV_∆IE2DTR-Rekombinanten in�ziert und zu unter-shiedlihen Zeitpunkten nah der Infektion geerntet. Der Nahweis des DTR mit α-DTR Akzeigte, dass spätestens 4h nah der Infektion das DTR-Protein vorliegt. Durh die hohe Se-quenzhomologie zum simian DTR konnte zwar das DTR-Protein mit dem humanen DTR-Akdetektiert werden, jedoh bestehen zu dem simian DTR strukturelle Untershiede, die die Ak-Bindung shwähen, wodurh der Ak weniger spezi�sh an das Protein bindet. Aufgrund dessenwurde der Versuh mit einer DTR-HA-getagten Rekombinanten wiederholt. Durh die Detek-tion des HA-tags am C-terminalen Ende des DTR-Proteins mit dem spezi�shen α-HA mAkkonnte der DTR bereits 2h nah der Infektion nahgewiesen werden, was wiederum die geringeSpezi�tät des humanen α-DTR Ak bestätigte. Ob sih der DTR zu diesem Zeitpunkt shon ander Zellober�ähe be�ndet, konnte mit diesem Versuh leider niht veri�ziert werden, da für dieWestern-Blot Analysen Gesamtzellprotein verwendet wurde.Um in folgenden Versuhen ebenfalls latente virale Genome auslöshen zu können, ist es es-sentiell, dass der DTR unter IE-Bedingungen exprimiert wird, da während der Latenz nur dieGene des MIE-Lokus transktiptionell aktiv sind. Durh die Detektion des DTR unter Versuhs-bedingungen, die ausshlieÿlih die Transkription der ie-Gene erlauben, konnte gezeigt werden,dass der DTR in vitro unter IE-Bedingungen exprimiert wird. Es ist somit eine Grundvoraus-setzung dafür gesha�en, dass auh während der Latenz der DTR IE exprimiert wird.Um die Bildung eines DTR-IE2-Fusionsproteins auszushlieÿen, das eventuell die Funktion desDTR durh eine veränderte Konformation beeinträhtigen könnte, wurde ein Stop-Codon hin-ter das DTR-Gen kloniert. Zellen wurden mit den vershiedenen Rekombinanten unter IE-Bedingungen in�ziert. Durh die Ak-Markierung des IE2-Proteins mit dem α-IE2 Ak konnteweder ein IE2-Protein, noh ein Fusionsprotein von DTR und IE2 nahgewiesen werden.



4 Diskussion 1724.3 Insertion des simian DTR-Gens in das mCMV-Genom hatkeine Auswirkungen auf die virale Replikation in vitro und invivoEine Mutation des mCMV-Genoms, v.a. die Insertion ganzer Gene, birgt immer die Gefahr, dassdie Virusreplikation beein�usst wird. Die Mutante pSM3frdie3::GFP+ z.B. ist in ihrem Wahs-tum durh die Insertion des egfp-Gens in das ie2 -Gen attenuiert (Angulo et al., 2000). Da in derRekombinanten mCMV_∆IE2DTR ausgeshlossen wurde, dass sih ein DTR-IE2-Fusionsproteinbildet und auh kein IE2 mehr nahgewiesen werden konnte, galt es zu kontrollieren, ob die In-sertion des DTR-Gens und das damit verbundene Fehlen des IE2-Proteins, Auswirkungen aufdie mCMV-Replikation in vitro und in vivo hat, bzw. auf die Infektiosität des Virus.Die Infektiosität der Viren wurde durh das Genom-zu-PFU-Verhältnis ermittelt. Für diein dieser Arbeit verwendeten Viren mCMV_∆IE2DTR, mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR undmCMV_∆IE2DTR-HA konnte gezeigt werden, dass diese ein nahezu gleihes Genom-zu-PFU-Verhältnis wie mCMV-WT.BAC und mCMV-WT.Smith von ungefähr 500:1 besitzen, demnahdieselbe Anzahl an viralen Genomen benötigen, um ein infektiöses, Plaque-bildendes Ereignis(PFU) zu verursahen. Da die rekombinanten Viren in einem Bereih von 480:1 bis 890:1 liegen,wurde das von Kurz et al. (1997) beshriebene Genom-zu-PFU-Verhältnis für mCMV bestätigt.Die Bestimmung des Genom-zu-PFU-Verhältnisses erfolgte mittels qPCR unter Berüksihti-gung des jeweiligen Virustiters.Auh wenn das Genom-zu-PFU-Verhältnis der rekombinanten Viren vergleihbar zum mCMV-WT.BAC ist, muss die in vitro- und die in vivo-Replikation der Viren kontrolliert werden, umeine Beeinträhtigung bzw. Attenuierung der Replikation auszushlieÿen. Die Ergebnisse der Re-plikationskinetik haben gezeigt, dass alle generierten DTR-Rekombinanten sowohl in vitro inpermissiven Fibroblasten, als auh in vivo in murinen Hepatoyten gleih dem mCMV-WT.BACreplizieren und keine Attenuierung des Virus durh die Insertion des DTR-Gens vorliegt. Auhin Lunge, Milz und Speiheldrüse zeigen die rekombinanten Viren vergleihbare Verdopplungs-zeiten, sowohl durh die gemessenen Virustiter der getesteten Organe, als auh durh die viraleDNA-Load der Organe der jeweiligen Virusgruppen. Dieses Ergebnis ist essentiell für die fol-genden Versuhe in mCMV_∆IE2DTR in�zierten Tieren, da später die Abnahme an viralenGenomen in den DTR-Rekombinanten durh DT mit der DNA-Load des mCMV-WT.BAC inder akuten Infektion verglihen werden sollte. Weiterhin ist es wihtig zu zeigen, dass sih dieRekombinanten wie der mCMV-WT.BAC verhalten, um die Latenz-Versuhe, die mit der Re-kombinanten mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR durhgeführt werden, auf die Eigenshaften einerlatenten mCMV-WT.BAC-Infektion übertragen zu können.



4 Diskussion 1734.4 Dosis-abhängige Inhibition der Virusreplikation durh DT invitroDie Expression des DTR-Proteins in der mCMV-Rekombinante wurde in mehreren unabhängi-gen Versuhen bestätigt. Um nun die Funktionalität des DTR zu veri�zieren, musste zuerst eineNahweismethode gefunden werden. Da DT die Proteinsynthese, und somit auh die Virusre-plikation hemmt, sollte die Funktionalität durh die blokierte Virusreplikation nahgewiesenwerden. Dafür bedarf es jedoh einer DT-Konzentration, die zwar die Replikation der Viren be-einträhtigt, jedoh niht toxish für die Indikatorzellen ist. Die mit den DTR-Rekombinantenbzw. dem mCMV-WT.BAC in�zierten MEF wurden 6h nah der Infektion mit vershiedenenDT-Konzentrationen behandelt. Ausgehend von den Arbeiten von Chang et al. (1989), die zei-gen konnten, dass 50% der Proteinsynthese in humanen U937 Zellen, die den humanen DTRenthalten, durh 7,5ng/ml DT gehemmt werden konnte, wählten wir in der vorliegenden Arbeiteinen Konzentrationsbereih von 0,01ng/ml bis 1000ng/ml DT.Die Dosis-abhängige Inhibition der Proteinsynthese der in dieser Arbeit verwendeten MEF nahInfektion mit den Rekombinanten wurde zu zwei Zeitpunkten nah der DT-Gabe kontrolliert.Dazu wurden die Zellen zu einem Zeitpunkt vor der Virusreplikation (12h nah der Infektion)und zu einem Zeitpunkt nah der Virusreplikation (24h nah der Infektion) geerntet und die Zahlder viralen Genome in den in�zierten Zellen quanti�ziert. Erst ab einer DT-Konzentration von100ng/ml konnte in allen getesteten Rekombinanten die Virusreplikation komplett verhindertwerden. Eine Erhöhung der DT-Konzentration auf 1000ng/ml konnte den hemmenden E�ektdes DT auf die Virusreplikation von mCMV_∆IE2DTR und mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR nihtverstärken.Die Ergebnisse zur Ermittlung der optimalen DT-Konzentration in vitro haben gezeigt, dassdie virale DNA-Load bei einer DT-Konzentration von 10ng/ml um die Hälfte reduziert werdenkonnte und die virale Replikation in murinen Fibroblasten durh eine DT-Konzentration von100ng/ml völlig gehemmt werden konnte. Dieses Ergebnis bestätigte die Arbeiten von Changund seinen Kollegen (1989), die in einer humanen Zelllinie zeigen konnten, dass 50% der Pro-teinsynthese bei 7,5ng/ml gehemmt werden. Wie erwartet zeigt die optimale DT-Konzentrationzur Inhibierung der Proteinsynthese von murinen Zellen, die den simian DTR exprimieren, undhumanen Zellen eine groÿe Übereinstimmung, da die Sequenzen des DTR-Gens in A�en undMenshen groÿe Homologie aufweisen (Higashiyama, 1992) und somit die damit verbundeneDT-A�nität des DTR gleih stark ist. Da Mäuse resistent gegen das DT sind (Middlebrook undDorland, 1977), hatte das DT wie erwartet keinen Einluss auf mCMV-WT.BAC in�zierte Zellen.Vero-Zellen, die den simian DTR exprimieren, sind in ihrer A�nität zu DT vergleihbar mit denin dieser Arbeit mCMV_∆IE2DTR in�zierten MEF, die durh die Virusinfektion ebenfalls den



