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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Die Kontrolle der produktiven Cytomegalovirus- (CMV) Infektion ist von der effizienten
Rekonstitution antiviraler CD8 T-Zellen abhéngig. Dies fuhrt jedoch nicht zur vollstandigen
Eliminierung des viralen Genoms aus den Zielorganen, sondern das Virus verbleibt in einem nicht-
replikativen Zustand: der Latenz. Es ist bekannt, dass wahrend der Latenz nur ein geringer Anteil
latenter mMCMV-Genome in der Lunge die Major Immediate Early (MIE) Gene iel und ie2
exprimiert, die Latenz aber dennoch bestehen bleibt, weil das differentielle Splicing des primaren
IE1/3-Transkripts zum Transaktivator-Transkript IE3 nicht erfolgt. Damit war neben der Initiation
der IE-Genexpression am MIE-Promotor-Enhancer das IE1/3-Splicing als zweiter molekularer
Latenz-Kontrollpunkt identifiziert. Parallel zur Latenz-assoziierten IE1-Genexpression sind in der
Lunge aktivierte CD62L-low CD8 T-Zellen mit Spezifitat fir das immundominante IE1-Peptid
168-YPHFMPTNL-176 angereichert.

Dies legte die Hypothese nahe, dass neben der molekularen Kontrolle der Latenz auch eine
immunologische Kontrolle, beispielsweise durch IE1-Epitop-spezifische CD8 T-Zellen besteht. Zur
Evaluierung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit mittels BAC-Mutagenese erstmals
ein rekombinantes mMCMV generiert, in dem das IE1-Peptid durch Punktmutation der C-terminalen
MHC-Ankeraminosaure L176A zerstort ist. Dazu musste zunachst die Technik der BAC-
Mutagenese herpesviraler Genome (in Anlehnung an die publizierten Arbeiten von Messerle et al.,
1997; Borst et al., 1999, 2004; Wagner et al., 1999) in der Arbeitsgruppe etabliert werden. Neben
der Funktionsverlust-Mutante (mMCMV-IE1-L176A) wurden zur Kontrolle zwei Revertanten (MCMV-
IE1-A176L und mCMV-IE1-A176L*) generiert. In letzterer, als Wobble-Revertante bezeichnet, wird
wieder die authentische MHC-Ankeraminoséure L eingesetzt, es verbleibt aber ein singularer
Nukleotidaustausch A— T in der Wobble-Position des Codons als Marker zur Unterscheidung zum
WT-mCMV zurlck.

Der immunologische Phanotyp der Funktionsverlust-Mutante, also die funktionelle Ausléschung
des antigenen IE1-Peptids im Priming einer CD8 T-Zell-Antwort, entsprach der Erwartung.
Entsprechend konnte nach Infektion mit der Funktionsverlust-Mutante keine Reaktivitat gegen das
IE1-Peptid nachgewiesen werden. In den Revertanten hingegen war die Erkennung des IE1-
Peptids wieder hergestellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen weiter, dass die Funktionsverlust-
Mutante sowie die Revertanten ohne signifikante Beeinflussung in vitro in permissiven Fibroblasten
und in vivo in verschiedenen Geweben replizieren.

Wie aktuelle Daten nach Knochenmarktransplantation und Infektion mit der Funktionsverlust-
Mutante im Vergleich zu den Revertanten zeigen, ist die Frequenz Latenz-assoziierter IE1-
Transkriptionsereignisse bei der Funktionsverlust-Mutante signifikant erhdéht. Damit konnte
erstmalig der Beweis fiir eine Kontrolle der Latenz-assoziierten IE1-Genexpression durch IE1-
Epitop-spezifische CD8 T-Zellen und damit fir eine Prasentation des IE1-Peptids wahrend der

Latenz erbracht werden.
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AIDS ..o Acquired Immune Deficiency Syndrome
AK Lo Antikorper

AMP o Ampicillin

AP Aminopeptidase

APS ., Ammoniumpersulfat
APZ..ooooiiiii, Antigen prasentierende Zelle

AS . Aminosaure
ATCC....oooiiiiieeeeeee e, American Type Culture Collection
ATP. Adenosintriphosphat

BAC ... Bacterial artificial chromosome
PP e Basenpaare

BSA .. Bovines Serum Albumin

Cam . Chloramphenicol

CD o Cluster of differentiation

CDNA . copy DNA

CfU s Colonie forming units

CIP e Calf Intestinal Phosphatase

CMV. ., Cytomegalovirus

CTL. e cytotoxische T-Lymphozyten

CTP e Cytidintriphosphat

o R Tag

AATP....cooee, Desoxyadenosintriphosphat
ACTP s Desoxycytidintriphosphat

AGTP e Desoxyguanosintriphosphat

DLR o Dual-Luciferase-Reporter-Assay
DMF...co e, n,n-Dimethylformamid
DMSO..cciiiiiiiiiiiiiieieeee e Dimethylsulfoxid

ANTP ., Desoxyribo-Nukleotidtriphosphate
ATTPuiie Desoxythymidintriphosphat

DT T Dithiothreitol

E o, Early

EBV .o Epstein-Barr Virus

EDTA e Ethylendiamintetraessigsaure
EGFR ..o Epidermis-Wachstumsfaktor-Rezeptor
ELISpOt-ASSay .....ccovvevvvnnneee Enzyme Linked Immuno Spot-Assay
EM Effektor-Memory

ER oo Endoplasmatisches Retikulum
ERAP...ccooieiiie e, ER Aminopeptidase

EtBr e Ethidiumbromid

EX o Exon

FCS e Fetales Kalberserum
Fo Farad

FL e Firefly Luciferase

FRET .o Fluorescence Resonance Energy Transfer
fOr e e, forward
Gttt Gap

GA18....eeeeee e Geneticin

] Granulozyten/ Monozyten
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GTP e Guanosintriphosphat

GY oo Gray

N, Stunde

HA e, Hamagglutinin

HAC. ..o, Essigsaure

hCMV...oooiiiiiiie e, humanes Cytomegalovirus
HEPES........ccccciirreeee 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure
HHV Humanpathogenes Herpesvirus

HoOdemin. «evveeeerneeeriieineeeneeennss VE-Wasser (Millipore, Molsheim, Frankreich)
H2Oreinst veeeeenrrreeernmrnneeniiineeennns Reinstwasser (Aqua adiniectabilia, Braun Melsungen)
HSV Herpes Simplex Virus

HSPG ..o Heparansulfat-Proteoglykan

IHC .. immunhistochemisch

IENY e Interferon gamma

IE . Immediate Early

o TR Immunoglobulin

INM .o innere Kernmembran (inner nuclear memrane)
N o Kaliumacetat

Kan ....cocceveeeiiiicieeeee e, Kanamycin

KPP ..o, Kilobasenpaar

KMT e, Knochenmarktransplantation
KSHV...cooiiiiveee, Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus
L Late

LB i Luria-Bertani Medium

LMP e Low Molecular Weight Protein

0 PR Steigung

Mo Molar

MACS ..., Magnetic Cell Sorting

MCH e milli Curie

MCMV....cooviviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, murines Cytomegalovirus
MCS....ooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, Multiple Cloning Site

ME ..o B-Mercaptoethanol
MECL....ooviiiiiieeieee e Multicatalytic Endopeptidase Complex-Like
MEF ..., Murine Embryofetale Fibroblasten

MEM ... Minimum Essential Medium

MHC ..o, Major Histocompatibility Complex

MIE ..., Major Immediate Early

MIEPE ..o Major Immediate Early Promotor Enhancer
MM e Minuten

MOPS ..o 2-(N-morpholino)-propansulfonséure

MPN. ...t Most Probable Number

NBAC......eieiiiiiee e Natriumacetat

NCS .. New born Calf Serum

NEB ..ot New England Biolabs

NIEPS oooveiieiiee e, Non Infectious Enveloped Particles

NK e Naturliche Killer-Zellen

OD ..o Optische Dichte

ONM ... auRere Kernmembran (outer nuclear membrane)
ORF ... offenes Leseraster (open reading frame)

OT e Objekttrager
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P o Promotor
P pro Analysis
P post Infektion

PBS .. Phosphate Buffered Saline

PCR e, Polymerase-Chain-Reaction

PFRA. .o, Paraformaldehyd

PRU e, Plaque Forming Units

e I Promyeloisches Leukamie Protein
PM Plasmamembran

0] o F PRSI Phosphor-Protein

PLAMP oo murine parathyroid hormone-related peptide-encoding gene
OPCR ... quantitative Real-Time-PCR
RECA.....oiiiiie e Rekombinase A

=3V 2SR reverse

RES .o Resistenz

RL e Renilla Luciferase

RLU .o Relative Luminescence Units

RNR ..o Ribonukleotid-Reduktase
RPML..ooiie Roswell Park Memorial Institute
RT e Raumtemperatur 20-22°C
RT-PCR...cooiiiie Reverse-Transkriptase-PCR

S ettt Sekunde

SCID .. Severe Combined Immunodeficiency-Syndrome
SDS .., Natriumdodecylsulfat

SP Shuttle-Plasmid

SPF.. s Specified Pathogen Free

SSC o Standard Saline Citrate

SV sekretorische Vesikel (secretory vesicles)
T /2 et Halbwertszeit

LI U Hybridisierungstemperatur

TAE. ... Tris-Acetat-EDTA
TAP......ccc Transporter Assoziiert mit Antigen-Prozessierung
TBE.. e Tris-Borat-EDTA

TCR e T-Zell Rezeptor

L6 Y2 male sex [testes]-determining gene
TE ., Tris-EDTA

TF Transkriptionsfaktor

TEBS . TF-Bindungsstelle

L= SRR Tetracyclin
TGN, Trans-Golgi-Netzwerk
IR mittlerer Schmelzpunkt

THS e, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TS e Thymidylat Synthase
Tween20.......cccoeeeveeeeeiiine Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
O PP Units

UN o Uber Nacht

1] 0] 1o PSSR Umdrehungen pro Minute

UTP e, Uridintriphosphat
UV, ultraviolette Strahlung

V ettt volume

VOl i Volumen

VSP o, Virus-Standard-P uffer
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VZN oo Varicella Zoster Virus

W ot weight

X-Gal ..o, 5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-B-galactosid
ZZ oo Zelizahl

INS ., Zentrales Nervensystem

INTE (oo Zentrale Versuchtiereinrichtung

Anmerkung: International Ubliche Terminologie auf Englisch wurde beibehalten und zur
Kennzeichnung kursiv gesetzt.
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1 Einleitung

1.1 Taxonomie der Herpesviren

Die Familie der Herpesviridae ist in der Natur ubiquitar verbreitet und umfasst bisher acht bekannte
humanpathogene (siehe Tabelle 1.1) sowie Uber 100 tierpathogene Erreger. Die Zuordnung
einzelner Viren zu den Herpesviridae erfolgt in erster Linie aufgrund der charakteristischen
einheitlichen Architektur des Viruspartikels (Plummer, 1967; zur Ubersicht siehe Roizman et al.,
1992) (Abb. 1.1). Allen Herpesviren gemeinsam ist die Fahigkeit zur Etablierung einer
lebenslangen Latenz, d. h. nach einer Priméarinfektion verbleibt das Virus im Wirtsorganismus
(Roizman & Baines, 1991).

Unte.:r.- Genus Virus Synonym Referenz
Familie
HHV-1 Herpes Simplex Virus 1 Gruter, 1924;
a- . . (HSV-1)
Simplexvirus . . .
Herpes- HHV-2 Herpes Simplex Virus 2 Schneweis, 1962
virinae (HSV-2)
Varicellovirus HHV-3 Varicella Zoster Virus (VZV) Dumas et al., 1980
" Cytomegalovirus HHV-5 humanes (Chi’:t&rc)e galovirus Smith, 1956
Herpes- HHV-6 Lindquester & Pellett,
virinae Roseolovirus 1991;
HHV-7 Frenkel et al., 1990
Lymphocryptovirus HHV-4 Epstein-Barr Virus Epstein et al., 1965
¥- (EBV)
Herpes- Kaposi-Sarkom-assoziiertes
virinae Rhadinovirus HHV-8 Herpesvirus Chang et al., 1994
(KSHV)

Tab. 1.1 Humanpathogene Herpesviren (HHV) (veréandert nach Van Regenmortel et al., 2000)

Die Herpesviridae werden aufgrund unterschiedlicher biologischer Eigenschaften, die sich auf das
Wirtsspektrum, die Dauer ihres Replikationszyklus sowie die spezielle Zytopathologie und den Ort
ihrer Persistenz beziehen, in drei Subfamilien a-, 3-, und y-Herpesvirinae eingeteilt (siehe Tabelle
1.1).

a-Herpesvirinae zeichnen sich durch ihr breites Wirtsspektrum und einen Kkurzen
Replikationszyklus aus. Diese Viren sind neurotrop und persistieren in sensorischen
Ganglienzellen des Wirtes. Hingegen zeigen die [-Herpesvirinae eine strikte Spezies- und
Zelltypspezifitat sowie einen langsamen Replikationszyklus. Auch die y-Herpesvirinae haben ein
limitiertes Wirtsspektrum. Zudem besitzen sie die Fahigkeit, T- und B-Lymphozyten zu infizieren

und dort zu persistieren (zur Ubersicht siehe Roizman & Pellett, 2001).
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1.2 Eigenschaften der Cytomegaloviren

Die Cytomegaloviren (humanes: hCMV; murines: mCMV) sind grof3e DNA-Viren mit einer
Kodierungskapazitat von etwa 165-170 Proteinen, die der Gruppe der (3- Herpesvirinae zugeordnet
werden. Die typische, mit Einschlusskdrpern verbundene Vergrof3erung der infizierten Zellen

(Zytomegalie) war namensgebend fur die Gruppe der CMV (Weller et al., 1960).

1.2.1 Virionstruktur

Die Morphologie des CMV-Virions entspricht der aller anderen Vertreter der Herpesviridae (siehe
Abb. 1.1). Reife CMV-Virionen haben einen Durchmesser von 150 bis 200nm. Ein Virion besteht
aus dem linearen DNA-Genom, welches mit fibrillaren Proteinen assoziiert vorliegt und vom
Nukleokapsid umgeben ist. Das ikosaedrische Nukleokapsid hat einen Durchmesser von etwa
100nm und setzt sich aus 162 Kapsomeren zusammen; es ist von einer amorphen Proteinmatrix,
dem Tegument, aus ca. 20 verschiedenen viralen Proteinen umgeben. Das Nukleokapsid wird bei
hCMV aus 5 bzw. bei mCMV aus 4 verschiedenen Proteinen gebildet (zur Ubersicht siehe
Streblow et al., 2005). Nach auf3en wird das Tegument durch eine Lipidhtlle abgegrenzt. Die Hiille
des Virus wird durch eine Lipid-Doppelschicht zellularen Ursprungs mit eingebetteten viralen
Glykoproteinen (siehe Abb. 1.1) (Mocarski & Courcelle, 2001; zur Ubersicht siehe Streblow et al.,
2005) gebildet, durch welche die Anheftung der Partikel an die Wirtszelle vermittelt wird.

gM, gN

- Tegument

" gH, gL, gO

Abb. 1.1 Modell der Struktur eines hCMV Partikels, verandert nach Streblow et al., 2005. Glykoprotein-
Komplex I: gB; Glykoprotein-Komplex II: gM, gN; Glykoprotein-Komplex IlI: gH, gL, gO.

Bei hCMV werden neben den Virionen, die ein vollstdndiges Nukleokapsid enthalten und infektits
sind, noch weitere Partikeltypen gebildet: nicht infektiose, umhullte Partikel (Non Infectious
Enveloped Particles; NIEPs) und Partikel, die hauptsachlich das virale Tegument-Protein pp65
enthalten (dense bodies) (Sarov & Abady, 1975; Irmiere & Gibson, 1983). Beide Partikeltypen

besitzen kein virales Genom.
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Das mCMV bildet zuséatzlich zu Monokapsid-Virionen auch Virionen mit mehreren Nukleokapsiden,
so genannte Multikapsid-Virionen, welche in ein Tegument eingebettet und von einer
Lipidmembran umhillt sind. Wahrend in infizierten Driisenepithel-Zellen der Speicheldriise
ausschlie3lich Monokapsid-Virionen gebildet werden, finden sich in permissiven Zellen anderer
infizierter Organe sowie in in vitro infizierten Fibroblasten auch Multikapsid-Virionen (Chong &
Mims, 1981; Weiland et al., 1986; Jonjic et al., 1989). Je nach Anzahl der enthaltenen
Nukleokapside kann der Durchmesser eines umhilliten Multikapsid-Virions bis zu 600nm betragen.
Dense bodies konnten bei mCMV nicht beobachtet werden.

1.2.2 Genomstruktur

Das hCMV und das mCMV zahlen mit ihren Gber 230kbp langen linearen DNA-Genomen zu den
gréRten und komplexesten Genomen der Saugetier-infizierenden Viren (Davison et al., 2003). Die
Bedeutung der Mehrzahl der 170 offenen Leserahmen (ORFs) bei mCMV und der nach neueren
Analysen etwa 167 ORFs bei hCMV (Dolan et al., 2004) ist allerdings immer noch unbekannt
(Chee et al, 1990; Cha et al., 1996; Rawlinson et al., 1996; Murphy et al.,, 2003a). Die
Cytomegaloviren der verschiedenen Spezies weisen Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede
bezlglich ihrer Genomorganisation auf. Die Genome der Cytomegaloviren sind kolinear, d. h.
Homologien zwischen den Genen beziehen sich sowohl auf Sequenz-Ahnlichkeiten als auch auf
deren Position innerhalb des Genoms (zur Ubersicht siehe Landolfo et al., 2003). Die GréRe des
Genoms variiert von ca. 190kbp beim equinen CMV bis zu 240kbp beim CMV des

Meerschweinchens.

1.2.3 Genexpression und CMV-Replikation

Die Infektion einer Zelle beginnt mit der Adsorption des Virus an die Zelloberflache und
anschlieRender Fusion der Virushulle mit der Plasmamembran (Compton et al., 1993). Nach dem
derzeitigen Kenntnisstand erfolgt zunachst eine Anheftung (Attachment) des Virus an den
primdren Rezeptor Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) auf der Zellmembran der Wirtszelle
(Compton et al., 1993; Boyle & Compton, 1998). Fir diese Bindung sind vermutlich die viralen
Glykoproteine gM, gN und gB der Virushulle verantwortlich, gefolgt von einer stabilen Bindung des
gB-Proteins an den Epidermis-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) (Wang et al., 2003). Weitere
Interaktionen zwischen viralen Glykoproteinen der Hiulle, insbesondere von gB, mit zellularen
Integrinen (Feire et al., 2004) fihren zu einer multiplen Heterodimerisierung der zellularen
Rezeptoren, sodass schlie3lich durch eine dieser Interaktionen die Fusion der Virushille mit der
Zellmembran induziert wird und das vom Tegument umgebene Nukleokapsid direkt in das
Zytoplasma der Zielzelle gelangt (Penetration) (zur Ubersicht siehe Boehme & Compton, 2005). Es



1. Einleitung 4

wird angenommen, dass die Nukleokapside nach Entfernung des Teguments (Uncoating) analog
zu HSV-1 durch Dynein-vermittelten Transport entlang der Mikrotubuli zur Kernpore transportiert
werden (Sodeik et al., 1997). Nach Bindung der Nukleokapside an den Kernporenkomplex wird die
virale DNA ins Nukleoplasma abgegeben (Ojala et al., 2000), zirkularisiert und liegt somit in
episomaler Form vor (Marks & Spector, 1988). Im Kern erfolgt die Genexpression und Replikation
des CMV-Genoms.

Wie bei allen Herpesviren ist die Genexpression der CMV wahrend der Infektion kaskadenartig
reguliert. Dabei treten zeitlich koordiniert drei aufeinander folgende Phasen auf, in denen jeweils
bestimmte Gene exprimiert werden: Die Immediate Early (IE)-, Early (E)- und Late (L)-Phase.
(Honess & Roizman, 1974; Emery & Griffiths, 1990; Ubersichtsartikel: Mocarski & Courcelle,
2001).

Die IE-Phase beginnt unmittelbar nach Erreichen des Zellkerns. Fur die Transkription der IE-Gene
ist keine de novo-Synthese viraler Proteine erforderlich. Es kommt zu einer Interaktion von
zellularen Transkriptionsfaktoren mit dem Major Immediate Early Promotor Enhancer (MIEPE),
einer regulatorischen DNA-Sequenz der IE-Gene. Dies fuhrt zur Transkriptionsinitiation von IE-
Genen, ndmlich der Gene iel, ie2 und ie3 bei mMCMV und der Gene iel und ie2 (entspricht dem ie3
des mCMV) des hCMV. Die IE-Genprodukte Ubernehmen eine regulatorische Funktion fir die
koordinierte Expression der E-Gene (Keil et al., 1984; Buhler et al., 1990; Messerle et al., 1992).
Die Aktivierung der E-Gene leitet in Fibroblasten ca. zwei Stunden nach Beginn der Infektion in die
E-Phase der viralen mCMV-Genexpression uber. E-Proteine werden unter anderem fur die
Replikation des viralen Genoms benétigt, wie z.B. die virale DNA-Polymerase (Roizman &
Batterson, 1986). Die L-Phase beginnt mit der DNA-Replikation. Synthetisierte Proteine dieser
Phase gehoren Uberwiegend zu den Strukturproteinen, den spateren Bestandteilen der reifen
Virionen.

Die DNA-Replikation erfolgt vom zirkularisierten Genom aus nach dem Prinzip des rolling circle.
Dabei ist die neusynthetisierte DNA kovalent mit dem Ausgangsmaterial verbunden, wodurch
Konkatemere entstehen, die viele Kopien der viralen DNA an einem Stick enthalten. Zur
Verpackung der DNA in Nukleokapside werden die Konkatemere an den Genomenden gespalten
und somit wieder in lineare Einzel-Genome Uberfihrt (Marks & Spector, 1988). Die Morphogenese
der Virionen beginnt mit dem Zusammenbau der Nukleokapside in definierten Regionen des
Kerns. Der Transport der Kapside durch die Kernmembran startet mit der fokalen Auflésung der
nukledren Laminastrukturen. Die Kapside gelangen durch einen als ersten Knospungsprozess
(Budding; primary envelopment) bezeichneten Vorgang durch die innere Kernmembran (INM) in
den perinukledren Raum, wobei sie mdglicherweise durch Vermittlung viraler Glykoproteine
(Radsak et al, 1990) von der INM umhilit werden. Diese temporare Lipidhille fusioniert
anschlieBend mit der auBeren Kernmembran (ONM) und setzt die nackten Nukleokapside ins
Zytoplasma frei. Die endgiltige Umhullung der Kapside findet vermutlich an Membranen des

tubularen Endosoms oder des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) statt (Tooze et al., 1993; Fraile-
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Ramos et al.,, 2002). Diese zweite Knospung (secondary envelopment), die so genannte
Reifungsknospung resultiert in Virionen mit doppelter Hullmembran. Die &ul3ere dieser Hillen
fusioniert im letzten Schritt der Exozytose mit der Plasmamembran, so dass reife, einfach umhillte
Virionen aus der Zelle freigesetzt werden (zur Ubersicht siehe Eickmann et al., 2005; sowie Abb.
1.2).

3

: primary secondary
1| envelopment envelopment

s)

:

o

7

INM ONM  ER Golgi TGN sV PM

Abb. 1.2 Primary und secondary envelopment wéahrend der Virus-Morphogenese. INM, innere
Kernmembran; ONM, &ullere Kernmembran; ER, endoplasmatisches Retikulum; TGN, Trans-Golgi-
Netzwerk; SV, sekretorische Vesikel, PM, Plasmamembran (verandert nach Eickmann et al., 2005).

1.3 Klinische Relevanz der CMV-Infektion

Die Ubertragung von hCMV erfolgt meist durch direkten Koérperkontakt tiber Tropfchen- und
Schmierinfektionen. Bei einer frischen Infektion oder Reaktivierung missen Kdorperflissigkeiten
wie Speichel, Sperma, Zervixsekret, Muttermilch, Urin und Blut als infektibs angesehen werden.
Zudem kann hCMV auch diaplazentar wahrend der Schwangerschaft (bertragen werden. Die
Pravalenz ist abhédngig vom Lebensalter und von sozio6konomischen Bedingungen, welche die
CMV Ubertragung beglinstigen. Sie erreicht in Mitteleuropa und Nordamerika bei Erwachsenen ca.
50%. In Entwicklungsléandern wird hingegen bereits im Kindesalter eine Pravalenz von bis zu 100%
erreicht (zusammengefasst in Pass, 2001).

Nach der Primarinfektion persistiert das hCMV, ahnlich den tbrigen Herpesviren, lebenslang latent
im Organismus, wobei die Latenz durch Reaktivierung unterbrochen werden kann. Die postnatale
Infektion verlauft meist inapparent, in seltenen Fallen mit Symptomen &hnlich einer infektiosen

Mononukleose Erkrankung (Kaariainen et al., 1966). Ausschlaggebend fur den klinischen Verlauf
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ist der Zeitpunkt der Infektion sowie der Immunstatus des Infizierten. Bei immunkompetenten
Personen verlauft die Primarinfektion meist asymptomatisch, wahrend es bei immunsupprimierten
Personen zu schweren klinischen Manifestationen der CMV-Infektion kommt. Eine CMV-Infektion
ist somit an die immunologische Unreife oder an den Zustand der Immundefizienz gekoppelt. Es
kdénnen verschiedene Hauptrisiko-Kollektive unterschieden werden:

I. Kongenitale-Infektion des Embryos oder Féten, als Folge einer Primérinfektion der Schwangeren
mit hCMV fihrt aufgrund des noch unausgereiften Immunsystems zu einer Replikation des Virus in
verschieden Organen und damit einhergehend, zu schweren Embryopathien. Bei Neugeborenen
kann es zu Missbildungen des zentralen Nervensystems, Hoérschadigung, Hepatosplenomegalien
und Thrombozytopenien kommen (Boppana et al.,, 1992, 1997). Ferner kdnnen Spatschaden wie
Taubheit und Entwicklungsstérungen, die erst im Kleinkindalter zu Tage treten, beobachtet werden
(Fowler et al., 1997; Dahle et al., 2000). Eine rekurrente Infektion einer Schwangeren (Hanshaw &
Dudgeon, 1978; Stangow & Whitely, 1985) fiihrt dagegen seltener zu schweren Schaden (Stagno
et al., 1982; Yow, 1989), da die Dissimination des Virus durch vorhandene antivirale Antikdrper der
Murtter reduziert wird.

II. Ein hohes Risiko fur rekurrente Infektionen stellen therapiebedingte immunsuppressive
Behandlungen dar (Dowling et al., 1976; Neimann et al., 1977; Meyers et al., 1985; Singh et al.,
1988). Medikamentdse Immunsuppression wird beispielsweise bei Empfangern von
Transplantationen solider Organe zur Prophylaxe einer Host-versus-Graft Reaktion angewendet
(Ljungman et al, 1993). Zur Entfernung leuk&mischer Zellen bei Empfangern einer
Knochenmarktransplantation (KMT) erfolgt eine starke Immunsuppression im Zuge einer
hamatoablativen Behandlung. Empfanger einer allogenen KMT sind diesbeziglich im besonderen
Maf3e gefahrdet. Diese Patienten erhalten zur Prophylaxe einer Graft-versus-Host Reaktion eine
Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrte immunsuppressive Therapie (Zaia & Forman, 1995).
Priméarinfektionen des Empfangers nach Transplantationen als Folge einer Reaktivierung des Virus
im Transplantat zeichnen sich in der Regel durch schwere klinische Symptome wie Hepatitiden
oder Pneumonien aus und kdnnen lebensbedrohlich sein (Britt & Alford, 1996; Reinke et al., 1999).
lll. Ein vergleichbares Krankheitsbild wie nach immunsuppressiver Therapie findet sich auch bei
einem Patientenkollektiv mit genetisch bedingter Inmunschwache, wie z. B. dem severe combined
immunodeficiency (SCID)-Syndrom bzw. mit erworbenem Immundefizienz-Syndrom (AIDS). Bei
etwa 80% aller AIDS-Patienten erfolgt eine hCMV Primarinfektion oder Reaktivierung (Moskowitz
et al., 1985). Dabei stehen Infektionen der Retina, des Gastrointestinaltrakts, der Lunge sowie des
ZNS im Vordergrund (Drew, 1992).

1.3.1 mCMV-Infektion der Maus als Modellsystem fur eine hCMV-Infektion

Cytomegaloviren sind hochadaptierte Infektionserreger. Aufgrund ihrer strikten Speziesspezifitat

kann die Pathogenese der hCMV-Erkrankung nicht in einem Tiermodell untersucht werden. Die
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hohe klinische Relevanz der CMV-Infektion, besonders bei immunsupprimierten Patienten, machte
deshalb die Entwicklung von Infektionsmodellen erforderlich. Als zweckmafige Infektionssysteme
zur Untersuchung von Proteinfunktionen sowie der Immunkontrolle und Latenz von CMV haben
sich Nagermodelle erwiesen. Inzuchtstamme sind verfigbar und die Tiere kdénnen unter
kontrollierten Bedingungen geziichtet werden. Am besten untersucht ist die Infektion der Maus mit
mCMV. hCMV und mCMV weisen deutliche Analogien beztiglich Pathogenese, Organtropismus,
Immunkontrolle sowie Symptomatik nach immunsuppressiver Therapie auf. So konnte
beispielsweise die Bedeutung der zellvermittelten Immunitét fir die Kontrolle einer CMV-Infektion
im Maus-Modellsystem eindrucksvoll nachgewiesen werden (Koszinowski et al., 1993). Durch
vollstandige Ausléschung der zellularen Komponenten des Immunsystems nach y-Bestrahlung
kommt es zu einer schweren zytopathischen Infektion lebenswichtiger Organe, wie Lunge, Leber,
Niere, Nebenniere und des Gastrointestinaltrakts (Reddehase et al., 1985; Podlech et al., 1998).

Die Heterogenitat der Immunantwort bei CMV-Infektionen des Menschen spiegelt sich auch in den
genetisch  bedingten Unterschieden verschiedener Maus-Inzuchtstdmme bezlglich ihrer
Suszeptibilitdt gegeniber mCMV wieder. Aufgrund dieser Charakteristika erweist sich die CMV-
Infektion der Maus als exzellentes Modellsystem zur Erforschung der CMV-Infektion des
Menschen (Reddehase, 2000; Webb et al., 2002). Unterstitzt durch die Herstellung von mCMV-
Mutanten und deren Untersuchung im Maus-Modellsystem ist somit die Identifizierung von bisher

unbekannten Genfunktionen fur die Pathogenese einer CMV-Infektion moglich.

1.4 Kontrolle der CMV-Infektion durch das Immunsystem

Eine Primarinfektion mit CMV wird in einem immunkompetenten Organismus normalerweise durch
das Immunsystem effektiv kontrolliert. Diese Protektion beruht auf unterschiedlichen
immunologischen Mechanismen und wird sowohl von Komponenten der angeborenen als auch
des erworbenen Immunsystems kontrolliert. Natlrliche Killer (NK)-Zellen spielen eine wichtige
Rolle bei der genetisch determinierten ,natlrlichen Immunitat® gegen CMV-Infektionen sowie
generell in frihen viralen Infektionsphasen (Bukowski et al., 1984; Daniels et al., 2001; Arase et
al, 2002; zur Ubersicht siehe Jonjic et al, 2005). Sie reprasentieren eine primare
Verteidigungslinie, deren Bedeutung innerhalb der ersten drei Tage nach der Infektion am gréf3ten
ist, da die adaptive Immunantwort durch spezifische Effektor-Zellen einige Tage bendtigt, um
hinreichend aktiviert zu werden. Ein dauerhafter Schutz kann durch NK-Zellen jedoch nicht
vermittelt werden. Nach etwa drei Tagen nimmt die Relevanz der spezifischen T-Zellantwort flir die
Verteidigung gegen virale Infektion signifikant zu und erreicht um Tag 10 p.i. ihr Maximum
(Quinnan et al., 1978).
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Die immunologische Kontrolle zur Uberwindung einer CMV-Infektion wird in erster Linie von T-
Zellen tbernommen und stellt eine hochspezifische Funktion des Immunsystems dar. Die Effektor-
Zellen erkennen ein fremdes Antigen, das von einer Antigen-prasentierenden Zelle als
prozessiertes Peptid auf einem MHC-Molekil prasentiert wird. Eine spezifische Erkennung des
MHC-Peptid-Komplexes auf der Oberflache infizierter Zellen erfolgt Gber den T-Zell Rezeptor
(TCR) auf der Oberflache der Effektor-Zelle (Marrack & Kappler, 1987). Wahrend der Reifung der
Vorlauferzellen zur thymischen T-Zelle erfolgt eine Reorganisation der variablen Gensegmente,
welche fur die beiden Ketten des TCR codieren. So entsteht eine Vielzahl von T-Zellen, die jeweils
einen TCR mit individueller Spezifitat tragen (zur Ubersicht siehe Sakaguchi, 2000). Durch
Selektion im Thymus wird sichergestellt, dass cytotoxische T-Lymphozyten (CTL), die gegen
Selbstantigene gerichtet sind, vor ihrer Reifung eliminiert werden (Hengartner et al., 1988).

Reife T-Lymphozyten in der Peripherie lassen sich in zwei Subpopulationen unterteilen, in CD4
und CD8 T-Zellen. Neben der unterschiedlichen Expression von Zelloberflachen-Molekilen sind
CD4 und CD8 T-Zellen auch funktionell voneinander abgegrenzt. Wahrend CD4 T-Zellen nach
Erkennung ihrer Antigene Uberwiegend durch Sekretion von Zytokinen zur Regulierung und
Modellierung der Immunantwort beitragen (Germain et., al., 1994), konnen CD8 T-Zellen dagegen
nach Antigenkontakt zu CTL differenzieren und die infizierte Zelle abtéten. Nach beendeter
Immunantwort Uberdauert ein Teil der Virus-spezifischen T-Zellen als Gedachtniszellen im
Organismus. Damit wird bei erneutem Antigenkontakt, induziert durch eine erneute Infektion oder
Virus-Rekurrenz, eine schnelle Immunantwort sichergestelit.

Die vorrangige Stellung der adaptiven Immunitat durch CD8 T-Zellen fur die Kontrolle einer CMV-
Infektion konnte mehrfach bestétigt werden (Quinnan et al., 1978; Reddehase et al., 1985, 1987).
Auch in Kklinischen Studien konnte die herausragende Rolle von CD8 T-Zellen fir die
Immunkontrolle bei KMT-Patienten bestétigt werden. So korreliert die Kontrolle einer hCMV-
Infektion mit der Rekonstitution der CD8 T-Zellen (Reusser et al.,, 1991). Entsprechend zeigen
Zytoimmuntherapie-Studien beim Menschen, dass ein Transfer antiviraler T-Zellklone die Inzidenz
der CMV-Erkrankung nach KMT reduziert (Riddel et al., 1992; Walter et al., 1995). In genetisch
suszeptiblen Mausstammen konnte zudem gezeigt werden, dass CD8 T-Zellen aus akut und latent
infizierten, immunkompetenten Individuen alleine ausreichend sind, um nach adoptivem
Zelltransfer eine ansonsten letale mCMV-Infektion in immunsupprimierten Rezipienten zu
verhindern (Reddehase et al., 1985, 1988, Steffens et al., 1998).

Die Immundominanz eines Uber MHC-Klasse-lI prasentierten antigenen Peptids, das aus dem
frihen regulatorischen IE1-Protein (pp76/89; Keil et al., 1985) prozessiert wird, konnte fur den
MHC Haplotyp H-2¢ (BALB/c) nach genauer Analyse der CD8 T-Zellen nachgewiesen werden
(Reddehase & Koszinowski, 1984, Reddehase et al., 1989). In neueren Arbeiten von Holtappels
und Kollegen konnte ein weiteres, kodominantes antigenes Peptid aus dem ORFmM164 Protein

identifiziert werden (Holtappels et al., 2002c¢). Fur CD8 T-Zelllinien beider Spezifitdten wurde in
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einem adoptiven Transfermodell in vivo der Beweis erbracht, dass diese vor einem letalen
Infektionsverlauf schiitzen (Reddehase et al., 1988; Holtappels et al., 2002c).

Neben der zellularen Immunantwort spielt in der Phase der Primarinfektion die humorale Immunitat
durch Antikorper eine sekundéare Rolle. Dennoch konnte an Untersuchungen im Tiermodell gezeigt
werden, dass im Falle einer CMV-Rekurrenz, z. B. nach Immunsuppression durch y-Bestrahlung,
CMV-spezifische Antikdrper die Virusdissimination im seropositiven Organismus verhindern, so
dass die CMV-Infektion fokal bleibt (Reddehase et al., 1994).

1.4.1 MHC-Klasse-I-Antigenprésentationsweg

Schon in der frihen Evolution der Vertebraten entwickelte sich die Fahigkeit zur Synthese und
Erkennung von MHC-Molekiulen. MHC-Klasse-I-Molekiile binden viele verschiedene Peptide, die
aus einer grofen Vielzahl an zellularen Proteinen generiert werden. Die mit Peptid-beladenen
MHC-Klasse-I-Molekile werden zur Zelloberflache transportiert und dort dem Immunsystem
prasentiert. Dieser Prozess ermdglicht CD8 T-Zellen die Identifizierung und Eliminierung von
Zellen, welche abnormale oder fremde Proteine synthetisieren, die durch Mutationen zellularer
Gene oder Virus-Infektionen entstehen kénnen. Damit wird die Regulation zelluldrer Prozesse
sowie die Adaptation an veranderte Bedingungen gewabhrleistet (zur Ubersicht siehe Rock et al.,
2002; 2004). MHC-Klasse-I-Molekiille sind in der Lage ein groRes Repertoire an Peptiden zu
prasentieren, da die starke Interaktion ihrer Peptid-Binde-Furche nur mit wenigen Aminosaure-
Seitenketten der Peptide erfolgt (Rammensee, 1995).

Die Degradation der meisten zellularen Proteine (siehe Abb. 1.3) erfolgt Uber den Ubiquitin-
Proteasom-Weg (Goldberg, 2003). Der initiale Schritt in diesem Prozess ist die Konjugation des
Polypeptid-Kofaktors Ubiquitin an die e-Aminogruppe von Lysinen im Proteinsubstrat. Eine Kette
von 4 oder mehr Ubiquitin Molekilen dient als molekularer ,tag* und markiert die Proteine fir eine
schnelle Degradation im 26S-Proteasom. Dieses fungiert als multikatalytische Protease mit drei
unterschiedlichen Peptidase-Aktivitaten. Die Hydrolyse kann nach grof3en hydrophoben Resten
(chymotrypsin-like), nach basischen Resten (trypsin-like) oder sauren Resten (post-acidic oder
caspase-like) erfolgen.

Als weitere Proteasomenuntereinheiten konnten LMP (low molecular weight protein) 2 und 7 sowie
MECL1 (multicatalytic endopeptidase complex-like 1) identifiziert werden. Diese Untereinheiten
werden nur in lymphatischem Gewebe konstitutiv exprimiert, wohingegen in anderen Zellen die
Expression fakultativ ist und durch IFN-y induziert wird. Nach der Expression werden die IFN-y-
induzierbaren Untereinheiten kooperativ in sich neu assemblierende Proteasomen eingebaut und
ersetzen damit ihre konstitutiv exprimierten Gegenstiicke. Derartig modifizierte Proteasomen
werden als Immunoproteasomen bezeichnet und besitzen veranderte proteolytische Eigenschaften

und Spaltungsraten (zur Ubersicht siehe Kloetzel, 2004).
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung des MHC-Klasse-I-Antigenprasentationsweges. Multi-ubiquitinierte
Proteine (Antigene) werden im Zytosol durch das Proteasom degradiert. Die daraus resultierenden Peptide
kénnen durch Amino- und Endopeptidasen zu freien Aminosauren degradiert werden. Einige reife Epitope
entkommen der Zerstérung im Zytosol und werden tber den TAP-Komplex in das ER Lumen transportiert.
Dort kénnen sie durch ER Aminopeptidasen: ERAP1 (human; York et al., 2002; Saric et al., 2002) oder
ERAAP (murin; Serwold et al., 2002) degradiert werden oder der weiteren Zerstérung durch Bindung an ein
MHC-Klasse-I-Molekil entgehen. Ubiquitin  (Ub); Aminosauren (AS); Aminopeptidase (AP); Thimet-
Oligopeptidase (TOP; Saric et al.,, 2001); ER, Endoplasmatisches Retikulum; TCR, T-Zellrezeptor; rote
Dreiecke, AS-Sequenz die an ein MHC-Klasse-I-Molekdil bindet; blaue Linien, AS-Sequenzen die vor der
Bindung an MHC-Klasse-I-Molekiile entfernt werden missen (verandert nach Reddehase et al., 2002; und
Rock et al., 2004).

Die vom Proteasom generierten Peptide bestehen tUberwiegend aus 2- bis 7-meren, die nicht an
MHC-Molekiile binden kénnen und sehr schnell im Zytosol durch Amino- und Endopeptidasen zu
freien Aminosauren abgebaut werden. Neben reifen Epitopen (8- bis 11-mere; Chang et al., 2005)
die nach TAP- (Transporter assoziiert mit Antigen-Prozessierung) vermitteltem Transport in das
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) direkt an MHC-Klasse-I-Molekiile binden kénnen,
entstehen am Proteasom auch N-terminal verlangerte Precursor-Molekiile, die vor ihrer Bindung
an MHC-Klasse-I-Molekiile noch N-terminal getrimmt werden missen (siehe Abb. 1.3). Der TAP-

Komplex transportiert Peptide mit einer L&nge von 7 bis tiber 20 Aminosauren und ist somit in der
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Lage sowohl reife Epitope als auch langere Precursor-Molekuile zu transportieren (Momburg et al.,
1994). Neben der Lange der Precursor-Molekiile, ist fur einen effizienten Transport am TAP die
Aminoséduresequenz sowie besonders die Position bestimmter Aminosauren, in den zu
transportierenden Precursor-Molekiilen, von Bedeutung; z. B. behindert die Aminosaure Prolin an
Position 2 des reifen IE1-9-mers YPHFMPTNL den Transport am TAP, wohingegen das Prolin an
Position 4 im putativen Precursor-Molekil DMYPHFMPTNL keinen Einfluss auf die Translokation
in das ER Lumen zeigt (Knuehl et al., 2001).

Im ER binden reife Epitope, unterstitzt von verschiedenen Chaperonen, an sich assemblierende
MHC-Klasse-I-Molekiile, die anschlieend in einem vesikularen Transport Gber den Golgi-Apparat
zur Zelloberflache transportiert werden. Dort ist der mit Peptid-beladene MHC-Klasse-I-Komplex
flr einige Stunden stabil und kann durch CD8 T-Zellen mit entsprechendem TCR erkannt werden
(siehe Abb. 1.3) (zur Ubersicht siehe Rock et al., 2004).

1.5 Latenz von Cytomegaloviren

Nach der fur a-Herpesvirinae aufgesteliten Definition von Roizman & Sears (1987) versteht man
unter Latenz das Uberdauern des viralen Genoms in einem nicht-replikativen Zustand, aus dem
heraus aber Reaktivierung zu rekurrenter Infektion erfolgen kann. Fir CMVs, Vertreter der S-
Herpesvirinae, war die Existenz einer molekularen Latenz jedoch lange umstritten. Es wurde
postuliert, dass CMVs wahrend der Latenz auf einem Niveau unterhalb der Nachweisgrenze der
zur Verfigung stehenden Infektivitatstests replizieren. Fir hCMV wurde der Virusnachweis in
gesunden Personen als Beleg fir Persistenz (persistierende Replikation) angesehen, obwohl es
sich dabei auch um intermittierende Rekurrenz handeln kdénnte. Nach der Hypothese der
Persistenz ware eine Reaktivierung nicht das Resultat einer durch Transkriptionsfaktor-
induzierende Signale eingeleiteten Anderung der viralen Genexpression, sondern es sollte allein
der Entzug der Immunkontrolle zu einer Steigerung der Virus-Replikation und somit zur messbaren
Rekurrenz fihren. In diesem Sinne wurde Rekurrenz von mCMV nach Depletion von lymphoiden
Zellpopulationen (CD8 T-Zellen, CD4 T-Zellen, NK-Zellen) interpretiert (Polic et al., 1998). Bei
dieser Interpretation wurde nicht beriicksichtigt, dass eine in vivo Depletion von Zellpopulationen
auch die Freisetzung von Zytokinen induziert, die Uber Signalkaskaden zur Aktivierung des
latenten viralen Genoms fiihren kdnnen. Auch die Interpretation des Nachweises von Transkripten
des IE-Gens iel wahrend der Viruslatenz als Beweis flr eine persistierende produktive Infektion
(Yuhasz et al, 1994) und die Annahme, IE1-Transkripte als Marker fir den produktiven
replikativen Zyklus anzusehen, haben sich als falsch erwiesen. Durch Methoden, mit denen die
Sensitivitat des Nachweises von replikativem Virus wesentlich erhéht wurde, konnte das Vorliegen

einer Persistenz fir den mCMV-Stamm Smith ausgeschlossen werden (Kurz et al., 1997).
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1.5.1 Latenzort von CMV

Die zellularen Orte der CMV-Latenz sind bis jetzt nicht eindeutig bestimmt. Fir hCMV konnten
virales Genom und Latenz-assoziierte virale Transkripte in einer geringen Anzahl
hamatopoetischer Zellen der myelomonozytéren Differenzierungsreihe gefunden werden (Kondo et
al., 1994; Hahn et al., 1998; zur Ubersicht siehe Streblow und Nelson, 2003; Mocarski et al., 2005).
Demnach kénnte das latente virale Genom durch klonale Expansion von Granulozyten/Monozyten
(GM)-Progenitoren im Knochenmark vermehrt und Uber die Ausschleusung von Monozyten
dissiminiert werden. Auch fur mCMV gelang der Nachweis des viralen Genoms in
myelomonozytaren Zellen (Pollock et al.,, 1997). Da reife Makrophagen und Dendritische-Zellen
ebenfalls permissiv fur eine produktive CMV-Infektion sind, kommen diese auch als zellulare Orte
der Virusreaktivierung in Betracht. Longitudinale Analysen fir mCMV zeigten allerdings eine
kontinuierliche Abnahme der Menge an viraler DNA in Knochenmark und Blut, wohingegen in
unterschiedlichen Organen eine hohe Genomlast lebenslang nachweisbar blieb (Kurz et al., 1997,
Kurz & Reddehase, 1999; zur Ubersicht siehe Reddehase et al., 2002). Fiir hCMV stehen analoge
Untersuchungen noch aus. Es scheint, als ware die Latenz im Knochenmark nur temporar,
wahrend der Ort der permanenten Latenz ein in verschiedenen Organen (Lunge, Milz,
Speicheldruse, Niere, Nebenniere, Herz) vorhandener Zelltyp sein muss (Reddehase et al., 1994).
Als mdgliche Kandidaten kdnnen endotheliale Zellen (Mercer et al., 1988; Koffron et al., 1998)
und/oder langlebige, gewebsstandige Makrophagen/Histiozyten (Koffron et al., 1998) angesehen
werden. So ist die Lunge gemessen an ihrer Genomlast (ca. 2000 bis 5000 latente Genome pro
10° Lungenzellen) ein Hauptort der mCMV Latenz (Balthesen et al., 1993; Kurz et al., 1997; Kurz &
Reddehase, 1999; Grzimek et al., 2001; Simon et al., 2005a).

1.5.2 Virale Genexpression wahrend der Latenz

In hAmatopoetischen Progenitoren der myelomonozytaren Differenzierungsreihe konnte fur hCMV
die Existenz von Sense- und Antisense-Transkripten aus der Major Immediate Early (MIE)
Genregion nachgewiesen werden (Kondo et al., 1996). Die Latenz-assoziierten Sense-Transkripte
unterscheiden sich von den IE1/2-Transkripten der produktiven Phase durch Nutzung alternativer
Transcription Start Sites. Nur eines von 4 Sense-Transkripten (ORF94) wurde naher analysiert und
erwies sich als nicht essentiell fir produktive oder latente Infektion (White et al., 2000). Selbst nach
Infektion von GM-Progenitoren in Zellkultur exprimierten wahrend der nachfolgenden Latenz nur
wenige der Virus-DNA positiven Zellen die Latenz-assoziierten Transkripte (Slobedman &
Mocarski, 1999). Diese sind somit nicht Latenz-assoziiert im strengeren Sinne, sondern werden
nur gelegentlich transkribiert (Variegation). Uber die Bedeutung dieser Transkriptionsereignisse fiir
Etablierung oder Aufrechterhaltung von Latenz ist bisher nichts bekannt. Ein Problem der hCMV
Latenz-Forschung ist das Fehlen eines in vivo-Modells zur experimentellen Untersuchung der

Latenz in Organen.
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Bei mCMV konnten Latenz-assoziierte Transkripte aus der MIE-Genregion in der Lunge
nachgewiesen werden (Kurz & Reddehase, 1999; Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001). In der
Lunge liegt nur ein geringer Anteil latenter mCMV-Genome im Bereich des MIE-Locus spontan
.desilenced" vor, sodass die MIE-Gene iel und ie2 exprimiert werden kénnen. Der Zustand der
Latenz bleibt weiterhin bestehen, weil das differentielle Splicing des primaren IEL1/3-Transkripts
zum Transaktivator-Transkript-IE3 nicht erfolgt. Zur besseren Ubersicht zeigt Abb. 1.4 die
Organisation der MIE-Genregion von mCMV.

Der MIE-Enhancer ist essentiell fir die in vitro- und in vivo-Replikation (Ghazal et al., 2003). Durch
differentielles Splicing, gefolgt von Translation, entstehen aus der iel/3-Transkriptionseinheit die
Proteine IE3 (Exons 2, 3, 5) und IE1 (Exons 2, 3, 4). Aus dem IE2-Transkript entsteht das IE2-
Protein (Exon 3). Das IE1-Protein ist nicht essentiell fir Replikation in Zellkultur, ist aber wesentlich
fur effiziente in vivo-Replikation in ruhenden Zellen und damit fir die in vivo-Virulenz (Ghazal et al.,
2005).

IE3 ist der essentielle Transaktivator fur die E-Genexpression und damit essentiell fir den
produktiven Zyklus (Angulo et al., 2000). Das IE1-Protein enthalt das im Haplotyp H-2°
immundominante IE1-Peptid. Die Funktion von IE2 ist unbekannt; fur die Virus-Replikation ist es
weder in vitro noch in vivo essentiell und auch flr die Etablierung von Latenz verzichtbar (Cardin et
al., 1995).

Signal ©
Rezeptor
" Cf ~—~ ie2
TFBS 1 5 3
. O B
5 4 3 2 1 - p? 178
1 HOO— HNR )" Jepiens
Mizz  miz3 P13 Enhancer _
ﬂ Differentielles Splicingv ﬂTraﬂSbthn

3

[J Translation (j) IE2 (43 kDa), Funktion
5 3 2 unbekannt
O:)@@ IE3 (88-90 kDa), essentieller
Transaktivator
4 3 2
IE1 (76/89 kDa), Transaktivator; Quelle des antigenen
Peptids

Abb. 1.4 Genomische Organisation der MIE-Region von mCMV. Der MIE-Enhancer steuert die
Expression der iel/3-Transkriptionseinheit (ORFs m123 und M122) und in Gegenrichtung des ie2-Gens
(ORF m128), die jeweils einen spezifischen Promotor (P*3, P?) besitzen (Dorsch-Hasler et al., 1985; Keil et
al., 1987; Messerle et al., 1991, 1992;). TF, Transkriptionsfaktor; TFBS, Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle.
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1.5.3 Kontrolle der Latenz durch CD8 T-Zellen

Die in vivo Depletion von CD8 T-Zellen in latent infizierten, B-Zell defizienten Mausen
(W/u; C57BL/6) fuhrt zur Virus-Rekurrenz. Die Inzidenz der Rekurrenz konnte jedoch durch
zusatzliche Depletion von CD4 T-Zellen sowie von NK-Zellen noch erhéht werden (Polic et al.,
1998). In dieser Arbeit wurde nur die Rekurrenz von infekticsem Virus gemessen; die
Reaktivierung der Genexpression wurde dagegen nicht analysiert. Es wéare deshalb auch denkbar,
dass CD8 T-Zellen nicht die Reaktivierung der Genexpression in der latent infizierten Zelle
kontrollieren, sondern vielmehr die nachfolgende Ausbreitung des rekurrenten Virus. Die Spezifitat
der pulmonalen CD8 T-Zellen im Haplotyp H-2° ist bislang noch nicht untersucht.

Parallel zur Latenz-assoziierten IE1-Genexpression konnte bei in der Lunge residenten CD8 T-
Zellen ein aktivierter CD62L-low Effektor-Memory (T-EM) Phéanotyp nachgewiesen werden, was
auf iterative Restimulationsereignisse durch Prasentation viraler Epitope wahrend der Latenz
schlieRen lasst (Holtappels et al., 1998, 2000c; Podlech et al., 2000). Die relative und auch
absolute Anreicherung von CD62L-low CD8 T-Zellen mit Spezifitat fir das L%restringierte 1E1-
Peptid 168-YPHFMPTNL-176 kann als Indiz fir die Prasentation des Peptids wahrend der Latenz
angesehen werden (Holtappels et al., 2000c). Sowohl fur das IE1-Protein pp76/89 als auch fur das
IE1-Peptid sind die sensitivsten biochemischen Methoden nicht ausreichend, um eine
GroRenordnung von 10 Transkriptionsereignissen pro Lunge, also pro ~ 6 x 10" Zellen

nachzuweisen.

1.6 CMV-Mutagenese mittels BAC (Bacterial Artificial Chromosome)-
Technologie

Die genetische Analyse kleiner DNA-Viren profitierte bislang von der Moglichkeit der Klonierung
vollstandiger viraler Genome in Plasmid-Vektoren, wodurch eine Manipulation viraler DNA-
Sequenzen mittels etablierter molekularbiologischer Techniken (Sambrook & Russel, 2001) in vitro
und in E. coli erméglicht wurde. Dagegen stellte fur viele Jahre die GroRRe der CMV-Genome von
ca. 230kbp (siehe 1.2.2) eine schwer Uberwindbare Klonierungs-Barriere dar. Nur durch die
Entwicklung neuer Klonierungs-Vektoren, z. B. durch das von E. coli F-Faktor-abgeleitete BAC mit
einer Klonierungs-Kapazitat von bis zu 300kbp (Shizuya et al., 1992), konnte die Klonierung von
kompletten CMV-Genomen realisiert werden.

Die Integration der BAC-Vektor-Sequenz in das virale Genom erfolgt Uber Homologe
Rekombination unter Verwendung zellularer Rekombinationsmechanismen (siehe Abb. 1.5A).
Dazu wurde ein Rekombinations-Plasmid konstruiert, in dem die BAC-Vektor-Sequenz von viralen
DNA-Sequenzen, homolog zum geplanten Insertionsort im viralen Genom, flankiert ist. Das

linearisierte Rekombinations-Plasmid wurde in Fibroblasten transfiziert, gefolgt von Infektion mit
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dem jeweiligen CMV-Stamm (Messerle et al.,, 1997; Borst et al.,, 1999). Rekombinante Viren mit
integrierter BAC-Vektor-Sequenz konnten in Gegenwart von Mycophenolsdure und Xanthin mit
dem Guanosin Phosphoryl Transferase (gpt)-Gen als Selektionsmarker (Greaves et al., 1995)
selektioniert werden. Nach Amplifikation rekombinanter Viren wurden zirkularisierte Replikations-
Intermediate der viralen Genome isoliert (Hirt et al., 1967) und in E. coli transformiert. Bakterielle
Klone mit CMV-BAC-Plasmiden konnten anschlie@end mittels BAC-Vektor-codierter
Antibiotikaresistenz selektioniert werden. Die so erhaltenen CMV-BAC-Plasmide konnten infolge
der repE, oriS, paraA, B und C Elemente des BAC-Vektors stabil in geeigneten E. coli vermehrt
werden (Shizuya et al., 1992; Messerle et al., 1997; Borst et al., 1999).

Da die urspriingliche Insertion der etwa 8kbp grof3en BAC-Sequenz die Virusgenom-Lange auf ca.
238kbp vergroRerte und Uberlange CMV-Genome vermutlich ineffizienter verpackt werden,
ergaben sich spontane Deletionen innerhalb der CMV-BAC-Genome (Messerle et al.,, 1997).
Infolgedessen konnten zunéchst keine vollstdndigen, infektiossen CMV-Genome isoliert werden.
Um stabile CMV-BAC-Plasmide zu erhalten, wurden daher einige nicht-essentielle virale
Sequenzen deletiert und durch die BAC-Vektor-Sequenz ersetzt (Messerle et al., 1997, Borst et
al.,, 1999). Diese Strategie fuhrte schlie3lich zum Erfolg; nach Transfektion in permissive Zellen

kam es zur Bildung von Plaques durch infektiése Virionen (siehe Abb. 1.5B).

A gm0 B

Fibroblast

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der Klonierung eines CMV als BAC und Virusrekonstitution. A:
Ein linearisiertes BAC-Replikon (BAC, blau) flankiert von homologen viralen-Sequenzen wird in Fibroblasten
transfiziert, die anschlieBend mit CMV infiziert werden. Virale Genome welche die BAC-Kassette Uber
homologe Rekombination in ihr Genom integriert haben, werden isoliert und in E. coli transformiert. B:
Prinzip der Generierung mutierter CMVs mittels BAC-Technologie. Nach Insertion einer Mutation (M, rot) in
das in E. coli enthaltene BAC-Plasmid wird das mutagenisierte BAC-Plasmid in Fibroblasten transfiziert und
es kommt zur Rekonstitution von Virusmutanten. Verandert nach Brune et al., 2005.
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Zur Wiederherstellung vollstandiger viraler Genome mussten die zuvor deletierten Sequenzen in
die CMV-BACs re-inseriert werden. (Wagner et al., 1999, Hobom et al.,, 2000). Da die
resultierenden Genome wiederum eine Uberlange besaRen, war es erforderlich, Strategien zur
Eliminierung der Vektorsequenzen zu entwickeln. Zu diesem Zweck wurden die BAC-Vektor-
Sequenzen im mCMV-BAC-Genom mit identischen viralen-Sequenzen flankiert, die in
eukaryotischen Zellen durch homologe Rekombination zur spontanen Exzision der BAC-
Sequenzen fuhrten (Wagner et al., 1999). Durch Exzision der BAC-Sequenzen in Kombination mit
einem Selektionsdruck gegen die Verpackung von Uberlangengenomen konnten CMVs ohne
BAC-Vektor-Sequenzen generiert werden. Somit sind die hergestellten rekombinanten CMVs von
Wildtyp-CMV (WT-CMV) nur noch aufgrund einer inserierten Mutation zu unterscheiden (siehe
Abb. 1.5B).

Nach der Klonierung von mCMV als BAC konnten eine Reihe weiterer humaner und tierischer

rekombinanter CMV kloniert werden (zur Ubersicht siehe Brune et al., 2005).

1.6.1 Zielgerichtete Mutagenese eines mMCMV-BAC-Plasmids mittels Zwei-Schritt-
Rekombinationsverfahren

Mdogliche Veranderungen im mCMV-BAC-Genom reichen von vollstandiger Deletion oder
Inaktivierungen von Genen bis hin zu einzelnen Nukleotidaustauschen (Punktmutationen) sowie
Insertionen von zusétzlichen DNA-Sequenzen. Die geplanten Manipulationen im mCMV-BAC-
Genom konnen jedoch nur durch homologe Rekombination realisiert werden. Dazu wird das
mutierte Allel mit Hilfe eines Shuttle-Plasmids in ein mCMV-BAC-Plasmid-tragendes E. coli
transformiert. Die homologe Rekombination zwischen Shuttle-Plasmid und mCMV-BAC-Plasmid
wird durch das RecA-Protein und die Exonuklease V von E. coli ermdglicht, die von den Genen
recABCD (Smith, 1988; Egglestone & West, 1996; 1997) codiert werden. Zur Vermeidung
spontaner Rekombinationsereignisse zwischen internen viralen Sequenz-Wiederholungen bzw.
zwischen viralen- und bakteriellen-Sequenzen, werden mCMV-BAC-Plasmide in RecA-negativen
E. coli Stammen (z. B. DH10B) propagiert. Nur fir die homologe Rekombination muss fir kurze
Zeit das Rekombinationssystem eingeschaltet werden. Aus diesem Grund wurde das recA-Gen in
das Shuttle-Plasmid einkloniert, um somit eine transiente Expression des RecA-Proteins in recA
negativen E. coli Stammen zu ermdglichen (Borst et al., 1999; Hobom, et al., 2000).

Eine homologe Rekombination zwischen dem mutierten Allel auf dem Shuttle-Plasmid und dem
parentalen Allel im mCMV-BAC-Vektor fuhrt zur Bildung eines Cointegrates (siehe Abb. 1.6A).
Diese Rekombinationsereignisse sind selten, aber durch gezielte Selektionsverfahren ist eine
Identifizierung von bakteriellen Klonen mit enthaltenen Cointegraten méglich. Da das Shuttle-
Plasmid auf dem pSC101 Replikon basiert, erfolgt seine Replikation temperatursensitiv (Pésfai et.,
1997; Borst et al., 2004). Somit kdnnen bakterielle Klone, die Cointegrate enthalten, durch
Erhbhung der Temperatur, die nicht-permissiv fir die Replikation des Shuttle-Plasmids ist,

selektioniert werden. Zuséatzlich wird auf Antibiotikaresistenzen selektioniert, die vom BAC-Vektor
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Anteil und vom Shuttle-Plasmid codiert werden (Borst et al., 2004). Dadurch kdnnen nur bakterielle
Klone replizieren, welche die DNA-Sequenz der Shuttle-Plasmide in ihr mCMV-BAC-Plasmid
integriert haben.

Die Auflésung der Cointegrate erfolgt spontan Gber homologe Rekombination, wobei auch dies ein
aulerst seltenes Ereignis darstellt. Folglich war es nétig, gegen Bakterien, die das Cointegrat noch
enthalten, zu selektionieren. Dazu wurde der negativ Selektionsmarker sacB verwendet, der eine
Identifizierung mutierter mCMV-BAC-Plasmide ermoglicht (Borst et al., 1999, 2004; Chang &
Barry, 2003). Je nachdem ob die Aufldsung Uber die gleiche homologe Sequenz, die auch zur
Bildung des Cointegrates verwendet wurde, oder Uber die Sequenz, welche die Mutation auf der
Gegenseite flankiert, erfolgt, entsteht entweder ein mCMV-BAC-Wildtyp (MCMV-BAC-WT)-
Plasmid oder ein mutiertes mCMV-BAC-Plasmid. Eine erfolgreiche Mutagenese, z. B. die Insertion
einer Punktmutation, muss durch Restriktions-Analyse, PCR und/oder Sequenzierung verifiziert
werden. Das Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren hinterlasst keinerlei methodenbedingte
nichtvirale-Sequenzen im mCMV-Genom und ist somit beispielsweise fur den Austausch von

Aminosauren in Proteinen die Methode der Wahl.

A B
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sp ——

+ lineares Rekombinations-Fragment
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Abb. 1.6 mCMV-BAC-Mutagenese Verfahren in E. coli. A: Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren. Eine
Mutation (M, rot) flankiert von viralen-Sequenzen (schraffiert und schrag-schraffiert) wurde in ein Shuttle-
Plasmid (SP) kloniert. Das SP enthélt einen positiv Selektionsmarker (graue Ellipse) sowie einen negativ
Selektionsmarker (sacB, schwarzer Kreis) und die fiir die homologe Rekombination bendtigte RecA (weilRer
Kreis). Transformation des SP in E. coli, die ein mCMV-BAC-Plasmid tragen, fihrt zur homologen
Rekombination und Bildung eines Cointegrates. In einem zweiten Rekombinationsschritt kommt es zur
Auflésung des Cointegrats und es wird entweder ein mutiertes (links) oder ein Wildtyp (rechts) Genom
erhalten. B: Ein-Schritt-Rekombinationsverfahren.  Ein  Selektionsmarker flankiert von FRT-
Erkennungssequenzen (FRT) und einer Mutation wird durch PCR amplifiziert. Das lineare PCR-Produkt
(lineares Rekombinations-Fragment) wird in E. coli elektroporiert, welche die Gene reda, S und y des

M
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Phagen A exprimieren. Der Selektionsmarker kann unter Verwendung von FLP-Rekombinase entfernt
werden (verandert nach Brune et al., 2005).

