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fur Hermine & Margot

Holzhacken ist deshalb so beliebt, weil man bei dieser Tatigkeit den Erfolg sofort sieht.

Albert Einstein, 1879-1955



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Kontrolle der Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus (HCMV) wird primér durch antivirale CD8 T-
Zellen vermittelt. Wahrend der Koevolution zwischen Virus und Wirt wurden Immunevasionsmechanismen
entwickelt, die direkt die Expression der Peptid-MHC-Klasse-I-Komplexe an der Zelloberflache beeinflussen und
es dem Virus ermdglichen, der Immunkontrolle des Wirtes zu entkommen. Da HCMV und das murine CMV
(mCMV) zum Teil analoge Strategien zur Modulation des MHC-Klasse-I-Antigen-Prasentationswegs entwickelt
haben, wurde in der vorliegenden Arbeit auf das experimentelle Modell mit mCMV zuriickgegriffen. Die fir die
Immunevasion verantwortlichen Genprodukte m04/gp34, m06/gp48 und m152/gp40 werden aufgrund ihres
regulatorischen Einflusses auf die Antigenprésentation als vRAPs (viral regulators of antigen presentation)
bezeichnet. Diese interferieren mit dem Transport Peptid-beladener MHC-Klasse-I-Molekiile und reduzieren in
ihrer konzertierten Wirkung die Prasentation viraler Peptide an der Zelloberflache.

Die Transplantation hdmatopoietischer Zellen nach Immunoablation stellt eine etablierte Therapieform bei
malignen hamatologischen Erkrankungen dar. Zwischen Immunoablation und der Rekonstitution des
Immunsystems sind die Empfanger der transferierten Zellen stark immunsupprimiert und anféllig fir eine CMV-
Erkrankung bei Reaktivierung des Virus. Neben der Gabe antiviraler Medikamente ist der adoptive Transfer
antiviraler CD8 T-Zellen eine vielversprechende Therapiemdglichkeit, um reaktivierende CMV zu kontrollieren,
bis das kdrpereigene Immunsystem wieder funktionsfahig ist. Obwohl im murinen Modell sehr wohl etabliert,
stellen im humanen System die eingeschrankte Wirkung und die Notwendigkeit der konsequenten Gabe hoher
Zellzahlen gewisse logistische Schwierigkeiten dar, welche die Methode bisher von der klinischen Routine
ausschlieRen.

Das murine Modell sagte eine Rolle von IFN-y voraus, da Depletion dieses Zytokins zu einer verminderten
Schutzwirkung gegen die mCMV-Infektion fiihrt.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte ein mdglicher inhibitorischer Effekt von m04 auf m152 untersucht werden, der
bei der Rekombinanten Am06%W beobachtet wurde. Mit neu generierten Viren (Am06-1+2) konnte dieser Effekt
allerdings nicht bestétigt werden. Bei Am06%W fehlte jedoch eine hoher N-glykosylierte Isoform des m152-
Proteins. Um zu untersuchen, ob die N-Glykosylierung von m152 fiir seine Funktion notwendig ist, wurde ein
rekombinantes Virus generiert, das in Folge einer Deletion aller 3 N-Glykosylierungssequenzen nur eine nicht-
glykosylierte Isoform des m152-Proteins bilden kann. In Ubereinstimmung mit der zwischenzeitlich publizierten
Kristallstruktur das Komplexes von m152 und dem Liganden RAE-1 des aktivierenden NK-Zellrezeptors NKG2D
konnte erstmals gezeigt werden, dass die Funktionen von m152 in der adaptiven und in der angeborenen
Immunitat auch von der nicht N-glykosylierten Isoform wahrgenommen werden kénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte mit Hilfe eines Sets an vVRAP Deletionsmutanten der Einfluss von IFN-y auf die
einzeln oder in Kombination exprimierten VRAPs untersucht werden. Es zeigte sich, dass Vorbehandlung der
Zellen mit IFN-y die Antigenprozessierung nach Infektion stark erhdht und die vVRAPs dann nicht mehr in der
Lage sind, die Prasentation aller Peptid-beladener MHC-Klasse-I-Komplexe zu verhindern. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass vorher nicht-schiitzende CD8 T-Zellen Schutz vermitteln kénnen, wenn das
Gewebe der Rezipienten konstitutiv mit IFN-y versorgt wird. Die zusatzliche Gabe von IFN-y stellt daher eine

vielversprechende Méglichkeit dar, den adoptiven Transfer als Therapie in der klinischen Routine einzusetzen.
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Summary

Infection with human cytomegalovirus (HCMV) is primarily controlled by virus specific CD8 T cells. During virus-
host co-evolution CMV has developed strategies of immune evasion in order to subvert immune control by CD8
T cells. As HCMV and its murine equivalent (mCMV) developed analogous strategies for modulation of the MHC
class | pathway, the experimental mMCMV model has been used in this study. mMCMV encodes three viral
regulators of antigen presentation (VRAPS): m04/gp34, m06/gp48 and m152/gp40; vRAPs obstruct the transport
of peptide-loaded MHC molecules to the cell surface and downmodulate MHC class | surface expression in a
cooperative fashion.

Hematopoietic cell transplantation (HCT) following hematoablation is an established alternative therapy for
certain types of hematopoietic malignancies. In the transient phase between hematoablation and reconstitution
of the immune system HCT recipients are severely immunocompromised, and are therefore at high risk for CMV
disease in case of virus reactivation. Besides treatment with antivirals, exogenous reconstitution of virus-specific
immune cells by cell transfer, of CD8 T cells in particular, is a promising therapy option to control reactivated
CMV infection in HCT recipients prior to endogenous reconstitution of antiviral immunity. Despite recent progress
in developing CD8 T-cell-based immunotherapy and promising results in preclinical studies in the murine model,
limited efficacy and the consequent requirement of high cell numbers pose logistical problems that have so far
prevented this therapy from becoming clinical routine.

The murine model predicted a role for interferon (IFN)-y, because in vivo depletion of this cytokine abolished
control of infection by CD8 T cells.

In the first part of this work, a presumed inhibitory effect of m04 against the function of m152 should be
investigated. This effect was seen after infection with recombinant virus Am06%W. Newly generated viruses
(AmO061*2) did not confirm this effect, but it was shown that in cells infected with Am06%Y a higher glycosylated
isoform of m152 is missing. To test if N-glycosylation is essential for m152 function, a recombinant virus was
generated in which mutation of all three N-glycosylation sites allowed only the expression of the unglycosylated
isoform. In accordance with the meanwhile published crystal structure of the complex between m152 and ligand
RAE-1 of the activatory NK cell receptor NKG2D, it could here be shown that the unglycosylated isoform of
m152 is sufficient for mediating innate and adaptive immune evasion.

Using a set of vVRAP-deletion mutants, the effect of IFN-y on VRAP function was investigated in the second part
of this work. It could be shown that pretreatment of cells with IFN-y enhances antigen-processing and thus
generates higher numbers of pMHC-I complexes that exhaust the inhibitory capacity of vVRAPs. Pre-conditioning
of tissue with IFN-y renders otherwise non-protective CD8 T cells into cells protective against CMV disease
upon adoptive transfer.

The results of this work predict that pre-conditioning of patients with a short-term IFN-y therapy preceding HCT

enhances the efficacy of preemptive CD8 T-cell therapy of CMV infection and disease.
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1.1 Klassifizierung der Herpesviren

Die Familie der Herpesviridae umfasst derzeit die Humanen Herpesviren (HHV) 1-8 (siehe
Tab. 1.1) sowie Uber 100 tierpathogene Erreger (zur Ubersicht: Roizman et al., 1992), die in
die Subfamilien der a-, 8- und y-Herpesvirinae eingeteilt werden (Roizman et al., 1981).

Die Mitglieder der Herpesviridae zeichnen sich durch eine einheitliche Architektur des
Viruspartikels (Plummer, 1967; Roizman et al., 1992) sowie gemeinsame biologische
Eigenschaften aus. Allen Herpesviren ist die Fahigkeit zur Latenz gemein, d.h. nach einer
Primarinfektion verbleibt die virale DNA ruhend im Organismus. Unter Immunsuppression
kann die DNA transkriptionell reaktivieren und eine produktive Infektion induzieren (Roizman
& Baines, 1991; Reddehase et al., 2008).

Unterfamilie Genus Virus Referenz
a-Herpesvirinae Simplexvirus HHV-1 (Gruter, 1924)
Herpes-Simplex-Virus 1
HHV-2 (Schneweis, 1962)
Herpes-Simplex-Virus 2
Varicellovirus HHV-3 (Dumas et al., 1980)
Varizella-Zoster-Virus
B-Herpesvirinae | Cytomegalovirus HHV-5 (Smith, 1956)
Humanes Cytomegalovirus
Roseolovirus HHV-6 (Lindquester & Pellett,
1991)
HHV-7 (Frenkel et al., 1990)
y-Herpesvirinae | Lymphocryptovirus HHV-4 (Epstein et al., 1965)
Epstein-Barr-Virus
Rhadinovirus HHV-8 (Chang et al., 1994)

Kaposi-Sarkom-assoziiertes
Herpesvirus

Tabelle 1.1 Systematische Einteilung der humanpathogenen Herpesviren (HHV)

Die Einteilung in die drei Unterfamilien erfolgt anhand des Wirtsspektrums, der
Replikationsgeschwindigkeit, sowie des Zelltropismus.

Die a-Herpesvirinae zeichnen sich durch ein breites Wirtsspektrum und einen kurzen
Replikationszyklus aus. In vivo sind sie neurotrop und etablieren Latenz hauptséchlich in
sensorischen Ganglien.

Vertreter der B-Herpesvirinae zeigen eine strikte Speziesspezifitdt und einen langsamen
Replikationszyklus.

Die y-Herpesvirinae zeigen ebenfalls ein limitiertes Wirtsspektrum. Die produktive Infektion
sowie die Etablierung der Latenz erfolgt hauptsachlich in B- und T-Lymphozyten (Pellett &
Roizman, 2013).
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1.2 Eigenschaften der Cytomegaloviren

Namensgebend fir die Cytomegaloviren war die typische VergroRerung infizierter Zellen
(Zytomegalie) (Weller et al., 1960). Die Cytomegaloviren (human: HCMV; murin: mCMV) sind
grol3e DNA-Viren der Unterfamilie der B-Herpesvirinae mit einer Kodierungskapazitat von etwa
165-170 Proteinen (Davison et al., 2003; Murphy et al., 2003). In einer aktuellen Studie werden
mittels Ribosom-Profiling und Translationsanalysen fir HCMV 751 translatierte Offene
Leserahmen (open reading frames, ORFs) beschrieben (Stern-Ginossar et al., 2012). Dabei
wird die durch Ribosomen geschitzte mRNA isoliert, in cDNA transkribiert und anschliel3end

durch deep-sequencing analysiert.

1.2.1 Virionstruktur

Reife CMV-Virionen haben einen Durchmesser von 150-200nm. In ihrem Inneren weisen sie
eine elektronendichte Strukturkomponente (core) auf, die aus dem mit fibrillaren Proteinen
komplexierten, linearen, doppelstrangigen DNA-Genom besteht. Das virale Genom ist
umgeben von einem ikosaedrisch geformten Nukleokapsid (Durchmesser ca. 100nm),
welches aus 162 Kapsomeren aufgebaut ist (Chen et al., 1999) und vom Tegument umgeben
ist. Dieses besteht hauptsachlich aus viralen Phosphoproteinen, enthélt aber auch eine Reihe
zellularer und viraler RNA-Spezies (Terhune et al., 2004). Die Oberflache des Virus-Partikels
wird von einer Lipid-Doppelschicht (envelope) zellularen Ursprungs gebildet (Tooze et al.,
1993), in die virale und zellulare Glykoproteine eingelagert sind (zur Ubersicht: Caposio et al.,
2013; Mocarski et al., 2013). Die viralen Glykoproteine vermitteln das virale Attachment an der
Wirtszelle sowie die Penetration durch pH-unabhangige Membranfusion (Compton et al.,
1992). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Infektion von Endothelzellen auch tber
Endozytose erfolgt (Adler & Sinzger, 2013). Des Weiteren haben die viralen Glykoproteine
essentielle Funktionen wahrend der Reifung des Virions (Britt & Mach, 1996).
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Tegument

Lipidhtille

Nukleokapsid gH, gL, g0

Abb. 1.1 Struktur eines HCMV-Virions.
Typische dreischichtige Struktur des HCMV-Virions, bestehend aus Lipidhulle, Tegument und Nukleokapsid. Die
Lipidhille enthélt eine Vielzahl viraler Glykoproteine (nach Caposio et al., 2013).

1.2.2 Genomstruktur

Cytomegaloviren besitzen ein doppelstrangiges, lineares DNA-Genom mit terminalen
repetitiven Sequenzen. Mit mehr als 230kbp z&hlt es zu den gré3ten Genomen von Saugetier-
infizierenden Viren (zur Ubersicht: Davison et al., 2013). Im Gegensatz zum Genom von
mCMV enthalt das HCMV-Genom zusétzliche interne repetitive Elemente (zur Ubersicht:
Mocarski et al., 2013). Der Mehrheit der bisher beschriebenen ~170 (mCMV) (Rawlinson et
al., 1996; Tang et al., 2006) bzw. ~200 (HCMV) (Chee et al., 1990; Cha et al., 1996; Murphy
et al., 2003; Dolan, 2004) ORFs (nach konventiellen Methoden; nach Ribosom-Profiling
werden wohl auch fir mCMV deutlich mehr ORFs als bisher beschrieben werden) konnte
bisher noch keine Funktion zugeordnet werden. Die Homologien zwischen mCMV und HCMV
erstrecken sich auf 78 ORFs, die vorrangig im zentralen Bereich der jeweiligen Genome

lokalisiert sind.

1.2.3 Viraler Infektionszyklus und Morphogenese
1.2.3.1 Penetration der Wirtszelle

Die Anheftung der Virionen an die Membran der Wirtszelle (attachment) erfolgt durch die
zunéchst unspezifische Bindung der viralen Glykoproteine gM, gN und gB an Heparansulfat-
Proteoglykan (HSPG) der Zelloberflache (Compton et al., 1993). Anschlie3end interagieren
virale Glykoproteine mit weiteren zellularen Proteinen, so dass es zu einer stabilen Bindung

des Virions an die Zelloberflache kommt (docking). Mdogliche, aber in der Literatur kontrovers
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diskutierte zellulare Rezeptoren sind der Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR) (Wang
et al., 2003), Annexin Il (Wright et al., 1994; 1995), CD13 (Sdderberg et al., 1993) oder
zellulare Integrine (Isaacson et al., 2007). Fur letztere ist eine multiple Heterodimerisierung als
Folge der Glykoprotein-Bindung beschrieben worden (Feire et al., 2004).

Nach der Bindung fusionieren Virus- und Zellmembran in einem pH-unabh&ngigen Prozess
(Compton et al., 1992) und das vom Tegument umgebene Nukleokapsid wird ins Zytoplasma
der Wirtszelle freigesetzt (Penetration) (Boehme & Compton, 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass die Glykoproteine gB und gH eine Rolle bei der Fusion der Virushille mit der
Zellmembran spielen (Kinzler & Compton, 2005).

Nach Entfernung des Teguments (uncoating) werden die Nukleokapside zur Kernpore
transportiert. Dies geschieht vermutlich, analog zu HSV-1, Uber einen Dynein-vermittelten,
aktiven Transport entlang von Mikrotubuli (Sodeik et al., 1997; Déhner & Sodeik, 2005). Die
Nukleokapside binden an den Kernporenkomplex und das virale Genom wird in das
Nukleoplasma abgegeben (Ojala et al., 2000), wo es nach Fusion der beiden Genomenden
zeitweise in einer zirkularisierten und mit Histonen komplexierten Nukleosomen-ahnlichen
Struktur vorliegt (Marks & Spector, 1988).

1.2.3.2 CMV-Genexpression

Wie bei allen Herpesviren ist die Genexpression bei CMV kaskadenartig reguliert.
Aufeinanderfolgend werden erst die Gene der Immediate Early (IE)-, dann die der Early (E)-
und schlie8lich die der Late (L)-Phase transkribiert (Honess & Roizman, 1974; Emery &
Griffiths, 1990; zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013).

Unmittelbar nach dem Eintritt der viralen DNA in den Zellkern startet die IE-Phase. Die IE-
Gene iel, ie2 und ie3 (MCMV) bzw. iel und ie2 (HCMV) bilden den Major Immediate Early
(MIE) Locus. Ihre Transkription wird durch den Major Immediate Early Promotor (MIEP) sowie
durch eine regulatorische DNA-Sequenz, den Major Immediate Early Promotor Enhancer
(MIEPE) reguliert (Stenberg et al., 1984; zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013). Die
Transkription der IE-Gene erfolgt durch die zellulare RNA-Polymerase Il und ist unabhangig
von der de novo Synthese anderer viraler Proteine.

Die IE-Proteine steuern die koordinierte Expression der E-Gene (Keil et al., 1984; Bihler et
al., 1990; Messerle et al., 1992), die bei mCMV ca. 90 Minuten nach Infektion, bei HCMV 4-
24h nach Infektion beginnt. Die Produkte der E-Gene, wie die virale DNA-Polymerase, sind fur
den Start der viralen DNA-Replikation notwendig (zur Ubersicht: Pellett & Roizman, 2013).
Die Expression der L-Gene, von denen ein Grol3teil fir Strukturproteine des Viruspartikels
kodieren, beginnt definitionsgem&aR nach Einsetzen der viralen DNA-Replikation (Honess &
Roizman, 1974; Emery & Griffiths, 1990; zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013).
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1.2.3.3 CMV-Replikation und Virionmorphogenese

Die DNA-Replikation von CMV erfolgt analog zu der anderer Herpesviren nach dem Prinzip
des rolling circle. Die dabei neu synthetisierten viralen Genome bleiben mit der Matrix-DNA
als vielgenomige Konkatemere kovalent verbunden. Die Spaltung in lineare Einzelgenome
erfolgt erst wahrend der Verpackung der DNA in die Nukleokapside (Marks & Spector, 1988).
Der Zusammenbau der Kapside (assembly) sowie die Verpackung der Genome findet im
Zellkern statt. AnschlieBend knospen die Nukleokapside an der inneren Kernmembran,
erhalten dabei eine von dieser abstammende Hullmembran (primary envelopment) und
gelangen in den Perinuklearraum (Gibson, 2006). Dort fusioniert die primére Virushille mit der
aulleren Kernmembran (deenvelopment), so dass unbehiillte Nukleokapside ins Zytoplasma
freigesetzt werden. Die Anlagerung der Tegumentkomponenten erfolgt sowohl wahrend der
intranukledren als auch wahrend der intrazytoplasmatischen Reifungsphase der Virionen (Trus
et al., 1999; Sanchez et al., 2000). Im Anschluss erfolgt eine zweite Knospung an Vesikeln
des ER-Golgi-Intermediate Compartment (ERGIC), wéhrend der die Viruspartikel mit einer
doppelten Hillmembran versehen werden (secondary envelopment). Die dul3ere der beiden
Membranen fusioniert mit der Plasmamembran der Wirtszelle, woraufhin die reifen, einfach

umhiillten Viren aus der Zelle freigesetzt werden (zur Ubersicht: Eickmann et al., 2006).