4 Diskussion 174simian DTR an der Ober�ähe präsentieren. Vero-Zellen weisen eine IC50 für DT von 4ng/ml auf,das heiÿt bei dieser Konzentration werden 50% der Proteinsynthese gehemmt. Naglih und Kol-legen (1992) dagegen bestimmten die IC50 für murine L-M-Zellen auf 1×104ng/ml. Sie sind denmCMV-WT.BAC in�zierten Zellen gleihzusetzen, da beide Zelltypen ausshlieÿlih den murinenDTR exprimieren. Dies bedeutet, dass bei Mäusen eine wesentlih höhere DT-Konzentration zurHemmung der Proteinsynthese benötigt wird als bei A�en und die WT in�zierten MEF nihtdurh das Toxin ausgelösht werden können. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar niht dieIC50 für DT auf Proteinebene ermittelt, jedoh stimmt die IC50 von etwa 10ng/ml DT auf derEbene der viralen DNA-Replikation sehr gut mit der IC50 von Vero-Zellen mit 4ng/ml DT undder IC50 von humanen Zellen mit 7,5ng/ml überein.Zum Zeitpunkt der Versuhsdurhführung war lediglih bekannt, welhe Halbwertszeit DT in derZelle aufweist. Yamaizumi und Kollegen (1982) inkubierten Maus L-Zellen mit 125I-gelabeltemDT und lysierten die Zellen zu vershiedenen Zeitpunkten nah DT-Gabe, um das Cytoplasmavom Kern zu trennen und die Radioaktivität im Cytoplasma zu untersuhen. Die Menge an Ra-dioaktivität für Fragment A hatte sih im Laufe der Inkubation nur wenig verändert, wohingegendie Radioaktivität des B-Fragments rapide mit einer Halbwertszeit von 2h bis 5h abnahm. Nah16h Inkubation waren nur noh Spuren an Radioaktivität detektierbar (Yamaizumi et al., 1982).Da wir das DT jedoh in Kulturmedium zu den Zellen geben und niht klar war, wie lange dasDT in Kulturmedium stabil ist, wurde das DT zur Bestimmung der optimalen DT-Konzentrationin vitro 6h nah der Infektion zu den Zellen gegeben, um siher zu gehen, dass der DTR bereitsan der Zellober�ähe präsentiert wird, sobald das DT ins Medium gegeben wird.Um für spätere Versuhe die DT-Stabilität in Kulturmedium zu überprüfen, wurden in dieserArbeit MEF mit der Virusrekombinanten mCMV_∆IE2DTR in�ziert und zum Zeitpunkt derInfektion DT zu den Zellen gegeben, das zuvor untershiedlih lange in Kulturmedium bei 37°Cvorinkubiert wurde. 24h nah der Infektion und DT-Gabe wurde die Virusreplikation gemessen.Wie durh diesen Versuh gezeigt werden konnte, ist das DT in Kulturmedium selbst nah 24hVorinkubation bei 37°C stabil und verhindert die Virusreplikation der DTR-Mutanten und istdemnah funktionell. Für alle weiteren Zellkulturversuhe wurde das DT daraufhin direkt zumZeitpunkt der Infektion zu den Zellen verabreiht.4.5 DT inhibiert die Proteinsynthese und die Zelle stirbt einenapoptotishen TodDie Wirkung des DT beruht auf der Inhibierung des EF2 und verhindert dadurh die Translation(Collier, 1975; Chung und Collier, 1977). Da jedoh im viralen System einige Proteine, wie bei-spielsweise das IE3-Protein, als Transaktivator funktionieren (Messerle et al., 1992), bzw. wie



4 Diskussion 175pp71 bei hCMV (Moarski et al., 1996) als autoregulatorishe Proteine gelten, war es wihtig, dieAuswirkungen der DT-Gabe auh auf die virale Transkription zu untersuhen. Für die Transkrip-tanalyse wurden MEF in�ziert, wie zuvor direkt mit der Infektion mit 100ng/ml DT behandeltund zu vershiedenen Zeitpunkten die RNA aus den Zellen isoliert. Für das IE1 -Transkript warzu allen getesteten Zeitpunkten kein Untershied in der Anzahl der Transkripte im Vergleihzwishen DT-behandelten und DT-unbehandelten Zellen zu sehen. Das DT hat demnah keinenEin�uss auf die IE -Transkription. Im Western Blot ist dagegen 8h und 24h nah der Infektionund DT-Gabe eine etwas shwähere Bande für IE1 detektierbar als ohne DT-Behandlung. Dieskönnte darauf hinweisen, dass zu diesem Zeitpunkt die Hemmung der Proteinsynthese durh dieBlokade des EF2 shon begonnen hat. Da es jedoh einige Zeit benötigt, bis der DTR an derOber�ähe in�zierter Zellen präsentiert wird und erst dann DT in die Zelle eindringen kann, istzu frühen Zeitpunkten shon viel IE1-Protein hergestellt worden, welhes im Western Blot nah-gewiesen werden kann. Der Rükgang der IE1-Proteinmenge 24h nah der Infektion sowohl inDT-behandelten, als auh in DT-unbehandeleten Zellen, ist auf das Verhältnis von in�zierten zuniht in�zierten Zellen zurükzuführen. Je weiter die Infektion fortshreitet, umso mehr in�zierteZellen lösen sih von der Kulturplatte ab und gelangen in den Überstand, der bei der Präparationder Zelllysate für den Western Blot abgesaugt wird. Es be�nden sih somit weniger in�zierteZellen, die IE1-Proteine bilden, im Lysat und die e�ektive Menge an IE1-Protein im Verhältniszu den restlihen zellulären Proteinen nimmt ab. Da für die Western Blot-Analysen de�nierteMengen an Gesamtzellprotein eingesetzt werden, verringert sih die Menge an detektierbaremIE1-Protein. Dies bedeutet aber gleihzeitig, dass der Untershied der IE1-Proteinmenge 24hnah der Infektion zwishen DT-unbehandelten und DT-behandelten Zellen deutlih gröÿer seinmuss, als durh den Western Blot gezeigt wurde. DT-behandelte Zellen kugeln sih 24h nahder Infektion niht ab, gehen niht in den Überstand und verändern dadurh niht das Verhält-nis zwishen in�zierten und niht in�zierten Zellen. Bei allen weiteren getesteten Transkripten(E1, m164, M55 (gB) und M86 (MCP)) ist analog zu den IE1 -Transkripten 4h und 8h nahder Infektion kein Untershied zwishen DT-behandelten und DT-unbehandelten Zellen in derTranskriptmenge zu beobahten. Je später die Transkripte jedoh in der Expressionskaskadetranskribiert wurden, umso mehr nahm die Zahl der Transkripte durh die DT-Behandlung ab.Diese Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen der Western Blot-Analyse. Werden keine bzw.weniger IE-Proteine hergestellt, kommt es zu einer geringeren Transaktivierung nahgeshalteterGene, was die Zahl der Transkripte für E1 und m164 reduziert. Da die Gene bei mCMV kaska-denartig reguliert sind und die L-Gene nah den E-Genen transkribiert werden, kann dies durhdie Hemmung der Translation mögliher e-Transaktivatoren zu einer geringeren Transkriptionder L-Gene führen. Die wenigen transkribierten L-Transkripte können jedoh durh die DT-Behandlung niht mehr translatiert werden, wodurh im Western Blot keine M55- (gB) bzw.M86- (MCP) Proteine mehr detektiert werden können. Dies hat zur Folge, dass die Viren niht