1.6.2 Zielgerichtete Mutagenese eines mCMV-BAC-Plasmids mittels Ein-Schritt-
Rekombinationsverfahren

Der Klonierungsaufwand des Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahrens war Anlass zur Suche nach
schnelleren Mutageneseverfahren. Als geeignete Mdglichkeit erwies sich die Verwendung linearer
DNA-Fragmente. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Insertion eines PCR-Fragmentes tber
zwei simultane Rekombinationsereignisse (Doppel-Crossing-overs) in das mCMV-BAC-Plasmid.
Das PCR-Fragment beinhaltet einen Selektionsmarker (z. B. Neomycin-Phosphotransferase,
Kan®), flankiert von DNA-Sequenzen homolog zum Vviralen Integrationsort. Als
Rekombinationssystem werden die reda und redf Funktionen des Bakteriophagen A verwendet,
die lineare DNA-Fragmente als Substrate nutzen (Oliner et al., 1993; Zhang et al., 1998). Diese
Rekombinations-Proteine sind hochst effizient und bendtigen nur 30 bis 50 Nukleotide lange
homologe Sequenzen (Wagner & Koszinowski, 2004), um erfolgreich eine homologe
Rekombination zu vermitteln. Die Rekombinations-Proteine werden von low-copy Vektoren
(Datsenko & Wanner, 2000) exprimiert und sorgen somit fir ein adaquates Niveau dieser Proteine.
Um eine schnelle Degradation der linearen DNA-Fragmente in E. coli zu vermeiden, wird
zusatzlich der Exonuklease-Inhibitor redy des Bakteriophagen A benétigt, der zusammen mit den
Rekombinationsfunktionen co-exprimiert wird.

Das lineare Rekombinations-Fragment kann via PCR unter Verwendung von synthetischen
Oligonukleotiden mit bereits integrierten homologen viralen-Sequenzen als Primer fir die
Amplifikation des Selektionsmarkers generiert werden (siehe Abb. 1.5B). Da die Homologie-Arme
frei gewahlt werden kénnen, ist diese Methode nicht an die Existenz von Restriktionsschnittstellen
im viralen Genom gebunden und vermeidet so préaparative Klonierungsschritte.

Neben Deletionen von Genen im mCMV-BAC-Genom durch Substitution der viralen-Sequenzen
durch einen Selektionsmarker kdnnen auch zusétzliche Sequenzen (z. B. eine Epitop-Sequenz
aus dem Hamagglutininprotein (HA) des Influenza-A-Virus), die zwischen Marker und der
homologen Region inseriert sind, in das mCMV-BAC-Genom integriert werden (siehe Abb. 1.6B,
Bildmitte). Wenn das lineare DNA-Fragment Uber PCR generiert wird, ist die Lange der Insertion
nur durch die technische Limitierung wahrend der Oligonukleotid-Synthese definiert. Der
Selektionsmarker kann nach der Mutagenese durch FLP-Rekombinase (ber FRT-
Erkennungssequenzen entfernt werden (siehe Abb. 1.6B) (Wagner et al., 2002, Wagner &
Koszinowski, 2004). Im Gegensatz zum Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren verbleibt eine FRT-

Site im rekombinanten Virusgenom.
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1.7 Zielsetzung

Die Mechanismen der Etablierung und Aufrechterhaltung der Herpesvirus-Latenz sind trotz
intensiver Forschung noch weitgehend unverstanden. Dies gilt in besonderem Mal3e fir die [3-
Herpesvirinae.

Wahrend der Latenz in der Lunge wird das iel Gen sporadisch, zu jedem Zeitpunkt in einem
geringen Anteil der latenten viralen Genome exprimiert (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001).
Dabei handelt es sich um ein so niederfrequentes Ereignis, dass in der Lunge weder IE1-Protein
(pp76/89) noch prozessiertes IE1-Peptid nachgewiesen werden konnten. Gleichzeitig reichern sich
IE1-Epitop-spezifische CD8 T-Zellen in der Lunge wahrend der Latenz relativ zu CD8 T-Zellen
anderer Spezifitaten und auch absolut an, und zwar in einer Population aktivierter CD62L-low CD8
T-Zellen (Holtappels et al.,, 2000c). Bisher fehlte die Verknupfung beider Evidenzen durch

Nachweis von IE1-Proteinsynthese, IE1-Antigenprozessierung, und Prasentation des IE1-Peptids.

Als Hypothese kann eine Kontrolle der Latenz durch in der Lunge angereicherte IE1-Peptid-

spezifische CD8 T-Zellen postuliert werden.

Wenn die in der Lunge angereicherten IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen die Latenz-
assoziierte IE1-Genexpression bestimmen und die Progression der viralen Genexpression
verhindern, dann sollte das Expressionsmuster bei fehlender Présentation des IE1-Peptids
verandert sein.

Zur Prifung der Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit eine Virusmutante generiert werden, in
der die Prasentation des IE1-Peptids 168-YPHFMPTNL-176 selektiv durch die Punktmutation
L176A in der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure verhindert wird. Neben der
Funktionsverlust-Mutante sollte ein Set an unterschiedlichen IE1-Revertanten hergestellt werden,
in denen die Prasentation des IE1-Peptids wieder ermdglicht wird. Zur Generierung dieser mCMV-
Rekombinanten sollte die Technik der BAC-Mutagenese herpesviraler Genome mittels Zwei-
Schritt-Rekombinationsverfahren (Messerle et al., 1997; Borst et al.,, 1999, 2004; Wagner et al.,
1999) in der Arbeitsgruppe etabliert werden.

Zur Klarung der Rolle des zweiten immundominanten mCMV-Peptids, des von MHC Klasse-I D¢
prasentierten Peptids 257-AGPPRYSRI-265, aus dem ORFm164, sollte analog die Prasentation
durch die Mutation 1265A verhindert werden. Zusatzlich sollte die Generierung einer
Doppelmutante  mit Punktmutationen in den C-terminalen MHC-Ankerpositionen beider
immundominanten Peptide erfolgen. Auch fur diese Mutanten sollten entsprechende Revertanten,
die eine Prasentation der Peptide wieder erméglichen, hergestellt werden.

AbschlieBend sollte fur alle Virus-Rekombinanten eine detaillierte molekulare, virologische und

immunologische Charakterisierung in vitro und in vivo durchgeftihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Laborgerate und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Laborgeréate

Axiophot

Brutschrank B6 und T18 (Bakterien)
Brutschrank B15 und B16 (Zellen)

CO,-Inkubation

Desktop Film Scanner LS-100

Elektroporator
Flssigstickstofftank
Photometer

Geldokumentationsanlage

Heizplatte/Magnetrihrer
Hybridisierungsofen
Invertmikroskop
Luminometer

Mikrotom
Multikanalpipetten
Pipetten

Paraffinerhitzer

Power Supply
Praparative Zentrifuge
Schittelinkubator

Schwingmiihle MM 300
Sequenzier-Anlage

Sterile Werkbank

TagMan

Tischzentrifugen

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Nikon, Disseldorf

Gene Pulser™ (BioRad, Miinchen)

Messer, Griesheim

GeneQuant (Pharmacia, Erlangen)

Digit Store (INTAS, Gottingen)

IKA Combimag RET (Janke & Kunkel, Staufen)
Biometra OV 3 (Biometra, Tampa, FL, USA)

Leitz DM (Leitz, Wetzlar)

(Lumat LB 9507; Berthold, Bad Wildbad)

Mikrotom HM 355 (Microm, Walldorf)

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich

Eppendorf, Hamburg

Rainin, Mettler Toledo, Oakland, CA,USA
HistoTAPplus (Leica, Bensheim)

EPS 600 (Pharmacia, Erlangen)

Sorvall RC5C Plus, Langenselbold

Cellstar (NUNC, Wiesbaden)

Certomat (Labotec, Wiesbaden)

QIAGEN, Hilden; Retsch (GmbH & Co. KG, Haan)
LI-COR-DNA-Sequencer Model 4000 (LI-COR
Biosciences GmbH, Bad Homburg)

Heraeus Lamin Air HB 2472, HV 2472 und HS 15/2,
Hanau

ABI Prism 7700, Sequence Detection System (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA)

Mikrozentrifuge C-1200 (National Labnet, Woodbridge,
NY, USA)

Megafuge 2.0 (Heraeus, Hanau)

Labofuge 200 (Heraeus, Hanau)

Labofuge 400 (Heraeus, Hanau)

centrifuge 5417 (Eppendorf, Hamburg)

centrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg)

centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
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Thermocycler

Thermoschuttler
UV-Transilluminator

Ultrazentrifuge

Vollschutzbestrahlungsanlage

Waagen

Z&hlmikroskop ELISpot
Zahlmikroskop Zellen

Trio-Thermoblock (Biometra, Géttingen)

GenAmp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, Foster
City, CA, USA)

Eppendorf, Hamburg

FluoLink (Bachofer, Reutlingen)

Vetter GmbH, Wiesbaden

Sorvall Combi Plus, Langenselbold

Typ OB 58-BA (Buchler, Braunschweig)

BP 61 (Sartorius, Goéttingen)

Kern 510, Albstadt

Olympus SZX 12 und Highlight 3100 (Olympus, Japan)
Nikon SE (Nikon, Dusseldorf)

2.1.2 Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Einblock-Kassetten
Einfrierrdhrchen

Einmal-Plastikpipetten

Einmal-Spritzen

Elektroporations-Kivetten
Filtereinheit fir ELISpot und

Sequenzierung
Kanulen

Mahlkugeln fur MM 300,
(3mm, 4mm) rostfreier Stahl
Mikrotiterplatten

Reaktionsgefalle

Reaktionsgefalie (PCR)

Tissue Tek Il (Sakura Finetek BV, Zoeterwoude, NL)
1,8ml CryoTube Vials (Nunc International, Danemark;
Nr. 375418)

10ml (Greiner, Nirtingen; Nr. 607180)

25ml (Greiner, Nurtingen; Nr. 760180)

1ml (Braun, Melsungen; Nr. 916140/6)

2ml (Braun, Melsungen; Nr. 04606027)

10ml (Braun, Melsungen; Nr. 04606108)

50ml (Becton Dickinson, Heidelberg, Nr. 308500)
Gene Pulser Kivetten 0,2cm Spaltbreite (BioRad,
Minchen; Nr. 165-2086)

FP 30 0,8um, Grinrand (Schleicher & Schuell;

Nr. 1061904)

0,40x20mm (Braun, Melsungen)

0,45x12mm (Braun, Melsungen)

Walzlager-Vertrieb Wiesbaden GmbH, Mainz-

Kastel

96-Well-Flachbodenplatten (Greiner, Nurtingen; Nr.
655180)

96-Well-Rundbodenplatten (Greiner, Nurtingen; Nr.
650180)

1,5ml (Sarstedt, Nirnbrecht; Nr. 72.690)

1,5ml ohne Deckel (Brandt; Nr. 780505)

2,0ml Safe Seal (Sarstedt, Nurnbrecht; Nr. 72.695)
0,5ml Safe Lock (Eppendorf, Hamburg; Nr. 35325)
0,2ml MicroAmp® mit Deckel (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA; Nr. N801-0840)

0,2ml MicroAmp® Optical Tubes ohne Deckel (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA; N801-0933) und
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Optical Caps (8Caps/strip) MicroAmp® (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA; Nr. N801-0935)

Reaktionsplatten (PCR) 96-Well MicroAmp® Optical (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA; Nr. N801-0560)
Sterilfilter FP 030/3 Einmal-Filterhalter 0,2um, Rotrand

Schleicher & Schuell; Nr. 462200

FP 030/2 Einmal-Filterhalter 0,45um, Weisrand
(Schleicher & Schuell; Nr. 462200)

150ml Easy Flow™ Filter 0,22um (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg; Nr. 357107)

Zellkulturflaschen 25cm? (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
353014)
75cm? (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
353135)

Zellkulturplatten 6-Well-Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,

Heidelberg; Nr. 353046)
24-Well-Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 353047)
48-Well-Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 353078)

Zellkulturschalen 60/15mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
353004)
100/20mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
353003)
150/25mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
353025)

Zelinylonsieb 100um (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr.
352360

Zentrifugenréhrchen 50ml Spitzboden (Falcon, Becton Dickinson,

Heidelberg; Nr. 353070)

14ml  Spitzboden (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 352096)

5ml Rundboden (Greiner, Nurtingen, Heidelberg; Nr.
115261)

13ml fur BAC Aufreinigung, 95x16,8mm, PP (Sarstedt,
Numbrecht; Nr. 55.518)

36ml fur UZ, PP (Sorvall, Newtown, CT, USA; Nr.
03141)

2.1.3 Chemikalien

Alle aufgelisteten Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in p.a.
Qualitat bezogen. Puffer und Lésungen wurden in erster Linie mit VE-Wasser (Millipore, Molsheim,

Frankreich, im Folgenden als H,Ogemin, bezeichnet) hergestellt, fir bestimmte Puffer und Lésungen
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wurde Aqua bidest. aus der Apotheke der Universitdt Mainz (Aqua adiniectabilia, Braun

Melsungen, im Folgenden als H,Oinst. bezeichnet) verwendet.

Acetonitril (HPLC analyzed)
Agarose (SeaKem LE)

Agarose Multi Purpose
Ammoniumpersulfat (APS)
Bacto Agar

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
far Zellkultur

BSA fur Histologie
Calciumchlorid (CaCl,x2H,0)
Chloramphenicol

Chloroform
n,n-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Langenstandards

Essigsaure 100% (v/v) (HAC)
Ethanol 100% (v/v)
Ethidiumbromid (100ml)
Ethylendiamin-tetra-essigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)
Formaldehyd saurefrei 37% (v/v)
Formalin 37% (v/v) fur Histologie
Hamalaun nach Mayer
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumacetat (KAc)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,)
Kanamycin

Kaninchenserum
Magnesiumchlorid (MgCl,x6H,0)
2-Mercaptoethanol (ME)
Methanol

Methylzellulose

Natriumacetat (NaAc)

Baker, Deventer, Holland, Nr. 9017

BioWhittaker Molecular Applications, Rockland, ME,
USA (Biozym: 840.004)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; Nr. A-9164
Difco, Detroit, Michigan, USA

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; Nr. A-7906
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; Nr. C-0378
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen; Nr. D-4254
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

lkbp Leiter New England Biolabs
Frankfurt/Main

0,5kbp Leiter Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
100bp Leiter, Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GmbH,

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt, Nr. K31602203302

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Hedinger, Stuttgart Uber Apotheke Universitats-
Klinikum Mainz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; Nr. K-
4000

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs SG, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; S-8625
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH,PO4xH,0)
Desoxyribo-Nukleotidtri-

phosphate (ANTP)

Paraffin

Roti-Phenol
Roti-Phenol/Chloroform
Polyoxoethylensorbitan Monolaurat
(Tween 20)

Salzsaure (HCI) 25%

Saccharose

Sequence complete

Sequence XR

Trypsin/EDTA

Wasserstoffperoxyd 30% (v/v) (H.O5)
X-Gal

Xylol fir Histologie

Yeast extract Servabacter

2.1.4 Radiochemikalien

2p_ATP (ImCi/ml)

2.1.5 Enzyme

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St-Leon-Rot

Vogel, Giel3en

Roth, Karlsruhe; Nr. 0038.1

Roth, Karlsruhe; Nr. A156.1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen;

Nr. P-1379

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

National Diagnostics, Atlanta, Georgia, USA; Nr. EC-
841

National Diagnostics, Atlanta, Georgia, USA; Nr. EC-
842

PAA, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen; Nr. H-1009
Roth, Heidelberg

Merck, Darmstadt, Nr. 430883085231

Serva, Heidelberg

PerkinElmer Life Sciences, Rodgau-Jugesheim

Alle enzymatischen Reaktionen erfolgten bei den vom jeweiligen Hersteller angegebenen

Temperaturen und mit den mitgelieferten Puffern.

Calf Intestinal Phosphatase (CIP)

DNase | (RNase frei)

HotStar Tag-DNA-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase (DNase frei)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim; Nr. 776785
QIAGEN, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Gibco-BRL, Eggenstein

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim; Nr. 1119915
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Polynukleotid Kinase
ProofStart DNA-Polymerase
Tag DNA-Polymerase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim; Nr. 174645
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

Gibco-BRL, Eggenstein

T4 DNA Ligase
DNA-Polymerase |, Large Fragment
(Klenow-Fragment)

2.1.6 Antikorper

ELISpot-Assay:

Primarantikdrper Ratte anti-Maus IFNy clone
RMMG-1 (5mg/ml)
Sekundarantikérper Ratte anti-Maus

Biotin markiert, clone XMG1.2 (0,5mg/ml)

IFN-y

Peroxidase-konjugiertes (HRPO)-Streptavidin

Magnetic cell sorting (MACS):
MACS
MicroBeads konjugiert an Ratte anti-Maus CD8
(Ly-2), 1gG2a, Kit

kolloidale super-paramagnetische

Histologie:

Maus anti-mCMV-IE1 (pp89), IgG1

polyklonale Ziege Antikbrper gerichtet gegen
Maus IgG
biotinylierte  polyklonale  Ziege  Antikorper
gerichtet gegen Maus IgG (Fab)

ABC-POD-Kit (PK-4000)

2.2 \Viren

Invitrogen, Karlsruhe
New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main;
Nr. #M0210S

Biosource Europe; Nr. AMC 4834

Pharmingen; Nr. 18112D

Jackson Immuno Research, Dianova; Nr.
016-030-084

Miltenyi Biotec; Nr. 494-01

Croma 101, Prof. Jonjic, Rijeka, Kroatien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen;
Nr. M-5899

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen;
Nr. B0529
Vectastain

PK-4000 Vector

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA

von

mCMV (WT-mCMV): Die Infektion von Zellkulturen und Versuchstieren erfolgte mit dem
Laborstamm des murinen Cytomegalovirus (mMCMV, Smith strain, Smith, M. G. 1954, ATCC VR-
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194, neue Bezeichnung VR-1399). Ausgehend von diesem Virusstamm wurde das gesamte

mCMV-Genom sequenziert (Rawlinson et al., 1996).

MW97.01 (mCMV-BAC-WT): Diese chimare mCMV-Rekombinante besteht Uberwiegend aus der
Nukleotidsequenz des Laborstamms ATCC VR-1399 und einem Anteil der Nukleotidsequenz
(Hindlll-E’-Fragment) des mCMV-Laborstamms K181. Nach Klonierung des gesamten mCMV-
Genoms in ein BAC und anschlieRender Transfektion in murine embryofetale Fibroblasten, konnte
das Virus MW97.01 nach erfolgreicher Rekonstitution aus dem Uberstand isoliert werden (Wagner
et al.,, 1999). In vivo Experimente mit MW97.01 zeigten keine Unterschiede in den biologischen
Eigenschaften im Vergleich zu WT-mCMV Smith (Wagner et al. 1999). mCMV-BAC-WT wurde
unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von U. H. Koszinowski, Max von Pettenkofer-Institut fur

Hygiene und Mikrobiologie in Munchen, zur Verfiigung gestellt.

Rekombinante mCMV, die in dieser Arbeit mittels BAC-M utagenese generiert wurden:

mCMV-IE1-L176A (Funktionsverlust-Mutante): Diese Mutante enthdlt eine gezielte
Punktmutation L176A in der C-terminalen MHC-Klasse-l (hier L%) Ankeraminosiure des IE1-
Peptids (168-YPHFMPTNL-176, Reddehase et al., 1989), wodurch die Prasentation des IE1-
Peptids verhindert wird.

mCMV-IE1-A176L (authentische Revertante): Bei dieser authentischen Revertante von mCMV-
IE1-L176A wurde die Punktmutation in der C-terminalen Ankerposition des IE1-Peptids zu A176L

revertiert, so dass die Prasentation des IE1-Peptids wieder stattfindet.

mCMV-IE1-A176L* (Wobble-Revertante): Neben der authentischen Revertante wurde eine,
durch die Wobble-Position des Codons genetisch markierte Revertante A176L* generiert. Auch

hier kann das IE1-Peptid wieder prasentiert werden.

mCMV-IE1-A176F (funktionelles IE1-Analogon): Das in dieser Mutante prozessierte IE1-F-
Peptid bindet mit gleicher Affinitat an L® wie das authentische IE1-L-Peptid (Reddehase und
Koszinowski 1991, Rognan et al., 1992) und wird am Proteasom mit gleicher Effizienz generiert

(personliche Mitteilung P.-M. Kloetzel und U. Kuckelkorn, Charite, Berlin).

mCMV-m164-1265A (Funktionsverlust-Mutante): Diese Mutante beinhaltet eine gezielte
Punktmutation 1265A in der C-terminalen MHC-Klasse-I (hier DY) Ankeraminosaure des m164-
Peptids (257-AGPPRYSRI-265, Holtappels et al., 2002a, c), wodurch die Prasentation des m164-

Peptids verhindert wird.



2. Material und Methoden 27

mCMV-m164-A2651 (Revertante): In dieser Revertante wurde die Punktmutation 1265A in der C-
terminalen Ankerposition des m164-Peptids zu A265I revertiert und somit die Prasentation des
m164-Peptids wieder ermoglicht.

MCMV-IE1-L176 A-m164-1265A (Doppelmutante): In dieser Mutante wurden beide
immundominanten Peptide (IE1 und m164) von mCMV durch Punktmutationen in den C-

terminalen Ankeraminoséauren ausgeldscht.

MCMV-IE1-A176L-m164-A265]1 (Doppelrevertante): In dieser Doppelrevertante wurden die
Punktmutation in der C-terminalen Ankerposition der immundominanten Peptide revertiert, so dass

beide Peptide wieder prasentiert werden kdnnen.

mCMV-m164-3'HAtag: Virusmutante, die am 3-Ende des ml64-Proteins eine HA-Epitop-
Sequenz (YPYDVPDYA) aus dem Hamagglutininprotein des Influenza-A-Virus enthalt.

mCMV-m164-5'HAtag: Virusmutante, die am 5-Ende des ml64-Proteins eine HA-Epitop-
Sequenz (YPYDVPDYA) aus dem Hamagglutininprotein des Influenza-Virus enthalt.

2.3 Materialien fur die Zellkultur

Alle Medien, Lésungen und Zusatze fur die Zellkultur wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit
H,O\einst. @ngesetzt und bei Bedarf durch 0,2um Membranfilter sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte,

wenn nicht anders angegeben, bei 4°C.

2.3.1 Reagenzien und Medienzusatze

Fotales Kalberserum (FCS): FCS wurde den Kulturmedien von Zellen zugesetzt. Vor der
Verwendung wurde seine Eignung fir verschiedene Zelltypen, insbesondere fir MEF (murine
embryofetale Fibroblasten), getestet. Die sterilen und auf Mycoplasmen getesteten Seren wurden
von der Firma PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen und bei -20°C gelagert. Vor
Gebrauch wurden sie bei 4°C aufgetaut und anschliel3end fir 35-40min bei 56°C im Wasserbad

zur Komplement-Inaktivierung inkubiert. Das hitze-inaktivierte FCS wurde bei 4°C aufbewabhrt.

Geneticin (G-418): G-418-Sulfat, Nr. 11811-031 (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) wurde
als Selektionsagens bestimmten Kulturmedien zugesetzt. Dazu wurde eine Stocklésung von
100mg/ml hergestelit und in einer Endkonzentration von 0,167mg/ml (Zelllinie: P815/B7)
eingesetzt. Geneticin ist ein Gentamycin-Derivat, das toxisch auf prokaryotische und eukaryotische

Zellen wirkt. In eukaryotischen Zellen interagiert es mit den 80S-Ribosomen und blockiert dadurch
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die Proteinbiosynthese. Nur Zellen, die mit einem Neomycin-Resistenzgen tragenden Plasmid

transfiziert worden sind, kénnen in G-418-haltigem Medium wachsen.

L-Glutamin: Wurde als L(+)-Glutamin-Stammlésung (200mM in 0,9% (w/v) NaCl, Nr. M11-004)
von PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen wund in 5ml Aliquots bei
-20°C gelagert. Einem 5ml Aliquot wurde 500ml Kulturmedium zugesetzt (Endkonzentration:
2mM).

HEPES: Dieser im physiologischen pH-Bereich wirksame Puffer bewirkt eine verbesserte
Pufferung und erhtht somit die pH-Stabilitdt bei schnellwachsenden Kulturen mit starker
Ansauerung. Die 1M Losung (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich, Nr. S11-001) wurde in 5ml
Aliquots bei 4°C gelagert. Pro 500ml Kulturmedium wurde ein Aliguot HEPES zugesetzt
(Endkonzentration: 10mM).

B-Mercaptoethanol (B-ME): Dieses Reduktionsmittel (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Nr. M7522) wurde den Kulturmedien als Oxidationsschutz zugesetzt. Dazu wurde eine Losung von
100ul B-ME/100ml H,O hergestellt und aliquotiert bei -20°C gelagert. Pro 500m| Kulturmedium
wurden 1,75ml B-ME zugesetzt (Endkonzentration: 5x10°M).

Methylzellulose: Methylzellulosemedium diente bei der Bestimmung von Virustitern der
Uberschichtung der zuvor infizierten Zellen. 8,89 Methylzellulose (Fluka, Buchs, CH) wurde in
360ml H,O mit einem Magnetriihrer suspendiert und zusammen mit einem Magnetstab sofort
autoklaviert. Die Suspension wurde dann bei 4°C unter Rihren UN gel6dst und konnte bei 4°C fur
mehrere Monate aufbewahrt werden.

Nach Zugabe von: 40ml 10xMEM, 2mM L-Glutamin, 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin,
5% (v/v) FCS und Einstellen des pH-Wertes auf pH 7,5 mit NaHCO; (Stockldsung: 55g/) war das
Methylzellulosemedium gebrauchsfertig.

PBS-Puffer Dulbecco (Phosphate Buffered Saline): PBS wurde steril von der Apotheke des
Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz bezogen.
Zusammensetzung: 136mM NacCl, 26mM KCI, 8mM Na,HPO, und 1,5mM KH,PO,.

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep): In Kombination werden Pen/Strep gegen grampositive und
gramnegative Bakterien verwendet. Eine Antibiotika-Stocklésung, bestehend aus 10000U Penicillin
und 10mg/ml Streptomycin in 0,9% (w/v) NaCl wurde von der Firma PAA Laboratories (Pasching,
Osterreich, Nr. P11-010) bezogen. Die Stocklésung wurde in 5ml Aliquots bei -20°C gelagert und

bei Bedarf dem Kulturmedium zugesetzt (Endkonzentration: 200U/ml Pen, 0,1mg/ml Strep).
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Trypanblau: Die gebrauchsfertige L6sung dieses Vitalfarbstoffs (0,5% (w/v), in physiologischer
Kochsalzlésung) zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurde von der Firma Biochrom
(Berlin Nr. L 6323) bezogen.

Trypsin/EDTA: Die zum Ablésen von adhardnten Zellen verwendete Losung (PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich, Nr. L11-003) wurde 1:10 mit PBS verdiinnt eingesetzt (Endkonzentration:
0,59/l Trypsin, 0,2g/| EDTA, pH 7,4-7,6).

2.3.2 Zellkulturmedien

Die Grundmedien wurden steril von der Firma PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen
und mit den unter 2.3.1 aufgefihrten Zusatzen supplementiert. Spezielle Medienzuséatze sind bei

der Auffihrung der einzelnen Zellen (siehe 2.3.3) angegeben.

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) Nr. E15-039; 2mM L-Glutamin,

100U/ml Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin, 5x10°M B-Mercaptoethanol,
10mM HEPES, 5% (v/v) FCS

Earles’ MEM (Minimum Essential Medium) Nr. E15-024; 2mM L-Glutamin, 100U/ml
Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 5-10% (v/v) FCS

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Nr. E15-009; 2mM L-Glutamin,
100U/ml Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin, 5-10% (v/v) NCS

MEM ALPHA Nr. 22561-021 (Gibco); 2mM L-Glutamin, 100U/ml Penicillin, 0,21mg/ml
Streptomycin, 5x10°M p-Mercaptoethanol, 10mM HEPES, 10% (v/v)
FCS

2.3.3 Priméare Zellen, Zelllinien und Hybridome

MEF (murine embryofetale Fibroblasten): Diese primaren Zellen wurden, bis einschliel3lich der 3.
Passage zur Virustiterbestimmung und mCMV-Produktion verwendet. Die Permissivitat dieser
Zellen fur mCMV ist hoch und die Plaquebildung gut verfolgbar. MEF wurden auch zur
Rekonstitution rekombinanter Viren nach Transfektion von mCMV-BAC-DNA verwendet.
Kulturmedium: MEM + 5% (v/v) FCS

P815/B7: Die mit der humanen B7-1 (CD80) cDNA stabil transfizierte Mastozytom-Zelllinie P815
(Azuma et al., 1992) wurde im ELISpot-Assay, nach Beladung mit synthetischen Peptiden, zur
Antigen-Prasentation eingesetzt.

Kulturmedium: RPMI + 5% (v/v) FCS + 0,167mg/ml G-418
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Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Lanier, UCSF, Department of Microbiology and

Immunology, San Francisco, CA, USA, zur Verfligung gestellt.

NIH 3T3 (BALB/c embryonale Fibroblasten NIH 3T3 (no. CRL-1658; ATCC): Sie lassen sich sehr
gut transfizieren und wurden in dieser Arbeit im Dual-Luciferase Reportergen Assay zur Prifung
der Funktionalitat mutierter IE1-Proteine verwendet.

Kulturmedium: DMEM + 5% (v/v) NCS

145-2C11: Diese Hybridom Zelllinie exprimiert anti-CD3s MAbs und diente im ELISpot-Assay zur
polyklonalen Stimulation von CD8 T-Zellen.

Kulturmedium: RPMI + 5% (v/v) FCS

Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Bluestone, UCSF, Department of Microbiology

and Immunology, San Francisco, CA, USA, zur Verfiigung gestellt

2.3.4 mCMV-Peptide

Die synthetischen Peptide wurden als Lyophilisate (ca. 1mg/Peptid, Reinheit > 75%) von der Firma
JERINI Bio Tools GmbH in Berlin bezogen, in 30% (v/v) Acetonitril in PBS mit einer Konzentration

von 10°M gelést und bei -70°C gelagert. Alle weiteren Verdiinnungen wurden mit PBS

durchgefihrt.
Replikations- : MHC-Klasse-I-
ORF Phase Peptid- Sequenz Restriktion Referenz
mo4 E 23YGPSLYRRF(F)*? D¢ Holtappels et al., 2000a
m18 E 3°SGPSRGRIIF! D¢ Holtappels et al., 2002b
M45 E \/GPALGRGL®*® D¢ Holtappels et al., 2004
M83 E/L "SlYPSKEPFNF'®° L Holtappels et al., 2001
M84 E 2TAYAGLFTPL3®® K° Holtappels et al., 2000b
18YPHFMPTNL'"® L Reddehase et al., 1989
m123ex4
(iel) IE 168y PHFMPTNAL™ Ld Reddehase und
1%8YPHFMPTNF"® Koszinowski., 1991
m164 E **’AGPPRYSRI*® D¢ Holtappels et al. 2002a, ¢

Tab. 2.1. Liste der antigenen mCMV-Peptide (H-2d), die in dieser Arbeit verwendet wurden.
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2.4 Zellkulturmethoden

Zur Verhinderung von Kontaminationen der Zellkulturen mit Luftkeimen (Pilzsporen, Bakterien),
wurden alle Zellkulturarbeiten an einer sterilen Werkbank, unter Verwendung steriler Glas- und
Plastikgerate, durchgeflihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in CO,-Inkubatoren (37°C, 5% (v/v)
CO,) in gesattigter Wasserdampfatmosphare (95% (v/v) relative Luftfeuchte). Unter diesen

Bedingungen konnte die Aufrechterhaltung des physiologischen pH-Wertes der CO?/HCO;-

gepufferten Medien gewahrleistet werden.

2.4.1 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

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

Die Aufbewahrung von Zellen bei -196°C in flissigem Stickstoff wird als Kryokonservierung
bezeichnet. Um Zellschadigungen beim Einfrieren zu minimieren, wurde dem Einfriermedium
DMSO zugesetzt, das aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von
Eiskristallen verhindert.

Dazu wurden die Zellen mit einer Zellzahl von 1-5x10%/ml in 4°C kaltem Einfriermedium
aufgenommen und in Aliquots & 1ml, auf in Eis stehenden Einfrierréhrchen verteilt. Adharente
Zellen mussten zunachst trypsiniert werden, bevor sie wie zuvor beschrieben aliquotiert werden
konnten. Die Aliquots wurden in einer isolierenden Umhdillung (Zellstoff, Styropor) langsam auf -
70°C abgekihlt und nach ein bis 2 Tagen in flissigen Stickstoff Uberflihrt. So kann eine
Langzeitlagerung tiber Jahre ohne Verlust der Vitalitat erfolgen.

Zur Rekultivierung der Zellen wurden die Aliquots unverziglich im Wasserbad bei 37°C aufgetaut.
AnschlieBend wurden sie noch 2mal in Kulturmedium gewaschen (ca. 20ml, um das toxische
DMSO schnell zu verdinnen bzw. auszuwaschen), in frischem Medium resuspendiert und

schlieBlich in Kultur genommen.

2.4.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Der Vitalfarbstoff Trypanblau (siehe 2.3.1; Lindl, 2002), ein saurer Anionen-Farbstoff, der leicht an
Proteine bindet, ermdglicht eine Unterscheidung von lebenden und toten Zellen und damit eine
Bestimmung der Lebendzellzahl. Trypanblau wird von toten Zellen sofort aufgenommen, was zu
einer Blaufarbung des Zytoplasmas fiihrt. Dagegen ist die Zellmembran lebender Zellen fir diesen
Farbstoff fir 5-10min impermeabel.

Zur Ermittlung der Zellzahl wurde ein Aliquot der zu bestimmenden Zellsuspension in geeigneter

Verdunnung mit der Farbeldsung gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer (Kammertiefe:
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0,1mm) dberfthrt. Nach dem Auszéhlen der Zellen, die sich in einem Grol3quadrat (bestehend aus

25 Kleinquadraten) befanden, erfolgte die Berechnung der Zellzahl pro ml nach der Formel:
ZZ/ml=N/nxV x10*

Mit ZZ: Zellzahl, N: Zahl der gezahlten Zellen, n: Zahl der ausgezahlten Grof3quadrate,

V: Verdinnungsfaktor, 10* Kammerfaktor

2.4.3 Anlage von Murinen Embryofetalen Fibroblasten
Trypsin/EDTA pH 6.4:
Trypsin (Nr. 37290.02, Serva, Mannheim) 125 g
EDTAx2H,0 34 mM 372,24 gmol* 1,25 ¢
mit PBS ad 1000 ml
pH-Wert mit 1M NaOH auf 6,4 einstellen und anschlieend steril filtrieren, die Lésung ist bei 4 °C

mehrere Monate haltbar.

Medium: MEM + 5% (v/v) FCS
Einfriermedium: (siehe 2.4.1)

Einer trachtigen BALB/c Maus (ca. Tag 17) wurden die Féten steril entnommen und sofort in eine
Petrischale auf Eis gestellt. Nach Entfernen der inneren Organe, der Augenanlagen und des
Gehirns wurde das verbleibende Gewebe mit einer sterilen Schere oder 2 Skalpellen méglichst
fein zerkleinert. Der Gewebebrei wurde in kaltem PBS aufgenommen und auf ein steriles
Metallsieb uberfuhrt, um vorhandene Erythrozyten durch wiederholtes Waschen mit PBS zu
entfernen. Der Gewebebrei wurde dann mit Hilfe eines Loffels in einen sterilen 300ml
Erlenmeyerkolben (mit Glaskugeln @ 1-2mm und Magnetstab) Uberfuhrt. Anschlielend wurde der
Gewebesuspension 15ml Trypsin/EDTA und 15ml PBS zugegeben und diese fur 30min bei 37°C
vorsichtig geriihrt. In Folge wurde noch 2mal mit je 30ml Trypsin/EDTA/PBS-L&sung jeweils fur
30min bei 37°C weitergeriihrt. Danach wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen, tiber
ein Zellsieb (100um Nylon, Falcon) in ein 50ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und 10min bei 758xg
pelletiert. Das Pellet wurde in ca. 10ml Medium aufgenommen und erneut zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet in 10ml Medium resuspendiert, noch ein weiteres Mal
Uber ein Zellsieb gereinigt und anschlieRend die Zellzahl bestimmt.

Die Aussaat der Primarzellen erfolgte in Petrischalen (@ 14,5cm) in einer Dichte von 2-3x10’
Zellen pro 30ml (0. Passage). Am folgenden Tag wurden die Zellen zur Entfernung noch
vorhandener Erythrozyten 3mal mit 10ml PBS vorsichtig gespilt und danach mit 30ml frischem

Medium Uberschichtet. Die Zellen wurden nach weiteren 3-6 Tagen, bei Erreichen der Konfluenz,
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abgeerntet und entweder in Einfriermedium eingefroren (3-4 Aliquots/@ 14,5cm Petrischale) oder
durch Teilen (1:3 oder 1:4) in die 1. Passage uUberfihrt. Dazu wurden die MEF 1mal mit PBS
gewaschen und danach mit 3ml Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen
ablésten (optische Kontrolle unter dem Invertmikroskop). Die Zellsuspension wurde in Medium
aufgenommen und in neuen Kulturschalen ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz konnten die
MEF in der 1. Passage weggefroren oder durch Teilen in die 2. Passage uberfiihrt werden. Um
vergleichbare Bedingungen fir die Infektion und den Infektionsverlauf zu gewahrleisten, wurden

MEF nur bis zur 2. oder 3. Passage verwendet.

2.4.4 Transfektion von Saugerzellen mit Dendrimeren

Dendrimere (z.B. PolyFect) besitzen eine sphéarische Struktur mit von einem zentralen Kern
ausgehenden Verzweigungen aus Polyamido-Aminpolymeren, die durch positiv geladene
Aminosauren terminiert werden. Die Plasmid-DNA wird von den polykationischen Dendrimeren
gebunden und stark kondensiert. DNA-Dendrimer-Komplexe besitzen eine kompakte Struktur mit
einem Durchmesser von 50-200nm. Diese Komplexe werden von den Zellen wahrscheinlich durch
Phagozytose aufgenommen und in Endosomen eingeschlossen. Dort vermindern die Dendrimere
durchihre Pufferwirkung den hydrolytischen Abbau der Plasmid-DNA durch lysosomale Nukleasen
(Tang et al.,, 1996; Tang und Szoka 1997). Dies fihrt zur Stabilisierung der DNA-Dendrimer-

Komplexe und stellt somit den Transport von intakter DNA zum Zellkern sicher.

2.4.4.1 Transfektion von BAC-Plasmid-DNA
Medium: MEM + 5% (v/v) FCS

Zur Herstellung rekombinanter Viren wurden unterschiedliche Volumina x= (5, 10, 15, 20ul) an
gereinigter BAC-DNA (siehe 2.10.2.2) mit Hilfe des PolyFect-Reagenz (QIAGEN, Hilden) in 50-
70% konfluente MEF transfiziert.

Alle folgenden Angaben beziehen sich auf ein Well einer 6-Well-Platte.

Dazu wurden xul BAC-DNA (abgeschnittene Pipettenspitzen zur Verringerung von Scherkréften)
mit nicht-supplementiertem Medium auf ein Volumen von 100ul eingestellt und vorsichtig durch
mehrmaliges Invertieren des ReaktionsgeféRes mit der Hand gemischt. Anschlieend wurde 10pl
PolyFect-Reagenz hinzu getropft, vorsichtig gemischt und zur Komplexbildung 10min bei 20-22°C
inkubiert. Zwischenzeitlich wurden die Zellen mit 2ml 1xPBS gewaschen und dann mit 1,5ml
frischem Medium Uberschichtet. Im Anschluss an die zehnminitige Inkubation wurde der
Transfektionsansatz vorsichtig mit 600ul frischem Medium gemischt und mit einer abgeschnittenen
Spitze gleichmalig auf die Zellen getropft. Nach 5-6h Inkubation der Zellen bei 37°C wurde der

Transfektionsansatz abgenommen, die Zellen 1x mit frischem Medium gewaschen und dann mit
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3ml frischem Medium Uberschichtet. Die Zellen wurden bis zu 7 Tage bei 37°C weiter inkubiert. Bei
einer erfolgreichen Transfektion traten erste Plaques nach 4-5 Tagen auf. Konnten bis zu Tag 7
keine Plaques erkannt werden, wurde der Versuch abgebrochen. Die Uberstande der Wells mit
Plagues wurden einzeln abgenommen und zur Entfernung von Zelltrimmern zentrifugiert (5min
2000upm, Heraeus Labofuge 400R, 4°C). Danach wurden die Virustberstande entweder zur

Entfernung der BAC-Sequenz (siehe 2.7.3) weiter passagiert oder bei -70°C gelagert.

Bemerkung:
e« Um DNA Schadigungen durch starke Scherkrafte zu vermeiden, wurden nur
abgeschnittene Spitzen verwendet.
e Aufgrund der hohen Viskositat der BAC-DNA ist keine photometrische DNA-Mengen-
Bestimmung moglich, deshalb wurden definierte Volumina BAC-DNA eingesetzt.

2.4.4.2 Co-Transfektion von Plasmid-DNA fur Dual-Luciferase Reportergen Assay

Medium: DMEM + 10% (v/v) NCS
Starving-Medium: DMEM + 0,5% (v/v) NCS

Plasmide: Reportergen Plasmide (pGL3R2 1.5 oder pTLG, siehe 2.8.3)
IE1-Expressions-Plasmide (pIE100/1 bzw. pIE1-Mut, siehe 2.8.3)
Transfektions-Kontroll-Plasmid (pRL-TK, siehe 2.8.3)
Negativ-Kontrolle (pUC19, siehe 2.8.3)

Die nachfolgenden Angaben beziehen sich auf 2x10° Zellen einer Kulturschale (@ 6cm), welche
einen Tag zuvor frisch ausgesat wurden. Fur die Transfektion wurde ebenfalls PolyFect-Reagenz
(siehe 2.4.4) verwendet.

Dazu wurden xpl pGL3R2 1.5 oder pTLG (2,5ug), xul plE100/1 bzw. plE1-Mut oder pUC19 (2,5uQ)
sowie pRL-TK (20ng) mit nicht-supplementiertem Medium auf ein Volumen von 150ul eingestellt
und durch mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefaf3es mit der Hand gemischt. Anschliel3end
wurde 15ul PolyFect-Reagenz hinzu getropft, vorsichtig durch 5maliges Pipettieren gemischt und
zur Komplexbildung 10min bei 20-22°C inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit 4ml
1xPBS gewaschen und dann mit 3ml frischem Medium (ab hier supplementiertes Medium)
Uberschichtet. Im Anschluss an die zehnminitige Inkubation wurde der Transfektionsansatz
vorsichtig mit 1ml frischem Medium gemischt und gleichm&Rig auf die Zellen getropft. Nach 5-6h
Inkubation der Zellen bei 37°C wurde der Transfektionsansatz abgenommen, die Zellen 1x mit
frischem Medium gewaschen und dann mit 3ml frischem Medium Uberschichtet. Zur Arretierung

der transfizierten Zellen in der GO/G1 Phase wurde am nachsten Tag das Medium entfernt. Die
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Zellen wurden dann 3x mit 4ml frischem Starving-Medium gewaschen, mit 3ml frischem Starving-

Medium Uberschichtet und danach fur exakt 48h bei 37°C im Brutschrank weiter inkubiert.

2.4.5 Dual Luciferase Reportergen (DLR)-Assay

Dual-Luciferase® Reporter-Assay-System: (Nr. E1910, Promega)

1xPassive Lysis Buffer (PLB):
5XPLB 1:5 mit H,O\einst. Verdiinnen, Lagerung bei 4°C <1 Monat; Lagerung von 5xPLB bei -20°C
< 1 Jahr.

Luciferase-Assay-Reagent (LAR 11):

Lyophilisiertes LAR 1l in 10ml Assay Buffer Il I6sen und aliquotiert (Iml Aliquots fur 10 Assays)
bei -70°C lagern (£ 1 Jahr).
1xStop & Glo Reagent (fir 10 Messungen):

20pl 50xStop & Glo Substrat mit 1000ul Stop & Glo Buffer verdiinnen. Immer frisch ansetzen.

Drei Tage nach Transfektion wurde das Starving-Medium abgesaugt und wurden die transfizierten
Zellen einmal mit 4ml 1xPBS gewaschen (alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C auf Eis).
Danach wurden die Zellen in 400ul 1xXPLB lysiert und noch adharente Zellen mit einem sterilen
Zellschaber abgelost. Um die Zelllyse zu beschleunigen wurde die Zellsuspension mehrmals auf-
und ab-pipettiert und dann in ein Eppendorfreaktionsgefald tberfihrt (an dieser Stelle ist eine
Lagerung der Proben bei -70°C mdglich). AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit 13000upm
(centrifuge 5417R, Eppendorf) bei 4°C fir 3min pelletiert und das Pellet mit dem Uberstand
(Bemerkung: Dies war essentiell, da dieses Protokoll gegenliber dem Original-Protokoll verkiirzt
wurde und die Proteinmenge im Uberstand alleine eventuell zu gering ist) resuspendiert. Fur den
DLR-Assay wurden 100ul LARII in einem Messréhrchen (FACS Rdéhrchen) vorgelegt und mit 20ul
resuspendiertem Zellpellet vermischt. Zuerst musste das Lumineszenz-Signal der Firefly
Luciferase, bestimmt als relative luminescence units (RLU™), mit einem Single-sample
Luminometer (Lumat LB 9507; Berthold, Bad Wildbad) gemessen werden. Nach Zugabe von 100l
1xStop & Glo Reagent konnte die Messung des Lumineszenz-Signal der Renilla Luciferase
(RLUR) erfolgen.

2.5 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ausschlieRRlich weibliche Mause des Inzuchtstammes BALB/c mit dem
Haplotyp H-2° (K¢, DY, L% verwendet, die an der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz unter SPF (Specified Pathogen Free) Bedingungen
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gezuchtet wurden. Alle tierexperimentellen Arbeiten erfolgten mit der Genehmigung der

Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz (Genehmigungsnummer 1.5 177-07/021-28).

2.6 Tierexperimentelle Methoden

2.6.1 Intraplantare Infektion der BALB/c Maus

Dazu wurde ein Virusstock des mCMV auf eine Konzentration von 2x10°PFU in 25ul PBS
eingestellt, um Verluste an Infektionslésung bei der Infektion auszugleichen. Die tatséchliche
Infektionsdosis bei Applikation von 25pl betrug demnach etwa 1x10° bis maximal 2x10°PFU pro
Tier. Das Virus wurde stets auf Eis gehalten und den Mausen mit einer 1ml Spritze und Kanilen
(0,4x19mm) intraplantar in die rechte Hinterpfote injiziert. Immunsupprimierte Tiere zeigten nach
etwa 7 Tagen eine deutliche Hamorrhagie und lokale Schwellung an der Hinterpfote. Dagegen war

bei immunkompetenten Tieren die Schwellung deutlich geringer oder kaum feststellbar.

2.6.2 Immmunsuppression

Zur Untersuchung der in vivo-Replikation rekombinanter mCMV wurden 8-10 Wochen alte
weibliche BALB/c Mause in einer Kleintierbestrahlungsanlage (OB58, mit zwei **’Cs-
Strahlungsquellen, Buchler, Braunschweig) mit einer Dosis von 6-7Gy bestrahlt. Die Dosis musste
monatlich entsprechend der Halbwertszeit von **’Cs (T1,=30a) und der Aktivitdt zum Zeitpunkt T,
(A=0,708 Gy/min) mit Hilfe des Zerfallsgesetzes (A; = Aoxe™) neu berechnet werden. Die y-
Bestrahlung fuhrt zu einer Aplasie des Knochenmarks durch Ausléschung ha&matopoetischer

Stamm- und Progenitorzellen (Mutter et al., 1988).

2.6.3 Organentnahme und Probenkonservierung

Nach Tétung der Tiere mit CO, oder durch zervikale Dislokation wurden Pfote, Milz, Lymphknoten

und Leber entnommen und je nach Fragestellung weiter behandelt.
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2.7 Virologische Methoden

2.7.1 mCMV-Produktion

Virus-Standard-P uffer (VSP):

Tris 50 mM 121,1  gmol™® 61 g
EDTAx2H,0 5 mM 372,24 gmol* 1,86 g
KCI 12 mM 746  gmol* 0,895 g

Losung mit HCI 25% (v/v) auf pH 7,8 einstellen und anschlieRend autoklavieren.

VSP 15% (w/v) Saccharose:
Saccharose 15% (wiv) 30 g
mit VSP ad 200 ml

Losung immer frisch ansetzen und anschlieBend steriffiltrieren, bei 4°C 2-3 Tage haltbar.

Medium: MEM + 5% (v/v) FCS

Zur Produktion von gereinigtem mCMV benétigt man 40 bis 50 Petrischalen (& 14,5cm), welche
mit MEF der 2. Passage fast konfluent bewachsen sind. Diese wurden mit 1x10°PFU mCMV pro
Petrischale infiziert. Dazu wurde das Medium abgesaugt und das Virus in einem Volumen von 5ml
pro Petrischale auf die Zellen pipettiert. Das Inokulum wurde dann fir ca. 30min bei 20-22°C unter
mehrmaligem Schwenken inkubiert und anschlieend wurden 20ml frisches Medium zugegeben.
Die infizierten MEF wurden fiir 4-5 Tage inkubiert, dann waren die Zellen maximal infiziert, d.h.
mindestens 80% der Zellen waren abgekugelt und befanden sich bereits im Uberstand. Die noch
adharenten Zellen wurden mit einem sterilen Zellschaber abgelést und zusammen mit dem
Uberstand in sterilen 500ml Zentrifugenbechern gesammelt. AnschlieRend wurden die Zellen fiir
20min mit 6370xg bei 4°C (Sorvall RC 5C Plus, Rotor SLA-3000) abzentrifugiert. Ab diesem
Zeitraum erfolgten alle Aufarbeitungsschritte bei 4°C bzw. auf Eis!

Die Uberstande wurden in sterilen 250ml Zentrifugenbechern gesammelt. Danach wurden die
Pellets in 10ml kaltem Medium resuspendiert und homogenisiert, wobei der Stempel des Dounce-
Homogenisators mindestens 25mal auf und ab bewegt werden musste, um eine ausreichende
Homogenisierung zu erreichen. AnschlieBend wurde das Homogenat in sterile 50ml
Zentrifugenréhrchen dberfahrt und fir 20min mit 3670xg bei 4°C (RC 5C Plus, Rotor SS-34)
zentrifugiert und der Uberstand mit den bereits gesammelten Uberstanden in den 250ml
Zentrifugenbechern vereinigt. Die Uberwiegend aus Zelltrimmern bestehenden Pellets wurden
verworfen. Danach wurde fur 3h bei 28000xg und 4°C (RC 5C Plus, Rotor SLA-1500) zentrifugiert,

der Uberstand vorsichtig dekantiert und die Pellets zum Lésen N auf Eis (im Kihlraum) gestellt.
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Am nachsten Tag wurden die Pellets im verbliebenen Medium resuspendiert und homogenisiert (s.
0.). Im Anschluss wurde das Homogenat vorsichtig auf ein kaltes 15%iges (w/v) Saccharose/VSP-
Kissen (36ml UZ-R6hrchen) in einem Puffer zu Virus Verhaltnis von 9:1, gegeben und fur 1h mit
52800xg bei 4°C (Sorvall Combi Plus, Rotor AH-629, Accel=1, nach 1h abstoppen und Accel=5
einstellen) zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgenommen,
das Pellet mit 2-4ml eiskaltem Saccharose/VSP berschichtet und zum Lésen fir 2-4h auf Eis
gestellt. Dann wurde das Pellet sorgfaltig resuspendiert, nochmals auf Eis homogenisiert und in
Aliquots a 20-100ul bei -70°C eingefroren. Der Titer der gereinigten Virusstocksuspension wurde
nachfolgend bestimmt.

Bemerkung:
Gereinigtes Virus kann unverdinnt bis zu 3mal aufgetaut werden, ohne dass der Virustiter

abnimmt. Virusverdiinnungen sollten dagegen nicht wieder eingefroren werden. Bei 4°C sind
Verdunnungen bis zu 2 Tagen ohne Titerverlust lagerbar, nach 2 Wochen betragt der Virustiter nur

noch ca. 50%.

2.7.2 mCMV-Titerbestimmung

Medium: MEM + 5% (v/iv) FCS
Methylzellulose-Medium: (siehe 2.3.1)

Die produktive mCMV-Infektion kann in vitro in MEF-Kulturen nachgewiesen werden. Zur
Bestimmung des Virustiters wurden MEF der 2. Passage in 48-Well-Kulturplatten angelegt und mit
unterschiedlichen Verdiinnungen der zu titrierenden Virussuspension infiziert.
Dazu wurden log;, Verdinnungen (6-8 Verdinnungsstufen) des gereinigten Virusstocks,
ausgehend von 50ul Virussuspension (z. B. jeweils 50ul zu 450pl), in kaltem Medium in sterilen
Eppendorf-Reaktionsgefalen auf Eis durchgefuhrt. Fir eine korrekte Titration sind sorgféltiges
Mischen und Wechseln der Pipettenspitzen vor jedem neuen Pipettierschritt zwingend erforderlich.
Das Medium aus den konfluenten MEF-Kulturen wurde abgesaugt. Je 100ul jeder
Verdinnungsstufe wurden als Duplikat bzw. Triplikat auf die 48-Loch-Kulturplatte gegeben,
anschlielend 1h bei 37°C inkubiert, dann mit jeweils 500ul Methylzellulose-Medium Uberschichtet
und fur 4 - 5 Tage inkubiert. Die entstanden Plaques wurden mittels eines Invertmikroskops
ausgezahlt und der Virustiter nach folgender Formel berechnet:

Virustiter (PFU/mI) = Plaquezahl x V x 10 (V: Verdinnungsfaktor)
Nach Mittelung der Duplikate bzw. Triplikate entsprechen die errechneten Werte dem Virustiter pro
ml (Reddehase et al., 1985).



2. Material und Methoden 39

2.7.3 Eliminierung von BAC-Sequenzen aus rekombinanten mCMV

Medium: MEM + 5% (v/v) FCS
Infektionslésung: 1ul Virustiberstand + 999ul Medium
Methylzellulose-Medium: (siehe 2.3.1)

BAC-Oligonukleotide und Sonde: (siehe 2.8.1.2)

Zur weiteren Charakterisierung von Virus-Mutanten, welche mittels BAC-Technologie generiert
wurden, ist es wichtig, dass zuvor die BAC-Vektor-Sequenzen aus dem viralen Genom eliminiert
werden. Verbleibende BAC-Sequenzen kénnen zu veranderten biologischen Eigenschaften der
rekombinanten Viren im Vergleich zum Wildtyp filhren (Wagner et al., 1999; Adler et al., 2001). Im
mCMV-BAC-Plasmid sind die BAC-Vektor-Sequenzen von homologen viralen-Sequenzen flankiert.
Nach Transfektion des BAC-Plasmids in eukaryotische Zellen bewirkt der zelluldre
Rekombinations-Apparat eine vollstandige Deletion der BAC-Vektor-Sequenzen durch homologe
Rekombination tber die flankierenden homologen viralen Sequenzbereiche. Daraus resultiert ein
authentisches WT-mCMV-Genom frei von BAC-Vektor-Sequenzen (Wagner et al, 1999). Es
werden allerdings mehrere Zellkultur-Passagen (4-5) benétigt, um rekombinante mCMV von noch
vorhandener BAC-DNA zu befreien.

Das Passagieren des Virusiberstandes erfolgte ausschlie3lich in 6-Well-Zellkulturplatten. Dazu
wurde der Virusiiberstand in 15ml ReaktionsgefalRen gesammelt und durch Zentrifugation (5min
2000upm, Heraeus Labofuge 400R, Rotor 8172, 4°C) von Zelltrimmern befreit. Von diesem
Virustiberstand wurde jeweils 1ul zur Infektion neuer sub-konfluenter MEF eingesetzt und das
restliche Volumen als Backup bei -70°C gelagert. Zur Infektion wurde das alte Medium abgesaugt
und die Zellen wurden mit 2000ul Infektionslésung bedeckt. AnschlieBend wurde fir ca. 30min bei
20-22°C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert, dann mit jeweils 2ml Medium Uberschichtet
und fur 4-5 Tage weiter inkubiert. Auf diese Weise wurden 2 Virus-Passagen durchgefiihrt. Das
Inokulum der 3. Passage wurde mit 2ml Methylzellulose-Medium Uberschichtet, um nach 3-5
Tagen einzelne Virus-Plaques isolieren zu kbnnen. Dazu wurden einzeln lokalisierte Plaquerdnder
auf der Unterseite der Kulturplatte unter dem Mikroskop mit einem Stift umfahren, um die so
markierten Plaguerdnder anschlieBend unter sterilen Bedingungen ,picken* zu kdnnen. Die
Plaquerander wurden mit sterilen, abgeschnittenen 1ml Pipettenspitzen gepickt und in 1000pl
Medium resuspendiert. Im Anschluss daran wurden MEF mit dieser Virussuspension wie oben
beschrieben infiziert. Nach 4-5 Tagen wurden die Uberstande gesammelt, abzentrifugiert und auf 3
Eppendorfreaktionsgefalle verteilt. Davon diente ein Aliquot zur Isolierung viraler DNA (siehe
2.10.3.2), die beiden anderen wurden ebenfalls als Backup bei -70°C gelagert. Zur Uberpriifung
rekombinanter mCMVs auf eventuell noch verbleibende BAC-Sequenzen wurde eine PCR (siehe
2.10.4) mit BAC-spezifischen Oligonukleotiden durchgefihrt, die Amplifikate geblottet (siehe
2.10.5) und mit einer spezifischen BAC-Sonde (siehe 2.8.1.2) hybridisiert. Konnten nach der
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Autoradiographie keine Signale detektiert werden, so wurde das jeweilige rekombinante mCMV als
BAC-frei definiert.

2.8 Molekularbiologische Materialien

2.8.1 Oligonukleotide

Bemerkung:
* Positionsangaben fir mMCMV-Sequenzen nach Rawlinson et al., 1996.
* Sequenzier-Oligonukleotide waren bereits am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD-
800 markiert.

2.8.1.1 Sequenzier-Oligonukleotide

IE1-Sequenzen

IE1l-ex4F1-IR 5'n181245-181224; 55GAG CGT TCT GTT GTCCTG TAAG 3
IE1ex4R1-IR 5'n180697-180718; 5’ACT GCC TTA GCCAGATTC TCC C-3

ml1l64-Sequenzen

m164-seq-for 5'n223037-223016; 5GTG TGC GAC ATC GAC CAT GTG 3
m164-seq-rev 5'n222581-222601; 5’GCT CCA ACT GAC AGT CGC AGC 3’
m164-seq-3'HA-for 5'n222564-222543; 5’CGT GGT GAT GCT GTGTAT TACC 3
m164-seq-3'HA-rev 5'n222048-222068; 5’CGT TTATCA GAAGCG AGG TTG 3

BACm164HANmM165for 5'n223682-223704; 5GGT GCT TCT CCT GCC AGATCT TG 3
BACmM164HANM164rev 5n223456-223489; 5GGT CTT CTG GAA GAG GTC GGT ACAC 3

2.8.1.2 PCR-Oligonukleotide

Generierung von PCR-Fragmenten zur Sequenzierung

IE1ex2A 5n181777-181756; 5TTT TTA GAG AGA TGG AGC CCG C-3

IElex4 5'n180697-180717; 5’ACT GCC TTA GCCAGATTC TCC-3
Amplifikatgrof3e: 1081bp
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m164Exprfor

mM164Exprrev

5'n223665-223640
5'’AAA ACT GCA"” G CA CAC GTG GGA AGG CGATGTTTC TCC 3
%/—/

Pstl

5'n222362-222388
5'’AAA AG"G ATC CAG AAT CAT GAC GAA CGT CCGACG CGC G 3’
%,—J

BamHI

Amplifikatgro3e: 1304bp

PCR-Oligonukleotide fiir die gerichtete PCR-Mutagenese mittels Kombinations-PCR

Bemerkung:

Aminosaure-Austausche sind im Vergleich zur WT-mCMV-Sequenz fett dargestellt.

Nona-Ala-for

Nona-Ala-rev

IE1ex2A
IElex4

Nona-Leu-for*

Nona-Leu-rev*

forlE1phe

reviElphe

ml164Ala-for

ml64Ala-rev

forlE1lrevert
reviElrevert
m164Mut-for
m164Mut-rev

5'n181038-181017; 5°CTT CAT GCC CACTAATGCA GG G 3

L-A

5'n181017-181038; 5°CCC TGC ATT AGT GGG CAT GAAG 3

LA
5'n181777-181756; STTT TTA GAG AGA TGG AGC CCG C-3
5'n180697-180717; 5’ACT GCC TTA GCCAGATTC TCC-3

5'n181038-181017; 5°CTT CAT GCC CACTAATCTIT GG G 3’

AL

5'n181017-181038; 55CCC AAG ATT AGT GGG CAT GAAG 3

AL

5'n181035-181005
5CAT GCC CACTAATITC GG GCC CTC AGAAAAG 3

A-F

5'n181005-181035
5CTT TTC TGA GGG CCC GAAATT AGT GGG CATG 3

ALF

5'n222868-222845; 5’GGT ACT CGC GCGCC T TCT GGG CCG 3’

I-A

5'222845-222868; 5’'CGG CCC AGA AGGC GC GCG AGT ACC 3

N
5'n181968-181943; 5’CAC AGA GGA TTC TGT CTG TGT CAAGG 3
5'n180313-180338; SATC TCC TGC TGC TGT TGC TGT TCTTC &

5'n223745-223721; 5’CCT GAC CGG CGA TCT GCT GGT CCC G 3
5'n222376-222400; 5CGT CCG ACG CGC GACGAAGCG TTC G &
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PCR-Oligonukleotide zur Insertion von HA-Epitop-Sequenzen
m164-HA-FRT-rev._MM
5'GGCCGC AACGAACGCTTCGTCGCGCGTCGGACGTTCGTCA -

m164 222408-222369
TACCCATACGACGTCCCAGACTACGCT - TAG -CAGGAACACTTA ACGGCT GA3

HA -Sequenz neues Stop Priming Region pGP704Kan

m164-HA-FRT-for_MM
S'CTGCTTGTCGCGCGATCG ACGAGG AGA AGA AGAGTCAGA ATCA -

m163 222329-222368

AGG ACGACG ACGACA AGT AA3

Priming Region pGP704Kan

AmplifikatgroRe: 1118bp

m164-HA-5’FRT-rev_MM
S'CGGTAGCTGCGCGTCTCCCCCTCCGAC AGC CGC GGA GAA A -

ml64 223607-223646

AGCGTAGTCTGGGACGTC GTATGG GTA- CAT -AGGACGACGACGACAAGTAA3
HA -Sequenz neues Start Priming Region pGP704Kan

m164-HA-5'FRT-for_MM
S'TCT TGGGGCCTC GGG TCGCCA CAC ACGTGG GAA GGCGAT G-

m165 223647 -223686

CAG GAA CACTTAACG GCTGAzZ

Priming Region pGP704Kan

AmplifikatgroRe: 1118bp

Sonde zum Nachweis von m164
m164-Sonde 5'n222851-222874; 5 AGA AGA TGC GCG AGT ACC GAG GAG 3’

PCR-vermittelte Subklonierung von pDrivem164ausC3X aus mCMV-BAC-DNA
ml64ausBAC-for 5'n225678-225659

5 AAAAGT T"AACGT TTT TAG CCA GCATTC GCC 3’
\_ﬁ/_—/

Hpal
ml1l64ausBAC-rev 5'n220441-220465

5 AAA AGC ATG"” CAG CTG TGA GAT GAA CTT GGT AGT CC 3’
sphl

AmplifikatgréfRe: 5237bp

PCR vermittelte Klonierung von pDrive gB_PTHrP_Tdy (Simon et al., 2005a)

gB-B-for n'85726-85705; 5 TGT ACA AGT GAG GTAATCGCG G 3

gB-B-rev n'82910-82933; 5’ TAT TAT TAT CCT CGC AGC GTCTCC 3
AmplifikatgroRe: 2817bp
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Apal-PTHrP-7neu 5 TAT A GG GCC"CGC TGT GTC TGA ACA TCA GCT 3’
Apal

GenBank Accession No.: M60056; n'126-145
Xbal-rcPTHrP-8neu 5 TTAATYCTAGA CTTTG TAC GTCTCC ACCTTG 3
%/—/

Xbal
GenBank Accession No.: M60056; n'344-363
Amplifikatgrofe: 238bp

TdyGene_forl 5 AAA AGG GCC"C TG GGA CTG GTG ACA ATT GTC 3’
| —

Apal
GenBank Accession No.: 287804; n'70-89

TdyGene_revl 5' AAA AGG GCC"CAG TAC AGG TGT GCA GCT CTAC 3
S —

Apal
GenBank Accession No.: 287804; n'470-450
AmplifikatgroRe: 401bp

Nachweis von BAC-Sequenz

bac-b 5" GCC CGC CTG ATG AAT GCT C 3’ (Ghazal, et al., 2003)
EcoR1-g 5" GGA TAC TCA GCG GCA GTT TGC 3’ (Ghazal, et al., 2003)
flank-f 5 GGT TAC TGG ATG GGT ACG AG 3’ (Ghazal, et al., 2003)

BAC-Sonde gleiche Sequenz wie EcoR1-g

LightCycler- bzw. TagMan-Oligonukleotide (Simon et. al., 2005a)
LCPTHrP_1e GenBank Accession No.: M60056; n'327-307

5 GGT ATC TGC CCT CAT CGT CTG ¥
LCPTHrP_2e¢ GenBank Accession No.: M60056; n'186-206

5 CGTTTCTTCCTC CACCATCTG Y3

AmplifikatgrofRe: 142bp

LCgB_For3 n'84017-84037; 5° GAA GAT CCG CAT GTC CTT CAG 3’
LCgB_Rev3 n'84151-84131; 5 AAT CCG TCC AACATCTTGTCG 3
AmplifikatgroRe: 135bp
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2.8.2 Bakterienstamme

Die meisten Arbeiten wurden mit dem Wirtsstamm DH5a durchgefiihrt. Im Zusammenhang mit
dem mCMV-BAC-WT-Plasmid (C3X) wurde immer der Wirtsstamm DH10B verwendet, da dieser in

besonderem MaRe fur die Transformation und Propagierung von grofen bis sehr grol3en

Plasmiden geeignet (Sheng et al., 1995; Donahue and Bloom, 1998) und RecA negativ ist.