1.3 Medizinische Aspekte der HCMV-Infektion

1.3.1 Epidemiologie

HCMV ist in der menschlichen Population ubiquitar verbreitet. Die Pravalenz ist abhangig von
Alter und sozio6konomischen Faktoren. Untersuchungen zeigen, dass in Mitteleuropa und
Nordamerika ca. 50% der Erwachsenen HCMV-positiv sind, wahrend die HCMV-Infektion in
Sidostasien und Afrika meist bereits im Kindesalter erworben wird und die Durchseuchung
bei nahezu 100% liegt (zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013).

Die horizontale Ubertragung erfolgt meist durch Tropfchen- oder Schmierinfektion. Neben
Muttermilch, Speichel, Sperma, Tranenflissigkeit, Urin und Zervixsekret ist auch Blut als
infektios anzusehen, mit der Folge, dass auch eine Ubertragung tiber Bluttransfusionen und

Organtransplantationen maoglich ist.

Eine vertikale Ubertragung ist als transplazentale Infektion des Embryos oder Fetus moglich.
Die Inzidenz der kongenitalen HCMV-Infektion betrdgt etwa 0,2-2,3% aller
Schwangerschaften, allerdings verlaufen nur 10% dieser Infektionen symptomatisch. Damit ist

die HCMV-Infektion die haufigste virale kongenitale Infektion. Die Wahrscheinlichkeit einer
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Infektion des Kindes ist nach Primarinfektion der Mutter deutlich héher (40%) als nach einer
Reaktivierung (ca. 1%) (Hanshaw & Dudgeon, 1978; Stagno & Whitley, 1985).

1.3.2 Symptomatik der CMV-Infektion

In immunkompetenten Individuen verlauft die primare Infektion in der Regel asymptomatisch.
Es kénnen jedoch allgemeines Unwohlisein sowie leichtes Fieber auftreten; selten kommt es
zu einer infektiossen Mononukleose-ahnlichen Symptomatik (Kaaridainen et al., 1966). Die
Infektion wird zwar innerhalb kurzer Zeit durch die Effektorfunktion der angeborenen und
adaptiven Immunabwehr terminiert, jedoch kommt es nach Beendigung der produktiven
Infektion zur Etablierung lebenslanger Latenz. Infektiése Virionen werden sowohl wéahrend der
Primarinfektion als auch wéahrend Reaktivierungsphasen, welche zumeist inapparent

verlaufen, ausgeschieden (zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013).

In immunsupprimierten Patienten und bei der Infektion von Neu- und Ungeborenen mit nicht
ausgereiftem Immunsystem fihrt die Infektion zu schweren klinischen Manifestationen. Die
Pathogenese in immunsupprimierten Individuen stellt daher die klinisch relevante Form der

CMV-Infektion dar. Dabei werden die drei folgenden Risikogruppen unterschieden:

Kongenital infizierte Embryonen oder Feten

Wahrend einer Primarinfektion der Mutter kdnnen nach kongenitaler Infektion des Embryos
oder FoOtus schwere Embryo- oder Fetopathien wie Schadigung des Nervensystems,
Hepatosplenomegalie, Thrombozytopenie oder Chorioretinitis beobachtet werden (Boppana
etal., 1992; 1997). Als Folge kdénnen lebenslang anhaltende neurologische Schadigungen wie
Mikroenzephalie, mentale Retardation oder Verlust des Seh- oder Horvermégens auftreten
(Fowler et al., 1992; zur Ubersicht: Reddehase, 2002; Cannon et al., 2013; Mocarski et al.,
2013). 10% der symptomatischen kongenitalen CMV-Infektionen fihren zum Tod des

Neugeborenen (Boppana et al., 1992).

Immunsupprimierte Patienten

Eine weitere Risikogruppe stellen Personen dar, die therapiebedingt einer immunsuppressiven
Behandlung unterzogen werden (Dowling et al., 1976; Neiman et al., 1977). Zu dieser Gruppe
gehdren neben Krebspatienten, bei denen die Chemotherapie zu immunsupprimierenden
Nebenwirkungen fihrt, auch Empféanger solider Organtransplantate sowie Empfanger eines
Knochenmarktransplantats bzw. hdmatopoietischer Stammzellen. Generell verlauft eine durch
das Transplantat induzierte Priméarinfektion des Rezipienten schwerer als Reaktivierungen in
seropositiven Empfangern (Peterson et al., 1980). Haufig kommt es zu Organmanifestationen
wie interstitieller Pneumonie, Kolitis, Gastroenteritis, Hepatitis und Retinitis (Meyers et al.,
1986; zur Ubersicht: Mocarski et al., 2013). Des Weiteren kann die CMV-Infektion von

6
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Transplantat-Empfangern zu einer starken Funktionsminderung des transplantierten Organs
(Duncan et al., 1994; Roberts et al., 1998) oder zu dessen Abstol3ung fuhren (Waiser et al.,
1998; Hartmann et al., 2006).

Immundefiziente Patienten

Bei Personen mit angeborener (severe combined immunodeficiency, SCID) oder erworbener
(acquired immunodeficiency syndrome, AIDS) Immundefizienz kann es durch Primarinfektion,
Re-Infektion oder Virusrekurrenz zu einem schweren Verlauf der CMV-Erkrankung kommen.
Meist sind Retina, Gastrointestinaltrakt, zentrales Nervensystem oder Lunge betroffen
(Moskowitz et al., 1985; Drew, 1992). Vor Einfuhrung der Therapie mittels HAART (highly
active antiretroviral therapy) entwickelten 20-40% der erwachsenen AIDS-Patienten eine
CMV-Erkrankung.

1.3.3 Therapeutische Ansétze und Vakzinierung

Zur medikamentésen Therapie der HCMV-Infektion stehen heute Medikamente wie
Ganciclovir, Foscarnet oder abgeleitete Derivate zur Verfligung. Ganciclovir ist ein
Nukleosidanalogon, das zunachst von viralen Proteinkinasen zum Monophosphat, danach
durch zellulare Kinasen zum 5‘-Triphosphat phosphoryliert wird. Letzteres wird von der viralen
DNA-Polymerase als Substrat verwendet. Der Einbau dieses Guanin-Analogons fihrt zum
Abbruch der viralen DNA-Synthese und somit zu einer starken Reduktion der viralen
Replikation. Foscarnet wirkt als Analogon des Pyrophosphats und blockiert als solches die
Pyrophosphatbindungsstelle der viralen DNA-Polymerase (Michel & Mertens, 2006). In
klinischen Studien der Phase Il befindet sich derzeit der Wirkstoff AIC246 (Letermovir), der auf
unbekannte Weise auf die Untereinheit pUL56 der viralen Terminase wirkt und so die virale
Replikation inhibiert (zur Ubersicht: Gibson & Bogner, 2013)

In klinischen Studien vermittelt eine passive Immunisierung mit HCMV-spezifischen
Immunglobulinen einen guten Schutz bei Neugeborenen, wahrend Transplantatempfanger nur

geringfugig profitieren (Puius & Snydman, 2007).

Ein wirksamer Impfstoff gegen HCMV steht bislang nicht zur Verfliigung, seine Entwicklung ist
allerdings das Ziel verschiedener Forschergruppen. Bisherige Anséatze folgten
unterschiedlichen Strategien zur Induktion einer schitzenden humoralen und zellularen
Immunantwort. Dazu z&hlen die Gabe attenuierter Viren (Starr et al., 1981, Plotkin et al., 1989)
oder die Immunisierung mit rekombinanten Glykoproteinen (Frey et al., 1999; Pass et al.,
1999). Neuere Ansatze sind die DNA-Vakzinierung (Endrész et al., 2001; Ye et al., 2002) oder
die Immunisierung mit dense bodies (Pepperl et al., 2000; Pepperl-Klindworth et al., 2002),
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nicht-infektiésen, umhiillten Viruspartikeln, die hauptséchlich aus viralen Tegumentproteinen

und Glykoproteinen bestehen, denen jedoch das virale Kapsid und die virale DNA fehlt.

1.4 Die mCMV-Infektion als Modellsystem fur die HCMV-Infektion

Aufgrund der strikten Speziesspezifitat der Cytomegaloviren kann die HCMV-Infektion nicht in
einem Tiermodell untersucht werden. Viele der im Mausmodell der mCMV-Infektion
gewonnenen Erkenntnisse kdnnen jedoch aufgrund der strukturellen, biologischen und
genetischen Ahnlichkeit beider Viren auf die HCMV-Infektion des Menschen ubertragen
werden (Rawlinson et al., 1996; Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2006b).

Die Pathogenese der Infektionen ist sowohl im immunkompetenten als auch im
immunsupprimierten Wirt vergleichbar (Krmpoti¢ et al.,, 2003). Der Verlauf und die
Symptomatik der mCMV-Erkrankung in immunsupprimierten Mausen, vor allem die sich
manifestierende interstitielle Pneumonie, ist vergleichbar zur HCMV-Erkrankung
immunsupprimierter Patienten (Barry et al., 2000; Podlech et al., 2000). Im Gegensatz zu
HCMV wird mCMV nicht diaplazentar Ubertragen; viele klinische und histopathologische
Parameter der Infektion neugeborener Mause entsprechen allerdings der kongenitalen HCMV-
Infektion (Fitzgerald et al., 1990; Bantug et al., 2008). Beide Viren etablieren nach
Terminierung der Primérinfektion eine lebenslange Latenz, wobei Lunge und Speicheldriise
die Hauptzielorgane darstellen (Balthesen et al., 1993; Reddehase et al., 1994; 2002; Krmpoti¢
et al., 2003). Auch die Immunkontrolle der Infektion der beiden Viren erfolgt mit vergleichbarer
Kinetik und wird primar durch CD8 T-Zellen vermittelt (Reddehase et al., 2002; Holtappels et
al., 2006b).

Daher hat sich die mCMV-Infektion der Maus als effizientes Modellsystem flir die Analyse
unterschiedlichster Aspekte der HCMV-Infektion erwiesen. Das in unserer Arbeitsgruppe
etablierte Modell der experimentellen Knochenmarktransplantation (KMT) mit anschlieRender
Infektion stellt ein kliniknahes Modellsystem dar, das bereits wichtige Erkenntnisse hinsichtlich
der viralen Latenz, der Pathogenese der Infektion unter Immunsuppression sowie des Beitrags
unterschiedlicher Effektorzell-Populationen zur immunologischen Kontrolle der Infektion liefern
konnte (Holtappels et al., 2006b; Simon et al., 2006). Auch die mit Hilfe der experimentellen
Zytoimmuntherapie-Studien im Mausmodell gewonnenen Ergebnisse haben pradiktiven Wert
fur die Kklinische Anwendung und haben Dbereits zu vielversprechenden
zytoimmuntherapeutischen Ansétzen bei HCMV-infizierten KMT-Patienten gefuhrt (Riddell et
al., 1992; Walter et al., 1995; Einsele & Hamprecht, 2003; Cobbold et al., 2005).

Daruiber hinaus stellt die mCMV-Infektion ein etabliertes Modell zur Analyse der viralen
Immunevasions-Mechanismen dar. Sowohl HCMV als auch mCMV modulieren effizient die

Immunantwort des Wirtes, insbesondere die CD8 T-Zell-vermittelte Immunkontrolle
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(Reddehase, 2002). Die der Immunevasion dienenden Gene beider Viren weisen zwar keine
Homologien auf, dennoch haben sich in beiden Virus-Wirt-Systemen analoge Mechanismen
entwickelt, die eine Ubertragung der im Mausmodell erworbenen Erkenntnisse auf die HCMV-
Infektion erlauben (Reddehase, 2002; Reddehase et al., 2004).

1.5 Immunkontrolle der CMV-Infektion

Komponenten sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems tragen zur
effizienten Kontrolle der CMV-Infektion im immunkompetenten Wirt bei. Zu den Komponenten
des angeborenen Immunsystems gehdren u.a. Makrophagen, dendritische Zellen (DCs) und
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Die Effektorfunktionen der angeborenen Immunitat gehen
der einige Tage spéater einsetzenden Aktivierung der adaptiven Immunantwort voraus.
Innerhalb der ersten drei Tage der Infektion wird die Kontrolle der CMV-Infektion vorrangig
durch NK-Zellen vermittelt (Bukowski et al., 1984; Arase et al., 2002; Joniji¢ et al., 2006). Die
NK-Zellen sind jedoch nicht in der Lage, die CMV-Infektion dauerhaft zu kontrollieren; daher
ist die Etablierung einer CMV-spezifischen Antwort des adaptiven Immunsystems fur die
Terminierung der produktiven Infektion zwingend notwendig (Welsh et al., 1991).

Zur adaptiven Immunantwort gehoéren Antigen-spezifische Antikdrper, die von B-Zellen
sezerniert werden, sowie Antigen-spezifische CD4 und CD8 T-Zellen. Wahrend der CMV-
Primarinfektion spielt die Antikérper-vermittelte Immunitat nur eine untergeordnete Rolle, sie
limitiert jedoch die Dissemination des Virus wahrend rekurrenter Infektionen und vermittelt
Schutz gegen sekundare CMV-Infektionen (Jonji¢ et al., 1994; Reddehase et al., 1994;
Klenovsek et al., 2007; Wirtz et al., 2008).

Die zentrale Rolle hinsichtlich der Kontrolle der CMV-Infektion spielen antivirale CD8 T-Zellen.
Sie sind verantwortlich fir die Terminierung der produktiven Infektion und die langfristige
Kontrolle der CMV-Infektion im Zielorgan (Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2006b).
Hinsichtlich der immunologischen Kontrolle der Infektion nimmt die Speicheldrise eine
Sonderstellung ein. In diesem Organ wird die Kontrolle der Infektion der Speicheldriisenzellen
nicht durch CD8 T-Zellen vermittelt, sondern durch die Freisetzung von Interferon (IFN)-y
durch CD4 T-Zellen (Jonji¢ et al., 1989; Debes et al., 2006; Humphreys et al., 2007; Walton et
al., 2011).
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1.5.1 Reaktion des angeborenen Immunsystems gegen CMV

NK-Zellen

NK-Zellen sind eine der Hauptkomponenten der angeborenen Immunitat. Sowohl in der Maus,
als auch im Menschen, haben sie einen Anteil von ca. 5-20% der Lymphozyten-Population in
Milz, Leber und Blut. NK-Zellen erkennen Antigen-unabhangig infizierte oder transformierte
Zellen und stellen eine primére Verteidigungslinie des Immunsystems dar, die innerhalb

kurzester Zeit reagieren kann.

Die antivirale Aktivitdt der NK-Zellen beruht auf der Sezernierung von Zytokinen, u.a. IFN-y,
TNF-a, Interleukin (IL)-5, IL-10 und IL-13 sowie Chemokinen, die das Wachstum und die
Dissemination von Pathogenen und Tumoren kontrollieren. Die von NK-Zellen sezernierten
Zytokine haben aufRerdem das Potential, die Initiation und Aufrechterhaltung adaptiver
Immunantworten zu beeinflussen. Dartber hinaus sind NK-Zellen zur direkten Zytolyse von
Zielzellen befahigt. Diese wird durch die Exozytose von Perforin und Granzym (Tay & Welsh,
1997; van Dommelen et al., 2003; Loh et al., 2005) oder durch die Aktivierung apoptotischer
Signalwege vermittelt. Die Bedeutung dieser ersten Immunantwort wird dadurch unterstrichen,
dass nach NK-Zell-Depletion im mCMV-Modell vermehrt Reaktivierungen und hohere
Organtiter beobachtet wurden (Bukowski & Welsh, 1985). Vergleichbares konnte in klinischen
Studien fir die HCMV-Infektion gezeigt werden. So war in Transplantatempfangern die
niedrige zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(Venema et al., 1994).

NK-Zellen exprimieren sowohl aktivierende als auch inhibitorische Rezeptoren (Yokoyama,
1998; Ortaldo & Young, 2005). Die Vernetzung der Signale beider Rezeptorarten bestimmt die
Aktivitat der NK-Zellen (Ortaldo & Young, 2005; Orr et al., 2010). Signale Uber aktivierende
Rezeptoren aktivieren die NK-Zelle, welche daraufhin Perforin und Granzym sezerniert und so
die Lyse der Zielzelle vermittelt. Aktivierung der NK-Zellen kann durch die Co-Ligation
inhibitorischer Rezeptoren mit MHC-Klasse-I-Molekiilen blockiert werden, wodurch die NK-
Zellen an der Lyse korpereigener Zellen gehindert werden (Lanier, 2008). NK-Zellen, die
inhibitorische Rezeptoren exprimieren, werden als licensed bezeichnet und sind generell
reaktiver als unlicensed NK-Zellen (Yokoyama & Kim, 2006). Interessanterweise konnte
jedoch fur die mCMV-Infektion gezeigt werden, dass in vivo hauptsachlich die unlicensed
Zellen fur die Kontrolle der Infektion verantwortlich sind (Orr et al., 2010). Wird jedoch die
Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I Molekilen vermindert, z.B. in Folge der
Immunmodulation durch Viren wie CMV, wird die Zytolyse der infizierten Zelle aufgrund des

missing self (Kéarre et al., 1986) durch die aktivierenden Signale induziert.
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NK-Zellen kénnen auch durch Typl IFN und andere Zytokine aktiviert werden (Biron et al.,
1996; 1999). Es wurde bereits gezeigt, dass eine mCMV-Infektion die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen erhoht (Bancroft et al., 1981). Weitere Studien zeigten eine generelle
Verknipfung zwischen viraler Infektion und einer Erhdhung der NK-Zell-vermittelten
Zytotoxizitat. Dies wird durch die Induktion von Typl IFN wahrend der mCMV-Infektion
verursacht (Orange & Biron, 1996). Zwischen Tag 3-6 p.i. kann eine signifikante NK-
Zellantwort nachgewiesen werden (Quinnan et al., 1982). Studien, in denen die Effekte einer
NK-Zell-Depletion untersucht wurden, zeigten eine erhthte Suszeptibilitat fur die Infektion,
eine Erh6éhung des viralen Titers und h6here Mortalitatsraten und unterstreichen damit die
Bedeutung dieser Lymphozyten fir die frihe angeborene Immunkontrolle der mCMV-Infektion
(Bukowski et al., 1983; 1984). Im nicht infizierten Wirt sind die NK-Zellen vorrangig in der roten
Pulpa der Milz, in Lymphknoten und im Thymus nachzuweisen, nicht jedoch in der Leber. Zwei
Tage nach intraperitonealer Infektion durch mCMV sind die NK-Zellen hauptsachlich in
lymphoiden Follikeln und der Randzone der Milz lokalisiert, wo die Produktion von Typl IFN
durch Stromazellen und pDCs stattfindet (Loewendorf & Benedict, 2010). Drei Tage nach
Infektion findet sich auch in der Leber eine stark erhéhte Menge an NK-Zellen (Dokun et al.,
2001a; b; Erlach et al., 2008).