4 Diskussion 176mehr replizieren können. Es konnte somit bestätigt werden, dass das DT ausshlieÿlih einedirekte Wirkung auf die Proteinsynthese hat und die Transkription nur indirekt bei den spätenTranskripten durh die kaskadenartige Genexpression negativ beein�usst wird.Dass durh die DT-Behandlung niht nur die Proteinsynthese der Zelle blokiert wird, sondernauh die virale Proteinsynthese ebenfalls durh DT inhibiert wird, konnte durh die WesternBlot-Analysen in dieser Arbeit eindeutig gezeigt werden. Wihtige Strukturproteine wie M55(gB) und M86 (MCP) wurden niht mehr exprimiert und die Bildung neuer Viren wurde ver-hindert. Wihtig ist es zudem zu beweisen, dass die Zelle in Apoptose geht. Morimoto undBonavida (1992) konnten durh DNA-Fragmentierung und Zelllyse zeigen, dass durh DT nihtnur die Hemmung der Proteinsynthese, sondern auh Apoptose induziert wird, wenngleih dergenaue Mehanismus noh niht geklärt werden konnte. Für die folgenden Latenz-Versuhe istes essentiell, dass die Zelle in Apoptose geht und niht nur die Proteinsynthese gehemmt wird.Nur wenn eine transkriptionell aktive Zelle während der Latenz den DTR präsentiert und durhdie DT-Gabe apoptotish wird, kommt es zu einem Verlust an latenten viralen Genomen und diereduzierte Anzahl der latenten Genome nah der DT-Behandlung kann mit der Anzahl an viralenGenomen der PBS-behandelten Tiere verglihen werden. Ob die mCMV_∆IE2DTR in�zierteZelle tatsählih durh die DT-Applikation in Apoptose geht, sollte durh mikroskopishe Auf-nahmen und einer FACS-Analyse geklärt werden. In humanen U937 Zellen wird eine lag-Phasevon etwa 6h nah der ersten DT-Gabe beobahtet, bevor erste Zeihen der Apoptose, z.B. dieDNA-Fragmentierung, sihtbar werden. Weitere 10h bis 15h werden benötigt, bis die Cytolyse derZellen beobahtet werden kann (Chang et al., 1989). Durh die in der vorliegenden Arbeit gezeig-ten mikroskopishen Aufnahmen von mCMV_∆IE2DTR in�zierten MEF nah DT-Behandlung,konnten erste Anzeihen einer Apoptose, die sih durh das Shrumpfen des Cytoplasmas unddie Kontraktion der Plasmamembran bemerkbar mahten, erstmals 25h bis 30h nah der Infek-tion und DT-Gabe beobahtet werden. Geht man davon aus, dass mCMV_∆IE2DTR etwa 5hbenötigt, um den DTR an der Zellober�ähe zu präsentieren, erfolgt die Apoptoseinduktion indem gezeigten viralen System mit gleiher Kinetik im Vergleih zu humanen U937 Zellen. Zu frü-heren Zeitpunkten der DT-Inkubation, bis 25h nah der DT-Gabe, sind in den mikroskopishenAufnahmen keinerlei Zellabkugelung, welhe nah einer WT-Infektion normalerweise auftreten,zu beobahten. Das Virus kann durh die Hemmung der Proteinsynthese niht mehr replizierenund keine Nahbarzellen in�zieren, wodurh es zu keiner Plaquebildung kommt und die Zelle vordem Virus geshützt zu sein sheint. Um die morphologishen Veränderungen der apoptotishenZellen durh die DT-Behandlung auh physiologish bestätigen zu können, wurden Zellen nah45h DT-Inkubation im FACS analysiert. Während mCMV-WT.BAC in�zierte Zellen mit undohne DT-Behandlung, sowie mCMV_∆IE2DTR in�zierte Zellen ohne DT-Behandlung lediglih3% bis 5% apoptotishe Zellen aufwiesen, konnten in mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen nahDT-Behandlung ungefähr 24% apoptotishe Zellen detektiert werden. Obwohl nur 1/4 der DT-



4 Diskussion 177behandelten mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen als apoptotish erkannt wurden, lassen sihdurh die FACS-Analysen die Ergebnisse der mikroskopishen Aufnahmen bestätigen. Demnahführt die DT-Behandlung ausshlieÿlih in mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen zur Apoptose,mCMV-WT.BAC in�zierte Zellen können durh 100ng/ml DT niht ausgelösht werden. Für dieDetektion der apoptotishen Zellen in der FACS-Analyse wurde ein Zeitpunkt gewählt, zu demdie Zellen in den mikroskopishen Aufnahmen eindeutige Merkmale der Apoptose aufwiesen. DasZeitfenster, in dem die pathophysiologishen Veränderungen der apoptotishen Zellen durh dieFärbung mit Annexin am besten markiert werden können, ist jedoh wahrsheinlih sehr vielgröÿer. Werden die Zellen zu früh mit Annexin gefärbt, könnte es sein, dass die pathophysiologi-shen Veränderungen der Membran noh niht in allen Zellen stattgefunden haben und folglihniht alle Zellen im FACS erkannt wurden. Färbt man die Zellen zu spät, könnten bereits vieleZellen tot und lysiert sein, wodurh sie bei der FACS-Messung niht mehr sihtbar sind. Die hierangegebenen Anteile an apoptotishen mCMV_∆IE2DTR in�zierten Zellen spiegeln somit nureinen Bruhteil der durh DT in Apoptose geführten Zellen wieder.4.6 Wahl der optimalen Injektionsroute für DT bei akutin�zierten TierenBei der Applikation von Substanzen in Tiere ist die Route der Injektion sehr stark von derViskosität, der Konzentration, der Sterilität und der Toxizität abhängig (Nebendahl, 2000). All-gemein kann man sagen, dass die i.v. Injektion am shnellsten die injizierten Sto�e im Körperverteilt, gefolgt von der i.p. und i.m. Injektion (Wolfensohn und Lloyd, 1994; Waynforth undFleknell, 1992). Jede Injektionstehnik hat dennoh ihre Vor- und Nahteile, aufgrund dessendie Injektionstehniken für die jeweiligen Versuhe abgestimmt werden sollten. Die am meistenverbreitete Injektionstehnik ist die i.p. Injektion, da sie einfah zu erlernen ist und eine Ab-sorption der Sto�e über einen längeren Zeitraum ermögliht. Die Absorptionsrate ist jedoh imVergleih zu einer i.v. Injektion nur 1/2 bis 1/4 so shnell (Woodard, 1965). Weiterhin bestehtdie Gefahr, dass das Gewebe sensitiv auf reizende Sto�e reagiert und eine geringe Toleranzgegenüber Lösungen mit einem niht physiologishen pH-Wert gegeben ist. Niht limitierendist dagegen das Injektionsvolumen. Bei einer i.p. Injektion können reht groÿe Volumina ver-abreiht werden. Die i.v. Injektion ist im Gegensatz zur i.p. Injektion relativ unabhängig vompH-Wert der Lösung und selbst reizende Substanzen oder hohkonzentrierte Lösungen könneni.v. injiziert werden. Präparate, die vom Verdauungsapparat shwer absorbiert werden, könnenauh i.v. verabreiht werden. Ein groÿer Nahteil bei der i.v. Injektion besteht jedoh darin, dassbei mehrfaher Venenpunktion und Injektion von Substanzen die Venen beshädigt werden oderverstopfen (Nebendahl, 2000). Die am wengisten verbreitete Tehnik bei der Maus ist die i.m.Injektion, da deren Muskeln sehr klein sind und maximal 50µl injiziert werden können. Ein weite-