DHb5a:
(Invitrogen)

Genotyp:

F ¢80dlacZzAM15 AlacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl
hsdR17(rg-, mg+) phoA supE44 A" thi-1 gyrA96 relAl

DH10B:

(Invitrogen)

Genotyp:

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15 AlacX74 deoR
recAl endAl araA139 A(ara, leu)7697 galU galLA™ rpsL nupGA”

(Invitrogen)

Genotyp:

TG1: Genotyp: supE thi-1 A(lac-proAB) (mcrB-hsdSM)5 (re-, my+) [F~ traD36
(Stratagene) proAB laclZAM15]
F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA
G(I\N/IES3 Genotyp: | dcm-6 hisG4 rfbD1 rpsL 136(Str®) dam13::Tn19(CamF®) xylA5 mtl-1
thi-1 mcrB1 hsdR2 (keine DNA Methylierung!)
PIR1 F- Alac169 rpoS(Am) robAl creC510 hsdR514 endA recAl uidA(

AMlul)::pir-116 (pir codiert fur das Replikationsprotein t; dies
ermdglicht die Replikation tiber den R6Ky Origin)
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2.8.3 Vektorsysteme

Resistenzen /

Vektor GrolRe Verwendung
Bemerkungen
pUC19*, Anzucht 37°C 2686bp Amp~®, a-Comp. Subklonierungen
Phagmid pBluescript I KS*, R Klonierungen, Subklonierungen
2961b Amp~*, a-Comp.
nzucht tratagene
Anzucht 37°C P P P (S )
DIE100/1%, Anzucht 37°C AmpRes IE1-Expressionsplasmid
' (Messerle et al., 1992)
TLG* Anzucht 37°C Firefly Luciferase, TS Promotor vor Firefly Luciferase
P ’ Amp~e (Gribaudo et al., 2000)
GL3R2 1.5* Arzucht 37°C Firefly Luciferase, RNR Promotor vor Firefly
P o Amp"® Luciferase (Lembo et al., 2000)
Renilla Luciferase Transfektions-Kontrolle Dual
pRL-TK*, Anzucht 37°C AMpRES ' Luciferase Reportergen Assay
P (Promega)
pDrive Cloning Vector*, 38510p Amp~®, Kan™*, a- Klonierung von PCR-Fragmenten

Anzucht 37°C Comp. mit A-Uberhéangen (QIAGEN)

Hindlll-Bibliothek von WT-mCMV

3041bp | Amp™*, Kan™®
p p (Ebeling et al., 1983)

pACYC177, Anzucht 30°C

HindllI-E’-Fragment von mCMV

pACYC184, Anzucht 30°C 4245bp | Amp™®, Kan"®*®
K181 (Mercer et al., 1983)
AmpReS, pSC101 ori, Mit L-Argblnose mdumerbgre
pKD46, Anzucht 30°C 6329bp RepA t q Expression der Red-Proteine
epA ts, reda
P By (Datsenko und Wanner, 2000)
Cam™®, AmpFes Expressionsplasmid fir FLP-
CP20, Anzucht 30°C 9400b o ’ Rekombinase (Cherepanov und
P P pSC101 ori, RepAts, ( P
Wackernagel, 1995)
Res = H
Amp ™, Teabhangioe | 5ep Template fir MCMV-
Replikation tber R6Ky Mutanten, nach Transformation
pGP704-Kan*, Anzucht 37°C ~4700bp | ori, wachst nur in PIR1 -
_ Res _ kein Hintergrund, da Te
E. coli, Kan™" flankiert .
) _ abhangiges Wachstum
von zwei FRT-Sites
Res Shuttle-Plasmid fur Rekom-
Kan™", SacB, pSC101 ) e
pST76K_SR, Anzucht 30°C 6326bp . binanten Herstellung (Pésfai et
ori, RepAts, RecA
al., 1997; Borst et al., 2004)
mCMV-BAC-WT-Plasmid Res Enthalt ein vollstandiges mCMV-

238674bp | Cam

(C3X-Plasmid), Anzucht 37°C Genom (Wagner et al., 1999)

Tab. 2.2. Auflistung der verwendeten Vektorsysteme. High copy Vektoren sind mit Sternchen (*)
gekennzeichnet
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2.9 Molekularbiologische Standardmethoden

2.9.1 Phenolische DNA-Extraktion

Roti-Phenol (v/v)  Phenol in TE-Puffer pH 7,5-8,0
gesattigt
Roti-Phenol/Chloroform (v/iv)  Phenol, Chloroform, in TE-Puffer pH 7,5-8,0
Isoamylalkohol, 25:24:1 gesattigt
Chloroform (v/v)  Chloroform, Isoamylalkohol,
24:1
TE-Puffer
Tris 10 mM 121,1 gmol™ 1,211 ¢
EDTAx2H,0 1 mMm 372,24 gmol* 0,372 g

mit H,Ogemin, ad 1000 ml

L6sung mit HCI (25% v/v) auf pH 8,0 einstellen und anschlieRend autoklavieren.

Die Phenol/Chloroform Extraktion dient zum Abtrennen von Proteinen aus nukleinsaurehaltigen
Losungen, z.B. bei der Praparation von Plasmid-DNA oder auch zum Abstoppen DNA-
modifizierender Enzymreaktionen. Durch die organischen Losungsmittel Phenol und Chloroform
werden die Proteine denaturiert, die sich dann in der Interphase sammeln und anschlielRend
prazipitiert werden kdnnen. Die Loslichkeit der Nukleinsé&uren bleibt dabei unbeeinflusst (bei einem
pH >7,0 befinden sich alle Nukleinsauren in der wassrigen Phase). Die zu extrahierende Probe
wurde, wenn ihr Volumen =100ul war direkt mit 1 Vol. Roti-Phenol versetzt, Proben <100ul
mussten mit H,Oyeinst. auf 100ul aufgefillt werden und konnten erst dann mit 1 Vol. Roti-Phenol
versetzt werden. Danach wurde fir 2min gevortext bzw. im Falle besonders groRer DNA vorsichtig
geschittelt. Die entstandene Emulsion wurde zur Phasentrennung fir mind. 5min bei maximaler
Drehzahl (Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert und die wassrige Oberphase in ein
neues Eppendorfreaktions-Gefald uberfihrt. Zur Erhéhung der DNA-Ausbeute konnten die
verbleibenden Phasen erneut mit TE-Puffer oder H,O.eins. re-extrahiert werden. Die wassrigen
Phasen wurden vereint, mit 1 Vol. Roti-Phenol/Chloroform versetzt, fir 2min gevortext bzw.
geschittelt und anschlielend wie oben beschrieben zentrifugiert. Eine abschlie3ende Extraktion

mit 1 Vol. Chloroform sorgte fur das Entfernen letzter Phenolreste.

2.9.2 Prazipitation von Nukleinsauren

Durch monovalente Kationen und Alkohol kdnnen Nukleinsduren aus wassrigen Lodsungen
ausgefallt werden. Als Fallungsreagenz wird dabei haufig 1/10 Vol. 3M Na(H;CCOO) pH 5,2 oder
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5M NaCl verwendet. Sollten sich die Nukleinsduren bereits in einer Loésung mit hoher
Salzkonzentration befinden, kann auf einen weiteren Zusatz monovalenter Kationen verzichtet
werden. Als Alkohol diente entweder 1 Vol. Isopropanol oder 2 Vol. 100% (v/v) Ethanol. Die
Temperatur des Alkohols bzw. die Falltemperatur und Falldauer missen jeweils der Probe
angepasst werden. Je niedriger die Temperatur ist, desto schneller fallen die Nukleinsduren aus;
allerdings besteht dabei die Gefahr, dass Salz mit ausfallt. Eine zu kurze Prazipitation ist
andererseits besonders fir die Behandlung geringer DNA-Mengen kritisch. In der Regel wurde die
Nukleinsaure-Probe mit Salz und -20°C kaltem Ethanol bzw. Isopropanol (20-22°C) gemischt und
entweder fur 30-60min bei -70°C oder 1-2h bei -20°C geféllt. Nach dem Féllen wurde fir 20min bei
4°C mit 20817g (Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das entstandene Prazipitat mit 200ul 80% (v/v) Ethanol (-20°C) gewaschen, um
eventuell vorhandenes Salz zu entfernen. Danach wurde noch 1mal fur 10min zentrifugiert (s. 0.).
Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet fir 15min bei 20-22°C getrocknet. Das

Rucklosen der Pellets erfolgte in der Regel in einem geeigneten Vol. TE oder HyOreinst.-

2.9.3 Quantifizierung von Nukleinsdure-Proben

In Abhangigkeit von der zur Verfiigung stehenden Menge an Nukleinsduren wurden verschiedene
Methoden zur Quantifizierung angewandt. StandardmaRig wurde die Konzentration fir RNA- und
DNA-Proben spektrometrisch mit Hilfe eines Photometers (GeneQuant; Pharmacia, USA)
bestimmt. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei ca. 1-2ug. Geringere Mengen (5-1000ng)
konnten durch einen Fluoreszenzvergleich mit einem quantifizierbaren DNA-Marker im Agarose-
Gel quantifiziert werden. In der Regel wurden 495ul TE-Puffer in einem Eppendorf-Gefald
vorgelegt, 5ul der Nukleinsdure-Probe hinzupipettiert, durchmischt und zur Bestimmung der
Extinktion bei 260nm in eine Quarzkivette Uberfihrt. TE-Puffer oder 10mM Tris/HCI (pH 7,5) ist
Wasser vorzuziehen, weil das Absorptionsverhalten von Nukleins&uren in nichtgepufferten
Losungen stark variieren kann (Wilfinger et al., 1997). Den Konzentrationsberechnungen wurden

folgende Richtwerte zugrunde gelegt:

Extinktionggonm=1 = 50pg/ml bei doppelstrangiger DNA
40ug/ml bei einzelstrangiger DNA oder RNA
45ug/ml bei einem Gemisch an doppelstrangiger DNA
und RNA

Um zusatzlich die Reinheit der Nukleinsaure-Lésung zu Uberprifen, wurde noch die Extinktion bei
280nm gemessen. Die Reinheit der Nukleinsaure-Losung konnte an dem Quotienten E ., /E ,g,

erkannt werden. Bei 280nm absorbieren beispielsweise aromatische Aminosduren und Phenol.

Der Quotient gab also Aufschluss dartber, inwieweit die Losung mit Proteinen oder Phenolresten
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verunreinigt war. Das Verhaltnis fur ,reine* DNA-Praparation sollte 1,8 und fir reine RNA-

Praparation 22,0 sein (Sambrook und Russel, 2001).

2.9.4 Restriktion

Fiar analytische Zwecke wurden meist 200-1500ng Plasmid-DNA in 10-20ul Ansatzen
Restriktionsenzymen verdaut. Standardmafig wurde fur diesen Zweck eine Enzymmenge von 5-
20U pro Ansatz eingesetzt. Dies galt sowohl fir Spaltungen, die nur fur einige Stunden (1-3h), als
auch fir solche, die UGN (mindestens 12h) erfolgten. Dabei war es mdglich, sofern die
Reaktionsbedingungen tbereinstimmten, auch Mehrfachrestriktionen gleichzeitig durchzuflihren.

Praparative DNA-Restriktionen, bei denen groRere Mengen an DNA (1,5-20pg in 20-100pl)
eingesetzt wurden, erfolgten immer UGN, die bendtigte Enzymmenge wurde mit folgender Formel

berechnet:

Schnittste llen Plasmid oder Insert xM

Z Schnittste llen A X Mpjasmid oder Insert

Units Enzym = XHdpNa *

A\, Bakteriophage Lambda; M;=48502bpx660gmol™; Mpiasmid oder mnsert = LANGE in bp x 660gmol™; X,
zu schneidende DNA-Menge

Der Erfolg jeder Restriktion wurde nach Beendigung der Inkubation durch Auftrennung im

Agarose-Minigel kontrolliert.

Standard-Restriktionsansatz: Plasmid-DNA XUl (Xpg)
10xReaktionspuffer 2ul
Restriktionsenzym(e) yul
H2Oreinst. ad 20pl

2.9.5 Native Gelelektrophoresen von DNA

50xTAE-Puffer
Tris 400 mM 121,1  gmol™ 2422 ¢
EDTAx2H,0 50 mM 372,24 gmol* 93,06 g

mit H,Ogemin. @ad 5000 ml
Losung mit Eisessig (ca. 285ml) auf pH 8,0 einstellen und anschlieBend autoklavieren.

Gebrauchslésung: 1xTAE.
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10xTBE-Puffer

Tris 450 mM 121,1  gmol™ 545 g
EDTAx2H,0 10 mM 372,24 gmol* 37 ¢
Borsaure 450 mM 61,84 gmol'l 27,8 ¢

mit H,Ogemin, ad 1000 ml

Losung (wenn noétig) mit Eisessig, auf pH 8,3 einstellen und anschlieRend autoklavieren.

Gebrauchslésung: 1xTBE

10xProbenpuffer

67% (w/v) Saccharose
0,05% (w/v) Bromphenolblau

Mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese wurden Grélenabschatzungen von DNA-Fragmenten,
Konzentrationsbestimmungen, Reinigung von linearen DNA-Fragmenten, Intaktheitsiiberprifungen
und praparative Auftrennungen von Nukleinsduren durchgefiihrt. Standardmé&fRig erfolgte die
Auftrennung der DNA-Molekile mit 1%igen Agarose-Gelen. Fir bestimmte Fragestellungen
mussten die Agarose-Konzentrationen variiert werden; so wurden restringierte BAC-Plasmide von
1-30kbp in 0,6%igen und DNA-Fragmente <lkbp in 2%igen Agarose-Gelen, aufgetrennt. In der
Regel wurden so genannte Maxi-Gele (20x20 bzw. 20x10cm) oder Mini-Gele (10x6,5cm)
verwendet. Die Mini-Gele wurden in erster Linie zur schnellen Kontrolle der DNA nach
Restriktionen oder PCRs eingesetzt. Linearisierte BAC-DNA wurde immer in speziellen Maxi-
Gelen (20x25cm) im Kihlraum (4°C) aufgetrennt (Gelherstellung siehe Gassen und Schrimpf,
1999). Vor dem Gel-Lauf mussten die Proben mit 1/10 Vol. Probenpuffer versetzt werden, um
damit ein Einsinken der Nukleinsduren in die Geltaschen zu ermdglichen. Die Auftrennung der
Proben erfolgte in horizontalen Submers-Elektrophoresekammern; als Laufpuffer diente 1xTAE.
Dabei richtete sich die angelegte Spannung nhach der Fragment- bzw. GelgroRe und
Nukleinsauremenge (ca. 70-130V). Die Auftrennung von BAC-Fragmenten hingegen erfolgte mit
1xXTBE (hdhere Pufferkapazitat im Vgl. zu TAE) als Laufpuffer und dauerte mind. GN. Die Detektion
der Nukleinsauren wurde durch Interkalation von Ethidiumbromid-Molekulen ermdéglicht. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel auf einen Transilluminator gelegt. Die DNA-Banden
waren aufgrund einer orangeroten Fluoreszenz-Emission von Ethidiumbromid bei 560nm sichtbar.
Die Dokumentation erfolgte entweder mit Hilfe einer Sofortbild-Kamera (Polaroid Land Camera
MP-4 mit Polaroidfilm Typ 667, UV-Filtersystem Kodak Wratten 2A) oder einer CCD-Videokamera.
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2.9.6 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Die Elution von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction-Kits (Nr.
28704, QIAGEN). Dieser Kit ermoglicht eine Extraktion und Reinigung von bis zu 10pg DNA-
Molektlen mit einer Grol3e von 70bp-10kbp ohne Phenolextraktion und anschlielende Ethanol-
Prazipitation. Das Prinzip der Methode beruht auf einer quantitativen Adsorption von DNA-
Moleklllen an eine Silica-Gel-Membran unter Hochsalz-Bedingungen; die anschlieRende Elution
der DNA erfolgt bei Niedrigsalz-Bedingungen. Alle Verunreinigungen wie z.B. Agarose, Proteine,
Salze und Ethidiumbromid werden wahrend der einzelnen Waschschritte entfernt. Somit kann
letztendlich mit TE oder 10mM Tris/HCI (pH 8,5) reine DNA eluiert werden, die dann direkt far
nachfolgende Anwendungen (z.B. Ligation, PCR, Sequenzierung, etc.) zur Verfligung steht.

(Versuchsprotokoll siehe: http://wwwl.giagen.com/literature/handbooks/INT/cleanlit.aspx)

2.9.7 Reinigung von DNA

Zur schnellen Reinigung von DNA, z. B. nach Restriktionsverdau oder PCRs, wurde der High Pure
PCR Purification Kit (Nr. 11732668001, Roche) verwendet. In Gegenwart von Guanidin Thiocyanat
bindet DNA selektiv an spezielle Glasfilter. Die gebundene DNA kann durch verschiedene
Waschschritte von Oligonukleotiden, Proteinen und Salzen gereinigt werden; die Elution erfolgt
schlieBlich unter Niedrigsalz-Bedingungen. Das Versuchsprotokoll wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt (Stand: Roche Januar 2003)

2.9.8 Dephosphorylierung linearer DNA

Um die Religation eines Vektors nach Restriktionsenzymverdau zu verhindern, ist eine
Dephosphorylierung mittels alkalischer Phosphatase notwendig, welche die terminalen
Phosphatgruppen am 5-Ende entfernt. Dadurch konnte der Vektor-Hintergrund bei allen
Klonierungen deutlich vermindert werden. Fir die Dephosphorylierung von DNA wurde Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) verwendet. Pro pg DNA wurden 0,5U Enzym bendtigt. Bei
der Verwendung von NEB-Enzymen konnte der Restriktionsansatz direkt mit CIP versetzt und bei
37°C fur 1h inkubiert werden (siehe NEB Katalog 2002-2003). Restriktionsansatze mit Enzymen
anderer Hersteller mussten zuvor gereinigt und konnten erst dann mit CIP dephosphoryliert
werden. Zur vollstandigen Entfernung der alkalischen Phosphatase musste der gesamte Ansatz
Uber ein praparatives Agarose-Gel (siehe 2.9.5) gereinigt und die DNA anschlieRend aus dem Gel

eluiert (siehe 2.9.6) werden.



2. Material und Methoden 51

2.9.9 Herstellung von blunt-ends nach Restriktionsenzymverdau

Um die Ligation von DNA-Fragmenten mit nicht kompatiblen Enden zu erméglichen, wurden mit
dem Large Fragment (Klenow-Fragment) der E. coli DNA-Polymerase | glatte Enden erzeugt. Das
Klenow-Fragment besitzt eine 5'-3'-Polymeraseaktivitdt und eine 3-5’-Exonukleaseaktivitat. 3'-
Uberhange wurden durch die Klenow-Polymerase abgebaut, indem zu der gespaltenen DNA, 1/10
Vol. Klenow-Puffer (bei der Verwendung von NEB-Enzymen nicht nétig) und 1U Enzym pro pg
DNA zugegeben wurden. Nach 15-minitiger Inkubation bei 25°C wurde die Exonukleaseaktivitat
durch Zugabe von dNTPs gestoppt. Dies induziert gleichzeitig die Polymeraseaktivitat des Klenow-
Fragments, und eine weitere Inkubation fir 10min bei 25°C verhindert das Zuriickbleiben eines 5'-
Uberhanges. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 1pl 0,5M EDTA und
anschlieRender Inkubation bei 75°C fir 20min. DNA-Fragmente mit 5-Uberhéangen wurden mit
250uM eines jeden dNTPs 1/10 Vol. Klenow-Puffer und 1U Klenow-Polymerase pro pg DNA fir
20-30min bei 37°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte wie oben beschrieben.

Bevor die DNA-Fragmente weiter bearbeitet werden konnten, musste zuerst die Klenow-
Polymerase entfernt werden. Dazu wurde der gesamte Ansatz in einem praparativen Agarose-Gel

(siehe 2.9.5) aufgetrennt und die DNA anschlieBend aus dem Gel eluiert (siehe 2.9.6).

2.9.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde Uberwiegend zur Herstellung von Subklonen fir die
BAC-Mutagenese verwendet, kam aber auch bei der Erstellung von Standard-Plasmiden fir die
guantitative Real-Time-PCR (qPCR) am TagMan zum Einsatz. Dabei war die Menge an
eingesetzter DNA von den GroRenverhaltnissen zwischen Vektor und Insert abhdngig. Das
Verhéltnis der Molekiilenden sollte jedoch 1:1 sein. Um dies zu realisieren, wurden sowohl vom
Vektor als auch vom Insert zwischen 0,5 und 1pmol dsDNA eingesetzt. Die benttigten DNA-

Mengen konnten mit folgender Formel berechnet werden:

x pmol xNpp x 660pgmol -1

Ligationsformel: MOdsDNA — 6
1x10

(xx pmol dsDNA; N:Anzahl

Basenpaare)

In den einzelnen Ligationsansatzen variierte das Insert- zu Vektorverhaltnis von 2:1 bis 5:1. Diese
Ligationsverhéltnisse galten sowohl fir sticky- als auch fur blunt-ends. Die Ansatze wurden
entweder UN (mind. 16h) bei 16°C oder fir 2h bei 22°C mit T4 DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe)
inkubiert. Das Endvolumen der Ligationsansatze betrug entweder 10,15 oder 20pl.
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Standard-Ligationsansatz: Vektor-DNA 1
Insert-DNA 3
10xLigase Puffer 1 u
T4 DNA-Ligase 1 v
H2Oreinst. ad 10 pl

2.9.10.1 Ligation von PCR-Fragmenten mit QIAGEN PCR Cloning Kit

Dieser Kit (Nr. 231122, QIAGEN) ermdglicht eine schnelle und effiziente Klonierung von PCR-
Fragmenten, die mittels Tag- oder einer anderen non-proofreading DNA-Polymerase generiert
werden. Dabei macht man sich zu Nutze, dass Taqg-Polymerasen am 3'-Ende der PCR-Produkte
A-Uberhinge erzeugen. Die PCR-Amplifikate kdnnen nach einer Gelaufreinigung direkt in einen
speziellen, bereits linearisierten Vektor (pDrive Cloning Vector, QIAGEN, siehe 2.8.3) mit 5’ U-
Uberhangen ligiert werden. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass damit alle PCR-
Produkte, die wie oben beschrieben synthetisiert werden, ohne das Einfigen von speziellen
Schnittstellen fur Endonukleasen direkt ligiert werden kdnnen. Von dem jeweiligem Ligationsansatz
wurden, nach 10minutiger Hitzeinaktivierung bei 70°C, 1-2ul in elektrokompetente Zellen
elektroporiert (siehe 2.9.12.4). (Versuchsprotokoll siehe:

http://wwwl.giagen.com/literature/handbooks/INT/cleanlit.aspx#giaquickspin).

2.9.11 Bakterienanzucht

2.9.11.1 Flussigkulturen

LB-Medium
NacCl 10 ¢
Bacto-Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 ¢
H2Ogemin. ad 1000 ml

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und anschlieRend autoklavieren.

Antibiotika-Stammldsungen:

Ampicillin (Amp): 100mg/mi (in HyoOreinst.; 1:1000, Cgng=100pg/ml)
Tetracyclin (Tet): 12,5mg/ml (in 50% Ethanol (v/v); 1:1000, Cgng=12,5ug/ml)
Chloramphenicol (Cam): 34mg/ml (in Ethanol (100%); 1:2000, Cgng=17pg/ml)
Kanamycin (Kan): 10mg/ml (in H2Oreinst., 1:400, Ceng=25ug/ml)

Lésungen wurden sterilfiltriert und danach bei -20°C gelagert. Die Zugabe der Antibiotika erfolgte

immer nach dem Autoklavieren des Mediums.
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Zur Herstellung von Flussigkulturen wurde immer nur von einer einzelnen Kolonie einer frischen
Plattenkultur ausgegangen. Das Picken der einzelnen Kolonien von der Agarplatte erfolgte mit
sterilen Pipettenspitzen, die dann in Kulturréhrchen, in denen sich 5ml LB-Medium bei high-copy
Plasmiden oder 10ml LB-Medium bei low- copy Plasmiden (z. B. BAC-Plasmide) befand, tberfihrt
wurden. Die Anzucht erfolgte UGN bei geeigneter Temperatur (siehe 2.8.3) unter Schitteln
(Inkubationshaube Certomat H, Braun-Melsungen) mit 225upm. Wurden groRere Mengen (>10ml)
an Flussigkultur bendtigt, musste zuerst eine 5ml Vorkultur hergestellt werden. Nach 5- bis 8-
stiindiger Inkubation konnte dann ein gréf3eres Volumen an Flussigkultur mit 1/1000 Volumen der

Vorkultur angeimpft werden.

2.9.11.2 Plattenkulturen

Plattenkulturen dienten dazu, Bakterienkulturen Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen bis
maximal 2 Wochen zu lagern, eine Selektion von Transformanden durchzufihren oder
Flassigkulturen anzuimpfen. Die Lagerung der Bakterienplatten, die zuvor mit Parafilm abgedichtet
wurden, erfolgte bei 4°C. Die Plattenkulturen wurden von gut bewachsenen Ubernachtkulturen
(Flussigkulturen)  durch  Ausstreichen mit einer Impfose angelegt. Wurden jedoch
Transformationsanséatze ausplattiert, erfolgte das Verteilen der Bakteriensuspension auf der
Agaroberflache mit einem Drigalski-Spatel.

Die Herstellung der Agarplatten erfolgte mit LB-Medium (siehe 2.9.11.1), welchem zuséatzlich 15g
Bacto-Agar pro Liter zugesetzt wurde. Die Suspension wurde anschlieRend autoklaviert. Erst nach
Abkihlung auf ca. 40-45°C konnte der Zusatz von Antibiotikum erfolgen, danach wurde die noch
flissige Agarldosung in sterile Einweg-Plastik-Petrischalen gegossen. Die so hergestellten
Agarplatten konnten dann, nach der Polymerisation des Agars, fir mehrere Wochen im Kihlraum

aufbewahrt werden.

2.9.11.3 Dauerkulturen

Damit Bakterienklone auch Uber langere Zeitraume hinweg stabil gelagert werden konnten,
mussten Dauerkulturen angelegt werden. Dazu wurden 600ul einer frischen LB-Kultur in Cryovials

Uberflhrt, mit 400ul Glycerin gemischt und anschlieend bei -70°C aufbewahrt.



2. Material und Methoden 54

2.9.12 Transformation kompetenter Bakterienzellen

2.9.12.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien mit der CaCl,-Methode

CaCl,-Lésung
CaClLx2H,0 M 147 gmol™* 147 g

mit H,Ogemin, ad 1000 ml

MgCl,-Lésung
MgClx6H,0 1M 203,3 gmol* 203,3 ¢

Ldsungen anschlielRend autoklavieren und bei 4°C lagern.

LB-Medium (siehe 2.9.11.1)
Einfrierlésung 0,1M CaCl,-Losung, 15% Glycerin (v/v)

Mit dieser Methode ist es méglich, Transformationsraten von 5x10°-2x10" Kolonien pro ug DNA zu
erreichen (Sambrook & Russel, 2001). Von einer frischen Plattenkultur wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze eine Kolonie des Wirtsstamms gepickt und in 50ml LB-Medium tberfihrt. Besald der
verwendete Wirtsstamm eine Antibiotikaresistenz, erfolgte die Zugabe des entsprechenden
Antibiotikums. Die angeimpfte Losung wurde unter Schtteln (225upm) bei 37°C UN inkubiert. Von
dieser Vorkultur wurden 20ml Bakteriensuspension entnommen und zu 480ml LB-Medium
pipettiert. Danach wurden die Bakterien bis zu einer ODgqo zwischen 0,8 und 1,0 angezogen (Log-
Phase, ca. 3-4h). Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, weiterhin wurden nur auf 4°C
vorgekihlte Losungen und Gerdte verwendet. Bei den Resuspendierungsschritten wurde nicht
gevortext, um starke Scherkrafte zu vermeiden.

Nach Erreichen der exponentiellen Phase wurden die Bakterien bei 6079xg und 4°C fur 10min
zentrifugiert (SLA 3000 Rotor; Sorvall RC5C Plus). Der klare Uberstand wurde dekantiert und das
Bakterienpellet in 1xKulturvolumen (hier 500ml) 0,1M MgClL-L6sung resuspendiert. Danach
wurden die Bakterien erneut pelletiert und nach vollstandiger Resuspendierung in 1xKulturvolumen
0,1M CaCl,-Lésung folgte eine 1-1,5-stiindige Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension nochmals fir 5min pelletiert, in 1/10 Kulturvolumen Einfrierlésung
resuspendiert, in auf Eis stehenden Eppendorf-Reaktionsgefallen zu je 1ml aliquotiert und
abschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten

Bakterienzellen erfolgte bei -70°C.

2.9.12.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

LB-Medium (siehe 2.9.11.1)
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LB-Platten (siehe 2.9.11.2)

Losung fur a-Komplementationstest (Blau/Weil Selektion)

X-Gal 20mg in DMF l6sen und lichtgeschiitzt bei -20°C lagern; 80ul pro Platte,

mindestens 30min vor Ausplattierung der Bakterien auftragen.

Zu Beginn wurden 150ul Portionen kompetenter Zellen in eisgekihite 1,5ml Eppendorfgefalie
pipettiert und mit dem gesamten Ligationsansatz vereinigt. Nach vorsichtigem Mischen der
Suspension wurde der Ansatz fur 30-45min auf Eis inkubiert. Die Transformationsansatze wurden
fur exakt 2min bei 42°C im Thermoblock hitzebehandelt und anschlieRend kurz auf Eis abgekunhlt.
Nach der Zugabe von 300-500ul LB-Medium wurde fur 30-45min bei geeigneter Temperatur (siehe
2.8.3) unter Schitteln (200-250upm) inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension bei
2500upm (centrifuge 5417C, Eppendorf) pelletiert und der Uberstand dekantiert. Das
Bakterienpellet konnte mit dem restlichen LB-Medium (100-150ul) resuspendiert werden und
wurde danach auf LB-Platten, welche das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausplattiert.
Abschlieend wurde UN bei 30 bzw. 37°C im Brutschrank inkubiert.

Wenn die Madglichkeit bestand, wurde der a-Komplementationstest eingesetzt. Damit war es
mdglich, Klone, die kein rekombinantes Plasmid enthielten aufgrund der Blaufarbung von
rekombinanten Klonen (keine Farbung) zu unterscheiden.

2.9.12.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
10% (v/v) Glycerin vorgekuhlt 4°C

Steriles Wasser Aqua B. Braun, Ecotainer, vorgekihlt 4°C

Alle Praparationsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, auf Eis durchgefihrt (siehe
2.9.12.1.). Von einer frischen Plattenkultur wurde eine einzelne Kolonie gepickt, in 5ml LB-Medium
(siehe 2.9.12.1, ggf. mit entsprechendem Antibiotikum versetzt) tGberflhrt und unter Schitteln UN
bei 37°C inkubiert. Mit je 1,25ml der UN-Vorkultur wurde 2x200ml LB-Medium (ggf. mit
entsprechendem Antibiotikum versetzt) angeimpft und bei 37°C unter Schitteln so lange inkubiert,
bis sich eine ODggo Von 0,5-0,7 eingestellt hatte (ca. 2-2,5h). Die Bakterien wurden sofort fir 15min
auf Eis gestellt und danach bei 6079xg und 4°C fur 10min zentrifugiert (SLA 3000 Rotor; Sorvall
RC5C Plus). Die Uberstande wurden vorsichtig dekantiert, die Pellets mit je 2,5ml eisgekiihitem
H,O resuspendiert, vereinigt und zur Entfernung der Salze mit 500ml H,O (eisgekiihlt) gewaschen.
Danach wurden die Bakterien erneut pelletiert, in 5ml eiskaltem 10%igen Glycerin resuspendiert
und in ein vorgekuhites 15ml Falcon-Reaktionsgefal® tberfihrt. Die Bakteriensuspension wurde
nochmals fur 10min bei 4°C und 3500upm (centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde quantitativ ab-pipettiert, das Pellet in 1xPelletvolumen mit eiskaltem
10%igen Glycerin auf Eis resuspendiert und in Aliquots a 50ul in vorgekihlite Eppendorf-
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Reaktionsgefalle Uberfuhrt, in  flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-70°C gelagert.

2.9.12.4 Elektrotransformation

Fur die Elektroporation von elektrokompetenten Bakterien wurde die zu transformierende DNA zu
einem 50ul Aliquot der Bakterien auf Eis gegeben. Um den Salzgehalt der zu transformierenden
DNA insbesondere bei Ligationsanséatzen gering zu halten, wurde pro Elektroporation nie mehr als
1ng Plasmid-DNA bzw. wurden Ligationsansatze immer 1:10 verdiinnt eingesetzt. Die Ldésung
wurde in eine vorgekuhlte Elektroporations-Kivette (O 0,2cm, BIO-RAD) Uberfthrt und mit 2,5kV,
400Q und 25mF perforiert (Gene Pulser, BIO-RAD, Miunchen). Nach sofortiger Zugabe von 500l
LB-Medium wurden die Bakterien 45-60min bei entsprechender Temperatur (siehe 2.8.3) unter

Schiitteln inkubiert und auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotika-Zusatz ausgestrichen.

2.10 Isolierung und Analyse von Nukleinsauren
2.10.1 Plasmid Minipréparationen

2.10.1.1 Schnellpraparation von Plasmid-DNA

LOsung |
Tris 25 mM 121,1 gmol™® 6,06 g
Na;EDTAx2H,0 10 mM 372,24 gmol* 372 g

Den pH-Wert mit konz. HCI auf 8,0 einstellen, autoklavieren und danach 100mg RNase zugeben.

Losung bei 4 °C lagern.

LOsung 1l
NaOH 200 mM 40,01 gmol* 8 g
20% (v/v) SDS 50 ml

Die L6sung wurde autoklaviert und danach bei 20-22°C gelagert.

LOsung I
KAC 3 M 98,12 gmol* 2945 g

Den pH-Wert mit Eisessig auf 5,5 einstellen, autoklavieren und bei 4 °C lagern.
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Diese Methode diente der schnellen Uberpriifung von transformierten Bakterienkolonien auf
Anwesenheit des gewunschten Klonierungskonstruktes. Dazu wurde 5ml LB-Medium (siehe
2.9.11.1) mit einer Einzelkolonie des ausplattierten Transformationsansatzes angeimpft und UN bei
entsprechender Temperatur (siehe 2.8.3) unter Schitteln inkubiert. 1,5ml der Bakteriensuspension
wurde in Eppendorf-Reaktionsgefalien bei 208179 (centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) fiir 30-
60s pelletiert und das Pellet in 100l eiskalter Losung | resuspendiert. Zur alkalischen Lyse wurden
200ul Losung 1l zugegeben, vorsichtig gemischt, und nach 5min Inkubation bei 20-22°C wurde die
Losung mit 150ul kalter Losung 1l versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Proben fir
10min auf Eis inkubiert und anschlieRend bei 208179 zentrifugiert. Die DNA wurde aus dem
Uberstand mit 400ul Isopropanol bei 20-22°C prazipitiert. Danach wurde der Ansatz fur 20min bei
20817g zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig dekantiert, die DNA 2mal mit 250ul eiskaltem
70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, bei 56°C fur 5-10min getrocknet und schlieBlich in 20-50ul
10mM Tris/HCI pH 8,5 oder H,O gelost.

2.10.1.2 Schnellpraparation von BAC-DNA (BAC-Minipraparation)

Losungen I-1ll (siehe 2.10.1.1)

Da die mMCMV-BAC-DNA eine Grof3e von ca. 238kbp besitzt, wurden bei der Isolierung von BAC-
DNA jegliche Scherkrafte vermieden. Hierzu wurden beim Pipettieren von BAC-DNA die
Pipettenspitzen abgeschnitten und wurde auf vortexen verzichtet. In 15ml Falcon-Reaktionsgefalie
wurden 10ml LB-Medium (siehe 2.9.11.1) mit einer Einzelkolonie angeimpft und (N bei 37°C unter
Schitteln (230upm) inkubiert. Von der UN-Kultur wurde 1ml Bakteriensuspension zur Anlage einer
Glycerolkultur entnommen und der Rest durch Zentrifugation mit 3500upm (Heraeus Labofuge
400R, Rotor 8172) bei 4°C fur 5min pelletiert. Das Pellet wurde dann in 200pl LOsung |
resuspendiert und in ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefal? Uberflhrt. Zur alkalischen Lyse wurden
300ul Losung Il zugegeben, der Ansatz vorsichtig durch Invertieren gemischt, und anschliel3end
flr 5min bei 20-22°C inkubiert. Durch Zugabe von 300ul Lésung Il und anschlieRender Inkubation
auf Eis fur 5-10min wurden SDS, chromosomale DNA und Proteinbestandteile ausgeféllt. Nach
Zentrifugation mit 20817g (centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) bei 4°C fur 10min wurde der
Uberstand mit 600ul raumtemperiertem Isopropanol versetzt, suspendiert und erneut fir 15min
zentrifugiert. Das entstandene DNA-Prazipitat wurde mit 1ml eiskaltem 70%igem (v/v) Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet, in 100ul 10mM Tris/HCI pH 8,5 aufgenommen und zum besseren
Losen der DNA fur 10min bei 37°C inkubiert. Die Lagerung der BAC-DNA erfolgte bei 4°C!

2.10.1.3 QIAprep Spin Miniprep

Das QIAprep Miniprep Prinzip beruht auf der alkalischen Lyse von Bakterienzellen und

anschlieRender reversibler Adsorption der DNA an eine Silica-Gel-Membran bei unterschiedlichen
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Salzkonzentrationen. Aufgrund der wechselnden Reaktionsbedingungen, die wahrend der
einzelnen Arbeitsschritte vorherrschen, erfolgt eine Trennung der Plasmid-DNA von (brigen
gelésten bzw. ungeldsten Bestandteilen (wie z.B. genomische DNA, Proteine und Bakterien-
Bruchstlcke) und ermdglicht am Ende eine Elution von Plasmid-DNA. Diese Methode wurde v. a.
dann herangezogen, wenn besonders reine Plasmid-DNA, wie z. B. flr anschlieBende
Sequenzierungen oder Transformationen, bendtigt wurde. Die QlAprep Spin Minipreps wurden
nach Angaben des Herstellers (QIAprep Miniprep Handbook, Marz 2002; Nr. 27106) mit 1,5ml
Bakteriensuspension von einer 5ml GN Kultur durchgefiihrt. Die DNA konnte mit 50ul Elutions-
Puffer (10mM Tris/HCI, pH 8,5) von den Spin-Saulen eluiert werden.

2.10.2 Plasmid-Maxipraparationen

2.10.2.1 QIAGEN Plasmid-Maxipraparation

Plasmid-DNA-Isolierungen im gréfReren Mafdstab wurden mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Nr.
12162) gemal’ den Herstellerangaben durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf einer modifizierten
alkalischen Lyse der Bakterienzellen und Bindung der DNA unter geeigneten Niedrigsalz- und pH-
Bedingungen an ein Anionenaustauscher-Harz. Andere Zellkomponenten, wie z.B. RNA, Proteine
und niedermolekulare Substanzen, werden bei mittleren Salzkonzentrationen entfernt. Die
gereinigte Plasmid-DNA kann dann bei hohen Salzkonzentrationen vom Anionenaustauscher-Harz
eluiert werden. Zur Entsalzung der DNA wird am Ende eine Isopropanol Prazipitation durchgefihrt.
In der Regel wurde -ausgehend von einer 5-10ml LB-Vorkultur- die eigentliche Ubernachtkultur
angeimpft. Dazu wurde die Vorkultur 1:1000 in 150ml fir Plasmide mit hoher Kopienzahl (high-
copy) bzw. 500ml fur Plasmide mit niedriger Kopienzahl (low-copy) in selektivem LB-Medium
(siehe 2.9.11.1) verduinnt und unter Schutteln bei entsprechender Temperatur (siehe 2.8.3) fur 12-
16h inkubiert. (Versuchsprotokoll:

http://www1.qgiagen.com/literature/protocols/QIAGENPIlasmidPurification.aspx)

2.10.2.2 Isolierung von BAC-DNA mit Nucleobond PC 500 (BAC-Maxipraparation)

Fur die Isolierung gréRerer Mengen reiner BAC-DNA wurde der Nucleobond Kit PC 500 (Nr.
740574.25, Macherey&Nagel) verwendet. Dazu wurden 500ml LB-Medium (siehe 2.9.11.1)
1:500 mit einer frischen Bakterien-Vorkultur angeimpft und ON bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation mit 6300upm (Sorvall RC5C Plus,
Rotor: SLA-1500) bei 4°C fur 10min pelletiert. Alle daran anschlielenden Schritte wurden nach
Angaben des Herstellers durchgefiuhrt  (http://www.macherey-nagel.com/web/MN-WEB-
webkatalog.nsf/Web/Frames?Open&showpage=DKUL-4KPBYV). Die Klarung des bakteriellen
Lysates erfolgte nicht durch Zentrifugation sondern durch Filtration Gber einen angefeuchteten
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Faltenfilter. Nach der DNA-Féllung durch Isopropanol wurde das Prazipitat in 100-200u 10mM
Tris/HCI, pH 8,5 aufgenommen und bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

2.10.3 Isolierung viraler und zellul&rer Nukleinsauren

2.10.3.1 DNA-Isolierung aus Organen und Geweben

Zur Gewinnung von DNA aus murinem Gewebe wurde der DNeasy Tissue Kit (Nr. 69506,
QIAGEN) verwendet. Dieser Kit ermdéglicht eine schnelle Isolierung von Gesamt-DNA aus frischem
oder gefrorenem Organ-Material. Dabei wird das Gewebe lysiert, die DNA selektiv reversibel an
eine Silica-Gel Membran gebunden, durch Waschen von Kontaminationen gereinigt und
anschlieRend mit Puffer eluiert.

Um eine optimale Lyse des Materials zu gewahrleisten, wurden die Organe zuerst mit Hilfe der
Labor-Schwingmithle MM300 von QIAGEN/Retsch homogenisiert. Dazu wurde je nach Organ eine
bestimmte Gewebemenge abgewogen, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® mit Stahlkugel tberfihrt
und dann mit der MM300 zerkleinert (siehe Angaben in Tabelle 2.3 sowie Beschreibung des

Herstellers bzgl. Bedienung).

N Anzahl und .
Organ Menge [mg] | Frequenz[HZ] Zeit [min] Elutionsvolumen [pl]
Kugel O
Pfote 25 30 15 2x4mm 200
Milz 10 30 5 1x3mm 200

Tab. 2.3. Parameter zur DNA Aufreinigung mit MM300 und DNeasy-Tissue-Kit

Die weiteren Schritte der DNA-Reinigung erfolgten nach den Angaben des Herstellers

(http://www1.giagen.com/literature/protocols/DNeasyTissue.aspXx).

2.10.3.2 Isolierung von viraler DNA

Um virale DNA aus Zellkulturiiberstand oder direkt aus Virion-Partikeln zu gewinnen, wurde der
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Nr. 11858874001, Roche) verwendet. Mit dieser Methode kann
die virale DNA aus Zellkulturiiberstand bzw. Virionen in kurzer Zeit aufgereinigt werden. Nach der
Virus-Lyse in Gegenwart von ProteinaseK erfolgte die reversible Bindung der DNA, in Gegenwart
von schitzender Poly(A)" Carrier-RNA, an eine Glasfiber-Membran. Nach Reinigung der
Nukleinsduren von Salzen, Proteinen und anderen Kontaminanten durch Waschschritte konnte die
gereinigte DNA von der Membran eluiert werden. Die so isoliete DNA diente sowohl zur
Uberprifung der Exzision von BAC-Sequenzen nach in vitro-Passagierung, als auch zur

Bestimmung des Genom-zu-PFU Verhaltnisses der mittels BAC-Technologie hergestellten



2. Material und Methoden 60

rekombinanten Viren. Die Isolierung der viralen DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers

(http://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/MANUALS/napi_man/napi.htm).

2.10.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR (Saiki et al., 1988) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt. Dazu werden
sequenzspezifische Primer benttigt, die die beiden Enden der zu amplifizierenden Bereiche
definieren. Mittels PCR kdnnen selektiv bestimmte Sequenzbereiche einer DNA millionenfach
amplifiziert werden. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu
amplifizierenden DNA-Doppelstranges bei etwa 94-95°C. Nach Abkihlung auf eine von der
Primer-Sequenz abhangigen Annealing-Temperatur erfolgt die Hybridisierung der Oligonukleotide
an die einzelstrangigen DNA-Molekile. Anschlielend beginnt eine DNA-Extension durch
thermostabile Polymerasen (z.B. HotStar Tag-DNA-Polymerase, Nr. 201205, QIAGEN) bei 72°C.
Durch mehrfache Wiederholung dieser Schritte erfolgt eine exponentielle Amplifikation des
gewunschten DNA-Fragments. Da sich die Zahl der DNA-Molekile bei jedem Syntheseschritt
verdoppelt, entstehen theoretisch bei n (nN0ON) Amplifikationen 2" Molekiile.

Die Auswahl der sequenzspezifischen Primer erfolgte mit Hilfe des Programms Primer Express
Version 1.0 (Applied Biosystems). Um eine ausreichende Spezifitdt zu gewahrleisten, war die zur
Matrizen-DNA homologe Sequenz wenn moglich mindestens 20 Nukleotide lang. Weiterhin wurde
darauf geachtet, dass das 3'-Ende jedes Primers moglichst aus einem Guanosin oder Cytosin

besteht, um eine bestmogliche Hybridisierung zu erreichen.

Standard HotStar PCR-Ansatz (PCR-Produkte < 2kbp), fur Biometra Trioblock:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration

10x PCR Puffer, 15mM MgCl, 5ul 1x

dNTP-Mix (10mM jedes) 2,0ul 400uM je dNTP

Primer-for (10pmol/pl) 1,5u 0,3uM

Primer-rev (10pmol/pl) 1,5u 0,3uM

HotStar Tag-DNA-Polymerase 0,25ul 1,25U

H,O variabel

Matrizen-DNA

DNA variabel 100-1000ng genomische DNA
max. 5ul 1-50ng Plasmid-DNA

Endvolumen 50ul O

(AbschlieBend den Ansatz mit ca. 30ul Mineraldl Gberschichten)

Standard HotStar PCR-Profil (PCR-Produkte < 2kbp), fiir Biometra Trioblock:

Aktivierung der HotStar Tag-

Initialer Aktivierungsschritt 15min 95°C DNA-Polymerase

3-Schritt Cycling
Denaturierung 30s 94°C
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Annealing 60s °C In Abh_angigkeit von
der Primer-Sequenz

Extension 60s/1kbp 72°C

Zyklenzahl 30-35

AbschlieRende Extension 10min 72°C

Ende 00 4°C

2.10.4.1 PCR fur Klonierungszwecke

Mit Hilfe der PCR ist es moglich, durch die Wahl geeigneter Primer, Erkennungssequenzen fur
Restriktionsendonukleasen in eine bestimmte Sequenz einzufigen. Das PCR-Produkt kann
nachfolgend in einen Vektor ligiert (siehe 2.9.10) werden. Bei der Primerauswahl wurde darauf
geachtet, dass zusatzlich zur spezifischen Erkennungssequenz fir die jeweils verwendete
Restriktionsendonuklease ein Uberhang von mindestens drei nonsense Basen vorhanden war,
damit auch am Ende eines DNA-Stranges effektiv geschnitten werden konnte (Zimmermann et al.,
1998). Um eine moglichst geringe Fehlerrate wahrend der PCR zu erhalten, wurde die ProofStart
DNA-Polymerase der Firma QIAGEN verwendet. Hierbei handelt es sich um eine rekombinante
DNA-Polymerase, die auf einer aus Pyrococcus spec. isolierten Polymerase basiert. Sie besitzt
eine 3' - 5'-, aber keine 5’ - 3'-Exonuklease-Aktivitdt. Somit ist sie in der Lage, vom 3’-Ende der
wachsenden DNA-Kette falsch eingebaute Nukleotide zu korrigieren. Fir groRere PCR-Produkte
(>2kbp) wurde eine Kombination aus ProofStart DNA-Polymerase und Hotstar
Tag-DNA-Polymerase (Nr. 202205 und Nr. 201205, QIAGEN) verwendet. Die PCR wurde nach
den Angaben des Herstellers (ProofStart PCR-Handbook, Februar 2002 oder
http://wwwl.qgiagen.com/literature/handbooks/PDF/PCRANdReverseTranscription/KitsAndEnzymes
/PCR_ProofStart/1021306_HBProofStart_0203WW.pdf) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
nach der Kontrolle im Gel entweder in einem Elutionsgel aufgetrennt und anschlieRend mit
QIAquick Spin Gel Extraction-Kit (siehe 2.9.6) oder direkt mit dem High Pure PCR Purification Kit

der Firma Roche, Mannheim (siehe 2.9.7) gereinigt und je nach Anwendung weiter bearbeitet.

Standard ProofStart PCR-Ansatz (PCR-Produkte < 2kbp), fir Biometra Trioblock:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration

10xProofStart PCR Puffer 5ul 1x

dNTP-Mix (10mM jedes) 1,5u 300pM je ANTP

Primer-for (10pmol/pl) 5ul 1uM

Primer-rev (10pmol/ul) 5ul 1uM

ProofStart DNA-Polymerase 1pl 2,5U

H,O variabel

Matrizen-DNA

DNA variabel 100-1000ng genomische DNA
max. 5ul 1-50ng Plasmid-DNA

Endvolumen 50ul O

(AbschlieBend den Ansatz mit ca. 30ul Mineral6l Gberschichten)
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Standard ProofStart PCR-Profil (PCR-Produkte < 2kbp), fir Biometra Trioblock:
Aktivierung der ProofStart DNA-

Initialer Aktivierungsschritt 5min 95°C
Polymerase
3-Schritt Cycling
Denaturierung 45s 94°C
Annealing 60s x°C n Abh_angigkeit von
der Primer-Sequenz
Extension 60s/1kbp 72°C
Zyklenzahl 30-40
Ende 0 4°C

2.10.4.2 Mutagenese durch Kombinations-PCR

Fur die Herstellung von Punktmutationen wird die von Ho et al., 1989 beschriebene Methode
verwendet. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass zunachst parallel zwei separate PCRs
durchgefuhrt werden (PCR1 und PCR2, siehe Abb. 2.1), wobei Mutl und Mut2 zwei Primer mit
komplementaren Sequenzen sind, die bis auf die zu verandernden Nukleotide ebenfalls homolog
zur Matrize sind. Nach Aufreinigung der beiden Amplifikate mittels Gelelution (siehe 2.9.6) wurde
jeweils 1/10 der gereinigten Amplifikate in eine Kombinations-PCR mit den Primern Flankl und
Flank2 eingesetzt, aus der dann das DNA-Fragment mit der gewlinschten Mutation resultierte. Das
Endprodukt der Kombinations-PCR wurde ebenfalls mittels Gelelution aufgereinigt. AnschlieRend
konnten die vom jeweiligen Konstrukt abhangigen Klonierungsschritte durchgefiihrt werden. Die
verwendeten Oligonukleotide hatten eine Mindestlange von 24bp. PCR1, PCR2 und die
Kombinations-PCR wurden nach dem in 2.10.4.1 beschriebenen Protokoll durchgefihrt.

PCR1 PCR2
Flank1 Mut2
f— ——p
- -—
Mutl Flank2
Amplifikation &
Reinigung
Flankl
Amplifikat —_—
PCR1 _
——  Amplifikat Kombinations-
—_——
— PCR2 PCR
Flank2

Amplifikation &
Reinigung

Endprodukt

Abb. 2.1: Schematische Darstellung einer Kombinations-PCR zur gerichteten Mutagenese von DNA-
Sequenzen. Flankl, Mutl, Mut2 und Flank2 stellen die Primer dar. Mutl und Mut2 sind komplementér
zueinander und unterscheiden sich im Bezug auf die Matrizen-Sequenz nur durch die einzufihrende
Mutation. In die Kombinations-PCR werden die Primer Flankl und Flank2 eingesetzt sowie die gereinigten
Amplifikate aus PCR1 und PCR2, wobei ein langes DNA-Fragment (Endprodukt) entsteht, das von den
eingesetzten Primern begrenzt wird. Details zu dieser Methode sind in 2.10.4.2 beschrieben.
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2.10.4.3 Nichtradioaktive PCR-Sequenzierung

Gelzusammensetzung (fur 41cm Gelformat):

Sequence XR 24 ml
Sequence complete 6 ml
Ammoniumpersulfat 10% (w/v) 300 ul
Die Komponenten wurden in dieser Reihenfolge zusammenpipettiert und vor dem Giel3en des

Gels durch einen 0,8um Filter filtriert.

10xTBE-Puffer (siehe 2.9.5)
Stopp-Puffer:

Bromphenolblau 5 mg
Xylencyanol 5 mg
Na,EDTAx2H,0 20 mM 372,24 gmol* 745 mg

mit entionisiertem Formamid ad 10,0 ml

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip von Sanger et al., 1977, welches auch als
Kettenabbruch- oder Didesoxynukleotid-Verfahren bezeichnet wird. Hierzu wurde der Thermo
Sequenase Primer Cycle Sequencing (7-deaza-dGPT) Kit (Nr. 25-2438-01, Amersham
Biosciences) verwendet. Die Sequenz wurde auf einem automatischen Sequenzer (Modell
DNA4000 one-dye, der Firma Licor) mit der Software Base ImagelR Version 4.1 ausgewertet. Fir
die Analyse der generierten Sequenzdaten wurde das Programm Clone Manager Suite Version
7.04 (Scientific & Educational Software, USA) verwendet. Die Sequenzier-Reaktion wurde nach
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei jeder Sequenzier-Ansatz ein Gesamtvolumen
von 4,5ul hatte:

Plasmid-DNA (max 100ng) 25 ul
Sequenzier-Oligonukleotid 0,025pmol/ul (5’-IRD800) 1 pl
Nukleotid-Reaktions-Mix (vorgefertigt) 1 pl
b2 45 pl

Die Anséatze wurden mit ca. 20ul Mineraldl Gberschichtet und die Sequenzier-Reaktion in einem
Biometra Trioblock-Thermocycler mit dem Programm 30x[95°C 30", Ta 45", 72°C 307]; 72°C 5’;
95°C 5’ durchgefuhrt. Die Hybridisierungstemperatur T kann mit der Formel:

T,(°C) =69,4+0,41x%(GC) -650/n+3
ermittelt werden. Mit %GC: Prozentsatz der Nukleotide Guanosin und Cytosin und n: Primerlange
in Nukleotiden. Nach Zugabe von je 2ul Stopp-Puffer pro Sequenzier-Ansatz wurde jeweils 1pl

jedes Ansatzes auf ein 41cm Sequenz-Gel (6% (v/v) Acrylamid) aufgetragen. Der Gel-Lauf wurde
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bei 1500V, 35 mA und 50°C durchgefihrt. Die Sequenz wurde vom Computer automatisch
detektiert und ausgewertet, musste jedoch abschlieRend auf inre Korrektheit Gberpriift werden.

2.10.4.4 Quantitative Real-Time-PCR (qPCR)

Bei einer konventionellen PCR erfolgt die Detektion der PCR-Amplifikate in der finalen Phase oder
am Endpunkt der PCR durch Agarose-Gelelektrophorese und anschlieRender Farbung der DNA
mit Ethidiumbromid. Im Gegensatz dazu wird bei einer g°PCR die Detektion der PCR-Amplifikate
(Amplikons) in der frihen (exponentiellen) Phase der PCR realisiert, die sich durch eine exakte
Verdopplung (Reaktionseffizienz 100%) der Amplikons auszeichnet. Die Detektion kann entweder
nicht-sequenzspezifisch mit dsDNA bindenden Fluorochromen (z.B. SYBR Greenl,) oder
sequenzspezifisch mit fluorogenen Sonden (z.B. TagMan Sonden, FRET Sonden oder Molecular
Beacons) erfolgen. Aufgrund der Proportionalitdét von Fluoreszenzsignal und Kopienzahl des
Zielmolekils kann direkt eine Mengenbestimmung der zu untersuchenden Probe durchgefihrt
werden.

Die Auswahl der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten sequenzspezifischen Oligonukleotide
(siehe 2.8.1.2) erfolgte mit Hilfe des Programms Primer-Express Version 1.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

2.10.4.4.1 TagMan PCR

Die PCR-Reaktionen wurden an einem TagMan (ABI 7700) mit der Softwareversion Sequence
Detection (SDS) 1.9.1 durchgefiihrt. Da die Detektion mit SYBR Green erfolgte, musste am Ende
eines jeden PCR-Laufs eine Schmelzkurven-Analyse (Dissociation Curves (DC) Version 1.0)
durchgefuhrt werden. Diese ermoglicht eine Diskriminierung spezifischer Amplifikate von
unspezifischen PCR-Produkten, wie z.B. Oligonukleotid-Dimeren. Wichtig: SDS nie zusammen mit
DC starten!

TagMan- bzw. Light Cycler-Ansatz (QuantiTect SYBR Green PCR Kit, Nr. 204143 QIAGEN)

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
2xQuantiTect SYBR Green Master Mix 1oul 1x
LCPTHrP_For2 o. LCgB_For3 (10pmol/pl) 2ul 1uM
LCPTHrP_Rev2 0. LCgB_Rev3 (10pmol/pl) 2ul 1uM
RNase freies H,O (im Kit enthalten) 4ul O
Matrizen-DNA 2ul max. 100ng/Ansatz

Endvolumen 20ul O
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TagMan PCR-Profil:

- - . . Aktivierun r HotStar Tag-DNA-
Initialer Aktivierungsschritt 15min 95°C erung der HotStar Taq

Polymerase
3-Schritt Cycling
Denaturierung 15s 94°C
Annealing 30s 62°C
Extension 30s 72°C Daten Akquisition
Zyklenzahl 50
Schmelzkurve
Denaturierung 15s 95°C
Annealing 30s 60°C
Set Ramp Time 19:59 60-95°C kontinuierliche Daten Akquisition
Denaturierung 15s 95°C
Ende 00 25°C
Bemerkung:

Aufgrund der groRen Probenzahl wurden die Messungen in der vorliegenden Arbeit mit einem
TagMan (96 Platze) durchgefiihrt, da dieser im Gegensatz zum Light Cycler (32 Platze; Roche,
Mannheim) in einem Lauf die dreifache Probenmenge analysieren kann. Mit dem verwendeten
QuantiTect SYBR Green Kit der Firma QIAGEN konnten mit beiden Real-Time Geraten
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Das entsprechende Light Cycler PCR-Profil befindet

sich im Anhang 6.6.

2.10.5 Southernblotanalyse

Fir den Southern-Blot werden DNA-Fragmente zunachst nach ihrem Molekulargewicht in
Agarose-Gelen elektrophoretisch getrennt. Die DNA wird anschlieBend mit Hilfe der einseitig
gerichteten Kapillarblot-Methode (Southern, 1975) auf einen Filter transferiert und fixiert. Danach
kdnnen zu analysierende DNA-Sequenzen durch Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde und

abschlieRender Detektion nachgewiesen werden.

2.10.5.1 Transfer von DNA auf feste Trager
NaOH-Ldsung
NaOH 5 M 40,01 gmol* 200 g
mit H,Ogemin. ad 1000 ml

NaCl-Ldsung
NaCl 5 M 58,44 gmol* 2922 g
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Blotpuffer (0,5M NaOH; 1M NacCl)
NaOH 5 M 100 ml
NaCl 5 M 200 ml
mit H,Ogemin. ad 1000 ml

20xSSC
NaCl 3 M 58,44 gmol™ 1753 g
Nas-Citratx2H,O0 0,3 M 294,1 gmol™ 88,2

Den pH-Wert der Losung mit konz. HCI auf pH 7,0 einstellen.

Denaturierungslésung

NaOH 1 M 40,01 gmol* 40,01

NaCl 15 M 58,44 gmol™ 87,7
mit H,Ogemin. ad 1000 ml

(@]

Neutralisationslésung
Tris 1 M 121,1 gmol* 1211 g
NaCl 3 M 58,44 gmol* 175,3 ¢
mit HOgemin. @ad 1000 ml

Zum gualitativen Nachweis von DNA-Sequenzen aus einer PCR wurden je 20ul des PCR-

Ansatzes auf ein 1- bis 2%iges (w/v) Agarose-Gel (abhangig von der GroRe des PCR-Fragmentes)
aufgetragen. Die DNA wurde nach der Gelelektrophorese unter gleichzeitiger Denaturierung auf
eine positiv geladene Nylonmembran transferiert. Dazu wurde das Gel auf eine doppelte Lage
eines in Blotpuffer getrdnkten zweilagigen Whatman-Filterpapiers gelegt, dessen Enden in eine
Wanne mit Blotpuffer ragten. Auf das Gel wurde eine positiv geladene Nylonmembran
(GeneScreen Plus; Perkin-Elmer) gelegt, die zuvor fir 5min in 6xSSC und dann 30s in Blotpuffer
getrankt wurde. Als néchstes kamen auf die Membran zwei Lagen (in Blotpuffer getranktes)
Whatmanpapier und mehrere Lagen Saugpapier zu liegen. Bei allen beschriebenen Schritten ist
darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen bilden. Vereinzelt auftretende Luftblasen kénnen
durch Rollen mit einer Pipette entfernt werden. Zum Schluss wurde auf die Saugpapiere eine
Glasplatte gelegt und diese mit einem ca. 500g schweren Gewicht beschwert. Am nachsten Tag
wurde die Membran kurz in 6xSSC gewaschen. Die transferierte DNA wurde durch Crosslinking
(254nm, 0,120Jcm®) auf der Membran fixiert. Bis zur weiteren Behandlung war es méglich, die
Nylonmembran zwischen zwei Whatmanpapieren im Dunkeln bei 20-22°C fur einige Zeit
aufzubewahren.

Zum DNA-Transfer _von mCMV-BAC-DNA nach Restriktion und Gelelektrophorese auf

Nylonmembranen wurde das Agarose-Gel zundchst 2mal fur je 10min in Depurinierungslésung
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(0,25M HCI) depuriniert. Dabei entstehen kleinere DNA-Fragmente, die wahrend einem
Kapillartransfer leichter diffundieren kénnen. Das Gel wurde kurz in H;Ogemin. gewaschen und
danach zum Denaturieren der DNA 2mal fir je 15min in Denaturierungslésung geschwenkt.
AnschlieBend wurde das Gel erneut kurz in HyOgemin. gewaschen, bevor es 2mal fur je 30min mit
Neutralisierungslosung neutralisiert wurde. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei 20-22°C auf
einem Schiittler. Beim anschlieRenden Transfer (UIN) auf eine positiv geladene Nylonmembran (s.
0.) wurde 20xSSC verwendet (Aufbau der Blot-Einheit s. 0.). Am n&chsten Tag konnte die

Membran wie oben beschrieben weiter behandelt.