Der Genotyp des Wirts bestimmt die Effizienz, mit welcher NK-Zellen mCMV-infizierte Zellen
erkennen und lysieren. Er spielt daher eine kritische Rolle hinsichtlich der Suszeptibilitat
unterschiedlicher Mausstamme gegentiber der mCMV-Infektion. Die Aktivitat der NK-Zellen
wird durch das Gleichgewicht der Uber inhibierende und aktivierende NK-Zell-Rezeptoren
eingehenden Signale reguliert. mCMV-resistente Mausstamme, z.B. der C57BL/6-Stamm,
exprimieren den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor Ly49H (Brown et al., 2001; Daniels et al.,
2001; Lee et al., 2001b). Dieser interagiert mit dem viralen Genprodukt von m157 auf der
Oberflache infizierter Zellen (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002; Arase & Lanier, 2004; Jonji¢
et al., 2006; Lenac et al., 2008). Dadurch werden infizierte Zellen effizient erkannt und lysiert
und die Infektion wird schnell kontrolliert. NK-Zellen mCMV-sensitiver Mausstamme, z.B.
BALB/c, exprimieren den Ly49H-Rezeptor nicht. In ihnen werden wahrend der akuten
Infektionsphase, vor allem in der Milz, deutlich hdhere Virustiter nachgewiesen als dies in
mCMV-resistenten Mausstammen der Fall ist (Scalzo et al., 1992; Daniels et al., 2001). Neben
der Ly49H-vermittelten Erkennung sind noch weitere regulatorische Elemente im
Zusammenspiel zwischen Virus und NK-Zelle beschrieben worden (Jonji¢ et al., 2006; Vidal &
Lanier, 2006).

Die Bedeutung der NK-Zell-vermittelten Immunkontrolle fir die CMV-Infektion wird auch
dadurch deutlich, dass sowohl mCMV als auch HCMV Strategien entwickelt haben, die mit der

Aktivierung der NK-Zell-Antwort interferieren (siehe 1.7).
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Interferone

IFN sind Proteine, die antiviral und antitumoral wirken konnen. Die Induktion der IFN-
Sezernierung wird durch eine Reihe verschiedener Stimuli induziert (Pestka et al., 1987). IFN
haben nicht nur antivirale Wirkung (Levy & Garcia-Sastre, 2001; Samuel, 2001), sondern
spielen auch eine regulatorische Rolle beim Zellwachstum (Grandér et al., 1997) und haben

einen Einfluss auf die Inmunmodulation (Biron, 2001).

Anhand struktureller Homologie und ihrer jeweiligen Rezeptorbindung werden IFN in drei
Klassen unterteilt: Zu den Typ I-IFN gehdren IFN-a, und —B, wahrend IFN-y zu Typ II-IFN
gehort. Die Typ HI-IFN (IFN-A) wurden erst spater als Typ |- und Typ lI-IFN beschrieben
(Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Obwohl Typ I- und Typ llI-IFN unterschiedliche
Rezeptoren nutzen, dhneln sich ihre intrazellularen Signalwege (Kotenko et al., 2003).

IFN-B kann von fast allen zellkernhaltigen Zellen, insbesondere von Fibroblasten, gebildet
werden. IFN-a wird hauptsachlich von Leukozyten exprimiert, kann aber durch IFN-B auch in
Fibroblasten induziert werden (Erlandsson et al., 1998; Taniguchi & Takaoka, 2001;
Zimmermann & Hengel, 2006). IFN-y wird nach Kontakt ausschliel3lich von Zellen des
Immunsystems exprimiert, unter anderem von NK-Zellen, CD4 T-Zellen und CD8 T-Zellen
(Boehm et al., 1997; Taniguchi & Takaoka, 2001; Zimmermann & Hengel, 2006).

Die Bindung der IFN an ihren jeweiligen Rezeptor (Typ I: IFNAR1 und IFNAR2; Typ Il: IFNGR1
und IFNGR2; Typ lll: IL28Ra und IL10R2) fuhrt zu Aktivierung von rezeptorgebundenen Janus
Kinasen (Jaks; Jak1 und Jak2 bei Typ II; Jakl bei Typ | und 1ll) und Tyrosinkinasen (Tyk; Tyk2
bei Typ 1 und Ill) (Darnell et al., 1994; Ihle and Kerr, 1995; Kotenko et al., 2003). Die Aktivierung
von Jak und Tyk wiederum fiuhrt zur Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 (signal
transducers and activators of transcription) (Darnell et al., 1994; Ihle, 1995; Taniguchi, 1995;
Stark et al., 1998). Diese bilden zusammen mit IRF-9 (IFN-regulatory factor) einen
heterotrimeren Komplex, ISGF-3 (IFN-stimulated gene factor), der eine Reihe von IFN-
induzierbaren Genen Ulber eine IFN-stimulated response element (ISRE)-Konsensussequenz
in deren Promotor aktiviert. Zusatzlich bildet das phosphorylierte STAT1 Homodimere: GAF
(IFN-y-activated factor) und AAF (IFN-a-activated factor); diese binden an die IFN-y-activated
site (GAS) in der Promotorregion des Zielgens und initiieren dessen Transkription (Darnell et
al., 1994; Bluyssen et al., 1996). Die Induktion der IFN-stimulierten Gene (ISG), welche
hauptsachlich fur antivirale Proteine kodieren, ist fur die Wirkung von IFN von grof3er
Bedeutung. Ein gut untersuchtes ISG ist die durch dsRNA aktivierte Serin/Threonin
Proteinkinase (PKR) (Meurs et al, 1990), die in ihrer aktiven Form das Ser51 des
eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors elF-2a phosphoryliert und so dessen Recycling
und damit die Transkription und Translation inhibiert. Da somit auch die virale Replikation

eingedammt wird, ist die PKR ein Ziel der viralen Immunmodulation (Katze et al., 2002).
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Als weitere antivirale Effektorfunktion induzieren IFN die Verstarkung der
Oberflachenexpression  von  pMHC-I-Komplexen  sowie die  Expression des
Immunoproteasoms. Des Weiteren fungieren IFN als Aktivatoren der NK-Zell-Toxizitat (Biron
et al., 1996; 1999) und stellen somit eine Verbindung zwischen angeborener und erworbener

Immunitéat her.

Sowohl in BALB/c als auch in C57BL/6 M&ausen induziert die Infektion (i.p.) mit mCMV eine
biphasische Typ I-IFN-Antwort. Nach ca. 8h erreichen die mRNA-Level der Typ I-IFN einen
ersten Peak, der innerhalb der nachsten 16h wieder abfallt. Wahrend dieser Phase
produzieren Lymphotoxin (LT)B-Rezeptor exprimierende Stromazellen der Milz den
Hauptanteil der Typ I-IFN-Antwort. Daflr sind LTB-exprimierende B-Zellen essentiell. Die
zweite, langer andauernde IFN-Antwort erfolgt im Zeitraum von 36-72h p.i. (Schneider et al.,
2008). Die wichtigsten IFN sezernierenden Zellen sind nun unausgereifte Antigen-
prasentierende pDCs (Asselin-Paturel et al., 2001). Nach mCMV-Infektion reifen diese und
kénnen nun NK-Zellen stimulieren und Antigene prasentieren, um T-Zellen zu aktivieren
(Dalod et al., 2002).

1.5.2 Reaktion des adaptiven Immunsystems gegen CMV

Die Haupteffektoren des adaptiven Immunsystems zur Kontrolle der CMV-Infektion sind virus-
spezifische T-Zellen. Die hohe Diversitat der T-Zell-Rezeptoren (TCR) ermdglicht die
Erkennung einer Vielzahl von antigenen Peptiden. Diese Diversitat entsteht durch das
Rearrangement der variablen Gensegmente in den beiden Ketten des membranstandigen
TCR. Anhand der Zusammenstellung des TCR lassen sich T-Zellen in zwei Gruppen einteilen:
ap-T-Zellen und yd-T-Zellen. Zu ersteren gehdren die beiden groRen Populationen der
zytolytischen T-Zellen (CTL) und T-Helferzellen (TwC) sowie die regulatorischen T-Zellen (Treg)
und NKT-Zellen (natural killer T-Zellen).

Zusatzlich zum TCR exprimieren T-Zellen Co-Rezeptoren, deren klassische Vertreter CD4 und
CDS8 sind und deren Expression TyC (CD4%) von CTL (CD8") unterscheidet. CD8 T-Zellen
erkennen mit Peptid-beladene MHC-Klasse-I-Molekile, wahrend CD4 T-Zellen von MHC-
Klasse-ll prasentierte Peptide auf Antigen-préasentierenden Zellen (APC) erkennen (Germain,
1994). Die spezifische Aktivierung einer T-Zelle erfolgt durch Interaktion ihres TCR mit dem
Peptid-MHC-Komplex bei gleichzeitiger Interaktion co-stimulierender Molekile mit Liganden
der Zielzelle (Rudolph et al., 2006). Daraufhin kommt es zur Ausbildung von Effektorfunktionen
und einer umfangreichen Proliferation der aktivierten T-Zellen (klonale Expansion). Zusatzlich
werden Memory-T-Zellen gebildet, die als Gedéachtniszellen im Korper verbleiben und bei
erneutem Kontakt mit dem entsprechenden Antigen innerhalb kurzer Zeit Effektorfunktionen

ausbilden kénnen (Stemberger et al., 2007a; b). Zu den Effektorfunktionen der CTLs gehdren
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ihre direkte zytolytische Aktivitat (Doherty, 1993) sowie die Sezernierung verschiedener
Zytokine (z.B. TNF, IFN-y) und Chemokine (Harty et al., 2000).

Die essentielle Bedeutung der CTL-vermittelten Immunkontrolle der CMV-Infektion ist vielfach
belegt (Quinnan et al., 1978; Reddehase et al., 1985; 1987b; Steffens et al., 1998; Holtappels
et al., 2006b). Bereits 1985 konnte gezeigt werden, dass ein praemptiver adoptiver Transfer
(AT) von spezifischen CD8" T-Lymphozyten immunsupprimierte BALB/c Mause vor einer
MCMV-Infektion schitzen kann. Erfolgte der AT 6 Tage nach Infektion, einem Zeitpunkt also,
zu welchem schon deutliche Organmanifestationen zu erkennen waren, vermittelten die T-
Lymphozyten auch eine effiziente Kontrolle der bestehenden Infektion (therapeutischer T-Zell-
Transfer), wenngleich in diesem Fall eine ~10fach hohere Zellzahl erforderlich war
(Reddehase et al., 1985). Die CD8" Restpopulation (inkl. CD4 T-Zellen) dagegen vermittelte
keinen Schutz. Diese ursprunglich mit polyklonalen Zellpopulationen erhobenen Daten
konnten mit Peptid-spezifischen CTL-Linien (CTLL) (Holtappels et al., 2000; 2001; 2002b)
sowie ex vivo isolierten Peptid-spezifischen CD8 T-Zellen (Pahl-Seibert et al., 2005; Bohm et
al., 2008a) vielfach bestatigt werden.

Dass die Rekonstitution der CD8 T-Zell-Antwort nach Immunsuppression die akute Infektion
terminiert und den Ausbruch der Erkrankung verhindert, konnte dartber hinaus im Klinik-
nahen Modell der experimentellen, syngenen (Holtappels et al., 1998; Podlech et al., 1998;

2000) als auch allogenen (Alterio de Goss et al., 1998) KMT gezeigt werden.

In jeder CTL-vermittelten Immunantwort dominieren bestimmte Peptid-Spezifitaten, die Gber
MHC-Klasse-I-Glykoproteine prasentiert werden. In der BALB/c-Maus (Haplotyp H-29) wurden
bisher 9 antigene mCMV-Peptide identifiziert, gegen die messbare Frequenzen spezifischer
CD8 T-Zellen induziert werden (Holtappels et al., 2006b; 2008a). Die Frequenzen der gegen
diese Epitope gerichteten T-Zellen definieren die zugehoérigen antigenen Peptide als
immundominant, intermedidr oder subdominant. Von unserer Arbeitsgruppe wurde mehrfach
gezeigt, dass die Immundominanz der antigenen Peptide und das protektive Potential der
entsprechenden T-Zell-Spezifitadten nicht miteinander korrelieren (Holtappels et al., 2004,
2006b). In der BALB/c-Maus sind bisher zwei immundominante Peptide beschrieben worden;
zum einen das vom frihen regulatorischen IE1-Protein abgeleitete Peptid m123i6s.176
(Reddehase & Koszinowski, 1984; Reddehase et al., 1989) und zum anderen ein Peptid aus
dem ORF m164 (m164,s7.265) (Holtappels et al., 2002a). Fur den Haplotyp H-2° der C57BL/6-
Maus sind mehrere immundominante Peptide beschrieben worden, u. a. M38316-325, M459g5.993
und m139419.426 (Munks et al., 2006b).

Auch fir die HCMV-Infektion konnte die wichtige Rolle der CD8 T-Zell-vermittelten Kontrolle
der Infektion durch AT von CD8 T-Zellen bestétigt werden (Reusser et al., 1991; Riddell &
Greenberg, 1995; Walter et al., 1995; Einsele & Hamprecht, 2003; Cobbold et al., 2005).
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1.6 Antigenprasentation iber MHC-Klasse-I

Die Erkennung und Eliminierung von Virus-infizierten oder transformierten Zellen wird von CD8
T-Zellen vermittelt und erfordert die Interaktion zwischen APC und CTL (Marrack & Kappler,
1987). Antigene Peptide werden zunéachst intrazellular prozessiert und an den spezialisierten
Proteinkomplex MHC-Klasse-I gebunden und anschliel3end von der APC an der Zelloberflache
prasentiert. Die CTL erkennt diesen Peptid-MHC-Klasse-I-Komplex Uber ihren TCR. Dieser
bildet daraufhin zusammen mit akzessorischen Molekilen wie CD8 oder CD28 die sogenannte
immunologische Synapse aus und aktiviert die CTL. Aktivierte CTL dienen dem Immunsystem
als Effektorzellen, die infizierte Zellen erkennen und diese aus dem Organismus eliminieren
(Rock et al., 2002; 2004).

1.6.1 MHC-Klasse-I-Peptidkomplex

Der MHC-Klasse-I-Peptidkomplex ist ein Heterotrimer bestehend aus der a-Kette (44-47kDa),
dem mit ihr nicht kovalent verbundenen B2-Microglobulin (12kDa) und dem prasentierten
antigenen Peptid. Die a-Kette verankert den Komplex in der Zellmembran und bindet in einer
von den a1- und a2-Doméanen gebildeten Grube die 8-11 Aminosauren langen Peptide. Die
a3-Domane und das (2-Microglobulin bilden jeweils eine Immunglobulin-&hnliche Struktur
aus. An die a3-Domaéne bindet das CD8-Molekil der CTL und stabilisiert den MHC-TCR
Komplex. Das B2-Microglobulin hingegen stabilisiert die Peptid-Bindungsgrube (Rudolph et
al., 2006).

1.6.2 MHC-Klasse-I-Antigenprésentation

Uber den klassischen MHC-Klasse-I-Antigenprasentationsweg prasentiert die Zelle
kontinuierlich ein Abbild der intrazellularen Proteinexpression auf inrer Oberflache. Die hierflr
verwendeten Peptide sind Produkte der zellularen Protein-Degradation, die fir die meisten
zytoplasmatischen Proteine Uber den Ubiquitin-Proteasom-Weg ablauft (Goldberg, 2003;
Cresswell et al., 2005). Alte oder wahrend der Synthese fehlgefaltete Proteine werden initial
an der Aminogruppe von Lysinen mit einem tag von vier oder mehr Ubiquitin-Molekilen
versehen (Yewdell & Hill, 2002; Yewdell, 2007). Dieser tag dient als Signal flr das 26S-
Proteasom, eine multikatalytische Protease mit drei unterschiedlichen Peptidase-Aktivitaten,
das die Hydrolyse nach grof3en hydrophoben (chymotrypsin-like), basischen (trypsin-like) oder
sauren (post-acidic oder caspase-like) Resten katalysiert. Das gesamte Proteasom ist ein
Multiproteinkomplex aus einer 700kDa schweren Haupteinheit sowie weiteren katalytischen
Untereinheiten. In immunologisch relevanten Geweben oder nach IFN-y Stimulus werden die
drei aktiven Zentren der B-Untereinheit durch LMP1, LMP7 (low molecular weight proteins)
und MECL-1 (multicatalytic endopeptidase complex subunit 1) ersetzt und das Proteasom

somit zum Immunoproteasom modifiziert. Das Vorkommen beider Proteasom-Arten erhght die
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Variabilitat der generierten Peptide, da sich die proteolytischen Aktivitaten der katalytischen

Zentren beider Typen unterscheiden (Toes et al., 2001).

Der Uberwiegende Teil der vom Proteasom generierten Peptide wird direkt durch Exo- und
Endopeptidasen des Zytosols weiter zu Aminosauren abgebaut. Der restliche Teil der
entstandenen reifen Peptide (8- bis 11-mere; Chang et al., 2005) oder N-terminal verlangerten
Precursor-Epitope wird in einem ATP-abhangigen Schritt Uber den TAP (transporter
associated with antigen presentation) in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert.
Dort trimmen Aminopeptidasen wie ERAP1 (human; Saric et al., 2002; York et al., 2002) bzw.
ERAAP (murin; Serwold et al., 2002) die N-terminal verlangerten Precursor-Peptide weiter
(Kloetzel & Ossendorp, 2004). Die reifen Peptide werden schlie3lich in einem Komplex
bestehend aus dem MHC-Klasse-I-Heterodimer, dem TAP sowie unterschiedlichen
Chaperonen, u.a. Calreticulin, ERp57 und Tapasin (Suh et al., 1994; Grandea et al., 1995;
Ortmann et al., 1997) auf leere MHC-Klasse-I-Molekiile geladen (Baas et al., 1992). Diese
MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe folgen dem sekretorischen Transportweg zur Zelloberflache,
wo das gebundene Peptid prasentiert und von CD8 T-Zellen erkannt wird (Townsend et al.,
1989). Neben diesem klassischen Weg der MHC-Klasse-I-Beladung sind noch weitere TAP-
und Proteasom-unabhdngige Wege beschrieben worden. Fir HIV und HBV wurde die
Generierung von antigenen Peptiden im ER und Trans-Golgi beschrieben (Hammond et al.,
1995; Gil-Torregrosa et al., 2000). Fur die EBV-Infektion liegen Daten vor, die ein TAP-
unabhangiges, Proteasom-abhéngiges Beladen von MHC-Klasse-I-Molekillen zeigen
(Lautscham et al., 2003).

