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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein Erreger von erheblicher klinischer Bedeutung,
der insbesondere bei Neugeborenen und bei Patienten unter Immunsuppression schwere
Erkrankungen auslosen kann. Eine HCMV-Vakzine ist bislang nicht verfigbar. Immunitét ist
nur durch eine Kombination effizienter humoraler und zellularer Effektormechanismen zu
vermitteln. Inhalt der vorgestellten Arbeit war es zu untersuchen, ob Dense Bodies (DB) eine
derartige Immunantwort gegen HCMV induzieren und damit als Grundlage fur die
Entwicklung einer HCMV-Vakzine dienen kdnnen. DB sind nicht-infektiose, umhiillte Partikel,
die analog zu Virionen aus der infizierten Zelle freigesetzt werden. Die beiden
Hauptbestandteile von DB wurden als die immundominanten Antigene zur Induktion der
humoralen (Glykoprotein B) und zellularen (Tegumentprotein pp65) Immunantwort gegen
HCMV identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit konnte am Mausmodell gezeigt werden, dass die Immunisierung
mit DB die Bildung HCMV-neutralisierender Antikorpern induzierte, die tUber ein Jahr hinweg
im Serum der Tiere nachweisbar blieben. Die Spiegel an neutralisierenden Antikdrpern
waren mit Titern vergleichbar, die nach einer durchlaufenen, natirlichen HCMV-Infektion in
menschlichen Seren gemessen wurden. Darliber hinaus stimulierten DB, obwohl sie ein
Totantigen darstellen und keine de novo-Synthese von viralen Proteinen vermitteln, eine
deutliche HCMV-spezifische, zytotoxische T-Zell-Antwort (CTL-Antwort). Die zytolytische
Gesamtaktivitat war nahezu so hoch, wie nach einer Infektion der Tiere mit dem replikations-
kompetenten murinen CMV. Die Analyse der T-Helferzell-Antwort ergab, dass die Applikation
von DB eine Thil-artige Immunantwort ausloste, die die Kontrolle einer Virusinfektion
unterstltzt. DB des HCMV sind folglich geeignet, sowohl humorale als auch zellulare Immun-
effektormechanismen effizient zu induzieren. Sie erwiesen sich als ein wirksames Antigen-
transportsystem, das als vielversprechende Grundlage fir die Entwicklung einer
rekombinanten HCMV-Vakzine dienen kann. Eine Reihe von Experimenten machte deutlich,
dass die Eigenschaft der DB, in eine Vielzahl von Zelltypen aufgenommen zu werden, die
Immunogenitat der Partikel signifikant verstarkte.

Um die Immunogenitat der DB fir die Anwendung am Menschen weiter zu optimieren,
muissen sie um zusatzliche antigene Determinanten erganzt werden. Derartige rekombinante
DB konnen nur durch Konstruktion mutanter HCMV-Genome generiert werden. Dies ist
aufgrund der GroRenlimitation des HCMV-Genoms jedoch schwierig. Daher wurden im
Rahmen dieser Arbeit zwei Genombereiche des HCMV dahingehend charakterisiert, ob sie
zur Insertion von Fremdsequenzen geeignet sind. Mit Hilfe von viralen Deletionsmutanten
wurde untersucht, ob die entsprechenden Genomregionen fur die Virusreplikation sowie fir
die Ausbildung und Freisetzung von DB entbehrlich sind. Der Leserahmen UL32, der fir das
Phosphoprotein ppl50 kodiert, erwies sich als essentiell. Mit der IE4-Region hingegen
konnte ein 5 kB langes Genomfragment identifiziert werden, das aus dem Genom deletiert
und gegen zusatzliche antigene Determinanten ausgetauscht werden kann, die zur
Generierung starker immunogener, rekombinanter DB bendtigt werden.

Zusammenfassend erdffnen die vorgestellten Ergebnisse neue Mdglichkeiten zur
Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes gegen HCMV.
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Verzeichnis der im Text verwendeten Abkirzungen
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MCP Hauptkapsidprotein (major capsid protein)
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MHC Haupt-Histokompatibilitats-Komplex (major histocompatibility complex)
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RNA Ribonukleinsdure
RNAse Ribonuclease
RVAdIE4 IE4-Deletionsmutante des HCMV-Laborstammes Ad169
RVAd65 pp65-Deletionsmutante des HCMV-Laborstammes Ad169
RVAd150 ppl50-Deletionsmutante des HCMV-Laborstammes Ad169
SDS Natrium Dodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sek. Sekunde
sfDB Dense Body-Praparation nach Ultraschallbehandlkung und zehnmaligem
Einfrieren in flissigem Stickstoff (sonified, frozen DB)
Std. Stunde(n)
Tab. Tabelle
Taq DNA-abhangige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBE Tris/Borat/EDTA-Puffer
TCA Trichloressigsaure
TEMED N,N,N',N"-Tetramethylethylendiamin
Th T-Helferzelle
TNF Tumornekrosefaktor
Tris Trishydroxymethylaminomethan
UN uber Nacht
upm Umdrehungen pro Minute
uv ultraviolett
\% Volt
VLP Virus-ahnlicher Partikel (virus-like particle)
Vol. Volumen
volivol oder viv  Volumeneinheit pro Volumeneinheit
vzv Varizella-Zoster Virus
W Watt
WHO Weltgesundheitsorganisation (world health organisation)
Wt Wildtyp
wt/vol oder w/v Gewichtseinheit pro Volumeneinheit (weight per volume)
Xg x-fache Erdbeschleunigung
z.B. zum Beispiel
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das Humane Cytomegalovirus (HCMV)

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) gehort zur Familie der Herpesviridae. Diese
Virusfamilie ist ubiquitar verbreitet. Bislang sind acht humanpathogene Vertreter, darunter
das Herpes Simplex Virus, das Varizella Zoster Virus und das Epstein-Barr Virus, sowie
tber 100 tierpathogene Vertreter bekannt. Die acht humanpathogenen Vertreter werden
aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften in drei Unterfamilien eingeteilt, die alpha (a)-,
beta (f8)- und gamma ())-Herpesviridae (Stinksi et al., 1983). Basierend auf einer
ausgepragten Wirtsspezifitat, einem vergleichsweise langsamen Replikationszyklus und
der charakteristischen VergréRerung der infizierten Zelle (Cytomegalie) wurde das HCMV
in die Unterfamilie der B-Herpesviren eingegliedert. Das HCMV wird auch als Humanes

Herpesvirus 5 (HHV5) bezeichnet.

1.1.1. Morphologie

Alle Herpesviren besitzen eine ahnliche Morphologie und konnen daher unter dem
Elektronenmikroskop nicht voneinander unterschieden werden. lhr Durchmesser betragt
150 - 200 nm. Im Inneren des Viruspartikels befindet sich der sogenannte Viruscore, eine
fibrindse Proteinmatrix, die mit der doppelstrangigen, linearen DNA des Virusgenoms
assoziiert ist. Der Core wird von einem ikosahedrischen Kapsid, das sich aus 162
Kapsomeren (150 Hexameren und 12 Pentameren) zusammensetzt, umgeben. Der
Durchmesser des Kapsids betragt ca. 100 nm. Nach aufen hin ist das Virus durch eine
Lipidmembran abgegrenzt, die sich hdchstwahrscheinlich aus der Zellmembran ableitet
und in die verschiedene viruskodierte Glykoproteine inseriert sind. Die Anzahl dieser
HCMV Hullproteine ist nicht genau bekannt. Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der
Virus-Zell-Interaktion wahrend der Adsoptions- und Penetrationsphase des viralen
Replikationszyklusses. Zwischen der Hulle und dem Kapsid befindet sich eine Struktur, die
als Matrix oder Tegument bezeichnet wird. Sie enthalt eine Reihe von Proteinen, die
wichtige regulatorische Funktionen im Rahmen der viralen Replikation ausiben. Als
Hauptstrukturkomponenten des Teguments werden drei Phosphoproteine (pp) angesehen,
die gemeinsam etwa 40% der Virion-Proteinmasse ausmachen: das pp65 (pUL83), das
pp71 (pUL82) und das ppl50 (pUL32). Ungefaéhr 30-45 Strukturproteine sind an der
Formation des Viruspartikles beteiligt. Der genaue Ablauf des Zusammenbaus (assembly)

ist jedoch noch unklar (zusammengefalf3t in Mocarski, 1996).
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Hulle
Kapsid

DNA-Genom

Tegument

Abb. 1.1.: Schematischer Aufbau des HCMV (Quelle: Dr. Marko Reschke, Marburg). Die Pfeile
geben die Lokalisation der verschiedenen Virionbestandteile an. Das DNA-Genom wird vom Kapsid
eingeschlossen. Darliber befindet sich eine Proteinschicht, die als Tegument oder Matrix bezeichnet
wird. Nach auBen hin wird der Viruspartikel von einer Lipidhille abgegrenzt, in die die viralen
Glykoproteine eingelagert sind.

1.1.2. Genom

Das HCMV besitzt das am komplexesten organisierte Genom aller bisher bekannten
humanpathogenen Viren. Die Nukleotidsequenz des Laborstammes Ad169 wurde 1990
von Chee und Kollegen bestimmt und umfat 229.354 Basenpaare. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass klinische Isolate zusatzliche DNA-Sequenzen im
Bereich von 15.000 Basenpaaren aufweisen, so dass die Gesamtgenomlange bis an die
250.000 Basenpaare betragen kann (Cha et al., 1996). Das HCMV-Genom kodiert fir etwa
200 Genprodukte. Die Homologie zwischen verschiedenen HCMV-Isolaten betragt >90%;
dennoch lassen sich mit der relativ insensitiven Methode der Restriktions-enzymanalyse
keine zwei Isolate finden, die ein identisches Restriktionsmuster aufweisen (Chandler &
McDougall, 1986). Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem Genom eines Virusisolates und dem klinischen Verlauf der
Infektion gibt (Fries et al., 1994; Grefte et al., 1995; Torok-Storb et al., 1997).

Das HCMV-Genom besteht aus einzigartigen (unique) und repetitiven (repeats)
Sequenzen (Abb.1.2.). Die terminalen repetitiven Sequenzen (terminal repeats; TR), die
sich an den Genomenden und der Verbindungsstelle zwischen der unique long- (U.) und
der unique short- (Us) Region befinden, dienen dem &ulRerst komplex regulierten Vorgang
der viralen Replikation. Dartber hinaus ist das HCMV-Genom reicher an direkt und
invertiert repetitiven Sequenzen als andere Vertreter der Herpesviren (Masse et al., 1992).

Drei Genomregionen weisen einen besonders hohen Anteil an Repetitionen auf: der
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Ausgangspunkt der DNA-Replikation, oriLyt, und zwei die Transkription verstarkende
Elemente (enhancer). Der G+C-Gehalt des HCMV-Genoms betragt 55%.

| Toledo |
TR \ / TR
l_% Z cba d i S
| OJYIN| J M| F D L|IV|PISIR|T| E | KQXMM H Hindlll
O|l|G [||IK | [YS| Q||| E [M|[PVM 1 |A | D B R[|J|IOUL C [T||N EcoRl
—r
hf ig c bz W de a X

4 puL57 IE4<] « IE1/IE2 q Immediate
early

4p52 } 38 q Early

{pmso {gs { « }ppzs 4 Late

gH pp71
pp65

| unique long |

Abb.1.2.: Genomorganisation des HCMV-Laborstammes Ad169 (modifiziert nach Chee et al.,
1990). Die DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und EcoRI gespalten und die
resultierenden Fragmente gemaR ihrer GroRRe alphabetisch sortiert. Die untere Bildhalfte ordnet
einige Proteine, die im Replikationszyklus von HCMV eine zentrale Rolle spielen, den drei Phasen
der viralen Genexpression zu. Die Pfeilspitze deutet die Transkriptionsrichtung an. Der Stamm
Toledo enthalt zusatzliche Sequenzen von ca. 13 kB.

1.1.3. Replikation

Der erste Kontakt zwischen HCMV und seiner Zielzelle wird durch eine Interaktion der
viralen Hiullproteine mit Heparansulfatstrukturen auf der Zelloberflache vermittelt. Auf
viraler Seite spielen dabei das Glykoprotein B (gB) sowie der Glykoproteinkomplex gCl|
eine herausragende Rolle (Compton, et al., 1993; Kari et al., 1992). Danach erfolgt die
Adsorption an die Zelloberflache, die durch spezifische, jedoch bisher noch unbekannte
Rezeptoren vermittelt wird. Die virale Hulle fusioniert mit der Zellmembran. Bei diesem
Vorgang scheint der Glykoproteincomplex gClll eine Rolle zu spielen (Huber & Compton,
1999). Dadurch gelangt das Kapsid mit dem Tegument ins Zytoplasma der Zelle,

akkumuliert an den Mikrotubuli und wird entlang dieser zu den Kernporen transportiert.
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Das Genom und bestimmte Proteine, die fur den Kerntransport relevant sind, werden in
den Zellkern eingeschleust. Dort zirkularisiert das lineare HCMV-Genom zu einem Episom.
Eine Integration des viralen Genoms in das der Wirtszelle wurde bisher nicht beobachtet.
Die Replikation des viralen Genoms erfolgt nach dem Prinzip des rolling circle. Dabei
werden Konkatemere gebildet, die bei der Verpackung der DNA an den Genomenden
gespalten und in Einzelgenome Uberfuhrt werden (Marks & Spector, 1988; Anders et al.,
1992).

Die virale Genexpression des HCMV nimmt, wie bei allen Herpesviren, einen dreistufigen,
kaskadenartigen Verlauf bis hin zur Lyse der infizierten Zelle. Zunachst werden die
immediate-early (IE)-Gene transkribiert. Dazu gehotren alle Genprodukte, die auch in
Gegenwart von Inhibitoren der viralen Proteinbiosynthese entstehen. Zur sogenannten
early (E)-Phase zahlen diejenigen Gene, die auch in Gegenwart von Hemmstoffen der
viralen Replikation gebildet werden. Alle Gene, die nach Abschlul3 der DNA-Synthese
exprimiert werden, gehotren der late (L)-Phase des viralen Replikationszyklusses an. Die
Proteine, die in einer bestimmten Phase exprimiert werden, nehmen jeweils
unterschiedliche Aufgaben im Rahmen der Replikation wahr. So sind IE-Proteine
hauptséachlich regulatorische Molekile, die wiederum die frihe Genexpression (E-Phase)
treiben. E-Proteine sind fur die Replikation der viralen DNA verantwortlich, wahrend L-
Proteine in erster Linie Strukturkomponenten des Virus darstellen (zusammengefal3t in
Mocarski, 1996).

Im Zuge der Replikation von HCMV werden drei Sorten von Partikeln gebildet. Irmiere und
Gibson beschrieben 1983, dass neben den infektidsen Virionen von HCMV-infizierten
Fibroblasten in Zellkultur zusatzlich zwei Typen von defekten Partikeln freigesetzt werden.
Die eine Form wird als nicht-infektiose, umhillte Partikel (non infectious enveloped
paticles, NIEPs) bezeichnet und ahnelt in Struktur und Proteinkomposition den Virionen.
Die einzigen Unterschiede zu Virionen sind das Vorhandensein eines zusatzlichen
Polypeptids, das als assembly protein bekannt ist und das Fehlen von DNA. Die zweite
Form dieser defekten Partikel wird als "Dense Bodies" (DB) bezeichnet. DB sind umhiillte,
sphérische Strukturen, die weder das virale Kapsid noch DNA enthalten (Irmiere & Gibson,
1983; Craighead, 1972; Sarov & Abady, 1975). Sie bestehen vorwiegend aus viralen
Tegumentproteinen, die von einer Lipidmembran umhillt sind, in die die viralen
Glykoproteine eingelagert sind (Fiala et al., 1976). Das relative Verhaltnis der drei
Partikelformen zueinander scheint bei verschiedenen Virusstammen unterschiedlich zu

sein.

1.1.4. Latenz und Reaktivierung
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Als Folge der Primarinfektion persistiert HCMV lebenslang in dem befallenen Organismus.
Dies ist ein wesentliches Charakteristikum aller Herpesviren. Wahrend dieser Zeit bleibt
das Virus in der Regel im Stadium der Latenz, d.h. es kann keine Virusproduktion
nachgewiesen werden. Als Reaktion auf physiologischen Stref3 kann das Virus aus der
Latenz reaktiviert werden. Neuere Studien deuten darauf hin, dass eine Reaktivierung in
gesunden Personen ein haufiges Ereignis darstellt, das Stre3-vermittelt auftritt und
hochstwahrscheinlich durch den Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) ausgeldst wird (Toro &
Ossa, 1996; Docke et al., 1994). Es sind auch Reinfektionen mit anderen HCMV-Stammen
mdoglich. Die Zellen, in denen das Virus persistiert, sind noch nicht ausreichend definiert,
jedoch weisen eine Reihe von neuesten Untersuchungen darauf hin, dass Zellen des
hamatopoetischen Systems, vor allem Vorlaufer von dendritischen und myeloiden Zellen,
eine zentrale Rolle als Latenzort spielen (Slobedman & Mocarski, 1999; Maciejewski &
St.Jeor, 1999; Hahn et al, 1998). Auch Monozyten/Makrophagen fungieren als
Latenzreservoir und dienen der Dissemination im Organismus. Dartber hinaus gilt eine

Persistenz des Virus in Organen als gesichert (Bruggeman, 1993).

1.1.5. Epidemiologie und Transmission

Die Epidemiologie des HCMV kann in zwei Gruppen untergliedert werden: die klassische
Epidemiologie in der Normalbevilkerung und die spezifische Epidemiologie in
Hochrisikogruppen (zusammengefaldt in Ho, 1991; Onorato et al., 1985). In der
Normalbevdlkerung treten HCMV-Infektionen in zwei Lebensabschnitten besonders haufig
auf: in der friihen Kindheit bis zum sechsten Lebensjahr, wo die Transmission in der Regel
von der Mutter auf das Kind erfolgt (pré-, peri- oder posthatal) und im frihen
Erwachsenenalter (16-30 Jahre). Hier erfolgt die Transmission durch sexuelle Aktivitat. Die
endemischen Infektionsraten weisen ein geographisches Verteilungsmuster auf. Wahrend
z.B. die endemische Infektionsrate in Nordamerika und Europa im Durchschnitt bei 50%
liegt, nahert sie sich in Japan und Teilen Sudamerikas der Grenze von 100%. Die
Mechanismen, die fir diese Unterschiede verantwortlich sind, sind vielfaltig, wobei enge
soziale Kontakte eine grof3e Rolle spielen. Darauf weist die Tatsache hin, dass innerhalb
einer bestimmten geographischen Region grof3e Unterschiede in der Durchseuchungsrate
zwischen Angehoérigen privilegierter sozialer Schichten und Angehdrigen mit niedrigem

soziobkonomischen Status bestehen.

Zu den Hochrisikogruppen fiir eine HCMV-Infektion z&hlen seronegative Schwangere, bei

denen sich die Infektion bei den Neugeborenen manifestiert, Transplantatempfanger,
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AIDS-Patienten, Personen mit angeborener Immundefizienz, Patienten, die unter

immunsuppressiver Therapie stehen sowie Empfanger von kontaminierten Blutprodukten.

1.1.6. Pathologie und Pathogenese

Die priméare Infektion mit HCMV verlauft bei alteren Kindern und Erwachsenen in der Regel
entweder asymptomatisch oder unter dem Krankheitshild der Mononukleose mit Fieber,
Muskelschmerzen, Leberfunktionsstérungen und Lymphozytose. Der klinische Verlauf ist
mild, nur in seltenen Fallen kommt es zu einer schwerwiegenden Erkrankung (Alford &
Britt, 1990). Bei jingeren Kindern kann es zu einer anikterischen Hepatitis mit Leber- und
MilzvergroRerung kommen. In Ausnahmefallen tritt bei Kindern eine Beteiligung der
Atemwege mit Bronchitis und Pneumonie auf; noch seltener sind aseptische Meningitis
und immunologische Verédnderungen. Neuere Studien verschiedener Arbeitsgruppen
deuten darauf hin, dass HCMV zudem auch am Entstehen von entzindlich-proliferativen
Gefalerkrankungen beteiligt ist. (Hendrix et al., 1990; Melnick et al., 1994).