2.10.5.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Die Markierung von Oligonukleotiden erfolgte mit der T4 Polynukleotidkinase (PNK, Nr.
10709557001, Roche) in Gegenwart von **P-y-ATP am 5-Ende durch Anhdngen einer radioaktiven
Phosphatgruppe. Dazu wurden die folgenden Komponenten in der entsprechenden Reihenfolge in

ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ auf Eis gegeben:

10xPNK Reaktionspuffer 2
Oligonukleotid (10pmol/pl) 3
H2Ogemin. 11yl
PNK (10 U/ul) 1l
p_y-ATP 3 ul(Zugabe erst im Isotopen-Labor!)
Endvolumen 20

Nach Zugabe aller Komponenten wurde der Reaktionsansatz vorsichtig gemischt, kurz
abzentrifugiert, fir 20min bei 37°C inkubiert und durch Zugabe von 1ul 0,5M EDTA oder rasches
Abkihlen auf Eis gestoppt. Zur Abtrennung nicht eingebauter Radioaktivitdt erfolgte eine
Gelfiltration mit einer Sepharose-Gelffiltrationssaule (NAP 5 S&aule, Sephadex G25). Diese musste
zunachst 3mal mit HyOgemin. &quilibriert werden. Anschlie3end wurde erst das Reaktionsgemisch,
dann 480ul HyOgemin, auf die Saule pipettiert. Der erste Durchlauf, welcher noch keine
Radioaktivitat enthielt, konnte verworfen werden. Die radioaktiv markierten Oligonukleotide wurden
durch Zugabe von 1000ul H2Ogemin. Von der Séaule eluiert. Die nicht in Oligonukleotide eingebaute
Radioaktivitdt blieb auf der Saule zuriick. Die markierten Oligonukleotide wurden mit
Hybridisierungslosung versetzt, direkt in eine Hybridisierung eingesetzt oder bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C im Kuhlschrank gelagert (fur max. 2 Wochen).
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2.10.5.3 Hybridisierung von
Proben

50xDenhardts-Lésung

BSA 1% (wiv)
PVP-10 1% (Wiv) 10000 gmol™
Ficoll-400 1% (wiv)
mit H2Ogemin.
Losung wurde filtriert und bei -20°C gelagert
20xSSPE-L6sung
NaCl 36 M 58,44 gmol™
NaH,PO,x2H,0 0,2 M 156,01 gmol™*
EDTAx2H,0 20 mM 372,24 gmol™
mit H2Ogemin

ad

“ad

Nylonmembranen mit radioaktiv markierten

10 g
10 g
10 g
1000 ml
2104 g
312 ¢
7,4 g
1000 ml

DNA-

Der pH-Wert wurde mit konz. NaOH auf 7,4 eingestellt und die Losung anschlieRend autoklaviert.

Prahybridisierungs-/ Hybridisierungslésung

20xSSPE

50xDenhardts-Losung

10xSDS
Heringssperma-DNA

mlt HZOdemin.

Zuerst Wasser vorlegen, da Komponenten sonst ausfallen

ad

500 ml
300 ml
20 ml
004 g

2000 ml

. Ldsung aliquotiert bei -20°C lagern.

ad

“ad

177,96 g
1000 ml

156,01 g
1000 ml

Phosphatpuffer-Stock: 920ml (A) + 250ml (B), mit 5M NaOH auf pH 7,2 einstellen und danach

Phosphatpuffer (A)
Na,HPO,x2H,O 1 M 177,96 gmol™
mlt H2Odemin.
Phosphatpuffer (B)
NaH,PO,x2H,O 1 M 156,01 gmol™
mit Hzodemin
autoklavieren.
Waschldsung |

Phosphatpuffer-Stock
10 % (w/v) SDS

mit HZOdemin

“ad

2000 ml
100 ml
1000 ml
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Waschldsung Il
Phosphatpuffer-Stock 100 ml
10 % (w/v) SDS 100 ml
mit H,Ogemin. ad 1000 ml

Waschlésung Il
Phosphatpuffer-Stock 50 mi
10 % (w/v) SDS 100 ml

mit H,Ogemin. ad 1000 ml

Stripping-LAsung

TRIS 10 mM 121,1  gmol* 121 g
EDTAx2H,0 1 mM 372,24 gmol* 0,372 g
10 % (w/v) SDS 100 ml

mit H,Ogemin. ad 1000 ml

Die Prahybridisierung, Hybridisierung und das Waschen der Membran erfolgte in Glasflaschen
(Biometra), die sich auf einer rotierenden Trommel in einem Hybridisierungsofen (Biometra)
befanden. Die Hybridisierungstemperatur ist abhédngig vom Schmelzpunkt der Oligonukleotide. Alle
in der vorliegenden Arbeit verwendeten markierten Oligonukleotide konnten bei 58°C hybridisiert
werden.

Die Prahybridisierung der DNA-tragenden Nylonmembran war nétig, um freie
Membranbindungsflachen zu blockieren und diese somit flir Sondenmolekiile unzuganglich zu
machen. Dazu wurde die trockene Membran fir eine Minute in H,Ogemin. aquilibriert. Danach
konnte diese in 10-15ml Prahybridisierungslosung tberfihrt und bei 58°C fir 2-5h prahybridisiert
werden. AnschlieBend wurde die Prahybridisierungslésung verworfen, die radioaktiv markierte
Sonde zupipettiert und UN hybridisiert. Die Hybridisierungslésung wurde abgenommen und bis zur
weiteren Verwendung fur max. zwei Wochen bei 4°C gelagert. Um unspezifisch gebundene
Sondenmolekile zu entfernen, wurde die Membran 1x fur 2min bei 58°C mit Waschpuffer |
gewaschen. Unter stringenten Bedingungen wurde die Nylonmembran 1x fir 2min bei 58°C mit
Waschpuffer Il gewaschen. Mit dem Handmonitor konnte zwischen den einzelnen Waschschritten
die Abnahme der Radioaktivitat verfolgt werden. Je nach Radioaktivitat der Membran konnte noch
1x far 1-3 min bei 58°C mit Waschpuffer lll gewaschen werden. Nach dem Waschen wurde die
Membran  -luftblasenfrei- in eine  Frischhaltefolie  eingepackt, danach in einer
Autoradiographiekassette mit Verstarkerfolie und Rontgenfilm (Kodak, X-OMAT AR) bei -70°C
exponiert oder mit Hilfe einer Bildplatte und einem Phosphoimager (siehe 2.10.5.4) ausgewertet.
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2.10.5.4 Detektion radioaktiv markierter Nukleinsauren

Eine an Nylonmembran gebundene Radioaktivitét, die von einer mit *P-markierten Oligonukleotid-
Probe ausgeht, kann mit Hilfe eines RoOntgenfilms oder einer Bildplatte mit anschlielender
Bearbeitung an einem Phosphoimager permanent sichtbar gemacht werden.

Nach der Exposition wurden die Rontgenfilme in Kodak LX24 entwickelt (1-2min), eine Minute

gewassert und in Kodak AL4 (1-2min) fixiert.

2.11 Herstellung rekombinanter mCMV mittels BAC- (Bacterial Artificial
Chromosome) Technologie

Die Generierung von mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen in den C-terminalen MHC-
Klasse-I-Ankeraminosduren der immundominanten Peptide IE1 und m164 erfolgte mittels Zwei-
Schritt-Rekombinationsverfahren in E. coli.

Die Insertion einer HA-Epitop-Sequenz aus dem Hamagglutininprotein (HA) des Influenza-A-Virus
in das 3'- bzw. 5-Ende des ORFs m164 wurde mit dem Ein-Schritt-Rekombinationsverfahren
durchgefuhrt.

Alle dazu benétigten Plasmide wurden unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von U. H.
Koszinowski, Max von Pettenkofer-Institut flr Hygiene und Mikrobiologie in Minchen, zur

Verfligung gestellt.

2.11.1 Mutagenese mittels Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren im E. coli Stamm DH10B

Antibiotika-Stammldsungen:
Chloramphenicol (Cam)  34mg/ml (in Ethanol (100%); 1:2000, Cgng=17pg/ml)
Kanamycin (Kan) 10mg/ml (in H2Oreinst., 1:400, Ceng=25ug/ml)

Die Losungen wurden sterilfiltriert und danach bei -20°C gelagert. Die Zugabe der Antibiotika

erfolgte immer nach dem Autoklavieren des Mediums.

LB-Medium: (siehe 2.9.11.1)
LB-Agarplatten: (siehe 2.9.11.2)
Elektrokompetente Bakterien: (siehe 2.9.12.3)

Die Zwei-Schritt-Rekombinationsmutagenese in E. coli wurde in Anlehnung an die Verfahren von
O Connor et al., 1989, Messerle et al., 1997; Borst et al., 1999, 2004 sowie Wagner et al., 1999,
durchgefihrt.
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Alle mCMV-sequenzspezifischen Manipulationen (Mutationen, Umklonierungen, etc.) wurden in
high-copy Vektoren durchgefiihrt. In einem abschlieenden Klonierungsschritt wurde dann das
manipulierte DNA-Fragment in das low-copy Shuttle-Plasmid pST76K_SR (Pésfai et al.,, 1997,
Hobom et al.,, 2000; Borst et al., 2004) ligiert. Um eine effektive und spezifische homologe
Rekombination zwischen Shuttle-Plasmid und mCMV-BAC-Plasmid zu erméglichen, musste die
Mutation von gleich langen Sequenzen, homolog zum Integrationsort (1,5-3kbp zu jeder Seite,
Smith, G. R., 1988), flankiert werden.

|. Cotransformation des Shuttle-Plasmids und Bildung der Cointegrate

50ul elektrokompetente DH10B Bakterien, die das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid enthielten,
wurden mit 1ng Shuttle-Plasmid-DNA elektro-transformiert (siehe 2.9.12.4) und fir 1h in LB-
Medium (ohne Antibiotika) bei 30°C geschiittelt. Danach wurde der gesamte Ansatz auf LB-Cam-
Kan-Platten ausgestrichen und fir 1-2 Tage im Brutschrank bei 30°C inkubiert. Bei diesem ersten
Schritt erfolgt die homologe Rekombination und somit die Bildung von Cointegraten (vollstandige
Insertion der Shuttle-Plasmid-DNA in das mCMV-BAC-Plasmid).

Il. Anreicherung der Cointegrate und Entfernung der Shuttle-Plasmide

Zur Identifizierung von Cointegrat-Klonen wurden 10 Bakterienkolonien von Schritt | auf LB-Cam-
Kan-Platten ausgestrichen (Verdinnungsausstrich!) und GN im Brutschrank bei exakt 43°C
inkubiert. Bei 43°C kdnnen nur Cointegrate, nicht aber Shuttle-Plasmide replizieren, weil bei dieser
Temperatur ein falsch gefaltetes RepA-Protein entsteht das den temperatur-sensitiven
Replikationsursprung pSC101 nicht mehr induzieren kann (Hashimoto-Gotoh et al.,, 1981,
Steinmetz et al., 1983, Blomfield et al., 1991). Dabei ist es essentiell, dass sich groRe Einzel-
Kolonien entwickeln. Kleine Kolonien haben keine Bedeutung! Deshalb kann es notwendig sein,
die Bakterienkolonien ein zweites oder drittes Mal auszustreichen, um grofR3e Einzel-Kolonien zu

erhalten.

I1l. Uberpriifung der Cointegrate (optional)

Bis zu 10 grof3e Einzel-Kolonien von Schritt Il wurden zum Animpfen von je einer 10ml UGN LB-
Cam-Kan-Kultur und zur Isolierung der BAC-DNA (Schnellpraparations-DNA, siehe 2.10.1.2)
verwendet. Nach Bestatigung korrekt inserierter Cointegrate durch Restriktions-Analyse der
Schnellpraparations-DNA mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen (EcoRI, Hindlll und Xbal)

konnten korrekte Klone fir die weitere Mutagenese verwendet werden.

V. Cointegrat-Aufldsung

10 Bakterienkolonien der UGN bei 43°C inkubierten LB-Agarplatten aus Schritt 1l bzw. der
bestétigten Cointegrate aus Schritt Il wurden auf LB-Cam-Platten als Verdinnungsausstrich

ausplattiert und ca. 30h bei 30°C inkubiert. Dieser Schritt konnte optional wiederholt werden, um
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Kolonien zu vereinzeln und zur weiteren Erméglichung der homologen Rekombination. Die
resultierenden Klone sind eine Mischung aus Bakterien mit aufgelésten Cointegraten und

Bakterien mit nicht-aufgelésten Cointegraten.

V. Selektion gegen nicht-aufgeldste Cointegrate

Zur ldentifizierung aufgeloster Cointegrate wurden die Klone aus Schritt IV auf LB-Cam+5% (w/v)
Saccharose-Platten ausgestrichen. Dazu wurde jeweils ein Klon von je einer Platte gepickt,
ausgestrichen und ca. 30h bei 30°C inkubiert. Dieser Schritt musste mindestens 2mal wiederholt
werden. Bakterien mit nicht-aufgeldsten Cointegraten kdnnen unter diesen Bedingungen nicht
replizieren, da sie noch im Besitz des SacB-Gens sind. Das SacB-Gen steht unter der Kontrolle
des Lac-Promotors und dieser wird in Gegenwart von Saccharose aktiviert. Dies fihrt zur
Expression des Exoenzyms Levan-Saccharase, welches die Synthese des Polysaccharids Levan
aus Saccharose katalysiert (Steinmetz et al., 1983; Blomfield et al., 1991). Infolgedessen kommt
es zur Akkumulation von Levan im periplasmatischen Raum mit letalen Konsequenzen fur E. coli
(Gay et al., 1983).

VI. Testen auf aufgeloste Cointegrate

Aufgeldste Cointegrate konnten aufgrund ihrer Kan-Sensitivitat erkannt werden. Daher wurden 100
grofRe Einzelkolonien aus Schritt V parallel auf Platten mit Kan und auf Platten mit Cam UN bei
37°C auf ihre Vermehrung hin getestet. Dabei ist es wichtig zuerst die Kan- und dann erst die
Cam-Platte zu beimpfen. Es sollten mindestens 80% der Klone Kan-sensitiv sein. Gelegentlich
bleibt die Kan®®® erhalten; dann kann es helfen, zuriick zu Schritt IV zu gehen.

VIl. Charakterisierung Kanamycin-sensitiver Klone

Von 10 Kan-sensitiven Bakterienkolonien wurde je eine 10ml LB-Cam UN Kultur angeimpft und bei
37°C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag wurde die BAC-DNA isoliert (siehe 2.10.1.2) und
diese mittels Restriktions-Analyse charakterisiert. Weiterhin wurden von diesen Klonen
Glycerolkulturen angelegt und bei -70°C gelagert. Da in dieser Arbeit Uberwiegend mCMV-
Mutanten mit Punktmutationen generiert wurden, konnten diese nach einer Restriktions-Analyse
nicht direkt identifiziert werden. Jedoch konnte durch Restriktions-Analyse die globale Integritat
des mCMV-Genoms bestatigt werden. Dieses kann in seltenen Fallen Deletionen aufweisen, da es
als Folge der transienten Expression des RecA-Proteins zu Instabilitaten, durch unerwiinschte
intramolekulare Rekombinationsereignisse im mCMV-BAC-Genom kommen kann (Horsburgh et
al.,, 1999; Smith and Enquist, 1999). Zur Identifizierung der Punktmutationen musste mit der
isolierten BAC-DNA zunachst eine PCR (siehe 2.10.4.1) durchgefuihrt werden. Die Amplifikate
wurden in einem Agarose-Gel aufgetrennt, anschlieend aus dem Gel eluiert (siehe 2.9.6) und
dann sequenziert (siehe 2.10.4.3). Statistisch sollten 50% der Klone dieser Kolonien das korrekt
mutierte mCMV-BAC-Plasmid enthalten.
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VIII. Virusrekonstitution:

Die abschlieBende Virusrekonstitution erfolgte in MEF. Dazu wurde von positiv sequenzierten
Klonen eine Isolierung von mCMV-BAC-DNA mit Nucleobond PC 500 durchgefiihrt (siehe
2.10.2.2). Um die Qualitat der isolierten mCMV-BAC-DNA zu Uberprifen, wurde noch einmal eine
Restriktions-Analyse durchgefiihrt. Ergab die abschlieRende Auftrennung der restringierten
mCMV-BAC-DNA im Agarose-Gel ein korrektes Bandenmuster (siehe Abb. 3.9), dann war die
DNA-Qualitat hoch und die mCMV-BAC-DNA konnte in MEF transfiziert werden (siehe 2.4.4.1).

2.11.2 mCMV-BAC-Mutagenese durch das Ein-Schritt- Rekombinationsverfahren im
E. coli Stamm DH10B

Antibiotika-Stammldsungen:
Chloramphenicol (Cam)  34mg/ml (in Ethanol (100%); 1:2000, Cgng=17pg/ml)
Kanamycin (Kan) 10mg/ml (in H2Oreinst., 1:400, Ceng=25pg/ml)
Ampicillin (Amp) 100mg/ml  (in HyOreinst., 1:2000, Cgng=50ug/ml)
Die Ldsungen wurden sterilfiltriert und danach bei -20°C gelagert. Die Zugabe der Antibiotika

erfolgte immer nach dem Autoklavieren des Mediums.

LB-Medium: (siehe 2.9.11.1)

LB-Agarplatten: (siehe 2.9.11.2)

Glycerin-Lésung: 10% (v/v), frisch angesetzt, steriffiltriert.

L-Arabinose-L6sung: 10% (w/v), frisch angesetzt, sterilfiltriert. (L-Arabinose, Sigma-

Aldrich Minchen, Nr. A-3256)

Die Durchfiihrung der Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese von mCMV-BAC-Plasmiden erfolgte
in Anlehnung an die Arbeiten von Oliner et al.,, 1990, Zhang et al., 1997 sowie inshesondere

Wagner & Koszinowski 2004.

2.11.2.1 Transformation des Plasmids pKD46, Herstellung elektrokompetenter und
Arabinose-induzierter Bakterien

Zur Durchfihrung der Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese muss zuerst die Transformation des
Plasmids pKD46 (pKD46 exprimiert die fir die Rekombination benétigten Red-Rekombinations-
Proteine, Datsenko & Wanner, 2000) in kompetente DH10B-Bakterien, die bereits das zu
mutierende mCMV-BAC-Plasmid enthalten, erfolgen. Anschlie@end wird durch Zugabe von L-
Arabinose die Expression der Rekombinations-Proteine exo, bet -und gam induziert. Erst nach
diesen beiden Schritten kdnnen die Bakterien fir die Elektrotransformation vorbereitet werden.

50ul elektrokompetente DH10B Bakterien, die das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid enthielten,
wurden mit 5ng pKD46 elektro-transformiert (siehe 2.9.12.4) und anschlieBend fur 1h in LB-
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Medium (ohne Antibiotika) bei 30°C geschiittelt. Danach wurde 1/10 Ansatz auf LB-Cam-Amp-
Platten ausgestrichen und UN im Brutschrank bei 30°C inkubiert. Das low-copy Plasmid pKD46
besitzt den Temperatur-sensitiven Replikationsursprung pSC101 und repliziert bei 30°C
(Temperaturen >37°C fuhren zum Verlust des Plasmids, siehe 2.11.1).

Am néachsten Tag wurde eine Einzelkolonie zum Animpfen einer 5ml LB-Cam-Amp-Vorkultur
gepickt und GN unter Schiitteln (240upm) bei 30°C inkubiert. Mit 2ml dieser Vorkultur wurden
200ml einer frisch hergesteliten LB-Cam-Amp 0,1% (v/v) L-Arabinose-Losung (2ml frisch
hergestellte 10% (w/v) L-Arabinose + 198ml LB-Cam-Amp-Medium) angeimpft und solange bei
30°C geschittelt (240upm) bis die ODgg zwischen 0,3 und 0,5 lag (ca. 2 bis 2,5h). War sie hoher,
wurde der Ansatz verworfen. Nach erreichen der gewiinschten ODgoo Wurde die Bakterienkultur
unverziglich fur 15min auf Eis gekuhlt und anschlieBend fur 10min mit 7000upm (4°C, mit
vorgekiihltem Rotor SLA-3000, Sorvall RC 5C Plus) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Bakterienpellet auf Eis in 10ml 10% (v/v) Glycerin-Losung mit einer 5ml Glaspipette
resuspendiert, danach mit 200ml 10% (v/v) Glycerin-Lésung versetzt und erneut zentrifugiert
(siehe oben). Dieser Schritt wurde 2mal wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand dekantiert und mit einem Papiertuch die am oberen Zentrifugenbecherrand
vorhandene Glycerin-Losung entfernt. Das Bakterienpellet wurde in einem Gesamtvolumen von
900ul 10%iger (v/v) Glycerin-Lésung resuspendiert (in den meisten Fallen waren die geringen
Reste an 10%iger (v/v) Glycerin-Lésung im Zentrifugenbecher daflir ausreichend). Danach
konnten ca. 6 Aliquots a 60ul auf 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefale (in Trockeneis vorgekihit)

verteilt, sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert werden.

Bemerkungen:
« Alle Praparationsschritte missen auf Eis erfolgen und alle Materialien (z.B. 5ml Glaspipette

zum Resuspendieren der Bakterien; Rotoren fur die Zentrifuge!!!) auf 4°C vorgekuihlt sein!
Zu warme Bedingungen kdnnen zum kompletten Verlust der Kompetenz fuhren!

« Die Expression der Rekombinasen auf dem Plasmid pKD46 kann in Gegenwart von
Glucose reprimiert werden, deshalb ist es essentiell dem LB-Medium keine Glucose
zuzusetzen.

» Die Expression der Rekombinasen kann zu Instabilitaten im mCMV-BAC-Genom fuhren, da
es zu nicht erwinschten intramolekularen Rekombinationsereignissen zwischen sich
wiederholenden Gensequenzen, innerhalb des mCMV-BAC-Plasmids kommen kann. Eine
geringere Menge an exprimierten Rekombinasen in den Bakterien erniedrigt zwar das
Risiko der BAC-Instabilitat, fuhrt gleichzeitig aber auch zu einer geringeren Insertions-
Effizienz des DNA-Rekombinations-Fragments. Deshalb kann es nétig sein, die Integritéat
des mCMV-BAC-Plasmids nach der Praparation der elekirokompetenten Bakterien zu
testen. Im Falle einer Instabilitdt sollte die Induktionszeit mit 0,1% (w/v) L-Arabinose

reduziert werden.
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Es scheint, dass die Rekombinationseffizienz bei Bakterien die bei einer ODgo < 0,4
gewachsen sind etwas hoher lag.

Nach Abschluss der Kompetenzinduktion muss diese Uberpriift werden. Dabei sollte bei
einer Transformation eines Standard high-copy Plasmids mindestens 10%cfu/pg DNA
erreicht werden. Die Kompetenz von chemisch kompetenten Bakterien ist nicht

ausreichend.

2.11.2.2 Herstellung und Aufreinigung des PCR-Fragments mit viralen Homologien

an den Enden

Die PCR wurde im Prinzip wie unter 2.10.4.1 beschrieben mit der QIAGEN ProofStart DNA-

Polymerase durchgefuhrt. Zur Amplifikation des Kanamycin-Resistenzgens aus dem Plasmid

pGP704Kan (freundlicherweise von M. Messerle, Universitat Hannover, zur Verfigung gestellt)

wurden Oligonukleotide verwendet, die bis zu 70bp lange bei der ersten PCR-Runde nicht mit der

Template-DNA hybridisierende 5’-Enden besitzen. Dazu mussten folgende Bedingungen gewahit

werden:

ProofStart PCR-Ansatz fur PE-Cycler:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10xProofStart PCR Puffer 5ul 1x
dNTP-Mix (10mM jedes) 1,5u 300uM je ANTP
Primer-for (10pmol/pl) 2,5ul 0,5uM
Primer-rev (10pmol/ul) 2,5ul 0,5uM
ProofStart DNA-Polymerase 1pl 2,5U
H,O variabel
Matrizen-DNA
DNA variabel (max. 5pl) 3-10ng Matrizen-DNA
Endvolumen 50ul O
ProofStart PCR-Profil, fur PE-Cycler:
Bemerkungen
. - ) ) Aktivierung der ProofStart DNA-
Initialer Aktivierungsschritt 5min 95°C
Polymerase

Touch-down PCR:
Denaturierung 30s 94°C
Annealing 2min 62°C Start immer bei 62°C
Extension 2min/~1kbp 68°C

Zyklenzahl 18 62-45°C

pro Zyklus Temperatur um 1°C
erniedrigen
Abschlie3end: 12x[30s, 94°C; 2min, 45°C; 2min/~1kbp, 68°C]; o« 4°C

Um eine erfolgreiche PCR mit dem gewlnschten PCR-Fragment zu bestatigen, wurden 5ul des

PCR-Ansatzes mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.9.5) untersucht. Waren die

Bedingungen optimal (d.h. Detektion nur eines spezifischen PCR-Produkts) wurden insgesamt
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noch 5 weitere PCR-Ansatze durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte eine Gel-Aufreinigung der PCR-
Ansatze mit Hilfe des QIAquick Spin Gel Extraction-Kits (siehe 2.9.6). Die Elution der DNA von den
dafur verwendeten 6 Saulen erfolgte mit je 50ul Elutions-Puffer. Nach Vereinigung der Eluate
wurde direkt eine Ethanol-Féallung (siehe 2.9.2) durchgefiihrt und die DNA in 25ul HyOreinst. geltst.
Kurzzeitig konnte die DNA bei -20°C gelagert werden.

Bemerkungen:

« Die Entfernung aller Reste an Matrizen-DNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms Dpnl ist nicht
notig, da das Plasmid pGP704Kan Apir-abhangig repliziert und somit in dem E. coli Stamm
DH10B nicht replizieren kann.

» Binding-Site 5’-PCR-Oligonukleotid auf dem Plasmid pGP704Kan: 5AGG ACG ACG ACG
ACA AGT AA 3
Binding-Site 3'-PCR-Oligonukleotid auf dem Plasmid pGP704Kan: 5° CAG GAA CAC TTA
ACGGCTGA 3

e Die bei der PCR verwendeten und bis zu 90 Nukleotide langen Oligonukleotide wurden
grundsatzlich durch HPLC gereinigt und ausschlieZlich von der Firma Metabion GmbH in
Miinchen bezogen.

e Damit spater der Selektionsmarker Kanamycin mit Hilfe der FLP-Rekombinase aus dem
mMCMV-BAC-Plasmid entfernt werden kann, muss dieser zuvor von FRT-
Erkennungssequenzen flankiert worden sein. Dies wird wahrend der PCR mit dem Plasmid
pGP704Kan realisiert.

e Fur eine erfolgreiche Homologe Rekombination zwischen dem PCR-Fragment und der
mMCMV-BAC-DNA wird ein Homologiebereich von 40bp bendtigt.

« Der Bereich zwischen Oligonukleotid-Bindungsort und viralem Homologie-Arm kann fur das
Einfligen von zusatzlicher DNA-Sequenz genutzt werden, wie z.B. in der vorliegenden
Arbeit fur die Insertion einer HA-Epitop-Sequenz (aus dem Hamagglutininprotein des
Influenza-A-Virus) an das 3'- bzw. 5’-Ende des ORFs m164 aus mCMV.

2.11.2.3 Transformation des PCR-Fragments in Arabinose-induzierte Bakterien

5ul (0,5-1,5ug DNA) des in 25ul H,O vorliegenden PCR-Fragments wurden durch Elektroporation
(2,5kV; 200Q; 25mF, Gene-Pulser, BIO-RAD, siehe 2.9.12.4) in 60ul der praparierten DH10B
(siehe 2.11.2.1) transformiert. Nach sofortiger Zugabe von 1ml LB-Medium wurden die Bakterien
ohne Antibiotika-Zusatz fur 1,5h bei 37°C geschittelt und dann wurde der gesamte
Transformationsansatz auf LB-Cam-Kan-Platten ausgestrichen. Wahrend einer Inkubation N
(mind. 12-16h) bei 37°C konnten Bakterienkolonien mit erfolgreich mutierten mCMV-BAC-

Plasmiden entstehen. Zur weiteren Analyse wurden 10-20 Klone gepickt, 10ml UGN Kulturen
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angeimpft, BAC-DNA isoliert (siehe 2.10.1.2) und diese nach Restriktion z.B. mit Eco RI im

Agarose-Gel analysiert.

Bemerkungen:
e Immer frische Elektroporations-Kivetten (O 0,2cm, BIO-RAD) verwenden und diese 30min
auf Eis vorkuhlen.
 Da nach der Transformation des PCR-Fragments nicht  mehr  mit
Ampicillin/Chloramphenicol selektioniert wird, sondern mit Kanamycin/Chloramphenicol,

kommt es in der Regel zum Verlust des Plasmids pKD46 (Besitzt Amp~©®).

2.11.2.4 Exzision des mit FRT-Sequenzen flankierten Selektionsmarkers

Zur Entfernung des Selektionsmarkers Kanamycin aus dem mutierten mCMV-BAC-Plasmid nach
der Mutagenese wurden DH10B-Bakterien, die das mutierte mCMV-BAC-Plasmid enthielten,
chemisch kompetent (siehe 2.9.12.1) gemacht und anschlieend mit dem Plasmid pCP20 (2-10ng)
transformiert (siehe 2.9.12.2) und bei 30°C fur 1h inkubiert. 1/10 Vol. des Transformationsansatzes
wurde auf LB-Cam-Amp-Platten ausgestrichen und UN bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Hierbei
wird durch die vom pCP20-Plasmid exprimierte FLP-Rekombinase das Herausschneiden des
Selektionsmarkers (Kanamycin) erméglicht. Am nachsten Tag wurden 5 Einzelkolonien gepickt,
auf LB-Cam-Platten ausgestrichen und bei 43°C UN inkubiert (Verlust des pCP20-Plasmids, vgl.
2.11.1 1I). Dann wurden 50-100 Kolonien auf Sensitivitdt gegen die vom herausgeschnittenen
Selektionsmarker vermittelte Antibiotikaresistenz getestet. Dazu wurden die Einzelkolonien parallel
auf Platten mit Kanamycin und auf Platten mit Chloramphenicol UN bei 37°C auf Vermehrung
getestet. Dabei ist es wichtig, zuerst die Kanamycin- und dann erst die Chloramphenicol-Platte zu
beimpfen. Im Idealfall ist nur auf der Chloramphenicol-Platte ein Wachstum zu beobachten. Klone,
die auf beiden Platten wachsen konnten, fanden keine weitere Verwendung, da diese immer noch
den Selektionsmarker enthielten. Von 10 Kanamycin-sensitiven Bakterienkolonien wurde je eine
10ml LB-Cam UN Kultur angeimpft und diese bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die BAC-DNA isoliert (siehe 2.10.1.2), anschlieRend mittels Restriktions-Analyse

charakterisiert und entsprechend wie in Kapitel 2.11.1 VII-VIII beschrieben weiter verarbeitet.

2.12 Immunologische Methoden
2.12.1 ELISpot (Enzyme linked immuno spot)-Assay

In Analogie zum ELISA (Enzyme linked immunosorbent) -Assay werden auch beim ELISpot-Assay
Zytokine mit Hilfe von Antikérper-Paaren nachgewiesen, die an verschiedene Epitope des gleichen
Zytokins binden. Im Gegensatz zum ELISA, bei welchem die Menge an sezerniertem Zytokin im
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Uberstand gemessen wird, konnen beim ELISpot-Assay Zytokin-sezernierende Zellen auf
Einzelzellebene nachgewiesen werden. Da die Spotgro3e mit der Menge an sezerniertem Zytokin
korreliert, ermoglicht der ELISpot-Assay sowohl eine quantitative Erfassung der Zahl reaktiver
Zellen, als auch die Beurteilung der Intensitat der induzierten Aktivierung.

Die wahrend der Inkubationsphase sezernierten Zytokine binden unmittelbar an die mit
Primérantikdrper beschichtete, unterhalb der Zellen befindliche Nylonmembran der
Mikrotiterplatten. Die gebundenen Zytokine kénnen mit Hilfe eines biotinylierten
Sekundarantikorpers, Streptavidin-Peroxidase und eines Chromogens visualisiert werden.
Einzelne Zytokin-sezernierende Zellen fihren somit zur Bildung so genannter Spots. Die Anzahl
der Spots entspricht dabei der Anzahl Zytokin-sezernierender Zellen. (Taguchi et al., 1990;
Miyahira et al., 1995).

Puffer fur Priméarantikérper (Coating-P uffer):
Stammldsung A:  Na,COs 150mM  105,99gmol™  1,59g ad 100ml H;Ogemin.

Stammlésung B: Na,CO3;xH,O 150mM  84,01gmol™ 2,93g ad 100ml H2Ogemin.
Jeweils 1ml A + 1ml B ad 10ml H;Ogemin. Mit Stammldésung B auf pH 9,6 einstellen.

Puffer fur Sekundéarantikdrper (Dilutions-P uffer):

PBS + 1% (v/v) einer 23,3%igen BSA-Losung (Ortho Diagnostic Systems, Neckargemiind; Nr.
959311). Ansatz fur eine ELISpot-Platte: 5,5ml PBS + 60ul BSA-Losung

Bemerkung: Die beiden Antikdrper-Puffer am Versuchstag frisch ansetzen.

Wasch-Puffer:
Tween20 0,25% (viv) 1,25 ml
mit PBS ad 500 ml

Na-Acetat-Puffer pH 5.0:

NaAcx3H,0 34 mM 136,08 gmol'l 459 ¢

Essigséure 16 mM 60,05 gmol™* 979 ul
mit H,Ogemin. @d 1000 ml

HRPO (Horseradish peroxidase)-Streptavidin Konjugat:

Img in 1ml H>Ogemin. 16sen, wenn frisch mindestens 1h vor Gebrauch ansetzen, Lagerung bei 4°C.

Konjugat-Verdiinnungs-P uffer:
FCS 5% (viv) 250
mit Wasch-P uffer ad 5 ml




2. Material und Methoden 79

Medium: MEM-ALPHA + 10% (v/v) FCS

Weiterhin werden benétigt:
* Antigenprasentierende Zellen (APZ): P815-B7
*  mCMV-Peptide (siehe 2.3.4) zum Beladen der APZ

»  Hybridom Ziellinie zur polyklonalen Stimulation von T-Zellen: 145-2C11
« Effektor-Zellen

*  3-Amino-9-ethyl-Carbazol (AEC), (Sigma-Aldrich, Minchen; Nr. A-6926)
*  96-Well-Nylonmembran-Platten (Nunc, Wiesbaden, Nr. 256154)

Zur Beschichtung der Membran einer 96-Well-Nylonmembran-Platte wurden 55ul/Well einer
Verdlnnung des Priméarantikdrpers pipettiert, die zuvor mit frisch angesetztem Coating-P uffer auf
eine Endkonzentration von 5ug/ml eingestellt worden war. Der Ansatz wurde UN bei 4°C inkubiert.
Am nachsten Tag wurde die Platte 4mal jeweils im Abstand von 15min mit H,Oeinst. gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Blockierung freier Membranbindungsstellen mit 200ul Medium pro Well
far mindestens 1h bei 37°C.

Die APZ (P815-B7) wurden geerntet, gewaschen (5min, 1400upm, Heraeus Megafuge 2.0),
gezahlt und auf eine Zellzahl von 1x10°/50ul pro Well eingestellt. Zum Nachweis Peptid-
spezifischer T-Zellen wurden die APZ zusatzlich mit dem korrespondierenden Peptid
(Endkonzentration: 10°M) fiir 2h bei 37°C inkubiert.

Die Effektor-Zellen wurden nach ihrer Aufarbeitung (siehe 2.12.2) ebenfalls gewaschen, gezahlt
und anschlieBend so titriert, dass Bestimmung der Spotanzahl in mindestens zwei
Verdlnnungsstufen zur statistischen Auswertung der Ergebnisse herangezogen werden konnte.
Nach der Blockierung wurde das alte Medium entfernt und 50ul/Well frisches Medium vorgelegt.
Danach wurden jeweils 50l der APZ und 50ul der Effektoren in Triplikaten zupipettiert und GN (12-
18h) bei 37°C im Brutschrank co-kultiviert.

Danach wurden die Zellen durch 10maliges Waschen mit 200pl/Well Waschpuffer entfernt. Der
Sekundarantikdrper wurde in Dilutions-Puffer auf 1ug/ml verdinnt, in 50ul/Well auspipettiert und
fur 2h bei 20-22°C inkubiert. Im Anschluss daran wurden ungebundene Sekundarantikérper-
Molekllle durch 5maliges Waschen mit 200ul/Well Waschpuffer entfernt. Anschlieend wurden
60ul des HRPO-Streptavidin-Konjugates, das zuvor 1:250 in Waschpuffer + 5% (v/v) FCS verdiinnt
worden war, in jedes Well gegeben und fir weitere 2h bei 20-22°C belassen. Nach der Inkubation
wurde die Platte erneut 5mal mit Waschpuffer gewaschen.

Die Visualisierung der sezernierten Zytokine erfolgte durch Zugabe des Meerettichperoxidase-
Substrats AEC. Dazu wurden 20mg (1 Tablette) AEC in 2,5ml Dimethylformamid geldst, mit 47,5ml
Na-Acetat-Puffer gemischt, mit 25ul 30%igem H,O, versetzt und filtriert (0,8um). In jedes Well

wurden 70ul pipettiert. Die Farbereaktion wurde nach ca. 10min durch 3maliges Waschen mit
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H,Oreinst. gestoppt. Schlielich wurde die Membran von der Platte abgezogen und an der Luft

getrocknet. Die Auswertung erfolgte bei 10-facher VergroRerung mit Hilfe eines Stereomikroskops.

2.12.2 Gewinnung von Lymphozyten aus Organen

2.12.2.1 Milz

Die Isolierung von CD8 T-Lymphozyten aus Milzzellen latent-infizierter M&ause erfolgte frihestens 3
Monate nach mCMV-Infektion. Die Milzzellen wurden vor der Verwendung als Effektoren im
ELISpot-Assay grundsétzlich einer CD8 T-Zellsortierung mit Hilfe des CD8-MACS-Separation-

Systems (siehe 2.12.3) unterzogen.

Red Blood Cell Lysing Buffer (RBLB): (Sigma-Aldrich, Nr. R 7757)
Medium: RPMI + 5% (v/v) FCS

Die Milzen wurden steril entnommen und in ein mit Medium gefilltes 4ml Réhrchen Gberfihrt.
AnschlieBend wurden die Organe auf einem Metallsieb zerrieben, das auf dem Bodenteil einer
Petrischale auflag. Das Sieb wurde mit Medium gespult und die aufgefangene Zellsuspension
pelletiert (5min, 1900upm, Megafuge 2.0 Heraeus). Zur Erythrozytenlyse wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet in RBLB (2mlI/Milz) resuspendiert und 1-2min bei 20-22°C geschwenkt.
Danach wurden die Zellen 2-3-mal mit Medium gewaschen, bis der Uberstand klar war. Das
Zellpellet wurde dann in einem definierten Vol. MACS-Puffer (siehe 2.12.3) aufgenommen, Uber

ein Nylonsieb (100um, Falcon) filtriert und die Zellzahl (siehe 2.4.2) bestimmt. Die erwartete

Zellzahl in der Milz eines 5 Monaten alten, unbehandelten Tieres liegt bei etwa 1x10° Zellen/Milz.

2.12.2.2 Lymphknoten

Die isolierten T-Lymphozyten aus Lymphknoten wurden vor der Verwendung im ELISpot-Assay
grundsatzlich einer CD8 T-Zellsortierung mit Hilfe des CD8-MACS-Separation-Systems (siehe
2.12.3) unterzogen.

Medium: RPMI + 5% (v/v) FCS

Die ipsilateralen poplitealen Lymphknoten von intraplantar mCMV-infizierten Mausen wurden 8
Tage p.i. steril entnommen und in ein mit Medium gefllites Réhrchen gegeben. AnschlieRend
wurden die Lymphknoten auf einem Metallsieb zerrieben (Vgl. 2.12.2.1). Das Sieb wurde mit
Medium gespult und die aufgefangene Zellsuspension pelletiert (5min, 1900upm, Megafuge 2.0
Heraeus). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet 2mal mit Medium gewaschen.
Danach wurde das Pellet in einem definiertem Vol. MACS-Puffer (siehe 2.12.3) aufgenommen,
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Uber ein Nylonsieb (100um, Falcon) filtriert und die Zellzahl (siehe 2.4.2) bestimmt. Die erwartete

Zellzahl eines unbehandelten Tieres liegt bei etwa 1x10° Zellen/Lymphknoten.

2.12.3 Magnetische Anreicherung CD8-positiver T-Lymphozyten (MACS)

Das Prinzip der magnetischen Zellanreicherung basiert auf der Bindung monoklonaler Antikdrper
an deren Fc-Teil paramagnetische Partikel aus Fe-(I)-Oxid kovalent gebunden sind. Binden diese
als MicroBeads bezeichneten Partikel spezifisch an das entsprechende Epitop auf der
Zelloberflache, dann werden sie im Magnetfeld in der Matrix der Separationseinheit (LS-Saule,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach; Nr. 130-042-401) zuriickgehalten, wahrend ungebundene
Zellen durchlaufen. Die Elution der Zellen erfolgt durch Spillen der Saule auRerhalb des

Magnetfeldes.

MACS-Puffer:
BSA 0,5% (w/v) 25 ¢
EDTAx2H,0 2 mM 372,24 gmol* 0,372 ¢

mit PBS ad 500 ml

Ldsung sterilfiltrieren (0,2um) und bei 4°C lagern.

Medium: MEM-ALPHA + 10% (v/v) FCS

Weiterhin werden benétigt:
« MACS Multistand Miltenyi Biotec; Nr. 130-042-303
* MidiMACS Miltenyi Biotec; Nr. 130-042-302

Nachdem die Zellen aufgearbeitet (siehe 2.12.2.1 bzw. 2.12.2.2) waren, wurden sie erneut in
MACS-Puffer gewaschen (5min, 2500upm, Eppendorf 5414C) und anschlieBend wurde die
Zellzahl ermittelt. 1x10” Zellen wurden in 90ul MACS-Puffer resuspendiert und es erfolgte die
Zugabe von 10l CD8a MicroBeads (siehe 2.1.6). Da die maximale Kapazitat einer LS-S&ule 10°
positiv-markierte Zellen betrégt, wurden, um Verstopfungen der Saulen-Matrix zu vermeiden,
héchstens 5x10’ positiv-markierte Zellen pro Saule aufgetragen. Danach wurde der Ansatz fir
15min bei 4°C inkubiert, anschlieBend 2mal mit MACS-Puffer gewaschen (10min, 1700upm,
Eppendorf 5414C) und in 500ul MACS-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde dann auf die
zuvor 2mal mit ca. 4ml MACS-Puffer &quilibrierte, im Magnetfeld befindliche LS-Saule gegeben.
Waéhrend dieses Schrittes binden die mit MicroBeads markierten CD8-positiven Zellen an die
Matrix, wohingegen unmarkierte Zellen die Saule passieren. Danach wurde die Saule mit ca. 4ml

MACS-Puffer gesplilt. Die Elution der positiv angereicherten Zellen erfolgte aul3erhalb des
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Magnetfeldes mit 4ml MACS-Puffer. Danach wurden die CD8-positiven Zellen 2mal mit Medium
gewaschen (5min, 2500upm, Eppendorf 5414C). Nach Bestimmung der Zellzahl, wurden die CD8
T-Zellen in einem definierten Vol. Medium aufgenommen. Zur Erhéhung der Reinheit konnten die

Zellen ggf. ein zweites Mal Uber eine LS-Saule gegeben werden.

2.13 Histologie

2.13.1 Vorbereitung der Organe fir die histologischen Farbungen

Um die Zahl der infizierten Zellen nach Infektion mit rekombinanten Cytomegaloviren in situ im

Zeitverlauf vergleichen zu kdnnen, wurde die Leber histologisch untersucht.

Formalin (gepuffert)

KH;PO, 67 mM 136,09 gmol™ 9,07 ¢
Na,HPO,xH,O 84 mM 177,99 gmol* 14,95 ¢
Formalin 37% (viv) 140 ml

mit H,Ogemin. @d 1000 ml
Den pH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen.

|. Dehydratisierung und Paraffineinbettung der Gewebestlicke

Fur die histologische Farbung wurde die Einbettung in Paraffin gewahlt, da diese eine sehr gute
Strukturerhaltung der Gewebe ermdglicht. Die entnommenen Organe wurden in 4% (v/v)
gepuffertem Formalin fir ca. 18h fixiert und anschlief3end fir 2h in Leitungswasser gewaschen. Da
Wasser mit Paraffin nicht mischbar ist, muss es durch eine aufsteigende Alkoholreihe aus den
Geweben entfernt werden. Um osmotisch bedingte Zellschadigungen zu vermeiden, muss der
Wasserentzug in kleinen Schritten erfolgen. Nach vollstdndiger Dehydrierung der Organe wurden
diese in Xylol inkubiert und anschliel3end in Paraffin eingebettet. Dazu wurden die Objekte jeweils
far 45min in 20% (v/v), 40%, 60%, 80%, 90% und 3x in 100% (v/v) Isopropanol inkubiert. Danach

folgten Inkubationen in reinem Xylol (3x 1h) und in reinem Paraffin bei 55°C (1x 4h, 1x 8-16h, 1x
4h) bevor die Organe in heiRem Paraffin (50-70°C) eingeblockt wurden.

Il. Anfertigung von Gewebeschnitten:

Zum Schneiden der Blockchen wurden diese bei -20°C eingefroren und am Mikrotom mit einer
Schnittdicke von 2um geschnitten. Die Serienschnitte wurden zuerst im Kaltwasserbad (20°C)
aufgefangen und dann im Warmwasserbad (40°C) gestreckt, um auf einen Objekttrager
aufgezogen werden zu koénnen. Zur Glattung, Trocknung und Anheftung der Schnitte auf den

Objekttragern wurden diese UN im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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[ll. Deparaffinierung und Rehydratisierung:

Damit die Objekte weiteren Behandlungen unterzogen werden konnten, musste zunachst das

Paraffin entfernt und mussten die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert

werden.

Deparaffinierung:

Rehydratisierung: .

3 x5 min mit Xylol

2 x 3 min mit 100 % (v/v) Isopropanol

je 1 x 3 min mit 90 % (v/v) / 70 % / 50 % Isopropanol

1 x 2 min mit H>Ogemin.

2.13.2 mCMV-IE1l-Immunhistochemie

10xTBS-Puffer
Tris 1
NaCl 1,5

BSA-TBS-Stammlésung

BSA 10% (Wiv)

Losung bei -20°C lagern, Gebrauchslésung 1% (v/v) in 1XTBS, ebenfalls bei -20°C lagern.

Trypsin-LOsung

KCI 2,7
NaCl 137
KH;PO, 15

Na,HPO,x2H,0 8,1
EDTAx2H,0 3,4

M
mM

mM
mM
mM
mM
mM

121,1
58,44

Mit HCI pH 7,4 einstellen, Gebrauchslésung 1xTBS-Puffer.

mit 1xTBS ad

74,6

58,44
136,09
177,99
372,24

mit H>Ogemin. ad

gmol™*

gmol™*

gmol™*
gmol™*
gmol™
gmol™*

gmol™*

121,1 g
87,6 g
1000 ml

10
100

0,2
8
0,2
1,44
1,25

1000

g
ml

Den pH-Wert der Lésung mit NaOH auf 7,4 einstellen, autoklavieren und danach 1,25g Trypsin
(2:250, Difco, USA) zugeben.

Mit mCMV infizierte Zellen kénnen immunhistochemisch (IHC) mit einem anti-mCMV-IE1 (pp89)-

spezifischen Antikdrper (Croma 101) nachgewiesen werden. Die rehydratisierten Gewebeschnitte
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wurden zur Permeabilisierung 15min bei 37°C in Trypsin-Losung inkubiert und danach 3x 1min in
H2Ogemin. gewaschen.

Endogene Peroxidasen wurden mit Methanol-H,O, (30ml Methanol, 30ml PBS und 1ml 30% (v/v)
H,0,) durch 30min Inkubation bei 20-22°C inaktiviert. AnschlieRend wurden die Objekte 3x 1minin
TBS gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen wurden die Schnitte
mit 1:10 verdinntem Kaninchenserum in 1% (v/iv) BSA-TBS fur 20min bei 20-22°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Danach wurde das Serum durch leichtes Abklopfen von den
Objekttragern entfernt.

Die Markierung der Schnitte mit dem IE1-spezifischen monoklonalen Antikdrper Croma 101 [1:500
verdiinnt in 1:10 verdinntem Kaninchenserum (in 1% (v/iv) BSA-TBS)] erfolgte bei 37°C fir 1h.
Nichtgebundene Antikdrper wurden durch 3x Waschen in 1xTBS entfernt. Im Anschluss daran
wurden die Gewebeschnitte in einer feuchten Kammer fir 30min bei 20-22°C mit dem
biotinylierten polyklonalen Ziege Antikdrper gerichtet gegen Maus IgG (Fab) (siehe 2.1.6) (1:200 in
1% (v/v) BSA-TBS verdiinnt) inkubiert.

Inzwischen konnte der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex angesetzt werden (Vectastain ABC Kit
PK-4000: 10pl Reagenz A + 10ul Reagenz B ad 1ml mit 1% (v/v) BSA-TBS, 30min Inkubation bei
20-22°C). Nach Entfernung der Antikdrper durch 3x Waschen fir eine Minute in 1xTBS erfolgte
eine 30minltige Inkubation (feuchte Kammer) der Objekte mit dem frisch angesetzten Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex. Nichtgebundene Komplexmolekiile wurden durch Waschen in 1x TBS
(3x15min) entfernt.

Die Substratreaktion wurde durch Zugabe von Farbelosung (10mg Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB) + 75mg NiSO4x6H,0 in 50ml Tris-Puffer I6sen, filtrieren und anschlielend
17ml 30% (v/v) H,O, zugeben) gestartet, wobei DAB als Substrat fir die Peroxidase diente und
Nickelsulfat die Farbung durch Bildung eines schwarzen Prazipitates verstarkte. Die Farbereaktion
wurde nach 10min durch Waschen in 1x TBS (3% 1min) abgestoppt.

AnschlieBend wurden die Objekte 3s mit Hamalaun (Hamalaun nach Mayer) gegengefarbt,
wodurch sich die Zellkerne nicht-infizierter Zellen blau féarbten. Abschlielend wurden die
Gewebeschnitte in einer schnell aufsteigenden Isopropanolreihe fur jeweils 30s in 50% (v/v), 70%,
90% und 2x in 100% (v/v) Isopropanol dehydratisiert, an der Luft getrocknet, 3x kurz in Xylol
geschwenkt und durch Einbetten in das synthetische Einschlussmittel Entellan dauerhaft
konserviert.

Danach wurde die Zahl IE1-positiver Zellen pro Flache Gewebeschnitt (iiblicherweise 10mm?)

mittels Durchlichtmikroskopie bestimmit.
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3  Ergebnisse

Die Lunge ist ein Hauptort von CMV Pathogenese, Latenz und Reaktivierung. Im BALB/c
Modellsystem der murinen CMV-Infektion nach experimenteller KMT terminieren infiltrierende
antivirale CD8 T-Zellen die akute, produktive Infektion der Lunge und verhindern so eine
disseminierte interstitielle Pneumonie (Podlech et al., 2000). Das virale Genom verbleibt im
Lungengewebe in einem nicht-replikativen Zustand (Kurz et al., 1997) der im Sinne der Definition
von Roizman & Sears (1987) als molekulare Latenz bezeichnet wird. Das virale Genom ist aber
nicht transkriptionell inaktiv (Kurz et al., 1999a, b; Grzimek et al., 2001). Die unter der Kontrolle des
Major Immediate Early Enhancer (MIE) stehenden Gene iel und ie2 werden zu jedem Zeitpunkt in
der Lunge in einer geringen Frequenz transkribiert (Grzimek et al., 2001), wohingegen das fir den
essentiellen Transaktivator IE3 (Angulo et al., 2000) kodierende IE3-Transkript nicht entsteht (Kurz
et al., 1999) und folglich weder Early (E) Proteine noch infektioses Virus gebildet werden kénnen.
Das iel Gen kodiert das IE1-Protein pp76/89, firr das im MHC-Haplotyp H-2° das immundominante
MHC-Klasse-I L%restringierte IE1-Peptid 168-YPHFMPTNL-176 bekannt ist (Reddehase et al.,
1989). Die Expression des iel-Gens wahrend der Viruslatenz begrindet die Hypothese einer
Kontrolle der Latenz durch IE1-Peptid-spezifische CD8 T-Zellen. Der erbrachte Nachweis einer
relativen und absoluten Anreicherung aktivierter, IE1-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen in
persistierenden Lungeninfiltraten nach Etablierung von Viruslatenz steht im Einklang mit dieser
Hypothese, ist aber noch kein formaler Beweis fir ihre Richtigkeit (Holtappels et al., 1998, 2000c;
Podlech et al. 2000).

Um diesen Beweis erbringen zu kdénnen wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals ein
rekombinantes mCMV generiert, in dem durch Mutation der C-terminalen MHC-Klasse-I-(L%-
Ankeraminosaure die Prozessierung und Présentation des IE1-Peptids gezielt verhindert ist. Dabei
lag ein Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Etablierung der Technik der BAC-Mutagenese
herpesviraler Genome (Messerle et al., 1997, Borst et al., 1999, 2004; Wagner et al.,, 1999) in
unserer Arbeitsgruppe. Damit waren die technischen Voraussetzungen gegeben, um ein ganzes
Set rekombinanter mCMV mit Mutationen in der Position der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure des IE1-Peptids herzustellen. Der Herstellung rekombinanter mCMYV folgte die in
vitro und in vivo Charakterisierung der Rekombinanten. Zur Untersuchung der in vivo-Replikation
wurde in dieser Arbeit eine quantitative Real-Time-PCR (qPCR) entwickelt mit der es u. a. mdglich
war, die Zahl der viralen Genome pro Zelle zu bestimmen.

Neben dem IE1-Peptid wurde von der Arbeitsgruppe ein D%restringiertes Peptid
257-AGPPRYSRI-265 aus dem E-Phase Protein pORFmM164 entdeckt, das eine zum IE1-Peptid
vergleichbar hohe Frequenz an antiviralen CD8 T-Zellen induziert (Holtappels et al., 2002a). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass nahezu 80% aller Memory CD8 T-Zellen im Haplotyp H-2°
gegen diese beiden Peptide gerichtet sind. Da das m164-Peptid Uber ,Reverse Immunologie* aus

der genomischen Sequenz identifiziert wurde, war Uber das m164-Protein zu Beginn der Arbeit
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noch nichts bekannt. Genexpressionsstudien wahrend der Latenz wurden fir m164 bisher noch
nicht durchgefiihrt, so dass im Moment nicht bekannt ist, ob fir m164 ein zum iel vergleichbares
Latenz-assoziiertes Expressionsmuster existiert. Zur Klarung der Rolle des zweiten
immundominanten mCMV-Peptids wurden in dieser Arbeit weitere rekombinante mCMV generiert
in denen durch Punktmutation der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankerposition die Prozessierung

und Prasentation des m164-Peptids gezielt verhindert wird.

3.1 Generierung von mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen im
MHC-Anker Codon

Die Mechanismen der Etablierung und Aufrechterhaltung der Herpesvirus-Latenz sowie der
Reaktivierung zu produktiver Infektion sind trotz intensiver Forschung weitgehend ungeklart.
Unserer Arbeitsgruppe gelang der Nachweis einer stochastischen Expression des iel Gens
wahrend der mCMV-Latenz in der Lunge (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001) sowie der
Anreicherung IE1-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen in persistierenden Lungeninfiltraten
(Holtappels et al., 2000c). Wenn nun die in der Lunge angereicherten IE1-Peptid-spezifischen CD8
T-Zellen die Latenz-assoziierte Expression des iel Gens bestimmen und die Progression der
viralen Genexpression verhindern, dann sollte das Expressionsmuster bei fehlender Prasentation
des IE1-Peptids verandert sein. Zur Prifung dieser Hypothese sollte mittels BAC-Mutagenese eine
Virusrekombinante hergestellt werden, in der die Prasentation des IE1-Peptids 168-YPHFMPTNL-
176 selektiv durch Punktmutation in der C-terminalen MHC-Klasse-I-(L%)-Ankeraminoséure Leu
verhindert wird (siehe Abb. 3.1). Fur das IE1-Peptid wurde der Einfluss von C-terminalen
Aminosaure-Austauschen auf L%-Bindung und CTL Erkennung mit synthetischen Peptiden in den
Arbeiten von Reddehase & Koszinowski 1991 sowie Rognan et al., 1992 ermittelt. Die Ergebnisse

sind in nachstehender Tabelle 3.1 gezeigt.

YPHFMPTN- X Grenzmolaritat der Erkennung [logio M]
0 > -3
Leu -9
Ala -3
lle -5
Phe -9
Met -8
Val -3
Asn >-3
Tyr -5
Trp >-3

Tab. 3.1 Einfluss C-terminaler Mutationen auf die Antigenitat IE1-analoger synthetischer Peptide.
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Abb. 3.1. Zerstdrung der IE1- und m164-Antigenitat durch Mutation der entsprechenden C-terminalen
MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure. Physikalische Hindlll-Genkarte des WT-mCMV-Genoms.
Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die WT-mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al. 1996. Gezeigt sind
die Lokalisation der Proteine IE1 (Ex2, 3 gelb, sowie Ex4 griin) und m164 (blau) sowie Position und Sequenz
der entsprechenden CD8 T-Zellepitope. Das Bindungsprinzip der CD8 T-Zellepitope an das jeweils
prasentierende MHC-Klasse-I-Molekil ist durch Cartoons (nach Rammensee) veranschaulicht. Durch
gezielte Punktmutationen (rot) der C-terminalen MHC-Klasse-l-Ankeraminosdure des IE1-Peptids
(LICTA]176A[GCA] bzw. des ml64-Peptids (I[[GCCJ265A[ATC]) wird die Prasentation dieser beiden
mutierten Peptide, aufgrund ineffizienter Bindung von Alanin in die Bindungstasche des MHC-Klasse-I-
Molekuils verhindert. Die Pfeile zwischen den MHC-Klasse-I-Molekillen geben den Verlauf der Mutanten-
bzw. Revertanten-Herstellung an. Neben der authentischen Revertante A[GCA]176L[CTA] sollten fir das
IE1-Peptid eine durch die Wobble-Position genetisch markierte Revertante A|[GCA]176L*[CTT] sowie ein
funktionelles 1E1-Analogon A[GCA]176F[TTC] generiert werden. Fur das m164-Peptid sollte zunéchst die
authentische Revertante A[GCC]265I[ATC] hergestellt werden. Weiterhin waren die Generierung einer
Doppelmutante, in der die Prasentation beider Peptide verhindert wird, sowie die Herstellung der
korrespondierenden Doppelrevertante geplant.
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Der konservativste Austausch, der zu mindestens 6 Logio-Stufen Antigenitétsverlust fihrt, ist die
Mutation L176A, die effizienteste nicht homologe Restitution ist die RuUck-Mutation
A176F.

Basierend auf diesen theoretischen Grundlagen sollten folgende IE1 Mutanten generiert werden:

1. mCMV-IE1-L176A (Funktionsverlust-Mutante)
mCMV-IE1-A176L (authentische Revertante)
mCMV-IE1-A176L* (genetisch markierte Revertante, im Folgenden als Wobble-Revertante
bezeichnet)
4. mCMV-IE1-A176F (funktionelles IE1-Analogon)

Zur Klarung der Rolle des zweiten immundominanten mCMV-Peptids, eines Peptids aus dem
ORFmM164, war die Herstellung weiterer mCMV-Mutanten geplant. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die Prozessierung und Antigenitdét des ml164-Peptids 257-AGPPRYSRI-265 in
analoger Weise durch ein Ala in der C-terminalen Position zerstort wird. Deshalb sollten folgende

m164-Mutanten generiert werden:

1. mCMV-m164-1265A (Funktionsverlust-Mutante)
2. mCMV-m164-A265I (Revertante)

Zusétzlich sollte eine Doppelmutante, in der beide Peptid-Sequenzen mutiert sind, sowie die

korrespondierende Revertante hergestellt werden

1. mCMV-IE1-L176A-m164-1265A (Doppelmutante)
2. mCMV-IE1-A176L-m164-A265I (Doppelrevertante)

Schlussfolgerung: Es sollten Virusmutanten hergestellt werden in denen die Prasentation der

dominanten Peptide durch Punktmutation der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure

(X=A) - einzeln oder in Kombination - verhindert wird.
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3.2 Strategie zur Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide
mittels Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren in E. coli

Zur Herstellung von mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen im MHC-Klasse-I-Anker Codon
der immundominanten Peptide IE1 und m164 mittels BAC-Technologie musste zuerst die jeweilige
mutierte virale Sequenz mit angrenzenden viralen Homologien, flankierend zur Insertionsstelle im
Virusgenom, in das Shuttle-Plasmid pST76K_SR (Pdsfai et al., 1997; Borst et al., 2004) kloniert
werden. Dieses Plasmid (siehe Abb. 3.3) besitzt ein temperatur-sensitives Replikon, das eine
Replikation nur bei 30°C erlaubt. Weiterhin tragt es die Gene fur die RecA-Rekombinase
(ermdglicht die Mutagenese in RecA-negativen E. coli Stammen, wie dem verwendeten DH10B),

nptll  (Neomycin-Phosphotransferase, Kan"®®)

, und SacB (codiert fir das Exoenzym
Levansaccharase aus Bacillus subtilis; Blomfield et al., 1991, Borst et al. 2004). Nach
Transformation von E. coli (DH10B), die bereits das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid
enthielten, mit dem jeweils klonierten Shuttle-Plasmid (Abb. 3.4 bzw. 3.5), entstand durch
homologe Rekombination Uber eine der beiden flankierenden Homologien ein Cointegrat, welches
die DNA-Seqguenzen beider Plasmide beinhaltete. Da das Replikon von pST76K_SR im Gegensatz
zum Replikon des mCMV-BAC-Plasmids nur bei 30°C replizieren kann, wurde es durch
Kultivierung bei 43°C entfernt. Durch erneute homologe Rekombination zwischen zwei identischen
flankierenden Homologien erfolgte die Aufldésung der Cointegrate. Geschieht dies Gber die gleiche
Homologie wie bei der ersten Rekombination, so entsteht wieder ein unverandertes mCMV-BAC-
WT-Plasmid. Erfolgt die Rekombination jedoch Uber die andere der beiden Homologien, so erhalt
man ein rekombinantes mCMV-BAC-Plasmid, mit der entsprechenden Punktmutation im Codon
der MHC-Klasse-I-Ankeraminoséure des IE1 bzw. m164-Peptids.

In einem letzten Schritt der Mutagenese erfolgte die Kultivierung der Bakterien auf LB-Agarplatten,
denen 5% Saccharose zugesetzt war. Dadurch konnten Bakterien mit nicht-aufgelosten
Cointegraten durch die von SacB kodierte Levansaccharase, welche Saccharose in die fur
Bakterien toxische Levansaccharose umsetzt (Blomfield et al., 1991), eliminiert werden.
Infolgedessen konnte der Prozentsatz an erfolgreich mutierten mCMV-BAC-Plasmiden von 2,5%
auf 50% (Wagner et al., 1999) erhdht werden. Diese Strategie zur Herstellung rekombinanter
MCMV-BAC-Plasmide ist in Abb. 3.2 schematisch dargestellt und im Folgenden né&her
beschrieben.