In den bisher beschriebenen Antigenprasentationswegen werden bereits in der Zelle
vorhandene Proteine degradiert und anschlieBend prasentiert. Es kdnnen jedoch auch
extrazellulare Proteine oder Proteinbruchstiicke von professionellen APC zur Prasentation
genutzt werden. Diese Peptide werden mittels Endozytose oder Phagozytose von der Zelle
aufgenommen, degradiert und in den Antigenprasentationsweg eingeschleust (Raghavan et
al.,, 2008). Eine besondere Bedeutung dieses als cross-presentation bezeichneten
Phanomens zeigt sich darin, dass trotz starker Immunevasion (siehe 1.7) in CMV-infizierten
Individuen CD8 T-Zellen erfolgreich geprimt werden (Gold et al., 2004; Béhm et al., 2008b).

1.7 Immunevasion des murinen Cytomegalovirus

Die Fahigkeit eines Pathogens, die Immunantwort des Wirtes derart zu modulieren, dass er
trotz der immunologischen Abwehrmechanismen teilweise der Immunkontrolle entkommt,

nennt man Immunevasion. Im Laufe der Evolution haben CMV, wie viele andere Viren auch,
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Mechanismen entwickelt, sowohl Komponenten der angeborenen als auch der adaptiven

Immunantwort des Wirtes zu entgehen.

Ein zentrales Ziel effizienter Immunevasion ist die NK-Zell-Antwort. Sowohl HCMV als auch
MCMV kodieren fUr Proteine, deren Funktion eine verminderte Oberflachenexpression von
Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren induziert, wodurch die Aktivierung der NK-Zell-
Antwort vermindert wird (Jonji¢ et al., 2008; Lenac et al., 2008). Bei mCMV wurden vier
Proteine identifiziert, welche - teils redundant - die Oberflachenexpression von Liganden des
aktivierenden  NK-Zell-Rezeptors NKG2D herabregulieren:  m145 inhibiert die
Oberflachenexpression von MULT-1 (Krmpoti¢ et al., 2005), m152 ist fur die intrazellulare
Retention der unterschiedlichen RAE-1 (retinoic acid early-inducible gene-1)-Isoformen
verantwortlich (Lodoen et al., 2003), m155 vermindert die Oberflachenexpression von H60
(Lodoen et al., 2004; Hasan et al., 2005) und m138 interferiert mit der Oberflachenexpression
der Liganden MULT-1 und H60 (Lenac et al., 2006).

Auch die CD8 T-Zell-vermittelte Kontrolle der Infektion stellt ein wichtiges Ziel
immunmodulatorischer Mechanismen dar (Hengel et al., 1999; Kavanagh & Hill, 2001;
Reddehase, 2002; Reddehase et al., 2004; Holtappels et al., 2006b; Doom & Hill, 2008;
Lemmermann et al., 2011; 2012). Sowohl HCMV als auch mCMV kodieren fir Proteine, die
die Prasentation viraler Peptide auf der Oberflache infizierter Zellen und somit die Erkennung
infizierter Zellen durch CD8 T-Zellen vermindern. Diese Proteine werden als Immunevasine
bezeichnet. Die fur die Immunevasine kodierenden Gene beider Viren zeigen keinerlei
Sequenzhomologie und sind hinsichtlich ihrer Lokalisation im viralen Genom nicht ortholog.
Beide Viren bedienen sich jedoch z.T. analoger Mechanismen, um die MHC-Klasse-I-

Expression infizierter Zellen zu vermindern (Tortorella et al., 2000; Reddehase, 2002).

Fir mCMV sind bisher drei Immunevasine oder VRAPs (viral regulators of antigen
presentation) beschrieben; dies sind die Genprodukte der ORFs m04, m06 und m152 (zur
Ubersicht: Reddehase, 2002; Yewdell & Hill, 2002; Reddehase et al., 2004; Holtappels et al.,
2006b; Doom & Hill, 2008). Der Nettoeffekt ihrer Wirkungen vermindert die Erkennung und
damit die Zytolyse infizierter Zellen durch Antigen-spezifische CD8 T-Zellen (Holtappels et al.,
2006a; Pinto et al., 2006). Bei allen drei Genprodukten handelt es sich um Typ I-Glykoproteine
mit einer early Expressionskinetik (Kleijnen et al., 1997; Ziegler et al., 1997; Reusch et al.,
1999). Hohe Transkriptionslevel werden in infizierten Zellen zuerst von m152 und mO06 erreicht
(2 Stunden p.i.), etwas spater von m04 (Holtappels et al., 2002a). Die Expression von m04
und mO6 bleibt wahrend des weiteren Verlaufs der Infektion stabil, es kommt jedoch im Verlauf

der Infektion zu einer Reduktion der m152-Expression (Holtappels et al., 2002a).

17



1 Einleitung

mO04/gp34 (kurz: m04)

bindet im ER stabil an MHC-Klasse-I-Molekiile und kann nur im Komplex mit diesen an der
Zelloberflache nachgewiesen werden (Kleijnen et al.,, 1997; Kavanagh et al., 2001b), es
verhindert also nicht die Oberflachenexpression von pMHC-Komplexen. m04 tragt ein
Adaptorproteinbindemotiv (YRRF), welches mit den Adaptorproteinen AP-2/4 interagieren
(Nakatsu & Ohno, 2003) und somit den intrazellularen Transport der Proteinkomplexe steuern
konnte. Obwohl m04 alleine die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression nicht reduziert (Wagner
et al., 2002), wurde in der Literatur eine negative Wirkung des Proteins auf die CD8 T-Zell-
Aktivierung beschrieben (zur Ubersicht: Lilley & Ploegh, 2005). Daher wurde postuliert, dass
die Bindung des Proteins an MHC-Klasse-I-Molekile die Erkennung préasentierter Peptide auf
der Zelloberflache verhindert (Kavanagh et al., 200l1a). Unsere Arbeitsgruppe konnte
allerdings zeigen, dass die Erkennung des Komplexes gerade nicht behindert wird (Holtappels
et al., 2006a), so dass der Beitrag von m04 zur mCMV-Immunevasion nicht eindeutig geklart
ist. Die Klassifizierung von m04 als Immunevasin beruhte allein auf der Beobachtung, dass
die Infektion mit einer m04-Deletionsmutante zu einer im Vergleich zum Wildtyp (WT)-Virus
verbesserten Antigen-Prasentation fiihrt (Kavanagh et al., 2001a; Holtappels et al., 2006a;
Pinto et al., 2006). Zusatzlich wurde die Rolle von m04 als Immunevasin der NK-Zell-
Erkennung diskutiert (Kleijnen et al., 1997; Pinto & Hill, 2005). Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass die Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I im Komplex mit m04 fir ein NK-
Zell-Silencing verantwortlich ist und das Fehlen des Proteins zu einer reduzierten Viruslast
fuhrt (Babi¢ et al., 2010).

m06/gp48 (kurz: m06)

bindet im ER ebenfalls stabil an pMHC-I-Komplexe und vermittelt deren Einschleusung in den
endolysosomalen Abbauweg der Zelle. Dieser intrazellulare Transport wird durch ein Dileucin-
Motiv im zytoplasmatischen Teil von m06 vermittelt, wortiber das Protein mit den zellularen,
heterotetrameren Adaptorproteinen AP-1A/3A interagiert (Reusch et al., 1999; 2002). Im
Lysosom kommt es zum Abbau sowohl der MHC-Klasse-I-Molekiile als auch von m06 (Reusch
et al., 1999). Durch die Funktion von m06 wird folglich die Oberflachen-expression Peptid-
beladener MHC-Klasse-I-Molekule limitiert.

m152/gp40 (kurz: m152)

bindet Uber seine lumenale Doméne transient an die lumenale Doméane der in der ER-
Membran verankerten MHC-Klasse-I-Molekiile und vermittelt deren Retention und
Akkumulation in einem ERGIC/cis-Golgi-Kompartiment (del Val et al., 1992; Ziegler et al.,
1997; 2000). Dadurch kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Dichte von pMHC-
Komplexen auf der Oberflache infizierter Zellen (del Val et al., 1989; 1992). Wahrend m152

schnell lysosomal abgebaut wird, akkumulieren die MHC-Peptid-Komplexe im ERGIC (Ziegler
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et al., 2000). Der genaue Mechanismus der Retention ist bisher jedoch nicht aufgeklart. Da
nach Deletion des ORF ml152 die MHC-Klasse-I-Expression an der Zelloberflache
wiederhergestellt wird (Krmpoti¢ et al., 1999; Gold et al., 2002; Holtappels et al., 2004, 2006a),
gilt m152 als das zentrale Immunevasin von mCMV.

Das Protein m152 moduliert somit auf zwei unterschiedliche Weisen die Immunantwort des
Wirtes. Zum einen bewirkt es die Retention von pMHC-Komplexen im ERGIC/cis-Golgi, zum
anderen verhindert es die Expression des NKG2D-Liganden RAE-1 auf der Zelloberflache
(siehe oben).

1.8 Zielsetzung

Die mCMV-Infektion wird durch virusspezifische CD8 T-Zellen kontrolliert. Diese erkennen auf
MHC-Klasse-I-Komplexen prasentierte virale Peptide und lysieren die infizierte Zelle. Durch
Beeinflussung der Oberflachenexpression der MHC-Klasse-I-Komplexe versucht mCMV
dieser Kontrolle zu entgehen. Die hierfur verantwortlichen Genprodukte wurden als m04/gp34,
mO06/gp48 und m152/gp40 identifiziert (zur Ubersicht: Reddehase, 2002) und aufgrund ihres
regulatorischen Einflusses auf die Antigenprasentation als VRAPs bezeichnet.

In frheren Arbeiten konnten sowohl kooperative als auch antagonistische Wechselwirkungen
der drei VRAPSs in infizierten Zellen nachgewiesen werden (Wagner et al., 2002; Holtappels et
al., 2006a; Pinto et al., 2006).

Nach Infektion von MEF mit der Rekombinante Am06 waren sowohl die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression als auch die Antigenerkennung durch CD8 T-Zellen (Wagner et al.,
2002; Holtappels et al., 2006a; Pinto et al., 2006) wiederhergestellt. m04 schien daher in
Abwesenheit von m06 als Antagonist von m152 zu wirken und hob dessen inhibitorischen
Effekt teilweise auf. Der dahinterliegende Mechanismus, d.h. ob m04 die Expression von m152
negativ reguliert, oder ob m04 noch vor m152 die MHC-Klasse-I-Molekile bindet und somit
vor einer Retention im ERGIC schiitzt, blieb jedoch ungeklart. Letzteres ist aber
unwahrscheinlich, da die Transkription von m152 friher beginnt, als die von m04 und auch
das Protein friiher exprimiert wird.

Ein Ziel der Arbeit war es daher, den antagonistischen Effekt zwischen den vRAPs m04 und
m152 aufzuklaren. Nach Infektion von MEF mit mCMV sollte die Kinetik Expression beider

Proteine genauer untersucht werden.

Zu Beginn der Arbeit war aul3erdem bekannt, dass die Expression aller drei vVRAPs zwar die
starkste Inhibition der Antigenprasentation vermittelt (Holtappels et al., 2006a), jedoch nicht
die effiziente Kontrolle der Infektion durch CD8 T-Zellen in vivo verhindert (zur Ubersicht:

Reddehase, 2002). In vitro wurde beobachtet, dass eine Vorbehandlung von Zellen mit IFN-y
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den Rickgang der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression und der Erkennung WT-infizierter
Zellen weitgehend aufhebt (Hengel et al., 1994). In adoptiven Transferexperimenten konnte
eine IFN-y-Abhangigkeit der CD8 T-Zell Effektorwirkung gezeigt werden. Die in vivo-Depletion
von IFN-y in immunsupprimierten, WT-infizierten Rezipienten flihrte zu einer signifikanten
Reduktion des protektiven Potentials der transferierten CD8 T-Zellen (Hengel et al., 1994).
Dies legt nahe, dass IFN-y die Antigen-Préasentation auch in vivo reguliert.

Ein weiteres Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die bisherigen Erkenntnisse zum Einfluss
von IFN-y auf die Wirkung der einzeln oder co-exprimierten vVRAPS zu erweitern. Hierfur sollten
nach Infektion mit den vRAP-Deletionsmutanten die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
und die Antigenprasentation infizierter MEF ermittelt werden. Des Weiteren sollte die
Antigenprozessierung nach IFN-y Vorbehandlung eingehender untersucht werden. Da der
Effekt der in vivo-Depletion von IFN-y bekannt war, sollte nun umgekehrt getestet werden, ob
eine konstitutive IFN-y-Expression im Wirt zu einem starkeren schitzenden Potential der
transferierten CD8 T-Zellen fuhrt. Dieser Ansatz bietet die translationale Perspektive einer
moglichen Verbesserung der CD8 T-Zell Immuntherapie der CMV-Infektion.
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2 Material

In der folgenden Tabelle sind alle Firmen mit jeweiligem Firmensitz aufgelistet, bei denen
Material fur diese Arbeit erworben wurde.

Firma Sitz
Aesculap Tuttlingen Firma Sitz
Agilent Kronberg Merck Darmstadt
Technologies Messer Griesheim
;ec?nglogles Foster Citv. USA Millipore Schwalbach
pplie oster Ly, Miltenyi Biotech Bergisch-Gladbach
Biosystems land Erankfurt/Mai
Appligene Heidelberg N_ew Englan rankfurtiviain
Bachofer Reutlingen Biolabs (NEB)
Nikon Dusseldorf
Beckman Coulter Krefeld .
. : Nunc Wiesbaden
Becton Dickinson Heidelberg | b
(BD) Olympus Ham grg
Biometra Géttingen PAA Pasching,
Biorad Minchen Osterreich
PALL New York, USA
Braun Melsungen
. Peglab Erlangen
Buchler Braunschweig .
DIFCO Detroit. MI. USA Perkin-Elmer Rodgau
. etrott, M, Pharmacia Erlangen
Laboratories il rth
Eppendorf Hamburg Privileg Fart
Erlab KoIn Rglnm Oakland, USA
ES Medical Nordhausen Rische + Herfurth Hamburg
Imaging Roche Mannheim
Gilson Villies Le Bel, Roth Karlsruhe
Frankreich Sartorius Gottingen
Grant VWR, Wien Sarstedt Nimbrecht
Greiner Nartingen Sigma-Aldrich Steinheim
INTEGRA Fernwald Chemie
Biosciences Thermo Scientific Langenselbold
Janke und Kunkel  Staufen Qiagen Hilden
JPT Berlin Vogel Histo-Comp  GielRRen
Labotec Wiesbaden VWR International Darmstadt
Leica Wetzlar Zeiss Jena
life technologies Darmstadt
Macherey-Nagel Duren

2.1 Allgemeine Laborgerate

autoMACS

Brutschrank B6 und B12 (Bakterien)
Brutschrank B12 und Hera Cell240 (Zellen)
Chromatographie-G25-System:
COz-Inkubator

Durchflusszytometer

Miltenyi Biotech

Heraeus; Thermo Scientific
Heraeus; Thermo Scientific
Pharmacia LKB

Heraeus; Thermo Scientific
Cytomics FC500, Beckman Coulter
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Elektroblotter
Elektroporator
Flussigstickstofftank
Gel-Dokumentationsanlage

Gelelektrophoresekammer
Heizplatte/Magnetruhrer
HPLC-Niederdruckgradienten-System:
AKTAdesign

Injektor Rheodyne 7125
Saulenofen 2155

S&ule Nucleosil 100-5 C18
Hybridisierungsofen
Laminiergeréat

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop
Invertmikroskop
Zahlmikroskop

Zahlmikroskop ELISpot Assay

MACS MultiStand
Mikrowelle
Mikrotom
Paraffinerhitzer
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Power Supply
real-time PCR System
Schittelinkubator
Schittelwasserbad

Sicherheitswerkbank

Thermocycler
Thermoschdittler
UV-Transilluminator

Vollschutz-Kleintierbestrahlungsanlage
Waagen
Zentrifugen:

Praparative Zentrifuge

Tischzentrifugen

PerfectBlue Semi-Dry SEDEC M, Peglab
Gene Pulser™, Biorad

Messer

Marlin F-145B2 IRF, Allied Vision
Technologies

Peqglab

IKA RH basic2, Janke und Kunkel

Amersham Biosciences
Sigma-Aldrich, Nr. 58826

LKB

Macherey-Nagel, Nr. 72001446
OV1, Biometra

Polystar 244, Rische + Herfurth

Axiophot, Zeiss

Leica DM, Leica, Wetzlar

Nikon SE, Nikon

Olympus SZX 12, Olympus
Highlight 3100, Olympus

Miltenyi Biotech

Privileg

RM 2255, Leica, Wetzlar
HistoTAPplus, Leica, Bensheim
BioPhotometer, Eppendorf
Nanodrop-1000, Qiagen
Eppendorf

Gilson

Rainin

Pipetboy, INTEGRA Biosciences
EPS 301, Pharmacia

EPS 600, Pharmacia

ABI 7500 Real Time PCR System, Applied
Biosystems

Cellstar, NUNC

Certomat, Labotec

OLS 200, Grant

HERA safe HS 12/2 und HS15/2, Heraeus
Template Tamer Captair bio, Erlab
Template Tamer Oncor, Appligene
GenAmp PCR System 9700, Perkin-Elmer
Eppendorf

FluoLink, Bachofer

UV-Star 30, Biometra

Typ OB 58-BA, Buchler

BP 61, Sartorius

Kern 510, Albstadt

Kern 572, Albstadt

Sorvall RC5C Plus, Thermo Scientific
Sorvall RC6+, Thermo Scientific
centrifuge 5417, Eppendorf
centrifuge 5417C, Eppendorf
centrifuge 5417R, Eppendorf
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Ultrazentrifuge

Labofuge 200, Heraeus
Labofuge 400, Heraeus
Megafuge 2.0; Heraeus
Mikrozentrifuge AL, Roth
Multifuge 3 S-R, Heraeus
Sorvall Combi Plus, Sorvall