Wahrend es bei immunkompetenten Personen in der Regel nicht zu gravierenden
Symptomen kommt, stellt die Infektion mit HCMV bei Patienten mit geschwachtem
Immunsystem eine bedeutsame Komplikation dar. Fast jedes Organ kann durch die
Infektion beeintrachtigt werden. Die am haufigsten geschadigten Organsysteme sind
Nieren, Leber, Atemwegsorgane, das Zentrale Nervensystem (ZNS) sowie der
gastrointestinale Trakt (Ho, 1991). Die wichtigsten Hochrisikogruppen sollen im folgenden

naher beleuchtet werden.

Neugeborene

Die Infektion mit HCMV qilt als die haufigste virale Infektion bei Neugeborenen. Die
Inzidenz einer HCMV-Infektion wahrend der Schwangerschaft liegt bei durchschnittlich 2%
(Griffiths & Baboonian, 1984; Oronat et al., 1985; Boppana et al., 1999). Je niedriger der
soziale Status, desto hoher ist die Infektionsrate. Hauptlbertrager sind infizierte Kinder mit
subklinischem Krankheitsverlauf; Hauptrisikoorte sind Kindergarten und &hnliche
Einrichtungen, in denen schwangere Frauen in engen Kontakt zu Kindern kommen.

Obwohl in der Bevélkerung wenig tber HCMV-Infektionen bekannt ist, sind sie genau so
haufig die Ursache mentaler Retardierung wie beispielsweise Trisomie 21. Dies wird durch
eine Studie aus Alabama belegt, aus der hervorgeht, dass jahrlich bei Giber 9000 Kindern
in Europa und tber 8000 Kindern in den USA (das entspricht etwa 0,2 % der Geburten) die
intrauterine CMV-Infektion Schaden hinterlaRt. Dazu zdhlen sensorineuraler Gehorverlust,
geistige Retardierung, motorische Defizienzen und Chorioretinitis. Nur etwa 10% dieser
Falle sind bereits bei der Geburt augenscheinlich (Plotkin, 1999). Viele Schadigungen
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treten erst mit zunehmendem Lebensalter auf. So entstehen z.B. bei 5-15% der infizierten
Kinder erst nach mehreren Jahren Gehérschaden unterschiedlichen Grades (Fowler et al.,
1999).

Bei der Infektion von Neugeborenen missen grundsatzlich drei Zeitpunkte unterschieden
werden: die intrauterine Infektion (pranatal), die Infektion wéhrend der Geburt (perinatal)
und die Infektion nach der Geburt (postnatal). Je friher die Infektion erfolgt, umso héher
scheint das Risiko einer Erkrankung zu sein. Bei pra- und perinatalen Infektionen hangen
die klinischen Folgeerscheinungen in erster Linie von der Art der Infektion der Mutter ab.
Bei einer Primarinfektion wird das Virus in 35-50% der Félle auf den Fotus Ubertragen
(Griffiths et al., 1984). Im Gegensatz dazu wurde die Ubertragungsrate bei Sekundar-
infektionen (Reaktivierung, Reinfektion) bisher mit 0,2-2,0% angegeben (Stagno et al.,
1982). Neueste Untersuchungen zeigen allerdings, dass bei bestétigter Nicht-
Primarinfektion der Mutter sogar 17% der untersuchten Kinder Symptome entwickelten
(Boppana et al., 1999). Diese Werte liegen deutlich hoher als bisher angenommen und
werden von den Urhebern dieser Studie zum einen auf eine verbesserte Frihdiagnose,
zum anderen auf Variationen der Virusisolate und Stamm-spezifische Unterschiede in der
Immunantwort zurtickgefuhrt.

Der Immunstatus der Mutter scheint also ein, wenn auch wichtiges, so nicht das einzige
Kriterium fur den Ausgang einer kongenitalen HCMV-Infektion zu sein. Welcher
Mechanismus genau Protektion vermittelt, ist Gegenstand vieler aktueller Studien. Der
Antikorpertiter der Mutter, die Virulenz des jeweiligen Virusstammes sowie die Viruslast der
Infektion durften aber von grof3er Bedeutung sein. Von den Féllen, in denen es zu einer
HCMV-Infektion des Fotus kommt, entwickeln 8-10% der Babies eine Kklinische
Symptomatik. Diese klassische "Cytomegalie" verlauft mit Hepatosplenomegalie, Ikterus,
thrombozytopenischer Purpura, Mikrozephalie und zentralnervésen Stérungen. Selten
treten schwere generalisierte Krankheitsverlaufe mit Mortalitdtsraten von 11-20% auf
(Boppana et al., 1992). Eine Studie an Friihgeborenen machte deutlich, dass der passive
Transfer von HCMV-neutralisierenden Antikérpern eine Erkrankung verhindern kann
(Snydman et al., 1995).
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Abb. 1.3.: Kongenitale HCMV-Infektion eines Neugeborenen mit Hepatosplenomegalie und
petechialen Blutungen (Quelle: Prof. G. Jahn, TUbingen).

Transplantationspatienten

Die zweite Patientengruppe, die durch HCMV-Infektionen besonders gefahrdet ist, sind
Empféanger von soliden Organen und Knochenmark. Hier gilt generell, dass insbesondere
Primarinfektionen zu schweren Erkrankungen fihren. Reaktivierungen oder Reinfektionen
sind ebenfalls von erheblicher klinischer Bedeutung. Die HCMV-Infektion wird haufig durch
das Transplantat eines HCMV-seropositiven Spenders Ubertragen; gelegentlich kommt es
auch im Rahmen der fiur die Behandlung notwendigen Transfusionen von Blut und
Blutprodukten, wie beispielsweise Granulozytenkonzentraten, zur Primar- oder Reinfektion
des Empféangers. Die Inzidenz einer symptomatischen HCMV-Infektion korreliert bei
Transplantationspatienten stark mit dem Ausmaf} der Immunsuppression (Rubin, 1990).
Wie bei schwangeren Frauen moduliert auch bei den Transplantations-patienten eine
bereits bestehende Immunitat den Ausgang der Infektion.

Die Symptomatik umfafit bei den Empfangern von soliden Organen ein breites Spektrum
von Symptomen, wie Fieber, Leukopenie, Thrombozytopenie und Hepatitis. Fast jedes
Organsystem kann von der Infektion betroffen sein. Lebensbedrohliche Zusténde sind die
Folge von schweren Infektionen des Magen-Darm-Traktes und der Atemwege (Interstitielle
Pneumonie, Colitis, Gastritis). Dartber hinaus erhoht sich aufgrund der
immunsupprimierenden Wirkung einer HCMV-Infektion das Auftreten von Super-
infektionen mit Pilzen, Protozoen oder Bakterien. Neben akuten Infektionen, die bis Tag
100 nach Transplantation auftreten, wird HCMV in zunehmenden MalRe mit chronischen
GefalRveranderungen assoziiert (Grattan et al., 1989).

Bei der allogenen Knochenmarkstransplantation (KMT) ist die durch HCMV ausgel6ste

interstitielle Pneumonie die schwerste Komplikation. Sie tritt 30-80 Tage nach
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Transplantation auf und verlauft trotz Chemotherapie in 80-90% der Falle tddlich (Bowden,
1991). In diesem Zusammenhang erscheint es interessant, dass die interstitielle
Pneumonie haufig im Rahmen einer akuten Absto3ungsreaktion (Graft versus Host
Erkrankung) auftritt. Inwieweit die HCMV-Infektion dabei selbst zur Transplantat-
AbstoBung beitragt, ist unklar. Dariber hinaus finden sich bei KMT-Patienten auch alle

Symptome, wie sie bei den Empféangern von soliden Organen beschrieben wurden.

AIDS-Patienten

Infektionen mit HCMV sind bei AIDS-Patienten sehr haufig. Bei fast allen ist im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium oder in Autopsiematerial HCMV nachweisbar. Es
findet sich vor allem im Drisengewebe, dem Gastrointestinaltrakt, im ZNS und im Auge
(Klatt & Shibata, 1988). Retinitis ist die haufigste klinische Manifestation. Die weitgehende
Immundefizienz dieser Patienten verursacht haufig die generalisierte Form der HCMV-
Infektion. Aufgrund von Superinfektionen mit opportunistischen Erregern ist die
pathogenetische Verkniupfung einer bestimmten Organmanifestation mit der HCMV-
Infektion jedoch in der Regel schwierig. Es gibt Hinweise darauf, dass Infektionen mit
HCMV das Fortschreiten von AIDS beschleunigen (Webster et al., 1989).

1.2. Immunologische Uberwachung einer HCMV-Infektion

Eine entscheidende Rolle fir den Ausgang einer HCMV-Infektion spielt das Vorhanden-
sein von Abwehrfunktionen. Dies kann durch verschiedene Beispiele belegt werden. So
verringert z.B. der Ablauf einer naturlichen HCMV-Infektion in der Mutter vor der Empfang-
nis die Haufigkeit der Virustransmission auf den Fétus und, noch wichtiger, das Risiko fur
das Auftreten von Schadigungen beim Neugeborenen (Fowler et al., 1992; Stagno et al.,
1986; Adler et al., 1995; Tanaka et al., 1991). Bei den Empfangern solider Organe
korreliert die Abwesenheit HCMV-spezifischer Immunitat in dramatischer Weise mit dem
verstarkten Ausmalfd klinischer Manifestationen. Ebenso erhéht sich die Mortalitatsrate
nach Transplantation eines Organs von einem seropositiven Spender drastisch (Falagas et
al., 1997; Falagas et al., 1998; Smyth et al.,, 1991; Rubin, 1990). Auch in der Post-
Transplantationsphase ist eine HCMV-spezifische Immunantwort von grofRer Bedeutung.
So konnte an Studien mit Patienten nach KMT gezeigt werden, dass die Rekonstitution
einer MHC-Klasse | restringierten, HCMV-spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort (CTL-
Antwort) invers mit der Schwere der klinischen Manifestationen korreliert (Quinnan et al.,

1982; Reusser et al.,, 1991; Reusser et al.,, 1999). Desgleichen bewirkt der adoptive
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Transfer HCMV-spezifischer CTL bei KMT-Patienten einen deutlich verbesserten Schutz
vor den Risiken einer Infektion (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995).
Erstaunlicherweise fungieren nur sehr wenige der tber 200 HCMV-kodierten Proteine als
Zielstrukturen fur CTL. Nach bisherigem Erkenntnisstand werden MHC-Klasse |
restringierte CTL-Epitope lediglich auf dem IE1l-Protein, sowie auf den Genprodukten
pp65, ppl50 und gB erkannt. Bei den meisten Personen scheint das Tegumentprotein
pp65 die Hauptzielstruktur HCMV-spezifischer CTL zu sein, es gibt aber auch
Konstellationen, wo bevorzugt IE1 erkannt wird (Kern et al., 1999; Kern et al., 1998;
Boppana & Britt, 1996; Wills et al., 1996; Weekes et al., 1999; Gavin et al., 1993; Riddell et
al., 1991; McLaughlin-Taylor et al., 1994; Borysiewicz et al., 1988; Hopkins et al., 1996;
Diamond et al., 1997; Alp et al., 1991). Von Riddell und Kollegen konnte gezeigt werden,
dass die Tegumentproteine pp65 und ppl50 als Virionbestandteile bereits unmittelbar
nach Infektion prozessiert und auf der Zelloberflache prasentiert werden. In der Folge
werden diese Zellen unmittelbar nach Infektion und somit ohne de novo-Proteinsynthese
von CTL lysiert (Riddell et al., 1991). Man bezeichnet dieses Phanomen, das auch fur das
murine Cytomegalovirus beschrieben wurde (Koszinowski et al., 1990), als "exogene
Beladung" des MHC-Klasse | Prasentationsweges. Als weitere Besonderheit von pp65 wird
diskutiert, dass dieses Protein selektiv die Antigenprozessierung und —prasentation des
IE1-Genproduktes unterdriickt (Gilbert et al., 1996). Diese Strategie kbnnte dem Virus
dazu dienen, der Immunkontrolle zu entkommen. Zudem wurde in einigen Studien eine
Reduktion der Oberflachenexpression von MHC-Molekilen, die durch HCMV-Proteine
ausgelost wird, als weitere Immunevasionstrategie des HCMV beschrieben (Hengel et al.,
1998; Tomazin et al.,, 1999; zusammengefaldt in Plachter, 1999). In Anbetracht der
Tatsache, dass HCMV-Infektionen in immunkompetenten Personen in aller Regel
asymptomatisch verlaufen, ist die Relevanz dieser Studien fir die Situation in vivo jedoch
umstritten; vielmehr scheint es sich um zelltypspezifische Sonderfélle zu handeln.

Eine effiziente Erkennung infizierter Zellen durch CD8+ CTL bendétigt die Unterstiitzung
durch CD4+ T-Helferzellen. Ein Zusammenspiel beider Arme des T-zellularen
Immunsystems verbessert die Kontrolle einer HCMV-Infektion (Reusser et al., 1991;
Walter et al.,, 1995). Als Induktoren einer T-Helferzellantwort gegen HCMV wurden die
Proteine pp65, gB, gH, IEL1, IE2 und pULG69 charakterisiert, wobei pp65 in allen
untersuchten Spendern das dominante Antigen war (Beninga et al., 1995). Zudem konnte
gezeigt werden, dass HCMV-infizierte Zellen bereits unmittelbar nach Infektion auch von
Natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) bek&ampft werden (Borysiewicz et al., 1985). Die
zentrale Bedeutung der zell-vermittelten Immunitat fir die Kontrolle einer HCMV-Infektion
wird durch die Beobachtung bestarkt, dass Individuen mit Defizienzen der zellularen

Immunabwehr das gréi3te Risiko fir eine symptomatische CMV-Erkrankung tragen.
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Das humorale Immunsystem stellt eine zweite Ebene zum Schutz vor HCMV dar. Wahrend
die zellulare Immunabwehr offensichtlich fur die Genesung von einer HCMV-Infektion
verantwortlich ist, scheint das humorale Immunsystem eine wichtige Rolle bei
Sekundarinfektionen sowie bei der Begrenzung der Schwere der Erkrankung zu spielen.
DarUber hinaus konnte im verwandten murinen Cytomegalovirus-Modell gezeigt werden,
dass Antikérper die Virusausbreitung begrenzen und Schutz vor einer todlichen
Infektionsdosis vermitteln (Jonjic et al., 1994; Reddehase et al., 1994; Rapp et al., 1993).
Die Zielantigene der humoralen Immunantwort sind Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen und scheinen eine ganze Reihe von Struktur- und Nichtstrukturproteinen
zu umfassen (Landini et al., 1985). Die Phosphoproteine, insbesondere das basische
Phosphoprotein  ppl50, wurden als die starksten Immunogene fur die humorale
Immunantwort gegen HCMV identifiziert (Vornhagen et al., 1994; Landini et al., 1991,
vanZanten et al., Kropff et al.,, 1993; 1995; Jahn et al., 1987). Antikorper gegen diese
Polypeptide sind jedoch nicht neutralisierend und dirften somit nur wenig zur Begrenzung
der Virusdissemination beitragen (Spaete et al., 1994). Als Zielstrukturen fir
neutralisierende Antikdrper konnten die viralen Glykoproteine gB und gH charakterisiert
werden (Britt & Mach, 1996; Liu et al., 1991; Meyer et al., 1990; Urban et al., 1996).
Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass der grof3te Teil der neutralisierenden
Aktivitdt gegen das Glykoprotein B (gB) gerichtet ist (Britt et al., 1990; Marshall et al.,
1992; Gonczol et al., 1991). Auf diesem Protein konnten sowohl lineare als auch
konformationsabhdngige, stamm-spezifische sowie kreuzreaktive Epitope identifiziert
werden (Speckner et al., 1999; Qadri et al., 1992).

Die Bedeutung neutralisierender Antikdrper konnte in einer Studie an pediatrischen
Populationen gezeigt werden. Sie machte deutlich, dass ihr Vorhandensein mit dem
Fehlen schwerer HCMV-bedingter Manifestationen korrelierte (Yaeger et al., 1981). Der
passive Transfer neutralisierender Antikdrper konnte das Erkrankungsrisiko bei fruhreifen
Neugeborenen und bei Empfangern solider Organe deutlich reduzieren (Falagas et al.,
1997; Snydman et al., 1995; Werner et al., 1993). Weiterhin schutzt das Vorhandensein
HCMV-spezifischer neutralisierender Antikdrper vor dem Zeitpunkt der Empfangnis vor
Virustransmission und dem Ausbruch schwerer HCMV-assoziierter Krankheitshilder
(Fowler et al.,, 1992). Eine neuere Studie an KMT-Patienten bekraftigte, dass
neutralisierende  Antikbrper auch in diesem Patientenkollektiv vor schweren
Krankheitshildern schitzen (Schoppel et al., 1998).

In der Zusammenschau weisen die genannten Studien darauf hin, dass beide Arme des
Immunsystems, also sowohl humorale als auch zellulare Effektormechanismen, an einer

effizienten Kontrolle einer HCMV-Infektion beteiligt sind.
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1.3. Diagnose, Prophylaxe und Therapie einer HCMV-Infektion

Aufgrund der mannigfaltigen Manifestationen einer HCMV-Infektion ist eine Diagnose, die
auf dem klinischen Erscheinungsbild basiert, in der Regel unmoglich. Darlber hinaus
ergibt sich insbesondere bei akuter Infektion nach Organtransplantation und bei AIDS-
Patienten eine signifikant bessere Prognose, wenn die antivirale Therapie bereits vor
Auftreten der klinischen Symptomatik begonnen wird (Ljungman et al., 1992). Die
Labordiagnostik fir HCMV stlitzt sich zum einen auf den Nachweis von infektibsem Virus
bzw. von viralen Antigenen oder viraler Nukleinsaure in Patientenmaterial, zum anderen
auf die Untersuchung der spezifischen Antikdrper-Antwort. Fir den Nachweis HCMV-
spezifischer Antikdrper finden neben der konventionellen Komplement-Bindungsreaktion
(KBR) und der indirekten Immunfluoreszenz (IF) vor allem Enzym-Immun-Teste (ELISA)
breite Anwendung (Plachter & Jahn, 1990). Die Standardmethode zum Virusnachweis ist
nach wie vor die Isolierung von Virus aus Blut oder Urin in Fibroblasten-Zellkultur. In
histologischen Praparaten ist die Infektion eines Organs mit HCMV an charakteristisch
veranderten Zellen, sog. Eulenaugen-Zellen, zu erkennen. Zum Antigennachweis in
peripharen Leukozyten werden HCMV-spezifische Antikdrper verwendet. Mit diesem als
Antigenadmie-Test bezeichneten Verfahren (Grefte et al., 1992) laf3t sich eine akute HCMV-
Infektion wesentlich schneller als beispielsweise durch Virusanzucht nachweisen.
Wesentliche Steigerugen in der Sensitivitat des Nachweises erbringen neuere Verfahren
wie die in situ-Hybridisierung und die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Die HCMV-Infektion galt lange Zeit als Therapie-resistent, weil die verfligbaren
Therapeutika zum Grof3teil ineffektiv waren. Die Einfuhrung neuer Chemotherapeutika hat
diese Situation entscheidend verbessert. Zur Zeit stehen Ganciclovir (GCV) und Foscarnet
als etablierte Medikamente zur Verfigung; daneben gibt es auch neuere Entwicklungen
wie Cidovofir. GCV (9-(1,3-Dihydroxy-2-Propoxymethyl)Guanin) ist ein Nukleosidanalogon.
Es wird in der infizierten Zelle durch das virale Genprodukt UL97 in GCV-Monophosphat
und von zellularen Kinasen in GCV-Triphosphat umgewandelt. Das GCV-Triphosphat wird
in den wachsenden DNA-Strang eingebaut und fihrt somit zum Abbruch der DNA-
Synthese. Foscarnet (Phosphonoformiat) ist ein nicht-kompetitiver Inhibitor der viralen
DNA-Polymerase. Um ausreichend hohe Mengen im Plasma zu erreichen, mussen beide
Praparate intravenos verabreicht werden. Zur Zeit werden Studien mit oral verabreichtem
GCV, das erst kurzlich lizensiert wurde, durchgefiihrt (Noble & Faulds, 1998; Brown et al.,
1999).