Schlussfolgerung: Zur Herstellung der geplanten mCMV-Rekombinanten sollte das Zwei-Schritt-

Rekombinationsverfahren zur Mutagenese herpesviraler Genome nach Messerle et al., 1997,

Borst et al., 1999, 2004 sowie Wagner et al., 1999 in der Arbeitsgruppe etabliert werden.
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Abb. 3.2 Flussschema zur Strategie der Mutagenese von mCMV-BAC-Plasmiden mittels Zwei-Schritt-
Rekombinationsverfahren. Das Shuttle-Plasmid pST76K_SR wird nach Subklonierung der mutierten
viralen Sequenz (Mut, rot) mit angrenzenden Homolgien (homologer Bereich -A bzw. -B) zur Insertionsstelle
im Virusgenom, in ein E. coli (DH10B), das bereits ein mCMV-BAC-WT-Plasmid besitzt, transformiert.
Wahrend der Inkubation bei 30°C wird das RecA-Protein exprimiert und Homologe Rekombination kann z.B.
Uber die Homologien A erfolgen. Dadurch entsteht ein Cointegrat, auf das mit Chloramphenicol (Cam) und
Kanamycin (Kan) selektioniert werden kann. AnschlieRende Inkubation der Bakterien in Gegenwart von Cam
und Kan bei 43°C verhindert die Replikation des Shuttle-Plasmids. Nach erneuter Inkubation bei 30°C in
Gegenwart von Cam kann wieder eine homologe Rekombination zwischen den beiden Homologie-Paaren
erfolgen. Verlauft dies erneut Uber Homologie A, so entsteht wieder ein mCMV-BAC-WT-Plasmid. Verlauft
die Auflésung jedoch tber Homologie B, so wird ein rekombinantes mCMV-BAC-Plasmid (Mut) mit der
gewtlnschten Mutation erhalten. Zur Erhdhung der Ausbeute an aufgeldsten Cointegraten wird mit 5%
Saccharose gegen nicht-aufgeldste Cointegrate (mit SacB-Gen) selektioniert.
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3.2.1 Klonierung rekombinanter Shuttle-Plasmide

Voraussetzung fur die  Herstellung rekombinanter mCMV  mittels  Zwei-Schritt-
Rekombinationsverfahren in E. coli war zundchst die Konstruktion der entsprechenden
rekombinanten Shuttle-Plasmide. Diese sind zusammen mit den wichtigsten Ausgangs- und
Zwischenkonstrukten in Abb. 3.4 und Abb. 3.5 schematisch dargestellt. Eine detaillierte
Plasmidkarte des verwendeten Shuttle-Plasmids pST76K_SR (Pésfai et al.,, 1997, Borst et al.,
2004) ist in Abb. 3.3 gezeigt.

pST?GK_SR ECoRI(1802)
Shuttle-Plasmid Sacl
6326bp Kpnl

BamHI
Pstl (1829)
Sphl

EcoRI (2279)

Pstl(2829)

Abb. 3.3 Schematische Darstellung des low-copy Shuttle-Plasmids pST76K_SR. Dieses Plasmid tragt
den temperatur-sensitiven Replikationsursprung pSC101 ori. Zusétzlich sind die Gene fur die RecA-
Rekombinase (RecA), nptll (Kan®™), RepA ts (Replikations-Initiator-Protein mit Punktmutation:

Temperaturen = 37°C fiihren zu einer Falsch-Faltung des RepA-Proteins und damit zur Inaktivierung des
Proteins) und SacB (codiert fir das Exoenzym Levan-Saccharase aus B. subtilis) enthalten.

Restriktionsendonukleasen, die nur einmal in der Sequenz schneiden, sind rot dargestellt.

3.2.2 |E1-Shuttle-Plasmide

Zur Generierung der rekombinanten |IE1-Shuttle-Plasmide wurde das bereits von
Grzimek et al., 2001 beschriebene Plasmid pUCAMB als Basiskonstrukt verwendet. Es beinhaltet
u. a. die WT-DNA-Sequenz des IE1-Peptids 181.020n bis 181.046n (Sequenzangabe nach
Rawlinson et al., 1996), flankiert von weiteren mCMV-Sequenzen, und diente zur Herstellung des
Plasmids plE1:167-176L - A.

Zwischenkonstrukt plE1:167-176L — A (siehe Abb. 3.4A) wurde generiert, um eine Punktmutation
via Kombinations-PCR (siehe 2.10.4.2) in das Codon L[CTA] der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure des IE1-WT-Peptids einzufiigen. Um die WT-DNA-Sequenz des IE1-Peptids zur
Herstellung von plIEL1:167-176L-A in pUCAMB zu deletieren und anschlieBend das mutierte
Kombinations-PCR-Fragment (KF) KF1 (Tabelle 3.2) mit dem punktmutierten Codon A[GCA] zu
inserieren, wurde pUCAMB mit Hindlll und Bcll gespalten.
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Dabei entstanden drei DNA-Fragmente: (7958bp; Hindlll, Bcll), Il (4317bp; Hindlll) und 111 (1005bp;
Hindlll, Bell).

Fragment Il welches die WT-DNA-Sequenz des IE1-Peptids trug, wurde verworfen. Die
Fragmente | und Il dienten zusammen mit dem 1005bp KF1 in einer dreier Ligation der Herstellung

des Plasmids plE1:167-176L - A.

Die Klonierung der verschiedenen IE1-Shuttle-Plasmide ist in Abb. 3.4B dargestellt.

Zur Konstruktion des Shuttle-Plasmids pST76K_IE1Ala wurde plE1:167-176L — A mit BssHII, Hpal
und Fspl gespalten. Dabei diente Fspl zur Zerstérung des Vektoranteils. Dadurch konnte ein
6523bp BssHIl/Hpal Fragment, welches die Punktmutation L[CTA]176A[GCA] tragt, aus dem Gel

eluiert werden. AnschlieRend wurden mit Hilfe der DNA-Polymerase-l (Large-Klenow-Fragment,

siehe 2.9.9) glatte Enden hergestellt. Danach konnte das geglattete 6523bp BssHIl/Hpal Fragment
blunt end in das mit Smal gedtffnete Shuttle-Plasmid pST76K_SR ligiert werden.

Fir die Klonierung des Shuttle-Plasmids pST76K_IE1Leu, welches die WT-DNA-Sequenz des
IE1-Peptids enthalt, diente wiederum das Plasmid pUCAMB als Basiskonstrukt. Ein durch
Restriktion von pUCAMB mit den Enzymen BssHII, Hpal und Fspl erzeugtes 6523bp BssHII/Hpal
Fragment, das die WT-DNA-Sequenz des IE1-Peptids beinhaltete, wurde mittels Klenow-
Polymerase geglattet und ebenfalls blunt end in die Smal Schnittstelle des Shuttle-Plasmids
pST76K_SR kloniert.

Zur Herstellung des Shuttle-Plasmids pST76K_IE1Leu* wurde zuerst ein 1471bp KF2 (Tab 3.2)
mit einer Punktmutation L[CTA]176L*[CTT] in der Wobble-Position des C-terminalen Codons der
MHC-Klasse-I-Ankeraminosdure des IE1-Peptids generiert. Nach Restriktion von pST76K_IE1Leu
mit ApaLl konnte das 1471bp ApalLl Fragment durch das 1471bp KF2 ersetzt werden.

Das Plasmid pST76K_IE1Ala diente als Ausgangsplasmid zur Generierung des Shuttle-Plasmids
pST76K_IE1Phe. Dazu wurde zunadchst ein 1471bp KF3 (Tab 3.2) hergestellt, welches das
punktmutierte Codon A[GCA]176F[TTC] des IE1-Peptids tragt. Durch Restriktion von
pST76K_IE1Ala mit ApaLl konnte ein 1471bp Fragment deletiert und im Anschluss durch das
1471bp KF3 ersetzt werden.
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PCR Matrize Primerl Primer2 Annealing A Verdau KF
Al
1 pUCAMB IElex2A Nona-Ala-rev 55°C - -
761bp
A2
2 pUCAMB Nona-Ala-f IElex4 55°C - -
342bp
A3 ) KF1
3 Al & A2 IElex2A IElex4 60°C Hindlll/Bcll
1081bp 1005bp
A4
4 pUCAMB riE1-revert Nona-Leu-f* 58°C _ -
726bp
A5
5 pUCAMB Nona-Leu-r* fIE1-revert 58°C - -
952bp
A6 KF2
6 A4 & A5 rIE1-revert flIE1l-revert 64°C Apall
1656bp 1471bp
pST76K_ A7
7 riIE1l-revert fIE1-Phe 64°C _ L
IE1Ala 723bp
pST76K_ A8
8 rlE1-Phe fIE1-revert 64°C _ _
IE1Ala 964bp
A9 KF3
9 A7 & A8 riIE1l-revert fIE1-revert 64°C Apall
1656bp 1471bp

Tab. 3.2 Auflistung der Kombinations-PCRs zur Herstellung der IE1-Plasmide. PCR-Oligonukleotide fiir
die gerichtete PCR-Mutagenese (siehe 2.8.1.2), Kombinations-PCR (siehe 2.10.4.2), und standardisiertes
ProofStart PCR-Profil (siehe 2.10.4.1). A, Amplifikat; KF, Kombinations-PCR-Fragment
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1005bp
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BamH | ] 11 r Sacl
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Sacl b 1 1 [ " BamHI
pST76K_IE1Phe | mi22 | m123 | exa2. [miEPE [
[E NTPMFHPY
n1819 ng343

|<— 65230p —>|

Abb. 3.4 Konstruktion rekombinanter IE1-Plasmide. A: Physikalische Hindlll-Karte des WT-mCMV-
Genoms mit VergroRerung des K- und L-Fragmentes. Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die WT-
mMCMV-Sequenz nach Rawlinson et al. 1996. Der in der IE-Region lokalisierte ORF m123 ist grin
hervorgehoben. Gezeigt sind das Basiskonstrukt pUCAMB mit der WT-IE1-Peptid-Sequenz und das
Zwischenkonstrukt plE1:167-176L — A mit der mutierten C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminoséaure des
IE1-Peptids L[CTA]176A[GCA]. Die Restriktionsschnittstellen Hindlll und Bcll dienten zur Deletion eines
1005bp Fragmentes, welches die WT-DNA-Sequenz des IE1-Peptids in pUCAMB beinhaltet. Ein mittels
Kombinations-PCR hergestelltes 1005bp Fragment mit Mutation der Ankeraminosdure (L176A) des IE-
Peptids wurde anschlie3end in die deletierte Region inseriert und hierdurch das Plasmid plE1:167-176L — A
generiert. Hellgrau gekennzeichnete Restriktionsschnittstellen sind durch Klonierungsschritte in den
Konstrukten an der jeweiligen Position nicht mehr vorhanden. B: Schematische Darstellung der IE1-Shuttle-
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Plasmide mit der zur homologen Rekombination verwendeten 6523bp mCMV-Region. Die C-terminalen
MHC-Klasse-I-Ankeraminosauren X (WT-Aminosaure, grin; Mutation, rot) des IE1-Peptids sind
hervorgehoben: pST76K_IE1Ala (A[GCA]), pST76K_IElLeu (L[CTA]), pST76K_IElLeu* (L*[CTT]) und
pST76K_IE1Phe (F[TTC]). Die fur Klonierungsschritte verwendeten Restriktionsschnittstellen sind
eingezeichnet. Die Orientierung des 6523bp Inserts im Vektor pST76K_SR (nicht dargestellt) ist durch die
Sacl und BamHI Schnittstellen des Vektors gegeben.

3.2.3 m164-Shuttle-Plasmide

Im Gegensatz zur Herstellung der IE1-Shuttle-Plasmide gab es fir die Konstruktion der m164-
Shuttle-Plasmide nicht die Mdglichkeit auf bereits klonierte Konstrukte zuriickzugreifen. Die direkte
Klonierung eines geeigneten DNA-Fragments mit hinreichend grof3en, viralen-Sequenzen (1,5-
2,5kbp zu jeder Seite) beiderseits flankierend zur WT-DNA-Sequenz des m164-Peptids 222.855n
bis 222.881n (Holtappels et al., 2002a, c; Sequenzangabe nach Rawlinson et al., 1996) aus
MCMV-BAC-WT-Plasmid-DNA (C3X-Plasmid-DNA) konnte aufgrund der mCMV-Genomgréfiie
nicht realisiert werden. Klonierungsrelevante Restriktionsenzymschnittstellen, die auch in der
multiple cloning site (MCS) des Shuttle-Plasmids pST76K_SR vorhanden waren, flihrten nicht zu
den bendtigten Fragmenten es konnten diese aufgrund der entstandenen Fragmentvielzahl nicht in
einem Agarose-Gel getrennt werden. Um dieses Problem zu umgehen, wurde eine PCR-
vermittelte Subklonierung der bendétigten viralen-Sequenzen mit C3X-Plasmid-DNA als Matrize
durchgefuhrt. Durch die Wahl der PCR-Oligonukleotide war es mdglich, ein geeignetes
Klonierungsfragment zu generieren, das von zwei neuen, zur MCS des Shuttle-Plasmids

pST76K_SR kompatiblen, Erkennungssequenzen flankiert wurde.

Zur Konstruktion des Basiskonstruktes pDrive_m164ausC3X (siehe Abb. 3.5A) wurde eine
spezielle Klonierungs-PCR fur PCR-Amplifikate >2kbp (siehe 2.10.4.2, spezielles PCR-Profil: 2’,
95°C; [10”, 94°C; 1, 58,5°C; 5, 68°C]x15; [10”, 94°C; 1', 60,5°C; 5, 68°C]x20) mit der
Oligonukleotid-Kombination m164ausBAC-for (siehe 2.8.1.2, mit Hpal Erkennungs-Sequenz) und
ml164ausBAC-rev (siehe 2.8.1.2, mit Sphl Erkennungs-Sequenz) sowie C3X als Matrizen-DNA
durchgefuhrt. Das erzeugte 5258bp PCR-Amplifikat beinhaltete die WT-DNA-Sequenz des m164-
Peptids mit den erforderlichen flankierenden mCMV-Sequenzen und konnte nach Gel-Aufreinigung
(siehe 2.9.6) direkt Giber 3'A-Uberhéange in den speziellen PCR-Klonierungsvektor pDrive Cloning

Vector (siehe 2.9.10.1) kloniert werden.

Die Klonierung der Shuttle-Plasmide pST76K_ml164Ala und pST76K_ml64lle ist in
Abb. 3.5B dargestellt.
Dafur war es zunachst notwendig verschiedene Zwischenkonstrukte herzustellen, um darauf

folgende Klonierungsschritte zu vereinfachen bzw. Giberhaupt erst zu erméglichen.
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Fir die Klonierung des Zwischenkonstruktes 1 pBlue_m164ausC3X (siehe Abb. 3.5A) wurde ein
5279bp EcoRI-Fragment aus pDrive_m164ausC3X in den zuvor mit EcoRI getffneten Vektor

pBluescript II KS (siehe 2.8.3) subkloniert. Zwischenkonstrukt 1 diente zur Herstellung des

Zwischenkonstruktes 2 pBlue_m164ausC3X(l - A).

In das Zwischenkonstrukt 2 pBlue_m164ausC3X(I1265A) (siehe Abb. 3.5A) wurde mittels
Kombinations-PCR (siehe 2.10.4.2) eine Punktmutation A[GCC] in das Codon der C-terminalen
MHC-Klasse-I-Ankeraminosdure des m164-WT-Peptids I[ATC] inseriert. Der Verdau von
Zwischenkonstrukt 1 mit Ncol und Agel fihrte zur Deletion der WT-DNA-Sequenz des m164-
Peptids. Das durch Kombinations-PCR erzeugte 1291bp KF4 (Tabelle 3.3), mit der gewlinschten
Punktmutation im Codon I[ATC]265A[GCC] im m164-Peptid, wurde in das zuvor mit Ncol und Agel
gedffnete Zwischenkonstrukt 1 ligiert und somit das Plasmid pBlue_m164ausC3X(I1265A) erhalten.

Das Shuttle-Plasmid pST76K_m164Ala resultierte schliel3lich aus der Subklonierung eines
5242bp Hpal und Sphl Fragments aus pBluem164ausC3X(l-A) in das mit Smal und Sphl
geobffnete Shuttle-Plasmid pST76K_SR.

Die Generierung des Shuttle-Plasmids pST76K_m164lle erfolgte analog zur Herstellung von
pST76K_m164Ala, allerdings unter Verwendung eines 5242bp Hpal und Sphl Fragments aus
pBlue_m164ausC3X.

PCR Matrize Primerl Primer2 Annealing A Verdau KF
pBlue_ m164 ml164 A10
10 65°C _ _
m164ausC3X Mut-rev Ala-for 493bp
pBlue m164 m164 All
11 65°C _ -
m164ausC3X Ala-rev Mut-for 901bp
m164 ml164 Al2 KF4
12 Al10 & Al11 65°C Agel/Ncol
Mut-rev Mut-for 1370bp 1291bp

Tab. 3.3 Kombinations-PCR fir die Klonierung von pBluem164ausC3X(l - A). PCR-Oligonukleotide fiir
die gerichtete PCR Mutagenese (siehe 2.8.1.2), Kombinations-PCR (siehe 2.10.4.2), und standardisiertes
ProofStart PCR Profil (siehe 2.10.4.1). A, Amplifikat; KF, Kombinations-PCR-Fragment.

Schlussfolgerung: Die Klonierung der fir die homologe Rekombination bendtigten Shuttle-

Plasmide konnte erfolgreich realisiert werden. Damit standen fur IE1 die Shuttle-Plasmide
pST76K_IE1Ala, pST76K _IE1lLeu, pST76K_IElLeu* und pST76K_IE1Phe sowie fir ml1l64 die
Shuttle-Plasmide pST76K_m164Ala und pST76K_m164lle zur Verfligung.




3. Ergebnisse

97

A
T T 5
Hind Il |N A B M H D C G F [K JI T E |S|E
] ]
0 50 100 150 200 kbp
] L 1 1 1 L 1 L 1 1 L 1 1 L 1 1 L 1 1 L 1
@)
Hind Il (n207.530) EcojRI Eco\RI Sph Sequenz-Ende (n238.674)
Hpal
| BAC miea] P2'@
B S EE—
5258bp K‘
Sphl Ncol Agel Hpal
] EcoR|| ] S EcoR|
pDrive_m164ausC3X  — mie1 [mie2| |miesl] mi64 [ fmies] | mies |-
[[RsYRPPGA
Sphl Ncol Agel Hpal
\ ] L (EcoRI
pBlue_mi164ausC3X  EcoRl T —— e
. ml61 [im162( [m163 ml64 m165 m166
(ZVVISChenkonstrukt 1) | || | E\\\ 6 %///j |
[[RsYRPPGA
Sphi Ncol Agel Hpal
pBlue_m164ausC3X(1265A) =R T T e I T T e [
- m m m m m
(Zwischenkonstrukt 2) LN cres
ARSYRPPGA
-
| 1291bp |
B
Sphl Ncol Agel Hpal
] \\\‘ r,,,, [Smal
pST76K_m164Ala | mie1 [lme2| |miesf] m164 | fmiss] | mies
i
Sphl Ncol Agel Hpal
] T ] rIIII :Smal
psT76K_mi64lle  —{ mie1 [miez| |mics]] mi6a [P mies | mes [~
[[RSYRPPGA
1819 7061
| 5242bp |

Abb. 3.5 Konstruktion rekombinanter m164-Plasmide. A: Physikalische Hindlll-Karte des mCMV-BAC-
WT-Genoms mit VergroRerung des terminalen E-Fragments und dem darauf lokalisierten BAC-Vektoranteil
(hellblau) sowie dem ORF m164 (blau). Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die mCMV-BAC-WT-
Sequenz. Weiterhin sind die ORFs m163 und m165 (beide grau schraffiert), welche am 3-bzw. 5-Ende mit
dem ORF ml64 Uberlappen (grawblau schraffiert), dargestellt. Gezeigt ist das Basiskonstrukt
pDrive_m164ausC3X, mit der WT-m164-Peptid-Sequenz, Zwischenkonstrukt 1 pBlue_m164ausC3X und
Zwischenkonstrukt 2 pBlue_m164ausC3X(I1265A) mit der mutierten C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure der m164-Peptid Sequenz I[ATC]265A[GCC]. Ein mit den PCR-Oligonukleotiden ® und @
amplifiziertes 5258bp PCR-Fragment aus dem mCMV-BAC-WT-Plasmid (C3X) diente zur Herstellung von
pDrive_m164ausC3X. Nach  Umklonierung Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRlI aus
pDrive_m164ausC3X wurde das Plasmid pBlue_m164ausC3X erzeugt. Restriktionsschnittstellen Ncol und
Agel dienten zur Deletion eines 1291bp Fragmentes, welches die WT-Sequenz des ml64-Peptids in
pBlue_m164ausC3X tréagt. Ein mittels Kombinations-PCR hergestelltes 1291bp Fragment mit Mutation der
C-terminalen Klasse-I Ankeraminosaure (1265A) des m164-Peptids wurde anschlieRend in die deletierte
Region inseriert und somit das Plasmid pBlue_m164ausC3X(1265A) erhalten. B. Schematische Darstellung
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der m164-Shuttle-Plasmide mit der zur homologen Rekombination verwendeten 5242bp m164-Region. Die
C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosauren X (WT-Aminosaure, blau; Mutation, rot) des m164-Peptids
sind hervorgehoben: pST76K_mil64Ala (A[GCC]), pST76km164lle (I[ATC]). Die fur Klonierungsschritte
verwendeten Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Hellgraue Restriktionsschnittstellen sind nicht
mehr funktionell.

3.3 Charakterisierung rekombinanter Shuttle-Plasmide

Bevor die einzelnen Shuttle-Plasmide zur homologen Rekombination verwendet werden konnten,
mussten die hergestellten Klone sowohl einem Restriktionsenzymverdau als auch einer Sequenz-
Analyse unterzogen werden. Durch die Restriktions-Analyse sollte gezeigt werden, dass alle Klone
das gewiinschte DNA-Insert enthielten, bei gleichzeitiger Feststellung seiner Orientierung. Die
anschlieRende Sequenz-Analyse sollte auf molekularer Ebene die inserierten Punktmutationen im
Codon der jeweiligen C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1- bzw. m164-Peptids

bestatigen.

3.3.1 Restriktions-Analyse der IE1-Shuttle-Plasmide

Die Restriktions-Analyse der IE1-Shuttle-Plasmide erfolgte mit den Restriktionsenzymen Sacl und
Xbal. Die daraus resultierenden theoretischen FragmentgrofRen sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.
Nach Gel-elektrophoretischer Auftrennung (siehe Abb. 3.6) der gespaltenen Plasmide konnten alle
zu erwartenden DNA-Fragmente nachgewiesen werden. Die durch Restriktions-Analyse erbrachte

Information Gber die Orientierung der klonierten Fragmente im Vektor ist in Abb. 3.4 bertcksichtigt.

\“Q’e‘i by"b?* DN <ayr
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N
\Q/’\'Q/\'Q. '\'Q/'\'Q/'\'Q/'\'Q/ Q-
b\L {—@L- 61—/ & 4— /\L/ww{-/

< A <\
Q& 69Q9Q9Q9Q6® @@Q@

/\ /\ /\ '\
Q9 Q9 Q% Q%Q%Vy

[kbp]

Sacl Ncol Xbal Sacl

Abb. 3.6 Gel-elektophoretische Auftrennung der hergestellten Shuttle-Plasmide nach
Restriktionsenzymverdau Die entstandenen Banden entsprechen genau den jeweils erwarteten
FragmentgréBen (Vgl. Tabelle 3.4 bzw. 3.5). Als Kontrolle wurde das linearisierte Shuttle-Plasmid



3. Ergebnisse 99

(pST76K_SR, schwarz) ohne Insert aufgetragen. Sternchen, schwache Bandenintensitaten. Spur M, 1kbp
Marker. IE1-Shuttle-Plasmide sind griin und m164-Shuttle-Plasmide sind blau beschriftet.

Fragmente [kbp]
Plasmid-Bezeichnung GroRRe [kbp]
Sacl Xbal
pST76K_IE1Ala 12,849 7,69; 4,54; 0,611 4,5; 3,66; 3,06; 1,64
pST76K_IE1Leu 12,849 10,85; 1,39; 0,611 5,41; 4,5, 1,64; 1,31
pST76K_IE1Leu* 12,849 10,85; 1,39; 0,611 5,41; 4,5, 1,64; 1,31
pST76K_IE1Phe 12,849 7,69; 4,54; 0,611 4,5; 3,66; 3,06; 1,64

Tab. 3.4 Restriktions-Analyse der klonierten IE1-Shuttle-Plasmide.

3.3.2 Restriktions-Analyse der m164-Shuttle-Plasmide

Die Restriktions-Analyse der m164-Shuttle-Plasmide erfolgte mit den Restriktionsenzymen Sacl
und Ncol. Die daraus resultierenden theoretischen FragmentgréRen sind in Tabelle 3.5 aufgelistet.
Nach Gel-elektrophoretischer Auftrennung (siehe Abb. 3.6) der gespaltenen ml164-Shuttle-

Plasmide wurden auch in diesen Klonen alle erwarteten DNA-Fragmente experimentell bestatigt.

Fragmente [kbp]
Plasmid-Bezeichnung GroRe [kbp]
Sacl Ncol
pST76K_ml64Ala 11,513 8,78; 2,73 5,8; 3,05; 2,42; 0,236
pST76K_m164lle 11,513 8,78; 2,73 5,8; 3,05; 2,42; 0,236

Tab. 3.5 Restriktions-Analyse der klonierten m164 Shuttle-Plasmide.

3.3.3 Sequenz-Analyse der IE1-Shuttle-Plasmide

Mit Hilfe der Restriktions-Analyse war es madglich die erfolgreiche Klonierung der IE1-Shuttle-
Plasmide nachzuweisen. Eine Aussage Uber die Richtigkeit der erzeugten Punktmutationen im
Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosdure des IE1-Peptids war damit jedoch nicht
moglich. Deshalb musste dieser Nachweis auf molekularer Ebene durch Sequenzierung erbracht
werden (siehe Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Nachweis der eingefiigten Punktmutationen durch Sequenzierung rekombinanter IE1-
Plasmide. Gezeigt ist ein Ausschnitt der IE-Region mit den Exons (EX) 4,3 und 2 sowie den Introns (In) 2
und 3 des WT-mCMV-Genoms. Weilie Pfeile: Position der verwendeten Sequenzier-Oligonukleotide IE1-
ex4R1-IR und IEl-ex4F1-IR. VergroRerung der IE1-Peptid-Region. Grine Box: DNA-Sequenz des IE1-
Peptids von Codon 1-8. Kleine geschweifte Klammer: Position 9 des Codons der C-terminalen
Ankeraminosaure im IE1-Peptid, Nukleotide im WT-Codon mit grinen Buchstaben, mutierte Nukleotide in
den entsprechenden Shuttle-Plasmiden mit roten Buchstaben gekennzeichnet. Weiterhin ist die Aminoséure-
Sequenz des I|E1-Peptids 168-YPHFMPTNX-176 mit VergroRerung der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure X (WT-Aminosaure, grin; Mutation, rot) dargestellt. Nukleotidpositionen (n) beziehen sich
auf die mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al. 1996. Ohne Mal3stab.

Die Sequenz-Analyse erfolgte mit den Plasmiden plE1:167-176L-A, pST76K_IElLeu* und
pST76K_IE1Phe (siehe Abb. 3.7). Zur Sequenzierung wurde jeweils von 10 verschiedenen Klonen
Plasmid-DNA isoliert und diese als Matrize in je eine Sequenzier-Reaktion (siehe 2.10.4.3) mit den
Sequenzier-Oligonukleotiden IE1-ex4F1-IR bzw. IE1-ex4R1-IR (siehe 2.8.1.1, Annealing: 58°C)
eingesetzt. Bei >95% der sequenzierten Klone konnten die mittels Kombinations-PCR eingefligten
Punktmutationen (L[CTA]J176A[GCA], A[GCA]J176L*[CTT] und A[GCA]176F[TTC]) sowohl auf dem
sense (IE1-ex4F1-IR) als auch auf dem antisense (IE1-ex4R1-IR) Strang bestatigt werden.
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3.3.4 Sequenz-Analyse der m164-Shuttle-Plasmide

Im Unterschied zur Herstellung der IE1-Shuttle-Plasmide gab es fir die Klonierung der m164-
Shuttle-Plasmide nicht die Moglichkeit auf bereits klonierte Konstrukte zuriickzugreifen. Deshalb
musste zur Generierung der m164-Shuttle-Plasmide ein PCR-vermitteltes Verfahren mit C3X-
Plasmid-DNA als Matrize angewandt werden, um schlieRlich die bendtigten m164-Shuttle-
Plasmide zu erhalten (siehe 3.2.3).

Dabei wurde das zu klonierende 5242bp PCR-Amplifikat mit einer hoch affinen proofreading DNA-
Polymerase und speziellem PCR-Protokoll (siehe 2.10.4.1) generiert. Die verwendete ProofStart
DNA-Polymerase besitzt eine mehr als 10fach hohere Kopiergenauigkeit im Vergleich zu
klassischen Tag-DNA-Polymerasen (Kobsch et al., 2001). Damit sollte der Einbau falscher
Nukleotide wahrend der PCR und somit das Auftreten von methodenbedingten Mutationen
verhindert werden. Dies war essentiell, weil Mutationen auf DNA-Ebene u. U. zu fehlerhaften
Proteinfunktionen oder unvollstandigen Proteinen fiuhren kdnnen. Deshalb musste durch
Sequenzierung der gesamten mittels PCR klonierten DNA sichergestellt werden, dass wahrend
der PCR keine unerwiinschten Mutationen erzeugt wurden.

Die Sequenzierung des klonierten PCR-Fragments im Shuttle-Plasmid pST76K_m164Ala wurde
aufgrund der GrolRe des zu sequenzierenden Bereichs von 5242bp auf den codogenen Strang
beschrankt und in Zusammenarbeit mit der Firma Genterprise (Mainz) nach dem Prinzip des
Primer-Walkings  (Sambrook & Russel, 2001) durchgefuhrt. Da keine exakten
Sequenzinformationen fir das C3X-Plasmid existierten, musste auch der fir die PCR-vermittelte
Subklonierung verwendete Sequenzbereich dieses Plasmids sequenziert werden und fungierte
dann als C3X-Referenzsequenz.

Das Alignment der sequenzierten Sequenzbereiche von pST76K_m164Ala und C3X zeigte, dass
wahrend der PCR keine zusatzlichen Mutationen entstanden sind. Zudem konnte die mittels
Kombinations-PCR inserierte Punktmutation I[ATC]265A[GCC] im Codon der C-terminalen MHC-
Klasse-I-Ankeraminosdure des ml164-Peptids im Plasmid pST76K_ml64Ala eindeutig
nachgewiesen werden. Der ml164-Peptid-flankierende DNA-Bereich wurde, wie in Abb. 3.8
dargestellt, zusatzlich mit den Sequenzier-Oligonukleotiden m164-seq-rev bzw. ml164-seqg-for
(siehe 2.8.1.1, Annealing: 58°C) sequenziert. Auch in dieser Sequenzierung konnten die zuvor
beschriebenen Ergebnisse erneut bestatigt werden. Damit konnte durch Sequenzierung auch auf
molekularer Ebene eindrucksvoll die fehlerfreie PCR-vermittelte Klonierung des 5242bp Fragments

nachgewiesen werden.
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m164-seq-rev

- -- => - -
ml164
——- —
m164-seq-for
n222|.849 n222.|887
WT-mCMV 3 GGTCTT@TA CGCGCT CAT GGCTCCTCOCEEECECAGTCG 51
H_J
0

pST76K_m164Ala 3 GGTCTTC C(5CECECTCATGECTCCTCCCEEECECAGTCG 5°

A R SYRUPPG A
—
——

_

m164-Peptid-Sequenz

Abb. 3.8 Nachweis der eingefugten Punktmutation durch Sequenzierung von pST76K_m164Ala.
Gezeigt ist ein Ausschnitt der ml64-Region des WT-mCMV-Genoms. Weie Pfeile: Positionen der
verwendeten Sequenzier-Oligonukleotide m164-seq-rev und m164-seq-for. VergrofRerung der m164-Peptid-
Region. Blaue Box: DNA-Sequenz des m164-Peptids von Codon 1-8. Kleine geschweifte Klammer: Position
9 des Codons der C-terminalen Ankeraminosaure im ml64-Peptid, Nukleotide im WT-Codon mit blauen
Buchstaben, mutierte Nukleotide in dem Plasmid pST76K_m164Ala mit roten Buchstaben gekennzeichnet.
Weiterhin ist die Aminosaure-Sequenz des m164-Peptids 257-AGPPRY SRX-265 mit Vergrol3erung der C-
terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure X (WT-Aminosaure, blau; Mutation, rot) dargestellt.
Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al. 1996.

Zur Feststellung der Sequenz-Homologie zwischen C3X und WT-mCMV fir den mittels PCR
klonierten m164-Bereich von 220.441n bis 225.678n (Alle Sequenzangaben beziehen sich auf die
mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al.,, 1996) wurden weitere Alignments durchgefiihrt. Dabei
konnte im ORF m164 der C3X-Sequenz bei Nukleotidposition 222.666 ein Basenaustausch
CTG - CTA festgestellt werden, der allerdings keine Auswirkung auf die m164-Proteinsequenz
besitzt, da die Aminosaure Leu erhalten bleibt. Jedoch fiihrt dieser Nukleotidaustausch zu einer
Inaktivierung der BspMI Schnittstelle (5° ACCTGC(N);” 3') im ORF m164 innerhalb der C3X-
Sequenz.

Weiterhin wurde in der C3X-Sequenz bei Position n220.599 ein zusatzliches A detektiert. Die
daraus resultierende Verschiebung des offenen Leserahmens um ein Nukleotid ergibt im Vergleich
zur WT-mCMV-Sequenz einen um 39bp verkirzten ORF m161 (siehe Tabelle 3.6).

Bemerkung: Relevante Alignments befinden sich im Anhang 6.4. Zuséatzlich kdnnen die Original
Sequenzierdaten der Firma Genterprise, Mainz auf der im Anhang 6 beigefligten CD eingesehen

werden.
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. DNA- Protein-
ORF Start Ende Grofe [bp] Protein [aa] _ ro eln_
Homologie Homologie
m161 Smith 221.149n | 220.472n 678 225
93% 85%
m161 BAC 221.150n 220.512 639 212

Tab. 3.6 Zusammenfassung des Alignments von WT-mCMV mit mCMV-BAC-WT fir den ORF m161.
Nukleotidpositionen beziehen sich auf die mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al., 1996.

Schlussfolgerung: Durch Sequenzierung der klonierten Shuttle-Plasmide lieRen sich die
generierten Punktmutationen in dem jeweiligen Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosdure des IE1- bzw. ml164-Peptids eindeutig nachweisen. Die Shuttle-Plasmide

kénnen somit zur homologen Rekombination im Verlauf der BAC-Mutagenese eingesetzt werden.

3.4 Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide

Nach der erfolgreichen Klonierung und Charakterisierung der IE1- bzw. m164-Shuttle-Plasmide
konnte jetzt die Strategie zur Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide mittels homologer
Rekombination im Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren, wie unter 3.2 beschrieben und wie in
Abb. 3.2 gezeigt, durchgefiihrt werden. Die technischen Details zur Herstellung der nachfolgend

beschriebenen mMCMV-BAC-Plasmide kdnnen dem Kapitel 2.11.1 entnommen werden.

3.4.1 Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-IE1-Plasmide

Zur Generierung der Mutante mCMV-BAC-IE1-L176A (Funktionsverlust-Mutante) wurde das
Shuttle-Plasmid pST76K_IE1Ala (siehe 3.2.2) verwendet,
L[CTA]J176A[GCA] (181.020n bis 181.022n; Sequenzangabe nach Rawlinson et al., 1996) im

Codon der MHC-Klasse-I-Ankeraminosdure des IE1-Peptids tragt. Nach Transformation von

welches eine Punktmutation

pST76K_IE1Ala in elektrokompetente E. coli, die bereits das zu mutierende C3X-Plasmid
enthielten, konnten nach erfolgreicher homologer Rekombination rekombinante mCMV-BAC-Klone

isoliert werden.

Bemerkung: Die im Folgenden beschriebenen Punktmutationen beziehen sich immer auf die
C-terminalen MHC-Klasse-lI-Ankeraminosaure des IE1-Peptids (181.020n bis

181.022n, s. 0.).

Position der

Die Herstellung der genetisch markierten Revertante mCMV-BAC-IE1-Al76Leu* (Wobble-
Revertante) erfolgte unter der Verwendung des Shuttle-Plasmids pST76K_IE1Leu* (siehe 3.2.2).
Dieses Shuttle-Plasmid erméglichte die Revertierung der Punktmutation A[GCA]176L*[CTT] im
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mMCMV-BAC-IE1-L176A-Plasmid. Gleichzeitig wurde auf diese Weise eine genetische Markierung
der Wobble-Position im Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure Leu des IE1-
Peptids erzielt. Durch die genetische Markierung ist eine Unterscheidung zwischen mCMV-BAC-
WT und mCMV-BAC-IE1-A176L* auf molekularer Ebene mdglich.

Weiterhin wurde die Rekombinante mCMV-BAC-IE1-A176L (authentische Revertante) generiert.
Dazu wurde das Shuttle-Plasmid pST76K_IE1Leu (siehe 3.2.2) in elektrokompetente E. coli, die
bereits das mCMV-BAC-IE1-L176A-Plasmid enthielten, transformiert. Die daraus resultierende
homologe Rekombination fuhrte ebenfalls zu einer Revertierung der Punktmutation
A[GCA]J176L[CTA] im IE1-Peptid. Das generierte mMCMV-BAC-Plasmid tragt jedoch im Unterschied
zu mCMV-BAC-IE1-A176L* die WT-DNA-Sequenz im Codon der C-terminalen MHC-

Ankeraminosaure.

Abschlieend erfolgte die Herstellung von mCMV-BAC-IE1-A176F (funktionelles IE1-Analogon).
Hier wurde die Revertierung der Punktmutation A[GCA]176F[TTC] innerhalb des IE1-Peptids durch
Verwendung des Shuttle-Plasmids pST76K_IE1Phe (siehe 3.2.2) erzielt. Eine Ubersicht der
generierten mMCMV-BAC-IE1-Plasmide gibt Tabelle 3.7 wieder.

Shuttle-Plasmid Ausgangs-BAC-Plasmid Mutation IE1-BAC-Plasmide
pST76K_IE1Ala C3X L[CTAJ176A[GCA] MCMV-BAC-IE1-L176A
pST76K_IE1Leu* mCMV-BAC-IE1-L176A A[GCAJ176L*[CTT] mCMV-BAC-IE1-A176L*
pST76K_IE1Leu mCMV-BAC-IE1-L176A A[GCA]176L[CTA] mCMV-BAC-IE1-A176L
pST76K_IE1Phe mMCMV-BAC-IE1-L176A A[GCA]176F[TTC] mMCMV-BAC-IE1-Al76F

Tab. 3.7 Ubersicht der generierten IE1-BAC-Plasmide. Die aufgefiihrten Mutationen beziehen sich auf
das Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1-Peptids von mCMV (181.020n bis
181.022n, Rawlinson et al., 1996).

3.4.2 Herstellung rekombinanter mCMV-BAC-m164-Plasmide

Das rekombinante Plasmid mCMV-BAC-m164-1265A (Funktionsverlust-Mutante) wurde durch
Transformation des Shuttle-Plasmids pST76K_m164Ala (siehe 3.2.3) in elektrokompetente E. coli,
die bereits das C3X-Plasmid enthielten, und anschlieender homologer Rekombination hergestelit.
MCMV-BAC-m164-1265A tragt eine Punktmutation IJATC]265A[GCC] im Codon der C-terminalen

MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des m164-Peptids.

Die Generierung von mCMV-BAC-m164-A265I1 (Revertante) erfolgte mit dem Shuttle-Plasmid
pST76K_m1l64lle (siehe 3.2.3). Dieses Plasmid ermdglichte die Revertierung A[GCC]1761[ATC]
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der Punktmutationen im mCMV-BAC-m164-1265A-Plasmid. Eine Ubersicht der generierten m164-
BAC-Plasmide ist in Tabelle 3.8 gezeigt.

Shuttle-Plasmid Ausgangs-BAC-Plasmid Mutation m164-BAC-Plasmide
pST76K_m164Ala C3X I[ATC]265A[GCC] MCMV-BAC-m164-1265A
pST76K m164lle MCMV-BAC-m164-1265A A[GCC]265I[ATC] MCMV-BAC-m164-A265I

Tab. 3.8 Ubersicht der generierten m164-BAC-Plasmide. Die aufgefiihrten Mutationen beziehen sich auf
das Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des m164-Peptids von mCMV (222.855n bis
222.857n, Rawlinson et al., 1996).

3.4.3 Herstellung von Doppelmutante und Doppelrevertante

Die Doppelmutante (NMCMV-BAC-IE1-L176A-m164-1265A) beinhaltet eine gezielte Ausldschung
der beiden immundominanten Peptide (IE1 und m164) durch Punkimutationen in den jeweiligen
Codons der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosduren. Durch Transformation des Plasmids
pST76K_IE1Ala (siehe 3.2.2) in elektrokompetente E. coli, die bereits das mCMV-BAC-m164-
I265A-Plasmid enthielten, konnten nach erfolgreicher homologer Rekombination, die gewiinschten

BAC-Klone isoliert werden.

Die Konstruktion der Doppelrevertante (MCMV-BAC-IE1-A176L-m164-A265l) musste hingegen in
zwei Schritten erfolgen, da eine direkte Revertierung der Punktmutationen in beiden antigenen
Peptiden durch eine Co-Transformation der Shuttle-Plasmide pST76K_IElLeu (siehe 3.2.2) und
pST76K_m164lle (siehe 3.2.3) konzeptionell nicht mdglich war, weil eine kontrollierbare homologe
Rekombination nur mit jeweils einem Shuttle-Plasmid und einem mCMV-BAC-Plasmid
durchgefuhrt werden kann.

Deshalb musste die Revertierung in zwei Schritten durchgefiihrt werden. Zuerst wurde die
Doppelmutante mit dem Shuttle-Plasmid pST76K_IE1Leu transformiert, um den Zwischenklon
MCMV-BAC-IE1-A176L-m164-1265A zu erhalten. Dadurch konnte die Punktmutation im IE1-Peptid
(A[GCA]176L[CTA]) revertiert werden.

Nach Isolierung des Zwischenklons und Kompetenz-Induktion, konnte dieser zur Revertierung der
Punktmutation im m164-Peptid (A[GCC]265I[ATC]) mit dem Shuttle-Plasmid pST76K_m164lle
transformiert werden. Die fur die Herstellung von Doppelmutante und Doppelrevertante
verwendeten Shuttle- und BAC-Plasmide sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst dargestellt
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Shuttle-Plasmid Ausgangs-BAC-Plasmid Mutation BAC-Plasmide

IE1: L[CTA]176A[GCA]*

pST76K_IE1Ala MCMV-BAC-m164-1265A m164: I[ATC]265A[GCC] Doppelmutante
IE1: A[IGCAJ176L[CTA]* mMCMV-BAC-IE1-
PST76K_IElLeu Doppelmutante m164: I[ATC]265A[GCC] | AL76L-m164-1265A°
mCMV-BAC-IE1-A176L- IE1: AJ[GCA]176L[CTA]

pST76K_ml64lle Doppelrevertante

M164-1265A2 m164: A[GCC]265I[ATC]*

Tab. 3.9 Ubersicht zur Herstellung der Doppelmutante und Doppelrevertante. Die aufgefihrten
Mutationen beziehen sich auf das Codon der C-terminale Ankeraminosdure MHC-Klasse-l des IE1 bzw.
m164-Peptids von mCMV (181.020n bis 181.022n bzw. 222.855n bis 222.857n, Rawlinson et al., 1996). Yin
diesem Schritt neu in das Plasmid eingefiigte Mutation. > Zwischenklon.

Schlussfolgerung: Die Generierung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide mittels Zwei-Schritt-

Rekombinationsverfahren nach Messerle et al., 1997, Borst et al., 1999, 2004 sowie Wagner et al.,
1999, konnte erfolgreich in der Arbeitsgruppe etabliert werden. Die mit dieser Methode generierten
mMCMV-BAC-Plasmide sind in den Tabellen 3.7 bis 3.9 aufgefihrt.

3.4.4 Molekulare Charakterisierung der hergestellten mCMV-BAC-Plasmide

Bevor die hergestellten rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide zur Virusrekonstitution in MEF
transfiziert werden konnten, musste eine sorgfaltige molekulare Charakterisierung erfolgen. Dabei
dienten die durchgefiihrten Restriktions-Analysen zum einen der Uberprifung der Integritat des
mCMV-Genoms innerhalb der mCMV-BAC-Plasmide nach erfolgreicher homologer Rekombination
in E. coli, und zum anderen der Kontrolle der mCMV-BAC-DNA-Qualitat. Dagegen konnte der
Nachweis Uber eine erfolgreiche Generierung der Punktmutationen in den beiden antigenen

Peptiden IE1 und m164 auf Ebene der DNA nur durch Sequenzierung erbracht werden.

3.4.4.1 Restriktions-Analyse
Im Folgenden ist am Beispiel von mCMV-BAC-IE1-L176A (Funktionsverlust-Mutante) die

Restriktions-Analyse exemplarisch beschrieben. Alle dbrigen mCMV-BAC-Klone wurden in
gleicher Weise analysiert.

Das mCMV-BAC-Plasmid besitzt Sequenz-Wiederholungen von 533bp flankierend zur BAC-
Vektor-Sequenz. Diese dienen zur Entfernung der bakteriellen-Sequenzen (BAC-Vektoranteil)
nach Virusrekonstitution in eukaryotischen Zellen (siehe 3.4.5.1). Deshalb kdnnen auch in RecA-
negativen E. coli Stammen (DH10B) spontane Rekombinationsereighisse zwischen den internen
viralen Sequenz-Wiederholungen sowie zwischen viralen und bakteriellen-Sequenzen auftreten

und damit zum Verlust des mCMV-Genoms aus dem mCMV-BAC-Plasmid fihren. Infolgedessen
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musste nach der erfolgreichen homologen Rekombination die Integritdt des mCMV-Genoms im
mCMV-BAC-Plasmid Uberprift werden. Dazu wurde von bis zu max. 15 Kanamycin-sensitiven
Klonen aus Schritt VIl (siehe 2.11.1) Plasmid-DNA (BAC-Minipraparation) isoliert und
anschlieend mit EcoRI verdaut. In Abb. 3.9A ist die Auftrennung der Plasmid-DNA von 9 BAC-
Klonen nach Restriktion mit EcoRI gezeigt. Die Klone #5 und #9 zeigten nur die flr den BAC-
Vektor charakteristischen Banden von 1,93kbp und 6,45kbp. In den Ubrigen Klonen (#1-#4 und #6-
#8) blieben die viralen Genomfragmente stabil erhalten. Die Sequenzierung der Klone #1-#4 und
#6-#8 ergab in 5 Klonen die erfolgreiche Sequenzierung der Punktmutation. Die isolierte BAC-DNA
dieser 5 Klone wurde zur Bestatigung der Integritdit des mCMV-Genoms und der DNA-Qualitat
erneut mit EcoRI verdaut (Abb. 3.9B).
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Abb. 3.9 Integritdt des mCMV-BAC-Genoms nach homologer Rekombination in E. coli (DH10B). Die
Uberprifung ist am Beispiel von mCMV-BAC-IE1-L176A gezeigt. Die Auftrennung der mCMV-BAC-DNA
erfolgte in 0,6%igen Agarose-Gelen. Spur M, 1kbp Marker; Spur C3X, mCMV-BAC-WT-Plasmid-DNA. A: Mit
EcoRI verdaute BAC-DNA (BAC-Minipraparation). Bis auf die BAC-Klone #5 und #9 zeigten die Ubrigen
BAC-Klone das fur das mCMV-BAC-WT-Genom charakteristische Genomfragment-Muster. In den BAC-
Klonen #5 und #9 kam es wéahrend der homologen Rekombination zum Verlust der mCMV-Sequenz und nur
die charakteristischen EcoRI-Banden (1,93kbp und 6,45kbp), der BAC-Vektor-Sequenz blieben erhalten. B:
Restriktionsenzym-Muster der mit EcoRI verdauten BAC-Maxipraparations-DNA der mutierten Klone #2, #3,
#4, #6, #8 sowie C3X. C: Die Virusrekonstitution erfolgte im nachfolgenden Schritt mit der gereinigten BAC-
DNA aus Klon #4. Deshalb wurde diese BAC-DNA zur naheren Charakterisierung mit den
Restriktionsenzymen EcoRl, Hindlll und Xbal verdauit.
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Wie aus Abb. 3.9B zu entnehmen ist, zeigten alle getesteten Klone das charakteristische mCMV-
Genomfragment-Muster. Weil die im nachfolgendem Schritt durchgefiihrte Virusrekonstitution
(siehe 3.2.5) mit gereinigter BAC-Maxipraparations-DNA aus Klon #4 erfolgte, wurde diese zur
detaillierteren Charakterisierung nochmals mit EcoRI und zusatzlich mit den Restriktionsenzymen
Hindlll und Xbal verdaut (Abb. 3.9C). Die entstandenen Bandenmuster bestétigten nochmals
eindrucksvoll die Integritit des mMCMV-Genoms innerhalb des mCMV-BAC-Plasmids. Da die
durchgefuhrten Restriktionen mit EcoRl, Hindlll und Xbal im Vergleich zwischen Klon #4 und C3X
keine erkennbaren Unterschiede im Bandenmuster aufweisen, kann angenommen werden, dass
wahrend der homologen Rekombination keine viralen Gensegmente deletiert wurden.

Abb. 3.10 zeigt eine Ubersicht aller generierten rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide nach
Kontrollrestriktionen mit EcoRIl, Hindlll und anschlieBender Auftrennung in einem 0,7%igem
Agarose-Gel. Wie aus dieser Abbildung sehr gut zu sehen ist, gab es sowohl innerhalb der
verschiedenen rekombinanten BAC-Plasmide als auch im Vergleich zu dem mitgefiihrten C3X-
Plasmid keinerlei Unterschiede in den entstandenen Bandenmustern. Auch hier kdnnen aufgrund
der Bandenhomogenitat gréRere Deletionen im viralen Genom ausgeschlossen werden. Dies
bestatigt noch einmal die Integritat des mCMV-Genoms innerhalb des mCMV-BAC-Plasmids sowie
die Zuverlassigkeit des etablierten Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahrens. Die jeweils isolierte
BAC-Maxipraparations-DNA dieser Klone konnte somit zur Virusrekonstitution (siehe 3.4.5)

verwendet werden.
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Abb. 3.10 Gel-elektrophoretische Auftrennung der generierten rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide
nach Kontrollrestriktionen. 0,7%iges Agarose-Gel; Spur M, 1kbp Marker; Spur C3X, mCMV-BAC-WT-
Plasmid. Die isolierte, mit EcoRIl bzw. Hindlll, verdaute mCMV-BAC-Plasmid-DNA (BAC-Maxipraparation)
zeigte fur alle hergestellten mCMV-BAC-Klone die fur das mCMV-Genom charakteristischen
Genomfragmente.



3. Ergebnisse 109

3.4.4.2 Sequenz-Analyse

Die Identifikation der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide mit den gewiinschten Punktmutationen
im Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1- bzw. m164-Peptids konnte
nur durch Sequenzierung erfolgen. Das jeweilige in die Sequenzier-Reaktion (siehe 2.10.4.3)
einzusetzende PCR-Fragment musste zuvor aus BAC-Minipraparations-DNA (siehe 2.10.1.2)
amplifiziert werden. Dieser Amplifikationsschritt war essentiell, da die DNA-Qualitdt der BAC-
Minipraparation fir eine direkte Sequenzierung unzureichend ist. Dabei diente das Oligonukleotid-
Paar IE1ex2A und IE1lex4 (siehe 2.8.1.2, Annealing: 60°C) zur Amplifikation eines 1081bp PCR-
Fragments, welches die DNA-Sequenz des IE1-Peptids beinhaltete. Mit dem Oligonukleotid-Paar
m164Exprf./m164Exprr. (siehe 2.8.1.2, Annealing: 55°C) wurde analog ein 1281bp PCR-
Fragment, welches die entsprechende DNA-Sequenz des m164-Peptids enthielt, amplifiziert. Um
die Fehlerrate der PCR zu minimieren wurden alle PCR-Amplifizierungen mit einer speziellen
proofreading DNA-Polymerase, die eine hohe Kopiergenauigkeit besitzt, und speziellem PCR-
Protokoll (siehe 2.10.4.1) durchgefibhrt.

Die Sequenzierungen der IE1-PCR-Produkte erfolgte mit den Oligonukleotiden IE1-ex4F1-IR bzw.
IE1-ex4R1-IR (siehe 2.8.1.1). m164 spezifische PCR-Produkte wurden mit den Oligonukleotiden
ml64-seq-for bzw. mil64-seqg-rev (siehe 2.8.1.1) sequenziert. Da aufgrund der homologen
Rekombination der statistisch erwartete Prozentsatz an erfolgreich mutieten mCMV-BAC-
Plasmiden bei 50% liegt, wurden fir jede herzustellende BAC-Rekombinante, nach erfolgreicher
Kontrollrestriktion (siehe 3.4.4.1), mehrere BAC-Klone (6 < x £ 12) sequenziert. Dies stellte sicher,
dass immer eine ausreichende Zahl an Mutanten nachgewiesen werden konnte. Um die
Genauigkeit der Sequenzierung zu erhdhen, wurde bei allen positiv identifizierten BAC-
Rekombinanten zusatzlich auch der antisense Strang sequenziert. Pro Sequenzier-Ansatz lieRen
sich im Mittel ca. 400 Nukleotide lesen.

Zur Visualisierung der inserierten Punktmutationen auf DNA-Ebene sind in den folgenden
Abbildungen (siehe 3.11 bis 3.13) exemplarisch Ausschnitte der Sequenziergele von positiv
identifizierten mCMV-BAC-Klonen gezeigt.

Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind fir alle analysierten BAC-Klone in Tabelle 3.10 am
Ende dieses Kapitels zusammenfassend dargestellt. Wie dieser Tabelle zu entnehmen ist, war es
moglich, fur alle herzustellenden mCMV-BAC-Rekombinanten mehrere positive Klone zu

identifizieren.

Schlussfolgerung:

1. Die Integritit des mCMV-Genoms innerhalb der generierten mCMV-BAC-Plasmide konnte
mittels Restriktions-Analyse bestétigt werden.

2. Die Nukleotid-genaue Integration der jeweils inserierten Punktmutationen im Codon der C-
terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1- bzw. m164-Peptids innerhalb der mCMV-

BAC-Sequenz konnte durch Sequenz-Analyse verifiziert werden.
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Abb. 3.11 Nachweis der korrekt eingefuhrten Punktmutationen durch Sequenzierung von mCMV-
BAC-IE1-Plasmiden. Die ldentifikation der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide mit den gewiinschten
Punktmutationen erfolgte durch Sequenzierung mehrerer BAC-Klone (6 < x < 12). Diese Abbildung zeigt
exemplarisch Sequenzier-Ergebnisse, die mit dem Sequenzier-Oligonukleotid IE1-ex4F1-IR erzielt worden
sind. Mutierte Nukleotide im Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1-Peptids sind
mit roten Buchstaben, WT-Nukleotide mit grinen Buchstaben gekennzeichnet. Weiterhin sind die
resultierenden Aminosauren gezeigt (grin WT, rot Mutante). Die Pfeile zwischen den Sequenziergel-
Ausschnitten geben den Verlauf der Mutanten- bzw. Revertanten-Herstellung an (siehe Abb. 3.2).
Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al., 1996.
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222.846n

222.863n
mMCMV-BAC-m164-1265A MCMV-BAC-m164-A265I
(WT und Funktionsverlust-Mutante) (Revertante)

Abb. 3.12 Nachweis der korrekt eingefiihrten Punktmutationen durch Sequenzierung von
mCMV-BAC-m164-1265A und mCMV-BAC-m164-A265l. Die Identifikation der rekombinanten mCMV-
BAC-Plasmide mit den gewiinschten Punktmutationen erfolgte durch Sequenzierung mehrerer BAC-Klone
(6 < x = 12). Diese Abbildung zeigt exemplarisch Sequenzier-Ergebnisse, die mit dem Sequenzier-
Oligonukleotid m164-seqg-for erzielt worden sind. Mutierte Nukleotide im Codon der C-terminalen MHC-
Klasse-I-Ankeraminosdure des ml164-Peptids sind mit roten Buchstaben, WT Nukleotide mit blauen
Buchstaben gekennzeichnet. Weiterhin sind die resultierenden Aminosauren gezeigt (blau WT, rot Mutante).
Die Pfeile zwischen den Sequenziergel-Ausschnitten geben den Verlauf der Mutanten- bzw. Revertanten-

Herstellung an (siehe Abb. 3.2). Nukleotidpositionen (n) beziehen sich auf die mCMV-Sequenz nach
Rawlinson et al., 1996.
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Abb. 3.13 Nachweis der korrekt inserierten Punktmutationen in der Doppelmutante und
Doppelrevertante. Die Identifikation der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide mit den gewinschten
Punktmutationen erfolgte durch Sequenzierung mehrerer BAC-Klone (6 < x < 12). Diese Abbildung zeigt
exemplarisch Sequenzier-Ergebnisse, die mit den Sequenzier-Oligonukleotiden m164-seqg-for und IE1-
ex4F1-IR erzielt worden sind. Mutierte Nukleotide im Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure des IE1 bzw. m164-Peptids sind mit roten Buchstaben, WT Nukleotide mit grinen (iel)
bzw. blauen (m164) Buchstaben gekennzeichnet. Weiterhin sind die resultierenden Aminoséuren gezeigt
(grin IEZ-WT, blau m164-WT, rot Mutante). Die Pfeile zwischen den Sequenziergel-Ausschnitten geben den
Verlauf der Mutanten- bzw. Revertanten-Herstellung an (Vgl Abb. 3.2). Nukleotidpositionen (n) beziehen sich
auf die mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al., 1996.
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BAC-Klone analysierte Klone positiv Abbildung
mCMV-BAC-IE1-L176A 7 5/7
mCMV-BAC-IE1-A176L 10 7/10
mCMV-BAC-IE1-A176L* 10 4/10 -
mCMV-BAC-IE1-A176F 9 6/9
mMCMV-BAC-m164-1265A 12 5/12
mCMV-BAC-m164-A265I 12 8/12 2
Doppelmutante 9 5/9

3.13
Doppelrevertante 11 11/11

Tab. 3.10 Zusammenfassung der Sequenz-Analyse nach erfolgreicher homologer Rekombination.

3.4.5 Herstellung rekombinanter mCMV aus mCMV-BAC-Plasmid-DNA

Zur Rekonstitution der rekombinanten Viren (Prinzip siehe Abb. 3.14) wurden 50 bis 70%
konfluente MEF mit dem jeweils zu transfizierenden mCMV-BAC-Plasmid inkubiert (siehe 2.4.4.1).
Aufgrund der grofRRen Viskositat der hochmolekularen BAC-DNA konnte keine photometrische DNA
Quantifizierung durchgefihrt werden. Deshalb war es auch nicht méglich, eine bestimmte
Konzentration an BAC-Plasmid-DNA pro Transfektionsansatz einzusetzen. Um dennoch
aussagekraftige Transfektionsergebnisse zu erzielen, wurden die in Tabelle 3.11 aufgeflihrten
Volumina an BAC-DNA eingesetzt.

Die ersten Virus-Plaques entstanden 4 bis 5 Tage p.i.. Konnten dagegen auch 7 Tage p.i. keine
Plaques beobachtet werden, wurde die Transfektion abgebrochen. Ein Teil der Virusuberstande
wurde zur Entfernung der BAC-Sequenzen (siehe 3.4.5.1) weiter passagiert bzw. als Backup bei -
70°C eingefroren. Das Ergebnis der jeweiligen Virus-Rekonstitutionen ist fir alle Experimente in
Tabelle 3.11 zusammengefasst dargestellt. Dabei fallt auf, dass die besten
Transfektionsergebnisse mit 10pul bis 15ul (entspricht 1/20 bis 1/13 BAC-Maxipraparations-DNA)

an transfizierter BAC-DNA erzielt wurden.
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Transfiziertes Volumen BAC-Plasmid-DNA
mCMV-BAC-Plasmid [l DNA/Well (6Well)] rekombinantes Virus
5 10 15 20
mCMV-BAC-IE1-L176A ++ +++ +++ + MCMV-IE1-L176A
mCMV-BAC-IE1-A176L + +++ ++++ + mCMV-IE1-A176L
mCMV-BAC-IE1-A176L* + +++ +++ ++ mCMV-IE1-Al176L*
mCMV-BAC-IE1-A176F +++ ++++ +++ + mMmCMV-IE1-A176F
MCMV-BAC-m164-1265A + +++ ++++ +++ MCMV-m164-1265A
MCMV-BAC-m164-A265I ++ +++ +++ + MCMV-m164-A265I
Doppelmutante +++ ++++ +++ + Doppelmutante
Doppelrevertante ++ ++++ +++ + Doppelrevertante

Tab. 3.11 Ergebnisse zur Herstellung rekombinanter mCMV mittels BAC-Technologie. Plague-
Quantifizierung 6 Tage p.i.: + (1-5 Plaques), ++ (6-10 Plaques), +++ (11-15 Plaques), ++++ (16 < x < 30
Plagques)

3.4.5.1 Exzision der BAC-Sequenzen

Nach gelungener Virusrekonstitution ist es essentiell, mdglichst alle nicht-viralen-Sequenzen
(bakterielle Sequenzen bzw. BAC-Vektor-Sequenz) wieder zu entfernen. Deshalb basierten die in
dieser Arbeit durchgefuhrten homologen Rekombinationen auf dem von Wagner et al.,, 1999
konstruierten C3X. Zur Eliminierung aller nicht-viralen-Sequenzen wurden die bakteriellen-
Sequenzen in C3X mit einer identischen viralen Sequenz-Wiederholung von 533bp d* flankiert
(Wagner et al. 1999 und Abb. 3.14). Nach Transfektion von C3X in eukaryotische Zellen kommt es
infolge der zellularen Rekombinationsmechanismen, fir die im Gegensatz zu bakteriellen
Rekombinationssysteme kirzere Sequenz-Homologien (ca. 400bp) ausreichen (Sugawara et al.,
2000), zur homologen Rekombination. Dies fuhrt zur Elimination der zwischen den duplizierten
Sequenzen liegenden BAC-Vektor-Sequenzen und damit zu einem mCMV-Genom frei von
bakteriellen-Sequenzen. Aufgrund der schlechteren Verpackung der viralen Uberlangen-Genome
werden praferenziell mMCMV-Genome mit normaler Lange (frei von bakteriellen-Sequenzen) in
virale Kapside verpackt und die resultierenden Viren dadurch angereichert (Wagner et al.,, 1999
und Abb. 3.14).

Um die von den zellularen Rekombinasen vermittelte homologe Rekombination zu ermdglichen,
wurden die Virustberstande der transfizierten Zellen 5mal wie unter 2.7.3 auf MEF passagiert. In
Abb. 3.16 ist die Eliminierung der bakteriellen-Sequenzen fur mCMV-IE1-L176A nach

Passagierung in Zellkultur exemplarisch dargestellt.
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Abb. 3.14 Prinzip des Herausschneidens der bakteriellen-Sequenzen aus dem viralen-Genom durch
homologe Rekombination in eukaryotischen Zellen (verédndert nach Wagner et al., 1999). Nach
Transfektion von mCMV-BAC-Plasmid-DNA in den Zellkern von MEF kann es dort nach 4-7 Tagen zur
Rekonstitution einer Nachkommenschaft an rekombinanten Viren kommen. Das mCMV-BAC-Genom hat
aufgrund der BAC-Insertion eine Uberlange und kann deshalb nur mit geringer Effizienz in Kapside verpackt
werden. Das Vorhandensein von identischen viralen-Sequenzen (d und d*) ermdglicht eine homologe
Rekombination zwischen diesen Sequenz-Wiederholungen und damit das Herausschneiden der dazwischen
liegenden BAC-Sequenz. Dadurch werden Genome mit ,normaler* Lange, die keine bakteriellen-Sequenzen
mehr besitzen, bevorzugt verpackt. Im Laufe der Virus-Passagierung kommt es somit zu einer
Selektionierung von Viren ohne BAC-Sequenz.

Das Herausschneiden der BAC-Sequenzen wurde ab Virus-Passage zwei (P2) durch PCR
Uberprift. Hierflr wurde Virus-DNA aus separaten Klonen ab P2 aus Zellkultur isoliert. Diese DNA
wurde in eine PCR (siehe 2.10.4, Annealing: 51°C, Zyklen: 30) mit dem Oligonukleotid-Paar
EcoRlg und bac-b (siehe 2.8.1.2), die im mCMV-EcoRI-g-Fragment und im BAC-Vektor binden,
eingesetzt (siehe Abb. 3.15A). Das Vorhandensein des BAC-Vektors in den Virusgenomen zeigte
sich durch Amplifikation einer 1,95kbp-Bande. Konnte mit dieser PCR kein 1,95kbp Amplifikat
erhalten werden, wurde mit einer zweiten PCR Uberprift, ob das Herausschneiden der BAC-
Sequenz korrekt erfolgt ist. Die zweite PCR (Bedingungen siehe oben) erfolgte mit den
Oligonukleotiden EcoRIg und Flank-f (siehe 2.8.1.2). Das Oligonukleotid Flank-f bindet an die
viralen-Sequenzen flankierend zum BAC-Vektor (Abb. 3.15B). Nur bei Verlust der bakteriellen-
Sequenzen konnte ein 590bp Fragment amplifiziert werden. Um die Nachweissensitivitat der PCR
zu erhéhen, wurden die PCR-Ansatze nach Auftrennung im Agarose-Gel geblottet und mit der
Sonde p (Abb. 3.15A/B) hybridisiert. Zur Positiv- bzw. Negativkontrolle diente als Template CX3-
Plasmid-DNA bzw. mCMV-BAC-WT-Virus-DNA.