4 Diskussion 178rer sehr wihtiger Aspekt bei der rihtigen Wahl der Injektionsroute ist die Frage, welhes Organman durh die Injektion einer Substanz erreihen will. Kulu und Kollegen (2009) untersuhtendie Verteilung einer HSV-1 Mutante im Körper nah dreimaliger i.v. bzw. i.p. Virusapplikation.48h nah der letzten Virusinfektion wurde die HSV-1-Verteilung in Lunge, Leber, Milz und Herzdurh PCR bestimmt. Die i.p. Virusapplikation hatte eine wesentlih begrenztere systemisheVerteilung im Körper zur Folge mit einer geringeren Frequenz der Virusdetektion in Niere, Lungeund Herz im Vergleih zu einer i.v. Applikation. Diese begrenzte i.p. Verteilung der Viren imKörper, im Vergleih zu einer i.v. Applikation, wurde begleitet durh eine geringere Toxizitätund einer höheren LD50 von > 1 × 108 PFU i.p. im Vergleih zu 1 × 107 PFU i.v.. Niht nurdie Dissemination von Viren, sondern auh die Aktivität von DT hängt von der Injektionsrouteab. Die Inhibierung der Proteinsynthese durh eine i.v. bzw. i.m. Injektion von DT wurde durhBonventre und Saelinger bereits 1972 im Meershweinhen untersuht. Dabei wurde der Einbauvon 3H-Leuin bei der de novo-Synthese von Proteinen gemessen. Sie stellten fest, dass dieHemmung der Proteinsynthese nah i.m. Injektion von DT auf das Muskelgewebe, z.B. Herzund Skelettmuskulatur, begrenzt war und niht-Muskelgewebe in Bezug auf die Proteinsyntheseniht verändert war. Eine i.v. DT-Gabe dagegen hatte auh in niht-Muskelzellen eine wesentlihgeneralisiertere Inhibierung der Proteinsynthese zur Folge. Bezogen auf Muskelzellen verursahteeine i.v. DT-Injektion eine stärkere Hemmung der Proteinsynthese als eine i.m. Injektion der glei-hen DT-Konzentration. Bemerkenswert war auh, dass Meershweinhen keine Inhibierung derProteinsynthese in der Lunge nah i.m. DT-Injektion aufwiesen. In unseren Versuhen bei akutin�zierten Tieren wollen wir die Auswirkungen der DT-Behandlung in Leber, Milz, Pfote und v.a.der Lunge, im Hinblik auf die späteren Latenz-Versuhe, untersuhen. Da, wie bei Bonventreund Saelinger (1972) gezeigt werden konnte, eine i.m. DT-Injektion die Proteinsynthese in derLunge niht hemmen konnte, wurde die i.m. Injektion direkt ausgeshlossen. Obwohl bei eineri.p. Injektion das DT zwar wesentlih begrenzter im Körper verteilt wird, war die i.p. Injekti-onstehnik die erste Wahl, da somit das DT zwar langsamer als i.v. im Körper verteilt wurde,dafür über einen längeren Zeitraum absorbiert werden konnte. Neben der i.p. Injektion wurdedie i.v. Injektion zum Vergleih als Injektionsroute gewählt. Sowohl i.p., als auh i.v. wurdenjeweils 50ng DT/g Maus einmalig an vershiedenen Tagen nah der Infektion verabreiht. Wiein den in vitro-Versuhen orientierten wir uns bei der Wahl der DT-Konzentration an Arbeits-gruppen, die bereits DT zur Auslöshung von Zellen in anderen Systemen verwendet haben.Saito und Kollegen (2001) verwendeten transgene Mäuse, die spezi�sh das Gen für den huma-nen DTR unter der Kontrolle des Maus-Albumin enhaner/promoters exprimieren. Es wurdenHepatoyten als Target-Zelltyp verwendet, da Hepatoytenshäden in vivo durh die Messungder Aspartat Aminotransferase (AST) und Alanin Aminotransferase (ALT) Aktivität im Serumund histologish in Lebershnitten leiht überwaht werden können. Eine i.m. Injektion von 5ngDT/g Maus verursahte ein shnelles Ansteigen des AST- und ALT-Levels im Serum 12h nah



4 Diskussion 179der Injektion. In niht transgenen Mäusen blieb zum einen die AST- und ALT-Aktivität auf demnormalen Level, selbst nah einer Injektion von 50ng DT/g Maus. Zum anderen wurde keinHepatoyten-spezi�sher Zelltod beobahtet. Da es sih bei dem von Saito und Kollegen (2001)verwendeten System um eine konstitutive Expression des humanen DTR handelt und der simianDTR dagegen in dieser Arbeit durh die Virusinfektion exprimiert wird, wählten wir sowohl fürdie i.p., als auh für die i.v. DT-Behandlung akut in�zierter Tiere die höhste von Saito undKollegen (2001) verwendete DT-Konzentration von 50ng/g Maus. Die in der vorliegenden Arbeitvorgestellten Daten von akut mCMV_∆IE2DTR in�zierten Mäusen haben gezeigt, dass naheiner i.p. DT-Gabe von 50ng/g Maus ausshlieÿlih an Tag 0 (6h nah der Infektion) die Zahlder viralen Genome in allen getesteten Organen reduziert werden konnte. Eine DT-Injektion zuspäteren Zeitpunkten konnte keine detektierbare Reduktion der viralen DNA-Load verursahen.Eine einmalige i.v. DT-Gabe von 50ng/g Maus hatte dagegen bis Tag 3 als Injektionszeitpunkteine Wirkung auf die DNA-Load in allen Organen, wobei bei der DT-Gabe 6h nah der i.v. In-jektion der stärkste E�ekt zu sehen war. Ein mögliher Grund dafür, dass eine i.p. DT-Gabe nur6h nah der Infektion und später keine meÿbare Reduktion der viralen DNA-Load verursahenkonnte, ist, dass das DT zu spät zu den Zielorganen gelangt war und das DT bereits abgebautwar und von den Nieren aus dem Körper gespült wurde. Wie in Meershweinhen gezeigt werdenkonnte (Masouredis, 1959), denen 131I-DT i.v. injiziert wurde, wird DT exponentiell abgebaut.67h nah DT-Applikation waren 87% des 131I aus dem Körper ausgeshieden worden, gemes-sen durh den Abbau des 131I. Dies bedeutet, dass DT lediglih eine Halbwertszeit von 19haufweist. Wird das DT also erst 24h nah der Infektion verabreiht, hat das Virus bereits diezweite Replikationsrunde begonnen, bis das bereits zerfallene DT zu den Zielorganen gelangt.Es ist demnah shon zu viel Virus produziert worden, um eine Reduktion der viralen Genomemessen zu können. Durh die i.v. DT-Gabe sheint dagegen sehr viel mehr aktives DT zu denZielorganen zu gelangen. Wie bereits bei Kuhn und Kollegen (2009) beshrieben, verteilt die i.v.Injektionsroute Substanzen besser und niht lokal begrenzt, im Vergleih zu einer i.p. Injektion.Für die folgenden Versuhe an akut und latent in�zierten Tieren haben die Ergebnisse der ein-maligen i.p. bzw. i.v. DT-Applikation zur Folge, dass DT i.v. verabreiht werden muss, um eineshnelle und groÿ�ähige Verteilung des DT in den gewünshten Organen zu gewährleisten.4.7 Wahl der optimalen DT-Konzentration und des optimalenZeitpunkts der DT-Applikation in akut in�zierten TierenBei einer einmaligen i.v. DT-Applikation von 50ng/g Maus konnte die virale DNA-Load in denakut in�zierten Tieren lediglih um eine log-Stufe reduziert werden. Da jedoh im Hinblik auf diespäteren Latenz-Versuhe alle latenten Genome ausgelösht werden sollen, musste in den Vorar-beiten bei einer akut in�zierten Maus die Versuhsbedingungen noh optimiert werden, um die