Augrund des Wirkungsmechanismusses der beiden Therapeutika ist klar, dass nur
replizierende Viren erfal3t werden. Latent persistierende Viren, die keine DNA-Synthese

betreiben, werden nicht beeintrachtigt. Konsequenterweise kann das Virus durch diese
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Praparate nicht aus dem Organismus eliminiert werden, so dass Reaktivierungsereignisse
auch nach einer erfolgreichen Therapie méglich bleiben. Dariber hinaus sollte auch die
Toxizitat der Chemotherapeutika berlcksichtigt werden. Jedoch scheint GCV nicht
teratogen zu wirken (Pescovitz, 1999). Zu beachten ist, dass mit wachsender
Behandlungsdauer das Auftreten von resistenten Virusstammen steigt. Diese Varianten
weisen Mutationen in den Genen fiir die DNA-Polymerase und/oder dem UL97 Protein auf
(Smith et al., 1997; Faizi Khan et al., 1998; Zhou et al., 1999).

Neben der Therapie einer akuten Infektion wurde GCV auch prophylaktisch bei
Transplantationspatienten eingesetzt (Goodrich et al., 1993; Stocchi et al., 1999). Obwonhl
das Auftreten HCMV-bedingter Komplikationen wahrend der frihen Phase nach
Transplantation deutlich gesenkt werden konnte, verbesserte sich die Lebenserwartung
nicht signifikant. Alternative Prophylaxeansatze beinhalten die Verringerung des
Infektionsrisikos, z.B. durch Verwendung von Leukozyten-depletierten Blutprodukten
(Bowden et al., 1991) und den passiven Transfer von Immunglobulinen oder Hyper-
immunglobulinen. Beide Behandlungsmethoden sind heutzutage Standard in allen Trans-

plantationszentren. Eine aktive Immunprophylaxe gegen HCMV gibt es bislang nicht.

1.4. Bisherige Ansatze zur Entwicklung eines Impfstoffes gegen
HCMV

Im Hinblick auf die Schwere der Erkrankung, die aus einer HCMV-Infektion in
immunsupprimierten Personen (wahrend der Schwangerschaft, Transplantations-
patienten, AIDS-Patienten, Personen mit angeborener Immunschwéche etc.) hervorgehen
kann, ist die Entwicklung einer wirksamen Vakzinierungsstrategie winschenswert. Man
schatzt, dass sich durch eine Vakzine-induzierte Immunitat die Inzidenz der intrauterinen
Transmission um den Faktor 40, das Auftreten von zentralnervésen Schadigungen um den
Faktor 25-30 verringern wirde (Britt, 1996).

Doch obwohl in den letzten Jahren erhebliche wissenschaftliche und wirtschaftliche
Anstrengungen zur Entwicklung von Impfstoffen gegen Herpesviren unternommen wurden,
konnte bisher nur eine einzige Herpesvirus-Vakzine, ein lebend-attenuierter Varizella-
Impfstoff zur Anwendung in Risikokollektiven, lizensiert werden (Watson & Rothstein,
1999). Diese Impfstrategie analog gegen HCMV einzusetzen, namlich lebend-attenuierte
Cytomegaloviren als Impfstoff zu verwenden, wird seit den siebziger Jahren verfolgt. Elek
und Stern verwendeten den Laborstamm Ad169 und immunisierten freiwillige Erwachsene
(Elek & Stern, 1974). Die Impflinge entwickelten Antikbrper und zeigten

Lymphoproliferation. Die Persistenz der induzierten Immunitat sowie die Wirksamkeit zur
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Verhinderung einer Infektion wurde jedoch nie untersucht. Plotkin und Kollegen isolierten
den Stamm Towne aus einem kongenital infizierten Kind, passagierten ihn auf humanen
embryonalen Fibroblasten bis zur 125. Passage und testeten ihn an freiwilligen gesunden
Erwachsenen (Plotkin et al., 1975; Plotkin & Huygelen, 1977; Plotkin et al., 1976; Just et
al., 1975). Die Towne-Vakzine erwies sich als immunogen und gutvertraglich. Sie fihrte
zur Induktion neutralisierender Antikdrper, zu einer anhaltenden lymphoproliferativen
Antwort und zu HLA-restringierter Zytotoxizitdt &hnlich einer natlrlichen Infektion. Die
Starke der Immunantwort war jedoch gegenuber der naturlichen Infektion reduziert (Starr
et al., 1981).

Da insbesondere Nierentransplantat-Empfanger durch schwerwiegende HCMV-bedingte
Komplikationen gefahrdet sind, wurde getestet, ob die Towne-Vakzine in diesem Kollektiv
eine Erkrankung verhindern kann. Zudem sollte die Sicherheit dieses Impfstammes bei
immunkompromittierten Personen untersucht werden (Plotkin et al., 1984; Plotkin et al.,
1990). Nach drei randomisierten, kontrollierten Doppelt-Blind-Studien ergab sich, dass die
Impfung mit Towne eine HCMV-Infektion der Patienten nicht verhindern konnte, jedoch die
Schwere der Erkrankung deutlich verringerte (Plotkin et al., 1991; Plotkin et al., 1994). Um
zu Uberpriufen, ob die Towne-Vakzine zur Pravention einer kongenitalen HCMV-Infektion
bei gesunden schwangeren Frauen eingesetzt werden kann, wurden gesunde Freiwillige,
in diesem Falle Ordenspriester, geimpft. Als Belastungstest wurde ein Teil der Impflinge
anschliel3end mit einem Wildisolat namens Toledo infiziert. Die Towne-Impfung konnte vor
geringen Dosen des Belastungsvirus schitzen. Nach Infektion mit hdéheren Dosen
erkrankten die Impflinge jedoch ernsthaft. In einer zweiten, erst kirzlich durchgefiihrten
Studie an jungen Mittern zeigte sich ebenfalls, dass sich die Infektionsrate geimpfter von
nicht-geimpften Muttern nicht signifikant unter-schied. Zusammengefasst zeigten diese
Versuche, dass die Towne-Vakzine zu einer immunogenen, milden Infektion flhrte, aber
die induzierte Immunitat nicht den gleichen Schutz wie nattrlich erworbene Immunitat
vermitteln konnte (Plotkin, 1999). Zudem st die molekulare Grundlage der
Virsattenuierung bislang unverstanden. Die Administration eines lebend-HCMV-
Impfstoffes, z.B. an Frauen im gebahrfahigen Alter, ist daher mit nicht abschatzbaren
Risiken behaftet, weshalb die Towne-Vakzine bisher nicht lizensiert wurde.

Die Firma Aviron (Mountain View, USA) setzt auf einen genetischen Ansatz zur
Entwicklung einer HCMV-Vakzine. Sie fand heraus, dass der Impfstamm Towne
gegenuber dem Wildisolat Toledo eine Deletion von 13 kB aufweist. Diese Region kodiert
fur 19 Proteine. Hybride aus Towne und der 13 kB-Region sollen nun dahingehend unter-
sucht werden, ob sie sich in Virulenz und Immunogenitat von den Ausgangsstammen
unterscheiden (Mocarski & Kemble, 1996). Klinische Studien missen zeigen, ob ein

geeignetes Gleichgewicht zwischen Immunogenitét und Sicherheit erreicht werden kann.
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Neben diesen Ansatzen, die auf lebend-attenuierten Viren beruhen, wurden auch
eine Reihe von Spaltvakzinen gegen HCMV getestet. Im Vordergrund steht dabei das
Glykoprotein B (gB), gegen das mindestens 50% der neutralisierenden Antikérper im
Serum naturlich infizierter Personen gerichtet sind. Wissenschaftler der Firma Chiron
(Emeryville, CA, USA) inserierten gB stabil in Hamsterzellen (CHO), wobei die Trans-
membrandoméne sowie die proteolytische Schnittstelle am 3'Ende von gB deletiert
wurden, um eine verstarkte Sekretion des Proteins in den Uberstand zu gewahrleisten.
Aufgereinigtes gB wurde zusammen mit dem Ol-in-Wasser Adjuvans MF-59 intramuskular
an Freiwillige verabreicht. Nach drei Dosen a 30 g zeigten die Impflinge hohe Titer an
Antikdrpern, die alle getesteten HCMV-Primarisolate neutralisieren konnten. Sechs Monate
nach der letzten Dosis fielen die Antikdrpertiter jedoch rapide ab (Pass et al., 1999). Von
einem Kanarienvogel-Pockenvirus-Vektor exprimiertes gB (canarypox-gB) als Alternative
induzierte nur geringe Antikdrper-Titer. Deshalb wurde in einer weiteren Studie canarypox-
gB als "Prime" verabreicht, gefolgt von der attenuierten Towne-Vakzine als "Boost" (Adler
et al.,, 1999). Die Impflinge entwickelten relativ schnell hohe Titer an neutralisierenden
Antikérpern, die langer nachweisbar blieben, als nach einer Impfung mit gB alleine. Jedoch
konnte keine lymphoproliferative Antwort auf die Towne-Vakzine durch das Priming mit gB
induziert werden. Da seit kurzem bekannt ist, dass canarypox-Rekombinanten auch
zellulare Immunitat induzieren kénnen (Wills et al.,, 1996), wurde ein canarypox-pp65
Konstrukt hergestellt. Das Phosphoprotein pp65 ist neben IE1 die Hauptzielstruktur HCMV-
spezifischer CTL. Alle Impflinge, die das canarypox-pp65 Konstrukt erhielten, entwickelten
eine starke CTL-Antwort gegen pp65, bildeten jedoch keine neutralisierenden Antikorper
(Gyulai et al., 1999).

Ziel der HCMV-Impfstoff-Entwicklung ist es nun, die genannten Immunogene in einer
Weise zu kombinieren, die bewirkt, dass sowohl das humorale als auch das zellulare
Immunsystem hinreichend stimuliert werden. Ob dies mit Hilfe einer DNA-Vakzine, die im
Maussystem Protektion vermitteln konnte (Endresz et al., 1999; Pande et al., 1998), einem
attenuierten Virus, einem virus-ahnlichem Partikel oder einer Spaltvakzine, eventuell im

Sinne eines Prime-Boost-Verfahrens, gelingen wird, bleibt abzuwarten.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Bei allen bisher unternommenen Bestrebungen zur Entwicklung eines Impfstoffes gegen
HCMV konnte protektive Immunitét nicht in ausreichendem Mal3e induziert werden. Das

Hauptproblem war, dass entweder nur der zellulare oder nur der humorale Arm des
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Immunsystems  stimuliert ~ werden konnte. Dariber  hinaus  hatten die
Immuneffektorfunktionen nur Gber einen kurzen Zeitraum Bestand.

Die Verwendung von lebend-attenuierten Viren sowie von DNA-Vakzinen ist potentiell mit
erheblichen Risiken behaftet. Dazu z&hlen die lebenslange Persistenz im befallenen
Organismus, die Etablierung von Latenz, die Moglichkeit zur Reaktivierung aus diesem
Stadium und das Auftreten von Insertionsmutagenesen. Diese Risiken mussen
insbesondere bei den fur eine HCMV-Impfung im Vordergrund stehenden
Patientenkollektiven (junge Frauen, Transplantatempfanger, Patienten, die unter
Immunsuppression stehen) stark bertcksichtigt werden. Daher war es Inhalt dieser
Doktorarbeit, ein mogliches Totantigen zur wirksamen Induktion HCMV-spezifischer
Immunitét zu identifizieren.

Zur Gewinnung dieses Totantigens sollte die Tatsache ausgenutzt werden, dass HCMV-
infizierte Fibroblasten neben den infektidsen Virionen und den NIEPs eine weitere Form
von nicht-infektiosen Partikeln freisetzen, die Dense Bodies (DB) (siehe 1.1.3.).
Erstaunlicherweise sind die wenigen der (ber 200 HCMV-Proteine, die bislang als
dominante Antigene zur Induktion von Immunitat gegen HCMV charakterisiert wurden,
abundante Bestandteile der DB. Dazu gehéren die Glykoproteine gB und gH, auf denen
wichtige Doméanen zur Induktion neutralisierender Antikdrper liegen, und das
Tegumentprotein pp65, das als wichtigster Induktor der zytotoxischen und der Helfer-T-
Zell-Antwort gilt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die Kombination
von humoralen und zellularen Antigenen in einem virusdhnlichem Partikel (VLP), dem
Dense Body, ein effektives Totantigen zur Induktion beider Arme des Immunsystems
darstellt.

DB werden von humanen Fibroblasten genauso effizient aufgenommen wie Virionen
(Schmolke et al., 1995 a). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher zu prifen, ob diese
Eigenschaft auch fur andere Zelltypen zutrifft und ob die zellulare Aufnahme des Antigens
gegebenenfalls die Auspragung der resultierenden Immunantwort beeinfluRt. Um den
Einfluf3 der zellularen Aufnahme auf die Immunogenitat der Partikel analysieren zu kénnen,
sollte eine DB-Fraktion in einer Weise behandelt werden, die keine Aufnahme in die Zelle
mehr erlaubt. Beide Praparationen sollten dann vergleichend in einem Kleintiermodell auf
ihr immunogenes Potential hin untersucht werden. Dabei sollte sowohl die Induktion von
zellularen als auch von humoralen Immuneffektormechanismen detailliert betrachtet

werden.
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Abb. 1.4.: Konzeptionelle Uberlegungen zur Immunogenitit von Dense Bodies (DB). Die Abbildung
zeigt die Lokalisation der dominanten Antigene zur Induktion der jeweiligen Arme des Immunsystems
im Dense Body-Partikel. Durch Immunisierung mit DB sollte demnach sowohl die Bildung von
HCMV-neutralisierenden Antikdrpern stimuliert, als auch eine Aktivierung von HCMV-spezifischen T-
Helfer- und zytotoxischen T-Zellen induziert werden. Die Uberpriifung dieser Hypothese war Inhalt
der vorliegenden Arbeit.

In einem zweiten Teil der Arbeit sollten Genomregionen des HCMV dahingehend analysiert
werden, ob sie fir die Replikation entbehrlich sind und somit als Insertionsstelle flr
Fremdsequenzen dienen konnen. Ausgangspunkt dieser Uberlegungen war die
Hypothese, dass die natirlicherweise entstehenden DB eventuell rekombinant verandert
werden mussen, um ihre Immunogenitat zu verbessern. Da rekombinante DB nur durch
Herstellung rekombinanter Viren generiert werden kdnnen und aufgrund der Tatsache,
dass das HCMV-Genom nur in sehr geringem Umfang Anderungen der GenomgroRe
toleriert, ist es wichtig, Genombereiche zu identifizieren, die deletiert werden kénnen, um
Platz fur die Insertion von Fremdanteilen zu schaffen. Es wurden zwei Genombereiche
ausgewahlt, die dahingehend charakterisiert werden sollten, ob sie fur die Replikation des
Virus sowie fur die Ausbildung und Freisetzung von DB entbehrlich sind: Der Leserahmen
UL32, der fur das ppl50-Protein kodiert, sowie die sog. 5kB-Region, die fur das IE4-
Transkript kodiert.
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2. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Routinemethoden wurden Standardprotokollen
entnommen. So stammen molekularbiologische Methoden aus "Molecular Cloning - A
Laboratory Manual" (Sambrook et al., 1989) und immunologische Methoden aus "Current
Protocols in Immunology" (Coligan et al., 1994). Zentrifugationsschritte ohne Rotorangabe
beziehen sich bei molekularbiologischen Arbeiten auf eine Tischzentrifuge 5417
(Eppendorf, Hamburg), bei zellbiologischen Methoden auf eine Megafuge 2.0 (Heraeus,
Hanau). Alle verwendeten Rotoren von Hochgeschwindigkeits- und Ultrazentrifugen
stammen von der Firma Sorvall, Bad Homburg. Soweit keine Reaktionstemperatur

spezifiziert wurde, handelte es sich um Arbeiten bei Raumtemperatur.

2.1 Bakterien und ihre Kultivierung

2.1.1. Bakterienstamme

E. coli DH5 a: F'/endAl hsdR17A(r,my") supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal)' relAl C(lacZYA-
argF)U169 deoR ([180dlaclI(lacZ)M15); (Gibco BRL; Eggenstein).

E. coli TG1: F'traD36 A(lacZ)M15 pro A+B+ / supE A(hsdM-mcrB)5(rk-mk-MdrB’) thi A(lac
— proAB).

2.1.2. Medien und Lésungen fur die Bakterienkultivierung

LB-Medium: fiur 1L: 10g Bacto-Trypton; 59 Hefe-Extrakt; 5g NaCl; pH-Wert auf 7,5
einstellen und autoklavieren.

LB-Selektionsmedium:  LB-Medium mit  75ug/ml Ampicillin,  bzw.  34pg/ml
Chloramphenicol.

LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar, 100pg/ml Ampicillin, bzw. 34pg/ml
Chloramphenicol.

Ampicillin: 1000x Stammldsung: 75mg/ml sterilfiltriert, Lagerung bei -20°C. Die Zugabe
des Ampicillins erfolgt erst nach dem Autoklavieren des Mediums.

Chloramphenicol: 1000x Stammldosung: 34mg/ml Ethanol sterilfiltriert, Lagerung bei -
20°C. Die Zugabe des Chloramphenicols erfolgt erst nach dem Autoklavieren des
Mediums.

Einfriermedium: LB-Medium mit 30% Glycerin.
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2.1.3. Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien

Flissigkulturen

Steriles LB-Medium wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft und gegebenenfalls in
Gegenwart eines entsprechenden Antibiotikums Uber Nacht bei 37 °C in einem
Inkubationsschdttler bei 180 upm inkubiert. Die Bestimmung der Bakterien-Konzentration
erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm gegen das Kulturmedium (1
ODggo = 8 x 10° Bakterien/ml).

Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfése wurden von einer einzelnen Bakterienkolonie, aus einer
Flissigkultur oder einer Glycerinkultur Bakterien aufgenommen und auf einer LB-
Agarplatte so ausgestrichen, dass nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht Einzelkolonien
isoliert werden konnten. Dem LB-Medium wurde je nach Bakterienstamm und
transformiertem Vektor nach Autoklavieren und Abkihlen auf etwa 55 °C eine sterilfiltrierte
L6sung des entsprechenden Antibiotikums zugesetzt.

Glycerinkulturen

Die Bakterien einer LB-Flussigkultur wurden kurz vor Erreichen der stationdren Phase mit
30 % sterilem Glycerin versetzt und gut gemischt. Die so erhaltenen Kulturen sind bei -80

°C nahezu unbegrenzt haltbar.

2.1.4. Kompetenzinduktion

Reagenzien:

Puffer A: 30 mM KAc, 50 mM MnCl,, 100 mM KCI, 10 mM CacCl,, 15 % Glycerin.
Puffer B: 10 mM MOPS pH 7,0, 75 mM CaCl,, 10 mM KCl, 15 % Glycerin.

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurde die Calciumchlorid-Methode
verwendet. Dazu wurden 20 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie des gewiinschten
Bakterienstammes angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,5
kultiviert. Danach wurde die Bakterienkultur durch Zugabe von vorgewarmtem LB-Medium
auf 100 ml verdiinnt und unter Schiitteln bis zu einer ODgy Von 0,7 inkubiert. Nach einem
weiteren Verdunnungsschritt auf ein Endvolumen von insgesamt 500 ml wurden die
Bakterien weiter kultiviert und bei Erreichen einer ODgo von 0,4 durch eine 15-minttige
Zentrifugation bei 4.000 upm und 4 °C geerntet. Im Folgenden wurde stets ziigig und auf
Eis gearbeitet. Die Bakterien wurden in insgesamt 100 ml Puffer A resuspendiert und
danach 8 Min. bei 4.000 upm und 4 °C abzentrifugiert. Schlie3lich wurden sie in insgesamt

20 ml eiskaltem Puffer B aufgenommen. Die nunmehr kompetenten Bakterien wurden in
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200 ul Portionen in Eppendorf Reaktionsgefale abgeflllt, durch Eintauchen in flussigen

Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -80 °C aufbewahrt.