Wie in Abb. 3.16Al zu sehen ist, konnten fur die getesteten Klone von mCMV-IE1-L176A sowohl in
P2 als auch in P3 und P4 (Daten nicht gezeigt) noch 1,95kbp Amplifikate und damit
kontaminierende BAC-Sequenzen nachgewiesen werden. Allerdings lieRen sich auch schon ab P2
590bp PCR-Fragmente detektieren. Dies besagt, dass bereits zu einem sehr friihen Zeitpunkt eine
groBe Anzahl von rekombinanten Virusgenomen, mit herausgeschnittenen bakteriellen-
Sequenzen, vorliegen. Nach Auftrennung der Amplifikate einer nach P5 durchgefiihrten PCR (Abb.

3.15BI) konnten im Agarose-Gel keine 1,95kbp Banden mehr nachgewiesen werden. Im
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Unterschied zu den vorangegangen PCRs waren dann in den analysierten Klonen ausschlief3lich
590bp Amplifikate nachweisbar. Auch nach Blotten des Gels und anschliel3ender Hybridisierung
mit der Sonde p (Abb. 3.16Bll) konnte das zuvor im Gel beobachtete Bandenmuster bestétigt
werden. Die gepriften Virusklone wurden somit als BAC-frei definiert. Mit diesem Ergebnis konnte
klar gezeigt werden, dass nach flunfmaligem Passagieren rekombinante Viren angereichert
wurden, die keine bakteriellen Sequenzen mehr enthielten.

Die Exzision der nicht-viralen-Sequenzen fur die tbrigen rekombinanten mCMV verlief analog
(Daten nicht gezeigt). Schlie3lich wurde von allen BAC-freien Viren ein Uber Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation gereinigter Virusstock (siehe 2.7.1) hergestellt, welcher in in vivo Versuchen
eingesetzt wurde. Die Titer der gereinigten und in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten

mCMYV sind in Tabelle 3.12 am Ende des Kapitels aufgelistet.

A EcoRlg

>
W%BAC-Seque nz (8,2kbp)% mCMV-BAC-Genom
I

<— ==
P bac-b Flank-f

1PCR

1,9kbp

B EcoRIg
=>

% mCMV-Genom
— -

p Flank-f

1PCR

0,59kbp kein Amplifikat mit
EcoRIg und bac-b
= <=

Abb. 3.15 Schematische Darstellung zum Nachweis der Eliminierung der BAC-Sequenzen aus dem
Virusgenom. Schema der Genomorganisation im Bereich der BAC-Insertionsstelle vor und nach der
Exzision der BAC-Sequenzen. Das Oligonukleotid EcoRIg bindet in dem an den BAC-Vektor angrenzenden
mCMV-EcoRI-g-Fragment, Oligonukleotid bac-b bindet im BAC-Vektor. A: Nur wenn die bakterielle Sequenz
noch vorhanden ist, kommt es bei der Verwendung des Oligonukleotid-Paars EcoRIlg und bac-b zur
Amplifikation eines 1,9kbp PCR-Produkts (schwarz). B: Bei Verwendung der Oligonukleotide EcoRIlg und
flank-f wird im Falle eines BAC-freien Genoms ein 590bp Fragment (rot) amplifiziert. Zum Nachweis der
jeweiligen PCR-Produkte im Southern-Blot diente eine *?P-markierte Sonde (p). d bzw. d* bezeichnet die
flankierenden viralen Sequenz-Wiederholungen. Die GrofRRenverhédltnisse sind nicht mafR3stabsgetreu
dargestellt.
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Abb. 3.16 Exzision der BAC-Sequenz aus rekombinanten Virusgenomen und Isolierung von Viren mit
BAC-freien Genomen nach Virus-Passagierung in Zellkultur. Die Ergebnisse sind exemplarisch fir
mMCMV-IE1-L176A dargestellt. Gezeigt sind mit EtBr-gefarbte 1%ige Agarose-Gele (Al, BI) sowie der
korrespondierende Southern-Blot zu Bl (BIl). Al: Die Virus-DNA der Klone #1 und #2 wurde aus
Virusiiberstanden der zweiten und dritten Virus-Passage (P2) und (P3) infizierter MEF isoliert, gereinigt und
in je eine PCR mit dem Oligonukleotid-Paar (a) bzw. Oligonukleotid-Paar (b) eingesetzt. C3X-Plasmid-DNA:
Positivkontrolle  zum Nachweis bakterieller DNA-Sequenzen (BAC-Sequenz, 1,9kbp Fragment).
Negativkontrolle (K-): mCMV-BAC-WT-Virus-DNA (kein 1,9kbp Amplifikat). All: Schematische Darstellung
der verwendeten Oligonukleotid-Paare sowie der Fragmentgrof3en der daraus resultierenden PCR-Produkte.
Bl: Das EtBr-gefarbte Agarose-Gel zeigt das 0,59kbp Amplifikat (BAC-frei) aus P5 (Klon #1 und #2). BIl: Zur
Erhéhung der Sensitivitat wurde mit der Sonde p (siehe Abb. 3.15) hybridisiert. Im Southern-Blot konnte die
Abwesenheit der 1,9kbp Banden (schwarze Pfeile) bei gleichzeitigem spezifischem Nachweis der 0,59kbp
Banden bestatigt werden. Damit wurden die Virusklone #1 und 2# nach P5 als BAC-frei definiert. PCR-
Bedingungen siehe Text, M (1kbp Marker).
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BAC-freie Virusstocks

Virustiter [PFU/mI]

MCMV-IE1-L176A 2,3x10°
mCMV-IE1-A176L 2,1x10°
MCMV-IE1-A176L* 6,5x10°
MCMV-IE1-A176F 3,6x10°
MCMV-m164-1265A 8,7x10’
mMCMV-m164-A265I 2,2x10°
Doppelmutante 4,4x10’
Doppelrevertante 6,2x10’

Tab. 3.12 Virustiter der in dieser Arbeit hergestellten BAC-freien Viren. Die Virustiter wurden nach dem

in Kapitel 2.6.2 beschriebenen Protokoll bestimmt.

Schlussfolgerung:

1. Nach Transfektion von rekombinanten mCMV-BAC-Plasmiden in MEF konnten erfolgreich

rekombinante mCMV generiert werden.

2. Durch homologe Rekombination in den Zellen kommt es zum Herausschneiden des BAC-

Vektor-Anteils aus den auf C3X beruhenden Virusgenomen. Eine wiederholte Passagierung

einzelner Virusklone fihrte somit zur Anreicherung von BAC-freien Viren.

3.5 Etablierung einer quantitativen Real-Time-PCR zur viralen DNA-

Bestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine mCMV-spezifische quantitative Real-Time-PCR

(gPCR) entwickelt, mit der es mdglich war, die Anzahl an viralen Genomen pro Zelle zu

bestimmen.

3.5.1 Konstruktion eines Plasmid-Standards

Eine wichtige Voraussetzung fur die Etablierung der gPCR bestand in der Bereitstellung eines

geeigneten Plasmid-Standards. Die Klonierung des Standard-Plasmids pDrive_gB_PTHrP_Tdy,

welches Sequenzen von mCMV M55/gB sowie Sequenzen des zellularen Gens pthrp (murine

parathyroid hormone-related peptide-encoding gene) (Mangin et al., 1990) und tdy (male sex
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[testes]-determining gene) (Gubbay et al., 1990) beinhaltet, ist im folgendem detailliert

beschrieben.

Zuerst wurde das Zwischenkonstruktl Plasmid pDrive_gB generiert. Hierzu wurde in einer PCR
(siehe 2.10.4.1) mit dem Oligonukleotid-Paar gB-for und gB-rev (siehe 2.8.1.2, Annealing: 55°C)
ein Fragment des gB-Gens aus mCMV-Virion-DNA amplifiziert. Das 2817bp Amplifikations-
Produkt, welches die mCMV-gB-Sequenz von Nukleotidposition 82.910n bis 85.726n (GenBank
accession no. NC_004065 [komplettes Genom]) (Rawlinson et al., 1996) beinhaltete, konnte
mittels UA-basierter Ligation (siehe 2.9.10.1) in pDrive kloniert werden.

Plasmid pDrive_gB_PTHrP wurde als Zwischenkonstrukt2 hergestellt. Hierzu musste ein 984bp
gB-Fragment durch Restriktion mit Apal und Xbal aus pDrive_gB deletiert werden. Die
Oligonukleotide Apal-PTHrP-7neu (siehe 2.8.1.2, mit Apal Schnittstelle, Annealing: 55°C) und
Xbal-rcPTHrP-8neu (siehe 2.8.1.2, mit Xbal Schnittstelle) dienten zur Amplifikation eines 238bp
pthrp-Fragments, wobei als Template isolierte Mausschwanz-DNA diente. Ein 258bp grol3es
Amplifikations-Produkt, welches die 238bp pthrp-Sequenz von Nukleotid Position 126n bis 363n
(GenBank accession no. M60056) enthielt, wurde nach Restriktion mit Apal und Xbal in den mit

Apal und Xbal getffneten pDrive_gB eingesetzt.

T7 Promoter
BamHI (300)
Eco RI (307)

KanRes
M55/gB

Smal (4973) Sacl (1574)

pDrive_gB_PTHrP_Tdy
6337bp

Xbal (2210)
pthrp

Apal (2458)
Xbal (2478)
tdy

SP6 Promoter
Apal (2865)

Sacl (2871)

AmpRes

Abb. 3.17 Plasmidkarte von pDrive_gB_PTHrP_Tdy. Physikalische Karte des klonierten Plasmids
pDrive_gB_PTHrP_Tdy, das als Standard-Plasmid zur Quantifizierung der viralen DNA-Load mittels gPCR
eingesetzt wurde. Es umfasst das mCMV-Gen M55/gB (rot) sowie das zellulare Gen pthrp (murine
parathyroid hormone-related peptide-encoding gene, griin) und tdy (male sex [testes]-determining gene,
schwarz). Smal-single cut, rot.

Die finale Konstruktion von pDrive_gB_PTHrP_Tdy erfolgte nach Linearisierung von
pDrive_gB_PTHrP mit Apal. Danach konnte ein 407bp PCR-Fragment, das die 401bp tdy-
Sequenz von Nukleotidposition 70n bis 471n (GenBank accession no. 287804) umfasst, in das mit
Apal gespaltene Plasmid pDrive_gB PTHrP ligiert werden. Das PCR-Fragment wurde zuvor mit
dem Oligonukleotid-Paar TdyGene_forl und TdyGene_revl (siehe 2.8.1.2, mit Apal Schnittstelle,
Annealing: 60°C) generiert. Es sollte an dieser Stelle erwédhnt werden, dass in der vorliegenden
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Arbeit das tdy-Gen keine Verwendung fand. Es wurde aber in die Konstruktion des Standard-
Plasmids mit einbezogen, damit es in zukunftigen Studien méglich ist, zwischen Donor- und
Rezipienten-abgeleiteten Zellen bei mCMV-Infektion in nicht gleichgeschlechtlichen KMT Modellen
zu unterscheiden.

Fur die Verwendung als Standard-Plasmid in einer gPCR wurde pDrive_gB_PTHrP_Tdy mit Smal
linearisiert und anschlieRend mittels High Pure PCR Purification Kit der Firma Roche (siehe 2.9.7)
gereinigt. Eine Plasmidkarte von pDrive_gB_PTHrP_Tdy mit den klonierungsrelevanten
Restriktionsschnittstellen zeigt Abb. 3.17.

3.5.2 qPCR zur absoluten Quantifizierung viraler DNA.
Nachdem der Plasmid-Standard pDrive_gB_PTHrP_Tdy erfolgreich kloniert wurde, konnte im

Anschluss daran die Etablierung der gPCR erfolgen. Die Etablierung erfolgte mit einem TagMan
(ABI PRISM® 7700) unter der Verwendung des QuantiTect SYBR Green PCR Kits (QIAGEN).

Im Speziellen sollte die gPCR zum Nachweis des viralen Gens M55/gB und zellularen Gens pthrp
eingesetzt werden.

Geeignete Oligonukleotid-Paare sowie optimale Annealing-Temperaturen mussten empirisch
ermittelt werden. Die Auswahl potentieller Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des Programms
Primer-Express (siehe 2.10.4.4.1). Fur die Optimierungsexperimente wurden logo-Titrationen des
mit Smal linearisierten Plasmids pDrive_gB_PTHrP_Tdy als Matrizen-DNA verwendet. Die
optimale Amplifikatlange fir eine Real-Time-PCR liegt zwischen 100 und 150 Basenpaaren.
Kirzere PCR-Fragmente amplifizieren effizienter als langere und sind gleichzeitig toleranter
gegenitiber sich verandernden Reaktionsbedingungen.

Als optimal wurden Reaktionsbedingungen bewertet, die im TagMan Amplifikations-Profil parallel
ansteigende Amplifikationskurven sowie im Schmelzdiagramm ausschlie3lich die entsprechenden
Schmelzpunkte der spezifischen M55/gB bzw. pthrp Amplifikate zeigten. AulBerdem mussten
Amplifikations-Effizienzen von anndhernd 100% erreicht werden.

Die besten Ergebnisse fur M55/gB wurden mit dem Oligonukleotid-Paar LCgB_For3/LCgB_Rev3
und fur pthrp mit LCPTHrP_1/LCPTHrP_2 (Oligonukleotide siehe 2.8.2.1), bei einer Annealing-
Temperatur von 62°C erzielt. Das optimierte TagMan PCR-Profil sowie technische Details kénnen
Kapitel 2.10.4.4.1 entnommen werden.

In Abb. 3.18A ist ein optimiertes TagMan Amplifikations-Profil fir 10°> bis 10' Kopien des
linearisierten Plasmid-Standards pDrive_gB_PTHrP_Tdy gezeigt. Die daraus resultierenden
Schmelzkurven der amplifizierten 135bp (Ty = 84,1°C) M55/gB- bzw. 142bp (Ty = 83,1°C) pthrp-
Amplikons sind in Abb. 3.19B dargestellt. Die Ergebnisse lassen deutlich erkennen, dass die
entstandenen Amplifikate jeweils nur ein Maximum, welches dem jeweiligen Ty-Wert des

spezifischen Amplikons entspricht, aufweisen. Damit konnten Nukleotid-Dimere oder andere
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unspezifische PCR-Amplifikate, die sich negativ auf die PCR-Amplifikations-Effizienz auswirken

kdnnten, eindeutig ausgeschlossen werden.
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3.18 Ermittlung optimaler gPCR Bedingungen. A: TagMan Amplifikations-Profile fir 10" bis 10° Kopien
(markiert durch die Exponenten 1-5) des mit Smal linearisierten Standard-Plasmids pDrive_gB PTHrP_Tdy.
Eine Kontrolle, die alle Reaktionskomponenten auer Matrizen-DNA enthalt, ist in blau dargestellt (H,O-
Kontrolle). PCR-Bedingungen siehe Text. Die schwarze, horizontale Linie kennzeichnet den Schwellenwert
(Threshold), der zu Bestimmung des C+-Wertes dient. Der C+-Wert bezeichnet den PCR-Zyklus, bei dem die
Amplifikationskurve den Schwellenwert Ubersteigt. B: Schmelzdiagramme der spezifischen M55/gB bzw.
pthrp Amplikons. C: Die Auftragung der jeweiligen C-Werte gegen die korrespondierende Kopienzahl des
Plasmid-Standards fiihrt zu den entsprechenden M55/gB bzw. pthrp Standardkurven (Details siehe Text).

Die Berechnung der PCR-Amplifikations-Effizienz (E) fur M55/gB und pthrp erfolgte mit der Formel
E=[10¢Y°P9].1 (QIAGEN, Critical Factors for Successful Realtime PCR 01/2004). Diese wurde fiir
beide Gene sowohl flr die Standardkurven (Abb. 3.18C) als auch in einer Titration mit gereinigter
Proben DNA (Daten nicht gezeigt) berechnet. Alle berechneten PCR-Amplifikations-Effizienzen
lagen bei annahernd 100%. Damit konnte in jedem PCR Zyklus eine Verdopplung der Amplifikate
erzielt werden. Um zu testen, ob die M55/gB-PCR mit der pthrp-PCR vergleichbar ist, wurden die
ACt-Werte der beiden Einzel-PCRs gegen den Logarithmus der Plasmid- bzw. Probenmenge
aufgetragen. Ergibt sich daraus eine Gerade mit der Steigung < 0,1 (QIAGEN, Ciritical Factors for
Successful Realtime PCR 01/2004), so liegen identische Amplifikations-Effizienzen vor und die

beiden PCRs sind miteinander vergleichbar. Wie aus Abb. 3.19 klar zu erkennen ist, konnte diese
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Bedingung fir die Standardkurven von M55/gB und pthrp erfullt werden. Ebenso ergab der
Vergleich der PCR-Amplifikations-Effizienzen fur jedes der zwei Gene, zwischen titrierter Proben-
DNA und der jeweiligen Standardkurve, eine Gerade mit der Steigung < 0,1 (Daten nicht gezeigt).
Damit konnte eindeutig bewiesen werden, dass beide PCRs (M55/gB und pthrp) mit

vergleichbaren Effizienzen unter optimalen Bedingungen erfolgen.

1,4
1 0
= 9
Q 4 ¢
3 L. ¢
0,6 4 o
y =0,019x + 0,756
0,24
T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Log,, Plasmid-Standard

Abb. 3.19 Vergleichbarkeit der PCR-Amplifikations-Effizienz. Y-Achse: ACt (CtM55/gB - Crpthrp), X-
Achse: Log der Plasmid Konzentration. Erklarungen siehe Text.

Bemerkung: Analog zu der beschriebenen TagMan gPCR kann diese auch an einem Light Cycler
durchgefuhrt werden. Das entsprechende Light Cycler PCR-Profil ist im Anhang 6.5 beschrieben.

Schlussfolgerung:

1. Mit der erfolgreichen Klonierung des Plasmid-Standards pDrive_gB_PTHrP_Tdy wurde die
experimentelle Voraussetzung zur Etablierung einer gPCR geschaffen, die eine absolute
Quantifizierung viraler DNA ermdglicht.

2. Es konnte eine spezifische gPCR zum Nachweis des mCMV Gens M55/gB sowie des
zellularen Gens pthrp etabliert werden. Dabei wurde eine Nachweissensitivitdt von mindestens

10 Kopien des Plasmid-Standards pDrive_gB_PTHrP_Tdy erreicht.

3.6 Bestimmung des Genom-zu-PFU-Verhéaltnisses

Zur Evaluierung der Anzahl viraler Genome, welche zur Bildung eines Plaques auf MEF bendtigt
werden und somit einem PFU entsprechen, wurde das Genom-zu-PFU-Verhéltnis bestimmt. Dies
spiegelt die Anzahl viraler Genome wider, welche zur Initiation des zytolytischen Plague-bildenden
produktiven Zyklus benétigt werden. Da die Plaque-Bildung tber 3-5 Tage die Ausbreitung der
Infektion in Zellkultur einschlief3t, beinhaltet das Genom-zu-PFU-Verhaltnis zudem die virale

Infektiositat Uber mehrere Replikationsrunden hinweg. Wie von Kurz et al. (1997) beschrieben,
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betragt das Genom-zu-PFU-Verhaltnis des Referenzstammes mCMV Smith (WT-mCMV)
~500 zu 1.

Im Vergleich zu WT-mCMV und mCMV-BAC-WT zeigten die rekombinanten Viren
MCMV-IE-L176A, mCMV-IE1-A176L, mCMV-IE1-A176L* und mCMV-IE1A176F keinerlei
Beeintrachtigung der Vermehrung in MEF. Sowohl PlaquegrtRe (Daten nicht gezeigt), als auch
Virustiter (siehe Tabelle 3.12) waren vergleichbar.

Dennoch wurde zur exakten Quantifizierung der Genom-zu-PFU-Verhaltnisse die einer definierten
PFU-Zahl (siehe Tabelle 6.5; 6.6 im Anhang 6) entsprechende, gereinigte (siehe 2.10.3.2) Virus-
DNA der oben aufgefuihrten Viren in log;o-Stufen (Uber 5 Verdinnungs-Stufen) titriert. Die
Ausbeute der einzelnen Virus-DNA-Isolierungen unterliegt, wie jede DNA-Praparation, einer
statistischen Schwankung. Deshalb wurde die jeweilige Virion-DNA in voneinander unabhangigen
Triplikaten aufgereinigt. Die Anzahl an viralen Genomen wurde anschlieend fir jede
Titrationsreihe und Verdinnungs-Stufe Uber eine M55/gB-spezifische qPCR (Oligonukleotid-Paar:
LCgB_For3/LCgB_Rev3; PCR-Profil siehe 2.10.4.4.1) bestimmt. Dabei diente das linearisierte
Plasmid pDrive_gB_PTHrP_Tdy als Standard. Das Ergebnis der Evaluierung der in vitro-
Infektiositat fur die getesteten Virenist in Abb. 3.20 dargestellt.

Virion-DNA Genome pro PFU
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Abb. 3.20 In vitro-Infektiositdt der mCMV-Rekombinanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT und WT-
mCMV. Die einer definierten PFU-Zahl entsprechende Virion-DNA wurde in voneinander unabh&ngigen
Triplikaten aufgereinigt, jeweils titriert (5 logio-Stufen) und in eine M55/gB-spezifische gPCR eingesetzt.
Dabei diente Plasmid pDrive_gB_ PTHrP_Tdy als Standard. Links: Grafische Darstellung der Genom-zu-
PFU-Verhéltnisse der hergestellten mCMV-Rekombinanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT und WT-
mCMV. Die Medianwerte sind durch einen horizontalen Strich gekennzeichnet. Rechts: Berechnete
Mittelwerte (MW, aus 3 x 5 Werten) der viralen Genome pro PFU, die sich aus dem fir jede
Verdinnungstufe einer Titrationsreihe ermittelten Genom-zu-PFU-Verhaltnis zusammensetzen.

Die Analyse ergab, dass die ermittelten Genom-zu-PFU-Verhaltnisse der untersuchten Viren sehr
gut in dem fur WT-mCMV erwarteten Bereich von 500 Genomen pro einem PFU lagen. Auch wenn

das bereits von unserer Arbeitsgruppe veréffentliche Genom-zu-PFU-Verhaltnis (Kurz et al., 1997)
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von ~500:1 fir WT-mCMYV nicht exakt bestatigt werden konnte, ist die Abweichung bemerkenswert
gering zumal der publizierte Wert ebenfalls mit einem Fehler (DNA-Praparation, photometrische
DNA-Mengen Bestimmung, statistischer Fehler der PFU Bestimmung etc.) behaftet war. Zudem
war es unserer Arbeitsgruppe damals noch nicht méglich, die Analyse mit einem modernen und
sensitiven Verfahren wie der qPCR durchzufihren. Deshalb ist es umso beeindruckender, dass
der damals ermittelte Wert von ~500 Genomen pro PFU auch durch gPCR im Mittel bestatigt
werden konnte. Die geringfligigen Abweichungen der berechneten Genom-zu-PFU-Verhaltnisse
fur die generierten Rekombinanten sowie fir mCMV-BAC-WT im Vergleich zu WT-mCMV sind
somit nicht ungewdhnlich, sondern in erster Linie auf statistische Schwankungen bei der DNA-
Isolierung zuriickzufihren. Die Ergebnisse der Genom-zu-PFU-Bestimmungen zeigen, dass die
durch BAC-Mutagenese inserierten Punktmutationen die in vitro-Infektiositat der Rekombinanten
nicht oder nur minimal beeinflussen. Ob die leicht erhéhten Genom-zu-PFU-Verhéltnisse fur
mMCMV-IE1-A176L* und mCMV-IE1-A176F auf die jeweiligen Punktmutationen zurtickzufiihren
sind oder auf anderen Ursachen basieren, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Schlussfolgerung: Die in vitro-Infektiositdt der mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen im

MHC-Anker Codon des IE1- und/oder des m164-Peptids wurde nicht wesentlich verandert.

3.7 Uberpriufung der Funktionalitat mutierter IE1-Proteine

Die Mutationen von MHC-Ankeraminoséauren wie L A oder |- A verkirzen nur die hydrophobe
Seitenkette, die das Peptid in der hydrophoben Bindungstasche des MHC-Molekils verankert.
Dies ist eine fur das Erzielen des gewinschten immunologischen Phanotyps notwendige, dabei
aber weitgehend flr das Protein strukturkonservative Veranderung. Dennoch war ein Einfluss auf
die Proteinfunktion nicht von vornherein auszuschlieBen. Das IE1-Protein ist zwar nicht essentiell
fir Replikation in Zellkultur, ist aber wesentlich fur effiziente in vivo-Replikation in ruhenden Zellen
und damit fur die in vivo-Virulenz (Ghazal et al., 2005). Dies beruht auf der Fahigkeit des IE1-
Proteins, zellulare Gene des Nukleotidmetabolismus, wie z. B. das Thymidylat Synthase (TS) Gen
(Gribaudo et al., 2000) und das Ribonukleotid-Reduktase (RNR) Gen (Lembo et al., 2000) zu
transaktivieren. Diese Funktionen des IE1-Proteins sind testbar, indem die Funktionalitat der
mutierten IE1-Proteine als Transaktivatoren in einem Dual-Luciferase Reportergen (DLR)-Assay
(siehe 2.4.5; Prinzip Abb. 3.22A) gepruft wird.

Die Punktmutationen im Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure wurden aus den
entsprechenden IE1-Shuttle-Plasmiden (pST76K_IE1Ala, pST76K_IE1Leu* und pST76K_IE1Phe)
nach Restriktion mit den Enzymen Xbal und Eco47lll sowie Bsml in das mit Xbal und Eco47lll
geodffnete IE1-Expressionsplasmid plE100/1 (Messerle et al., 1992) subkloniert (siehe Abb. 3.21).

Dabei diente Bsml zur Trennung der durch Xbal und Eco47Ill-Verdau entstandenen Doppelbande,
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in dem das MIEPE enthaltene 1,8kbp Fragment in zwei 0,5kbp und 1,3kbp Fragmente gespalten
wurde (siehe Abb. 3.21). Die aus der Subklonierung resultierenden Plasmide plE1-L176A und

pIE1-A176F wurden mit der Bezeichnung plE1-Mut zusammengefasst benannt.

Eco471ll Xbal Xbal  Eco47Ill Bsml
Xbal hl Xbal
pST76K_IE1Ala | m122 | m123 | Bxa2a [miEPE|—
ANTPMFHPY

| 18 =0,5= 13 I[kbp]

Xbal Eco47 Il

pIEL-L176A —{ m123 | a2 [miere|-

ANTPMFHPY

1,8 kb
=

Xbal Eco47 Il

pIE100/1 —| m123 | Ex3,2,1 |MIEPE|—

[LNTPMFHPY

1,8 kb
=

Abb. 3.21 Klonierungsstrategie zur Herstellung der IE1l-Expressionsplasmide. Die Klonierung ist
exemplarisch fur die Herstellung von pIE1-L176A dargestellt. Das Shuttle-Plasmid pST76K_IE1Ala wurde
mit den Restriktionsenzymen Xbal, Eco471ll und Bsml geschnitten. Das 1,8kbp Fragment, welches die
Punktmutation L176A im IE1-Peptid enthélt, wurde dann in das mit Xbal und Eco471ll geschnittene IE1-
Expressionsplasmid plE100/1 subkloniert und somit das rekombinante Expressionsplasmid plE1-L176A
erhalten. Die C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosauren X (WT-Aminosaure, grin; Mutation, rot) des
IE1-Peptids sind hervorgehoben: pST76K_IE1Ala (A[GCA]), plE1-L176A (A[GCA]) und plE100/1 L[CTA]).
Die far Klonierungsschritte verwendeten Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet.
Restriktionsschnittstellen im Vektor pST76K_IE1Ala sind grau dargestellt.

Die fur den Reportergen Assay zusatzlich benétigten Firefly Luciferase Reporterplasmide pTLG
(TS) und pGL3R2 1.5 (RNR) wurden von Prof. Landolfo, Turin/ltalien, und Prof. Thelander,
Umea/Schweden, zur Verfigung gestellt. Als Kontrolle fir die basale TS und RNR
Promotoraktivitat diente pUC19, als Positiv-Kontrolle fur die Transaktivierung durch IE1 diente
pIE100/1. Die Transfektionseffizienz wurde mit pRL-TK (HSV-TK Promotor vor Renilla Luciferase)
kontrolliert. Die mit dem (DLR)-Assay-System durchgefiihrten Transfektionsexperimente in
ruhenden NIH 3T3 wurden erfolgreich durchgefiihrt und ergaben keinen negativen Einfluss der
Mutationen IE1-L176A und IE1L176F auf die Transaktivator-Funktion des IE1-Proteins fur die
Expression von TS oder RNR (siehe Abb. 3.22 B). Allerdings konnte mit dem Plasmid pIE1-A176L*
keine Transaktivator-Funktion des IE1-Proteins auf die untersuchten Promotoren nachgewiesen
werden. Dies war im hochsten Mal3e unerwartet, weil das von pIE1-A176L* exprimierte IE1-Protein
exakt dem IE1-WT-Protein entsprechen sollte und im Gegensatz zu plE1-Mut keine geplante
Mutation in der Aminosauresequenz aufweist. Tatsachlich zeigte ein Sequenzvergleich zwischen

IE1-A176L* und der WT-IE1-Sequenz upstream der DNA-Sequenz des IE1-A176L*-Peptids bei
Nukleotidposition 181.045 eine nicht intendierte Punktmutation TAT - TGT. Diese Mutation fihrt
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gleichzeitig zu einer Veranderung der entsprechenden Aminosdure Y165C im resultierenden IE1-

A176L*-Protein und kdnnte somit fir den Ausfall der Transaktivator-Funktion verantwortlich sein.

Bemerkung: Vergleichbare Funktionskontrollen waren fur die m164-Mutanten nicht moéglich, da

Uber mogliche Funktionen des ORFmM164 Proteins z. Z. nichts bekannt ist.

Schlussfolgerung: Das Ergebnis des DLR-Assays zeigt deutlich, dass die generierten Mutationen

in der MHC-Ankeraminosaure des IE1-Peptids L176A und A176F keinen negativen Einfluss auf die

Transaktivator-Funktion des IE1-Proteins fir die Expression von TS und RNR besitzen.
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Abb. 3.22 Priufung der Funktionalitat mutierter IE1-Proteine im Dual-Luciferase Reportergen Assay. A,
Prinzip: NIH 3T3 Zellen wurden in Triplikaten mit dem Renilla Luciferase Expressionsplasmid pRL-TK
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(Transfektions-Kontrolle), dem jeweiligen Firefly Luciferase Reporterplasmid pTLG (Thymidylat Synthase)
oder pGL3R2 1.5 (Ribonukleotid-Reduktase), sowie dem IE1-Expressionsplasmid (pIE100/1, plE1Mut oder
pIE1-A176L*) oder pUC19 als Negativ-Kontrolle transfiziert. Zur Testung der Transaktivator-Funktion
mutierter IE1-Proteine fir die Expression von TS oder RNR in ruhenden Zellen wurden die transfizierten
Zellen einen Tag nach der Transfektion fur exakt 48h in Starving-Medium [DMEM + 0,5% (v/v) NCS]
inkubiert und dadurch in der GO/G1 Phase arretiert. Danach wurden die Zellen lysiert und dann sowohl die
Expression des Reportergens (Firefly Luciferase) als auch die Expression der Transfektions-Kontrolle
(Renilla Luciferase) quantifiziert. P, Promotor. B: Die Daten wurden durch Bildung des Quotienten Firefly
Luciferase (RLU™M)/Renilla Luciferase (RLU™) auf die Transfektionseffizienz normiert. Alle Messungen
erfolgten in Triplikaten (mit von einander unabhéngig co-transfizierten Zellen). Medianwerte sind durch
schwarze horizontale Balken gekennzeichnet.

3.8 Invivo Charakterisierung von mCMV-Rekombinanten

Auf der Basis der bisherigen Daten konnte davon ausgegangen werden, dass die in vitro-
Infektiositat der mCMV-IE1-Mutanten sowie die Funktionalitdt des IE1-Proteins durch Mutation der
MHC-Ankeraminosaure des IE1-Peptids, bis auf die Rekombinante mCMV-IE1-A176L*, nicht
beeintrachtigt worden war. Dies war eine Grundvoraussetzung zur in vivo-Untersuchung der
generierten Rekombinanten.

Im murinen Modellsystem sollte nun die Frage geklart werden, ob die generierten Rekombinanten
MCMV-IE1-L176A (1), mMCMV-IE1-A176L (1), mCMV-IE1-A176L* (Ill) und mCMV-IE1-A176F (IV) (I
bis 1V) in vivo im Vergleich zu mCMV-BAC-WT(V) nach Infektion immunsupprimierter M&use
prinzipiell mit vergleichbarer Effizienz replizieren und die Replikation der Rekombinanten in fir die

CMV-Erkrankung reprasentativen Organen (Leber und Milz) stattfindet.

3.8.1 Quantitative Analyse der Virus-Replikation

Um aussagekraftige in vivo Versuche durchfihren zu kdnnen, muss ein rekombinantes mCMV-
BAC-Genom nach Passagierung in E. coli wieder Virus rekonstituieren kdnnen, welches nach
Infektion der Maus eine dem mCMV-BAC-WT vergleichbare Replikation, Organverteilung, und
Pathogenitat zeigt.

Eine exakte quantitative Analyse sollte Anzeichen auf eine eventuelle Attenuierung oder auch
Virulenz-Erhohung der hergesteliten Virus-Rekombinanten hinsichtlich ihrer in vivo-Replikation in
unterschiedlichen Organen aufzeigen.

Um einen unerwarteten und unbeabsichtigten nicht-immunologisch bedingten Phanotyp der
Mutanten auszuschlieen mussten die Versuche in immundepletierten Tieren durchgefiihrt
werden. Dazu wurden 8 Wochen alte Rezipienten (weibliche BALB/c Ma&use) durch 7Gy
y-Bestrahlung (siehe 2.6.2) immundepletiert, anschliefend randomisiert und in 5 Gruppen (I bis V)
aufgeteilt. Danach wurden alle Gruppen mit jeweils einer Virus-Rekombinante (I bis IV) oder
mCMV-BAC-WT (V) intraplantar mit 2x10° PFU (siehe Abb. 3.23) infiziert.
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Eine allgemein bekannte und akzeptierte Tatsache ist, dass der Virustiter individueller Tiere
erheblichen Schwankungen unterliegt, selbst wenn es sich um Inzuchttiere gleichen Alters und
gleichen Geschlechtes handelt und weitere Versuchparameter konstant gehalten werden. Speziell
nach hamatoablativer Behandlung der Tiere durch y-Bestrahlung variieren die Organtiter,
insbesondere in der Leber, um einen Faktor 10 bis 100 (Reddehase et al., 1985). Der durch die
Bestrahlung ausgeltste genotoxische Effekt unterliegt einem statistischen Ereignis, womit
Immunfunktionen in unterschiedlicher Weise betroffen werden und somit das Phanomen der
auftretenden Titer-Varianzen erklarbar ist. Eine Beurteilung der in vivo-Infektiositat mehrerer Viren
durch Vergleich einzeln-infizierter Experimentalgruppen wird dadurch deutlich erschwert. Eine
statistische Auswertung ist deshalb unabdingbar. Deshalb erfolgte die Analyse der Mause in Form
von Triplikaten, um sowohl die Replikations-Varianz in den Organen eines Individuums als auch
zwischen den Individuen zu erfassen. Das experimentelle Protokoll der Tierversuchsdurchfiihrung
istin Abb. 3.23 dargestellt.

2x105 PFU Vi Replikati
Viren (I-V) irus-Replikation
7Gy Immun
Akute Infektion . —_— R
Leber Histologie
Organentnahmen /
BALB/c Tag: 1, 2, 4, 6, \
Rezipienten 8 10p.. Pfote
(Gruppen 1-V) « Milz gPCR

Abb. 3.23 Modell zur Untersuchung der in vivo-Replikation der mCMV-IE1-Mutanten. Zur Untersuchung
der in vivo-Replikation der rekombinanten Viren mCMV-IE1-L176A (1), mCMV-IE1-A176L (II), mCMV-IE1-
A176L* (I1l) sowie mCMV-IE1-A176F (IV) im Vergleich zu mCMV-BAC-WT (V) wurden weibliche BALB/c
Mause durch 7Gy y-Bestrahlung immundepletiert, anschlie3end randomisiert und in 5 Gruppen aufgeteilt.
Danach wurden die Gruppen mit der entsprechenden Rekombinanten oder mit mCMV-BAC-WT intraplantar
infiziert. Die Kinetik der Virus-Replikation wurde sowohl durch IE1-spezifische Immunhistologie in der Leber
als auch durch gPCR mit DNA-Isolaten aus Milz und Pfote verfolgt.

Wie bereits von Podlech et al. (1998) gezeigt, gehért mCMV zu den polytropen Viren, welche
verschiedene Zelltypen produktiv infizieren kdnnen. Bei Abwesenheit von schitzenden CD8 T-
Zellen resultiert daraus eine Multi-Organerkrankung. In der vorliegenden Arbeit musste aus
Zeitgrinden auf eine Uberprifung aller erkrankten Organe verzichtet werden. Stattdessen wurde
die Analyse der Virus-Replikation, stellvertretend fur alle infizierbaren Organe, in Leber und Milz
durchgefuhrt. Da die Infektion der Tiere intraplantar erfolgte, wurde die Virus-Replikation zusatzlich
am unmittelbaren Infektionsort, also in der Pfote, verfolgt.

Die Untersuchung der Virus-Replikation erfolgte mit zwei von einander unabhangigen Methoden.
Fir Milz und Pfote wurde die Virus-Replikation durch gPCR (siehe 3.8.1.1) in der Leber hingegen

durch IE1-spezifische Immunhistochemie (IHC, siehe 3.8.1.2) untersucht.
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3.8.1.1 Quantifizierung der in vivo-Replikation mittels gPCR

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte mCMV-spezifische qPCR zum Nachweis des viralen
Gens M55/gB sowie des zellularen Gens pthrp diente neben der Bestimmung des Genom-zu-PFU-
Verhaltnisses insbesondere zur Quantifizierung der in vivo-Replikation.

Hierzu wurde die DNA von je drei Tieren der jeweiligen Versuchsgruppe (I bis V, siehe Abb. 3.23)
an den Tagen 2, 4, 6, 8 und 10 p.i. unabhdngig voneinander aus Pfote und Milz isoliert (siehe
2.10.3.1). Um Varianzen in der viralen-Load-Bestimmung (Einzeltierschwankung und Varianz der
DNA-Reinigung) zu erfassen wurde die gereinigte DNA fir jedes Tier in voneinander
unabhéngigen Verdinnungen getestet. Die Anzahl an viralen Genomen wurde anschlieRend Uber
eine M55/gB-spezifische gqPCR bestimmt und vermittels einer pthrp-spezifischen qPCR (siehe
3.5.2) auf die Zahl der Zellen normiert. In Abb. 3.24 ist das Ergebnis fur die mit mCMV-IE1-L176A
infizierte Tiergruppe (I) an den Tagen 6, 8 und 10 p.i. exemplarisch gezeigt. Vergleicht man die
Amplifikations-Profile der M55/gB-spezifischen gPCR zwischen Pfote und Milz (Abb. 3.24Al) so ist
ein zeitversetztes Ansteigen der M55/gB Amplifikate in der Milz zu beobachten. Erst an Tag 10 p.i.
kann in der Milz in etwa das Virus-Replikations-Niveau der Pfote erreicht werden. Die
entsprechenden Amplifikations-Profile der pthrp-spezifischen gPCRs verlaufen flr Pfote und Milz
(Abb. 3.24BIl) anndhernd identisch. Eine Berechnung der PCR-Amplifikations-Effizienz (Vgl. 3.5.2)
fur M55/gB und pthrp anhand der Steigungen der jeweiligen Standardkurve (Abb. 3.24All und BII)
ergab fur beide Gene eine Effizienz von 100%. Abb. 3.24C zeigt eine Zusammenfassung aller
Schmelzkurven, die aus den entsprechenden Amplifikaten der qPCRs fir Pfote und Milz
resultieren. Es ist deutlich zu erkennen, dass in beiden Teilbildern jeweils nur zwei Maxima zu
beobachten sind. Diese liegen exakt bei 82,9°C bzw. 84,9°C und entsprechen den
Schmelzpunkten der spezifischen M55/gB- bzw. pthrp-Amplikons. Damit sind Nukleotid-Dimere
oder andere unspezifische PCR-Amplifikate, die sich negativ auf die PCR-Amplifikations-Effizienz
auswirken kénnten, ausgeschlossen.

Das Ergebnis der in vivo-Replikation ist fur alle untersuchten Virusgruppen (I bis V) in Abb. 3.25
zusammengefasst gezeigt. Zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurden die mittels qPCR
bestimmten viralen Genome fiir Pfote und Milz pro 1x10° Zellen dargestellt. Durch lineare
Regressions-Analyse unter Verwendung von Mathematica V5.0 Statistik-Software (“Linear
Regression”; Wolfram Research Inc.) sollte die Frage beantwortet werden, ob die mCMV-IE1l-
Mutanten (I bis 1V) im Vergleich zu mCMV-BAC-WT (V) in Pfote und Milz in gleicher Weise
replizieren. Dazu wurden die in Abb. 3.25 dargestellten Regressionsgeraden berechnet.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Geraden fir den jeweils untersuchten Gewebetyp parallel
verlaufen. Dies bedeutet, dass die in vivo-Replikation der mCMV-IE1-Mutanten im Vergleich zu
mCMV-BAC-WT mit gleicher Effizienz erfolgt. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde zuséatzlich
zur Most Probable Number (MPN) der Geradensteigung (m, siehe Tabelle 6.7, im Anhang 6)
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Abb. 3.24 Quantifizierung der Virus-Replikation in Milz und Pfote mittels gPCR. Die Ergebnisse sind
exemplarisch fir mCMV-1E1-L176A (I) an den Tagen 6 (braun), 8 (gelb) und 10 (schwarz) p.i. gezeigt. Al und
Bl: TagMan Amplifikations-Profile der isolierten DNA-Proben aus Pfote und Milz fir M55/gB sowie pthrp. All
und BIl: Standardkurven der M55/gB bzw. pthrp Amplifikate. C: Schmelzdiagramme der in Al und Bl
dargestellten Amplifikations-Profile (T = 82,9°C M55/gB; Ty = 84,1°C pthrp). Die Analyse der DNA-Proben
erfolgte in Triplikaten (unabhéngige Verdiunnungen der jeweils isolierten DNA, es wurde Jewells ein 1/100
DNA-Eluat, dies entspricht 80- 200ng DNA eingesetzt). M55/gB Plasmid-Standard (rot, 10’-10" Kopien),
pthrp Plasmid-Standard (griin, 10° - 10° Kopien). In allen Ansatzen wurde eine H,O-Kontrolle (blau)
mitgefuhrt, der Plasmid-Standard pDrive_gB_PTHrP_Tdy wurde linearisiert eingesetzt.
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Abb. 3.25 In vivo-Replikation von mCMV-IE1-Mutanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT. Die Anzahl an
viralen Genomen wurde mittels gPCR bestimmt. Zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. sind die berechneten
viralen Genome der mit den mCMV | bis V infizierten Tiergruppen pro 1x10° Zellen dargestellt. Je Zeitpunkt
und Virusgruppe wurde die DNA aus je drei Individuen isoliert und in unabhangigen Verdinnungen der
jeweils isolierten DNA getestet. Die Regressionsgeraden verlaufen nicht durch den Ursprung, weil zum
Zeitpunkt t=0 mit 2x10° PFU infiziert wurde; und somit 2x10°PFU x 500 Genome/PFU = 1x10® Genome am
Infektionsort Pfote vorliegen. Fir die berechneten Genome in der Pfote an Tag 1 bedeutet dies: 1/10 Pfote
diente zur Aufreinigung der DNA; davon wurde 1/100 eingesetzt, damit entspricht der berechnete Wert fir
Tag 1 ungeféahr 1/1000 der Inokulum DNA-Menge. Die Regressionsgeraden wurden durch lineare
Regressions-Analyse unter Verwendung von Mathematica V5.0 Statistik-Software (“Linear Regression”;
Wolfram Research Inc.) bestimmt. P-Werte der zufélligen, nichtlinearen Verteilung <0,001. Die Mediane sind
mit schwarzen horizontalen Balken markiert. Zur Berechnung der jeweiligen Geradensteigungen siehe
Tabelle 6.7 im Anhang 6.8.2.

fur jedes Virus und fir jeden Gewebetyp das 95% Konfidenzintervall der Steigung bestimmt. Bei
vergleichbarer in vivo-Replikation sollten sich die Konfidenzintervalle der Steigungen Uberlappen.
Tatsachlich konnte diese Bedingung sowohl fir den Applikationsort Pfote als auch fir die Milz

eindeutig erflllt werden (siehe Tabelle 6.7 im Anhang 6). Vergleicht man die Steigungen der
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einzelnen Regressionsgeraden zwischen Pfote und Milz fallt jedoch auf, dass die Geradensteigung
fir die Milz um den Faktor 2 gréR3er ist.

Zur  besseren Veranschaulichung der Ergebnisse wurden mit der Gleichung
Tooppe=X=(10910(2)/M)x24h die in vivo-Verdopplungszeiten (Tpopper) der Viren (I bis V) fur Pfote und
Milz bestimmt. Dazu  wurde die  Geradengleichung logio(y)=mxi+logiob  nach
x¢ aufgeldst und y=2 (Verdopplung) gesetzt, um die Verdopplungszeit in Stunden zu erhalten
musste noch mit 24h multipliziert werden. Da Tpeppel Nicht von logigb (Y-Achsenabschnitt) abhéngt,
konnte dieser Term vernachlassigt werden. Die berechneten in vivo-Verdopplungszeiten der Viren
(I bis V) sind in Tabelle 6.7 im Anhang 6 zusammengefasst und in Abb. 3.26 grafisch dargestellt.
Aus Abb. 3.26 ist ersichtlich, dass eine Verdopplung der untersuchten Viren in der Pfote nach 21h,
in der Milz hingegen bereits nach 11h erfolgt. Damit erfolgt die in vivo-Replikation in der Milz im

Vergleich zur Pfote mit anndhernd doppelter Geschwindigkeit.
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Abb. 3.26 Vergleich der in vivo-Verdopplungszeiten von mCMV-IE1-Mutanten mit mCMV-BAC-WT in
Pfote und Milz. Die Balken reprasentieren die Most Probable Numbers (MPNs) der in vivo-Verdopplungszeit
(Tooppet) der untersuchten Viren I-V bestimmt durch lineare Regressions-Analyse unter Verwendung von
Mathematica V5.0 Statistik-Software (“Linear Regression’; Wolfram Research Inc.). Die ,Fehlerbalken®
stellen das 95% Konfidenzintervall dar. Fir alle Berechnungen waren die P-Werte der zufélligen,
nichtlinearen Verteilung <0,001. Schwarze Balken: Pfote, weie Balken: Milz. Zur Berechnung von Tpeppel
siehe Tabelle 6.7 im Anhang 6.8.2.

3.8.1.2 Quantifizierung der Virus-Replikation durch Immunhistologie der Leber

Nachdem mittels qPCR eindrucksvoll gezeigt werden konnte, dass die Rekombinanten mCMV-
IE1-L176A, mCMV-IE1-A176L, mCMV-IE1-A176L* und mCMV-IE1-A176F gegeniber mCMV-
BAC-WT keine Attenuierung der in vivo-Replikation in Pfote und Milz aufweisen, sollte nun geprift
werden ob dies auch in einem weiteren fur die mCMV-Erkrankung wichtigen Organ, der Leber,
zutrifft. Die in vivo-Replikation der mCMV-IE1-Mutanten in der Leber wurde im Unterschied zu
Pfote und Milz durch den immunhistochemischen (IHC) Nachweis des IE1-Proteins erfasst. Nach
Infektion mit mCMV wird u. a. das virale IE1-Protein (pp76/89) in grofRer Menge produziert und

bleibt wahrend der gesamten Replikation im Nukleus lokalisiert, wobei es in der spaten Phase in
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einem intranuklearen Einschlusskorper kondensiert vorliegt. Durch den IHC IE1-Nachweis ist es
daher mdglich, mCMV-infizierte Zellen aller Phasen und nicht nur Zellen der Spéatphase zu
detektieren. Deshalb wurde die Replikation der mCMV-IE1-Mutanten in der Leber mit Hilfe der
besonders sensitiven IHC-Methode anhand von intranuklearem IE1-Protein nachgewiesen.

Dazu wurden die Lebern von je drei Tieren der jeweiligen Versuchsgruppe (I bis V, siehe Abb.
3.23) an den Tagen 2, 4, 6, 8 und 10 p.i. in der IHC untersucht. Dabei entstammen die
entnommenen Lebern aus denselben Tieren, deren DNA aus Pfote und Milz mittels gPCR (siehe
3.8.1.1) analysiert wurde. Das Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung ist in Abb. 3.27
exemplarisch fur je eine Leber, aus mit den entsprechenden Viren (I bis V) infizierten Tieren, fir
die Tage 6, 8 und 10 p.i. dargestellt. Im Verlauf der Kinetik ist fUr alle untersuchten mCMV eine
deutliche Zunahme der Zahl infizierter Hepatozyten zu erkennen. Anhand dieser Abbildung konnte
qualitativ, sowohl zwischen den einzelnen mCMV-IE1-Mutanten als auch im Vergleich zu mCMV-
BAC-WT, kein Unterschied in der viralen Replikation festgestellt werden. Um diesen Befund auch
quantitativ zu bestatigen, wurde die Anzahl an schwarz markierten Zellen fir einen reprasentativen
Bereich von 10mm? in Leberschnitten ausgezéhit. Die Ergebnisse der Auszahlung infizierter Zellen
der untersuchten Viren fur die Tage 2, 4, 6, 8 und 10 p.i. sind fir jedes Tier in Abb. 3.28A gezeigt.
Analog zu der bereits in Kapitel 3.8.1.1 beschriebenen Vorgehensweise konnte auch fir die Leber
durch lineare Regressions-Analyse unter Verwendung von Mathematica V5.0 Statistik-Software
(“Linear Regression”; Wolfram Research Inc.) eindeutig bewiesen werden, dass die mittels BAC-
Mutagenese generierten mCMV-IE1-Mutanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT in gleicher Weise
replizieren. Dazu wurde unter Verwendung der jeweils berechneten Regressionsgleichungen der
entsprechenden Regressionsgeraden eines jeden Virus sowohl das Zeitintervall (Z) des Erreichens
in der Leber als auch die in vivo-Verdopplungszeit (Tpoppe) €rmittelt (Abb. 3.28A,B). Das
Zeitintervall (Z) errechnet sich aus der allgemeinen Geradengleichung logio(y)=mxi+logigh mit
y=10° (zur genauen Berechnung von Z siehe Tabelle 6.8 im Anhang 6). Alle getesteten Viren sind
nach ca. 3 Tagen in 10mm? Lebergewebe nachweisbar (Abb. 3.28A). Eine Verdopplung der
untersuchten Viren in der Leber erfolgt im Mittel nach ca. 16h. Somit zeigten die Rekombinanten
MCMV-IE1-L176A, mCMV-IE1-A176L, mCMV-IE1-A176L* und mCMV-IE1A176F hinsichtlich ihrer
in vivo-Replikation auch in Hepatozyten keinerlei Attenuierung. Die Ergebnisse dieser

Berechnungen sind in Tabelle 6.8 im Anhang 6 zusammengefasst.

Schlussfolgerung: Wie bereits fur Pfote und Milz gezeigt werden konnte, replizieren die
Rekombinanten mCMV-IE1-L176A, mCMV-IE1-A176L, mCMV-IE1-A176L* und mCMV-IE1-A176F

im Vergleich zu mCMV-BAC-WT auch in der Leber in gleicher Weise. Die inserierten

Punktmutationen im Codon der MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure des IE1-Peptids zeigten somit
unter immunsuppressiven Bedingungen keinen Einfluss auf die in vivo-Replikation in den

untersuchten Geweben.
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Abb. 3.27 Immunhistologischer Nachweis der in vivo-Replikation von mCMV-IE1-Mutanten im
Vergleich zu mCMV-BAC-WT. Nachweis von intranukledrem IE1-Protein (pp89) in der Leber mit der
immunhistologischen ABC-Methode, exemplarisch an je einer Leber an den Tagen 6, 8 und 10 p.i. fir das

jeweilige Virus (I bis V) gezeigt. IE1-positive Zellkerne erscheinen schwarz. Gegenfarbung Hamalaun.
Balken entspricht 200um.
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Abb. 3.28 Kinetik der in vivo-Replikation von mCMV-IE1-Mutanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT in
der Leber. A: Die Zahl der infizierten Zellen in der Leber wurde immunhistologisch (siehe Abb. 3.27) fir die
Tage 2, 4, 6, 8 und 10 p.i. reprasentativ fir eine Flache von 10mm? ermittelt. Pro Analyse-Tag wurden die
Lebern von je drei Tieren untersucht. Die Regressionsgeraden wurden durch lineare Regressions-Analyse
unter Verwendung von Mathematica V5.0 Statistik-Software (“Linear Regression”; Wolfram Research Inc.)
bestimmt. P-Werte der zufalligen, nichtlinearen Verteilung <0,001. Die Mediane sind mit schwarzen
horizontalen Balken markiert. Horizontale graue Balken, Zeitintervall (Z) in dem die getesteten Viren die
Leber erreichen. B: Die Balken représentieren die Most Probable Numbers (MPNs) der in vivo
Verdopplungszeit (Tpopper) der untersuchten Viren I-1V bestimmt durch lineare Regressions-Analyse. Die
.Fehlerbalken” stellen das 95% Konfidenzintervall dar. Zur Berechnung der jeweiligen Geradensteigungen
sowie von Z und Tpgppel Siehe Tabelle 6.8 im Anhang 6.8.2.
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3.9 Immunologische Charakterisierung der MHC-Klasse-I-Anker-
Mutanten

Auf molekularer Ebene konnte durch Sequenzierung der entsprechenden mCMV-BAC-Plasmide
(siehe 3.4.4.2) der Beweis erbracht werden, dass die via BAC-Mutagenese generierten Mutationen
in den immundominanten Peptiden IE1 und m164 — einzeln oder in Kombination — durch
Austausch der jeweiligen C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminosaure (X - A) korrekt sind. Ein
Austausch der Aminosaure X am C-Terminus soll zu einer Zerstérung der jeweils betroffenen CD8
T-Zellepitope fuhren. Infolgedessen kdnnen CD8 T-Zellen mit Spezifitat fir das jeweils betroffene
Peptid nicht mehr gebildet werden. Mit ex vivo isolierten CD8 T-Zellen sollte nun gepriift werden,
ob die erzeugten Mutationen tats&chlich zu einem Verlust IE1- bzw. m164-Peptid-spezifischer CD8
T-Zellen fuhrten. Eine wichtige Voraussetzung dafur war der in Kapitel 3.8 erbrachte Nachweis,
dass die generierten mCMV-IE1-Mutanten in vivo mit vergleichbarer Effizienz replizieren.

3.9.1 Funktionelle Verifikation der IE1-Funktionsverlust-Mutante im ELISpot-Assay
Nach Infektion mit der IE1-Funktionsverlustmutante mCMV-IE1L176A sollte durch den Austausch

der C-terminalen MHC-Ankeraminosaure im IE1-Peptid (L176A) die Prozessierung am Proteasom
und die Bindung an das prasentierende MHC-Klasse-I-Allel L® verhindert werden. Dadurch kénnen
mit mCMV-IE1-L176A infizierte Zellen kein IE1-Peptid prasentieren und somit kbnnen auch keine
IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen generiert werden. Dagegen sollten in Tieren, die mit einer
korrespondierenden Revertante; z.B. mit mCMV-IE1A176L infiziert wurden, wieder IE1-Peptid-
spezifische CD8 T-Zellen nachweisbar sein.

Um dies zu prifen, wurden immunkompetente BALB/c Mause intraplantar mit 2x10°PFU Mutante
oder Revertante infiziert. Nach immunomagnetischer Aufreinigung der CD8 T-Zellen (siehe 2.12.3)
aus den drainierenden Lymphknoten (Tag 8 p.i.) sowie aus der Milz (5 Monate p.i.) wurde im
ELISpot-Assay die Frequenz Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen bestimmt.

Als Antigen-préasentierende Zellen (APZ) diente die mit dem humanen B7-1 (CD80) transfizierte
Mastozytoma-Zelllinie P815. Zur Induktion einer Peptid-spezifischen T-Zell Aktivierung wurden die
P815-B7 mit synthetischen mCMV-Peptiden beladen. Die dabei verwendeten IE1-Peptide
unterschieden sich in ihrem jeweiligen C-Terminus 168-YPHFMPTN-X-176. Neben dem
nattrlichen IE1-Peptid X=L wurden noch zwei weitere Peptide mit X=A und X=F eingesetzt. Die
Aminosaure A am C-Terminus des IE1-Peptids fiihrt zu einem Antigenitatsverlust um mindestens 6
logio-Stufen aufgrund ineffizienter Bindung der C-terminalen Aminosaure A in die Bindungsgrube
des MHC-Klasse-I-Molekuls. Das Peptid mit X=F bindet hingegen mit vergleichbarer Affinitat, wie
das natirlich prozessierte IE1-Peptid, an das MHC-Klasse-I-Molekil LY (Reddehase &
Koszinowski 1991; Rognan et al., 1992). Um festzustellen, ob die Frequenz der m164-Peptid-

spezifischen CD8 T-Zellen, der zweiten immundominanten Spezifitat neben IEL1 (Holtappels et al.,
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2002a), nach Deletion des IE1-Peptids verdndert ist, wurden Zielzellen auch mit synthetischem
m164-Peptid beladen. Als Kontrolle dienten unbeladene APZ.

Durch polyklonale Stimulation mit 145-2C11 Hybridomzellen, die den monoklonalen Antikdrper
gegen Maus CD3e produzieren (aCD3g), konnte die Gesamtreaktivitat in einem CD3e-redirigierten
ELISpot-Assay (Holtappels et al., 2000b, 2001) ermittelt werden.

Die Ergebnisse des ELISpot-Assays (siehe Abb. 3.29A) zeigen, dass CD8 T-Zellen aus mCMV-
IE1-L176A infizierten Tieren nicht durch die mit den verschiedenen IE1-Peptiden
(168-YPHFMPTN-X-176, siehe Abb. 3.29A) beladenen APZs stimuliert werden konnten. Dies galt
sowohl fir CD8 T-Zellen aus dem drainierenden Lymphknoten akut infizierter Tiere als auch fur
Memory CD8 T-Zellen aus der Milz. Damit war bewiesen, dass nach Infektion mit
mMCMV-IE1-L176A keine IE1-L-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen mehr induziert worden waren.
Hingegen konnten aus mit mCMV-IE1-A176L infizierten M&usen (siehe Abb. 3.29B) sowohl in der
akuten Infektionsphase als auch in der Memory Phase der Infektion wieder IE1-L-Peptid-
spezifische CD8 T-Zellen nachgewiesen werden. Dabei war die Frequenz der IE1-L-Peptid-
spezifischen CD8 T-Zellen nach Inkubation mit 168-YPHFMPTN-L-176 bzw. mit 168-YPHFMPTN-
F-176 beladenen P815-B7 vergleichbar (ca. 1% von allen CD8 T-Zellen). Wie zu erwarten, wurde
das Peptid 168-YPHFMPTN-A-176 nicht erkannt.
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Abb. 3.29 Funktionelle Verifikation der IE1l-Funktionsverlust-Mutante im ELISpot-Assay.
Immunkompetente BALB/c Mause wurden intraplantar entweder mit 2x10° PFU mCMV-IE1-L176A (A) oder
mCMV-IE1-A176L (B) infiziert. Die Frequenz Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen aus drainierenden
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Lymphknoten 8 Tage bzw. aus Milzen 5 Monate p.i. wurde in einem ELISpot-Assay, basierend auf
individueller IFN-y Sekretion Peptid-stimulierter CD8 T-Zellen, bestimmt. CD8 T-Zellen wurden mittels
immunomagnetischer Zellsortierung aufgereinigt und anschlieRend stimuliert, entweder polyklonal durch
cross-linking mit anti-CD3¢ nach Stimulation mit 145-2C11 Hybridomzellen oder spezifisch nach Beladung
von P815-B7 mit 10®M der angegebenen synthetischen Peptide. Als Kontrollen dienten unbeladene (kein
Peptid) P815-B7. Die Frequenzen sind sowohl als Zahl IFN-y-sezernierender Zellen (links) als auch in
Prozent aller CD8 T-Zellen (rechts) angegeben. Balken représentieren die Most Probable Numbers (MPNs)
bestimmt durch lineare Regressions-Analyse der Effektorzell-Titrationen unter Verwendung von Mathematica
V4.2.1 Statistik-Software (“Linear Regression”; Wolfram Research Inc.). Fehlerbalken stellen dass 95%
Konfidenzintervall dar, P-Werte der zufalligen, nichtlinearen Verteilung <0,001. Eine detaillierte Auflistung
der berechneten T-Zellfrequenzen befindet sich im Anhang 6.2.1.

Die Memory-Frequenz m164-spezifischer CD8 T-Zellen nach Infektion mit
MCMV-IE1-L176A (Abb. 3.29A) scheint im Vergleich zu der entsprechenden Frequenz nach
Infektion mit mMCMV-IE1-A176L (Abb. 3.29B) um den Faktor 2 erhdht zu sein. Normiert man jedoch
die Peptid-spezifischen Frequenzen auf die Gesamtreaktivitéat der CD8 T-Zellen, so nivelliert sich

dieser scheinbare Unterschied.

Schlussfolgerung:
1. Nach Infektion mit der Mutante mCMV-IE1-L176A sind sowohl in akut als auch in latent

infizierten Tieren keine IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen mehr nachweisbar. Damit war die
Funktionalitat der Mutante in vivo bestatigt.

2. In Tieren, die mit einer korrespondierenden Revertante mCMV-IE1-A176L infiziert wurden,
konnten wieder IE1-Peptid-spezifische CD8 T-Zellen nachgewiesen werden.

3. Die Frequenz von ml64-spezifischen CD8 T-Zellen scheint durch den Ausfall an

IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen nicht beeinflusst zu werden.

3.9.2 Untersuchung von mCMV-Peptid-spezifischen T-Zellfrequenzen nach
Infektion mit verschiedenen mCMV-Rekombinanten
Nachdem im vorangegangenen Kapitel der Antigenitatsverlust fir mCMV-IE1-L176A im ELISpot-
Assay eindeutig bewiesen worden war, sollte nun analog untersucht werden, ob dies auch fur die
m164-Funktionsverlustmutante  (MCMV-m164-1265A) bzw. mCMV-IE1-L176A-m164-1265A
(Doppelmutante) zutrifft. Gleichzeitig sollte dabei die Frage beantwortet werden, ob die
Ausschaltung der immundominanten Peptide IE1 und m164 - einzeln oder in Kombination - zu
einer Veranderung der CD8 T-Zellfrequenzen bekannter Spezifitit (zur Ubersicht siehe
Reddehase, 2002) von mCMV fuhrt. Die Versuchsdurchfihrung ist in Abb. 3.30 schematisch

dargestellt.
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Abb. 3.30 Versuchsverlauf zur Untersuchung der mCMV-Peptid-spezifischen T-Zellfrequenzen nach
Infektion mit verschiedenen mCMV-Rekombinanten. Immunkompetente BALB/c Mause wurden
intraplantar entweder mit 2x10° PFU mCMV-BAC-WT (Kontrolle) oder mit den angegebenen Mutanten
infiziert. Die Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen aus akut infizierten bzw. Memory-infizierten
Tieren wurden in einem ELISpot-Assay bestimmt.

Immunkompetente BALB/c Mause wurden intraplantar mit 2x10° PFU der in Abb. 3.30
dargestellten mCMV infiziert. 8 Tage p.i. wurden CD8 T-Zellen aus drainierenden Lymphknoten
isoliert und durch immunomagnetische Zellsortierung gereinigt. Zur quantitativen Analyse der
Epitop-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen im ELISpot-Assay wurden die gereinigten CD8 T-Zellen
titriert und anschlieend in Triplikaten entweder polyklonal durch cross-linking mit aCD3¢ oder
spezifisch nach Beladung von P815-B7 mit 10®M der in Abb. 3.31 angegebenen synthetischen
Peptide stimuliert.