4 Diskussion 180DNA-Load weiter reduzieren zu können. Dazu wurden zwei Versuhe mit veränderten Versuhs-bedingungen durhgeführt. Zum einen wurde die DT-Konzentration verändert, zum anderenwurde der Zeitpunkt der DT-Gabe variiert. Für die DT-Dosis-Wirk Kurve wurden Mäuse amTag der Infektion (6h nah Infektion) mit untershiedlihen Dosen an DT von 0,5ng/g Maus bis500ng/g Maus behandelt. Niedrigere DT-Konzentrationen von 0,5ng/g Maus oder 5ng/g Mauskonnten nah einer einmaligen i.v. DT-Applikation die virale DNA-Load niht oder kaum redu-zieren. Eine Erhöhung der DT-Konzentration von bisher 50ng/g Maus auf 500ng/g Maus führtezum Tod aller Tiere, selbst mCMV-WT.BAC in�zierte Tiere starben bei dieser DT-Konzentrationkurz nah der DT-Gabe. Eine aktuelle Arbeit von Klages (Klages et al., 2010) bestätigt unsereErgebnisse der DT-Dosis-abhängigen Depletion. Auh bei der Auslöshung von regulatorishenT-Zellen (Tregs) in transgenen DEREG-Mäusen war eine Dosis-abhängige Depletion der Tregszu beobahten, mit einer vermehrten Depletion bei steigender DT-Konzentration. Durh dieverstärkte Auslöshung der Tregs bei steigender DT-Konzentration konnte das Wahstum vonTumoren in den DEREG-Mäusen vermindert werden. Es konnte bereits mehrfah gezeigt werden,dass Tumor tragende Patienten eine gesteigerte Anzahl an Tregs aufweisen. Diese gelangen in denTumor und unterdrüken eine e�ektive anti-Tumor Immunantwort. Klages und Kollegen (2010)beobahteten ebenfalls ein Wirkplateau zwishen 100ng DT und 1000ng DT, das in unseremVersuh, bei einem durhshnittlihen Körpergewiht von 20g bis 25g einer Maus, ungefähr ei-ner DT-Konzentration von 50ng/g Maus entspriht. Die zuvor ausgewählte DT-Konzentrationvon 50ng/g Maus wurde zwar durh diese Versuhe bestätigt, jedoh konnte die virale DNA-Load wiederum niht mehr als eine log-Stufe reduziert werden. Die zweite Veränderung derVersuhsbedingungen erforderte die DT-Applikation zu veränderten Zeitpunkten. Wir wählteneinen früheren Zeitpunkt (2h nah Infektion) statt wie zuvor 6h nah Infektion, und zwei spätereZeitpunkte, 16h und 24h nah Infektion für die einmalige i.v. DT-Applikation von 50ng/g Maus.Sowohl die DT-Gabe zu einem früheren Zeitpunkt, als auh zu den späteren Zeitpunkten konntedie virale DNA-Load zwar reduzieren, jedoh stellte sih heraus, dass der Zeitpunkt 6h nah derInfektion die stärkste Reduktion nah einmaliger i.v. DT-Gabe verursahte. Bei der DT-Gabe2h nah der Infektion konnte die virale DNA-Load niht optimal reduziert werden, da 2h nahder Infektion zwar shon die IE-Gene exprimiert wurden, jedoh das DTR-Protein noh niht ander Zellöber�ähe präsentiert wurde, wenn man die Daten, welhe aus Western Blot-Analysenstammen, zur zeitlihen Orientierung verwendet. Die Zellen waren somit zum Zeitpunkt derDT-Applikation noh niht suszeptibel für das DT. Obwohl das DT eine Halbwertszeit von un-gefähr 19h im Körper aufweist, verbleiben noh genügend aktive DT-Moleküle im Körper, umdie in�zierten Zellen auszulöshen, sobald der DTR präsentiert wird und die Zellen suszeptibelfür das DT werden. 6h nah Infektion dagegen wurde der DTR bereits auf der Zellober�ähepräsentiert und das verabreihte DT konnte sofort jede Zelle auslöshen, die suszeptibel fürdas DT war. Bei der einmaligen DT-Applikation zu den späteren Zeitpunkten nah der akuten



4 Diskussion 181Infektion waren bereits sehr viele Zellen in�ziert, die niht alle ausgelösht werden konnten, daeinige von ihnen zu diesem Zeitpunkt niht suszeptibel für das DT waren. Die überlebendenZellen konnten somit weiterhin neue Zellen in�zieren. Der Zeitpunkt der DT-Applikation wurdeauh bei Klages (Klages et al., 2010) variiert. Die DT-Gabe erfolgte zu einem frühen, einemmittleren und einem späten Zeitpunkt nah der Tumorinokulation. Die DT-Gabe zu einem frühenZeitpunkt ergab eine deutlihe Reduktion des Tumorwahstums. Je später das DT verabreihtwurde, um so shlehter konnte das Tumorwahstum, also die Depletion der Tregs, erfolgen. Esist demnah wihtig hervorzuheben, dass es niht nur gilt, die optimale DT-Konzentration zuermitteln, sondern auh den rihtigen Zeitpunkt der DT-Gabe herauszu�nden.Sowohl die Veränderung der DT-Konzentration, als auh der veränderte Zeitpunkt der DT-Applikation konnten die virale DNA-Load in akut mCMV_∆IE2DTR in�zierten Tieren nihtmehr als eine log-Stufe reduzieren. Es shien demnah noh wihtiger zu sein, ein konstantesDT-Konzentrationslevel aufreht zu erhalten, um jeweils neu in�zierte Zellen wiederum sofortauslöshen zu können, sobald der DTR an deren Ober�ähe präsentiert wird und die Zellensomit suszeptibel für das DT werden. Wie zuvor beshrieben, konnten Klages und Kollegen(2010) zwar mit einer einmaligen DT-Applikation die Zahl der Tregs reduzieren, eine weitereDT-Gabe reduzierte das Tumorwahstum jedoh noh stärker. Analog dazu wurden die hierakut in�zierten Tiere ein zweites bzw. drittes mal mit 50ng/g Maus DT in einem Abstandvon jeweils 16h behandelt. Dieses Zeitintervall entspriht in etwa der Halbwertszeit von DT invivo mit 19h (Masouredis, 1959) und ermögliht dadurh ein DT-Level beizubehalten, das nieunter 25ng/g Maus absinkt. Wie erwartet, konnte die DNA-Load durh die zweite DT-Gabeum eine weitere log-Stufe gesenkt werden. Die anshlieÿende dritte DT-Gabe mit 50ng/g Mauswar jedoh toxish für die Tiere. Wie beim Menshen bekannt ist, sind Fehlfunktionen desHerzens gewöhnlihe Folgen des DT (Burh et al., 1968). Da in dem hier gezeigten Versuhnah dreimaliger DT-Behandlung selbst mCMV-WT.BAC in�zierte Tiere starben, könnte esauh in der Maus zu Fehlfunktionen des Herzens kommen, wodurh die Tiere sterben. Ein Tierüberlebte jedoh die dreimalige DT-Gabe, in dem eine Reduktion der viralen DNA-Load um eineweitere log-Stufe im Vergleih zur zweimaligen DT-Gabe erreiht werden konnte und die Zahl derin�zierten Hepatoyten sogar unter das Detektionslimit gesenkt wurde. Dieser Befund mahtedeutlih, dass eine repetitive DT-Gabe essentiell ist, um die virale DNA-Load immer weiterreduzieren zu können. Um das Überleben der Tiere zu sihern, wurde die DT-Konzentrationvon 50ng/g Maus auf 10ng/g Maus herabgesetzt, jedoh niht nur dreimal, sondern fünfmalin einem Abstand von jeweils 16h appliziert, um den DT-Wirkspiegel über einen noh längerenZeitraum aufreht erhalten zu können. Die repetitive DT-Behandlung mit 10ng/g Maus führte zudem gleihen Erfolg wie eine dreimalige DT-Behandlung mit erhöhter DT-Konzentration, jedohgleihzeitig zu einer wesentlih verbesserten Überlebensrate der Tiere. In einigen Tieren sankensogar die Virustiter in Lunge und Speiheldrüse bzw. die Zahl der IE1-positiven Hepatoyten in