2.1.5. Transformation kompetenter E.coli

Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli erfolgte nach der "Hitzeschock-Methode".
Dazu wurden ca. 10 ng des zu transformierenden Plasmids bzw. etwa die Halfte eines
Ligationsansatzes in einem Reaktionsgefal3 vorgelegt und mit 200 pl der auf Eis
aufgetauten kompetenten Bakterien vermischt. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis
erfolgte der sogenannte Hitzeschock fiir 2 Min. bei 42 °C im Heizblock. Danach wurden die
Bakterien 5 Min. auf Eis abgekuhlt und anschlieBend mit ca. 800 pl LB-Medium versetzt
und 1,5 Std. bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. In dieser Zeit wird die Antibiotikaresistenz
des transformierten Plasmids exprimiert. Schlief3lich wurden unterschiedliche Mengen der
Bakteriensuspension auf geeignete Selektionsplatten ausplattiert. Diese wurden Uber
Nacht bei 37 °C bebruitet.

2.2. Viren

Ad169: Soweit nicht anders beschrieben, wurde fur alle Zellkulturarbeiten, insbesondere
zur Praparation von Dense Bodies, der HCMV-Laborstamm Ad169 (ATCC VR-538)
verwendet, der urspringlich 1956 von Rowe isoliert wurde. Ausgehend von diesem

Virusstamm wurde das gesamte HCMV-Genom sequenziert (Chee et al., 1990).
RVAdG65: pp65-Deletionsmutante des HCMV Stammes Ad169 (Schmolke et al., 1995 b).

RVAdIE4: Im Zuge dieser Arbeit hergestellte IE4-Deletionsmutante des HCMV Stammes
Ad169.

RVAd150: Im Zuge dieser Arbeit hergestellte ppl50-Deletionsmutante des HCMV

Stammes Ad169, die jedoch nicht wildtyp-frei isoliert werden konnte.

MCMV: Fir Infektionsexperimente mit mCMV wurde der Laborstamm Smith (ATCC VR-

194) verwendet.
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2.3. Saugerzellen und ihre Kultivierung

2.3.1. Adhéarente Zellen

HFF: Primare humane Vorhautfibroblasten

Zur Gewinnung der HFF wurden die nach operativen Eingriffen zur Verfiigung gestellten
Vorhéaute von Neugeborenen oder Kleinkindern mechanisch zerkleinert. Die Zellen wurden
aus dem Gewebeverband geldst, indem sie 30 Min. bei 37°C in einem sterilen Gefal? mit
50 ml 0,5% Trypsin/0,2% EDTA und Glasperlen gerihrt wurden. Anschlieend wurden sie
durch steriles Mull filtriert, mehrmals gewaschen und in MEM-5 in Zellkulturflaschen
ausgesat. Die Zellen wurden zwischen Passage 6 und 16 fir Experimente verwendet.
Kulturmedium: MEM-5 (MEM supplementiert mit 5% (v/v) FKS, 100mg/l L-Glutamin, 50

mg/l Gentamycin).

HFF-pp150

HFF-pp150 sind im Zuge dieser Arbeit hergestellte Abkémmlinge von HFF, in die das
ppl50-Gen (UL32) des HCMV stabil integriert wurde. Dazu wurden die Plasmide pp150-
RSV bzw. pcDNA6-ppl50 zusammen mit pRG273 kotransfiziert und mit Hilfe des
Antibiotikums Puromycin auf Transfektanten selektioniert.

Kulturmedium: MEM-5 (MEM supplementiert mit 5% (v/v) FKS, 100mg/l L-Glutamin, 50
mg/l Gentamycin).

U373-MG: Humane Glioblastom-Zellinie (ATCC HTB 17)

U373-MG ist eine immortalisierte Zellkulturlinie, die fir HCMV permissiv ist. Die Replikation
von HCMV st in diesen Zellen im Vergleich zu HFF deutlich erniedrigt; der
Replikationszyklus dauert langer. Die Morphologie der Zellen ist vielfaltig.

Kulturmedium: DMEM-10 (DMEM supplementiert mit 10% (v/v) FKS, 100mg/I L-Glutamin,
50 mg/lI Gentamycin).

U373-MIEP, U373-UL112/113, U373-UL97:

Stabile Transfektanten von U373-MG, in die stabil das Luciferase-Reportergen integriert
wurde, welches unter der Kontrolle des MIE-, des UL112/113- oder des UL97-Promotors
steht.

Kulturmedium: DMEM-10 (DMEM supplementiert mit 10% (v/v) FKS, 100mg/I L-Glutamin,
50 mg/lI Gentamycin).
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Balb/c-3T3: Murine embryonale Fibroblastenlinie (ATCC CCL-163)

Balb/c-3T3 sind durch Transformation mit SV40 immortalisierte murine Fibroblasten mit
ausgepragter Kontaktinhibition.

Kulturmedium: DMEM-5 (DMEM supplementiert mit 5% (v/v) FKS, 100mg/l L-Glutamin, 50

mg/l Gentamycin).

MEF: Murine embryofetale Fibroblasten

Zur Praparation von MEF wurden die Foten einer Balb/c Maus am Tag 17 der Tragezeit
entnommen und nach Entfernen der inneren Organe und der Augenanlagen mit einem
Skalpell fein zerkleinert. Nach mehreren Waschschritten in PBS zur Entfernung der
Erythrozyten wurde der Gewebebrei 30 Min. bei 37°C in einer Ldosung aus 0,5%
Trypsin/0,2% EDTA und Glasperlen gerihrt, um die Zellen aus dem Gewebeverband zu
I6sen. AnschlieRend wurden die Zellen durch steriles Mull filtriert, mehrmals gewaschen
und in MEM-10 in Zellkulturflaschen ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Medium
gewechselt, um noch verbliebene Erythrozyten zu entfernen. Nach 2-4 Tagen wurden die
Zellen entweder eingefroren oder durch Teilen (1:4) in die 2. Passage Uberfihrt. Die Zellen
wurden nur in der 2. oder 3. Passage verwendet, um vergleichbare Bedingungen fur
Infektions- und Inkubationsexperimente zu gewahrleisten.

Kulturmedium: MEM-5 (MEM supplementiert mit 5% (v/v) FKS, 100mg/l L-Glutamin, 50

mg/l Gentamycin).

2.3.2. Suspensionszellen

P815: Murine Mastozytom-Zellinie (ATCC TIB-64)

Diese NK-Zell-resistente Zellinie stammt aus einem DBA/2-Tumor und wurde als Zielzelle
im Zytolysetest eingesetzt. P815-Zellen exprimieren den Fc-Rezeptor und kdnnen daher
mit Antikorpern beladen werden. Die durch P815 erfal3bare Lyse ist Perforin-vermittelt.
P815-Zellen besitzen den Haplotyp H-2° und sind MHC-Klasse-II-negativ.

Kulturmedium: RPMI-5: (RPMI 1640 supplementiert mit 5% (v/v) FKS, 2 mM L-Glutamin,
100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 5x10° M 2-Mercaptoethanol, 10mM Hepes).

T2-A2.kB: Transfektante der Zellinie T2 (ATCC CRL-1992)
T2-A2.kB sind Abkémmlinge der Zellinie T2, in die das Gen fiir das chimare MHC-Molekl
A2 kB stabil integriert wurde. T2-Zellen sind Hybride aus humanen B- und T-

Lymphoblasten und sind HLA-A2 positiv.
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Kulturmedium: RPMI-10-G: (RPMI 1640 supplementiert mit 10% (v/v) FKS, 2 mM L-
Glutamin, 50 mg/l Gentamycin, 5x10° M 2-Mercaptoethanol, 10mM Hepes, 280 pg/ml
G418).

JA2.kB: Transfektante der Zellinie Jurkat (ATCC TIB-152)

JA2.kB sind Abkémmlinge der Zellinie Jurkat, in die das Gen fir das chimare MHC-Molekal
A2.kB stabil integriert wurde. Jurkat-Zellen sind humane T-Lymphozyten.

Kulturmedium: RPMI-10-G: (RPMI 1640 supplementiert mit 10% (v/v) FKS, 2 mM L-
Glutamin, 50 mg/l Gentamycin, 5x10° M 2-Mercaptoethanol, 10mM Hepes, 280 pg/ml
G418).

2.3.3. Kulturmedien, Puffer und Lésungen fiur die Zellkultur

Alle Zellkulturmedien und Seren wurden von der Firma Gibco BRL (Eggenstein) bezogen,

alle Medienzuséatze, soweit nicht anders angegeben, von der Firma Sigma (Deisenhofen).

Medien:

DMEM-5/10 (Dulbecco’s Maodified Eagle Medium) no. 41965-039, 2mM L-Glutamin,
100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 5% (v/v) bzw. 10% (v/v) FCS.

MEM-5/10 (Minimum Essential Medium) no. 21090-022, 2mM L-Glutamin,100U/ml
Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin, 5% (v/v) bzw. 10% (v/v) FCS.

MEM 10x (Minimum Essential Medium) no. 21435-029.

MEM-a (Minimum Essential Alpha Medium) no. 22561-021, 2mM L-
Glutamin,100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 10% (v/v) FCS, 5x107°
M 2-Mercaptoethanol, 10mM Hepes.

RPMI (RPMI 1640 Medium) no. 31870-025, 2mM L-Glutamin,100U/ml Penicillin,
0,1mg/ml Streptomycin, 5% (v/v) FCS, 5x10°M 2-Mercaptoethanol, 10mM
Hepes.

Einfriermedium: 90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO (Dimethylsulfoxid).

Puffer und Losungen:
PBS-Puffer Dulbecco (Phosphate Buffered Saline):
136mM NacCl, 26mM KCI, 8mM Na,HPO, x 2 H,0, 1,5mM KH,PO,.
Trypanblau: 0,4% in 85%iger Kochsalzlésung
Trypsin: 2,5 g/l (1:250)
Trypsin/EDTA: 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA
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Antibiotika:
Antibiotikum Antibiotisches | Stammldsung | Endkonzentration Stabilitat bei
Spektrum 37°C
Amphotericin B | Pilze, 1,4 mg/mlin 1,4 pg/ml 4 Tage
Mykoplasmen H,O (100x)
BM Cyclin Bakterien, Je 250x 10 pg/ml Cyclin 1 7 Tage
(Roche, insbesondere (Pleuromutilin-
Mannheim) Mykoplasmen Derivat)
5 ug/ml Cyclin 2
(Tetrazyklin-Derivat)
Geneticin (G418) | Bakterien, 50 mg/ml 50 — 250 pg/ml 7 Tage
Hefen, Pflanzen,
Protozoen,
Helminthen,
Saugerzellen
Gentamycin Bakterien 50 mg/ml 0,5 - 50 pg/ml stabil
Puromycin Saugerzellen 50 mg/ml in|1-2 pg/ml unbekannt
H,O
2.4, Zellkulturverfahren
2.4.1. Kultivierung von Suspensionszellen und adharent wachsenden

Zellen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in einem CO,-Inkubator (Forma) bei 37°C, einem CO,-
Gehalt von 5% und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Diese Bedingungen gewahrleisten die
Aufrechterhaltung des physiologischen pH-Wertes der
Medien.

Zentrifugationsschritte wurden fir alle Zellen je nach Anwendung 5-10 Min. bei 200-250 x

CO,/Bicarbonat-gepufferten

g (entspricht 1000-1200 upm in einer Heraeus Laborzentrifuge mit Ausschwingrotor)
durchgefiihrt. Dazu wurden die ublichen 15ml- oder 50 ml Falcon-Réhrchen (Falcon)
verwendet.

Alle Zellen wurden in dem fir sie optimalen Kulturmedium kultiviert (siehe 2.2.).

Adharent wachsende Zellen wurden gesplittet, sobald ein konfluenter Zellrasen vorlag.

Dazu wurden sie mit PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA-LOsung bzw. Trypsin von der
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Unterlage abgel6st und in Verhéaltnissen von 1:2 bis 1:4 (HFF, MEF, 3T3) bzw 1:3 bis 1:10
(U373-MG) auf neue Kulturflaschen ausgesat.

Suspensionszellen wurden je nach Zellteilungsrate, die am Farbumschlag des Mediums
von rot nach gelb zu erkennen war, gesplittet und in Verhaltnissen von 1:5 bis 1:12 (P815),
1:20 bis 1:40 (JA2.kB) bzw 1:30 bis 1:60 (T2-A2.kB) auf neue Kulturflaschen ausgesat.

2.4.2. Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zum Einfrieren wurden sich logarithmisch teilende Zellen grindlich resuspendiert, 10 Min.
bei 200 x g abzentrifugiert und je einmal in dem entsprechenden Kulturmedium
gewaschen. Danach wurden je 1-5 x 10° Zellen in vorgekihltem Einfriermedium
resuspendiert. Die Zellen wurden in 1,8 ml Portionen aliquotiert und sofort fir mindestens
funf Stunden in einem Styropor-Gefal auf -70 °C gekihlt. Dies stellt eine optimale
Einfrierrate von 1-2 °C/Min. sicher. Danach wurden die Zellen in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Die gelagerten Zellkulturen wurden zur Reaktivierung zigig bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut, mit vorgewarmtem Medium versetzt, kurz abzentrifugiert und
vorsichtig in  Kulturmedium resuspendiert. Ein rasches Auftauen verhinderte die
zytotoxische Wirkung von DMSO, das dem Einfriermedium zugesetzt worden war. Die
erhaltene Zellsuspension wurde anschlieBend in 25 cm?® Flaschen ausgesat und bei 37°C
inkubiert. Bei adharent wachsenden Zellinien setzen sich die noch lebensfahigen Zellen
nach 2 bis 4-stiindiger Inkubation auf dem Boden der Kulturflasche ab. Danach wurde das

Kulturmedium vollstdndig abgenommen und durch frisches, vorgewadrmtes Medium ersetzt.

2.4.3. Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Der Vitalfarbstoff Trypanblau ermdglicht es, tote Zellen, die durch sofortiges Eindringen
des Farbstoffes durch die Zellmembran blau gefarbt sind, leicht von noch lebenden,
transparenten Zellen zu unterscheiden. Zur Bestimmung der Zellzahl vitaler Zellen wurden
100 ul einer grundlich resuspendierten Zellkultur mit der gleichen Menge einer 0,4 %-igen
Trypanblau-Lésung vermischt und in eine Neubauer-Zahlkammer dberfuhrt. Zur
Minimierung des Zahlfehlers sollten mindestens zwei Grol3quadrate ausgezahlt werden.
Die Berechnung der Zellzahl/ml ergab sich nach der Formel: N/n x V x 10* (mit N= Zahl der
gezahlten Zellen; n= Zahl der ausgezahlten GroRquadrate; V= Verdiinnungsfaktor; 10*

Kammerfaktor).
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24.4. Transfektion eukaryonter Zellen

Calcium-Phosphat-Methode

Reagenzien:

2xBBS (2xBES-gepufferte Losung (2x BES-Buffered Solution)):
50mM N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure, 280mM NacCl,
1,5mM NayHPOy,; pH 6,95; sterilfiltriert.

2,5 M CacCl,-Stockldsung; sterilfiltriert.

Mit Hilfe der Calcium-Phosphat-Transfektion kann sowohl virale als auch Plasmid-DNA in
adharent wachsende Zellen eingebracht werden. DNA bildet mit Calciumphosphat ein
Prazipitat, das an die Zelloberflache bindet und in der Folge von der Zelle aufgenommen
wird. Die DNA kann linear oder zirkular vorliegen. Die Methode eignet sich sowohl fur
transiente Transfektionen als auch zur Herstellung stabiler Transfektanten. Dazu wurden
die Zellen am Vortag auf 10 cm Schalen gesplittet (ca. 5x10° Zellen), um ihre Oberflache
zu vergroRern und die S-Phase des Zellzyklus zu induzieren. Zwei bis vier Stunden vor der
Transfektion wurden die Zellen mit 9 ml frischem Medium versorgt. Zur Ausbildung des
Prazipitates wurden 500 pl 0,25M CacCl, mit 20-30 pg DNA, sowie 500 pl 2xBBS vorsichtig
gemischt und 10 bis 20 min bei RT inkubiert. Danach wurde das Préazipitat tropfenweise
auf die Zellen gegeben und die Platte fir 15-24 Std. in einer Atmosphéare von 3% CO, und
35°C inkubiert, um einen pH-Wert von 7,2 bis 7,4 zu gewahrleisten. Anschliel3end wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 10 ml Komplettmedium versorgt und unter
normalen Inkubationsbedingungen weiterkultiviert. Die Analyse transienter Transfektions-
ansatze erfolgte 24-72 Std. nach Transfektion; zur Generierung stabiler Transfektanten
wurden die Zellen nach Erreichen von Konfluenz in das entsprechende Selektionsmedium

ausgesat und auswachsende Kolonien auf die Expression des Fremdgens hin tGberpruift.

Fugene-Methode

Das nicht-liposomale Transfektionsreagenz Fugene™6 (Roche, Mannheim) erméglicht
sehr hohe Transfektionsraten von HFF bei gleichzeitig sehr niedriger Zytotoxizitat. Das
verwendete Protokoll entspricht weitgehend den Herstellerangaben. 3-6 pl Fugene wurden
mit serumfreiem Medium auf 100 pl gebracht und 5 Min. bei RT inkubiert (Fugene darf
nicht mit der Wand eines Eppendorf-Gefalies in Bertiihrung kommen, da die enthaltenen
Lésungsmittel Weichmacher aus dem Plastik I6sen, die die Transfektion hemmen). In
einem zweiten Gefal3 wurden 2-4 pg DNA (Konzentration: 0,5 - 1ug/pl) vorgelegt und mit
serumfreiem Medium auf 10 pl aufgefillt. Die Fugene-Losung wurde zugegeben und das

Gemisch weitere 15 Min. bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die am Vortag in
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einer Dichte von 1x10° Zellen/ 3cm Schale ausgeséten Zellen mit 0,9 ml serumhaltigem
Medium versorgt und schlie3lich die DNA-Komplexe vorsichtig zugetropft. Nach 3-8
stindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Medium gewechselt; das weitere Vorgehen

entsprach der Calcium-Phosphat-Methode.

2.4.5. Infektion eukaryonter Zellen mit HCMV

Zur Infektion mit HCMV wurde von subkonfluent wachsenden HFF das Medium abgezogen
und virushaltiger Uberstand oder gereinigtes Virus in kleinem Volumen zugegeben
(m.o.i.=1 bis 10). Nach einsttindiger Inkubation bei 37°C zur Virus-Zell-Adsorption wurde
ausreichend Wachstumsmedium zugegeben. Nach 1 bis 2 Tagen war ein beginnender

zythopathogener Effekt zu beobachten, nach 7 bis 8 Tagen waren die Zellen komplett

lysiert.
2.4.6. Virus- und Dense Body-Reinigung aus Zellkultur-Uberstand
Reagenzien:
0,04M Na-Phosphatpuffer: 1,1g Na-Dihydrogenphosphat-Monohydrat

5,7 g Na-Hydrogenphosphat-Dihydrat auf 1 | H,O, pH 7,4.
35% Na-Tartrat: 207,59 Na-Tartrat in 325 ml 0,04M Na-Phosphatpuffer;

autoklaviert.
15% Na-Tartrat/30% Glycerin: 88,9 g Na-Tartrat, 150 ml Glycerin, 275 ml 0,04M Na-

Phosphatpuffer; autoklaviert.

Die verschiedenen, in Zellkultur gebildeten HCMV-Partikel (Virionen, Dense Bodies und
NIEPs) wurden aus dem Zellkulturiiberstand unter Verwendung eines positiven Dichte-/
negativen Viskositats-Gradienten-Systems aufgereinigt (Talbot & Almeida, 1977; Irmiere &
Gibson, 1983). Dazu wurde der Uberstand infizierter HFF nach Erreichen eines CPE von
90-100% zunéchst 10 Min. bei 300x g abzentrifugiert, um Zellen und Zelltrimmer abzu-
trennen. Der klare Uberstand wurde im SW28 Rotor 70 Min. bei 23000 upm und 4°C
pelletiert und das Viruspellet jedes Rohrchens in 1 ml 0,04M Na-Phosphatpuffer (pH 7,4)
resuspendiert. Je 2ml dieser Suspension wurden auf einen Gradienten, der aus 4 ml 35%
Na-Tartrat und 5ml 15% Na-Tratrat/30% Glycerin aufgebaut wurde, geschichtet. Die
Auftrennung der verschiedenen Partikel entsprechend ihrer Dichte erfolgte durch
Ultrazentrifugation fur 60 Min. bei 23000 upm und 10°C ohne Bremse. Nach diesem
Zentrifugationsschritt war im Durchlicht ein distinktes Bandenmuster zu erkennen: eine

breite Bande von Dense Bodies, darliber eine diinne, scharfe Bande von Virionen und
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dariiber nochmals eine diinne Bande von NIEPs. Diese Banden wurden unter Durchlicht
mit Kanllen abgezogen und wie oben beschrieben abzentrifugiert. Die Pellets wurden in
PBS geldst und bei -70°C gelagert.