2.2 Plastikwaren und Verbrauchsmaterial

Einfrierrdhrchen

Einmal-Plastikpipetten

Einmal-Spritzen

Elektroporationskivetten
ELISpot-Mikrotiterplatten

FACS-R6hrchen

Filterspitzen

Kanilen

MACS Saulen und Zubehor

Mikrotiterplatten

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran

Reaktionsgefalie

Reaktionsgefalie (PCR)

2ml Cryo’s, PP (Greiner)

5ml (Greiner, Nr. 606180)

10ml (Greiner, Nr. 607180)

25ml (Greiner, Nr. 760180)

1ml (Braun, Nr. 9166017V)

2ml (Braun, Nr. 4606027V)

5ml (BD, Nr. 309050)

10ml (BD, Nr. 309110)

50ml (BD, Nr. 300296)

DistriTip Maxi 12,5ml (Gilson, Nr. 7-4386)
2mm Spaltbreite (Peqglab, Nr. 71-2020-LE)

MultiScreen® HTS Filter Plates (Millipore, Nr.
MSIPN4550)

12x75mm Rundboden RIA tube (Falcon, BD
Nr. 2008)

10ul Rainin (Mettler Toledo, Nr. GP-L10F)
200pl Rainin (Mettler Toledo, Nr. GP-L200F)
1000ul Rainin (Mettler Toledo,

Nr. GP-L1000F)

10ul (Sarstedt, Nr. 70.760.213)

200pl (Sarstedt, Nr. 70.760.211)

1000ul (Sarstedt, Nr. 70.762.211)

0,4x12mm (Braun, Nr. 4665406)

0,45x12mm (Braun)

0,6x30mm (Braun, Nr. 4657640))

MS Columns (Miltenyi Biotech,

Nr. 130-042-201)

LS Columns (Miltenyi Biotech,

Nr. 130-042-401)

Pre-Separation Filters (Miltenyi Biotech,

Nr. 130-041-407)

96 Well-Flachbodenplatten (Falcon, BD,
Nr. 353072)

96 Well-Rundbodenplatten (Greiner Bio One,
Nr. 650180)

Immobilon-FL (Millipore, Nr. IPFL0O0010)

1,5ml (Sarstedt, Nr. 72.690)

2ml Safe Seal (Sarstedt, Nr. 72.695)
PP-PCR-Vessel, 0,2ml Thinwall (Greiner, Nr.
671281)

PCR-Streifen 1x8 Gefal3e 0,2ml (Greiner, Nr.
673210)
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Rontgenfilme

Skalpelle
Sterilfilter

Spritzenfilter

Zahlkammer

Zellkulturplatten

Zellkulturschalen

Zellnylonsieb

Zentrifugenréhrchen

Strip Caps fur 8 Gefal3e, Flachdeckel (Greiner,
Nr. 373250)

Fujiflm Super RX (FS Medical Imaging, Nr.
4741008379)

Einmalskalpelle (Aesculap, Nr. 291322)

250ml  Stericup Express plus 0,22um
(Millipore, Nr. SCGPUO2RE)

500ml| Stericup Express plus 0,22pm
(Millipore, Nr. SCGPUO5RE)

Acrodisc Syringe Filters with GHP Membran,
13mm, 0,45um (PALL, Nr. 4560)
SpritzenvorsatZzfilter 0,45um (VWR, Nr. 514-
0063)

Syringe filter Millex GP PES 33mm 0.22um
(Millipore, Nr. 10268401)
Neubauer-Zahlkammer improved,
Kammertiefe 0,1mm (LO Laboroptik GmbH;
Roth, Nr. PC72.1)

6-Well-Flachbodenplatten (Falcon, BD, Nr.
353046)

24-Well-Flachbodenplatten (Falcon, BD, Nr.
353047)

48-Well-Flachbodenplatten (Falcon, BD, Nr.
353078)

60/15mm (Falcon, BD, Nr. 353004)
100/20mm (Falcon, BD, Nr. 353003)
150/25mm (Falcon, BD, Nr. 353025)

40um (Falcon, BD, Nr. 352340)

100um (Falcon, BD, Nr. 352360)

12ml Polyallomer (Sorvall, Nr. 03699)

15ml Spitzboden Polypropylen (Falcon, BD,
Nr. 352096)

50ml Spitzboden Polypropylen (Falcon, BD,
Nr. 353070)

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

36ml fir ZU, PP (Sorvall, Nr. 03141)

250ml fur Virusaufreinigung

500ml fur Virusaufreinigung

2.3 Chemikalien und andere Reagenzien

Aceton

Acrylamid

Agarose (Biozym LE)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Arabinose

Bacto Agar

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)

Applichem, Nr. A1582,2500PE
Rotiphorese®Gel30, Roth, Nr. 3029.1
Biozym, Nr. 840004

Roth, Nr. 9592.2

Roth, Nr. K029.1

Roth, Nr. 5118.2

BD, Nr. 214010

Roth, Nr. A512.1

PAA, Nr. K41-001-500
Sigma-Aldrich Chemie, Nr. A-7906
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Caseinhydrolysat

CD8a (Ly-2) Micro-Beads
Chloramphenicol
[:Cr]-Natrium-Chromat (Naz[>'Cr]O,)
Cycloheximid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-L&ngenstandards

Dynabeads® Sheep anti-Mouse 1gG
EGTA

Erythrozyten-Lysepuffer

Essigsaure 100% (v/v)

Ethanol 100% (v/v)

Ethidiumbromid

Ethylendiamin-tetra-essigsaure
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)
Glucose

Glycin

Glycerin 86% (v/v)
Glycerin 100% (v/v)
Hepes

Interferon-y (IFN-y)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol (3-ME)
Methanol

Methylcellulose
Milchpulver

Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraffin

Paraformaldehyd (PAA)
Polyfect
Polyoxoethylensorbitan Monolaurat
(Tween®20)
Proteaseinhibitor

Protein Standard
Salzsaure (HCI) 25%
Saccharose

Sephadex G-25 Fine
TEMED
Trifluoressigsaure

Roth, AE41.1

Miltenyi Biotech, Nr. 130-049-401
Roth, Nr. 3886.2

Perkin Elmer, Nr. NEZ030; 2mCi/0,ml
Sigma-Aldrich Chemie, Nr. C7698-1g
Roth, 4720.2

Roth, Nr. 6908.3

1kb DNA Ladder, NEB, Nr. N3232
100bp DNA Ladder, NEB, Nr. N3231
2-Log DNA Ladder, NEB, Nr. N3200
life technologies, NR. 11031

Roth, Nr. 3054.1
Sigma-Aldrich Chemie, Nr. R7757
Roth, Nr. 3738.5
Roth, Nr. 5054.2
Roth, Nr. 2218.1
Roth, Nr. 8043.1

Roth, Nr. X997.2
Roth, Nr. 3908.3
Roth, Nr. 7533.3
Roth, Nr. 7530.1
Gibco, Nr. 15630-112
R&D, Nr. 485-MI-100
Roth, Nr. CP41.1
Roth, Nr. 6781.1
Merck, Nr. 4873
Roth, Nr. T832.2
Roth, Nr. 2189.1
Roth, Nr. P027.2
Roth, Nr. 4227.1
Roth, Nr. 4627.2
VWR, Nr. 25499.182
Roth, Nr. T145.3
Roth, Nr. 6779.1
Roth, Nr. 3957.1
Roth, Nr. 6771.2
Roth, Nr. CN30.1
Vogel Histo-Comp, Nr. V0-5-1002
Merck, Nr. 4005
Qiagen, Nr. 301107
Sigma, Nr. P2287

Roche, Nr. 1697498

Thermo Scientific, Nr. 26616
Merck, Nr. 1.00316.2500

Roth, Nr. 4621.1

GE Healthcare, Nr. 17-0032-01
Roth, Nr. 2367.3

Merck, Nr. 1.08178.0050
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Triton X-100 (Iso-octylphenoxy- Roth, 3051.3
polyethoxyethanol)
Trypsin DIFCO Laboratories, Nr. 0152-1
Trypton Oxoid, Nr. OM0129
Whatman-Paper Scheicher & Schuell, Nr. 3030690
Xylol Merck, Nr. 1.08685.2500
Yeast extract Servabacter Serva, Nr. 24540
2.4 Kits

Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization BD, Nr. 555028
Solution Kit with BD GolgiPlug

High Pure Viral Nucleic Acid Kit Roche, Nr. 11858874001
HotStar HiFidelity Polymerase Kit Qiagen, Nr. 202602
NucleoBond™ Xtra Midi Macherey-Nagel, Nr. 740410.50
Nucleobond™ Kit PC 500 Macherey-Nagel, Nr. 740574.25
QuantiTect SYBR Greenl PCR Kit Qiagen, Nr. 204143

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Nr. 28706

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Nr. 28104

Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen, Nr. 27106

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Nr. 12163

Qiashredder Qiagen, Nr. 79656

QuikChange Il Site-Directed Agilent, Nr. 200523

Mutagenesis Kit

2.5 Bakterien

DH10B:

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara leu)
7697 galU galK rpsL nupG A— (Life Technologies)

GS1783:

DH10B A cl857 (cro-bioA)<>araC-Psaol-Scel

auf DY 380 E. coli basierend, tragt zusatzlich im Genom die Sequenz der Homingendonuklease
I-Scel (Arabinose induzierbar); Temperaturinduzierbare Red-Rekombinase (zur Ubersicht:
(Warming et al., 2005)

XL1-Blue:

endAl supE44 thi-1 hsdR17 recAl gyrA96 relAl lac [F" proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr) Amy
Camr] (Agilent Technologies)
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2.6 Viren

Soweit nicht anders angegeben wurden die Deletionsmutanten von M. Wagner hergestellt
(Wagner et al., 2002) und uns freundlicherweise von U.H. Koszinowski, Max von Pettenkofer-

Institut fur Hygiene und Mikrobiologie in Minchen, zur Verfligung gestellt.

MW97.01 (mCMV-BAC-WT): Die chimare mCMV-Rekombinante wurde tberwiegend aus
dem Genom des Laborstammes ATCC VR-1399 sowie einem Anteil (Hindlll-E-Fragment) des
mCMV-Laborstammes K181 generiert. Nach der Klonierung des chiméaren mCMV-Genoms in
ein BAC und anschlieRender Transfektion in murine embryofetale Fibroblasten (MEF) konnte
aus dem Uberstand das rekonstituierte Virus MW97.01 isoliert werden (Wagner et al., 1999).
MW97.01 zeigte in vivo keine Unterschiede in den biologischen Eigenschaften zu mCMV-
WT.Smith (Wagner et al., 1999).

mMmCMV-AvRAP: Dieser Deletionsmutante fehlen die ORFs der Immunevasionsgene m04, m06
und m152.

mMCMV-AmO04: Dieser Deletionsmutante fehlt der ORF des m04 Genprodukts.
mCMV-AmO06": Es fehlt der ORF des Immunevasionsgens m06.
mCMV-AmO06": Es fehlt der ORF des Immunevasionsgens m06. (Fink et al., 2012).

mCMV-Am152: Es fehlen die Nukleotide 210.244 bis 211.379 (im ORF des

Immunevasionsgens m152).

mCMV-Am04Am06: Bei dieser Deletionsmutante fehlen die ORFs der Gene m04 und mO6.
mCMV-Am04Am152: Es fehlen die ORFs der Gene m04 und m152.

MCMV-Am06Am152: Es fehlen die ORFs der Gene m06 und m152.

Rekombinantes mCMV, das in dieser Arbeit mittels BAC-Mutagenese generiert wurde:

MCMV-m152A3Glyc: Bei diesem Virus wurden die 3 N-Glykosylierungsstellen an den AS-
Positionen 61, 208 und 241 durch Glutaminreste ersetzt.

In dieser Arbeit werden die Viren im Folgenden abgekirzt: mCMV-BAC.WT als WT, mCMV-
AVRAP als AVRAP, usw.
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2.7 mCMV-Peptide

Die in dieser Arbeit verwendeten MHC-Klasse-I-restringierten antigenen mCMV-Peptide
wurden von der Firma JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin synthetisiert. Die HPLC-
gereinigten Peptide wurden als Lyophilisate mit einer Reinheit von ~80% bezogen. Sie wurden
zur Restimulation mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen und zur Beladung Antigen-
prasentierender Zellen (APC) im ELISpot Assay eingesetzt. Die Lyophilisate wurden in 10l
DMSO gelost (oder Acetonitril bei Cystein-haltigen Peptiden) und anschlieRend mit PBS auf

die Konzentration von 10*M oder 10*M eingestellt.

ORF Peptidsequenz MHC-I-Restriktion Referenz
M105 2ITYWPVVSDI?® K Holtappels et al., 2008b
m123 168YPHFMPTNL"® L Reddehase et al., 1989

Tabelle 2.1: Antigene Peptide des Haplotyps H-2d.

ORF Peptidsequenz MHC-I-Restriktion Referenz
M45 9%BSHGIRNASF|%3 D Munks et al., 2006a; b

Tabelle 2.2: Antigene Peptide des Haplotyps H-2b.

2.8 Vektoren

pBAD-I-Scel:

Prokaryotischer Expressionsvektor, Amp™s, Arabinose induzierbare Expression von |-Scel
(Tischer et al., 2006)

pEPkan-S:

Universales Transferplasmid flr das Einbringen des Kanamycingens mittels ,en passant*
Mutagenese. Das Plasmid besitzt Restriktionsschnittstellen fir I-Scel; Kan™s (Tischer et al.,
2006)

pcDNA3.1/myc-His A+:

Expressionsplasmid fir eukaryotische Zellen, Amp™s, Neo™s (Life Technologies)

2.9 Enzyme

Alle enzymatischen Reaktionen wurden nach den Angaben des jeweiligen Herstellers unter

Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgefihrt.

BamHI NEB, Nr. R0136 S
Dpnl NEB, Nr. R0O176S
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EcoRI

Endo H

Hindlll

Nhel

PNGase F
Pstl

Sacl

Sphl

Xmal

T4DNA Ligase

2.10 Antikorper

NEB, Nr.
NEB; Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.
NEB, Nr.

Antikdrper fir den Western Blot

Antikdrper
a-IE1

a-m152

a-mO06
a-m04
a-m164
a-Kaninchen

HRP
a-Ratte HRP

Antikorper fir die Immunprézipitation

Klon

Croma 101

M3D10

1516-3
1718-1
Pep2_7

polyklonal

polyklonal

Antikorper
a-m152

Antikdrper fir die Immunhistochemie

Klon
152 01

Antikorper
a-IE1

a-El
a-MCP
a-m152

a-m06

Klon

Croma 101

Croma 103

polyklonal

M3D10

1516-3

R0O101L
P0702S
R0104 S
R0O131 S
P0O704S
R0140 S
R0O156 S
R0182 S
R0O180 S
M0202

Spezies

Maus
Ratte

Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen
Schwein

Kaninchen

Spezies

Maus

Spezies

Maus
Maus
Kaninchen
Ratte

Kaninchen

Verdlinnung
1:7000

1:250

1:350
1:5000
1:500

1:10 000

1:10 000

Verdiinnung
1:100

Verdiinnung
1:250

1:250
1:2000
1:200

1:1000

Quelle

Prof. S. Jonji¢;
Rijeka

Ziegler et al.,
2000

PSL, Heidelberg

PSL, Heidelberg

Holtappels et al.,
2006a
DakoCytomation,
Nr. P021702-2
DakoCytomation,
Nr. P045001-8

Quelle

Prof S. Jonji¢;
Rijeka

Quelle

Prof S. Jonji¢;
Rijeka

Prof S. Jonji¢;
Rijeka

Wilhelmi et al.,
2008

Ziegler et al.,
2000

PSL, Heidelberg
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a-m04

a-CD3g

a-mouse (Fab)-
biotin
a-rat
biotin

(Fab)-

a-mouse
alkaline
phosphatase

Kaninchen
Normalserum

Ziegen
Normalserum

Pferde
Normalserum

AntikOrper fur die Zytofluorometrie

1718-1
CL CD3-12

polyklonal

polyklonal

polyklonal

polyklonal

polyklonal

polyklonal

Antikdrper
a-m164

Alexa Fluor®
488 Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L)
PE Mouse Anti-
Mouse H-2K¢
Anti-mouse Rae-
1 (pan-specific)-
APC

AntikOrper fur den ELISpot Assay

Klon
Pep2_7

SF1-1.1

186107

Antikdrper

a-mouse IFNy

a-mouse
IFNy biotin-
labeled

Antikdrper fir Zell-Depletion oder Rezeptorblockade

Klon

RMMG-1

XMG1.2

Kaninchen
Maus, Mensch

Ziege

Ziege/Maus

Ziege

Kaninchen

Ziege

Pferd

Spezies

Kaninchen

Ziege

Maus

Ratte

Spezies

Ratte

Ratte

Antikérper
a-mouse asialo
GM1

a-mouse
NKG2D

Klon

polyklonal

C7

Spezies

Kaninchen

Hamster

1:1000
1:300

1:200

1:100

1:100

1:10

1:10

1:10

Verdlinnung
1:20

1:1000

1:1000

1:10

Verdlinnung

5ug/ml (Eli)

0.5mg/ml (Eli)

Verdinnung

20pl/Maus

300pg/Maus

PSL, Heidelberg

Acris, No.
SM1754P

Sigma, Nr. B0529

BD Biosciences,
Nr. 554014 /
553880

AbD Serotec,
Nr. OBT 1172

Invitrogen Life
Technologies,
Nr. 16120099
Invitrogen Life
Technologies,
Nr. 16210064
Invitrogen Life
Technologies,
Nr. 16050130

Quelle

Holtappels et al.,
2006a

Invitrogen Life
Technologies,

Nr. A-11008

BD, Nr. 553566

R&D Systems, Nr.
FAB17582A

Quelle

Biosource Europe,
Nr. AMC4834

BD Pharmingen™,
Nr. 18112D

Quelle

WAKO Chemicals
GmbH,

Nr. 986-10001
Prof. S. Jonji¢;
Rijeka
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2.11 Oligonukleotide und Sonden

Die Oligonukleotide wurden als Lyophilisate (entsalzt) von den Firmen Metabion (Martinsried),
Operon Biotechnologies (Ko6In) oder biomers (Ulm) bezogen. Eine Aufreinigung tber HPLC
erfolgte fir sehr lange Oligonukleotide oder TagMan-Sonden. Nach Lieferung wurden die

Oligonukleotide in sterilem A. bidest. geldst.

Die Positionsangaben fir mCMV-Sequenzen erfolgen nach Rawlinson et al., 1996 (GenBank
Accession No.: NC_004065). Die Sequenzen der Primer sind in 5°-3" Orientierung angegeben.
Basenaustausche im Vergleich zum Wildtyp sind in fett, die Priming Region des Vektors

pEPkan-S ist kursiv dargestellt.