4 Diskussion 182der Leber unter das Detektionslimit. Dass bei der Quanti�zierung der viralen Genome trotzdemnoh bis zu 5×105 Genome nahweisbar waren, ist wahrsheinlih darauf zurükzuführen, dasses in akut in�zierten Tieren Zellen gibt, bei denen zum Zeitpunkt der DT-Applikation nohkeine Genexpression stattgefunden hat oder es Genome gibt, die replikationsde�zient sind undsomit der DTR niht an der Ober�ähe exprimiert werden konnte, wodurh die Zellen nihtsuszeptibel für das DT wurden. Die Genome in der Zelle lassen sih jedoh auh in einemniht replikativen Zustand quanti�zieren, wodurh keine Untersheidung zwishen replikativenund niht replikativen Genomen getro�en werden kann. Für die folgenden Versuhe an latentin�zierten Tieren ergab sih aus den Ergebnissen der DNA-Load Reduktion in akut in�ziertenTieren das folgende Protokoll: latent in�zierte Tiere wurden ausgehend von der ersten DT-Gabeingesamt fünfmal in einem Abstand von 16h mit einer DT-Konzentration von 10ng/g Maus i.v.behandelt.4.8 Menge latenter mCMV-Genome in LungenzellenBerehnungen der Frequenzen latent in�zierter LSEC von C. Sekert (Sekert et al., 2009) habengezeigt, dass sih eine latent in�zierte Zelle in 1,89×104 (95%-Kon�denzintervall von 1,16×104bis 3,08×104) LSEC be�ndet. In der vorliegenden Arbeit sollte die Zahl latent in�zierter Zellenin der Lunge bestimmt werden. Aus den Berehnungen der Frequenzen konnte für die Lungegezeigt werden, dass sih eine latent in�zierte Zelle in 1.124 Lungenzellen be�ndet, mit einem95%-Kon�denzintervall von 743 bis 1.702. Dieser Wert liegt dem ersten Anshein nah sehrweit entfernt von den Ergebnissen von Sekert et al. (2009) und denen anderer Arbeitsgruppen.Pollok und Kollegen (1997), sowie Slobedman und Moarski (1999) beshrieben, dass sih inZellen hämatopoietishen Ursprungs aus latent in�zierten Mäusen eine latent in�zierte Zellepro 4×104 bis 5×104 PEC (peritoneal exudate ells) be�ndet. Die Frequenzen latent in�zierterLSEC und PEC liegen demnah deutlih unter denen von Lungenzellen.Berüksihtigt man jedoh die latente virale DNA-Load in der Lunge, kann man die Zahl viralerGenome in einer latent in�zierten Zelle berehnen. Erstaunliherweise ergab dies einen Wertvon 9 Virusgenomen pro latent in�zierter Zelle, mit einem 95%-Kon�denzintervall zwishen6 und 13 Virusgenomen. Vergleiht man dies mit den Ergebnissen für LSEC, mit 11 (95%-Kon�denzintervall: 7 bis 19) viralen Genomen pro latent in�zierter Zelle (Sekert et al., 2009),sowie mit den Ergebnisse von Pollok (Pollok et al., 1997) für PEC oder KMZ mit einer Kopi-enzahl von 1 bis 4 viralen Genomen bzw. 1 bis 10 viralen latenten Genomen für Makrophagen,sowie 2 bis 13 für KMZ, überlappen die Ergebnisse der Bestimmung viraler Genome in einerlatent in�zierten Zelle trotz der untershiedlihen Frequenzen.



4 Diskussion 183Wie in den Versuhen mit akut in�zierten Mäusen gezeigt werden konnte, liegt die virale DNA-Load in der Lunge an Tag 10 nah der Infektion bei ungefähr 1×107 bis 1×108 viralen Genomenpro 1×106 Zellen. Dies würde bedeuten, dass sih 10 bis 100 virale Genome in einer Zellebe�nden, falls jede Zelle in�ziert wäre. Da aber, wie in der histologishen Färbung der Lungegezeigt wurde, selbst während der akuten mCMV-Infektion niht jede Zelle in�ziert ist (Podlehet al., 1998), muss die tatsählihe Zahl an viralen Genomen pro in�zierter Lungenzelle einerakut in�zierten Maus wesentlih höher sein. Das Ergebnis der limiting dilution-Titration, durhdie eine geringe Anzahl an viralen Genomen pro Zelle errehnet wurde und die Tatsahe, dass inden Organhomogenaten ausgewählter Lungenstüke keine infektiösen Viruspartikel nahgewiesenwerden konnten, bestätigten die De�nition der mCMV-Latenz.4.9 Berehnung der Reaktivierungshäu�gkeit latentermCMV-Genome in der LungeFür die Berehnung der Reaktivierungshäu�gkeit latenter mCMV-Genome galt es als Grund-voraussetzung, dass DTR-Transkripte während der Latenz nahweisbar sind. Nur durh die Prä-sentation des DTR-Proteins werden die latent in�zierten Zellen suszeptibel für DT und könnendurh das Toxin ausgelösht werden. In den zehn getesteten latent in�zierten Tieren wurdeaus je sehs Lungenstüken die RNA isoliert und die Anzahl der IE1 - und DTR-Transkriptequanti�ziert. Wie bei Simon et al. (2006a) beshrieben, �nden sih für IE1 -Transkripte sowohlpositive, als auh negative Lungenstüke. Eine vergleihbare Transkriptverteilung ist auh in denin dieser Arbeit verwendeten Lungen latent in�zierter Tiere zu beobahten. Mehr als die Hälftealler Lungenstüke weisen keine IE1 -Transkripte auf. Für die DTR-Transkripte ist dagegen eineerhöhte Transkriptaktivität zu beobahten. Von den getesteten Lungenstüken sind lediglih dreiLungenstüke negativ für DTR-Transkripte. Das Fehlen des IE2-Proteins könnte für die gestei-gerte Transkriptionsaktivität eine Erklärung sein. Wie zuvor beshrieben kann nah der Insertiondes DTR-Gens kein IE2-Protein mehr nahgewiesen werden. IE2 ist zwar niht essentiell fürdas Viruswahstum, könnte aber durhaus einen regulatorishen E�ekt auf den ie2 -Promotorhaben. Für den essentiellen Transaktivator der E-Gene, IE3, konnte eine solhe hemmende Wir-kung auf den ie1/3 -Promotor nahgewiesen werden (Messerle et al., 1992). Fehlt also das IE2-Protein, kommt es eventuell niht zu einer negativen feedbak-Regulation des ie2 -Promotorsund die Transkription der DTR-Transkripte unter Kontrolle des ie2 -Promotors wird fortgeführt.Jedoh ist zur Zeit für das IE2-Protein eine solhe regulatorishe Funktion niht bekannt. Viel-mehr besteht der Verdaht, dass die erhöhte Anzahl an Transkripten auf kontaminierende DNAzurükzuführen ist. Die Primer und Sonden zur Quanti�zierung der DTR-Transkripte liegenausshlieÿlih im DTR-Gen, wodurh niht untershieden werden kann, ob RNA oder DNA am-pli�ziert wurde. Da auh ohne einen RT-Shritt Transkripte quanti�ziert werden konnten, liegtdie Zahl der tatsählihen Transkripte unter der Anzahl der hier dargestellten DTR-Transkripte.