Die Ergebnisse der IFN-y ELISpots in Abb. 3.31A belegen, dass nach Infektion mit mCMV-m164-
I265A die m164-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen ausgeldscht sind. Nach Infektion mit der
Doppelmutante sind zusétzlich auch die IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen ausgeschaltet. Der
bereits gezeigte Verlust IE1-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen nach Infektion mit mCMV-IE1-L176A
konnte also erneut bestatigt werden. Die Gesamtreaktivitdit der CD8 T-Zellen war fur die 4
getesteten Viren vergleichbar. Die Frequenz der dominanten IE1- und m164-Peptid-spezifischen
CD8 T-Zellen nach Infektion mit mMCMV-BAC-WT (Kontrolle) betrug ca. 65 pro 1x10* CD8 T-Zellen;
dies entspricht 0,65%. Nach Ausléschung einer der beiden dominanten Spezifitdten erhdhte sich
die Frequenz der jeweils verbleibenden Spezifitat nur geringfliigig von 0,65% auf ca. 0,95%.
AuRerdem zeigte sich die Frequenz m18-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen - besonders nach
Ausléschung beider immundominanter Epitope - leicht, aber statistisch signifikant und
reproduzierbar (Daten nicht gezeigt) erhoht. Um etwaige Fehlinterpretationen, verursacht durch
geringfugige Schwankungen der Gesamtreaktivitat, auszuschlie3en, wurden die ermittelten Peptid-
spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen auf Prozent a-CD3e-reaktiver CD8 T-Zellen normiert. Das
Ergebnis ist in Abb. 3.31B gezeigt. Dabei fallt fir dieses Experiment auf, dass nach Infektion mit
MCMV-164-1265A, also nach Wegfall der m164-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen, die Frequenz
der verbleibenden IE1-Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen um einen Faktor von ~2 erhdht ist.

Erfahrungen in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Holtappels-Geginat (Institut fir Virologie, Mainz)
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haben gezeigt, dass IE1l-spezifische T-Zellfrequenzen erheblichen Schwankungen unterliegen.
Aus diesem Grund kann an dieser Stelle nicht entschieden werden, ob die detektierte
Frequenzerhohung auf die Zerstdrung des ml164-Peptids zuriickzufuhren ist. Die leichte, aber
signifikante Erhdéhung der Frequenz ml18-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen konnte auch nach
Normierung bestétigt werden. Eine Anderung in der Hierarchie der lbrigen Epitop-spezifischen
CD8 T-Zellfrequenzen, unabhéangig davon ob die beiden dominanten Epitope einzeln oder in

Kombination ausgeschaltet waren, konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.31 Analyse mCMV-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellfrequenzen nach akuter Infektion mit
verschiedenen mCMV-Mutanten. A: Die Frequenz Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen aus akut infizierten
Lymphknoten 8 Tage p.i. wurde im ELISpot-Assay basierend auf individueller IFN-y Sekretion Peptid-
stimulierter CD8 T-Zellen ermittelt. Die CD8 T-Zellen wurden durch immunomagnetische Zellsortierung
aufgereinigt und stimuliert, entweder polyklonal durch cross-linking mit anti-CD3¢e oder spezifisch nach
Beladung von P815-B7 mit 10®M der angegebenen synthetischen Peptiden. Als Kontrollen dienten
unbeladene (kein Peptid) P815-B7. Die Frequenzen sind sowohl als Zahl IFN-y-sezernierender Zellen (links)
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als auch in Prozent aller CD8 T-Zellen (rechts) angegeben. Das Fehlen von Peptid-spezifischen CD8 T-
Zellen ist durch Pfeile gekennzeichnet. Statistische Berechnungen siehe Legende Abb. 3.29. B: Normierung
der Peptid-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen aus Teilbild A auf Prozent aCD3e-reaktiver CD8 T-Zellen. Die
Balken reprasentieren den Konfidenzquotienten (Q) mit Q = (MPNpegia / MPN,cp3g). Das Konfidenzintervall
(QI) des Konfidenzquotienten (Q) errechnet sich aus QI = A(Qupper, Qiover); Qiower = (LCLpeptia / UCLgcpszs) und
Qupper = (UCLpeptia / LCLocpsd. MPN: Most Probable Number, UCLx bzw. LCLx (Upper bzw. Lower
Confidence Limit; oberes 95% bzw. unteres 95% Konfidenz-Limit); x=Peptid oder aCD3¢.

Fur andere Virusinfektionen gibt es Hinweise darauf, dass sich die Spezifitait des T-Zell
Repertoires wéhrend der Konstitution der priméren Immunantwort von dem entsprechenden
Repertoire der Memory T-Zellantwort unterscheidet (Van der Most et al., 1996; Bergmann et al.,
1999). Vor diesem Hintergrund wurden analog zur akuten Infektion auch die Frequenzen mCMV-
Epitop-spezifischer memory CD8 T-Zellen aus der Milz bestimmt. Diese Phase ist dadurch
charakterisiert, dass nach Auflésung der produktiven Infektion virale Latenz etabliert wird (Kurz et
al., 1997).

Die Ergebnisse des ELISpot-Assays (siehe Abb.3.32A) bestdtigen auch fir die Latenz die
erfolgreiche Ausschaltung von jeweils einem oder beider dominanter T-Zellspezifititen nach
Infektion mit der entsprechenden Mutante. Wie bereits fir die akute Infektion gezeigt werden
konnte, ist auch die Gesamtreaktivitat der CD8 T-Zellen fiur alle 4 Virusgruppen vergleichbar.
Dagegen konnte die wahrend der produktiven Infektion beobachtete Frequenzerhthung IE1-
Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen nach Ausléschung der m164-Antigenitat in der Memory Phase
nicht bestéatigt werden. Jedoch scheint in der Latenz die Frequenz m164-Peptid-spezifischer CD8
T-Zellen nach Infektion mit mMCMV-IE1-L176A im Vergleich zur Kontrolle minimal erh6ht zu sein.
Die leichte aber signifikante Frequenzerhdhung m18-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen - besonders
nach Ausléschung beider immundominanter Epitope — konnte auch in der Latenz bestatigt werden.
Zur genaueren Interpretation der Peptid-spezifischen Memory CD8 T-Zellfrequenzen wurde auch
hier eine Normierung auf Prozent aCD3e-reaktiver CD8 T-Zellen durchgefuhrt (siehe Abb. 3.32B).
Das Ergebnis konnte die vorangegangenen Aussagen eindeutig bestatigen. Die Frequenz m164-
Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen war nach Ausléschung des IE1-Peptids im Vergleich zur
Kontrolle geringfligig erhtht. Ebenso konnte die Frequenzerhthung der m18-Peptid-spezifischen
CD8 T-Zellen verifiziert werden. Analog zur akuten Infektion blieb die Frequenzhierarchie der
Ubrigen Epitop-spezifischen Memory CD8 T-Zellen durch den Wegfall eines oder beider

dominanter Epitope unverandert.

Schlussfolgerung:
1. Nach Infektion von BALB/c Mausen mit den Mutanten mCMV-IE1-L176A, mCMV-m164-1265A

sowie der Doppelmutante waren die korrespondierenden CD8 T-Zellspezifitaten tatsachlich

vollig ausgeloscht. In den Revertanten war dagegen die Erkennung der Epitope wieder
hergestellt.
2. Die Frequenz m18-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen - besonders nach Ausldschung beider

immundominanten Epitope - war leicht aber signifikant und reproduzierbar erhéht.
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3. Die Fahigkeit der Mutanten, CD8 T-Zellspezifititen der nicht mutierten Epitope in vivo zu

aktivieren, konnte sowohl in der akuten als auch in der Memory Phase der Immunantwort

bewiesen werden.

4. Die Hierarchie der Ubrigen Epitop-spezifischen CD8 T-Zellen wurde durch den Wegfall der

dominanten Peptide nicht verandert.

Abb. 3.32 Analyse mCMV-Peptid-spezifischer
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Memory CD8 T-Zellfrequenzen nach Infektion mit

verschiedenen mCMV-Mutanten. A: Die Frequenz Peptid-spezifischer Memory CD8 T-Zellen aus der Milz
ca. 5 Monate p.i. wurde im ELISpot-Assay basierend auf individueller IFN-y Sekretion Peptid-stimulierter
CD8 T-Zellen ermittelt (Details siehe Legende Abb. 3.31). B: Normierung der Peptid-spezifischen CD8 T-
Zellfrequenzen aus Teilbild A auf Prozent aCD3e-reaktiver CD8 T-Zellen (Details siehe Legende Abb.3.31).



3. Ergebnisse 143

3.10 Herstellung rekombinanter mCMV mittels Ein-Schritt-Rekombina-

tionsverfahren

Nach erfolgreicher Etablierung der in Kapitel 2.11.1 beschriebenen Zwei-Schritt-
Rekombinationsmutagenese, sollte nun eine weitere Methode zur Herstellung rekombinanter
MCMV-BAC-Plasmide, das Ein-Schritt-Rekombinationsverfahren, in der Arbeitsgruppe etabliert
werden. Die Durchfihrung der Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese von mCMV-BAC-
Plasmiden erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von Oliner et al., 1993 Zhang et al., 1998; sowie
insbesondere Wagner & Koszinowski 2004.

Das Prinzip dieser Methode (siehe Abb. 3.33) beruht auf der Insertion eines linearen PCR-
Fragments, welches ber ein Doppel-Crossing-over (zweifaches Rekombinationsereignis) in das
mMCMV-BAC-Plasmid integriert wird. Das lineare PCR-Fragment beinhaltet einen Selektionsmarker
und die fur die homologe Rekombination benétigten viralen Homologiebereiche.

In der vorliegenden Arbeit diente das Ein-Schritt-Rekombinationsverfahren zur Insertion einer
Epitop-Sequenz an das 3- bzw. 5-Ende des viralen Proteins aus dem ORF m164. Uber die
Funktion des ORFm164-Proteins ist bisher nichts bekannt. Die einzufigende Epitop-Sequenz
kodiert fur ein Peptid -YPYDVPDYA- aus dem Hamagglutininprotein (HA) (Wilson et al., 1984) des
Influenza-A-Virus. Gegen dieses Epitop existieren spezifische Antikdrper, die den Nachweis des
HA-Fusionsproteins erlauben. Dies ermdglicht die Aufklarung der intrazellularen Lokalisation des
HA-markierten viralen Proteins und liefert damit eventuell erste Anhaltspunkte zu einer méglichen
Funktion.

Ein detailliertes und optimiertes Versuchsprotokoll zur Durchfihrung der im Folgenden

beschriebenen Mutagenesen befindet sich in Kapitel 2.11.2.
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Abb. 3.33 Mutagenese-Prinzip von mCMV-BAC-Plasmiden mittels Ein-Schritt-Rekombinations-
verfahren in E. coli. Der Ablauf ist exemplarisch fir die Insertion einer DNA-Sequenz dargestellt. A:
Transformation des Plasmids pKD46 (pKD46 exprimiert die fur die Rekombination bendtigten Red-
Rekombinations-Proteine) in E. coli, die bereits das zu mutierende mCMV-BAC-WT-Plasmid enthalten. Im
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Rekombinations-Proteine exo, -bet -und -gam (gelbschwarze Ellipse) induziert. Danach werden die
Bakterien fir die Elektrotransformation vorbereitet. B: Generierung und Préparation des linearen DNA-
Rekombinations-Fragments. Das DNA-Rekombinations-Fragment wird tber eine Touch-down PCR mit dem
Plasmid pGP704-Kan als Matrizen-DNA hergestellt. Dieses beinhaltet das Kanamycin-Resistenzgen (Kan"

weile Box) welches von zwei FRT-Erkennungssequenzen (orange Box), der Sequenzinsertion (gelbe Box)
und von viralen DNA-Sequenzen (blaue Box) homolog zum mCMV-Genom flankiert wird. C: Mutagenese
des C3X-Plasmids und Entfernung des Selektionsmarkers (Kan"®). Elektrotransformation des linearen DNA-
Rekombinations-Fragments in E. coli, die das C3X-Plasmid mit dem Chloramphenicol-Resistenzgen
(Cam™®) und die exprimierten Red-Rekombinations-Proteine exo, -bet und -gam enthalten. Durch ein
Doppel-Crossing- over zwischen den homologen viralen Sequenzbereichen (blaue Box) kommt es zur
Insertion des Kan"®® und der einzufiigenden Sequenzinsertion (gelbe Box). Auf dieses Ereignis wird mit Cam
und Kan gezielt selektioniert. Danach wird in E. coli mit dem mutierten mCMV-BAC-Plasmid das Plasmid
pCP20 transformiert, so dass die FLP-Rekombinase (FLP, orange Ellipse) exprimiert Werden kann. Die FLP
vermittelt tiber die beiden FRT-Erkennungssequenzen das Herausschneiden des Kan"®. Zur Identifikation

von rekombinanten mCMV-BAC-AKan®®-Plasmiden werden Klone auf LB-Kan-Cam- bzw. LB-Cam-Platten
ausplattiert.

3.10.1 HA-Epitop-Markierung des ORFm164-Proteins von mCMV

Ein vom MHC-Klasse-I-Molekiil DY prasentiertes Peptid der Sequenz 257-AGPPRYSRI-265 aus
dem ORFmM164 ist das erste beschriebene Peptid, das in einer infizierten Zelle trotz der Gegenwart
von Immunevasinen prasentiert wird und somit der Wirkung dieser Proteine konstitutiv entkommt
(Holtappels et al., 2002a, c). Dieses immundominante Peptid wurde Uber Reverse Immunologie
durch Epitop-Vorhersage-Algorithmen gefunden; Uber das zugehdrige ORFm164-Protein war
dagegen nichts bekannt (wahrscheinlich handelt es sich um ein Membran-Glykoprotein, Rawlinson
et al., 1996). Zur Aufklarung der intrazelluldren Lokalisation des ORFm164-Proteins sollten zwei
Virusmutanten generiert werden, in denen das ORFm164-Protein C- bzw. N-terminal mit einem
HA-Tag markiert ist. Dazu musste C-terminal das alte Stop- durch ein neues Stop-Codon, unter
gleichzeitiger Insertion der HA-Epitop-Sequenz bzw. N-terminal das alte Start- durch ein neues
Start-Codon, unter gleichzeitiger Insertion der HA-Epitop-Sequenz, ersetzt werden. Die Strategie
zur Umsetzung dieser Insertionen ist in Abb. 3.34 dargestelit.

Fur die Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese des C-Terminus von ml64 wurden die
Oligonukleotide m164-HA-FRT-rev_MM und m164-HA-FRT-for_ MM (siehe 2.8.1.2) verwendet.
Das Oligonukleotid m164-HA-FRT-rev_MM enthielt neben den 40bp viralen Homologien (rechter
Homologie-Arm, siehe Abb. 3.34Al, All) und der 20bp Priming-Region fir das Plasmid pGP704-
Kan (Plasmidkarte siehe Abb. 3.33B) zusatzlich die HA-Sequenz mit neuem Stop-Codon (siehe
Abb. 3.34All), die an das 3'-Ende des Gens m164 fusioniert werden sollte. Mittels spezieller
Touch-down PCR (siehe 2.11.2.2) und dem Plasmid pGP704-Kan als Matrizen-DNA wurde ein
1118bp DNA-Rekombinations-Fragment hergestellt, welches das Kan®* flankiert von FRT-
Sequenzen und viralen Homologien sowie 3’ die HA-Sequenz besitzt (siehe Abb. 3.34Alll). Die N-
terminale Fusion der HA-Epitop-Sequenz an das ORFm164-Protein erfolgte analog, allerdings
unter der Verwendung des Oligonukleotid-Paars m164-HA5-FRT-rev_MM und m164-HA5-FRT-
for MM (siehe 2.8.1.2). Das Oligonukleotid m164-HA5-FRT-for MM enthielt entsprechend zu
m164-HA-FRT-rev_MM 40bp virale Homologien (linker Homologie-Arm, siehe Abb. 3.34BlI, BIl),
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20bp Priming-Region, sowie die HA-Sequenz jedoch mit neuem Start-Codon (siehe Abb. 3.34BlI),
die an das 5’-Ende des Gens m164 fusioniert werden sollte.

Nach Durchfihrung der jeweiligen BAC-Mutagenese entstanden zunéchst die mCMV-BAC-
Plasmide mCMV-BAC-m164-Kan-3'HAtag (Abb. 3.34AIV) bzw. mCMV-BAC-m164-Kan-5'HAtag
(Abb. 3.34BIV).
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Abb. 3.34 Strategie zur Insertion einer HA-Epitop-Sequenz an das 3'- bzw. 5’-Ende des ORFs m164.
A/Bl: Schematische Darstellung der Genomregion mit den Genen m162 (weil3), m163 (grau schraffiert),
m164 (blau) und m165 (grau schraffiert) im C3X-Plasmid. Der ORF m164 Uberlappt im 3’-Bereich mit dem
ORF m163 (blaugrau schraffiert) und im 5-Bereich mit dem ORF mi165 (blaugrau schraffiert). Al (C-
terminale HA-Markierung): Die VergroRerung der 3'-Genregion von m164 zeigt die Position der geplanten
HA-Epitop-Sequenz Insertion, sowie die Positionen der viralen Homologie-Arme. Bl (N-terminale HA-
Markierung): Analoge VergroRerung der 5-Genregion von m164 mit der Position der geplanten HA-Epitop-
Sequenz-Insertion sowie die Positionen der viralen Homologie-Arme. A/BII: Oligonukleotid-Design und PCR
mit den dargestellten Oligonukleotid-Paaren sowie dem Plasmid pGP704-Kan als Matrize. Priming-Region
(PR, orange), HA-Epitop-Sequenz (gelb), Kanamycin-Resistenzgen (Kan®®, weiR). A/BIIl: Das jeweils
entstandene DNA-Rekombinations-Fragment trégt die entsprechenden linken viralen Homologien, die HA-
Sequenz mit Stop- (Alll) bzw. Start-Codon (BIll), die nicht-kodierenden Priming-Regionen des Plasmids
pGP704Kan und FRT-Sequenzen (orange), die jeweils das Kan™® flankieren, sowie die rechte virale
Homologie. A/BIV: Nach Durchfiihrung der Mutagenese werden die zuvor beschriebenen DNA-Elemente in
das C3X-Plasmid integriert. A/BV: Entfernung der Kan"*-Kassetten durch FLP-Rekombinase fiihrt zu den
MCMV-BAC-Plasmiden mit der fusionierten HA-Epitop-Sequenz am 3'- (mMCMV-BAC-m164-3'HAtag, AV)
bzw. am 5-Ende (mMCMV-BAC-m164-5'HAtag, BV) des ORFs m164. Ein Sequenzbereich (insgesamt 85bp)
als Spur der Mutagenese, bestehend aus den beiden Priming-Regionen und einer FRT-Sequenz, bleibt
dauerhaft zuriick.
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3.10.1.1 Entfernung des Selektionsmarkers nach der Mutagenese
Das Ein-Schritt-Rekombinationsverfahren erfordert analog dem Zwei-Schritt-

Rekombinationsverfahren grundsatzlich die Insertion eines Resistenzgens (hier Kan®

) an die
Position der deletierten bzw. inserierten Sequenz. Um nach der Mutagenese die verbleibenden
nicht-viralen DNA-Sequenzen so klein wie moglich zu halten, muss das Resistenzgen wieder
entfernt werden kdnnen. Deshalb wurde dieses mit FRT-Erkennungssequenzen flankiert, die von
der FLP-Rekombinase (McLeod et al., 1986) erkannt werden. FLP fihrt zur Rekombination
zwischen zwei gleich orientierten FRT-Erkennungssequenzen und dadurch zur Exzision von DNA-
Sequenzen, die zwischen zwei FRT-Sequenzen liegen. Im rekombinanten Plasmid bleibt allerdings
eine einzige FRT-Erkennungssequenz zurtick.

Zunachst musste die DNA-Qualitat fir beide rekombinanten Plasmide mCMV-BAC-m164-Kan-
3'HAtag sowie mCMV-BAC-m164-Kan-5’HAtag Uberpruft werden. Dazu wurde die DNA von
jeweils 8 bis 10 Klonen isoliert und nach Kontrollrestriktion mit EcoRI im Agarose-Gel aufgetrennt
(siehe Abb. 3.35). Die Analyse der BAC-Klone erwies sich als essentiell, da regelmafig Klone
identifiziert werden konnten, die Reste des Expressions-Plasmids pKD46 sowie Instabilitaten im

mCMV-BAC-Genom aufwiesen (in Abb. 3.35 durch Pfeile markiert).

10

w A OO

[kbp]

1 BAC-Klone # 9

Abb. 3.35 Kontrollrestriktion mit EcoRI nach Insertion der Kan®®. Zur Uberpriifung der BAC-DNA-
Qualitdt wurde BAC-Minipréaparations-DNA ausgewahiter Klone von mCMV-BAC-m164-Kan-3'HAtag und
MCMV-BAC-m164-Kan-5'HAtag (Daten nicht gezeigt) mit EcoRI verdaut und die entstandenen Fragmente
wurden in einem 0,6%igem Agarose-Gel aufgetrennt. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Spuren zeigen
instabile mMCMV-BAC-Genome und Reste des Plasmids pKD46. Spur: M, 1kbp Marker.

Zur Entfernung der Kan"®*-Kassetten durch FLP aus mCMV-BAC-m164-Kan-3'HAtag bzw. mCMV-
BAC-ml164-Kan-5’'HAtag wurde je ein bakterieller Klon mit stabilem mCMV-BAC-Genom
ausgewahlt, mit dem Plasmid pCP20 (Plasmidkarte siehe Abb. 3.33C) transformiert und dadurch
die Expression von FLP ermdglicht. Durch Expression der FLP-Rekombinase konnte die jeweilige

Res

Kan™" mittels zielgerichteter Rekombination entfernt werden. Somit wurden die rekombinanten
mMCMV-BAC-Plasmide mCMV-BAC-m164-3'HAtag und mCMV-BAC-m164-5HAtag (siehe Abb.
3.34A/BV) generiert. Nach Exzision des Kan™® bleiben auRer der inserierten HA-Epitop-Sequenz
insgesamt 85bp nicht entfernbarer Fremd-Sequenzen im viralen Genom erhalten (siehe

Abb.3.34A/BV).
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Schlussfolgeruna: Das auf linearen PCR-Fragmenten beruhende Ein-Schritt-

Rekombinationsverfahren zur Mutagenese von mCMV-BAC-Plasmiden nach Wagner &
Koszinowski (2004) konnte erfolgreich in der Arbeitgruppe etabliert werden. Damit war es moglich,
den ORF m164 sowohl am 3'- als auch am 5’-Ende mit einer HA-Epitop-Sequenz zu markieren.

3.10.2 Charakterisierung der HA-markierten rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide

Zur Uberpriifung der korrekten HA-Epitop-Sequenz Insertion am 3'- bzw. 5’-Ende des Gens m164
musste eine strukturelle Genom-Analyse der rekombinanten Plasmide mCMV-BAC-m164-3'HAtag
und mCMV-BAC-m164-5’HAtag durchgefihrt werden. Dazu wurde die jeweilige BAC-
Maxipraparations-DNA mit EcoRI verdaut und anschlieend Gel-elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach Southern-Blotting wurde die Membran mit einer m164 spezifischen Oligonukleotid-Sonde
(m164-Sonde, siehe 2.8.1.2) hybridisiert (flr die Position der Sonde, siehe Abb. 3.36A). Die nach
EcoRl Restriktion zu erwartenden DNA-Fragmente sind in den Karten der jeweiligen
Rekombinanten eingezeichnet (siehe Abb. 3.36A). Das Ergebnis der strukturellen Southern-Blot-
Genom-Analyse ist in Abb.3.36B gezeigt.

Im C3X-Plasmid besitzt das m164 Gen-enthaltende EcoRI Fragment eine Lange von 22,8kbp. Die
erfolgreiche Insertion der HA-Epitop-Sequenz am 3'- bzw. 5-Ende des Gens m164 fuhrte durch
eine zusatzlich vorhandene EcoRI-Restriktionsenzymschnittstelle zu jeweils zwei neuen Banden,
bei 3'HA zu 4,4 und 18,4 bzw. bei 5’HA zu 5,8 und 17kbp. Da nach EcoRI Restriktion 36 (C3X)
bzw. 37 (Rekombinanten) Fragmente entstehen, ist es aullerst schwierig, einzelne Banden im
Ethidiumbromid-geféarbten Agarose-Gel eindeutig zu diskriminieren. Die korrekte Insertion der HA-
Epitop-Sequenzen konnte jedoch indirekt im Southern-Blot durch den Nachweis von m164
eindeutig bestatigt werden. Nach EcoRI Restriktion von C3X-, mCMV-BAC-m164-3'HAtag- bzw.
mCMV-BAC-m164-5'HAtag-Plasmid-DNA konnte mit der m164 spezifischen Oligonukleotid-Sonde
tatsachlich die zu erwartenden 22,8kbp, 18,4kbp bzw. 5,8kbp Fragmente (siehe Abb. 3.36B)
eindeutig nachgewiesen werden. Somit ist die korrekte Integration der HA-Epitop-Sequenzen
verifiziert.

Zur weiteren Charakterisierung wurde BAC-Maxipraparations-DNA der Plasmide mCMV-BAC-
m164-3'HAtag bzw. mCMV-BAC-ml164-5’'HAtag mit den Oligonukleotiden m164-seq-3'HA-
for/m164-seq-3'HA-rev.  bzw. BACmM164HANmM165for/BACmM164HANmM164rev (siehe 2.8.1.1)
sequenziert. Dadurch konnte die Nukleotid-genaue Fusion der HA-Sequenz an das 3'- bzw.- 5-
Ende des ORFs m164 bei gleichzeitiger Deletion des urspringlichen Stop- bzw. Start-Codons

auch auf molekularer Ebene klar bestéatigt werden (Sequenzier-Ergebnisse siehe Anhang 6.5).
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Abb. 3.36 Analyse rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide. A: Schematische Darstellung der Genomregion,
mit den Genen m162 (weil3), m163 (grau schraffiert), m164 (blau) und m165 (grau schraffiert) im mCMV-
BAC-Plasmid. Der ORF m164 Uberlappt im 3’-Bereich mit dem ORF m163 (blaugrau schraffiert) und im 5'-
Bereich mit dem ORF m165 (blaugrau schraffiert). Nach Fusion der HA-Epitop-Sequenz (gelb) an das 3'-
bzw. 5-Ende des Gens m164 und den nicht entfernbaren Fremd-Sequenzen (orange) verdndert sich das
EcoRI-Restriktionsenzymmuster durch die zuséatzliche EcoRI-Restriktionsschnittstelle in den nicht
entfernbaren Fremd-Sequenzen. Statt der 22,8kbp EcoRI-Bande in C3X entstehen in den Rekombinanten
jeweils zwei neue Banden. Die zu erwarteten Fragmentgrof3en nach EcoRI-Restriktion sind in die jeweilige
Karte der mCMV-BAC-Plasmide eingezeichnet. Die Position der m164-spezifischen Oligonukleotid-Sonde
(m164-Sonde) im mCMV-Genom ist durch einen schwarzen horizontalen Balken symbolisiert. B: Indirekter
Nachweis der korrekten Integration der HA-Epitop-Sequenzen in das mCMV-BAC-Genom nach EcoRI-
Restriktion der jeweiligen BAC-DNA. Auftrennung der DNA im Agarose-Gel (links), gefolgt von Southern-Blot
(rechts) und Hybridisierung mit einer m164-spezifischen m164-Sonde. M, 1kbp Marker; C3X, mCMV-BAC-
WT,; 3HA, mCMV-BAC-m164-3'HAtag; 5’HA, mCMV-BAC-m164-5'HAtag
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Nach Transfektion der Plasmide mCMV-BAC-m164-3'HAtag bzw. mCMV-BAC-m164-5'HAtag in
MEF (siehe 2.4.4.1) wurden die rekombinanten mCMV-m164-3'HA bzw. mCMV-m164-5HA

rekonstituiert. Die Eliminierung der bakteriellen-Sequenzen (BAC-Sequenz) durch wiederholtes
Passagieren auf MEF (siehe 2.7.3) wurde bisher nur fir die Mutante mCMV-BAC-m164-3'HAtag
durchgefuhrt. Von der BAC-freien Virus-Mutante mCMV-m164-3'HA wurde fir zuklnftige
Experimente ein tber Dichtegradienten-Ultrazentrifugation gereinigter Virusstock (5,7x10® PFU/mI)
hergestellt sowie das Genom-zu-PFU-Verhdltnis (vgl. Kapitel 3.6; MW1 915, MW2 851, MW3 924
[Genome/PFU]) bestimmt.

Schlussfolgerung:

1. Die erfolgreiche Integration einer HA-Epitop-Sequenz mittels Ein-Schritt-
Rekombinationsmutagenese am 3'- bzw. 5'-Ende des Gens m164 konnte durch strukturelle
Genom-Analyse und Sequenzierung eindeutig verifiziert werden.

2. Nach Transfektion der HA-markierten BAC-Plasmide in MEF wurden erfolgreich rekombinante

Viren rekonstituiert.
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4 Diskussion

4.1 Interpretation der Ergebnisse

Rekurrente Infektion als Folge der Reaktivierung von latentem Cytomegalovirus (CMV) ist eine
lebensbedrohende  Komplikation in  hamatoablativ  therapierten  Empfangern einer
Knochenmarktransplantation (KMT), wobei Interstitielle Pneumonie und Hepatitis wesentliche
Manifestationen der CMV-Erkrankung darstellen. Daher sind viele Untersuchungen, insbesondere
von unserer Arbeitsgruppe, durchgefuhrt worden, die sich mit der Aufklarung der molekularen
Mechanismen von CMV-Latenz und Reaktivierung befassen.

Die Untersuchungen zur CMV-Latenz und Reaktivierung erfolgen im BALB/c Modellsystem der
murinen CMV (MCMV)-Infektion nach experimenteller KMT. Die Kontrolle der produktiven Infektion
ist in diesem kliniknahen Modell von der effizienten Rekonstitution antiviraler CD8 T-Zellen
abhangig (Holtappels et al., 1998; Holtappels et al., 2000c; Podlech et al., 2000, zur Ubersicht
siehe Holtappels et al., 2005). Die Beendigung der Virus-Replikation in den Organen, z. B. in der
Lunge, einem Hauptort von CMV-Pathogenese, fuhrt jedoch nicht zur Elimination des viralen
Genoms. Dieses verbleibt vielmehr in einem Zustand der Latenz, aus dem heraus eine
Reaktivierung des produktiven Replikationszyklus erfolgen kann.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass nur ein geringer Anteil latenter mCMV-Genome in der
Lunge die Major Immediate Early (MIE) Gene iel und ie2 exprimiert, die Latenz aber dennoch
bestehen bleibt, da das differentielle Splicing des primaren IE1/3 Transkripts zum Transaktivator-
Transkript IE3 nicht erfolgt und folglich weder E-Proteine noch infektioses Virus gebildet werden
(Kurz et al., 1997; Kurz et al., 1999; Kurz & Reddehase 1999; Grzimek et al., 2001; zur Ubersicht
siehe Reddehase et al., 2002).

Parallel zur Latenz-assoziierten IE1-Genexpression konnte in der latent infizierten Lunge eine
Anreicherung aktivierter CD62L-low CD8 T-Zellen mit Spezifitat fur das immundominante IE1-
Peptid 168-YPHFMPTNL-176 nachgewiesen werden (Holtappels et al., 2000c). Eine Kopplung der
molekularen Daten mit den immunologischen Daten fuhrt zu folgender Hypothese:
IE1-Peptid-spezifische CD8 T-Zellen erkennen latent infizierte Zellen in der ersten Stufe
transkriptioneller Reaktivierung (zur Verdeutlichung in Abb. 4.1 illustriert).

Es werden sporadisch zu jedem Zeitpunkt der Latenz in der Lunge selektiv IE1-Transkripte
gebildet und IE1-Peptide auf der Zelloberflache préasentiert. Die Erkennung des spezifischen
Antigens durch IE1-Peptid-spezifische Memory CD8 T-Zellen stimuliert diese zur Proliferation, was
zu einer klonalen Anreicherung der Effektor-Zellen fuhrt. IE1-Peptid-spezifische Effektor-Zellen
verhindern die CMV-Reaktivierung im immediate early Stadium, indem sie IE1-Peptid
prasentierende Zellen lysieren. Zur Evaluierung der Hypothese wurde mittels BAC-Mutagenese ein
rekombinantes mCMV (mCMV-IE1-L176A) generiert, in welchem das IE1-Peptid durch
Punktmutation der C-terminalen MHC-Ankeraminosaure L176A zerstort ist.
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Abb. 4.1 Modell: IE1-Peptid-spezifische CD8 T-Zellen erkennen latent infizierte Zellen in der ersten Stufe
transkriptioneller Reaktivierung (aus Simon et al., 2005b).

Generierung rekombinanter Viren: Von der Insertionsmutagenese bis zur BAC-
Technologie

Generell spielt die moderne Molekularbiologie bei der Herstellung von Virusmutanten eine zentrale
Rolle. Virale Genome werden als Plasmide in E. coli kloniert und k6nnen dann mit etablierten
molekularbiologischen Methoden (Sambrook & Russel, 2001) verdndert, amplifiziert und
charakterisiert werden. Nach erfolgreicher Mutagenese erfolgt zur Rekonstitution von
Virusmutanten die Transfektion der viralen Genome in eukaryotische Zellen. Dieses Prinzip wird
seit Jahren zur Mutagenese verschiedenster Viren mit Genomen bis zu einer Gro3e von ca. 35kbp
erfolgreich angewendet (z. B. HBV; Bichko et al., 1982; Adenovirus; Chartier et al., 1996). Bei der
Mutagenese von Viren mit sehr grof3en viralen DNA-Sequenzen (>100kbp) konnte dagegen dieses
Prinzip aufgrund von Plasmid-Instabilitaten in E. coli nicht erfolgreich angewandt werden.

Als Alternative wurde die Klonierung viraler Genome als Yeast Artificial Chromosomes (YACSs) in
Hefen (Ramsay, 1994) versucht und z. B. fur das 35kbp grof3e Adenovirusgenom beschrieben
(Ketner et al., 1994). Allerdings kam es in Folge der starken Rekombinationsaktivitat in Hefen zu
spontanen Rearrangements und damit zu Instabilitaten der inserierten Sequenzen (Ramsay, 1994;
Schalkwyk et al., 1995). Aus diesem Grund wurde bisher die Mutagenese der CMV-Genome nicht
in Hefen, sondern in Sdugerzellen durchgefuhrt.

Die dabei am haufigsten verwendete Methode ist die Insertionsmutagenese durch homologe
Rekombination in Zellen (Spaete & Mocarski, 1987; Manning & Mocarski, 1988). Wegen der
langsamen Replikationsgeschwindigkeit der CMV, der geringen Rekombinationshaufigkeit in

eukaryotischen Zellen und der Instabilitat der viralen Genome aufgrund direkter und invertierter
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Sequenz-Wiederholungen, die zu illegitimen Rekombinationsereignissen filhren kdnnen, ist diese
Mutagenese-Technik fehlerhaft und zeitaufwendig (Spaete & Mocarski, 1987; Vieira et al., 1994).
Ein weiteres Problem dieser Methode stellt die Notwendigkeit der Selektion auf rekombinante
Viren und ihre Abtrennung von WT-Viren dar, besonders wenn das rekombinante Virus einen
Wachstumsnachteil aufweist. Dies wurde teilweise durch die Verwendung von Selektionsgenen,
wie z. B. neo, gpt oder puro, verbessert (Wolff et al., 1993; Greaves et al., 1995; Abbate et al.,
2001), konnte aber dennoch die Limitationen dieser Methode nicht iberwinden.
Einen weiteren Fortschritt fir die CMV-Mutagenese stellt die Verwendung von Cosmiden mit
subklonierten viralen Sequenzen mit einer Grof3e von 10 bis 35kbp dar (Kemble et al., 1996;
Mocarski & Kemble, 1996). Die Mutation kann in E. coli in das virale Cosmid eingefiihrt werden
und rekombinantes Virus kann dann durch Cotransfektion aller viralen Cosmide in permissive
Zellen rekonstituiert werden. So muss nicht mehr gegen WT-Viren selektioniert werden. Der grol3e
Nachteil dieser Technik fir eine erfolgreiche Virusrekonstitution ist die Notwendigkeit des
gleichzeitigen Stattfindens von mindestens 8 spezifischen Rekombinationsereignissen zwischen
den einzelnen Cosmiden in den Zellen. Diese kdnnen zu illegitimen Rekombinationen fihren und
sind auRerdem ineffizient (Kemble et al., 1996). Die Uberprufung einer korrekten Genomstruktur
kann zudem erst nach vollendeter Mutagenese erfolgen. Dieses Verfahren konnte sich deshalb
nicht durchsetzen.
Um die langwierige Herstellung von CMV-Mutanten in eukaryotischen Zellen zu umgehen und die
Vorteile der Bakteriengenetik in E. coli doch fir die CMV-Mutagenese zu verwenden, wahlten
Messerle et al., 1997 einen neuen Weg. Zur stabilen Propagierung der sehr grof3en viralen DNA-
Genome wurden keine klassischen high-copy Plasmide verwendet, sondern BAC-Plasmide. Diese
basieren auf dem Replikon des bakteriellen f-Plasmids. Pro Bakterium sind nur ein bis zwei Kopien
vorhanden und erlauben somit eine stabile Vermehrung von bis zu 300kbp-langen DNA-
Sequenzen in E. coli (Shizuya et al., 1992, siehe auch 1.6). Damit konnte das mCMV-Genom in
ein BAC kloniert und in E. coli Uberfuhrt werden. Dort kann es mutagenisiert, charakterisiert und
anschlielRend zur Rekonstitution von Virusmutanten wieder in permissive Zellen transfiziert werden
(Messerle et al., 1997; siehe auch 1.6). Die Methode konnte in den letzten Jahren noch weiter
verbessert werden (Borst et al., 1999, 2004; Wagner et al., 1999; zur Ubersicht siehe Brune et al.,
2005), und wurde mittlerweile zur Klonierung und Mutagenese einer Vielzahl von Herpesviren, wie
z. B. EBV, HSV, PRV, HCMV und MHV-68 angewandt (Delecluse et al., 1998; Stavropoulos &
Strathdee, 1998; Saeki et al., 1998; Smith & Enquist 1999; Borst et a., 1999; Adler et al., 2001).
Dies unterstreicht die generelle Anwendbarkeit der BAC-Technologie fur groRe DNA-Viren. Die
BAC-Mutagenese hat im Vergleich zur Mutagenese in Zellkultur folgende Vorteile:
1. Die zur Mutagenese notwendigen Manipulationen im BAC-Genom werden alle in E. coli
durchgefihrt.
2. Die Bestétigung einer korrekten Mutagenese und die Charakterisierung der Integritat der

Genomstruktur werden vor der Virusrekonstitution durchgefinhrt.
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3. Die Mutagenese unterliegt nicht den kaum kontrollierbaren Rekombinationsmechanismen in
eukaryotischen Zellen.

4. Nach Transfektion des mutierten BAC-Genoms wird nur das rekombinante Virus rekonstituiert,
eine Selektion gegen WT-Virus ist nicht mehr notwendig.

Da die Herstellung von rekombinanten Viren in der Arbeitsgruppe bisher nur durch

Insertionsmutagenese (Grzimek et al., 1999) erfolgte, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Technik

der mCMV-BAC-Mutagenese im Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren in Anlehnung an die

Arbeiten von Messerle et al., 1997; Borst et al., 1999, 2004; und Wagner et al., 1999, in der

Arbeitsgruppe etabliert und damit erstmals Punktmutationen in das mCMV-BAC-Genom inseriert.

Generierung von mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen im MHC-Anker Codon

Um die Auswirkung einer fehlenden Antigenprasentation des IE1-Peptids
168-YPHFMPTNL-176 auf die Latenz-assoziierte IE1-Genexpression zu untersuchen, wurde die
Mutante mCMV-IE1-L176A generiert, in der die Prasentation des IE1-Peptids durch die
Punktmutation L176A der C-terminalen Ankeraminosdure ausgeschaltet ist. In friiheren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass ein Austausch L176A die Bindung an das MHC-Klasse-I-Molekiil (L)
um 6 Logio-Stufen reduziert (Reddehase & Koszinowski, 1991; Rognan et al., 1992). Fir den
Unterschied in der Antigenitat zwischen 168-YPHFMPTNA-176 und 168-YPHFMPTNL-176 kdnnte
der Isopropyl-Rest am BC-Atom von L176 verantwortlich sein. Hingegen tragt A176 an gleicher
Position eine Methyl-Gruppe; diese besitzt im Vergleich zur Isopropyl-Gruppe wesentlich
schwachere hydrophobe Bindungseigenschaften, sodass keine effiziente Bindung von
168-YPHFMPTNA-176 an das L%-Molekill erfolgt (Reddehase & Kalbacher, 1989). Zudem entsteht
das IE1-A Analogon nicht durch proteasomale Prozessierung (P.-M. Kloetzel, Charite, Berlin). Die
Mutation der durch proteasomalen Schnitt festgelegten C-terminalen MHC-Ankerposition ist, wie
Arbeiten in anderen Systemen bereits gezeigt haben, die sicherste Methode zur Verhinderung der
Peptidprasentation (Matloubian et al., 1990; Moskophidis et al., 1995; Busch et al.,, 1999). Der
Antigenitatsverlust ist damit doppelt abgesichert. So fuhrt der Austausch von nur zwei Nukleotiden
CT-GC im viralen Genom zur Modulation der Antigenitdt des Virus. Verglichen mit anderen
funktional-deletdren Austauschen (L176N, L176W) (Reddehase & Koszinowski, 1991; Rognan et
al., 1992), die auch zu einer deutlichen Reduktion der Bindung an das LMolekiil fithren, solite der
Austausch L176A den geringsten Einfluss auf die Funktionalitdt des IE1-Proteins haben, da die
Aminosauren Leu und Ala dhnliche chemische und strukturelle Eigenschaften aufweisen und sich
nur durch die Lange ihrer hydrophoben Seitenkette am BC-Atom unterscheiden (s. o.; Taylor,
1986). Trotzdem kann auch dieser konservative Austausch die Funktionalitédt des Proteins und
damit die Biologie des Virus verandern. Dennoch war dies zumindest die minimalste denkbare
Anderung, die den gewiinschten immunologischen Phanotyp, also den Verlust der IE1-Antigenitat,

herbeifiihrte. Es ist wichtig zu betonen, dass das IE1-Protein kein weiteres antigenes CD8 T-
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Zellepitop im H-2% Haplotyp enthalt (unpublizierte Arbeiten von R. Holtappels, Institut fir Virologie,
Mainz).

Zur Kontrolle wurden drei Revertanten generiert: mCMV-IE1-A176F, mCMV-IE1-A176L und
mMCMV-IE1-A176L*. In letzterer, als Wobble-Revertante bezeichnet, wurde wieder die authentische
MHC-Klasse-l Ankeraminosaure L176 eingesetzt, es verblieb aber ein singularer
Nukleotidaustausch A- T in der Wobble-Position des Codons als Marker zur Unterscheidung zum
WT-Virus. In der Revertante mCMV-IE1-A176F wurde eine Mutation A176F durchgefihrt. Das
F176-Analogon des IE1-Peptids bindet mindestens mit gleicher Effizienz an das L%-Molekil wie
das authentische IE1-Peptid (Reddehase & Koszinowski, 1991; Rognan et al., 1992). In einem in
vitro Proteasomen Assay konnte zudem gezeigt werden, dass ein 25-meres IE1-Substrat mit F in
der C-terminalen MHC-Ankerposition mit einer dem L-Originalpeptid vergleichbaren Effizienz

prozessiert wird (Persdnliche Mitteilung P.-M. Kloetzel & U. Kuckelkorn, Charite, Berlin).

Zur Herstellung der mCMV-Rekombinanten mit Punktmutationen im MHC-Anker Codon wurde das
Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren (Messerle et al., 1997; Borst et al.,, 1999, 2004; Wagner et
al., 1999) verwendet. Dazu mussten zuerst in relativ zeitaufwendigen Klonierungsschritten die fur
die Zwei-Schritt-Rekombinationsmutagenese bendétigten Shuttle-Plasmide mit den entsprechenden
Punktmutationen kloniert werden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Mutation von etwa
2-3kbp-langen, zum Virusgenom homologen Sequenzen, flankiert wurde (Smith, G. R., 1988), um
eine RecA-vermittelte homologe Rekombination zwischen dem jeweiligen Shuttle-Plasmid und
dem mCMV-BAC-Plasmid zu ermdglichen. Fir die Klonierung der IE1-Shuttle-Plasmide konnte auf
das bereits vorhandene Plasmid pUCAMB (Grzimek et al., 2001) zuriickgegriffen werden. Dieses
Plasmid enthalt neben der DNA-Sequenz des IE1-Peptids hinreichend lange flankierende virale
DNA-Sequenzen. Zudem zeichnet sich diese mCMV-Genregion durch das Vorhandensein
klonierungs-relevanter Restriktionsenzym-Schnittstellen aus, so dass eine Subklonierung der fur
eine effiziente homologe Rekombination bendtigten viralen DNA-Sequenzen realisierbar war. Die
Mutante mCMV-BAC-IE1-L176A sowie die drei Revertanten mCMV-BAC-IE1-A176L, mCMV-BAC-
IE1-A176L* und mCMV-BAC-IE1-A176F stellen das erfolgreiche Ergebnis homologer
Rekombination zwischen dem entsprechenden Shuttle-Plasmid und dem zu mutierenden mCMV-
BAC-Plasmid dar. Zur Generierung von mCMV-BAC-IE1-L176A wurde das mCMV-BAC-WT-
Plasmid C3X (Wagner et al., 1999) verwendet. Hingegen erfolgte die Generierung der drei
Revertanten ausgehend von der Mutante mCMV-BAC-IE1-L176A. Nach Transfektion der
rekombinanten mMCMV-BAC-Plasmide in permissive Zellen konnten die entsprechenden Viren

nach erfolgreicher Rekonstitution aus dem Zellkultur-Uberstand isoliert und gereinigt werden.

Neben dem I|E1-Peptid wurde ein zweites immundominantes Peptid von mCMV, ein D
restringiertes Peptid 257-AGPPRYSRI-265 aus dem E-Phase Protein pPORFm164 identifiziert, das

eine zum IE1-Peptid vergleichbar hohe Frequenz an antiviralen CD8 T-Zellen induziert (Holtappels
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et al., 2002a). Es konnte gezeigt werden, dass wéahrend der Latenz nahezu 80% aller Memory
CD8 T-Zellen im Haplotyp H-2" gegen die Peptide IE1 und m164 gerichtet sind. Da das antigene
ORFmM164-Peptid Uber ,Reverse Immunologie* aus der genomischen mCMV-Sequenz identifiziert
wurde, war Uber das ml164-Protein zum Zeitpunkt der Arbeiten noch nichts bekannt. Auch
Genexpressionsstudien wahrend der Latenz wurden fir m164 bisher noch nicht durchgefiihrt, so
dass derzeit nicht bekannt ist, ob fir das Gen ml164 ein zum iel vergleichbares Latenz-
assoziiertes Expressionsmuster existiert. Zur Klarung der Rolle dieses zweiten immundominanten
mCMV-Peptids wurde, mit analoger Strategie zu IE1, durch die Mutation 1265A die Prasentation
verhindert. In der korrespondierenden Revertante A265I ist die Prasentation des m164-Peptids
wieder moglich. Zuséatzlich erfolgte die Herstellung einer Doppelmutante, in der beide
immundominanten Peptide von mCMV funktionell inaktiviert wurden, sowie die zugehdrige
Revertante, in der die Prasentation der immundominanten Peptide wieder mdglich ist.
Mit dem bereits etablierten Modell nach experimenteller KMT und Infektion mit den generierten
MHC-Anker-Mutanten kann neben der Analyse der Latenz-assoziierten Genexpression auch eine
Immunomanalyse nach gezielter Modulation des CD8 T-Zell-immunoms erfolgen. Besonders
interessant wird dabei der Wegfall der beiden immundominanten Peptide und damit der
entsprechenden CD8 T-Zellen aus dem reagierenden Repertoire sein. Es kann folgende
Arbeitshypothese formuliert werden:
Wenn beide dominanten Peptide durch Mutation ausgeschaltet sind, kommt es zur Etablierung
einer persistierenden Infektion in der Lunge, wahrend der Ausfall nur eines der beiden Peptide
vom jeweils anderen kompensiert werden konnte. Alternativ kdnnte der Ausfall beider
dominanten Peptide aber auch zu einer Adaptation des Immunoms flhren, dergestalt, dass

bislang subdominante Spezifitdten die Funktion tibernehmen.

C3Xist eine Chimare im Hindlll E Bereich

Im Gegensatz zur Klonierung der IE1-Shuttle-Plasmide erwies sich die Klonierung der m164-
Shuttle-Plasmide als deutlich komplexer. Dafiir existieren mehrere Grinde:

1. Die von Ebeling et al. (1983) erstellte Hindlll-Plasmid-Bank fir den auch von uns
verwendeten mCMV-Stamm Smith (WT-mCMV; ATTC VR-1399) war unvollstdndig
hinsichtlich des rechten terminalen Hindlll-E-Fragments, auf dem sich auch der ORF m164
befindet. Das Hindlll-E-Fragment konnte von Ebeling und Kollegen nicht kloniert werden.

2. Mercer et al. (1983) gelang dagegen die Klonierung einer vollstandigen Hindlll-Plasmid-
Bank inklusive des mit Hindlll-E’ bezeichneten terminalen DNA-Fragments. Fir die
Konstruktion dieser Hindlll-Bank wurde jedoch der mCMV-Stamm K181 verwendet. Die
mCMV-Stamme Smith und K181 weisen jedoch in infizierten Tieren einen
unterschiedlichen Phé&notyp auf (Hudson, 1979; Hudson et al., 1988). Die Suche
genotypischer Unterschiede zwischen den beiden mCMV-Stdmmen war bisher kaum
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Grundlage intensiver molekularer Studien. Rawlinson et al. (1996) analysierte die komplette
mMCMV-Sequenz des Stammes Smith und stellte bei bereits publizierten Genen des K181
und WT-mCMV (wie m133, M55 und M75) nur geringe Unterschiede in der DNA-Sequenz
fest. Dennoch konnten fir den ORF m04 sowohl auf DNA- als auch auf Protein-Ebene
deutliche Unterschiede zwischen WT-mCMV und K181 festgestellt werden (Morello et al.,
2002). Damit kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Unterschiede zwischen
diesen beiden mCMV-Stdmmen, auch fir andere Genregionen, existieren. Die
Verwendung des Hindlll-E’-Fragments zur Subklonierung der benétigten DNA-Sequenzen
ware somit nicht zweckmallig gewesen.

3. Als Basis fur die Konstruktion des primaren mCMV-BAC-WT-Plasmids (Messerle et al.,
1997) diente WT-mCMV Smith. Zur Insertion der BAC-Vektor-Sequenz wurde am rechten
terminalen Hindlll-E-Ende eine 8kbp grof3e Sequenz deletiert, die sich in einem nicht
essentiellen Sequenzbereich (Théle et al., 1995) befindet. Die Insertion der BAC-Vektor-
Sequenz in das mCMV-Genom erfolgte durch homologe Rekombination; die dafir
bendtigten homologen viralen Sequenzen mussten aus dem Hindlll-E’-Fragment (K181)
subkloniert werden. Das rekonstituierte Virus MC96.73 (Messerle et al., 1997) war in vivo
attenuiert (Wagner et al.,, 1999). Aus diesem Grund wurden die zuvor inserierten nicht-
viralen-Sequenzen deletiert und die fehlenden mCMV-Sequenzen aus dem HindllI-E'-
Fragment re-inseriert (Wagner et al.,, 1999). Das entstandene mCMV-BAC-WT-Plasmid
(C3X) beinhaltet somit eine chimédre mCMV-Sequenz im Hindlll-E-Bereich (siehe Abb. 4.2).
Die vom mCMV-Stamm K181 re-inserierte virale Sequenz umfasst einen 17,021kbp grofRen
Bereich von Nukleotidposition 207.530 bis 224.550 (Sequenzangabe nach Rawlinson et al.,
1996). Darin ist auch der ORF m164 enthalten.

C3X
Hind Il EcoR| BamH|
EcoR| EcoR| EcoR| EcoRI EcoRI EcoRI
Z O b |[f [g|d* BAC d F

Smith - K181 K181 Smith

=
m164

Sequenziert
5,2 kbp

Abb. 4.2 Schematische Darstellung des Chimerismus im mCMV-BAC-WT-Plasmid (C3X). Gezeigt ist
die rechte-terminale Region (HindllI-E-Bereich) mit den darin enthaltenen EcoRI-Fragmenten (Z, O, b, f, g,
F). Der ORFmM164 ist mit einem blauen Pfeil dargestellt. Die mCMV-Smith Sequenz ist orange, die mCMV-
K181-Sequenz ist rosa eingefarbt. Die Summe der K181-Sequenzen betragt ~17kbp. d*, duplizierte virale
Sequenz zur Entfernung der BAC-Sequenz mittels homologer Rekombination in permissiven Zellen.
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Da fur eine erfolgreiche homologe Rekombination mindestens 2kbp flankierende homologe
Sequenzen benétigt werden, konnte eine Klonierung der homologen viralen Sequenzen nicht von
dem bestehenden HindlllI-E’-Fragment aus erfolgen, ohne noch weitere K181-Sequenzen in C3X
einzubringen. Deshalb wurde zur Herstellung der m164-Shuttle-Plasmide eine PCR-vermittelte
Subklonierung der bendtigten viralen Sequenzen mit C3X-Plasmid-DNA als Matrize durchgefihrt.
Nach erfolgreicher homologer Rekombination konnten rekombinante mCMV-BAC-m164-Plasmide
generiert werden, aus denen dann die Funktionsverlust-Mutante mCMV-m164-1265A sowie die

Revertante mCMV-m164-A265I rekonstituiert werden konnte.

C3X enthélt einen verkirzten ORF m161

Zur Herstellung der mCMV-BAC-m164-1265A- und mCMV-BAC-m164-A265I-Plasmide wurde ein
5,2kbp PCR-Amplifikat verwendet. Um unerwiinschte Punktmutationen auszuschlieRen musste
eine vollstandige Sequenzierung dieses Amplifikats erfolgen. Wie bereits diskutiert, liegt der ORF
m164 innerhalb des C3X-Plasmids im Bereich der K181-Sequenzen, fur die keine
Sequenzinformationen existierten. Daher musste zusatzlich auch dieser Genbereich sequenziert
werden und diente dann als C3X-Referenzsequenz. Ein Vergleich der beiden Sequenzierungen
zeigte, dass beide Sequenzen bis auf die generierten Punktmutationen IJATC]265A[GCC] im
Codon der C-terminalen MHC-Klasse-I-Ankeraminoséure des m164-Peptids identisch sind. Somit
wurden im Verlauf der PCR-vermittelten Subklonierung keine unerwiinschten Mutationen erzeugt.
Uberraschend waren die geringen Sequenzunterschiede zwischen der C3X-Referenzsequenz und
der mCMV-Sequenz nach Rawlinson et al. (1996). Das Alignment dieser beiden Sequenzen ergab
lediglich zwei Abweichungen. So zeigte die Referenzsequenz C3X im ORF m164 im Vergleich zur
Rawlinson-Sequenz eine stille Mutation ohne Veranderung der entsprechenden Aminosaure.
Weiterhin enthalt die C3X-Referenzsequenz ein zusétzliches A im ORF m161. Das zusatzliche
Nukleotid fuhrt zu einer Verschiebung des offenen Leserahmens, wodurch der ORF m161 um
39bp verkirzt wird (Sequenzvergleiche siehe Anhang 6.4).

Uber die Funktion des ORFm161 Proteins ist gegenwartig nichts bekannt. Wahrscheinlich handelt
es sich um ein putatives Membran-Glykoprotein (Rawlinson et al., 1996). Eine bioinformatische in
silico Analyse zur Bestimmung der Membrantopologie des ORFm161 Proteins, die mit zwei von
einander unabhangigen Algorithmen (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html bzw.
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0) durchgefihrt wurde, ergab, dass es sich um ein
mogliches Typll-Membran-Glykoprotein handelt. Hingegen wurde fir das verkirzte ORFm161
Protein aus C3X mit den gleichen bioinformatischen Algorithmen ein Typl-Membran-Glykoprotein
vorhergesagt. Dies wirde bedeuten, dass die Verkirzung des ORFs m161, um 39bp in C3X, zu
einer Umkehrung der Membrantopologie fuhrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die festgestelliten Unterschiede zwischen der

Rawlinson Sequenz und der entsprechenden C3X-Referenzsequenz zu keinem veranderten
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Phanotyp der aus dem C3X-Plasmid rekonstituierten Viren fihren. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die gefundenen Mutationen bereits im urspriinglichen C3X-Plasmid
enthalten sind und die daraus rekonstituierten Viren entsprechen in ihren biologischen
Eigenschaften in vivo dem WT-mCMV (Wagner et al., 1999).

Es sei hier der Hinweis erlaubt, dass auch in der publizierten Rawlinson-Sequenz Fehler enthalten
sein kdnnen, wie beispielsweise fir den ORF M45 gezeigt wurde (Brune et al., 2001).

Mutierte IE1-Proteine sind funktionell

Ziel war es, Virusmutanten zu generieren, die einen immunologischen Phanotyp zeigen, aber in
ihren anderen biologischen Eigenschaften mdglichst wenig verandert sind. Aus diesem Grund
wurde nicht das gesamte immunogene Protein deletiert, sondern wurden Punktmutationen gesetzt,
die gezielt die Prasentation eines antigenen Peptids verhindern. Wie bereits erwahnt, ist die far
das IE1-Peptid durchgefihrte Mutation L176A formal der konservativste Austausch, was jedoch
einen Funktionsverlust des IE1-Proteins nicht ausschliel3t. Das IE1-Protein ist zwar nicht essentiell
fur Replikation in Zellkultur, ist aber wesentlich fur eine effiziente in vivo-Replikation in ruhenden
Zellen und somit fur die in vivo-Virulenz (Ghazal et al., 2005). Dies beruht sehr wahrscheinlich auf
der Fahigkeit des IE1-Proteins, zellulare Gene des Nukleotidmetabolismus, wie z. B. das
Thymidylat Synthase (TS)- Gen (Gribaudo et al., 2000) und das Ribonukleotid-Reduktase (RNR)-
Gen (Lembo et al., 2000) zu transaktivieren. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Dual-Luciferase-
Reportergen- (DLR)-Assays zur Uberpriifung der Funktionalitat der mutierten IE1-Proteine als
Transaktivatoren ergaben keinen negativen Einfluss der Mutationen IE1-L176-A und IE1-A176F
auf die Transaktivator-Funktion des IE1-Proteins fir die Expression von TS oder RNR.
Uberraschend war jedoch die Beobachtung, dass das IE1-Protein mit der Mutation IE1-A176L* im
DLR-Assay funktionell inaktiv war, obwohl die Aminosdure-Sequenz dieses Proteins der des WT-
IE1-Proteins entsprechen sollte. Tatséchlich zeigte ein Sequenzvergleich (Daten nicht gezeigt)
zwischen den drei mutierten Genregionen von IE1-L176A, IE1-A176F, IE1-A176L* und der WT-
IE1-Sequenz upstream der DNA-Sequenz des mutierten IE1-Peptids IE1-A176L* bei
Nukleotidposition 181.054 (Sequenzangabe nach Rawlinson et al., 1996) eine nicht intendierte
Punktmutation TAT - TGT. Diese unbeabsichtigte Mutation fuhrt gleichzeitig zu einer Veranderung
der entsprechenden Aminosaure Y165C im resultierenden IE1-A176L*-Protein und kdénnte somit
fur den Verlust der Transaktivator-Funktion verantwortlich sein. Die mit Hilfe des Programms
NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/; Referenz: Blom et al., 1999) durchgefihrte
bioinformatische Analyse zur Wahrscheinlichkeit einer Tyrosinphosphorylierungs-Site am Y165
des IE1-Proteins ergab einen score von 0,047. Fur eine potentielle Tyrosinphosphorylierungs-Site
musste der score jedoch mindestens = 0,5 sein. Trotz dieser bioinformatischen Vorhersage, die fur
Y165 keine Tyrosinphosphorylierungs-Site beinhaltet, kdnnte diese dennoch phosphoryliert

werden und somit auch zu einer Aktivierung der Transaktivator-Funktion des IE1-Proteins
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beitragen. Der Verlust der transaktivierenden Eigenschaften des IE1-Proteins kénnte jedoch auch
durch eine Konformationsanderung erklart werden, da tber die freie SH-Gruppe am entstandenen
C165 neue Disulfid-Bindungen geknupft werden kdnnen. Dennoch kann z. Z. nicht beantwortet
werden, welcher Effekt genau fir die Aufhebung der Transaktivator-Funktion verantwortlich ist.
Dass diese Mutation prinzipiell fiir den Verlust der Transaktivator-Funktion verantwortlich ist, kann
durch aktuelle Ergebnisse der Arbeitgruppe belegt werden. In einer auf dem Plasmid-Backbone
des defekten IE1-A176L*-Proteins basierenden ,Rescue-Mutante” C165Y ist die Transaktivator-
Funktion des ,IE1-Rescue-Proteins“ wieder hergestellt. Die ,Rescue-Mutante” wurde durch
Deletion eines 1,8kbp grolRen Bereichs; der die unbeabsichtigte Mutation tragt; und
anschlieBender Re-Insertion der entsprechenden DNA-Sequenz des WT-IE1-Proteins hergestellt.

Eine Degradation der mutierten RNA im Zytoplasma bzw. im Nukleoplasma, z. B. durch den
Exosomen-Komplex (La Cava et al., 2005, zur Ubersicht siehe Raijmakers et al., 2004) oder nicht-
translatierbare sekundar/tertiar Strukturen dieser RNA als Folge der Mutation, kénnen allerdings
ausgeschlossen werden, da das IE1-A176L*-Protein immunhistochemisch sowohl in Zellkultur als

auch in vivo nachweisbar ist.

In vitro und in vivo-Replikation der mCMV-IE1-Mutanten

Durch Ermittlung der Genom-zu-PFU-Verhaltnisse der Rekombinanten mCMV-IE1-L176A,
mCMV-IE1-A176L und mCMV-IE1-A176F im Vergleich zu mCMV-BAC-WT bzw. WT-mCMV
(Smith) konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Viren dieselbe Anzahl viraler Genome
bendtigen, um die Bildung eines infektiosen, Plaque-bildenden Ereignisses (PFU) zu
gewahrleisten. Damit konnte gleichzeitig ein bereits von unserer Arbeitsgruppe veroffentlichtes
Genom-zu-PFU Verhdltnis von ~500:1 bestétigt werden (Kurz et al., 1997; Grzimek et al., 2001).
Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Genom-zu-PFU-Verhaltnisse liegen allerdings nicht exakt
bei 500:1 sondern zeigen einen Schwankungsbereich von 300:1 bis 800:1. Die Bestimmung der
Genom-zu-PFU-Verhéltnisse ist in dieser Arbeit erstmals mit einer &uflerst sensitiven und
spezifischen gPCR erfolgt. Von daher ist es umso beeindruckender, dass das von Kurz et al. und
Grzimek et al. bestimmte Genom-zu-PFU-Verhaltnis in seiner Gré3enordnung bestétigt werden

konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten weiter zeigen, dass alle generierten mCMV-IE1-Mutanten
sowie Revertanten ohne signifikante Beeinflussung in vitro in permissiven Fibroblasten und in vivo
in murinen Hepatozyten replizieren. Zudem konnte dieser Befund auch fur die Milz und den Virus-
Applikationsort Pfote in immunsupprimierten Tieren bestatigt werden. Die Zerstérung der
Antigenitdt des IE1-Proteins durch Punktmutation der C-terminalen MHC-Klasse-I-
Ankeraminosaure L176A des IE1-Peptids in der Mutante mCMV-IE1-L176A flhrte wie erwartet,
nicht zu einer attenuierten produktiven mCMV-Infektion. Dieser Befund sollte durch weitere
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Experimente, die zuséatzlich Informationen zur in vivo-Infektiositat der untersuchten viralen Partikel
liefern, beispielsweise durch Bestimmung von Virustitern aus unterschiedlichen Organen, gestutzt
werden. AulBerdem sollte eine Bestimmung der latenten DNA-Load in verschiedenen Organen
nach experimenteller KMT und Infektion mit den verschiedenen IE1-Rekombinanten im Vergleich
zu WT-mCMV durchgefiihrt werden, denn ein potentieller Replikations-Defekt der IE1-
Rekombinanten koénnte auch die finale Load latenter virale Genome in CMV-Zielorganen
beeinflussen (Reddehase et al., 1994).