Primer zur gerichteten Mutagenese der putativen N-Glykosylierungsstellen in m152/gp40

m152 N 61 Q rev:
2ILIBCCAGCTCGCTCACCTGCATCCAAGGAAAATG?11146

m152 N_61 Q for:
ALMCATTTTCCTTGGATGCAGGTGAGCGAGCTGG?11116

m152_N_208 Q_rev:
210671CCGTTCGCGAGACTGATCTGGTACGCCAACGGAAC(C?10:706
m152_N_208 Q_for:
210.706GGTTCCGTTGGCGTACCAGATCAGTCTCGCGAACGG210671

m152 N_241 Q_rev:
210571ICGCGAAGTCGGTACTACCCTGCAGGTCTCTGAGATCGAG(C?10610
m152 N 241 Q for:
210610GCTCGATCTCAGAGACCTGCAGGGTAGTACCGACTTCGCG?210571
pEPKan-S_m152N61Q rev:
21LOMACGAAGAACGCACTCTCCTGCGCCAGCTCGCTCACCTGCATCCAAGGAAAATGT
TTCAC?11152CAGGATGACGACGATAAGTAGGG
pEPKan-S_m152N61Q for:
ALITCTTTCGGATCGAAGCCTCCGGAGAGGTGAAACATTTTCCTTGGATGCAGGTGAG
CGAGCTGGCGCAG#MIICAACCAATTAACCAATTCTGATTAG

m152 BAC rev:

208.796TAGACCGCCGACAATCAG?08813

m152_BAC_for:

212.506GCGAGTTCGTCTCGAAG?124%0

m152_BAC_Seq_rev:
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210.22GCACGAACATCACCACAC?10-249
m152_BAC_Seq_for:
2LLIBAATGCTGGGCGCTATCAC?1-361

Primer fir die TagMan-Quantifizierung von BAC-Sequenzen

BAC_taqg_for:
GTTCTGTCATGATGCCTGCAA
BAC_taqg_rev:
AATCCGCTCCACTTCAACGT

Primer fir die TagMan-Quantifizierung von M55/gB

gB_Tag_for:
8BI"CTAGCTGTTTTAACGCGCGG#E31%¢
gB_Taqg_rev:
83221GGTAAGGCGTGGACTAGCGAT83:207

2.12 Medien und Medienzusatze fir die Zellkultur

Die sterilen Zellkulturmedien wurden von der Firma Gibco-BRL (Invitrogen) bezogen und bei

4°C gelagert. Medienzusatze wurden bei Bedarf zugesetzt.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Nr. 61965-062

FCS 10% (v/v)
Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,1mg/ml

MEM (Minimal Essential Medium): Nr. 41090-028

FCS 10% (v/v)
Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,1mg/ml

MEM 10x (Minimal Essential Medium): Nr. 21430-20

MEM Alpha (Minimal Essential Medium): Nr. 32561-029

FCS 10% (v/v)
Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,2mg/ml
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B-Mercaptoethanol 5x10°M
HEPES 10mM
IL-2 optional; 1x10°U

RPMI (Roswell Park Memorial Institute): Nr. 81870-010

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

Fetales Kélberserum (FCS): Steriles und auf Mycoplasmen getestetes FCS der Firma PAA
Laboratories (Nr. A15-151) diente als Zusatz fir Zellkulturmedien. Die Lagerung des FCS
erfolgte bei -20°C. Vor Gebrauch wurde es bei 4°C aufgetaut und anschlie3end fir 30min bei
56°C im Wasserbad zur Komplement-Inaktivierung inkubiert. Das inaktivierte FCS wurde in

Aliquots bei -20°C gelagert.

L-Glutamin: Die Stocklésung (200mM mit einer Endkonzentration von 29,2mg/ml in 0,85%
(w/v) NaCl) wurde von Gibco-BRL bezogen (Nr. 25030-24). In Aliquots wurde es bei -20°C

gelagert und mit einer Endkonzentration von 20nM dem Medium zugesetzt.

Methylzellulose: Methylzellulose wurde von VWR International bezogen (Nr. 25499.182) und
zum Uberschichten von infizierten Zellkulturen bei der Bestimmung von Virustitern verwendet.
Dazu wurden 8,8g Methylzellulose in 360ml A. bidest. autoklaviert und bei 4°C lber Nacht
unter Rihren gelost.

Vor dem Gebrauch wurden folgende Zusétze zugegeben:

MEM 10x 40ml
Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,1mg/ml
L-Glutamin 2mM
FCS 4% (viv)

NaHCOs; (Stocklbsung: 55g/1) auf pH7,5

PBS-Puffer Dulbecco (Phosphate Buffered Saline): Nr. 14190

NaCl 140mM
KCI 2, 7mM
Na;PO4 6,5mM

KH2PO., (pH 7,4) 1,5mM

33



2 Material

Penicillin/Streptomycin: Als Antibiotika-Prophylaxe gegen grampositive und gramnegative
Bakterien wurde Penicillin/Streptomycin in Kombination eingesetzt. Die Stocklésung (10 000U
Penicillin und 10mg/ml Streptomycin in 0,9% (w/v) NaCl) wurde von Gibco-BRL bezogen (Nr.
15140-122). Die Stocklésung wurde in 5ml Aliquots bei -20°C gelagert und bei Bedarf dem
Kulturmedium in einer Endkonzentration von 100U/ml Penicillin und 0,1mg/ml Streptomycin

zugesetzt.

Rekombinantes Maus Interferon-y (IFN-y): Das Zytokin wurden von der Firma R&D
bezogen. Es wurde in Aliquots bei -20°C aufbewahrt und in einer Konzentration von
0,2ug/10ml 48h vor Infektion zu den Zellen gegeben (Nr. 485-MI-100).

TURK’s Lésung: Die Lésung dient zum Anfarben der Zellkerne mononukleérer Zellen bei
gleichzeitiger Hamolyse der Erythrozyten durch die in der Losung enthaltene Essigséure. Sie
wurde von der Firma Merck bezogen (Nr. 109277)

Trypanblau: Eine Gebrauchslosung dieses Vitalfarbstoffs (0,1% (w/v), in PBS) wurde zur
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen verwendet. Bezogen wurde es bei der Firma
Biochrom (Nr. L6323).

Trypsin/EDTA: Die zum Abldsen von adh&renten Zellen verwendete Losung der Firma Gibco-
BRL (Nr. 15400-054) wurde 1:10 mit PBS verdinnt eingesetzt. Dies entspricht einer
Endkonzentration von 0,5g/l Trypsin und 0,2g/| EDTA, pH 7,4-7,6).

2.13 Primare Zellen und Zelllinien

COS-7-Zellen: Diese immortalisierte Fibroblasten-Zelllinie stammt aus dem Nierengewebe
der grunen Meerkatze (Cercopithecus aethiops). Die Zellen wurden stabil mit einer Mutante
des SV40-Virus transfiziert und produzieren das large T-antigen. Sie eignen sich sehr gut fur
Transfektionsexperimente, bei denen Fremd-DNA mittels Vektoren wie pcDNA3 (Invitrogen)
in die Zellen eingebracht wird. Diese Vektoren werden wahrend der Zellteilung der COS-7-
Zellen Uber das large T-antigen repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Hierdurch

erhoht sich die Transfektionsrate der Zellen substantiell.

CTLL (zytolytische T-Lymphozyten Linien): Zur Generierung mCMV-Peptid-spezifischer
CTLL gegen die antigenen Peptide m123LY, M105K¢ oder M45D" wurden Milzzellen von WT
infizierten Mausen im Memory-Stadium aufgearbeitet (siehe 3.6.1) und tber MACS die CD8
T-Zellen isoliert. Diese wurden fir 2-3 Wochen in IL-2 haltigem Medium kultiviert und mit
synthetischen Peptiden in unterschiedlichen molaren Konzentrationen stimuliert (siehe 3.6.3)
Kulturmedium: MEM Alpha + 7,5% (v/v) FCS
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EL4: (Nr. TIB-39™, ATCC): Diese immortalisierte T-Zell Lymphom-Zelllinie wurde urspriinglich
aus der C57BL/6 Maus isoliert und besitzt den MHC-Haplotyp H-2°. Sie wurde als APC im
Zytolysetest verwendet. Kulturmedium: DMEM + 10% (v/v) FCS

MEF (Murine Embryofetale Fibroblasten): Diese primaren Zellen (siehe 3.1.3) wurden bis
einschlieB3lich der 3. Passage zur mCMV-Produktion und fur Infektions-Studien verwendet. Die
Permissivitat dieser Zellen fir mCMV ist hoch und die Plaquebildung gut sichtbar. Auch zur
Rekonstitution rekombinanter Viren nach Transfektion von mCMV-BAC-DNA wurden MEF
verwendet. Kulturmedium: MEM + 10% (v/v) FCS

P815 (Nr. TIB-64™, ATCC): Diese immortalisierte Mastozytom-Zelllinie wurde urspriinglich
aus der DBA/2-Maus isoliert und besitzt den MHC-Haplotyp H-29. Die Zelllinie wurde zur
Restimulation H-2%-restringierter T-Zellen verwendet. Kulturmedium: RPMI + 5% (v/v) FCS

2.14 Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der klinisch-
theoretischen Institute der Universitatsmedizin Mainz unter SPF (specified pathogen free)
Bedingungen geziichtet. Die Genehmigungsnummer der Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz
fur alle tierexperimentellen Arbeiten war 051-61. Fir die Versuche wurden mannliche und

weibliche Tiere der folgenden Inzuchtstamme verwendet:

Stamm Haplotyp MHC-Klasse-I-Molekiile

BALB/cJ H-24 K, D und L¢

C57BL/6 H-2P KP und DP

C57BL/6-Tg(APCS-  H-2° KP und DY;

Ifng)5Imeg diese Tiere exprimieren IFN-y konstitutiv unter der

Kontrolle des Leber-spezifischen Serum Amyloid P
(SAP) component Genpromotors (Toyonaga et al.,
1994)
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Luftkeimen (Pilzsporen, Bakterien) wurden alle
Zellkulturarbeiten an einer Steril-Werkbank unter Verwendung steriler Glas- und Plastikwaren
ausgefiuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in CO2-Inkubatoren (37°C, 5% CO- (v/v)) in
gesattigter Wasserdampfatmosphare (95% (v/v) relative Luftfeuchte). Bei diesen Bedingungen

ist die Aufrechterhaltung des physiologischen pH-Wertes der COZ /HCO, -gepufferten

Medien sichergestellt.
3.1.1 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Material:
Einfriermedium 90% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO
Die Langzeitlagerung von eukaryotischen Zellen (Kryokonservierung) erfolgt bei -196°C in
flussigem Stickstoff. Der Zusatz von DMSO verhindert auf Grund der hygroskopischen
Eigenschaften des DMSO Zellschadigungen durch Eiskristallbildung wahrend des Einfrierens.

Fur die Kryokonservierung wurden Zellen in einer Konzentration von 1-5x10%ml in 4°C kaltem
Einfriermedium aufgenommen und in 1ml Aliquots in eisgekihlte Kryoréhrchen uberfihrt.
AnschlieRend erfolgte das langsame Einfrieren bei -70°C in einer isolierenden Umhiillung
(Zellstoff). Nach 24h wurden die Aliquots in flissigen Stickstoff Gberfihrt, wo sie Uiber Jahre

ohne Vitalitatsverlust gelagert werden kénnen.

Fur die Rekultivierung wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und zur Entfernung
des zytotoxischen DMSO mit 50ml Kulturmedium gewaschen (5min, 300xg), in frischem

Medium resuspendiert und in die KulturgeféalRe Uberfihrt.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch Farbung mit Trypanblau oder TURK's Lésung.
Der Vitalfarbstoff Trypanblau ermdglicht die Unterscheidung zwischen lebenden und toten
Zellen in Zellsuspensionen, da tote Zellen von diesem Farbstoff sofort angefarbt werden,
wahrend die Zellmembranen lebender Zellen fir wenige Minuten fir den Farbstoff

impermeabel sind.

Zur Bestimmung von Leukozytenzahlen in mit Erythrozyten verunreinigten Proben wurde eine

Farbung mit TURK’s Losung durchgefiihrt. Dabei werden kernhaltige Zellen, zum Beispiel
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Leukozyten, durch Methylviolett angefarbt, wahrend die in der Farbeldsung enthaltene

Essigsaure die Erythrozyten lysiert.

Fur die Ermittlung von Zellzahlen wurden die Zellen in geeigneter Verdiinnung mit dem
entsprechenden Farbstoff gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer Uberfihrt. Nach dem
Auszahlen von vier GroRquadraten wird die Zellzahl wie folgt bestimmt:

ZZ/mI=N/nxVx10*

ZZ:. Zellzahl, N: Zahl der gezahlten Zellen, n: Zahl der ausgezahlten Grolquadrate,

V: Verdunnungsfaktor, 10*: Kammerfaktor

3.1.3 Anlage von Murinen Embryofetalen Fibroblasten

Material:

Trypsin/EDTA pH6,4: 1,259 Trypsin

3,4mM EDTAx2H,0

PBS ad 1000ml

mit NaOH auf pH6,4 einstellen, steril filtrieren und bei 4°C lagern
Kulturmedium MEM + 10% FCS + 100U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin

Einfriermedium siehe 3.1.1

Die Préaparation primarer Fibroblasten erfolgte aus 14-17 Tage alten murinen Embryonen Uber
Auflésung der Gewebestruktur und anschlieBender Kultivierung der adharenten Zellen. Fir ein
genaues Protokoll siehe Podlech et al., 2002. Die so gewonnenen Fibroblasten kénnen im
Anschluss weggefroren oder direkt weiterkultiviert werden. Um vergleichbare Bedingungen fur
Infektion und Infektionsverlauf zu gewahrleisten, wurden MEF fir alle Experimente nur bis zur

3. Passage verwendet.
3.1.4 Vorbehandlung von MEF mit IFN-y

Zur Induktion der MHC-Klasse-I-Genexpression und der verstarkten Prozessierung antigener
Peptide wurden MEF mit IFN-y vorbehandelt. Dazu wurde 48h vor der Infektion IFN-y mit einer
Endkonzentration von 0,2ug/10ml auf die Zellen gegeben und diese dann bei 37°C weiter
inkubiert.

3.1.5 Transfektion

PolyFect besteht aus Dendrimeren, welche durch ihre sphérische Struktur aus Polyamido-
Aminpolymeren und positiver Ladung Plasmid-DNA binden kénnen. Diese sehr kleinen
Komplexe gelangen wahrscheinlich Giber Phagozytose in die Zellen. Dort wird aufgrund der
Pufferwirkung der Dendrimere ihr Abbau in Endosomen verhindert und sie gelangen

schliefRlich in den Zellkern.
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3.1.5.1 Transfektion von MEF mit BAC-Plasmid-DNA

Material:

Medium MEM

MEM + 10% FCS + 100U/ml Penicillin, 100ug/ml
Streptomycin

PolyFect Transfection Reagent

Die Rekonstitution rekombinanter mCMVs erfolgte Gber Transfektion von isolierter BAC-DNA
(siehe 3.4.10) mit Hilfe des PolyFect-Reagenz. Zu 70% konfluente MEF wurden mit definierten
Volumina (2,5ul, 5ul, 10ul bzw. 15ul) gereinigter BAC-DNA transfiziert. Je Well einer 6 Well-
Platte wurde das entsprechende Volumen BAC-DNA mit MEM ohne Zuséatze auf 100ul
Gesamtvolumen eingestellt, vorsichtig durch Invertieren gemischt und mit 10ul PolyFect-
Reagenz versetzt. Die Bildung der DNA-Komplexe erfolgte wahrend 10min Inkubation bei 20-
22°C.

Die Zellen wurden mit 2ml PBS gewaschen und mit 1,5ml Kulturmedium tberschichtet. Nach
der Inkubation wurde der Transfektionsansatz mit 600ul Kulturmedium gemischt und auf die
Zellen gegeben. Nach 6-8h Inkubation bei 37°C wurde der Transfektionsansatz von den Zellen

genommen, diese mit 3ml frischem Kulturmedium Uberschichtet und bei 37°C inkubiert.

4-6 Tage nach erfolgreicher Transfektion treten die ersten Plaques auf, die Uberstande wurden
nach vollstandiger Lyse des Zellrasens einzeln abgenommen und zur Entfernung von
Zelltrimmern zentrifugiert (5min, 500xg, 4°C; Heraeus Labofuge 400R). Die Virusuberstande
kénnen zur Entfernung der BAC-Sequenz (siehe 3.2.4) weiter passagiert oder bei -70°C

gelagert werden.

3.1.5.2 Transfektion von COS-7-Zellen mit Plasmid-DNA

Um Proteine zu uberexprimieren wurden COS-7-Zellen mit Expressionsplasmiden, welche die
Sequenz der zu untersuchenden Proteine enthalten, transfiziert. Dazu wurden 2x10° Zellen
pro 10cm Kulturschale ausgesat und am darauffolgenden Tag wie in 3.1.5.1 beschrieben mit
4ug Plasmid-DNA transfiziert. 48h nach Transfektion wurden die Proteine extrahiert (siehe
3.5.2).
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 mCMV Produktion

Material:
Medium MEM + 10% FCS + 100U/ml Penicillin, 100pg/ml
Streptomycin
Virus Standard Puffer (VSP) 50mM Tris
5mM EDTAx2H,0
12mM KClI
mit HCI auf pH7,8 einstellen, autoklavieren
15%-VSP-Saccharose 15% (w/v) Saccharose in VSP

steril filtrieren, bei 4°C 2-3 Tage haltbar

Die Herstellung hochreiner mCMV-Stocks erfolgt aus infizierten MEF der 3. Passage nach
dem von Podlech et al., 2002 beschriebenen Protokoll.

MEF wurden auf 40-50 Kulturschalen (814,5cm) ausgesat, bei 37°C inkubiert bis sie konfluent
waren und mit 1x10° pfu (plague forming units; siehe 3.2.2) mCMV pro Schale infiziert. Nach
4-5 Tagen, wenn die Zellen maximal infiziert sind und sich ca. 80% der Zellen abgekugelt
haben oder im Uberstand befinden, wurde der Uberstand abgenommen und noch adhéarente
Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt. AnschlieRend wurden die Zellen aufgeschlossen
und die Virionen durch Zentrifugation pelletiert (3h, 28 000xg, 4°C; RC 5C Plus; Rotor SLA-
1500). Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt tber ein 15%-iges VSP-Saccharose-Kissen
(1h, 52 800x%g, 4°C; Sorvall Combi Plus; Rotor AH-629) wurde das aufgereinigte Virus in 2-
3ml 15%-iger VSP-Saccharose-Losung aufgenommen, aliquotiert und bei -70°C gelagert.