4 Diskussion 184Die Tatsahe, dass DTR-Transkripte sporadish während der Latenz exprimiert werden, ermög-liht die MIE-Genexpression in ihrer Dynamik zu untersuhen. Während Versuhe von Simonet al. (2006a) die point prevalene, d.h. den Anteil MIE-Gene exprimierender viraler Genomezu einem bestimmten Moment, auf 10 bis 20 Ereignisse von MIE-Lokus Aktivität pro 1×106latenten viralen Genomen beshrieben, sollte diese Arbeit klären, wie viele spontane transkrip-tionelle Ereignisse tatsählih in einem bestimmten Zeitraum auftreten. Daten von Holtappels etal. (2000) haben gezeigt, dass sih IE1-spezi�she CD8 T-Zellen während der Latenz anhäufen.Dazu wird jedoh ein Stimulus benötigt, der wesentlih häu�ger präsent sein muss (period pre-valene). Um unsere Hypothese zu bestätigen, wurden Mäuse mit mCMV-IE1L176A_∆IE2DTRlatent in�ziert und 10 Monate nah der Infektion repetitiv mit DT behandelt. Weisen die latentin�zierten Zellen eine spontane MIE-Genexpression auf, wird der DTR unter Kontrolle des ie2 -Promotors, der während der Latenz sporadish aktiv ist, exprimiert und die Zelle stirbt einenapoptotishen Tod. Dies führt durh die Zerstörung der Zelle zur Abnahme an latenten viralenGenomen. Da die Reduktion der viralen latenten DNA-Load ausshlieÿlih auf die Wirkung desDT zurükzuführen ist und das DT zur Gebrauhslösung in PBS verdünnt wurde, verglihenwir die DNA-Load der DT-behandelten Tiere mit der DNA-Load der PBS-behandelten Tiere.Die DNA-Load konnte im ersten Versuh durh eine i.v. DT-Gabe von einmal 20ng/g Mausbzw. viermal 10ng/g Maus um 36% gesenkt werden. Die Auslöshung von niht einmal derHälfte der latenten Genome war niht zufriedenstellend. Aufgrund dessen wurde die Anzahl derDT-Applikationen auf aht Injektionen erhöht. Wie anfangs erwähnt, kann es durh mehrfahei.v. Injektionen zur Zerstörung oder zum Vershluss der Venen kommen. Die Tiere wurden des-halb einmal mit 20ng/g Maus, dreimal mit 10ng DT/g Maus i.v. und anshlieÿend viermal mit30ng DT/g Maus i.p. behandelt. Eine Erhöhung der DT-Konzentration von 10ng/g Maus i.v.auf 30ng/g Maus stellte sih durh die Arbeiten von Marion Grieÿl (unverö�entlihe Daten) alsniht toxish für die Tiere dar. Durh die erhöhte DT-Konzentration sollte somit sihergestelltwerden, dass trotz der längeren Absorptionszeiten nah der letzten i.p. Injektion noh genügendaktives DT in die Lunge gelangt. In diesem Versuh mit einer ahtmaligen DT-Gabe konnte dar-aufhin die virale latente DNA-Load um 61% gesenkt werden. Da bei der Berehnung der viralenDNA-Load der beiden Versuhe auf ein zelluläres Gen normiert wurde, bestand die Gefahr, dassdie Reduktion der DNA-Load durh in�ltrierende Zellen verursaht wurde und niht durh dieWirkung des DT. In�ltrierende Zellen könnten die Zahl der zellulären Gene erhöhen und somitden Anteil an viralen Genomen verringern. Das würde zu einer vermeindlihen Reduktion derviralen DNA-Load führen. Da sowohl keine Erhöhung der DNA-Mengen der verwendeten Eluateder Lungenstüke aus dem zweiten Latenz-Versuh gemessen wurde, als auh die Anzahl derzellulären Gene in beiden Gruppen gleih waren, ist davon auszugehen, dass keine zusätzlihenZellen in die Lunge in�ltriert haben und die Reduktion der DNA-Load der DT-behandelten Tiereausshlieÿlih auf die DT-Applikation zurükzuführen ist.



4 Diskussion 185Wenn wir davon ausgehen, dass die Wahrsheinlihkeit einer Latenz-assoziierten MIE-LokusAktivität umso geringer ist, je weniger latent in�zierte Zellen vorhanden sind, folgt die Abnahmeder viralen latenten Genome einer fallenden Exponentialfunktion. Für beide Latenz-Versuhe lässtsih somit die Zerfallsrate bzw. die prozentuale Abnahme der Genome pro Stunde mit 0,505% fürden ersten Versuh und 0,515% für den zweiten Versuh berehnen. Dieses Ergebnis bestätigtunsere Annahme, dass mit zunehmender DT-Behandlung mehr Zellen ausgelösht werden. Imersten Experiment wurden zwar 36% der Genome ausgelösht, jedoh war die Zeitspanne zukurz, um alle Zellen auszulöshen. Durh die längere DT-Exposition und die längere Wartezeit biszur Organentnahme im zweiten Latenz-Versuh, konnten die in dieser Zeit neu transkriptionellaktiven Zellen ausgelösht und die DNA-Load weiter abgesenkt werden. In einem Zeitraumvon 184h wurden durh DT 61% der latenten viralen Genome ausgelösht, das bedeutet eineReduktion von 480.429 latenten Genomen auf 192.172 latenten Genomen in der gesamten Lunge.Somit wurden durhshnittlih etwa 1.000 bis 2.500 latente virale Genome pro Stunde in demgetesteten Zeitraum ausgelösht; folglih zeigten, wenn man von 9 viralen Genomen pro latentin�zierter Zelle ausgeht, wie durh die limiting dilution-Titration berehnet, pro Stunde 110 bis280 latent in�zierte Zellen eine spontane MIE-Lokus Aktivität.Vergleiht man nun die point prevalene von 10 bis 20 exprimierenden Genomen pro 1×106latenten Genomen mit der period prevalene von 1.000 bis 2.500 exprimierenden Genomen proa. 500.000 latenten Genomen pro Stunde, zeigt sih eine ungefähr 200-fah höhere MIE-LokusAktivität als durh die Berehnung der point prevalene zu erwarten wäre. Dieses Ergebnisbestätigt hiermit unsere eingangs aufgestellte Hypothese, dass stetig eine Latenz-assoziierteTranskription statt�nden muss, damit IE1-spezi�she CD8 T-Zellen angereihert werden können.Ausgehend von der Annahme der Auslöshung vergleihbar einer fallenden Exponentialfunktion,müsste die DT-Behandlung für 443h andauern um weniger als 50.000 latente Genome nahweisenzu können, was einer Reduktion von 90% entspriht. Um eine 98%-ige Auslöshung, also wenigerals 10.000 Genome, zu erreihen, müsste DT für ungefähr 750h verabreiht werden. Die benötigteZeitspanne der DT-Exposition wurde mit folgender Formel berehnet:
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t1, Zeitpunkt vor der DT-Behandlung (t=0); t, Dauer der benötigten DT-Behandlung bis zurOrganentnahmen [h℄; (t1), virale DNA-Load der PBS-Gruppe; (t2), gewünshte virale DNA-Load derDT-Gruppe; p(%), Auslöshungsrate



4 Diskussion 186Da es sih bei dem für die Latenz-Versuhe verwendeten Virus um die mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR Mutante handelt, muss bei der Berehnung und Interpretation der periodprevalene folgendes beahtet werden. Bei mCMV-WT.BAC erfolgt sowohl in der akuten Pha-se der Infektion, als auh während der Latenz nah der ie1 -Genexpression die Präsentation desIE1-Peptids über den MHC Klasse I-Komplex (H-2Kd) auf der Zellober�ähe. Die Erkennung desIE1-Peptids durh IE1-spezi�she CD8 T-Zellen terminiert shlieÿlih die Virusreaktivierung. Beider verwendeten Mutante mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR dagegen ist das antigene Peptid durhdie Punktmutation von Leu nah Ala in der C-terminalen Anker-AS des MHC Klasse I funk-tionell deletiert (Simon et al. 2006a). Zellen, die mit diesem Virus in�ziert sind, werden nihtvon IE1-spezi�shen CD8 T-Zellen erkannt. Dies führt zu einem signi�kanten Anstieg der pointprevalene von IE1 -Transkripten in Lungen latent in�zierter Tiere (Simon et al., 2006a). Wäh-rend in Tieren, in�ziert mit mCMV-WT.BAC bzw. der authentishen Revertante, in 14 von 80Lungenstüken IE1 -Transkripte nahgewiesen werden konnten, waren bei der Mutante 51 von80 Lungenstüken positiv für IE1 -Transkripte. Das bedeutet, dass die Verhinderung der kon-kurrierenden Immunkontrolle durh IE1-spezi�she CD8 T-Zellen zu einer fünf- bis sehsfahenSteigerung an detektierbaren transkriptionellen Ereignissen in Lungen latent in�zierter Tiereführte (Simon et al., 2006a). Die latente virale DNA-Load liegt dennoh mit 1×104 latentenviralen Genomen pro 1×106 Zellen im Bereih von mCMV-WT.BAC. Das bedeutet nun, dass dieberehnete period prevalene der Mutante mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR etwas höher sein muss,als es für die Mutante mCMV_∆IE2DTR bzw. für mCMV-WT.BAC der Fall sein dürfte. Dajedoh niht de�nitiv vorausgesagt werden konnte, ob überhaupt ein Untershied zwishen DT-und PBS-behandelten Tieren zu sehen sein wird und die Depletion von Virus in�zierten Zellenwährend der Latenz funktioniert, wurde das Virus mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR verwendet, daseine höhere Rate an Latenz-assoziierter MIE-Transkription aufweist.4.10 Eine Reduktion der viralen DNA-Load durh DT verringertdas Risiko der VirusreaktivierungDie Rekurrenz von CMV aus der Latenz ist oft die Ursahe für Erkrankungen in immunsuppri-mierten Patienten. Dabei spielt die Lunge als ein Hauptort der CMV-Latenz eine wesentliheRolle (Balthesen et al., 1993). Es ist bekannt, dass die Kopienzahl latenter viraler DNA mitder Inzidenz einer in vivo-Rekurrenz korreliert. Reddehase und Kollegen (1994) verglihen dasRisiko einer mCMV-Rekurrenz latenter Mäuse, welhe direkt nah der Geburt mit mCMV in�-ziert wurden, mit Mäusen, die erst im Erwahsenenalter in�ziert wurden und Latenz etablierten.Sie beobahteten, dass das Risiko der mCMV-Rekurrenz in den neonatal in�zierten Tieren starkerhöht war. Während in adult in�zierten Tieren kaum Virusrekurrenz detektiert werden konnte,mit Ausnahme der Lunge, bei der in zwei von 30 Individuen infektiöses Virus nah induzierter