2.4.7. Plaguereinigung von Viren

Uberschichtungsmedium:

160 ml einer 0,8%igen Agaroseldsung wurden aufgekocht, auf 42°C abgekuhlt und mit 160
ml 2xMEM (125 ml MEM-5, 7,5 ml FCS, 27,5 ml 10xMEM) unter Ruhren gemischt. Dieses
Medium wurde auf 37°C abgekuhlt und sofort verwendet.

Zur Identifikation von Virus-Mutanten aus einem Gemisch mit Wildtyp-Virus, bzw.
allgemeiner zur Herstellung genetisch homogener Viruspopulationen, wurden Viren aus
Einzelplagques isoliert. Dazu wurden HFF in 10 cm Schalen subkonfluent ausgeséat und mit
seriellen Verdiinnungen (unverdiinnt bis 10°) einer Virussuspension infiziert. Nach
einstindiger Adsorption bei 37°C wurde das Medium abgesaugt und durch
Uberschichtungsmedium ersetzt. Dadurch wurden eine Virusausbreitung durch das
Medium und damit verbundene Reinfektionen unterbunden. Nach 7-12 Tagen wurde unter
dem Mikroskop mit Hilfe von Pasteurpipetten infektioses Material aus klar abgegrenzten
Einzelplagues entnommen, mit frischem Medium vermischt und zur Infektion von neuen
HFF-Kulturen verwendet. Nach der Entwicklung eines vollstandigen CPE wurde der

Uberstand dieser Kulturen geerntet und bei -80°C gelagert.

2.4.8. FACS-Sortierung GFP-exprimierender Zellen
Reagenzien:
SM-Puffer (staining medium): PBS mit 10 mM HEPES und 4% (v/v) FKS

Das Prinzip der DurchfluBzytometrie ist die simultane Messung verschiedener
physikalischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel, die in einem
Flussigkeitsstrom durch einen Laserstrahl gefuihrt werden. Die Verwendung eines 488nm
Argonlasers in Verbindung mit 5 spezifischen Detektoren erlaubt es, 5 optische Parameter
gleichzeitig zu erfassen: Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und drei Fluoreszenz-
spektralbereiche. Das Vorwartsstreulicht, ist ein Mal3 fir die GrolRe einer Zelle; das
Seitwartsstreulicht gibt den Grad der Granulierung einer Zelle an. Fluoreszierende Zellen,
wie z.B. Zellen, die GFP (green fluorescent protein) exprimieren, kénnen im FACS

analysiert und aus einer Zellsuspension préaparativ sortiert werden.
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Dazu wurden HFF mit einem GFP-exprimierenden Virusgemisch infiziert, am Tag 3 nach
Infektion abtrypsiniert und pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml SM-Puffer vorsichtig
resuspendiert. Da fir das Arbeiten mit dem FACS die Zellen in einer Einzelzellsuspension
vorliegen muissen, wurde die Zellsuspension lber ein steriles Nylonsieb filtriert, um
Zellaggregate zu entfernen.

Die Datenaufnahme und Datenauswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Cellquest
(Cellguest Version 1.2, Becton Dickinson, Heidelberg). Durch Setzten eines elektronischen
Fensters konnen einzelne Zellpopulationen fir die weitere Analyse ausgewahlt werden.
Das elektronische Fenster wurde auf lebende Zellen mit hoher GFP-Fluoreszenz gesetzt,
womit tote Zellen, GFP-negative Zellen und Zellen mit niedriger GFP-Expression von der
Sortierung ausgeschlossen wurden. Die Sortierung erfolgte mit einer Durchflu3rate von ca.
2000 Zellen pro Min. Die sortierten Zellen wurden mit frischen HFF kokultiviert. Der

infektiose Uberstand dieser Kultur wurde fiir weitere Experimente verwendet.

2.4.9. TCID50-Bestimmung

Reagenzien:

AEC-Stammlosung: 400 mg AEC (Aminoethylcarbazol) in 100 ml DMF
(Dimethylformamid).

Acetat-Puffer: 6,8 g Na-Acetat in 2,88 ml Eisessig, pH 4,7.

Die TCID50-Methode dient zur Bestimmung des Virustiters, der als "tissue culture infective
dose 50" gemessen wird (Leland & French, 1988). Dazu wurden am Vortag 2x10* HFF pro
Vertiefung in eine 96-Well-Platte ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit
seriellen Verdiinnungen des zu testenden Virusuiberstandes im Vierfachansatz infiziert und
nach 24 bis 48-stindiger Inkubation 10 Min. mit 96% Ethanol fixiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden zur Detektion von IE1-exprimierenden Zellen (entspricht
infizierten Zellen) 50ul Hybridomiberstand des IE1-spezifischen monoklonalen Antikdrpers
p63-27 pro Vertiefung zugegeben und 45 Min. bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach 2 Waschschritten in PBS erfolgte die Detektion des gebundenen
Primarantikbrpers mit Hilfe eines HRP-gekoppelten anti-Maus 1gG, das den F.-Teil von
murinen Antikérpern erkennt. Derart markierte Zellen wurden durch eine AEC-Farbung
sichtbar gemacht. Dazu wurde die AEC-Stammldsung 1:20 in Acetatpuffer verdunnt,
zweimal filtriert und mit 1:1000 Volumen H,O, (30%) versetzt. Von diesem AEC-Substrat
wurden 100 pl pro Vertiefung zugegeben und 10 Min. bis 1 Std im Dunkeln inkubiert, bis
eine deutliche Braunfarbung der infizierten Zellkerne zu sehen war. Zum Abstoppen der

Reaktion wurde mit PBS gewaschen. Danach wurde unter dem Mikroskop die Anzahl der
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positiven Zellkerne in jeder Vertiefung ermittelt und der TCID50-Wert des zu testenden
Virusiberstandes mit der Methode nach Spearman und Kaerber errechnet (Kaerber,
1931). Die Berechnug wurde folgendermafen durchgefihrt:

log1o TCID50= - ( Xo - d/2 - d Z r/n), wobei

Xo der log,o des reziproken Wertes der hdchsten Verdunnung ist, bei der alle
Vertiefungen des Vierfachansatzes keine IE-positiven Zellkerne aufwiesen;
d dem log,o des Verdiinnungsfaktors entspricht (z.B. d=0,3 bei
Verdunnungsfaktor 1:2);
n der Zahl der Mehrfachanséatze entspricht, die fir jede Verdinnung angelegt
wurden (nach Abzug nicht auswertbarer Werte; in der Regel also 4);
r der Zahl der positiven Vertiefungen pro Vierfachansatz entspricht.
Fur die untersuchten, virushaltigen Zellkulturiiberstande ergab sich in der Regel ein
Virustiter, der einem TCID50-Wert von 10 ° bis 10 pro ml entsprach.
Fur Experimente, fiur die die mit Hilfe der TCID50-Bestimmung ermittelten Titer zu
ungenau waren, wurde der zu testende Uberstand im Bereich zwischen 10 und 10® in

Zweierstufen verdinnt und die oben beschriebene Anfarbung wiederholt.

2.4.10. Mykoplasmentest

Alle Zellkulturen wurden in regelmaliigen Abstdnden auf das Vorhandensein von
Mykoplasmen untersucht. Dazu wurden die Zellinien ca. 8 Tage ohne Antibiotikumzusatz
im Medium kultiviert. AnschlieBend wurden 1,5 ml des Zellkulturiiberstandes
abzentrifugiert, das Pellet lysiert und eine PCR-Reaktion mit den Reagenzien des PCR-
ELISA-Kits der Firma Roche, Mannheim, nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden agarosegelelektrophoretisch analysiert. In Féllen, wo eine Steigerung der
Sensitivitdt des Nachweises wiinschenswert war, wurde der PCR-ELISA angeschlossen.

Bei positivem Testergebnis wurden die befallenen Zellen mit dem Antibiotikum BM Cyclin

(Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben behandelt.
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2.5. Immunologische Methoden

2.5.1. Antikoérper und Antiseren

Tabelle 2.1: Monoklonale Antikdrper

Bezeichnung Spezifitat Spezies Quelle Referenz

BS500 IE1 Maus Biotest, Dreieich

p63-27 IE1 /Exon 4 Maus W. Britt, USA Andreoni et al.,
1989.

p65-33 pp65 Maus W. Britt, USA

28-4 MCP Maus W. Britt, USA Chee et al., 1989.

XP1 ppl50 Maus Behring AG Jahn et al., 1990.

M23 UL112/113 Maus K. Radsak, Yamamoto et al.,

Marburg 1998.

27-287 gB Maus W. Britt, USA Britt et al., 1988.

41-18 Pp28 Maus W. Britt, USA Meyer et al.,
1988.

SA4 gH Maus W. Britt, USA Urban et al.,
1992.

SMX IE2 Maus Biotest, Dreieich Plachter et al.,
1993.

Clonab pp65 Maus Biotest, Dreieich

anti-CD3; CD3¢ Hamster Southern Bio- Portoles et al.,

Klon 145-2C11 technologies, USA | 1989

Anti-IgG1 IgG1 Ratte Pharmingen, USA

(Klon A85-1)
Anti-lgG2a 1gG2a Ratte Pharmingen, USA
(Klon R19-15)

Anti-Seren
Anti-Maus 1gG, Fluoreszein-gekoppelt (Dako, Hamburg).
Anti-Maus 1gG, HRP-gekoppelt (Dako, Hamburg).

2.5.2. Versuchstiere
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Balb/c-Mause (Haplotyp H-2%) wurden aus der institutseigenen Zucht, die unter SPF-
(specified pathogen free) Bedingungen gefiuhrt wird, bezogen.

C57/B6-HLA-A2.kB-Mause wurden freundlicherweise von Dr. L. Sherman, San Diego, tber
Dr. M. Theobald, Mainz, zur Verfugung gestellt und wurden ebenfalls unter SPF-
Bedingungen weitergeziichtet. Diese Tiere besitzen den Haplotyp H-2° und tragen
zusétzlich ein Transgen fur das chimére HLA-Molekil HLA-A2.kB (Siehe Abb. 3.10.).

2.5.3. Immunisierung von Mausen

Far alle Immunisierungsstudien wurden 8 bis 12 Wochen alte Mause verwendet. Bei
intraplantarer Immunisierung wurde das Antigen in PBS resuspendiert und in einem
Volumen von 25 pl subkutan in die linke Hinterpfote verabreicht. Bei intraperitonealer
Immunisierung wurde das Antigen in einem Volumen von 200-500 pl in PBS geldst und in
die Bauchhdohle gespritzt. Alle Immunisierungen erfolgten ohne Narkose; die Antigene

wurden ohne die Zugabe von Adjuvantien verabreicht.

2.5.4. Gewinnung von Lymphozyten

Die poplitealen Lymphknoten intraplantar immunisierter Mause wurden 8 Tage p.i. steril
entnommen und in ein mit RPMI-Medium gefulltes Rohrchen Uberfuhrt. Anschliel3end
wurden die Lymphknoten auf einem Metallsieb zerrieben und die aufgefangene
Zellsuspension 2 mal mit Medium gewaschen. Danach wurde die Zellzahl bestimmt und

die Lymphozyten entsprechend ausgesat.

2.5.5. Etablierung zytotoxischer T-Lymphozyten

Zur Generierung zytotoxischer Effektorzellen wurden die gewonnenen Lymphozyten in T-
Zell-Medium (MEM-a supplementiert mit 10% FKS, 10 ml L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
0,1mg/ml Streptomycin, 10 mM Hepes, 5x10°M 2-Mercaptoethanol), das mit 100 U/ml
rekombinantem humanem Interleukin-2 (rhiL-2) angereichert wurde, propagiert. RhIL-2 ist
ein T-Zell-Wachstumsfaktor, der fur die Proliferation von aktivierten T-Zellen verantwortlich
ist (Smith, 1988). Nach 8 Tagen wurde die Aktivitat der Lymphozyten in einem Zytolysetest
untersucht. Es erfolgte neben der IL-2-Gabe keine weitere Restimulation, um eine

Bevorzugung bestimmter T-Zell-Spezifitaten mdglichst gering zu halten.
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2.5.6. Zytolysetest (Chromfreisetzungstest)

2.5.6.1. Peptide

Die verwendeten Peptide wurden von der Firma Jerini, Berlin, mit einer Reinheit von >75%

synthetisiert. Sie tragen am C-Terminus eine Carboxy-Gruppe.

Protein Aminosaureposition Aminosauresequenz
Pp65 495-503 NLVPMVATV

P53 149-157 STPPPGTRV

2.5.6.2. Prinzip

Im Chromfreisetzungstest wird das Vorhandensein und die Spezifitéat von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) getestet. Dazu werden Zielzellen mit radioaktivem Chrom (Na,’'CrO,)
makiert und mit den Effektorzellen kokultiviert. Vitale Zellen nehmen *'Cr** auf und
reduzieren es zu **Cr?, fur das die Membran vitaler Zellen impermeabel ist (Holden et al.,
1973; Zawydiwski & Duncan 1978). Die Chromaktivitat, die in den Uberstand freigesetzt
wird, ist proportional zur Anzahl der lysierten Zellen und somit ein Mal3 fur die Aktivitat der
CTL.

Bei der sog. ,peptid-spezifischen Lyse" werden die MHC-Molekiile der Zielzellen mit
einem synthetischen Peptid beladen. Man mif3t die Aktivitat der Effektorzellen, die gegen
dieses Peptid gerichtet sind. Die spezifische Lyse ergibt sich nach Abzug einer
Negativkontrolle (Zielzellen, die mit einem irrelevanten Peptid beladen wurden).

Die Methode der sog. ,redirigierten Lyse" (Kranz et al., 1984) dient zur Messung der
gesamten lytischen Aktivitat einer Effektorpopulation. Der Kontakt zwischen Effektor-und
Zielzelle wird hier nicht Uber das MHC-Molekll und den T-Zell-Rezeptor, sondern lber die
Zugabe von anti-CD3e-Antikorper vermittelt. Der anti-CD3e-Antikdrper bindet mit seinem
Fc-Teil an den Fc-Rezeptor der Zielzelle, z.B. einer P815-Mastozytomzelle als klassische
Antigen-prasentierende Zelle im Maussystem. Mit dem Fab-Teil erkennt er das dem T-Zell-
Rezeptor benachbarte CD3e-Molekil. Falls es sich bei der T-Zelle um eine aktivierte
Effektorzelle handelt, die nur mehr einen Stimulus braucht, fiihrt dies zur Lyse der Zielzelle
und zur Freisetzung von °'Cr. Als Negativkontrolle dienen unbeladene Zielzellen. Diese

Methode dient der Erfassung aller aktivierten CTL, unabhangig von ihrer Spezifitat.
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Abb. 2.1.: Schematische Ubersicht der verwendeten Zytolysetestprinzipien. Bei der Antigen- oder
Peptid-spezifischen Lyse (obere Bildhalfte) wird der Kontakt zwischen Effektor- und Zielzelle, ahnlich
der Situation in vivo, Uber eine Interaktion zwischen dem T-Zellrezeptor und dem MHC-Klasse |-
Molekil vermittelt. Die gemessene Zielzellyse ist spezifisch fur das verwendete Antigen. Bei der
sredirigierten Lyse* (untere Bildhélfte) wird die lytische Gesamtaktivitét einer Effektorpopulation,
unabhangig von ihrer Spezifitdt, gemessen. Der Kontakt zwischen Effektor- und Zielzelle wird durch
den zugegeben anti-CD3e-Antikdrper vermittelt, der mit seinem Fc-Teil an den Fc-Rezeptor der
Zielzelle bindet und mit seinem Fab-Teil das CD3e-Molekdl auf der Oberflache von Effektor-T-Zellen
erkennt. Bei bereits aktivierten Effektoren reicht dieser Stimulus aus, um die Lyse der Zielzelle
auszuldsen. Nicht aktivierte T-Zellen benétigen zuséatzliche Kostimuli, und werden daher nicht erfaf3t.

2.5.6.3. Durchfihrung

Die Zielzellen wurden geerntet, gewaschen, gezahlt und in einem Volumen von 50 pl mit
*'Cr markiert. Firr 1x10° Zellen wurden 100 pCi des Radionuklids verwendet. Nach einer
Inkubationszeit von 60-90 Min. bei 37°C wurde das Uberschissige Chrom dreimal
herausgewaschen. Im Falle einer Beladung mit anti-CD3e-Antikérper (Hamster-IgG1 Klon
145-2C11, Southern Biotechnology Associates, Inc., USA) wurden die Zielzellen 15-30
Min. mit 5 pl Antikérper bei RT inkubiert; im Falle einer Peptidbeladung wurden die
Zielzellen 1 Std. bei 37°C mit 10®° bis 10™°M Peptid gelost in PBS inkubiert. Danach
wurden die Zielzellen 2 mal gewaschen, erneut gezahlt und je 1000 Zellen in 100 ul
Medium pro Well einer 96-Well-Platte ausgesat.

Die Effektorzellen wurden ebenfalls geerntet, gewaschen und deren Zellzahl bestimmt. Je

nach Effektor- zu Zielzellverhaltnis (E:Z-Verhaltnis) wurde die Zellzahl eingestellt, z.B.
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2x10° Zellen pro ml fur ein E:Z-Verhaltnis von 100:1. Danach wurden 200 pl dieser
Zellsuspension in Triplikaten in die erste Reihe einer 96-Well-Platte ausgesat und in 7
Schritten seriell 1:2 verdinnt, so dass in jeder Vertiefung 100 pl Effektorzellen vorlagen.
Nach Zugabe der Zielzellen wurden die Platten 4 Min. bei 700 upm anzentrifugiert, um den
Kontakt zwischen Ziel- und Effektorzellen sicherzustellen, und 4 Std. bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 1200 upm abzentrifugiert und je 100
ul Uberstand mit Hilfe einer Mehrkanalpipette in Szintillationsrohrchen tiberfiihrt. Die *'Cr-
Aktivitdt wurde in einem y-Counter (Canberra-Packard) gemessen.

Als Kontrollen wurden zusatzlich je 9 Proben zur Bestimmung der Spontan- und der
Maximallyse mitgeflihrt. In beiden Fallen wurden je 1000 markierte Zielzellen in 200 ul
Medium pro Vertiefung angelegt. Als Wert fur die Maximallyse wurde die >ICr-Aktivitat von
100 pl Zellsuspension direkt bzw. von 100 pl Uberstand nach Lyse der Zellen mit 1% SDS
(Ww/v) gemessen; als Wert fiir die Spontanlyse wurde die *'Cr-Aktivitat des Uberstand von
Zielzellen ohne Zugabe von Effektoren bestimmit.

Die Berechnung der spezifischen Lyse in Prozent erfolgte nach der Formel :

(gemessene *'Cr-Freisetzung - Spontanfreisetzung) x 100 = spezifische Lyse in %.
(Maximalfreisetzung - Spontanfreisetzung)

2.5.7. Gewinnung von Serum

Zur Gewinnung von murinem Serum wurden die Mause mit Ether anasthesiert, eroffnet
und das Vollblut durch Punktion des Herzmuskels entnommen. Danach wurde das Blut zur
Agglutination 2 Std bei 37°C inkubiert und anschlieBend Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt.
Am né&chsten Tag wurden die Blutproben 10 Min. bei 8000 x g und 4°C abzentrifugiert und
der klare Uberstand, das Serum, in frische, sterile Eppendorf-Hiitchen transferiert. Die

Lagerung der Seren erfolgte in kleinen Aliquots bei -20°C.

2.5.8. Neutralisationstest

Reagenzien:

AEC-Stammldsung: 400 mg AEC (Aminoethylcarbazol) in 100 ml DMF
(Dimethylformamid).

Acetat-Puffer: 6,8 g Na-Acetat, 2,88 ml Eisessig, pH 4,7.