3.2.2 mCMV-Titer Bestimmung

Die Zahl infektitser Virionen in einer Suspension wurde mit dem Plaquetest bestimmt. Der
mCMV-Virustiter wird als plaque forming unit (pfu) angegeben. Eine pfu ist nach Definition die
Menge an Virus, die bengtigt wird, um einen einzelnen Plaque in einem Monolayer permissiver

Zellen zu erzeugen. Die Berechnung erfolgt tber folgende Formel:

Virustiter (pfu/ml) = Anzahl Plaques x V x 10 (V: Verdiinnungsfaktor)
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3.2.2.1 Virustiter-Bestimmung aus Uberstanden

Material:
Kulturmedium MEM + 10% FCS + 100U/ml Penicillin, 200pg/ml Streptomycin
Methylcellulose siehe 2.12

MEF der 3. Passage wurden auf 48-Well Zellkulturplatten ausgesét und nach Erreichen der
Konfluenz mit je 100ul/Well einer logie Verdlinnungsreihe der zu titrierenden Viruslosung
infiziert. Damit die freigesetzten Virionen nicht frei diffundieren kénnen, wurden die Zellen nach
einstiindiger Inkubation bei 37°C mit 500ul Methycellulose Uberschichtet. 4 Tage nach
Infektion wurden die entstandenen Plaques im Invertmikroskop gezéhlt und der Virustiter
berechnet. Die Titer-Bestimmung erfolgte in Triplikaten und in zwei unabhangigen

Wiederholungen. Fir den genauen experimentellen Ablauf siehe Podlech et al., 2002.

3.2.2.2 Virustiter-Bestimmung aus Organhomogenaten

Material:
Metallsiebe
Kulturmedium siehe 3.2.2.1
Methylcellulose siehe 2.12

Die Virustiter-Bestimmung erfolgt auf MEF der 3. Passage, die auf 48-Well Zellkulturplatten
ausgesat worden waren. Pro Platte kdnnen 4 Organe als Duplikate titriert werden. Hierzu
wurden die entnommene Organe (siehe 3.3.3) bei 37°C aufgetaut und Uber einem sterilen
Metallsieb homogenisiert. Das Sieb wurde mit 2ml Medium gespilt und eine logio
Verdinnungsreihe mit 6 Verdinnungsstufen erstellt. Von diesen wurden 100pl je Well auf die
zuvor mit PBS gewaschenen MEF gegeben und diese zentrifugal infiziert (siehe 3.2.3).
AnschlieRend wurden die Zellen mit 500ul Methylcellulose Uberschichtet. Die Auswertung
erfolgte nach 4 Tagen durch Auszahlen der Plaques im Invertmikroskop und Berechnung des
Organtiters als pfu/Organ (siehe auch Podlech et al., 2002).

3.2.3 Zentrifugale Infektion von MEF
Material:

Kulturmedium siehe 3.2.2.1

Durch Zentrifugation kann die Infektion permissiver Zellen mit mCMV — in Abhéngigkeit von
der g-Zahl um einen Faktor von ca. 20 verstarkt werden (Osborn & Walker, 1968; Hodgkin et
al., 1988; Kurz et al., 1997; Podlech et al., 2002).
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Fur die zentrifugale Infektion wurden MEF der 2. oder 3. Passage in 6-, 24- oder 48-Well
Zellkulturplatten oder Zellkulturschalen (&10cm) ausgeséat. Nach Zugabe der Viruslosung
wurden die Zellen fur 5min bei 760xg (Multifuge 3 S-R) zentrifugiert. Danach wurden die
Platten um 180° gedreht und fir weitere 25min bei 760xg zentrifugiert. AnschlieRend wurden

die Platten mit Medium supplementiert oder mit Methylcellulose tUberschichtet.

Berechnung der bendtigten Virusmenge fur eine Infektion mit einer MOI von ~4:
Zellzahlx0,2pfu = bendtigte pfu des Virusstocks.

3.2.4 Eliminierung von BAC-Sequenzen aus rekombinanten mCMV

Material:
Kulturmedium siehe 3.2.2.1
Infektionslésung 1pl Virustberstand + 999ul Kulturmedium
Methylcellulose siehe 3.2.2.1

Nach der Rekonstitution von rekombinanten mCMV aus BAC-DNA (siehe 3.1.5.1) ist es
wichtig, die im viralen Genom vorhandenen BAC-Vektor-Sequenzen zu entfernen. Diese
kénnen zu veranderten biologischen Eigenschaften der rekombinanten Viren im Vergleich zum
Wildtyp fihren (Wagner et al., 1999; Adler et al., 2001).

Im mCMV-BAC-Plasmid pSM3fr sind die BAC-Vektor-Sequenzen von homologen viralen
Sequenzen flankiert und kénnen Uber diese durch den eukaryotischen Rekombinations-
Apparat mittels homologer Rekombination eliminiert werden. Daraus resultiert ein
authentisches WT-mCMV-Genom frei von BAC-Vektor-Sequenzen (Wagner et al., 1999).
Allerdings sind mehrere Zellkultur-Passagen (4-5) nétig, um eine weitestgehend BAC-DNA
freie mCMV Population zu erhalten.

Das Passagieren der Virusiberstande erfolgte in 6-Well-Zellkulturplatten durch wiederholte
Infektion von MEF mit den Uberstanden. Diese wurden durch Zentrifugation (5min, 500xg,
4°C; Heraeus Labofuge 400R; Rotor 8172) von Zelltrimmern befreit und sub-konfluente MEF
mit jeweils 1l Viruslosung in 999ul frischem Medium infiziert. Der restliche Uberstand wurde

als Backup bei -70°C gelagert.

Zur Infektion wurde das Kulturmedium der MEF abgesaugt, die Zellen mit 1ml Infektionslésung
bedeckt und der Ansatz fir ca. 30min bei 20-22°C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit 2ml Medium tberschichtet und fiir 4-5 Tage bei 37°C inkubiert,

bis der Zellrasen zu etwa 80% durchlysiert war. Dies wurde fiir 5 Passagen wiederholt.

Das Inokulum der 5. Passage wurde mit 2ml Methylcellulose-Medium Uberschichtet, um nach
3-5 Tagen einzelne Virus-Plaques isolieren zu kdnnen. Einzeln lokalisierte Plagues wurden

von der Unterseite der Kulturplatte markiert, dann wurden aus dem markierten Bereich mit
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sterilen, abgeschnittenen 100pl Pipettenspitzen ein wenig Zellen und Uberstand gepickt und
in 1ml Medium resuspendiert. Die weitere Infektion erfolgte wie oben beschrieben. Nach Lyse
der Zellen wurde der Uberstand abgenommen und auf 3 ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Eins
dieser Aliquots dient zur Isolation viraler DNA (siehe 3.4.11), die anderen wurden als Backup
bei -70°C gelagert.

Zur Uberprifung rekombinanter mCMVs auf eventuell noch verbleibende BAC-Sequenzen
wurden diese mit Hilfe einer quantitativen real-time PCR (qPCR; siehe 3.4.14) mit BAC-
spezifischen Oligonukleotiden nachgewiesen. Gleichzeitig wurde die Zahl der Virusgenome
mit einer M55/gB spezifischen gPCR bestimmt Wenn weniger als 10> BAC-Sequenzen pro 10°
Virusgenome nachweisbar waren, wurde der jeweilige Virus-Stock als BAC-frei definiert.

3.3 Tierexperimentelle Methoden

3.3.1 Immunsuppression

Zur Untersuchung der in vivo Replikation rekombinanter mCMV wurden 8-10 Wochen alte
weibliche BALB/c Mause in einer Kleintierbestrahlungsanlage (OB58-BA, mit zwei [**’Cs]-
Strahlungsquellen) mit einer Dosis von 7Gy bestrahlt. Die Dosis musste monatlich
entsprechend der Halbwertszeit von [**'Cs] (T12=30a) und der Aktivitat zum Zeitpunkt To
(A0=0,708 Gy/min) mit Hilfe des Zerfallsgesetzes (A(t) = Ao €™") neu berechnet werden. Die y-
Bestrahlung fuhrt zu Aplasie des Knochenmarks durch Ausldschung h&matopoietischer
Stamm- und Progenitorzellen (Mutter et al., 1988). AnschlieRend wurden die Tiere intraplantar
(i.pl.) mit mCMV infiziert (siehe 3.3.3).

3.3.2 Depletion der naturlichen Killerzellen und Blockade des NKG2D-Rezeptors

Um natirliche Killerzellen (NK) zu depletieren wurden Mausen 20ul a-asialo GM1 in 500ul
PBS/Tier i.v. verabreicht. Zur Blockierung des NKG2D-Rezeptors wurden 300ug des
antagonistischen Antikérpers in 500ul PBS/Tier verabreicht. 24h nach der Depletion wurden
die Mause i.v. mit mCMV infiziert (siehe 3.3.3), bei Blockade des NKG2D-Rezeptors erfolgte
die Infektion bereits nach 6h.

3.3.3 Infektion der Maus mit mCMV

Fur die intraplantare Infektion wurde das Virus auf eine Konzentration von 1x10%pfu in 25pl
PBS/Tier verdunnt. Das Virus wurde stets auf Eis gehalten und den Mausen mit einer 1ml

Spritze und Kaniilen (0,4x19mm) intraplantar in die rechte Hinterpfote injiziert.
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Immunsupprimierte Tiere zeigen nach etwa 7 Tagen eine deutliche Hamorrhagie und lokale
Schwellung an der Hinterpfote. Dagegen ist bei immunkompetenten Tieren die Schwellung
deutlich geringer oder kaum feststellbar.

Fir die intravenose Infektion wurden pro Tier 2x10°pfu mCMV in 500ul PBS verdiinnt und in

die Schwanzvene injiziert.

3.3.4 Organentnahme und Probenkonservierung

Nach Totung der Tiere mit CO, wurden Milz, Lunge, Speicheldriise und Leber entnommen und
je nach Bedarf weiter behandelt.

Organtiterbestimmung: Lagerung in Medium bei -70°C, siehe 3.2.2.2
Histologische Schnitte: Inkubation in Formalin Uber Nacht, Weiterverarbeitung siehe 3.7.1

Aufarbeitung von CD8 T-Zellen: Aufnahme in Medium und sofortige Weiterverarbeitung siehe
3.6.2.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Umgang mit Bakterien

Um Kontaminationen mit anderen Bakterien oder Pilzen zu vermeiden, wurde bei der Arbeit
mit Bakterien auf eine sterile Handhabung geachtet. Alle Medien und L&ésungen wurden
autoklaviert, nicht autoklavierbare Lésungen steril filtriert. Folgende Antibiotika kamen in dieser

Arbeit zum Einsatz:

Antibiotikum gelost in Cstock Verdinnung Cend
Ampicillin (Amp) H20 100mg/ml  1:1.000 100pg/ml
Chloramphenicol (Cam) 100% EtOH  34mg/ml 1:2.000 17pg/mi
Kanamycin (Kan) H.0 10mg/mi 1:400 25ug/ml

Die Stammldsungen wurden steril filtriert und bei -20°C gelagert. Die Zugabe erfolgte erst nach

dem Autoklavieren des Mediums.

3.4.2 Anzucht von Flussigkulturen

Material:

LB-Medium 10g NacCl
10g Bacto-Trypton
5g Hefeextrakt
ad 11 HO
mit NaOH auf pH7,5 einstellen, autoklavieren
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Zur Herstellung einer Flussigkultur wurde eine Kolonie von einer Plattenkultur mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und in 5ml LB-Medium tberfuhrt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei
geeigneter Temperatur und unter stidndigem Schitteln bei 220U/min. Wurden grol3ere
Flussigkulturen (> 10ml) bendtigt, so wurde Uber Tag (8 Stunden) eine 5ml Vorkultur
herangezogen und anschliel3end ein grof3eres Volumen an Flissigkultur mit 1/1000 Volumen
der Vorkultur angeimpft.

3.4.3 Plattenkulturen

Material:
LB-Agar wie LB-Medium siehe 3.4.2

159 Bacto-Agar
autoklavieren, Antibiotikazugabe erst nach Abkuhlen auf ~50°C, in sterile Einweg-Plastik-
Petrischalen giel3en.
Plattenkulturen dienten dazu, Bakterienkulturen tber einen Zeitraum von mehreren Tagen bis
maximal 2 Wochen zu lagern, eine Selektion von Transformanden durchzufthren oder
Flassigkulturen anzuimpfen. Die Lagerung der Bakterienplatten, die zuvor mit Parafilm
abgedichtet wurden, erfolgte bei 4°C. Die Plattenkulturen wurden von gut bewachsenen
Ubernachtkulturen (Fliissigkulturen) durch Ausstreichen mit einer Impfése angelegt. Beim
Ausplattieren von Transformationsansatzen wurde die Bakteriensuspension auf der

Agaroberflache mit einem Drigalski-Spatel verteilt.

3.4.4 Herstellung von Dauerkulturen

Um Bakterienklone Uber langere Zeitraume hinweg stabil zu lagern, wurden Dauerkulturen
angelegt. Dazu wurden 750ul einer frischen Bakterien-Kultur mit 750ul 86%-igem Glycerin

gemischt und anschlief3end bei -80°C gelagert.

3.4.5 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Material:

10% Glycerin in aqua dest., 4°C
Um Bakterien elektrokompetent zu machen, wurden diese in einem Volumen von 200ml bis
zu einer ODsgs von 0,5-0,7 kultiviert und der Kolben anschliel3end sofort fir 15min in Eiswasser
abgekihlt. Danach wurden die Zellen 15min bei 2600xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in
150ml 10% Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal
wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet in
2ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen und in Aliquots a 50ul in vorgekuhlte Eppendorf-
Reaktionsgefalie tberfuhrt. Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -70°C gelagert.

44



3 Methoden

3.4.6 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Fur die Elektroporation von elektrokompetenten Bakterien wurden die Bakterien auf Eis
aufgetaut und die zu transformierende DNA (100-500ng) zu einem Aliquot der Bakterien
gegeben. Nach 1min auf Eis wurden die Bakterien in eine vorgekihite Elektroporations-
Klvette Uberfuhrt und mit 2,5kV, 400Q und 25uF perforiert (Gene Pulser, BIO-RAD, Miinchen).
Nach Zugabe von 1000ul LB-Medium wurden die Bakterien 45-60min bei geeigneter
Temperatur unter Schutteln inkubiert und auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotika-
Zusatz ausgestrichen.

3.4.7 Plasmid-Minipraparation

Hochreine DNA Plasmid-Isolierungen im kleinen MaRRstab wurden mit dem Qiagen Plasmid
Mini Kit ausgefihrt. Dazu wurde eine 5ml-Flissigkultur angelegt (siehe 3.4.2) und die DNA am
nachsten Tag aufgereinigt. Die Durchfihrung erfolgte gemaR den Herstellerangaben:

http://www.giagen.com/literature/render.aspx?id=369

3.4.8 Plasmid-Midipraparation

Diese Methode wurde verwendet, wenn DNA in besonders reiner Form und hoher Menge, zum
Beispiel fir Transformationen oder Klonierungen bendtigt wurde. Hierfir wurde eine
100ml-Flussigkultur angelegt (siehe 3.4.2) und die DNA am néchsten Tag aufgereinigt. Die
Durchfuhrung erfolgte mit dem NucleoBondTM Xtra Midi Kit gemaR den Herstellerangaben:
http://www.mn-net.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%
20Purification/UM_pDNA_NuBoXtra.pdf

3.4.9 Schnellpraparation von BAC-DNA (BAC-Minipréparation)

Material:

Losung 1 25mM Tris
10mM Na;EDTAx2H,0
ad 11 H.O
mit HCI auf pH8 einstellen, autoklavieren
100mg RNase
bei 4°C lagern
Lésung 2 200mM NaOH
20% (v/v) SDS
ad 11 H.O
autoklavieren, bei 20-22°C lagern
Ldsung 3 3M KAc
ad 1l H.0
mit Eisessig auf pH5,5 einstellen, autoklavieren
bei 4°C lagern

Da die mCMV-BAC-DNA eine GrofR3e von ca. 238kbp besitzt, missen bei der Isolierung von

BAC-DNA jegliche Scherkrafte vermieden werden. Daher wurden zum Pipettieren von BAC-
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DNA die Pipettenspitzen abgeschnitten und die DNA nur durch vorsichtiges Invertieren
gemischt.

Fur den Ansatz einer 0.N.-Kultur wurden 10ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft
(siehe 3.4.2) und bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Von der G.N.-Kultur wurden 750pl
Bakteriensuspension zur Anlage eines Glycerinstocks (siehe 3.4.4) entnommen und der Rest
durch Zentrifugation mit 3500U/min (Heraeus Labofuge 400R, Rotor 8172) fir 5min bei 4°C
pelletiert. Das Pellet wurde in 200ul Lésung 1 resuspendiert und in ein 2ml Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfiihrt. Zur alkalischen Lyse wurden 300ul Lésung 2 zugegeben, der
Ansatz vorsichtig durch Invertieren gemischt und anschlie3end fiir 5min bei 20-22°C inkubiert.
Durch Zugabe von 300ul Losung 3 und anschlieRender Inkubation auf Eis flr 5-10min wurden
SDS, chromosomale DNA und Proteinbestandteile ausgefallt. Nach Zentrifugation mit
20800xg (centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg) fiir 10min bei 4°C wurde der Uberstand mit
600ul Isopropanol (20-22°C) versetzt, suspendiert und erneut fiir 15min zentrifugiert. Das
DNA-Prazipitat wurde mit 1ml eiskaltem 70%-igem (v/v) Ethanol gewaschen (10min,
20800xq), luftgetrocknet, in 100ul 10mM Tris/HCI (pH 8,5) + RNase (0,1mg/ml) aufgenommen
und zum besseren Losen der DNA fur 10min bei 37°C inkubiert. Die Lagerung der BAC-DNA
erfolgte bei 4°C.

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

Fur die Isolierung groRerer Mengen reiner BAC-DNA wurde der Nucleobond Kit PC 500 (Nr.
740574.25, Macherey&Nagel) verwendet. Dazu wurden 500ml LB-Medium 1:500 mit einer
frischen Bakterien-Vorkultur angeimpft und unter Schitteln bei entsprechender Temperatur fur
18-20h inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation mit 6300U/min (Sorvall RC5C
Plus, Rotor: SLA-1500) fur 10min bei 4°C pelletiert und die BAC-DNA nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt: http://mww.mn-

net.com/Portals/8/attachments/Redakteure Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20Purification/
UM_pDNA_NuBo.pdf.