4 Diskussion 187Rekurrenz nahgewiesen werden konnte, wurde in neonatal in�zierten Mäusen eine signi�kanthöhere Rekurrenz beobahtet. Zurükzuführen war dieser Befund auf die wesentlih höhere la-tente DNA-Load, die sih in neonatal in�zierten Mäuse etablieren konnte. Somit korreliert dieMenge latenter viraler DNA mit dem Risiko der Rekurrenz niht nur bei α- und γ-Herpesvirenwie HSV-1 und HSV-2 bzw. EBV (zur Übersiht: Roizman und Sears, 1987), sondern auh bei
β-Herpesviren.Um den Ein�uss der in dieser Arbeit gezeigten Reduktion der latenten viralen DNA-Load nahDT-Behandlung auf das Risiko einer mCMV-Rekurrenz zu ermitteln, wurden die LungenstükeDT-behandelter Tiere über einen Zeitraum von 10 Wohen in Medium kultiviert und wöhentlihdie Anzahl reaktivierender Lungenexplantate protokolliert. Um eine persistente Infektion bzw.eine spontane Rekurrenz auszushlieÿen, wurden drei Lungenstüke pro Tier mittels PFU-Assayauf die Anwesenheit von infektiösem Virus getestet. In keinem der getesteten Lungenstüke la-tent in�zierter Tiere konnte infektiöses Virus nahgewiesen werden. Bemerkenswert war, dasssowohl in DT-behandelten (2 aus 112), als auh in DT-unbehandelten Tieren (6 aus 112)bereits nah einer Wohe einzelne Kulturen positiv waren. Die Zahl der positiven Kulturenstieg jedoh bei den unbehandelten Tieren im Verlauf der Kultivierung deutlih shneller an.Nah 4 Wohen Kultivierung waren über 50% der Kulturen bei DT-unbehandelten Tieren po-sitiv (68 aus 112), bei den DT-behandelten Tieren wurde dieser Shwellenwert erst 2 Wohenspäter erreiht. Zum Ende des Versuhs, nah 10 Wohen Kultivierung, waren 78% der DT-unbehandelten Kulturen positiv im Vergleih zu 68% der DT-behandelten Tiere. Wie erwartetzeigten also DT-unbehandelte Tiere eine häu�gere Reaktivierung aus den Lungenexplantkulturenim Vergleih zu DT-behandelten Tieren. Die Reduktion der viralen latenten DNA-Load durhdie DT-Behandlung von 8.097 Genomen pro 1×106 Zellen auf 3.133 Genomen/1×106 Zellenim zweiten Latenz-Versuh, also eine Auslöshung von 61% der latenten viralen Genome, hattedemnah einen direkten Ein�uss auf die Reaktivierungshäu�gkeit.4.11 Fazit und AusblikIn der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal ein Virus hergestellt, mit dem man konditionalund selektiv mCMV in vitro und in vivo auslöshen kann. Dazu wurde mit Hilfe der Zwei-ShrittBAC-Mutagenese ein BAC-Plasmid hergestellt, das ein Gen für den simian DTR unter Kontrolledes ie2 -Promotors enthält, wodurh alle Zellen mit DT ausgelösht werden, deren MIE-Lokustranskriptionell aktiv ist. Die Etablierung dieser neuen Methode war niht nur für die in dieserArbeit behandelten Fragestellungen, sondern auh für weiter folgende Aufgaben von essentiellerBedeutung. Vornehmlih konnte durh die neu etablierte Methode die eingangs aufgestellte Hy-pothese, dass während der Latenz deutlih mehr transkriptionelle Ereignisse auftreten müssenals bisher vermutet, bestätigt werden. Zum ersten Mal konnte quantitativ ermittelt werden, wie



4 Diskussion 188viele Reaktivierungsereignisse tatsählih in einem bestimmten Zeitraum auftreten (period pre-valene). Eine wihtige Frage, die es noh zu klären gilt, ist, ob die mCMV-Latenz durh weitereDT-Behandlungen völlig ausgelösht werden kann. Dazu muss jedoh die DT-Konzentration übereinen sehr langen Zeitraum von mehr als 184h auf einem relativ hohen Level gehalten werden,was zum einen tehnish sehr shwierig ist und zum anderen das Risiko einer erhöhten Mortali-tätsrate birgt. Da für die Latenz-Versuhe die Mutante mCMV-IE1L176A_∆IE2DTR verwendetwurde, wird untersuht werden müssen, ob auh die DNA-Load in mCMV_∆IE2DTR durh diegleihen Versuhsbedingungen reduziert werden kann und die Berehnung der period prevaleneerfolgen kann, was sih als ungleih shwieriger darstellen wird. Des Weiteren konnte in dieserArbeit erstmals die Anzahl an latenten viralen Genome in einer latent in�zierten Lungenzelleermittelt werden. Die Zahl der viralen Genome in einer Zelle stimmt sehr gut mit den voran-gegangenen Versuhen von Christof Sekert überein, der sowohl den latent in�zierten Zelltypin der Leber identi�zieren konnte, als auh die Zahl der latenten viralen Genome in den LSECberehnete. Da wir durh seine Arbeiten wissen, welher Zelltyp in der Leber der Ort der CMV-Latenz ist, sollte weiterführend auh für die Lunge geklärt werden, in welhen Zellen Latenzetabliert wird.Aus der konditionalen Depletion des rekombinanten DTR-Virus ergeben sih noh weitere Fra-gen, die durh diese Methode bearbeitet werden können. Durh die Insertion des DTR-Gensist kein IE2-Protein mehr vorhanden. Es wäre also möglih, regulatorishe Eigenshaften desIE2-Proteins zu untersuhen, da zwar das Protein fehlt, die Wahstumseigenshaften des Virusjedoh niht beeinträhtigt sind. Weiterhin könnte das rekombinante Virus zur Untersuhung dermemory in�ation dienen. Während der mCMV-Latenz akkumulieren einige mCMV-spezi�sheCD8 T-Zell memory -Populationen. Durh die stetige low level -Reaktivierung aus der Latenzwerden Antigene, die früh im viralen Replikationszyklus exprimiert werden (z.B. IE1) präsen-tiert und führen zur Aktivierung und Proliferation von Antigen-spezi�shen CD8 T-Zellen. EineAuslöshung der transkriptionell aktiven Zellen durh DT würde den antigenen Stimulus verrin-gern und man könnte die Auswirkungen eines niedrigen Antigen-Levels auf die Induktion undErhaltung der CD8 T-Zell memory -Antwort untersuhen.
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Anhang A

Sequenzen, Plasmidkarten undOriginal-Versuhsdaten
A.1 Plasmidkarte A) Zwishenkonstrukt pST76K_SRie1/3-ie2und B) shuttle-Plasmid pST76K_SR_∆IE2DTR
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