Interessanterweise wurde fir die Rekombinante mCMV-IE1-A176L* ein Genom-zu-PFU-Verhaltnis
von 1200:1 ermittelt; damit ist die Zahl der mCMV-IE1-A176L*-Genome, die zur Ausbildung eines
Plagues bendtigt werden, mehr als doppelt so gro3 wie die Zahl der mCMV-Genome zur
Ausbildung eines WT-mCMV-Plaques. Im Vergleich zu den anderen Mutanten ist das Genom-zu-
PFU-Verhaltnis etwa doppelt so grof3. Das erhdhte Genom-zu-PFU-Verhéltnis von mCMV-IE1-
A176L* kdnnte in einem kausalen Zusammenhang zur fehlenden Transaktivator-Funktion des IE1-
Al76L*-Proteins stehen. Die Punktmutation bei Nukleotidposition 181.054 TAT -TGT, die zur
Zerstorung der Transaktivator-Funktion des IE1-A176L*-Proteins in diesem Transfektions-System
gefuhrt hat, ist auch im rekombinanten Virus mCMV-IE1-A176L* vorhanden. Das erhéhte Genom-
zu-PFU-Verhéltnis dieser Rekombinante, in Kombination mit der fehlenden Transaktivator-
Funktion des IE1-A176L*-Proteins auf zellulare Gene des Nukleotidmetabolismus, legte die
Vermutung nahe, dass mCMV-IE1-A176L* im Vergleich zu mCMV-BAC-WT und WT-mCMV bzw.
zu den Uubrigen Rekombinanten eine veranderte in vivo-Replikation aufweist. Fur die
Rekombinante mCMV-IE1-A176L* konnte jedoch keine attenuierte in vivo-Replikation festgestellt
werden. Dies konnte bedeuten, dass die zuvor diskutierte Transaktivator-Funktion des IE1-
Proteins flr eine effiziente in vivo-Replikation unter den gewahlten Versuchsbedingungen
tatsachlich entbehrlich ist.

In vivo Untersuchungen, die mit einer IE1-Exon-4-Deletionsmutante durchgefiihrt wurden, zeigten
im Vergleich zu WT-mCMV deutlich niedrigere Virustiter in Leber, Niere, Milz und Speicheldrise
(Ghazal et al., 2005). Unter der Annahme, dass das IE1-Al76L*-Protein auch in vivo nicht
funktionell ist, sollten die Organtiter von mit mCMV-IE1-A176L* infizierten Tieren im Vergleich zur
WT-mCMV-Infektion deutlich erniedrigt sein. Dies setzt natlrlich voraus, dass die Transaktivator-
Funktion des IE1-Proteins auf zellulare Gene des Nukleotidmetabolismus auch in vivo relevant ist.
Ob dies so ist, muss durch weitere Versuche geklart werden.

Im Unterschied zur IE1-Exon-4-Deletionsmutante, in welcher kein IE1-Protein gebildet wird
(Ghazal et al., 2005), ist das IE1-A176L*-Protein nach Infektion mit der Revertante mCMV-IE1-
Al176L* vorhanden und kann immunhistologisch nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ware
es denkbar, dass andere wichtige Funktionen des IE1-A176L*-Proteins noch existent sind, wie
beispielsweise die Repression der Histon-Deacetylase-2 (HDAC-2), die indirekt zur Offnung von

Chromatinstrukturen und damit zu einer Erhdhung der transkriptionellen Aktivitat fihren kann
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(mCMV: Tang & Maul, 2004; hCMV: HDAC-3, Nevels et al., 2004). Auch eine funktionelle
Inaktivierung zellularer Repressor-Molekiile, wie des promyelotischen Leuk&mie Proteins (PLP)
und/oder von Daxx durch Bindung an das IE1-Protein soll zu einer Beschleunigung der
produktiven Infektion filhren (Tang & Maul, 2004, zur Ubersicht siehe Tang & Maul, 2005). Dies
konnte ebenfalls fir das IE1-Protein von hCMV gezeigt werden (Ahn et al., 1998; Korioth et al.
1996; Wilkinson et al., 1998).

Wie wir mittlerweile wissen, zeigen aktuelle longitudinale Analysen der Viruslast im Blut bislang
keine signifikanten Unterschiede nach Infektion mit den verschiedenen IE1-Rekombinanten im
Vergleich zu mCMV-BAC-WT. Etwa zwei Monate nach Infektion sind die Viren im Blut
immunkompetenter Tiere eliminiert, wohingegen in Tieren nach KMT erst nach 4 Monaten die
Clearance erfolgt ist. Von besonderem Interesse ist es, ob dieses Ergebnis auch fir eine

longitudinale Analyse der Organtiter aus Leber, Lunge und Milz zutrifft.

Bestatigung des Antigenitatsverlustes der beiden immundominanten Epitope auf
Ebene des CD8 T-Zell-Primings

Die immunologische Charakterisierung der mCMV-Mutanten und -Revertanten erfolgte im IFN-y
ELISpot Assay. Dabei solite primar in vivo die Frage beantwortet werden, ob die
immundominanten Epitope von mCMV, also das IE1-Peptid (Reddehase & Koszinowski, 1984,
Reddehase et al.,, 1989) sowie das ml164-Peptid (Holtappels et al., 2002a), einzeln oder in
Kombination durch Austausch der jeweiligen C-terminalen MHC-Ankeraminosaure (X - A) zerstort
wurden. Gleichzeitig sollte die Fahigkeit der Mutanten und Revertanten, CD8 T-Zellen in vivo zu
aktivieren, anhand der Frequenz mCMV-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen in der akuten sowie in
der Memory Phase der Immunantwort beurteilt werden.

Nach Infektion immunkompetenter BALB/c Mause mit den Funktionsverlust-Mutanten mCMV-IE1-
L176A respektive mCMV-m164-1265A waren die korrespondierenden CD8 T-Zellantworten
tatsachlich vollig ausgeldscht. Zudem fihrt eine Infektion immunkompetenter BALB/c Mause mit
MCMV-IE1-L176A-m164-1265A (Doppelmutante) zur Ausldschung beider CD8 T-Zellspezifitaten.
Damit ist indirekt bewiesen, dass weder das mutierte IE1-Peptid noch das mutierte m164-Peptid
auf infizierten Zellen in vivo prasentiert wird. In den entsprechenden Revertanten hingegen sind
diese CD8 T-Zellspezifitaiten wieder vorhanden. Fir andere Virusinfektionen gibt es Hinweise
darauf, dass sich die Spezifitatenverteilung wahrend der Konstitution der primaren Immunantwort
von der entsprechenden Spezifitatenverteilung der Memory T-Zellantwort unterscheidet (Van der
Most et al.,, 1996; Bergmann et al., 1999). Zwischen akuter und Memory Immunantwort gegen
mCMYV waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zu beobachten.

AuBerdem konnte mit den Mutanten nachgewiesen werden, dass die Frequenz der beiden

dominanten T-Zellspezifitaten bei Immunantworten nach WT-mCMV-Infektion nicht durch
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kreuzreaktive CD8 T-Zellen anderer Spezifitdt beeinflusst wird (Zur Beeinflussung des CD8 T-Zell

Repertoires durch Kreuzreaktivitat siehe Selin et al., 2004 und Brehm et al., 2002.).

Das Konzept der Immundomination besagt, dass die Stellung eines Epitops in der Epitop-
Hierarchie von anderen Epitopen abhangig ist (Yewdell & Bennink, 1999). Es ist bekannt, dass
Epitop-Hierarchien eine Anderung erfahren kdénnen, wenn T-Zellepitope beispielsweise durch
escape Mutationen verloren gehen (Nowak et al., 1995; Goulder et al., 1997; Mothe et al., 2002).
Unter bestimmten Bedingungen kdnnen sogar extrem schwache Epitope dominant werden (van
der Most et al., 2002). Aus diesem Grund wurde geprtft, ob nach Ausléschung beider dominanter
Epitope von mCMV - einzeln oder in Kombination - andere der z. Z. bekannten CD8 T-
Zellspezifititen im Haplotyp H-2% (zur Ubersicht siehe Reddehase, 2002 und Holtapples et al.,
2005) immundominant werden. Dabei zeigte sich, dass nur die Frequenz subdominanter m18-
Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen - besonders nach Ausléschung beider immundominanter Epitope
- leicht aber signifikant und reproduzierbar erhoht ist. Eine grundlegende Anderung in der
Hierarchie derzeit bekannter mCMV-Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen konnte jedoch nicht
beobachtet werden.

Interessant ist die Tatsache, dass der Verlust der beiden dominanten CD8 T-Zellspezifitaten im
immunkompetenten Tier vollstandig kompensiert werden konnte. Ob eine neue, bislang
unbekannte Spezifitat fur diesen Schutz verantwortlich ist oder ob die Gesamtheit der
subdominanten Spezifitaten dafur verantwortlich ist, bleibt offen. Die Frage, ob subdominante
Spezifitaten den Verlust von dominanten Spezifitaten kompensieren, ist auch Gegenstand aktueller
Arbeiten anderer Arbeitsgruppen (Andreansky et al., 2005; Webby et al., 2003).

In immunkompetenten Tieren kann die Immunkontrolle prinzipiell auch tGber andere Effektorzell-
Populationen, wie z.B. NK-Zellen, erfolgen (zur Ubersicht siehe Webb et al., 2002), die das Fehlen
von protektiven T-Zellspezifitdten kompensieren. Nach experimenteller KMT und konkurrierender
mCMV-Infektion wird das Uberleben der Tiere jedoch allein durch die Rekonstitution antiviraler
CD8 T-Zellen gewahrleistet (Reddehase et al., 1985; Podlech et al., 1989, 2000; zur Ubersicht
siehe Holtappels et al., 2005). Daher stellt sich nun die interessante Frage, ob nach KMT und
Infektion mit der IE1- bzw. m164-Mutante sowie insbesondere mit der Doppelmutante die
Virusinfektion nach wie vor kontrolliert werden kann und ob nach KMT eventuell eine neue CD8 T-
Zellspezifitdt sichtbar wird, die in immunkompetenten Tieren bislang nicht beobachtet werden

konnte. Ferner ist zu prifen, ob sich die Epitop-Hierarchie unter diesen Bedingungen verandert.
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Kontrolle der Latenz-assoziierten IE1-Genexpression durch IE1-Epitop-spezifische
CD8 T-Zellen

Wie aktuelle Daten zeigen, konnte die eingangs aufgestellte Hypothese eines Einflusses IE1-
Epitop-spezifischer CD8 T-Zellen auf die virale Genexpression in der Latenz durch die Mutante
mCMV-IE1-L176A (Daten nicht gezeigt, Manuskript in Vorbereitung) bestatigt werden. Dazu
wurden zwei KMTs durchgefihrt, wobei jeweils die Mutante mCMV-IE1-L176A mit einer
Revertante verglichen wurde, mit mCMV-IE1-A176L (12 Monate nach KMT) und mit mCMV-IE1-
Al76L* (8 Monate nach KMT). In beiden Experimenten war hinsichtlich der Menge an latenter
viraler DNA in der Lunge kein Unterschied zwischen Mutante und Revertante festzustellen.
Dagegen fihrt die Ausléschung des IE1-Peptids in der Mutante in beiden Experimenten tatséchlich
zu einer signifikanten Erhdhung der Frequenz Latenz-assoziierter IE1-Transkriptionsereignisse,
namlich um ~ Faktor 5. Wir fanden in einigen Lungensticken auch IE3-Transkripte und in einem
Lungenstiick konnte sogar die Transaktivierung nachgeschalteter E-Gene, wie des als Markergen
gewahlten essentiellen Gens M55/gB nachgewiesen werden. Damit konnte die aufgestellte
Hypothese bestatigt werden!

Dies ist der erste Beleg fur eine Kontrolle der Latenz-assoziierten IE1-Genexpression durch
[E1-Epitop-spezifische CD8 T-Zellen und damit fur eine Prasentation des I|E1-Peptids
wahrend der Latenz.

Wir gehen davon aus, dass in Gegenwart IE1-Epitop-spezifischer CD8 T-Zellen IE1-
Reaktivierungsereignisse wahrgenommen und die exprimierenden Zellen ausgeloscht werden. Die
dennoch messbare, wenn auch niedrige Frequenz an IE1l-Transkriptionsereignissen zeigt die
Expression in Zellen, die zum Zeitpunkt einer Momentaufnahme (Schockgefrieren der Lunge)
gerade noch nicht ausgeldscht waren. Die Versuche zeigen aber auch, dass neben einer

Immunkontrolle der Latenz noch molekulare Kontrollmechanismen wirksam sein missen.

Silencing/Desilencing und Immune Sensing Hypothese

Diese aktuellen Daten in Kombination mit den bisherigen Daten der Arbeitsgruppe fihren uns zu
einer Hypothese zur Klarung von CMV-Latenz und Reaktivierung:

Kernpunkt der Hypothese ist die duale Steuerung von Viruslatenz und Reaktivierung durch Gen-
regulatorische Mechanismen von Gene Silencing (Latenz) und Gene Desilencing (Reaktivierung)
durch Bildung geschlossener und offener Chromatinstruktur am viralen Genom (Chromatin
Remodeling; zur Ubersicht siehe Ehrenhofer-Murray, 2004; Vermaak et al., 2003), sowie durch
Erkennung und Termination von Reaktivierungsereignissen durch CD8 T-Zellen nach Prasentation
antigener Peptide (zum besseren Verstandnis der Hypothese ist diese in Abb. 4.3 grafisch

veranschaulicht).
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Abb. 4.3 Modell: Silencing/Desilencing und Immune Sensing Hypothese (aus Simon et al., 2005b)

Rekurrenz von infektiosem Virus hat demnach zwei Voraussetzungen:

Voraussetzung 1: Eine offene Chromatinstruktur an allen fur Replikation und

Morphogenese essentiellen Loci des viralen Genoms.

Voraussetzung 2: Ausschaltung der Immunkontrolle durch Immunsuppression.

Voraussetzung 1 muss nicht zwingend bedeuten, dass alle essentiellen Loci gleichzeitig getffnet
sind. Entscheidend ist, dass das jeweilige Protein dann verflgbar ist, wenn es fur den Fortgang
des Replikationszyklus benotigt wird. Es ist also auch ein dynamisches Modell des Offnens und
SchlieBens denkbar, in dem ein essentielles Gen exprimiert wird und das entsprechende Protein
zur Verfugung steht, wahrend das Gen selbst bereits wieder abgeschaltet wurde. Offensichtlich ist
aber, dass kein Virus entstehen kann, wenn auch nur ein einziges essentielles Gen dauerhaft in
einer geschlossenen Chromatinstruktur verbleibt. Dieser Teil der Hypothese wird durch Arbeiten
zur hCMV-Latenz gestitzt (Reeves et al., 2005; Murphy et al., 2002). Es gibt inzwischen gute
Hinweise darauf, dass die latente virale DNA als zirkuldres Plasmid vorliegt und in Chromatin-
ahnlicher, wenngleich von Nukleosomen unterschiedener, Struktur hdherer Ordnung mit Histonen
assoziiert ist, und dass transkriptionelle Aktivitdt am MIE-Locus mit offener Chromatinstruktur
einhergeht (zur Ubersicht siehe Bain et al., 2005). Bislang war man in der Literatur
falschlicherweise davon ausgegangen, dass MIE-Genexpression mit Virusreaktivierung
gleichzusetzen sei (Yuhasz et al., 1994). Wie im Modell dargestellt, ist Aktivitdt am MIE-Locus

zwar als Initialzindung” des replikativen Zyklus Voraussetzung fur die Expression
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nachgeschalteter E-Phase-Gene, allerdings erfordert eine vollstdndige Reaktivierung auch eine
offene Chromatinstruktur an nachgeschalteten Genen. Wir konnten zeigen, dass nur ein geringer
Anteil latenter Genome am MIE-Locus aktiv ist (Simon et al., 2005b). Dies bedeutet nicht, dass die
Mehrheit der viralen Genome transkriptionell inaktiv ist. Vielmehr konnten nicht getestete andere
virale Gene aktiv sein, weshalb wir den Begriff ,MIE-Locus-Latenz" vorgeschlagen haben (Simon
et al., 2005b). Diese putativen Expressionen aufierhalb des MIE-Locus werden allerdings nicht
produktiv sein, da das MIE-Genprodukt IE3 als Transaktivator essentiell ist (Angulo et al. 2000).

An welchen Stellen der reaktivierten viralen Genexpression das Immune Sensing durch CD8 T-
Zellen wirksam werden kann, hangt, so die Hypothese, vom Repertoire antigener Peptide ab und
wird somit von der MHC-Immungenetik bestimmt. In BALB/c ist ein IE1-Peptid immundominant,
sodass eine Kontrolle bereits auf Stufe der reaktivierten IE1-Genexpression erfolgen kann. In
C57BL/6, wo noch kein IE1-Epitop nachgewiesen werden konnte (M. Munks, in Holtappels et al.,
2005), erfolgt die Immunkontrolle entsprechend spater, sobald Gene exprimiert werden, die fur H-

2°-restringierte Epitope kodieren.

4.2 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die Technik der BAC-Mutagenese (in Anlehnung an die Arbeiten
von Messerle et al.,, 1997; Borst et al., 1999, 2004; Wagner et al., 1999) herpesviraler Genome
erfolgreich in der Arbeitsgruppe etabliert werden. Mittels BAC-Technologie wurden in dieser Arbeit
erstmals Punktmutationen in das mCMV-BAC-Genom inseriert. Diese neue Technologie
ermdglicht der Arbeitsgruppe eine wesentlich einfachere und vor allem auch deutlich schnellere
Herstellung rekombinanter mCMV. Die im Verlauf dieser Arbeit generierten und charakterisierten
rekombinanten mCMV dienten nicht nur zur Etablierung der Methode, sondern stellen essentielle
Voraussetzungen fir zukinftige Projekte dar. Von besonderer Wichtigkeit war die Herstellung der
Mutante mCMV-IE1-L176A, die zur Ausléschung IE1-Epitop-spezifischer CD8 T-Zellen fihrt. Mit
dieser Mutante war es moglich, die eingangs formulierte Hypothese ,IE1-Peptid-spezifische CD8
T-Zellen erkennen latent infizierte Zellen in der ersten Stufe transkriptioneller Reaktivierung“ zu
evaluieren. Wie aktuelle Daten zeigen, fuhrt die Ausléschung des IE1-Peptids in der Mutante
tatsdchlich zu einer signifikanten Erhéhung der Frequenz Latenz-assoziierter |E1-
Transkriptionsereignisse. Damit konnte erstmals der Beweis fir eine Kontrolle der Latenz-
assoziierten IE1-Genexpression durch IE1-Epitop-spezifische CD8 T-Zellen und damit fir eine
Prasentation des IE1-Peptids wahrend der Latenz erbracht werden.

Die bisherigen Erkenntnisse fihren uns zur ,Silencing/Desilencing und Immune Sensing
Hypothese* zur Erklarung von CMV-Latenz und Reaktivierung. Kernpunkt der Hypothese ist eine
doppelte Absicherung der Latenz durch Gene Silencing und durch immunologische Ausléschung

von Zellen, in denen durch Desilencing Gene aktiviert werden, die fur antigene Peptide in
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verschiedenen Stadien der reaktivierten viralen Genexpression kodieren. Reaktivierung des

vollstandigen produktiven Zyklus erfordert demnach Desilencing aller essentiellen viralen Gene

durch Erzeugen offener Chromatinstrukturen am zuvor latenten viralen Genom, sowie eine

gleichzeitige Ausschaltung der Immunkontrolle. Die neue Arbeitshypothese soll durch weitere

Daten entweder gestiitzt gegebenenfalls korrigiert oder sogar widerlegt werden. Folgende

weiterfiUhrende Experimente sind geplant:

Zur Uberprufung der Hypothese der lokal geschlossenen und offenen Chromatinstrukturen
(Silencing/Desilencing) soll eine Multiplex-RT-PCR etabliert werden, um somit die Expression
ausgewahlter viraler Markergene, wie beispielsweise fur die Replikation und Morphogenese
essentieller Gene oder Antigen-kodierender Gene, zu erfassen. Um alle ORFs global zu
erfassen, kdnnte auch an den Einsatz eines mCMV-ORF low density Arrays gedacht werden.
Allerdings ist es fraglich, ob die Sensitivitat der Array-Analyse ausreichen wird, um die zu
erwartenden geringen RNA-Mengen nachzuweisen.

Nach unserer Arbeitshypothese ist eine offene Chromatinstruktur an den essentiellen Genloci
des viralen Episoms eine priméare Voraussetzung fir Virus-Rekurrenz. Darum wére es
interessant, den Einfluss von in vivo Chromatin-Remodelling durch experimentelles Offnen
des Chromatins mittels Inhibitoren der DNA-Deacetylierung (Trichostatin A (TSA) und/oder
Valproinsaure (VPA)) zu untersuchen. Zudem gilt es zu prifen, ob eine Kombination von
Bestrahlung und TSA/VPA zu einer erhéhten Virus-Rekurrenz fihrt.

Wir erwarten nach dem Offnen der Chromatinstruktur eine breite transkriptionelle Aktivitat, die
natirlich auch zu einer entsprechenden Prasentation antigener Peptide fuhrt. Es ist also
moglich oder sogar wahrscheinlich, dass selbst unter diesen experimentellen Bedingungen die
Genexpression des latenten WT-mCMYV die E-Phase nicht erreicht. Deshalb kdnnen auch hier

die in dieser Arbeit generierten Epitop-Mutanten zum Einsatz gebracht werden.
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6 Anhang
6.1 Lineare Regression mit Mathematica V4.2.1 Statistik-Software

<<Statistics LinearRegression’

Set::wite: Tag Regress in Options[Regress] is Protected.

Set::wite: Tag Desi gnedRegress in Options[DesignedRegress] is Protected.

Set::wite: Tag DesignMatrix in Options[DesignMatrix] is Protected.

CGeneral ::stop: Further output of Set::wite will be suppressed during this calcul ation.

Set Del ayed: :write: Tag Regress in Regress[data_, basis_,vars_,options__ Rule] is
Pr ot ected.

Set Del ayed: :write: Tag DesignMatrix in DesignMatrix[data_,basis_,vars_,opts___Rule] is
Pr ot ect ed.

Set Del ayed: :write: Tag DesignedRegress in
Desi gnedRegress|[ desi gnMatrix_?Matri xQ response_?VectorQ options___Rule] is Protected.

Ceneral::stop: Further output of SetDelayed::wite will be suppressed during this
cal cul ati on.

<<Graphics Ml tipl eListPlot"’

SetDirectory["D:\Simon\ Eli \El'i 93"];
Verzeichnisbaum der Daten, einfache Namen vergeben! Maximal 4 Unterverzeichnisse!

dat enNane="nil64LnachA. t xt";
Dateiname der txt-Datei im Unterverzeichnis ...\Eli93“; txt-Datei muss zuvor in Excel als txt-
Format durch Tabstops getrennt abgespeichert werden!

O f [ Desi gnedRegr ess: : tsos]

datenString=StringRepl ace[ Fi rst[ ReadLi st[ dat enName, Stri ng, RecordLi sts-True]],{"." ->"",
R N O

anzahl =Length[ Stri ngPosi ti on[ datenString[[1]],"\t"]]+1;

| esenVontt ring=First[ReadList[StringToStrean]#], Tabl e[ Nunber, {anzahl}]]] &

dat a=Map[ Take[ | esenVonSBtri ng[ #], 2] & datenStri ng];

gew chte=Tr anspose[ Map[ Take[ | esenVontt ri ng[ #] , -1] & datenString]];

reg= Regress|[data, {x}, x, Weights-gew chte[[1]], Incl udeConst ant - Fal se,
Regr essi onReport —{ BestFi t Par anet er s, ANOVATabl e, Par anet er A Tabl e} ] ;

Steigung = (BestFitParameters /. reg)[[1]];

Konfi denzuntergrenze = (ParameterClTable /.reg)[[11]1[[2]11[[3]111[1]1];
Konfi denzobergrenze = (ParaneterCl Table /.reg)[[1]1]1[[2]111[311[12]1;
P = (ANOVATable /. reg)[[1]][[1]][[5]];

xval = Map[First,data];



6. Anhang

184

Regressfunktion[x_] := Steigung * x;
Qber grenzeFunktion[ x_] := Konfidenzobergrenze * x;
Unt ergrenzeFunktion[x_] := Konfidenzuntergrenze * x;

yval Gben = (ber grenzeFunktion[ xval];
yval Unten = Unt ergrenzeFunktion[xval];

yval Opti mal = Regressfunktion[xval];

predi cted = Prepend[ Transpose[ {xval ,yval Optimal}], {0, 0}];

| oner Cl
upper Cl

Mul ti pl eLi stPl ot [dat a, predicted, | owerCl, upper Cl, Synbol Shape - { Pl ot Synbol [ Di anond] , None,

Prepend[ Transpose[ {xval , yval Unten}], {0, 0}];
Prepend[ Transpose[ { xval , yval Cben}], {0, 0}];

None, None}, Pl ot Joi ned -{ Fal se, True, True, True}, Pl ot Styl e ~{ Automati c, Aut omati c, Dashi ng[{. 0

03, .005}], Dashi ng[{. 003, .005}]}, AxesLabel -{"Zell zahl ", " Spot s"}]

Zel | zahl

- Graphi cs-
Konfidenzobergrenze
Spot s
200 |
150 Konfidenzuntergrenze
100
50 |
2000 4000 6000 8000 10000
St ei gung
0. 0214749
Konf i denzuntergrenze
0. 0203364
Konfi denzober grenze
0. 0226135
P

8.61362x10

Auswerung starten: Meni: Kernel - Evaluation - Evaluate Notebook
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6.2 Konfidenzintervalle und p-Werte aller ELISpot-Daten

6.2.1 ELISpot-Daten fur Kapitel 3.9.1

MCMV-IE1-L176A MCMV-IE1-A176L*

Peptid upper MPN lower P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3e 0,0462 | 0,0381 | 0,0299 | 4,8x10° 0,0868 0,078 | 0,0692 | 3,4x10°®
@ Peptid | 0,0055 | 0,0045 | 0,0033 | 7,3x10™ 0,0031 | 0,0019 | 0,0007 | 1,6x1072
m164 0,0134 | 0,0124 | 0,0114 | 6,1x10” 0,0104 | 0,0095 | 0,0087 | 7,7x10°
IE1-L 0,0047 | 0,0033 | 0,0019 | 4,8x10° 0,0116 | 0,0103 | 0,0091 | 4,1x10°
IE1-A 0,0069 0,049 | 0,0028 | 2,7x10°® 0,0036 | 0,0024 | 0,0011 | 4,8x10°
IE1-F 0,0077 | 0,0061 | 0,0046 | 1,6x10™ 0,0137 | 0,0111 | 0,0085 | 1,2x10™

Tab. 6.1 T-Zell Frequenzen von akut mit mCMV-IE1-L176A bzw. mCMV-IE1-A176L* infizierten BALBI/c.

MCMV-IE1-L176A

MCMV-IE1-A176L*

Peptid upper MPN lower P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3¢ 0,0498 | 0,0475 | 0,0453 | 4,1x10° 0,0242 | 0,0229 | 0,0218 | 1x10”
@ Peptid 0,0029 | 0,0024 | 0,0019 | 7,1x10° 0,0019 | 0,0015 | 0,0012 | 7,6x10°
m164 0,0226 | 0,0215 | 0,0203 | 8,6x10™" 0,0091 | 0,0084 | 0,0077 | 3,8x10°
IE1-L 0,0020 | 0,0015 | 0,0010 | 1,9x10™ 0,0100 | 0,0089 | 0,0079 | 3,4x10°
IE1-A 0,0021 | 0,0017 | 0,0013 | 1,6x10° 0,0015 | 0,0012 | 0,0008 | 1,1x10™
|E1-F 0,0022 | 0,0017 | 0,0012 | 6x10 0,0120 | 0,0108 | 0,0096 | 2,3x10°

Tab. 6.2 T-Zell Frequenzen von Memory Milzzellen aus mCMV-IE1-L176A bzw. mCMV-IE1-A176L*
infizierten BALB/c.
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6.2.2 ELISpot-Daten fur Kapitel 3.9.2
mMCMV-BAC-WT Doppelmutante
Peptid upper MPN lower P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3e | 0,0417 | 0,0389 | 0,0361 | 3,3x10°' 0,0843 | 0,0634 | 0,0425 | 5,8x10°
@ Peptid n.b. n.b. n.b. n.b. 0,0004 | 0,0003 | 0,0002 | 4x10°
IE1 0,0071 0,0067 | 0,0064 | 1,9x10™" n.b. n.b. n.b. n.b.
m164 0,0070 0,0065 | 0,0061 | 3,2x10™™ n.b. n.b. n.b. n.b.
M18 0,0015 | 0,0013 | 0,0011 | 1x107 0,0023 | 0,0022 0,002 | 1,2x10"
M83 0,0011 0,0010 | 0,0010 | 9,7x10°™ 0,0008 | 0,0007 | 0,0005 | 5,6x10°
mo4 0,0013 | 0,0010 | 0,0008 | 8,2x10” 0,001 0,0009 | 0,0008 | 5,2x107"°
M45 0,0002 | 0,0002 | 0,0002 | 9,7x10° 0,0005 | 0,0004 | 0,0003 | 2,6x10°
M84 0,0004 | 0,0003 | 0,0002 | 1,2x10° 0,0003 | 0,0002 | 00002 | 1x10”
MCMV-IE-L176A mMCMV-m164-A265|
Peptid upper MPN lower P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3e | 0,0614 | 0,0606 | 0,0599 | 4,4x10™ 0,0324 0,03 0,0276 | 5,3x10”
@ Peptid | 0,0003 0,0003 | 0,0002 | 3,1x10"* n.b. n.b. n.b. n.b.
IE1 0,0008 | 0,0006 | 0,0005 | 1,2x10° 0,0096 | 0,0088 0,008 | 5,2x107
m164 0,0099 0,0095 | 0,009 | 85x10™ n.b. n.b. n.b. n.b.
M18 0,0019 0,0016 | 0,0014 | 1,8x10° 0,0019 | 0,0018 | 0,0016 | 3,0x10™
M83 0,0004 | 0,0003 | 0,0003 | 1,4x10° 0,0004 | 0,0003 | 0,0001 | 5,2x10™
mo4 0,001 0,0008 | 0,0007 | 2,5x10°' 0,0005 | 0,0004 | 0,0003 | 2,4x10”
M45 0,0005 | 0,0004 | 0,0004 | 1,2x10° 0,0003 | 0,0002 | 0,0002 | 7,2x10°
M84 0,0003 | 0,0003 | 0,0002 | 7,8x10” 0,0002 | 0,0001 | 0,0001 | 2,3x10™

Tab. 6.3 T-Zell Frequenzen aus akut mit mCMV-BAC-WT, Doppelmutante, mCMV-IE1-L176A bzw.
mCMV-m164-1265A infizierten BALB/c. n. b.: nicht berechnet.
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mCMV-BAC-WT Doppelmutante

Peptid upper MPN lower | P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3e 0,1183 | 0,1068 | 0,0952 | 2,5x10° 0,1083 0,0935 | 0,0788 | 1,6x10°
@ Peptid n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
IE1 0,0044 0,0042 | 0,0039 | 728x10™% n.b. n.b. n.b. n.b.
m164 0,006 0,0058 | 0,0056 | 2,2x107" n.b. n.b. n.b. n.b.
M18 0,0009 0,0009 | 0,0008 | 3,3x107*° 0,0023 0,0022 | 0,0021 | 2,5x10*
M83 0,0005 | 0,0005 | 0,0004 | 4,4x10™"° 0,0005 0,0004 | 0,0003 | 1,6x10°
mo4 0,0003 0,0003 | 0,0002 | 9,9x10™"° 0,0007 0,0007 | 0,0006 2x10™
M45 0,0004 | 0,0004 | 0,0003 | 1,2x10° 0,0006 0,0005 | 0,0004 | 7,7x10°
M84 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 1,3x10” 0,0004 | 0,0004 | 0,0003 | 2,6x10"
MCMV-IE-L176A MCMV-m164-A265|

Peptid upper MPN lower | P-Wert upper MPN lower P-Wert
aCD3e | 0,1081 | 0,0963 | 0,0845 | 4,5x10° 0,1132 | 0,0991 | 0,0849 | 9,7x10°
@ Peptid n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
IE1 n.b. n.b. n.b. n.b. 0,0052 0,0049 0,0045 | 6,2x10%
m164 0,0076 0,0075 0,0073 | < 1x10™ n.b. n.b. n.b. n.b.
M18 0,0019 0,0018 0,0017 | 3,9x10% 0,0018 0,0017 0,0016 | 6,6x10™*
M83 0,0010 | 0,0009 | 0,0008 | 2,2x10™%° 0,0003 0,0002 | 0,0002 | 5,2x10°
mo4 0,0006 | 0,0004 | 0,0003 | 6,8x10°® 0,0006 0,0005 | 0,0005 | 7,1x10°
M45 0,0002 | 0,0001 | 0,0001 | 8,5x10°® 0,0003 0,0003 | 0,0003 | 7,8x10™
M84 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 9,7x10°® 0,0002 0,0001 | 0,0001 | 1,4x10°

Tab. 6.4 T-Zell Frequenzen von Memory Milzzellen aus mCMV-BAC-WT, Doppelmutante, mCMV-IE1-
L176A bzw. mCMV-m164-I1265A infizierten BALB/c. n. b.: nicht berechnet.
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6.3 Plasmidkarten

6.3.1 IE1-Shuttle-Plasmide und Zwischenkonstrukte

Sacl 1807
BSSHII
pST76K_IE1Ala Xbal 3085
12849bp
Bcll 8418/
Hindll| 8403 nglljiglzysg
Xbal 8379 HindIll 4834

IE1-Peptid (L176A)

Bcll 5839
ApaLl 5960
Sacl 6351

Sacl 6962

pST76K_IE1Leu
12849bp

Sacl 3806

Hindlll 8403
Xbal 8379

BSHII

Apal | 4489

HindlIl 4834

IE1-Peptid (A176L)
Xbal 5435

Bcll 5839

ApalLl 5960

Xbal 7072
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pST76K_IE1Leu*
12849bp

Sacl 3806
HindIll 8403 ApalLl 4489
Xbal 8379
HindlIll 4834
B$HII IE1-Peptid (A176L*)

Xbal 5435
Bcll 5839
ApalLl 5960

Xbal 7072

pST76K_IE1Phe ™ Xbal 3085
12849bp

Bcll 8418/
Hindll1 8403 Apall 4489
Xbal 8379, Xbal 4722
Hindlll 4834

IE1-Peptid (A176F)

Bcll 5839
ApalLl 5960
Sacl 6351

Sacl 6962
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Hindlll
BamHI

BssHII

pUCAMB

13280bp
BssHII

Bcll
Hindlll )
IE1-Ppetid

6.3.2 m164-Shuttle-Plasmide und Zwischenkonstrukte

pST76K_m164Ala

11513bp
Ncol 8375

Ncol 8139

Sphl 7061

Ncol 5085 ~ M164-Peptid (1265A)
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Ncol 8375
Ncol 8139

HindIll 5983
Hpal 5962

6.4 Alignments

nme6l
mo6l

m6l
m6l

nm6l
nm6l

nme6l
mo6l

smth
aus BAC

smth
aus BAC

smth
aus BAC

smth
aus BAC

221.
221.

221.
221.

221.
221.

220.
220.

pST76K_m164lle
11513bp

Sphl 7061 Sacl 4539

149n
150n

099n
100n

049n
050n

099n
100n

Ncol 5085 ~ M164-Peptid (A265I)

mi162

pBlue_m164ausC3X
8225bp

m163

=

Ncol 2693

m164-Peptid
Sacl 3239
BamHI 4832

Agel 3984

at ggggct ttcct at cacct cacgat gat acacat cat cgecttt at gct
at ggggct tt cct at cacct cacgat gat acacat cat cgecttt at gct

tttcat gcat acacaat cgagacacgt ct gt t cccggagcgacgacat gt
tttcat gcat acacaat cgagacacgt ct gtt cccggagcgacgacat gt

cct t aagat gt at agaacagt ct ccgt cggggt cggagect gggttttcc
cct t aagat gt at agaacagt ct ccgt cggggt cggagect gggttttcc

tt aaccgcacgcgt cat cat cgct agt t ct caaaact t gagcgat ct cgt
tt aaccgcacgcgt cat cat cgct agt t ct caaaact t gagcgat ct cgt



6. Anhang 192

nml6l smith 220.949n agtcgcctgccattgtccttttggcaat cgcct agat cataccatctctt
nml61 aus BAC 220.950n agtcgcctgccattgtccttttggcaatcgectagatcataccatctctt

ml6l snith 220. 899n ggt at gt ggact ct gaacacgt agct act gt cgacggt cgaccggacggc
m61 aus BAC 220. 900n ggt at gt ggact ct gaacacgt agct act gt cgacggt cgaccggacggc

nml6l smith 220. 849n at agt gcaagat acggt ggagat cagcggcacgt ggcgaaacacgt ct cg
m61 aus BAC 220. 850n at agt gcaagat acggt ggagat cagcggcacgt ggcgaaacacgt ct cg

ml61l snith 220. 799n ttggcgaggagaccggctctacttttctcgecggtttacggat at cgggac
mL61 aus BAC 220. 800n ttggcgaggagaccggctctacttttctcgeggtttacggat at cgggac

ml6l snith 220. 749n gccgcacgcact gt acgt gt agat cgct t cacaagat cgccgt ct ct ccc
m61 aus BAC 220. 750n gccgcacgcact gt acgt gt agat cgct t cacaagat cgccgt ct ct ccc

m61 smith 220. 699n gagat ccgtttcgacgat cccgtctttgacgtttacgtgccagct gatcc
m61 aus BAC 220. 700n gagat ccgtttcgacgat cccgtctttgacgtttacgtgccagct gatcc

ml61l snith 220. 649n cagagatt ggaaaat ct cgt cgaccgtggttctttttgtcat cagctt at
mL61 aus BAC 220. 650n cagagatt ggaaaat ct cgt cgaccgtggttcttttt gt catcagctt at

m61 smith 220.599n atttttttt-catatatctatctgcttggaactcttgcttcggccccgat
ml61 aus BAC 220.600n atttttttttcatatatctatctgcttggaactcttgcttcggccccgat

ml61l snith 220. 550n aacat caaacgacgat cgctt cgaccat gcgt ct cat aacgaagct ct gt
m61 aus BAC 220. 550n aacat caaacgacgat cgcttcgaccatgcgtctcataa-----------

ml61l snith 220.500n ttgcttctaggatacctgatacaaattaa
M6l aus BAC = cemmeemeemee oo
(Methode: Multiple Alignment FastScan, Max Qual, mit Clone Manager 7, Version 7.04 sowie Align Plus 5,

Version 5.04, Sci Ed Central USA)

ml61l snith 678aa ngl syhl tm hiiaf nm f mht gsr hvcsr sddmsl r ci eqspsgsepgf s
nml61l aus BAC 639aa ngl syhl tm hiiaf ml f mht qsr hvcsr sddnsl r ci eqspsgsepgf s
ml61l snith 528aa | tarviiassqnl sdl vvachcpf gnrl dhti swyvdsehvat vdgr pdg
ml61l aus BAC 489aa | tarviiassqnl sdl vvachcpf gnrl dhti swyvdsehvat vdgr pdg
nMl6l smith 378aa ivgdtvei sgtwntsrw gdrlyfsrglrisgrrthctcrslhkiavsp
nl6l aus BAC 339aa ivqgdtvei sgtwntsrw gdrlyfsrglrisgrrthctcrslhkiavsp
nml6l smith 228aa ei rfddpvfdvyvpadprdwki sstvvl fvislyffsyiyllgtlasap
nml6l aus BAC 189aa ei rfddpvf dvyvpadpr dwki sstvvl fvislyff--fiylsawscfg
ml61l snith 78aa tsnddrfdhashneal fasripdtn

ml61 aus BAC 45aa pdni kr----------- rslrpcvs

(Methode: Compare two sequences, Scoring matrix: Linear, mit Clone Manager 7, Version 7.04 sowie Align
Plus 5, Version 5.04, Sci Ed Central USA)

nmCW Snit h 222351 ggagaagagt cagaat cat gacgaacgt ccgacgcgcgacgaagcgttcg
m64 BAC i LR t gacgaacgt ccgacgcgcgacgaagcgttcg

nmCW Snit h 222401 ttgcggccct ccat ggect gat ggt t gcgcgacacgaccccatt caccggce
mL64 BAC 33 ttgcggccct ccat ggect gat ggt t gcgcgacacgaccccatt caccggce

MW Smit h 222451 acgccaccagt aaaat accggattt cgaacgt cgggaacagcgacggcct
m64 BAC 83 acgccaccagt aaaat accggat tt cgaacgt cgggaacagcgacggcct
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nmCW Snit h 222501 gacgt ccgagaccaggt agat gt acacgacgat cgt gacgat ggt aat ac
nl64 BAC 133 gacgt ccgagaccaggt agat gt acacgacgat cgt gacgat ggt aat ac

MW Snit h 222551 acagcat caccacgaaggcggcgaggaaacgct ccaact gacagt cgcag
m64 BAC 183 acagcat caccacgaaggcggcgaggaaacgct ccaact gacagt cgcag

nmCW Snit h 222601 ctcttcgat ccggttgaact gcgcgccacgt ggacgggt cgacat t cgat
m64 BAC 233 ctcttcgatccggttgaact gcgcgccacgt ggacgggt cgacatt cgat

nmCW Snit h 222651 cgt cggcaaggat agcaggt t accgccggacccgacgacgcacgat acgc
m64 BAC 283 cgt cggcaaggat agt aggtt accgccggacccgacgacgcacgat acgc

MW Snit h 222701 agacggggaggt cggagcggat cggaaaact gagggccaggt cggat gcg
m64 BAC 333 agacggggaggt cggagcggat cggaaaact gagggccaggt cggat gcg

nmCW Snit h 222751 ttgacggt aaaaccct cgagccggtt cgacat ccacaagaagt cggt ggt
m64 BAC 383 ttgacggt aaaaccct cgagccggt t cgacat ccacaagaagt cggt ggt

nmCW Snit h 222801 gcccaaggtctcctcgeccgcet gccacgat ggect ggtt gt t gacggecc
mL64 BAC 433 gcccaaggt ct cct cgeccgcet gccacgat ggect ggt t gt t gacggcecc

MW Sni t h 222851 agaagat gcgcgagt accgaggagggcccgcgt cagcgccccacgt ccga
m64 BAC 483 agaagat gcgcgagt accgaggagggcccgcgt cagcgccccacgt ccga

nmCW Snit h 222901 cagtagtcctttccgaacggct ccgccgegt ccggt accaccggct cgat
m64 BAC 533 cagtagtcctttccgaacggct ccgccgecgt ccggt accaccggct cgat

nmCW Snit h 222951 cgt caggagct cct cgcccgggacccaacgt aggaggggaggcggaat ca
mL64 BAC 583 cgt caggagct cct cgcccgggacccaacgt aggaggggaggcggaat ca

MW Smit h 223001 gacacat agcct ggct cacat ggt cgat gt cgcacacgacgaggcccgag
m64 BAC 633 gacacat agcct ggct cacat ggt cgat gt cgcacacgacgaggcccgag

nmCW Snit h 223051 aagccgct aggcggccacagct cggt cgt cat t gacagcgcgt ccgccat
m64 BAC 683 aagccgct aggcggccacagct cggt cgt cat t gacagcgcgt ccgccat

nmCW Snit h 223101 ccccgt gaaaccggcgacgt ggat gt gaaagct ct cggcat cgaacgt gg
mL64 BAC 733 ccccgt gaaaccggcgacgt ggat gt gaaagct ct cggcat cgaacgt gg

MW Smit h 223151 cgat cgt cgt cgt ct ggaaat cacggcctt cgggcagcgcgaacgaccag
m64 BAC 783 cgat cgt cgt cgt ct ggaaat cacggcctt cgggcagcgcgaacgaccag

nmCW Snit h 223201 ctcccgacaaacttcttcaccgaaccgggtttcacgt ggcagat cacggc
m64 BAC 833 ctcccgacaaacttcttcaccgaaccgggtttcacgt ggcagat cacggc

nmCW Snit h 223251 ggctttgtcctggtcgggat agatcttgttcat gcagtt at ct gagagga
mL64 BAC 883 ggctttgtcctggtcgggatagatcttgttcat gcagttatct gagagga

MW Smit h 223301 ctccgtcgacgcagcttccgacggcggacgccgaggccgt gcccgecagcet
m64 BAC 933 ct ccgt cgacgcagcet t ccgacggcggacgccgaggccgt gcccgcagcet

nmCW Snit h 223351 gaagccgccgcgt agat gagggcgagcat cccggcect t gaagagt cgt cg
m64 BAC 983 gaagccgccgcgt agat gagggcgagcat cccggcct t gaagagt cgt cg

nmCW Snit h 223401 ggat cgacggt cct cct cggt ccaggggat acagaacgggagt cgt cggc
mL64 BAC 1033 ggat cgacggt cct cct cggt ccaggggat acagaacgggagt cgt cggc

MW Smit h 223451 ggt agcggcgacgcggt ctt ct ggaagaggt cggt acacagcgaggacca
m64 BAC 1083 ggt agcggcgacgcggt ctt ct ggaagaggt cggt acacagcgaggacca

nmCW Snit h 223501 cgaggaccgacccgagt gccgccgcecggct accccgat cgaaat ggct aca
m64 BAC 1133 cgaggaccgacccgagt gccgccgcggct accccgat cgaaat ggct aca
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nCW Smith

mi64 BAC

nCW Snith
nl64 BAC

223551 cgcaacgcgt cgt cggcacat cggcaact cgggttccccgcat cct gcca
1183 cgcaacgcgt cgt cggcacat cggcaact cgggtt ccccgcat cct gcca

223601 gggagacggt agct gcgcegt ct ccccct ccgacagccgcggagaaacat
1233 gggagacggt agct gcgegt ct cccect ccgacagccgcggagaaacat

(Methode: Multiple Alignment FastScan, Max Qual, mit Clone Manager 7, Version 7.04 sowie Align Plus 5,
Version 5.04, Sci Ed Central USA)

6.5 Sequenzierung der HA-Epitop-Sequenz Insertion

Sequenzierung von mCMV-BAC-m164-3'HAtaq:

1 gggtacgaag gogttoocoga tacactgett gtogogogat cgacgaggag
cocatgotte cgoaaggget atgtgacgaa cagogogota goetgotocto
mlH3

71

141

acgacgacaa
tgotgotgtt

gtgttoccotge
cacaaggacg

gtaagaagtt
cattocttocaa

taagogtagt
attogoatca

neues Stop <<

211

281

Sequenzierung von

gttgoggooco
caacqgocgoq

ggatttogaa
cctaaagett

G
tocatggotyg

aggtacogac

cogtogoggaac
goagooottg

d p

coctattotot
ggataagaga

ctgggacgto
gaccctgoag

W

atggttgogo
taccaacogog

agaaagtata
tottteatat
frt
gtatgggtat
catacccata

Y P Y
gacacgacoo

ctgtgotggg

mCMV-BAC-m164-5’HAtaq:

1

71

141 gtacatagga
catgtatoct

cocogatogaa
gaggotagott

gygagacggt
coectotgoca

Lt
v m {(neues Start)

211

281

atggotacac
tacocgatgtg

agqotgogogt
togacgogoa
mlbd

cgacgacgac
gotgotgotg

goaacgogto
cgttgogoaqg

ctococootoo
gagggggagy

aagtaagaaq
ttcattotteo

gtocagoogtt aagtgttoet geoatogocott
cagtoggoaa tteocacaagga cgtagoggaa

{altes Start)

agaagcac
toettogtg

<

gtoggoacat
cagoogtgta

gacagoogog
ctgtoggogo

ttootattet
aaggataaga

cocacgtgtyg
goggtgocacac

ggaacttoga
cottgaagoet

gacgaacgto
ctgottgeag

cattocacogyg
gtaagtggoo

cggoaacton
googttgagm

gagaaaagog
ctettttogo

ctagaaagta
gatcttteocat
frt

tggogacoog
accgotggogo

aagagtcaga
ttotocagtot
altes stop
EcoRI

attoccatgt
taagggtaca

cgacgogoga
gotgogogot
ml54

cacgooacoa
gtgoggtggt

nngttoocog
nncaagogogc

tagtoctggga
atcagacoct

taggaactto
atococttgaaq

aggocccaadg
toocggggtte

atcaaggacy
tagttootge
<

cagoogttaa
gtoggoaatt

cgaagogtto
goettogoaag

gtaaaatacc
cattttatgg

catocotgoca
gtaggacggt

cgtogtatgg
goagoataco

gaattococat
cttaagggta

atoctggoagg
tagaccgtoo
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6.6 LightCycler PCR-Profil

Initialer Aktivierungsschritt 15min

3-Schritt Cycling

Denaturierung 15s
Annealing 30s
Extension 15s
Zyklenzahl 50
Schmelzkurve

Denaturierung 15s
Annealing 15s
Ende 00

95°C

94°C
62°C
72°C

98°C

65°C
65-94°C

40°C

Ramp 20°C/s

Ramp 20°C/s
Ramp 20°C/s

Ramp 20°C/s

Ramp 20°C/s
Ramp 20°C/s

Ramp 0,1°C/s

Aktivierung der HotStar
Tag-DNA-Polymerase

Daten Akquisition
»Single mode*®

kontinuierliche Daten
Akquisition
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6.8 Quantifizierung der in vivo-Replikation mittels gPCR

6.8.1 Original TagMan Daten

In den nachfolgenden Tabellen sind die originalen TagMan Daten und die daraus resultierenden

viralen Genome pro 10° Zellen (Z), die zur Bestimmung der in vivo-Replikation (siehe 3.8.1)

dienten, aufgefihrt.

mMCMV-BAC-WT:

_ Pfote Milz
Tag p.l. | Maus Nr.
9B pthrp Genome/10°Z 9B pthrp Genome/10°Z
1 1,3e+03 1,1e+04 2,00E+05 1,5e+02 | 2,5e+04 1,00E+04
1A 2 1,9e+03 | 1,1e+04 3,00E+05 0 3,8e+04
3 1,5e+03 | 8,9e+03 3,00E+05 1,3e+00 | 2,2e+04 1,00E+02
1 3,6e+04 | 6,4e+03 1,13E+07 1,3e+03 | 1,5e+04 1,70E+05
2B 2 6,0e+04 | 6,0e+03 2,00E+07 4,9e+00 | 1,3e+04 8,00E+02
3 1,7e+05 | 5,2e+03 6,54E+07 2,4e+01 | 1,4e+04 3,00E+02
1 2,5e+05 | 7,9e+03 6,33E+07 4,4e+02 | 1,2e+04 7,00E+04
ac 2 3,4e+05 | 9,1e+03 7,47E+07 5,0e+02 | 1,5e+04 7,00E+04
3 3,6e+05 | 1,2e+04 6,00E+07 5,8e+02 | 1,6e+04 7,00E+04
1 1,2e+06 | 8,1e+03 2,96E+08 2,2e+04 | 3,4e+04 1,30E+06
6D 2 7,7e+05 1,2e+04 1,28E+08 2,4e+03 | 4,2e+04 1,00E+05
3 2,7e+06 | 1,5e+04 3,60E+08 3,6e+05 | 2 0e+04 3,60E+07
1 1,6e+06 | 1,3e+04 2,46E+08 6,0e+04 | 2 2e+04 5,50E+06
8E 2 3,6e+06 1,8e+04 4,00E+08 3,1e+04 | 2 .3e+04 2,70E+06
3 3,3e+06 | 2,3e+04 2,87E+08 5,9e+04 | 3,2e+04 3,70E+06
1 3,3e+06 | 1,2e+04 5,50E+08 7,9e+06 | 4,7e+04 3,36E+08
10F 2 3,9e+06 | 1,0e+04 7,80E+08 3,7e+06 | 3,7e+04 2,00E+08
3 4,9e+06 | 1,0e+04 9,80E+08 4,0e+06 | 3 5e+04 2,29E+08
MCMV-IE1-L176A (Funktionsverlust-Mutante):
Pfote Milz
Tag p.i. Maus Nr.
oB pthrp Genome/10°Z oB pthrp Genome/10°Z
1 2,5e+02 | 8,7e+03 6,00E+04 6,1e+00 | 2,9e+04 4,00E+02
1A 2 5,8e+02 1,1e+04 1,00E+05 3,4e+00 2,9e+04 2,00E+02
3 57e+02 | 1,2e+04 1,00E+05 59e+00 | 3,5e+04 3,00E+02
1 7,8e+04 | 8,5e+03 1,84E+07 2,5e+01 | 3,1e+04 2,00E+03
2B 2 6,1e+04 | 1,0e+04 1,22E+07 1,0e+01 | 2,6e+04 8,00E+02
3 3,3e+04 | 1,0e+04 6,60E+06 1,0e+01 | 2,9e+04 7,00E+02
1 2,8e+05 1,2e+04 4, 67E+07 7,7e+02 | 53e+04 3,00E+04
4c 2 3,2e+05 | 7,0e+03 9,14E+07 2,0e+02 | 2,0e+04 2,00E+04
3 2,9e+05 | 6,6e+03 8,78E+07 0 0 0
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1 5,6e+05 2,8e+04 4,00E+07 1,2e+04 | 3,6e+04 7,00E+05
6D 2 6,3e+05 5,5e+04 2,29E+07 1,4e+03 3,9e+04 7,00E+04
3 6,0e+05 | 2,3e+04 5,22E+07 1,2e+04 | 3,4e+04 7,00E+04
1 2,4e+06 9,1e+03 5,28E+08 4,2e+04 | 2 4e+04 3,50E+06
8E 2 6,7e+05 | 7,7e+03 1,74E+08 1,3e+04 | 3,8e+04 7,00E+05
3 2,4e+06 1,1e+04 4,36E+08 9,3e+04 | 2,9e+04 6,40E+06
1 4,3e+06 1,1e+04 7,82E+08 4,8e+06 | 4,2e+04 2,29E+08
10F 2 4,1e+06 | 1,6e+04 5,13E+08 3,2e+06 | 2,2e+04 2,91E+08
3 4,5e+06 | 1,7e+04 5,29E+08 0 0 0
mCMV-IE1-A176L (authentische Revertante):
Pfote Milz
Tag p.i. | Maus Nr.
gB pthrp Genome/10°Z | gB pthrp Genome/10°Z
1 3,6e+04 | 8,0e+04 9,00E+05 5,9e+03 | 2,0e+05 6,00E+04
1 2 1,2e+04 | 7,3e+04 3,00E+05 1,9e+03 | 1,9e+05 2,00E+04
3 1,7e+04 | 8,0e+04 4,00E+05 1,2e+03 | 2,1e+05 1,00E+04
1 2,9e+05 | 6,2e+04 9,40E+06 1,6e+04 | 2,1e+05 2,00E+05
2 2 2,2e+05 5,7e+04 7,70E+06 1,3e+04 | 2,1e+05 1,00E+05
3 5,0e+05 | 7,7e+04 1,30E+07 2,4e+04 | 1,1e+05 4,00E+05
1 1,5e+06 | 5,5e+04 5,45E+07 1,2e+04 | 9,7e+04 3,00E+05
4 2 1,2e+06 | 4,8e+04 5,00E+07 1,8e+03 | 1,9e+05 2,00E+04
3 1,1e+06 6,3e+04 3,50E+07 2,2e+02 | 2,0e+05 2,00E+03
1 5,8e+06 | 3,8e+04 3,05E+08 6,2e+04 | 2 3e+05 5,00E+05
6 2 8,8e+06 | 4,8e+04 3,67E+08 8,3e+03 | 1,9e+05 9,00E+04
3 3,8e+06 | 4,1e+04 1,73E+08 9,1e+03 | 2,1e+05 9,00E+04
1 1,3e+07 | 4,1le+04 6,34E+08 3,9e+05 | 1,5e+05 5,20E+06
8 2 1,4e+07 | 4,6e+04 6,09E+08 2,0e+05 | 1,1e+05 3,60E+06
3 1,2e+07 | 4,8e+04 5,00E+08 3,3e+05 | 1,5e+05 4,40E+06
1 1,5e+07 | 4,2e+04 7,14E+08 1,7e+07 | 1,2e+05 2,83E+08
10 2 2,0e+07 4,7e+04 8,51E+08 1,5e+07 1,6e+05 1,88E+08
3 1,3e+07 | 4,7e+04 5,53E+08 2,1e+06 | 1,2e+05 3,50E+07
MCMV-IE1-A176L* (Wobble-Revertante):
Pfote Milz
Tag p.i. | Maus Nr.
9B pthrp Genome/10°Z | gB pthrp Genome/10°Z
1 1,1e+03 7,9e+03 3,00E+05 0 2,9e+04 0
1A 2 1,1e+03 | 9,1e+03 2,00E+05 2,6e+00 | 2,3e+04 2,00E+02
3 5,5e+02 5,2e+03 2,00E+05 2,8e+00 | 3,7e+04 2,00E+02
1 1,3e+04 | 7,5e+03 3,50E+06 1,1e+00 | 3,7e+04 6,00E+01
2B 2 6,9e+03 7,6e+03 1,80E+06 6,1e+01 | 3,3e+04 4,00E+03
3 9,3e+03 | 6,1e+03 3,10E+06 3,1e+00 | 3,9e+04 2,00E+02
1 1,0e+05 | 4,3e+03 4,65E+07 1,0e+03 | 3,6e+04 6,00E+04
4C 2 2,8et05 | 6,5e+03 8,62E+07 8,1e+03 | 3,8e+04 4,30E+05
3 3,2e+05 6,9e+03 9,28E+07 2,8e+03 | 3,2e+04 1,80E+05
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1 9,2e+05 | 6,7e+03 2,75E+08 4,1e+03 | 4,2e+04 2,00E+05
6D 2 5,2e+05 | 6,0e+03 1,73E+08 1,4e+02 | 3,4e+04 8,00E+03
3 1,2e+06 | 8,6e+03 2,79E+08 1,4e+03 | 3,5e+04 8,00E+04
1 1,9e+06 | 8,2e+03 4,63E+08 6,9e+04 | 2 8e+04 4,90E+06
8E 2 2,3e+06 | 1,0e+04 4,60E+08 5,8e+04 | 3,2e+04 3,60E+06
3 1,1e+06 | 1,2e+04 1,83E+08 5,3e+04 | 1,9e+04 5,60E+06
1 45e+06 | 7,1e+03 1,27E+09 2,1e+06 | 2 .6e+04 1,62E+08
10F 2 3,3e+06 | 8,2e+03 8,05E+08 3,0e+06 | 2 ,6e+04 2,31E+08
3 5,3e+06 | 9,9e+03 1,07E+09 2,3e+06 | 2,8e+04 1,64E+08
mCMV-IE1-A176F (funktionelles IE1 Analogon):
Pfote Milz
Tag p.i. | Maus Nr.
gB pthrp Genome/10°Z gB pthrp Genome/10°Z
1 3,1e+02 | 3,9e+03 2,00E+05 4,3e+01 | 5,8e+04 2,00E+03
1A 2 5,8e+02 | 1,1e+04 1,00E+05 8,7e+00 | 4,2e+04 4,00E+02
3 1,2e+03 1,1e+04 2,00E+05 1,6e+01 4,1e+04 8,00E+02
1 9,1e+03 8,8e+03 2,10E+06 1,0e+01 4,1e+04 5,00E+02
2B 2 2,7e+04 | 8,1e+03 6,70E+06 2,9e+01 | 3,6e+04 2,00E+03
3 4,7e+03 | 6,9e+03 1,40E+06 1,7e+03 | 4,8e+04 7,00E+04
1 4,0e+05 | 1,2e+04 6,67E+07 4,5e+03 | 4,3e+04 2,00E+05
4C 2 2,0e+05 | 8,7e+03 4 60E+07 1,7e+03 | 1,8e+04 2,00E+05
3 2,5e+05 | 1,1e+04 4.55E+07 1,2e+02 | 32e+04 1,00E+04
1 3,1e+05 | 5,2e+03 1,19E+08 7,5e+03 | 5 9e+04 3,00E+05
6D 2 6,1e+05 1,0e+04 1,22E+08 3,7e+03 | 7,7e+04 1,00E+05
3 5,8e+05 | 1,9e+04 6,11E+07 6,5e+03 | 3,3e+04 4,00E+05
1 3,8e+06 | 1,4e+04 5,43E+08 3,2e+05 | 2,6e+04 2,46E+07
8E 2 3,6e+06 | 1,4e+04 5,14E+08 7,5e+04 | 3,0e+04 5,00E+06
3 1,9e+06 | 1,4e+04 2, 71E+08 5,8e+04 | 2,5e+04 4,60E+06
1 9,3e+06 | 1,4e+04 1,33E+09 9,1e+06 | 2,4e+04 7,58E+08
10F 2 3,9e+06 1,2e+04 6,50E+08 1,1e+07 | 2,7e+04 8,15E+08
3 6,4e+06 | 1,2e+04 1,07E+09 1,3e+07 | 2,6e+04 1,00E+09
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6.8.2 Verdopplungszeiten der mCMV-IE1-Mutanten im Vergleich zu mCMV-BAC-WT

Pfote Milz
Steigung m ‘ Tooppet [N] Steigung m ’ Tooppe! [N] Virus

upper 0,416 17,4 0,663 10,9

MPN 0,343 21,1 0,615 11,7 mMCMV-IE1-L176A (1)
lower 0,269 26,9 0,563 12,8

upper 0,375 19,3 0,689 10,5

MPN 0,326 22,2 0,631 11,4 mMCMV-IE1-A176L (1)
lower 0,278 26,0 0,564 12,8

upper 0,429 16,8 0,720 10,0

MPN 0,376 19,2 0,641 11,3 mCMV-IE1-AL76L* (l11)
lower 0,321 22,5 0,560 12,9

upper 0,438 16,5 0,689 10,5

MPN 0,386 18,7 0,623 11,6 mCMV-IE1-A176F (1V)
lower 0,335 21,6 0,556 13,0

upper 0,375 19,3 0,665 10,9

MPN 0,309 23,4 0,575 12,6 mCMV-BAC-WT (V)
lower 0,243 29,7 0,487 14,8

Tab. 6.7 Vergleich der in vivo-Verdopplungszeiten von mCMV-IE1-Mutanten mit mCMV-BAC-WT in
Pfote und Milz. Durch lineare Regressions-Analyse unter Verwendung von Mathematica V5.0 Statistik-
Software (“Linear Regression”; Wolfram Research Inc.) konnten die Most Probable Numbers (MPNs) der
Steigung m (Regressionsgeraden in Abb. 3.25 dargestellt), sowie das 95% Konfidenzintervall (upper, lower)
der Steigung bestimmt werden. Die Berechnung der Verdopplungszeit (Tpoppe) €rfolgte direkt aus der
Steigung m nach folgender Formel: Tpoppe=(L0g10(2 )/m)x24h. Fir alle Berechnungen waren die P-Werte der
zufélligen, nichtlinearen Verteilung <0,001.

Leber
Steigung m | Absolutes-Glied b | Z 1] [ Toorper Virus

upper 0,54 -2,42 18,8

MPN 0,49 2,1 3,3-5,4 22,0 MCMV-IE1-L176A (l)
lower 0,45 -1,78 26,2

upper 0,52 -2,4 19,8

MPN 0,48 2,1 3,5-5,3 23,0 MCMV-IE1-A176L (II)
lower 0,45 -1,85 27,5

upper 0,46 -1,7 19,1

MPN 0,38 -1,1 1,1-5,8 23,0 mMCMV-IE1-A176L* (11I)
lower 0,29 -0,48 28,9

upper 0,46 -1,5 18,2

MPN 0,39 -0,94 0,9-4,7 21,2 mMCMV-IE1-A176F (V)
lower 0,32 -0,41 25,3

upper 0,51 -1,88 18,5

MPN 0,46 -15 2,4-4,6 21,0 MCMV-BAC-WT(V)

lower 0,41 -1,19 24,4

Tab. 6.8 Vergleich der in vivo-Verdopplungszeiten von mCMV-IE1-Mutanten mit mCMV-BAC-WT in
der Leber. Die Berechnung von Tpoppel in der Leber erfolgte analog zu Pfote und Milz (siehe Tabelle 6.7).
Berechnung des Zeitintervalls Z: Zjowe;<Z<Zpper ZlOWer=-biowed Mypper, Zugper=-Pupperd Mioner
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