Der Neutralisationstest dient zur Quantifizierung der Menge an HCMV-neutralisierenden

Antikérpern in einem Serum und wurde in Anlehnung an die von Andreoni und Kollegen
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publizierte Methode (Andreoni et al., 1989) entwickelt. Alle zu testenden Seren wurden
zunachst 1:3 in PBS vorverdunnt und in zehn seriellen 1:2 Verdiinnungen weiterverdunnt.
Es lagen von jeder Verdinnung 250 ul vor. Der zwoélfte Ansatz bestand aus 250 pl Medium
ohne Serum und diente als Positivkontrolle fur die Virusinfektion sowie als Referenz fir die
Berechnung des Neutralisationstiters. Um den Spiegel an neutralisierenden Antikdrpern
gegen den HCMV-Laborstamm Ad169 zu bestimmen, wurde anschlielend zu jedem
Ansatz ein gleiches Volumen (250 pl) einer Ad169-Virusverdinnung hinzu pipettiert. Dazu
wurde ein Ad169-Uberstand, fur den ein TCID50/mI-Wert von 6,5 ermittelt worden war,
zunachst 20 sec gevortext und dann 1:200 in MEM-Medium verdinnt. Virus- und
Serumverdinnungen wurden gut gemischt und vier Std. lang bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden je 1,5 x 10* HFF in 25 pl Medium pro Vertiefung
einer 96-Well-Platte ausgesat. Nach vier Std. Inkubationszeit wurden je 100 pl des Serum-
Virus-Gemisches in Vierfachansatzen zu den Zellen gegeben und 24 Std. bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen in 96% Ethanol 15 Min. lang bei -20°C
fixiert, zweimal in PBS gewaschen und 1 Std. mit einem gegen IE1 gerichteten Antikdrper
(p63-27) inkubiert. Anschlie@end wurden die Zellen erneut gewaschen und die IE1-
Expression mit Hilfe eines 1:500 verdinnten HRP-konjugierten anti-Maus 1gG-
Sekundarantikorpers (Dako, Hamburg) fur 45 Min. bei 37°C detektiert. Die IE1-positiven
Zellkerne wurden mittels AEC-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurde die AEC-
Stammldsung 1:20 in AEC-Puffer verdinnt. Diese Losung wurde zweimal filtriert und mit
1/1000 Volumen H,0, (30%) versetzt. Von diesem Substrat wurden 100 ul pro Vertiefung
zugegeben und 10 bis 30 Min. bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellkerne in der
Positivkontrolle (ohne Serum) deutlich rotbraun farbten. Danach wurden die Zellen in PBS
gewaschen, um die Farbereaktion zu stoppen. Die Anzahl der IE1-positiven Zellkerne pro
Vertiefung wurde unter dem Mikroskop ausgezahlt. Der Wert fur die Neutralisation in %
wurde bestimmt, indem die durchschnittliche Anzahl der IE1-positiven Zellkerne bei einer
gegebenen Serumverdinnung mit der Anzahl der IEl-positiven Zellkerne in der
Positivkontrolle in Bezug gesetzt wurde. Es wurden diejenigen Serumverdinnungen, die
eine vollstandige (V/Vo=1) bzw. 50%-ige (V/V,=0,5; 50%-Wert) Reduktion der eingesetzten
Infektiositat bewirkten, ermittelt.

2.5.9. Indirekte Immunfluoreszenzanalyse und Immunhistochemie

Die indirekte Immunfluoreszenzanalyse dient zum Nachweis der Expression von Proteinen
in Zellen. Dazu wurden adhérente Zellen auf Deckgldschen angezogen und je nach
Experiment am nachsten Tag mit Dense Bodies inkubiert, infiziert oder transfiziert. Von

nicht-adhérent wachsenden Zellen wurden Zytospinpréparate angefertigt. Dazu wurden die
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Zellen durch 3-minitige Zentrifugation bei 800 upm auf Objekttrager aufgebracht. Nach
Fixierung in 90%igem Aceton wurden alle Zellen 45 Min. bei 37°C in einer feuchten
Kammer mit dem entsprechenden murinen Priméarantikdrper inkubiert. AnschlieRend
wurden die Praparate dreimal mit PBS gewaschen und die adhédrenten Zellen mit
Fluoreszein-gekoppelten, polyspezifischen Seren gegen murines Immunglobulin (1:50
verdunnt; Dako, Hamburg) und Evans Blau zur Gegenfarbung (1:50 verdiinnt, Sigma,
Deisenhofen) fur weitere 30 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Deckglaser mit
Fluoprep (bioMerieux, Marcy [I'Etoile, Frankreich) eingedeckt und mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes ausgewertet. Die Zytospinpraparate von Zellen héamato-
poetischen Ursprungs wurden ebenfalls in einer feuchten Kammer 30 Min. mit dem
Primarantikérper inkubiert. Die Bindung des Primarantikorpers wurde anschlieRend mit
Hilfe des kommerziell verfigbaren APAAP-Farbesystems (Biotest, Dreieich) detektiert, um

Probleme durch endogene Peroxidase-Aktivitat und unspezifische Fluoreszenz zu

umgehen.

2.5.10. Western Blot-Analyse

Reagenzien:

Transferpuffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% Methanol.
PBS-T: PBS mit 0,1% Tween 20

Die Western Blot-Analyse von Proteinen erfolgte nach der Methode von Burnette
(Burnette, 1981). Dazu wurden die Proteine unmittelbar nach der Elektrophorese in einer
halbtrockenen  Elektrotransferapparatur aus dem Gel auf eine gewasserte
Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell) transferiert. Der Transfer erfolgte in
Transferpuffer bei einem StromfluR von 1 mA/cm® Membranflache fir 60-80 Min.
AnschlieBend wurde die Ubertragung mit Ponceau-Rot (Roth) kontrolliert und die
Molekulargewichtsmarker angezeichnet. Die Membran wurde mind. 2 Std. in 5% (w/v)
Milchpulver in PBS geschwenkt, um freie Bindungsstellen abzuséattigen. Danach erfolgte
die Inkubation mit dem verdinnten Primarantikorper bei 4°C UN. Am nachsten Morgen
wurden die Membranen 5 mal 15 Min. in PBS-T gewaschen und anschlieend 1 Std. bei
RT mit einem HRP-konjugierten Sekundarantikérper (1:1000 bis 1:10000 verdinnt; Dako,
Hamburg) inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in PBS-T wurden die Filter mit
dem ECL Plus-Chemilumineszenz-Detektionssystem (Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg) laut Herstellerangabe entwickelt.
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2.5.11. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Reagenzien:

Verdunnungspuffer: PBS supplementiert mit 2% Tween 20 und 3% FKS.

Zur Bestimmung von Zytokinkonzentrationen in Zellkulturiiberstand wurden ELISA-Kits der

Firma Endogen (Woburn, USA) bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.

Zur Analyse von IgG Isotypen wurden mit HCMV-Partikeln sowie als Kontrolle mit nicht
infizierten Zellen beschichtete ELISA-Platten, die freundlicherweise von der Firma Biotest
(Dreieich) zur Verfugung gestellt wurden, verwendet. Diese Platten wurden mit murinen
Seren, die in Verdunnungspuffer seriell verdiinnt wurden, 2 Std. bei 37°C inkubiert. Nach
vier Waschschritten wurden die gebundenen HCMV-spezifischen Antikdrper mit HRP
(horse redish peroxidase)-konjugierten IgG1l und IgG2a spezifischen Sekundarantikérpern
(Pharmingen, USA) detektiert. Die Sekundarantikorper wurden dazu 1:800 (IgG1) sowie
1:2000 (lgG2a) in Verdunnungspuffer geltst; die Inkubationszeit betrug 90 Min. bei 37°C.
Nach vier weiteren Waschschritten wurden je 100 ul einer 2mg/ml o-Phenylendiaminlésung
als Substrat zugegeben und 20 Min. bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die
Reaktion durch Zugabe von 100 ul 12% H,SO, abgestoppt und die optische Dichte bei 492
nm in einem ELISA-Reader bestimmt. Als Endpunktverdiinnung wurde diejenige
Serumverdinnung definiert, deren Absorption mindestens doppelt so hoch war, wie die

des Nullserums.

2.6. Praparation, Analyse und Manipulation von Nukleinsauren

2.6.1. Verwendete Plasmide

pBR322: Klonierungsvektor der ersten Generation.

pBglJ: Enthalt das Bglll-J-Fragment, welches den fir ppl50 kodierenden

Leserahmen UL32 aus dem HCMV-Stamm Ad169 enthalt, in
pBR322 (siehe 3.2.).

pBglJd150: Entspricht pBglJ, bei dem etwa 65% der kodierenden Region von
ppl50 deletiert wurden (siehe 3.2.).

pBSCT-neo: Enthdlt die Neo-Expressionskassette aus pSVneoCS als
BamHI/EcoRI-Fragment im Klonierungsvektor pbluescript (Wolff et
al., 1993).

ppl50-RSV: Expressionsplasmid, das das ppl50-Gen unter Kontrolle des RSV-
Promotors enthalt.



Material und Methoden 39

pPcDNA6-ppl150:

PcDNAG-pp65:

pRG273:

pGSH6:
pGSH6-neo:

PQBI-PGK:

PBglJd150-neo:

PBglJd150-GFP-neo:

Expressionsplasmid, das das ppl150-Gen unter Kontrolle des HCMV-
Promotors enthalt.

Expressionsplasmid, das das pp65-Gen unter Kontrolle des HCMV-
Promotors enthalt.

Plasmid, das die transformierenden Gene E6 und E7 aus Humanem
Papillomvirus Typ 16 zusammen mit dem Puromycin-Selektionsgen
tragt (Halbert et al., 1991).

Enthalt die kodierende Region fir IE4 (5kB-Region).

Enthalt anstelle der kodierende Region fir IE4 (5kB-Region) die
Neo-Resistenzkassette unter Kontrolle des SV40-Promotors. Dieses
Rekombinationsplasmid diente zur Herstellung eines rekombinanten
HCMV, in dem der Leserahmen fir IE4 deletiert wurde.

Enthédlt die GFP-Neo-Selektionskassette unter Kontrolle des PGK-
Promotors, der Adeno-Tripartite-Leader-Sequenz und des BGH-
polyA (Quantum Biotechnologies, Kanada).

Enthalt das Bglll-J-Fragment von Ad169, in dem der Leserahmen
von ppl50 zwischen Xhol und Spel deletiert und durch die Neo-
Kassette ersetzt wurde (siehe 3.2.1.).

Enthalt das Bglll-J-Fragment von Ad169, in dem der Leserahmen
von pp150 zwischen Xhol und Spel deletiert und durch die GFP-Neo-
Kassette aus pQBI-PGK ersetzt wurde(siehe 3.2.1.).

plE4-B3: Exprimiert die kodierende Region des IE4-Gens unter der Kontolle
des T7-Promotors (Klon B3).

pIE4-CS5: Entspricht IE4-B3; Klon C5.

2.6.2. Oligonukleotide

Die nachfolgend aufgefiihrten Oligonukleotide wurden als Startermolekile fur die

Amplifikation subgenomischer Fragmente durch PCR oder fir Sequenzierungsreaktionen

verwendet. Sie wurden bei den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) und Eurogentec

(Belgien) bezogen.

Neo3: 5 -GCCGAGAAAGTATCCATCATGGC-3
NEO4: 5-GTTACGCGCAGCGTGACCGC-3
GFP4: 5-CAGCGGGGCTGCTAAAGCGC-3

IE4-for: 5 -CCTCGATATACGCCTATCGATAGG-3’
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IE4-rev: 5-CGTGCGGTCGGTCATCATTCTGC-3’

PP150-S: 5-GCGCGCTCGTAAGCGCGGTC-3

SP9-pp150: 5 -GCCACCTGGATATCACTAGTATAACTTCGTATAGCATACATTATAC-
GAAGTTATCGAATTCTACCGGGTAGGGG-3

SP10-pp150: 5-ACAAGTTGATGCATCTCGAGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACG
AAGTTATTCCAGCCGGCGAACGTGGCG-3

2.6.3. Isolierung von Nukleinsaure

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit Hilfe von Produkten der Firma
Qiagen (Dortmund; Miniprep, Maxiprep) und wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt;

ebenso die Isolierung von Gesamt-RNA aus virusinfizierten Zellen.

2.6.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren [&R3t sich durch die Messung der optische Dichte
(OD) bei 260 nm ermitteln. Eine ODyg Von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50ug/mi
doppelstrangiger DNA bzw. 30pg/ml einzelstrangiger DNA (Oligonukleotide) oder einer
RNA-Konzentration von 40ug/ml. Der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und der
Absorption bei 280 nm a3t eine Aussage uber die Reinheit der Nukleinsaure zu. Der

Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.6.5. Enzymatische Reaktionen mit Nukleinsaure

Alle gangigen Manipulationen von Nukleinsdure wie Spaltungen mit Restriktions-
endonukleasen, Phosphorylierungs- und Kinasierungsreaktionen sowie Ligationen wurden
nach Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989) oder nach den Angaben des Herstellers

der bendtigten Enzyme (Gibco BRL, Eggenstein) durchgefuhrt.

2.6.6. Herstellung von blunt-ends nach Restriktionsenzymverdau

Zur Herstellung von blunt-ends, ausgehend von 3’- und 5 -Uberhdngen, wurde die DNA
nach dem Restriktionsenzymverdau in 2,5 Vol. 100% (v/v) Ethanol und 1/10 Vol. 3M Na-
Acetat fur 20 Min. bei —20°C prazipitiert und 15 Min. bei 14000 upm abzentrifugiert. Das

Prazipitat wurde mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurde eine
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Polymerase-Reaktion mit 1U vent-Polymerase (NEB, Schwalbach), 200 uM dNTPs in 1x
Thermopol-Puffer (NEB, Schwalbach) durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte 20 Min. bei
72°C. Es konnen sowohl 5'Uberhange mit Hilfe der Polymerase-Aktivitat von vent
aufgefullt, als auch 3'Uberhdnge mit Hilfe der 3°-5'Exonuklease-Aktivitat dieser

Polymerase abgedaut werden.

2.6.7. Agarose-Gelelektrophorese
Reagenzien:
TBE: 45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA.

DNA-Auftragspuffer: 50 mg Bromphenolblau, Natriumsalz; 100 mg Xylencyanol, 1 mM
EDTA, 25 g Saccharose, mit H,O auf 50 ml.

Zu charakterisierende DNA-Préaparationen wurden in horizontalen Elektrophorese-
kammern (Keutz) Uber Agarosegele aufgetrennt. Je nach der errechneten Grof3e der
DNA-Fragmente wurden Agarosekonzentration von 0,7% bis 2,5% eingesetzt. Als
Puffersystem wurde TBE verwendet. Zum Nachweis der aufgetrennten DNA unter UV-
Licht wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 50 ng/ml zugesetzt. Vor dem
Auftragen der DNA auf das Gel wurde die Probe mit 1/10 Vol. DNA-Auftragspuffer
gemischt. Die Auftrennung der DNA erfolgte, je nach GroRRe der verwendeten Gelkammer,
bei Spannungen zwischen 50 und 180 Volt und konstanter Stromstarke. Als
Molekulargewichtsmarker wurde ,1kB plus" (Gibco BRL) verwendet. Die aufgetrennte DNA
wurde auf einem UV-Durchlichtschirm bei 312 nm im Gel sichtbar gemacht und

fotografiert.

2.6.8. Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach Herstellerangaben
durchgefuhrt (Qiagen, Hilden). Fur Fragmente <100 bp und >10 kbp wurde der Qiaex-Kit,
der auf der Bindung der DNA an Glasperlen basiert, verwendet; fir Fragmente >300 bp

und <10 kbp wurden Qiaquick- Saulen verwendet.

2.6.9. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur exponentiellen Vermehrung
(Amplifikation) definierter Nukleinsauresequenzen in vitro (Saiki et al. 1988). Der Vorteil

dieser Methode besteht in der gezielten 10° bis 10’-fachen Vervielfaltigung eines
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definierten DNA-Fragments (Template) und der Mdéglichkeit, Uber die verwendeten Oligo-
nukleotide (Primer) geeignete Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung einzuftigen.

Ein Standardansatz fir eine PCR zum Nachweis von DNA-Fragmenten in rekombinanten
Viren oder stabilen Zellinien wurde in einem Volumen von 100 pl mit folgenden
Komponenten durchgefihrt: 10 ul 10 x PCR Puffer (Gibco BRL), 8 pul 2 mM dNTPs (Gibco
BRL), 50 pmol 5' Oligonukleotid, 50 pmol 3' Oligonukleotid, 10-50 ng Template-DNA (z.B.
10-50 ng Plasmid-DNA, 1-10 pl Zellysat, 1-10 pl isolierte Virus-DNA), 1 pl Tag-Polymerase
5 U (Gibco BRL), auf 100 pl mit H,Opq.

Die PCR-Amplifikationen wurden nach Uberschichtung der Proben mit 50 pl Mineralél in
einem Biometra-Cycler (Biometra) durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Oligonukleotide
sind unter Abschnitt 2.6.2. aufgefihrt. Folgendes Standardprogramm wurde zur Inkubation

der Reaktionsansatze verwendet:

Einleitender Denaturierungsschritt:

94 °C, 2 Min.

3-Stufen-PCR (30-35 Zyklen):

94 °C, 30 Sek. (Denaturierung)

55 °C, 1 Min. (Hybridisierung des Oligonukleotids)
72 °C, 2-4 Min. (Elongation)

AbschlieRender Polymerisationsschritt:

72 °C, 10 Min.

Dauerkihlung: 4 °C

Fur die Hybridisierungstemperatur wurde ein Richtwert von 5 ° C unter dem Schmelzpunkt
des Oligonukleotids gewahlt, als Polymerisationszeit wurden 60 Sek. pro 1000 Bp
angenommen. Zur Bestimmung der Ausbeute und Grof3e der produzierten PCR-Produkte
wurden jeweils 5pl der Probe auf ein Agarosegel aufgetragen und durch
Gelelektrophorese zusammen mit einer definierten Menge eines Molekulargewichts-
standards analysiert.

Bei der PCR firr Klonierungszwecke wurde grundsatzlich die Vent™-DNA-Polymerase

(NEB, Schwalbach) verwendet, da diese im Gegensatz zur Tag-DNA-Polymerase eine 3'-
5’-Exonukleaseaktivitat besitzt. Diese reduziert die Fehlerrate beim Nukleotideinbau
deutlich und generiert im Gegensatz zur Tag-Polymerase blunt-ends und keine Uberhange
an den Amplifikatenden. Zudem wurden Oligonukleotide als Primer verwendet, deren 5’-
Ende phosphoryliert war, um die Amplifikate direkt in glatt geschnittene, dephosphorylierte
Vektoren ligieren zu kénnen. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend Uber ein praparatives
Agarosegel gereinigt und je nach Anwendung weiter bearbeitet. Ein Standardansatz zur
Amplifikation eines zu klonierenden DNA-Fragmentes enthielt folgende Komponenten,

wobei die Vent™-DNA-Polymerase erst nach dem ersten Denaturierungsschritt zugegeben
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wurde (hot start): 10 ul 10 x Thermopol-Puffer (NEB), 5 ul 4 mM dNTPs (Gibco BRL), 0,4
MM 5' Oligonukleotid (5°-Phosphat), 0,4 uM 3' Oligonukleotid (5°-Phosphat), 10-50 ng
Template-DNA, 1 U VentTM—DNA—Ponmerase, auf 100 pl mit H,Oy4. Das Temperaturprofil

wurde wie folgt programmiert:

Einleitender Denaturierungsschritt:

95 °C, 5 Min.; danach Polymerasezugabe
1. Zyklus

45 °C, 5 Min.

72 °C, 5 Min.

3-Stufen-PCR (15-30 Zyklen):

95 °C, 30 Sek.

50 °C, 1 Min.

72 °C, 2-4 Min.

AbschlieRender Polymerisationsschritt:
72 °C, 10 Min.

Dauerkihlung: 4 °C

Die nichtradioaktive Sequenzierung doppelstrangiger DNA wurde mit dem “Thermo-
Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing (7-deaza-dGPT)-Kit" der Firma
Amersham Life Sciences nach Herstellerangaben durchgefihrt. Dazu wurden IRD800-

markierte Primer verwendet.

2.6.10. Herstellung von Zellysaten als PCR-Matrize

Reagenzien:

Lysepuffer:  100mM KCI, 20mM Tris-Cl, 5mM MgCl,, 1 mg Gelatine, 1 ml Tween 20; ad
10ml mit H,O.

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob Zellinien ein Zielgen stabil ins Genom integriert
haben, wurde mittels PCR und sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primern ein Bereich
des Zielgens amplifiziert. Dazu wurden die Zellen einer 10cm Schale abtrypsiniert und
pelletiert. Das Zellpellet wurde in 400 pl Lysepuffer resuspendiert, mit 10 pl Proteinase K
(Img/ml) versetzt und 1-2 Std bei 56 °C inkubiert. Von dem resultierenden klaren Lysat

wurden 1-10 pl als Matrize in eine PCR-Reaktion eingesetzt.
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2.6.11. DNA-Isolierung aus virushaltigem Zellkulturtiberstand
Reagenzien:
2x STE: 0,2 M NaCl, 20 mM Tis-Cl, 2 mM EDTA, pH 8,0.

Zur Charakterisierung des Genoms rekombinanter HCMV mittels PCR oder
Restriktionsverdau wurde die Virus-DNA aus dem virushaltigen Zellkulturiiberstand
infizierter Zellen isoliert. Dazu wurde der Zellkulturiiberstand aus drei 175cm?-Flaschen bei
einem CPE von 80-90% zunachst 10 Min. bei 3000 upm abzentrifugiert, um Zelltrimmer
abzutrennen, und anschlie3end 70 Min. bei 23.000 upm pelletiert. Das Pellet wurde in 120
pul H,O gelost und mit 120 pl 2x STE gemischt. Danach wurde Proteinase K in einer
Endkonzentration von 50 pg/ml zugegeben und 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Zur Extraktion
der DNA wurden anschlieBend 25 pl 4M LiCl und 250 ul Phenol/Chloroform zugegeben,
vorsichtig gemischt und 5 Min. bei 13.000 upm abzentrifugiert. Nach Ausschutteln in 250 pl
Chloroform/Isoamylalkohol wurde die DNA durch Zugabe von 2,5 Vol. 100% Ethanol und
1/10 Vol. 3M Na-Acetat mindestens 1 Std. bei —80 °C gefallt, pelletiert und getrocknet.
Anschlieend wurde das Pellet in 50 ul H,O Uber Nacht bei 4 °C gel6st; Scherkrafte durch
Resuspendieren mit einer Pipette wurden somit vermieden. Die Konzentration der auf

diese Weise isolierten Virus-DNA lag zwischen 0,2-1 pg/pl.

2.6.12. Southern Blot-Hybridisierung

Reagenzien:

Depurinierungslésung: 0,25N HCI.

Denaturierungslésung: 1,5M NaCl, 1 M NaOH.

Neutralisierungslésung: 0,5M Tris-HCI (pH 8,0), 3M NacCl.

20x SSC-Puffer: 3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat; pH 7,0.

Hybridisierungslésung: 5x SSPE, 1x Denhardt’s, 0,1% SDS, 10 pug/ml E.coli DNA.

Die von Southern 1975 erstmals beschriebene Methode dient dazu, gelelektrophoretisch
aufgetrennte DNA-Fragmente mittels Kapillar-Blot auf eine Nylonmembran (Gene Screen
Plus, Amersham) zu transferieren. Bestimmte DNA-Sequenzen kdnnen anschlieend
durch Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde nachgewiesen werden. Um einen
gleichmaRigen Transfer der DNA zu gewahrleisten, wurde das Gel zunachst 2x20 Min.
depuriniert, 2x15 Min. denaturiert und anschlieRend 2x30 Min. neutralisiert, bis der pH-
Wert unter 10 abgesunken war. Der Transfer der DNA auf die Membran wurde

folgendermaf3en durchgefihrt: In eine Wanne mit 20 x SSC Puffer wurde eine Plattform in
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der Art aufgestellt, dass ein dartberliegender Whatman-Filter (3MM) auf allen Seiten in
das Laufmittel eintauchte. Darauf wurde in Lagen zuerst das Agarosegel, dann die Nylon-
membran, dartber 2 Schichten Whatman-Filter (3MM) und zuletzt ein Paket Papiertlicher
mit Beschwerung aufgebaut. Nach dem Kapillartransfer der DNA (tber Nacht) wurde diese
durch Bestrahlung mit 0.12 Joules/cm UV-Licht mit der Membran quervernetzt.
AnschlieBend wurde der Blot eine Std. bei 68 °C in einer Hybridisierungslésung
prahybridisiert. Zur Hybridisierung wurden 2,5 pl einer *P-markierten Oligonukleotid-
Sonde (siehe 2.6.14.) in etwa 10 ml derselben Losung zugegeben und tber Nacht bei 68
°C inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal 10 Min. bei Raumtemperatur mit 2 x
SSC/0,1 % SDS und zweimal fur 10 Min. bei 68 °C in 0,1 x SSC/0,1 % SDS gewaschen.
Die leicht angetrockneten und in eine dinne Plastikfolie verpackten Filter wurden mit
einem Kodak X-omat S Film bei -70 °C exponiert oder mit Hilfe des Phosphoimagers
(Fuji/Raytest) analysiert.

2.6.13. Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Zur radioaktiven Markierung von Oligonukleotid-Sonden fiur die Hybridisierung von DNA
auf Filtern wurde eine Kinasierungsreaktion mit folgenden Komponenten durchgefihrt: 3 pl
y->?P-ATP, 1 pl PNK (Polynukleotidkinase), 2 pl 10x PNK-Puffer, 2 ul Oligonukleotid (80-
100 pmol), 12 pl H,O. Nach 30 minttiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 pl 0,5M EDTA abgestoppt und die Uberschussigen radioaktiven Nukleotide

tiber eine NAP™-Saule abgetrennt.

2.6.14. Northern Blot-Hybridisierung mit Digoxygenin-markierten DNA-

Sonden

Reagenzien:

10 x Formaldehyd-Agarosegel-Puffer (FA-Puffer):
2000 mM 3-N-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS), 50 mM
Natriumacetat, 10 mM EDTA

RNA-Auftragspuffer: 16 pl gesattigtes Bromphenolblau, 80 pl 500 mM EDTA, pH 8.0, 720
pl 37% (=12,3M) Formaldehyd, 2 ml Glycerin, 3084 ul Formamid, 4
ml 10x FA-Gelpuffer, mit RNase-freiem Wasser auf 10 ml (bei 4°C
ungefahr 3 Monate haltbar).

1% FA-Gel: 4 g Agarose, 40 ml 10x FA-Gelpuffer, 1,8 ml 37% Formaldehyd, 4 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) auf 400ml mit H,0.
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1x FA-Laufpuffer: 100 ml 10x FA-Gelpuffer, 20 ml 37% Formaldehyd, 880 ml H,O.
10x SSC: 1,5 M NacCl, 0,15 M Na-Citrat; pH 7,0.

Alle fir RNA-Analysen bendtigten Reagenzien und Gerate missen RNase-frei sein.

Die zu untersuchende RNA wurde in einem 1% FA-Gel aufgetrennt, das vor dem Lauf
mind. 30 Min. in 1x FA-Laufpuffer aquilibriert wurde. Es wurden je 15 pug RNA in 10 pl
RNA-Auftragspuffer 10 Min. bei 65°C denaturiert, auf Eis abgeschreckt und auf das Gel
aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei 5V/cm und 4°C UN durchgefiihrt. Danach
wurde die RNA aus dem Gel in 10x SSC Transferpuffer ca. 24 Std. lang auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Roche, Mannheim) transferiert (siehe 2.5.12.). AnschlieRend
wurde die Membran in 6xSSC gewaschen und 2 Std. bei 80°C gebacken, um die
Formaldehyd-Reaktion umzukehren.

Zur Detektion der gewinschten RNA wurden Digoxigenin-markierte DNA-Fragmente
verwendet, die mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche, Mannheim) in einer
PCR-Reaktion hergestellt wurden. Der Nachweis der gebundenen DIG-markierten
Fragmente erfolgte mit einem anti-Digoxigenin-Antikorper, der mit alkalischer Phosphatase
konjugiert war (Anti-Dig-AP, Fab-Fragmente, Roche,). Dieser wurde wiederum mittels des
Chemilumineszenzsubstrats CSPD (3-(4-methoxyspiro(1,2-dioxetan-3,3-(5 chloro)tricyclo-
(3.3.1.1)decan)-4-yl)Phenylphosphat; Roche) nachgewiesen. Alle genannten Reagenzien

wurden nach Angaben der Firma Roche, Mannheim, eingesetzt.

2.7. Analyse von Proteinen
2.7.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Reagenzien:

SDS-Probenpuffer: 125 mM Tris, 2 % 2-Mercaptoethanol, 10 % Glycerin, 1 mM EDTA
pH 6,8, 0,005 % Bromphenolblau.

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS.

10% Trenngel: 9,7 ml Gel A (Roth, Karlsruhe), 4,0 ml Gel B (Roth), 7,5 ml 1,5M Tris-
HCI (pH 8,8), 0,3 ml 10% SDS, 0,3 ml 10% APS, 8,1 ml H,0O, 15 ul
TEMED.

8,5% ,High-Bis"“-Gel: 6,2 ml Gel A (Roth), 4,3 ml Gel B (Roth), 5,3 ml 1,5M Tris-HCI (pH
8,8), 0,3 ml 10% SDS, 0,3 ml 10% APS, 5,7 ml H,O, 15 pl TEMED.

5% Sammelgel: 1,6 ml Gel A (Roth), 0,7 ml Gel B (Roth), 1,2 ml 1,0M Tris-HCI (pH
6,8), 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS, 6,2 ml H,O, 15 pl TEMED.
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Bei der SDS-PAGE werden Proteine in Gegenwart eines hohen SDS-Uberschusses
elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei lagert sich das negativ
geladene SDS in konstanten Gewichtsverhaltnissen an die Proteine an und kompensiert
deren positive Ladungen in einer Weise, dass alle Proteine entsprechend ihrer GroR3e zur
Anode wandern. Nach Laemmli (Laemmli, 1970) werden die Probenproteine unter
Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems zunéchst in einem niederprozentigen
Sammelgel konzentriert und wandern von dort gemeinsam in das eigentliche Trenngel ein.
Die Proteinproben wurden vor dem Aufbringen auf das Gel mit mindestens dem gleichen
Volumen eines 2-fach konzentrierten SDS-Probenpuffers versetzt und 5 bis 10 Min. im
Heizblock bei 100 °C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 25-50
mA bis die Bromphenolblau-Bande gerade ausgelaufen war. Nach der SDS-PAGE wurden
die aufgetrennten Proteine Uber eine Anfarbung des Gels mit Coomassie Brillant Blau
(2.7.2) direkt nachgewiesen bzw. nach Transfer auf eine Nylonmembran immunologisch
detektiert (siehe 2.5.10).

2.7.2. Farbung mit Coomassie Brililant Blau

Reagenzien:

Farbelésung: 45 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,25 % Coomassie Brilliant Blau
R250.

Entfarbelésung: 45 % Methanol, 10 % Essigsaure.

Fur die Anfarbung von aufgetrennten Proteinen mit Coomassie Brilliant Blau wurden die
Proteingele nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mindestens 30 min lang bei
60°C in einer Farbelésung inkubiert. Anschlieend wurden die gefarbten Gele bei 60°C
oder RT in einer Entfarbeldésung solange leicht geschiittelt, bis der Hintergrund klar und
nur noch die Proteinbanden blau waren. Zur Konservierung wurden die Gele anschliel3end
auf Whatman 3MM-Papier im Vakuum bei 70 °C flir 2 Std. getrocknet.

2.7.3. Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Partikulare Antigene, die aus dem Uberstand infizierter Zellen angereichert wurden,
konnten Uber eine Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation physikalisch charakterisiert
werden. Dazu wurden schrittweise Saccharosekissen (10-66 % (w/w) Saccharose) in
einem Zentrifugenrdéhrchen unterschichtet und der Testliberstand in einem Volumen von 2
ml auf den Gradienten aufgetragen. Der Gradient wurde nach 2,5-stlndiger

Ultrazentrifugation in einem TH 641 Rotor (20 °C, 29.000 upm) in 600 pl Aliquots von oben
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abgezogen. Diese Aliquots wurden anschlieRend immunologisch mittels konventioneller
Western Blot-Analyse (2.5.10.) ausgewertet. Dazu wurden die enthaltenen Proteine mit 5%
TCA (Trichloressigsaure) 2,5 Stunden auf Eis gefallt, die erhaltenen Prazipitate in SDS-
Probenpuffer resuspendiert und auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(siehe 2.7.1.). Die Dichte der Saccharoselésung in den Fraktionen wurde (ber den

Brechungsindex mit dem Refraktometer bestimmt.

2.7.4. Neomycin-Phosphotransferase-Nachweis (Neotest)

Reagenzien:

Extraktionspuffer: 0,5M Saccharose, 0,1M Tris-HCI, 0,1% Ascorbinsaure, 0,1%
Cystein-HCI, pH 7,5.

Reaktionspuffer: 67mM Tris, 42mM MgCI2, 400mM NHA4CI, und 1,67mM DTT; pH-
Wert mit Maleinséure auf 7,1 einstellen.

Laufpuffer: 50mM Natrium-Format, pH5,4.

Das Gen fur Neomycin-Phosphotransferase (Neo) wird haufig als Selektionsmarker zur
Herstellung von stabilen Zellinien oder Virusmutanten benutzt. Zur Identifikation
rekombinanter Viren, die das Neo-Resistenzgen exprimieren, kann anschlieBend der
Neotest dienen. Dabei wird Kanamycin als Substrat fir eine durch Neo katalysierte in vitro-
Phosphorylierungsreaktion mit y-32P-ATP eingesetzt. Das entstehende Kanamycin-
Phosphat wird mittels Dunnschichtchromatographie aufgetrennt (modifiziert nach
Canabes-Bastos et al., 1989).

Subkonfluente HFF wurden mit rekombinanten Viren infiziert und ca. vier Tage p.i.
abtrypsiniert. Das Zellpellet wurde in Extraktionspuffer resuspendiert und durch
mehrmaliges Schockgefrieren in flissigem Stickstoff lysiert. Die Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert und das klare Lysat in die Phosphorylierungsreaktion eingesetzt, die sich
wie folgt zsammensetzte: 10 pl Reaktionspuffer, 10 pl Zellysat, 2 pl Kanamycin (Img/ml),
3 ul ATP (200uM), 7,5 pl H,O und 0,6 pl y-*P-ATP (10 mCi/ml).

Nach 2-3 stindiger Inkubation bei 37°C wurden sukzessive drei 2pul-Aliquots des
Reaktionsgemisches auf 20 x 20cm grof3e Polyethylenimin-Dinnschichtchromatographie-
Platten (Sigma, Deisenhofen) aufgetragen. Die Platten wurden zuvor in 5M NaCl entwickelt
und anschlielend mehrmals in H,0 gewaschen, um Uberschissiges NaCl zu entfernen.
Nachdem die punktférmig aufgetragenen Reaktionsansatze angetrocknet waren, wurde
die Platte in Laufpuffer entwickelt, bis die Lauffront ca. 15cm vom Auftragspunkt entfernt
war. Danach wurde die Platte luftgetrocknet und die Phosphorylierung von Kanamycin

mittels Autoradiographie ausgewertet.
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2.7.5. Luciferase-Test

Der Luciferase-Test (Roche, Mannheim) dient zur quantitativen Messung der Expression
von Luciferase aus dem Gluhwirmchen Photinus pyralis. Um die Aktivierbarkeit viraler
Promotoren messen zu konnen, wurde das Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle
dieser Promotoren in stabilen Zellinien (siehe 2.3.1.) exprimiert. Zur Durchfilhrung des
Tests wurden die zu untersuchenden Zellen abtrypsiniert, mit PBS gewaschen, in PBS
resuspendiert und gezahlt. 2,5 x 10" Zellen wurden in 50 pl Lysepuffer resuspendiert und
15 Min. bei RT lysiert. Durch kurze Zentrifugation wurde der Zellschrott entfernt und je zwei
Aliquots & 50 pl in Luminometerréhrchen tberfiihrt, die bis zur Messung auf Eis gehalten
wurden. Zu jedem RoOhrchen wurden 100 pl Luciferase-Reagenz (Roche, Mannheim)
zupipettiert und die Lichtemission mit Hilfe eines Luminometers (Berthold) gemessen. Die
Messung erfolgte tber finf Sekunden. Die gemessene Lichtemission ist ein Mal3 fir die

Luciferase-Aktivitat und ist direkt proportional zur Promotoraktivierung.

2.7.6. In vitro Transkription und Translation

Die in vitro Transkription und Translation von Proteinen ausgehend von in T7-Vektoren
klonierten Genen wurde mit Hilfe des kommerziell verfigbaren ,TNT-Kits* nach
Herstellerangaben durchgefiuihrt (Promega). Es wurden sog. ,run-off‘-Transkripte
hergestellt, d.h. das Ende des Transkriptes entsprach der Stelle, an der die Ausgangs-
DNA durch einen Restriktionsschnitt linearisiert wurde. Die Translation wurde mit Hilfe von

Retikulozytenlysat durchgefihrt.

2.8. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Dr.
Robert Harris, Mainz, im Negativ-Farbe-Verfahren erstellt. Dazu wurden intakte und
beschallte Dense Bodies in PBS zu einer Endkonzentration von 1 pg/pl bis 200 ng/ul
verdunnt. Die Negativfarbung wurde nach der Einzeltropfenmethode durchgefiihrt (Harris,
1997; Harris and Horne, 1991). Dazu wurden zundchst Kohlegitter durch 20 sekiindiges
Gluhen entladen und anschlieBend die Probe aufgetropft. Nach einer Adsorptionsphase
von 1 Min. wurden die Gitter funf mal in destilliertem Wasser gewaschen und die Negativ-
Farbelbsung bestehend aus 5% (w/v) Ammonium-Heptamolybdat (pH 7.0) und 1% (wt/vol)
Trehalose zugegeben. Die Transmissions-Elektronenmikroskopie wurde an einem Zeiss
EM 900 bei 80 kV durchgefuhrt und auf Kodak EM Filmen, Typ 4489, dokumentiert. Die
verwendeten Vergrol3erungen waren 12.000-fach bis 50.000-fach.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung des immunogenen Potentials von HCMV-Dense

Bodies im Mausmodell
3.1.1. Gradientenreinigung und Quantifizierung von Dense Bodies

Bereits seit den siebzigerer Jahren ist bekannt, dass HCMV-infizierte humane Fibroblasten
(HFF) in Zellkultur mehrere Arten von Partikeln ausbilden (Craighead et al., 1972; Kanich &
Craighead, 1972; Sarov & Abady, 1975; Fiala et al., 1976; ). Neben den intakten Virionen
entstehen zusatzlich zwei Typen von defekten Partikeln, die als ,Dense Bodies" und als
.NIEPS" bezeichnet werden (siehe 1.1.5.). Dense Bodies (DB) sind umhillte, spharische
Strukturen, die weder das virale Kapsid noch DNA enthalten (Craighead, 1972; Irmiere &
Gibson, 1983). Sie wurden erstmals in elektronenmikroskopischen Aufnahmen HCMV-
infizierter Zellen gesehen und aufgrund ihres Erscheinungsbildes als ,dichte Koérper"
bezeichnet. Sie setzen sich aus den viralen Tegumentproteinen zusammen, von denen das
immundominante Phosphoprotein pp65 ca. 95% der Proteinmasse ausmacht. Diese innere
Struktur wird von einer Lipidmembran umbhiuillt, in die die viralen Glykoproteine, darunter gB
und gH, eingelagert sind. DB werden wie Virionen von der infizierten Zelle freigesetzt und
konnen somit aus dem Uberstand infizierter permissiver Zellen aufgereinigt werden. Zur
Untersuchung der Immunogenitdét von DB im Versuchstier wurden die gebildeten
Viruspartikel durch Ultrazentrifugation aus dem Zellkulturiiberstand abgetrennt und auf
einen Glycerin-Natriumtartrat-Gradienten aufgeschichtet (Talbot & Almeida, 1977; Irmiere
& Gibson, 1983). Nach 2-stiindiger Zentrifugation bei 23.000 upm in einem TH641-Rotor
trennte sich das Partikelgemisch in drei Banden auf (Abb.3.1. A). Die NIEPS und die
Virionen sedimentierten als scharfe Zonen im oberen Bereich des Gradienten, wahrend die
DB aufgrund ihrer heterogenen Grol3e in einer breiten Bande im unteren Bereich zu finden
waren. Aus dieser Bande wurden die DB abgezogen, abzentrifugiert, in PBS resuspendiert
und bei -70°C gelagert.

Fur alle nachfolgenden Experimente war es unerla3lich, die DB-Préparationen zu
guantifizieren. Die gangigen Methoden zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach
Lowry und Bradford eigneten sich zur Quantifizierung nicht, da es nicht mdglich war, DB in
den zur Durchfihrung der Teste notwendigen Konzentrationsbereichen und mit den
tolerierten Mengen an Detergens zu losen. Daher wurde ein Normierungsverfahren
entwickelt. Da pp65 >95% der DB-Masse ausmacht, wurde der Proteingehalt der DB-
Praparationen auf ihren pp65-Gehalt normiert. Dazu wurden serielle Verdinnungen einer
DB-Praparation neben seriellen Verdinnungen von bovinem Serumalbumin (BSA) auf

einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 3.1. B). Nach Anfarbung mit Coomassie-
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Brilliant-Blau wurde der pp65-Gehalt pro pl DB-Praparation durch Vergleich der
Bandenstéarke von pp65 (65 kD) und BSA (68 kD) mit Hilfe der TINA Software (Raytest)
errechnet. Mit diesem Verfahren konnten DB-Praparationen durch Standardisierung auf
ihren pp65-Gehalt quantifiziert werden. Alle untersuchten DB-Praparationen lagen im

Bereich von 1-5 ug/ul.
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Abb. 3.1.: A: Gradientenreinigung von HCMV-Partikeln aus dem Zellkulturiiberstand infizierter
Fibroblasten. Die NIEPS und Virionen bandierten scharf, wahrend sich die DB aufgrund ihrer
heterogenen GroR3e in einem breiten, lichtbrechenden Bereich anordneten.

B: Coomassie-Brilliant-Blau gefarbtes SDS-Gel zur Quantifizierung von DB im Vergleich zu BSA. Es
wurden serielle Verdinnungen von DB und BSA als Standard aufgetragen, um die DB-
Praparationen auf ihren pp65-Gehalt zu normieren. Fir die gezeigte Préaparation wurde eine DB-
Konzentration von 2,4 pg/pl ermittelt.

3.1.2. Aufnahme von Dense Bodies in eine Vielzahl von Zelltypen

Aus Arbeiten von Schmolke et al. war bekannt, dass DB des HCMV in humane
Fibroblasten (HFF) genauso effizient aufgenommen werden wie Virionen (Schmolke et al.,
1995 a). Diese Aufnahme wird durch die Hulle, mit der die Partikel umgeben sind, vermittelt
(Topilko & Michelson, 1994). Bevor die Eignung von DB als Antigen zur Herstellung einer
HCMV-Vakzine im Tiermodell ndher analysiert wurde, sollte geprift werden, ob die
zellulare Aufnahme von DB eine spezifische Eigenschaft von humanen Fibroblasten ist,
oder auch auf professionell antigenprésentierende Zellen (APZ) zutrifft. Zudem sollte
geklart werden, ob der Proteintransfer speziesspezifisch fir humane Zellen ist oder analog
auf das Mausmodell Gbertragen werden kann. Neben HFF wurden stellvertretend humane
lymphoblastoide Zellen (LCL) als klassische APZ des humanen Systems, primare (MEF)
und immortalisierte (Balb/c-3T3) Mausfibroblasten sowie P815-Mastozytom-Zellen als
professionelle APZ des murinen Systems untersucht. Dazu wurden adharent wachsende
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Zellen (HFF, MEF, 3T3) auf Deckglaschen ausgesat und dber Nacht mit ca. 0,1-1 ug DB
pro 1x10* Zellen inkubiert. Die Suspensionszellen (LCL, P815) wurden mit 5-20 pg DB pro
5x10° Zellen Uber Nacht inkubiert und am néchsten Tag auf Objekttrager aufzentrifugiert.
Alle Zellen wurden mit 90% Aceton fixiert. Die Lokalisation des Tegumentproteins pp65,
des Hauptbestandteils der DB, wurde in einer Immunfarbung analysiert. In den adharent
wachsenden Zellen wurde pp65 mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers (mAK) p65-33
durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem FITC-konjugierten Sekundarantikorper
nachgewiesen. In den Suspensionszellen wurde pp65 mit Hilfe des Clonab-CMV-Systems
(Biotest, Dreieich) detektiert, um die Spezifitdt des Signals zu erhthen. Dieser Test wurde
analog zum Nachweis von pp65 in Granulozyten HCMV-infizierter Patienten durchgefihrt
(Antigendmie-Test; Grefte et al., 1992).

Bei allen untersuchten Zelltypen zeigte sich nach der jeweiligen Immunfarbung mit dem
gegen pp65 gerichteten mAK ein deutliches Kernsignal (Abb. 3.2.; erste Spalte + untere
Bildhalfte). Der Nachweis von pp65 im Zellkern von Mausfibroblasten bewies, dass die
Aufnahme von DB in die Zelle kein speziesspezifischer Prozess ist. Daruber hinaus
drangen DB auch in professionelle APZ beider Spezies ein. Obwohl der Grof3teil an pp65
im Nukleus detektiert wurde, schien in diesen Zellen auch Uber dem Zytoplasma ein
spezifisches Signal nachweisbar zu sein. Dies deutete darauf hin, dass ein Teil von pp65
zytoplasmatisch verblieb. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass DB effizient in
eine Vielzahl von Zelltypen hamatopoetischen und nicht hamatopoetischen Ursprungs

sowohl humaner als auch muriner Herkunft aufgenommen wurden.

3.1.3. Verhinderung der Aufnahme von DB in die Zelle durch mechanische
Behandlung der Partikel (sfDB)

Eine Ausgangshypothese dieser Arbeit war, dass die zellulare Aufnahme die
Immunogenitat von DB verstarkt und diese Partikel daher ein vielversprechendes
Antigentransportsystem zur Entwicklung einer rekombinanten Vakzine gegen HCMV
darstellen kénnten. Um den EinfluR der zellularen Aufnahme auf die Immunogenitat der
Partikel testen zu konnen, sollten Bedingungen definiert werden, die die zellulare
Aufnahme der DB unterbinden, ohne gleichzeitig ihre partikulare Struktur zu
beeintrachtigen. Dies sollte durch Zerstdérung der Lipidhille mdoglich sein. Es wurden
sowohl Detergentien wie 1% NP40 und 1% SDS, als auch mechanische
AufschluBverfahren getestet. Eine 5 mindtige Intervall-Ultraschallbehandlung mit einer
Stabsonde in einem Branson Sonifier (output control 2,5; duty cycle 30%) gefolgt von

zehnmaligem Kalteschock in flissigem Stickstoff erwies sich als die geeignetste Methode.
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Diese physikalische Behandlung wurde gewahlt, um mogliche toxische Effekte des
Antigens nach Immunisierung von Versuchstieren durch Reste an Detergens zu
vermeiden. Derart behandelte DB wurden im folgenden mit sfDB (sonified and
freeze/thawed DB) bezeichnet. Vor jedem der nachfolgenden Experimente, in denen sfDB
verwendet wurden, wurde Uberprift, ob die Partikel noch in der Lage waren, in Zellen
einzudringen. Dazu wurden in Analogie zu dem unter 3.1.2. beschriebenen Experiment
verschiedene humane und murine Zelltypen mit sfDB inkubiert und die Lokalisation des
Hauptbestandteils der DB, des Tegumentproteins pp65, in den Zellen untersucht. Wahrend
nach Inkubation mit intakten DB ein deutliches Kernsignal von pp65 zu sehen war, konnte
nach Inkubation mit sfDB keine Kernfarbung detektiert werden (Abb. 3.2.; zweite Spalte).
Vielmehr schien sich bei den Fibroblastenpréparaten ein spezifisches, granulares Signal in
enger Nachbarschaft der Zytoplasmamembran zu befinden. Bei den Zytospinpraparaten
wurden ahnliche Strukturen, die losgeltst von der Membran zwischen den Zellen lagen,
angefarbt. Obwohl aufgrund der begrenzten Sensitivitat dieser Farbungen nicht génzlich
ausgeschlossen werden konnte, dass eine Teilmenge der sfDB auch nach der
Ultraschallbehandlung noch in die Zellen aufgenommen wurde, zeigten diese Ergebnisse,
dass die gewahlte Behandlung in der Tat dazu fuhrte, dass nach Inkubation von Zellen mit
sfDB der Proteintransport in die Zelle drastisch reduziert war. Ursache dafir war
hochstwahrscheinlich eine Beschadigung der glykoproteinhaltigen Lipidmembran der
Partikel.

Es konnten somit zwei Antigenpraparationen dargestellt werden, die sich in Bezug auf ihre
zellulare Aufnahme deutlich voneinander unterschieden. Dieser Unterschied wurde bei

allen untersuchten Zelltypen in analoger Weise beobachtet (Abb. 3.2.).
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Abb. 3.2.: Lokalisation des pp65-Proteins nach Inkubation verschiedener humaner und muriner
Zelltypen mit DB und sfDB. Die adhérenten Zelltypen HFF, Balb/c-3T3 (3T3) und MEF wurden auf
Deckglaschen ausgesét und mit DB, sfDB oder PBS liber Nacht inkubiert. Nach der Fixierung der
Zellen wurde die Lokalisation von pp65 (UL83) mit Hilfe des murinen mAKs p65-33 und einem
FITC-gekoppelten Zweitantikérper detektiert. Die Suspensionszellen P815 und LCL wurden
ebenfalls Gber Nacht mit DB, sfDB oder PBS inkubiert. Von diesen Zellen wurden
Zytospinpraparate angefertigt und der Verbleib des Hauptbestandteils der DB (pp65) durch
Inkubation mit dem Clonab-anti-pp65 Antikérper und anschlieBender APAAP-Farbung sowie dem
Chromogen Neofuchsin (Biotest, Dreieich) nachgewiesen.
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3.1.4. Verlust der Infektiositdt von Virionen durch mechanische
Behandlung

Der Nachweis passiv aufgenommenen Proteins ist insensitiv. Aufgrund der hohen Aktivitat
des major immediate early-Promotors (MIEP) von HCMV ist der Nachweis des
neusynthetisierten IE1-Proteins deutlich sensitiver. Das IE1-Protein ist ein sehr frih
exprimiertes Nicht-Strukturprotein mit transaktivierenden Eigenschaften. Es ist weder im
Virion-Partikel noch im Dense Body-Partikel enthalten, sondern es wird im Zuge einer
aktiven Virusreplikation in infizierten Zellen bereits unmittelbar nach Infektion synthetisiert.
Da angenommen wird, dass DB und Virionen auf die gleiche Weise in Zellen eindringen
(Topilko & Michelson, 1994), wurde die Effizienz der mechanischen Behandlung von
HCMV-Partikeln stellvertretend an der Reduktion der IE1-Expression mechanisch
behandelter Virionen analysiert.

Die Halfte einer Praparation gradientengereinigter Virionen wurde, wie bereits unter 3.1.3.
fur DB beschrieben, mit Ultraschall behandelt und zehnmal in flissigem Stickstoff
eingefroren (sfV). Je 10* HFF wurden auf Deckglaschen ausgeséat und am folgenden Tag
mit etwa 100 pfu/Zelle von beiden Virionpraparationen infiziert. 16 Stunden nach Infektion
wurden die Zellen mit 90% Aceton fixiert und auf die Expression von IE1 hin untersucht.
Dazu wurde eine indirekte Immunfluoreszenzanalyse mit dem |E1-spezifischen
monoklonalen Antikérper p63-27 durchgefihrt. Es zeigte sich, dass 16 Stunden nach
Infektion bereits eine Vielzahl der Zellen, die mit unbehandelten Virionen (V) infiziert
worden waren, grol3e Mengen des IE1-Proteins im Zellkern exprimierten (Abb. 3.3. A). Im
Gegensatz dazu wiesen Zellen, die mit den mechanisch behandelten Virionen (sfV) infiziert
worden waren, keine IE1-Expression mehr auf (Abb. 3.3. B). Dieser dramatische
Unterschied in der IE1-Expression war ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Virionen
nach mechanischer Behandlung ihr virales DNA-Genom nicht mehr in die Zelle
einschleusen konnten und somit keine Infektion in den Zellen gesetzt werden konnte. Es
konnte somit gezeigt werden, dass nach mechanischer Behandlung von Virionen und DB
die Translokation von viraler DNA und viralen Proteinen in eukaryonte Zellen aufgehoben

war.

3.1.5. Untersuchung der Reinheit der Dense Body-Préaparationen

Es ist bekannt, dass Zellen muriner Herkunft fur eine Infektion mit dem humanen
Cytomegalovirus nicht permissiv sind. Daher hétten allenfalls massive Kontaminationen der
DB-Préaparationen mit  Virionen, die im Vergleich zu DB eine andere

Proteinzusammensetzung aufweisen, einen EinfluR@ auf den Ausgang der
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Immunisierungsexperimente haben kénnen. Um diese theoretische Moglichkeit formal
auszuschlieen, wurde die Reinheit der DB-Préparationen untersucht. Dazu wurden
wiederum je 10* HFF auf Deckglaschen ausgesat und am folgenden Tag mit je 2 pg DB
und 2 pg sfDB inkubiert. Als Nachweis fir eine Kontamination mit Virionen diente die
Expression des IE1-Proteins. Bei einer Immunfluoreszenzanalyse mit dem IE1-
spezifischen Antikorper p63-27 zeigten sich 16 Stunden nach Inkubation
erstaunlicherweise nur auf zwei von zehn Deckglaschen je 1-2 IE1-positive Zellen (Abb.
3.3. C). Nach Beschallung und Einfrieren der DB-Praparation war in den zehn untersuchten
Parallelansatzen keine einzige IE1-positive Zelle mehr zu finden (Abb. 3.3. D). Da dieser
IE1-Nachweis sehr sensitiv ist, wies der Befund auf eine extrem niedrige Kontamination der
DB-Préaparationen mit Virionen hin. Diese minimale Kontamination konnte fur die folgenden
Immunisierungsstudien vernachlassigt werden, insbesondere in Anbetracht der Tatsache,
dass nach Applikation von Virionen in der Maus keine Virusvermehrung stattfindet und
somit durch kontaminierende Virionen lediglich annahernd die gleichen Strukturproteine
eingebracht werden, die auch in DB enthalten sind. Zur Kontrolle der eingesetzten DB-
Menge wurde in Parallelansétzen das Strukturprotein pp65 nachgewiesen. Wie in Abb. 3.3.
E zu sehen ist, wiesen nahezu alle Zellkerne nach Inkubation mit DB ein starkes nukleéares
pp65-Signal auf. Dies bestatigte, dass die Zellen mit ausreichenden Mengen an DB

inkubiert worden waren, um die Reinheit der sfDB-Praparation beurteilen zu kénnen.
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Abb. 3.3.: A+B: Reduktion der Infektiositdit von Virion-Praparationen durch mechanische
Behandlung (Sonifizierung und anschlielendes mehrfaches Einfrieren in fliissigem Stickstoff; sf).
HFF wurden auf Deckglaschen ausgesat und mit Virionen (A) und sf-Virionen (B) Uber Nacht
inkubiert. Nach Fixierung der Zellen wurde die Expression des IE1-Proteins mit Hilfe des murinen
MAKSs p63-27 und einem FITC-konjugiertem Sekundéarantikdrper nachgewiesen.

C-F: Analyse der Virionkontamination von Dense Body-Praparationen. HFF wurden auf
Deckgléaschen ausgesat und uber Nacht mit DB und sfDB inkubiert. Gezeigt sind analoge
Immunfluoreszenzanalysen mit dem IE1-spezifischen mAK p63-27 (C+D) als Mafl fir die
Virionkontamination und dem pp65-spezifischen mMAK p65-33 als Kontrolle der eingesetzten DB-
Menge (E+F).
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3.1.6. Vergleichende Analyse der physikalischen Eigenschaften
von DB und sfDB

Eines der wichtigsten Ziele dieser Arbeit war es, das Potential von DB zur Stimulation der
humoralen und zellularen Immunantwort in einem Kleintiermodell abzuklaren. Dabei sollte
insbesondere die Frage beantwortet werden, ob die zellulare Aufnahme der DB ihre
Immunogenitat erhoht. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die mechanische
Behandlung die Struktur der DB in einer Weise verénderte, die keine zellulare Aufnahme
mehr erlaubte, sollte Gberpruft werden, ob die partikulare Struktur oder die Protein-
zusammensetzung der Partikel in irgendeiner Form beeintrachtigt worden war.
Idealerweise sollten sich die DB von den sfDB nur in einer einzigen Eigenschaft, namlich
der Fahigkeit, in Zellen einzudringen, voneinander unterscheiden. Eventuelle Unterschiede
in der Immunogenitat beider Antigene kénnen somit auf diese Eigenschaft zurlckgefihrt
werden.

Zunachst wurde untersucht, ob die mechanische Behandlung zu einer signifikanten
Degradation einzelner Proteinkomponenten gefiihrt hatte. Dazu wurden DB und sfDB einer
vergleichenden Western Blot-Analyse unterzogen. Als representative Bestandteile von DB
wurden die Tegumentproteine pp65 und ppl50 sowie das Glykoprotein B mit Hilfe von
monoklonalen Antikérpern nachgewiesen (Abb. 3.4.). Es zeigten sich keine Anzeichen von
Proteindegradation. Die untersuchten Polypeptide pp65, pp150 und gB waren in DB und in
sfDB in vergleichbaren Mengen vorhanden. Mit dem pp65-spezifischen mAK wurden
neben der 65-kD-Bande noch zuséatzliche Banden sichtbar, deren Herkunft nicht geklart
werden konnte. Da diese Banden jedoch sowohl in der DB-, als auch in der sfDB-
Praparation auftraten, lag nahe, dass sie aus der Uberladung der Spuren mit Protein
resultierten und nicht das Ergebnis einer Degradation von pp65 waren. Wahrend das
Tegumentprotein pp65, der Hauptbestandteil der DB, in grofien Mengen nachweisbar war,
waren das Tegumentprotein ppl50 und das Glykoprotein B weniger abundant vorhanden.
Dennoch sollte darauf hingewiesen werden, dass das Phosphoprotein ppl150, wenn auch
als minorer Bestandteil, stets in DB-Praparationen nachgewiesen werden konnte. Die
Literaturdaten, ob ppl50 in DB inkorporiert wird, sind noch inkonsistent (Irmiere und
Gibson, 1983; Baldick & Shenk,1996).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Proteinbestandteile nach mechanischer
Behandlung unveréndert vorlagen, wurde die Feinstruktur der Partikel naher untersucht. Es
ist bekannt, dass partikulare Antigene in der Regel immunogener sind als I6sliche Proteine
(Speidel et al., 1997; Kovacsovics et al., 1993; Pfeifer et al., 1993). Dieser Effekt beruht
darauf, dass partikulare Antigene leichter als l6sliche Proteine zu einer Vernetzung von

Oberflachenmolekilen auf Zellen des Immunsystems fihren und die nachgeschalteten
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Signaltransduktionswege daher starker aktiviert werden. Dariiber hinaus werden
partikulare Antigene auch besser phagozytiert als losliche Proteine und somit auf

effizientere Weise in den MHC Klasse lI-Prasentationsweg eingeschleust.
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Abb. 3.4.: Vergleichende Western Blot-Analyse von DB und sfDB. DB und sfDB wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die Filtertriplikate wurden zum Nachweis
der viralen Reporterproteine pp65, ppl50 und gB mit den murinen mAK p65-33, XP1 und 27-287
inkubiert. Die Bindung dieser Primarantikdrper wurde mit einem HRP-gekoppelten Sekundar-
antikérper detektiert und mittels ECL-Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Die Pfeile geben die
Lage der untersuchten Proteine an.

Zur Klarung der Frage, ob die Aufnahme von DB in die Zelle deren Immunogenitét erhéht,
schien es daher wichtig zu zeigen, dass die partikulare Struktur bei den sfDB nicht
beeintrachtigt worden war. Diese Frage wurde zunachst mit Hilfe einer Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation untersucht. Mit dieser Methode lassen sich I6sliche
Proteine, die nicht in den Gradienten einwandern, von partikularen Strukturen, die geman
ihrer 