Die Klarung des bakteriellen Lysates erfolgte durch Filtration Uber einen angefeuchteten
Faltenfilter. Nach der DNA-Fallung durch Isopropanol wurde das Prazipitat in 1200-200ul 10mM
Tris/HCI (pH 8,5) + RNase (0,1mg/ml) aufgenommen und bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

3.4.11 Isolierung von viraler DNA

Um virale DNA aus Zellkulturiiberstand oder direkt aus aufgereinigten Virionen zu gewinnen,
wurde der High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Nr. 11858874001, Roche) verwendet. 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 Nukleinséduren von Salzen, Proteinen und anderen Kontaminanten durch einen
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Waschschritt konnte die gereinigte DNA von der Membran eluiert werden. Die so isolierte virale
DNA diente als Template-DNA fiir die PCR zur BAC-Mutagenese und Uberpriifung der
Exzision von BAC-Sequenzen nach in vitro-Passagierung der mittels BAC-Technologie
hergestellten rekombinanten Viren (siehe 3.2.4). Die Isolierung der viralen DNA erfolgte nach
Angaben des Herstellers:
http://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/MANUALS/napi_man/pdf/chapter%202/p
age%?2082-86.pdf.

3.4.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die Bestimmung der Konzentration von DNA-LOsungen erfolgte standardmaRig
spektrometrisch durch Messung der Extinktion bei 260nm im Nanodrop. Das minimal
messbare Volumen betragt 1ul Losung. Bei hohen DNA-Konzentrationen wurden die
Ldsungen in TE-Puffer oder 10mM Tris (pH 8,0) verdiinnt. Diese gepufferten Systeme sind
Wasser vorzuziehen, da das Absorptionsverhalten von Nukleins&uren in nichtgepufferten
Losungen stark variieren kann (Wilfinger et al., 1997).

Der Konzentrationsberechnung wurde folgender Wert zugrunde gelegt:

Extinktionzsonm = 1 2 50ug/ml bei dsDNA

Die Reinheit einer DNA-Probe von Proteinverunreinigungen lasst sich (ber den
Extinktionsquotient der Extinktionen Eazeo/E2s0 bestimmen. Der Quotient gibt dabei das
Verhaltnis zwischen Nukleinsdure und Protein an. Proteinfreie DNA-LOsungen weisen ein
Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 auf, fir RNA sollte der Quotient tiber 2,0 liegen (Sambrook & Russel,
2001).

3.4.13 Polymerase Kettenreaktion

Material:
HotStar HiFidelity DNA Polymerase

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde 1987 von Mullis & Faloona erstmals beschrieben
und von Saiki et al. optimiert (1988). Mit dieser Methode kénnen DNA-Abschnitte selektiv
amplifiziert werden. Dabei definieren sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer) die Enden
des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts. Bei der Auswahl der Primer-Sequenzen ist auf
ausreichende Sequenzspezifitdt (L&nge von 16-20 Nukleotiden) und auf bestmdgliche
Hybridisierung am 3’-Ende durch ein Guanosin oder Cytosin zu achten. Des Weiteren sollten
zueinander komplementare Sequenzen innerhalb der Oligonukleotide vermieden werden, da
diese zur Ausbildung von Sekundarstrukturen fihren kénnen und das Annealing negativ
beeinflussen. Die Amplifikation wird von den Primern ausgehend durch eine hitzestabile DNA-

abhangige DNA-Polymerase z.B. Tag-Polymerase katalysiert. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der
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Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges bei 94-95°C. Durch Reduzierung
der Temperatur kommt es zur Hybridisierung der Oligonukleotide an die DNA-Einzelstrange
(Annealing). Anschliel3end erfolgt bei 72°C die Neusynthese der DNA-Doppelstrénge durch
die DNA-Polymerase (Extension). Durch Wiederholung der Schritte erfolgt eine exponentielle
Synthese der spezifischen DNA-Abschnitte, so dass die Anzahl der resultierenden DNA-
Doppelstrange theoretisch nach n Zyklen 2" betragen wirde. Limitierende Faktoren der

Amplifikation sind die Menge an Primern, Nukleotiden und die Enzymaktivitat.

Durch die Touchdown-PCR kann die Amplifizierung unspezifischer DNA-Sequenzen erheblich
reduziert werden. Dabei wird im ersten Synthesezyklus die Annealing-Temperatur so gewabhilt,
dass sie geringfligig Uber der Schmelztemperatur der Primer liegt. Unter diesen Bedingungen
bindet der Primer nur dann an die Template-DNA wenn er optimal passt. So entstehen
praktisch keine Nebenprodukte aus unspezifischen Bindungen. In den darauffolgenden
Synthesezyklen wird die Temperatur schrittweise gesenkt. Die Primer binden nun zwar
unspezifischer, es sind jedoch bereits mehr spezifische Template-Molekile im Ansatz

vorhanden.

HiFidelity PCR Ansatz

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10x Puffer 5ul 1x

Primer for [10pmol/pl] 1,5ul 0,3uM

Primer rev [10pmol/ul] 1,5ul 0,3uM

HiFidelity DNA Polymerase 1pl 2,5U

Template DNA variabel 10ng

dH.0 ad 50ul

HiFidelity Touchdown PCR Profil

95°C | 94°C 72°C | 94°C 72°C |72°C
62-45°C 45°C 4°C
5 30“ ‘ 1min/kb| 30“ ‘ 1min/kb| 10°
N 1Y L J %
18x 12x
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HiFidelity PCR Profil

95°C | 94°C 72°C | 72°C
62-45°C 4°C
5 30 _ 1min/kb| 10’
I\ 1Y ”
35x

3.4.14 Quantitative real-time PCR (gPCR)

Nach einer konventiellen PCR kdnnen die Amplifikate mittels Gelelektrophorese tberprift und
eine ungefdhre Mengenabschatzung gemacht werden. Es ist jedoch nicht mdéglich,
Ruckschlisse auf die Ausgangsmenge des DNA-Templates zu ziehen, da die Amplifikation
nach einer bestimmten Anzahl an Zyklen eine Plateauphase erreicht.

Bei der gPCR hingegen wird jeder Zyklus der PCR verfolgt. Insbesondere kann die
exponentielle Phase detektiert werden, die sich durch eine exakte Verdopplung
(Reaktionseffizienz 100%) der Amplikons auszeichnet. Die Detektion erfolgt entweder nicht-
sequenzspezifisch mit dsDNA bindenden Fluorochromen (z.B. SYBR Green,) oder
sequenzspezifisch mit Fluorochrom-gekoppelten Sonden (z.B. TagMan Sonden). Durch die
Proportionalitédt von Fluoreszenzsignal und Kopienzahl des Zielmolekils kann direkt eine
Mengenbestimmung der zu untersuchenden Probe durchgefiihrt werden, wenn ein definierter
Standard mitgefuhrt wird (siehe 3.4.15).

Die Auswahl der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten sequenzspezifischen Oligonukleotide
(siehe 2.11) erfolgte mit Hilfe des Programms Primer-Express Version 2.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.4.15 Plasmid-Standards zur absoluten Quantifizierung

Fur die absolute Quantifizierung wurden Plasmid-Standards mit definierter Teilchenanzahl
benutzt. Um zu Uberprifen, ob neu generierte mCMYV frei von BAC-Sequenzen waren, wurde
das Plasmid pDrive_gB_PTHrP_BAC (Lemmermann et al., 2010b) verwendet. Das Verhaltnis
zwischen BAC-Vektorsequenz und M55/gB wurde mit den spezifischen Oligonukleotiden und
Sonden (siehe 2.11) bestimmt.
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3.4.16 TagMan PCR

Material:
QuantiTect SYBR Green | PCR Kit

Fur den Nachweis der Eliminierung der BAC-Sequenzen in neu generierten mCMV wurde die
absolute Quantifizierung von M55/gB oder BAC mit SYBR Green durchgefiihrt. Wahrend der
DNA-Synthese bindet es an doppelstrdngige DNA und emittiert dabei ein fluoreszierendes
Signal mit einem Emissionsmaximum bei 521nm, das direkt gemessen werden kann. Da
SYBR Green unspezifisch an jede synthetisierte dsDNA bindet, ist fur die genaue
Quantifizierung mit SYBR Green die Erstellung einer Schmelzkurve am Ende jeder PCR
obligat. Durch die Temperaturerhéhung von 60 auf 95°C werden dsDNA-Molekiile langsam
denaturiert und interkalierende Farbstoffe freigesetzt. Dies wird gemessen, wobei
unspezifische Produkte und Primer-Dimere durch ihre abweichende Schmelztemperatur von
den zu untersuchenden Amplifikaten unterschieden werden kdénnen. Um Kontaminationen
auszuschlieRen wurde der Mastermix mit Puffer, Primern und Wasser unter einem Template
Tamer angesetzt und anschlielend auf die PCR-Gefal3e aufgeteilt. Die Template DNA, hier
entweder aufgereinigte virale DNA (siehe 3.4.11) oder der Plasmid-Standard wurde jeweils in

einem anderem Raum dazu gegeben.

TagMan7500 PCR Ansatz

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
2xQuantiTect SYBR Green 10yl 1x

PCR Master Mix

Primer for [10uM] 1,5l 0,75uM

Primer rev [10uM] 1,5l 0,75uM
Template DNA 2-4ul 100ng

dH20 ad 20ul

TagMan7500 PCR Profil

3-Schritt Cycling Schmelzkurve
95°C | 95°C 72°C | 95°C 95°C
62°C 60°C auto
15° 15 45 15 15
30° 1°
N

v

50x
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3.4.17 Enzymatische Restriktion von Nukleinsauren

Fur analytische Zwecke wurden 500ng Plasmid-DNA in 20pl Ansatzen mit
Restriktionsenzymen verdaut. Standardmafiig wurde eine Enzymmenge von 1U je Ansatz in
einem fur die Aktivitat des Enzyms geeigneten Puffer eingesetzt und fur 1h bei
enzymspezifischer Temperatur inkubiert. Mehrfachrestriktionen konnen bei

tbereinstimmenden Reaktionsbedingungen in einem Ansatz durchgefihrt werden.

Préaparative DNA Restriktionen, bei denen grof3ere Mengen an DNA verdaut wurden (10ug in
100ul), wurden fur 3h inkubiert. Uber eine Auftrennung der DNA im Agarose-Mini-Gel (siehe
3.4.18) kann der Erfolg der Restriktion kontrolliert werden.

Nach der Restriktion erfolgte vor der Weiterverwendung der DNA immer eine Aufreinigung
entweder Uber ein praparatives Gel (siehe 3.4.18) und Gel-Elution (siehe 3.4.19) oder Uber
Saulenaufreinigung (siehe 3.4.20).

3.4.18 Native Gelelektrophorese von DNA

Material:
50xTAE-Puffer 400mM Tris
50mM EDTAx2H.0
ad 5| 2H,0
mit Eisessig auf pH8,0 einstellen, autoklavieren
10xTBE-Puffer 450mM Tris

10mM EDTAXx2H.0
450mM Borsaure
mit Eisessig auf pH8,3 einstellen, autoklavieren

Gebrauchslésung: 1XTAE-Puffer bzw. 1xTBE-Puffer

Mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese wurden Gréf3enabschatzungen von DNA-Fragmenten,
Konzentrationsbestimmungen, Reinigung von linearen DNA-Fragmenten,
Intaktheitstiberprifungen und préparative Auftrennungen von Nukleinsauren durchgefihrt.
Standardmalfig erfolgte die Auftrennung der DNA-Molekile in 1%-igen Agarose-Gelen. Fir
bestimmte Fragestellungen wurden die Agarose-Konzentrationen variiert; so wurden
restringierte BAC-Plasmide mit Fragment-Grof3en zwischen 1-30kbp in 0,7%-igen und DNA-
Fragmente <1kbp 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 PCR
eingesetzt. Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern in
1xTAE. Linearisierte BAC-DNA wurde immer in speziellen Maxi-Gelen (20x25cm) tiber Nacht
im Kuhlraum (4°C) mit 1xTBE (hohere Pufferkapazitat im Vergleich zu TAE) als Laufpuffer
aufgetrennt (Gelherstellung siehe Gassen & Schrimpf, 1999). Die angelegte Spannung (0,5-5
V/cm Elektrodenabstand) richtet sich nach Fragment- bzw. Gel-GroRe. Um die DNA-Banden
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beurteilen zu koénnen, wurde dem Gel Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1ug/ml)
hinzugefigt. Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierendes Fluorophor, welches nach Anregung
mit UV-Licht die DNA sichtbar macht. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer CCD-Kamera.

3.4.19 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Die Elution von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction-Kits.
Mit diesem ist eine Extraktion und Reinigung von bis zu 10ug DNA-Fragmenten mit einer
GrofRe von 70bp-10kbp ohne Phenolextraktion und anschlieender Ethanol-Préazipitation
moglich. Das Prinzip der Methode beruht auf einer quantitativen Adsorption von DNA-
Molekilen an eine Silica-Gel-Membran unter Hochsalz-Bedingungen. Die anschlieRende
Elution der DNA erfolgt bei Niedrigsalz-Bedingungen mit 10mM TrisHCI (pH 8,5). Alle
Verunreinigungen wie z.B. Agarose, Proteine, Salze und Ethidiumbromid werden wahrend der
Waschschritte entfernt und die DNA im Anschluss eluiert. Diese kann dann direkt in
nachfolgende Anwendungen (z.B. Ligation, PCR, Sequenzierung, etc.) eingesetzt werden. Die
Durchfuihrung erfolgte geman den Herstellerangaben:

http://www.giagen.com/products/dnacleanup/gelpcrsicleanupsystems/qgiaquickgelextractionkit

.aspx#Tabs=t2

3.4.20 Reinigung von DNA

Zur schnellen Aufreinigung von DNA, z.B. nach Restriktion oder zum Umpuffern, wurde der
Qiaquick PCR Purification Kit verwendet. In Gegenwart von Guanidin-Thiocyanat bindet DNA
selektiv an spezielle Glasfilter. Das folgende Waschen entfernt Oligonukleotide, Proteine und
Salze aus dem Ansatz. Unter Niedrigsalzbedingungen erfolgt im Anschluss die Elution der
DNA. Die Durchfiihrung erfolgte gemaf3 Herstellerangaben:
http://www.giagen.com/products/dnacleanup/gelpcrsicleanupsystems/giaquickpcrpurification
gia.aspx?rp=1000254&rpg=0#Tabs=t2.

3.4.21 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur Subklonierungen von DNA-Fragmenten ist es notwendig, freie DNA-Enden wieder zu
verbinden. Die Reaktion der Ausbildung einer Phospho-di-Ester-Bindung zwischen einer 5'-
Phosphatgruppe und einer 3‘-Hydroxylgruppe einer dsDNA wird unter ATP-Verbrauch von der
T4 DNA Ligase katalysiert.

Die bendtigte DNA-Menge fur die Ligation ist direkt vom Grof3enverhéltnis zwischen Vektor
und Insert abhangig, so dass sich die bendtigten DNA-Mengen Uber folgende Formel
errechnen lassen:

N X Masseyexior [NG] X LANGE)hsert [DP]
I-‘;;mgeVektor [bp]

Masselnsert [ng]:
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n = Verhaltnis Insert zu Vektor

Fur einen Ligationsansatz wurden 50ng linearisierte Vektor-DNA in einem Verhaltnis von 1:5
zur Insert-DNA eingesetzt.

Ligationsansatz:
Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
Vektor-DNA Xul 50ng
Insert-DNA yul variabel
10x T4 DNA Ligase Puffer  2pl 1x
T4 DNA Ligase 0,2-0,4ul 1-2U
dH>0 ad 20ul

Die Ansétze wurden fir 2h bei 22°C inkubiert und anschlieRend in kompetente Bakterien

transformiert (siehe 3.4.6).
3.4.22 Mutagenese

3.4.22.1 Site Directed Mutagenesis

Material:

QuikChange Il Site-Directed

Mutagenesis Kit
Mit dem QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit kdnnen sehr schnell und effizient
Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in einem DNA-Plasmid eingefugt werden. Das
Ausgangsplasmid mit der zu mutierenden Sequenz wird mit zwei zueinander komplementéaren
Primern, welche die gewlinschte Mutation tragen und einer PfuUltra high-fidelity DNA-
Polymerase wie in einer Standard-PCR vervielfacht. Nach der finalen Synthese der DNA-
Doppelstrange wird die methylierte Ausgangs-DNA durch Dpnl abgebaut und mit der mutierten
DNA chemokompetente XL1-Blue transformiert, in denen der Nick des Plasmids geschlossen
wird. Die Durchfuhrung erfolgte geman Herstellerangaben:

http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/200523.pdf

Fur die Reaktion wurden folgende Komponenten gemischt:

10x Reaktionspuffer 5ul
Ausgangs-DNA 25ng
Primer for 125ng
Primer rev 125ng
dNTPs ul
QuikSolution 1,5l
dH:20 ad 49ul
QuikChange Enzym 1l
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3.4.22.2 Mutagenese mittels Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren im E. coli Stamm
DH10B zur Herstellung rekombinanter mCMV mittels BAC (Bacterial Artificial

Chromosome)-Technologie

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; 2004a; b) sowie Wagner
et al. (1999) durchgefiihrt. Fir eine detaillierte Darstellung siehe Abb. 3.1.

Die mCMV-sequenzspezifischen Manipulationen wurden in high-copy Vektoren durchgefihrt.
In einem abschlieRenden Klonierungsschritt wurde das manipulierte Fragment in das low-copy
Shuttle-Plasmid pST76K_SR (Posfai et al., 1997; Hobom et al., 2000; Borst et al., 2004b)
kloniert. Fir eine effektive und spezifische homologe Rekombination ist es notwendig, dass
die einzubringenden Sequenzen von gleich langen Sequenzen (1,5-3kbp beidseitig) (Smith,
1988) flankiert werden, die homolog zum Integrationsort sind.

Cotransformation des Shuttle-Plasmids und Bildung der Cointegrate

Elektrokompetente DH10B Bakterien, die das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid enthielten,
wurden mit 15ng Shuttle-Plasmid-DNA transformiert (siehe 3.4.6) und fir 1h in LB-Medium
(ohne Antibiotika) bei 30°C geschiittelt. Der gesamte Ansatz wurde auf LB-Platten (Cam/Kan)
ausgestrichen und fir 24-36h bei 30°C inkubiert. Dabei erfolgt eine erste homologe
Rekombination. Die so gebildeten Cointegrate haben die Shuttle-Plasmid-DNA vollsténdig in
das mCMV-BAC-Plasmid integriert.

Anreicherung der Cointegrate und Entfernung der Shuttle-Plasmide

10 Cointegrate enthaltende Bakterienkolonien wurden auf LB-Platten ausplattiert (Cam/Kan)
und U.N. bei 43°C im Brutschrank inkubiert. Bei dieser Temperatur kénnen Cointegrate
replizieren, nicht jedoch die Shuttle-Plasmide, da bei 43°C ein falsch gefaltetes RepA-Protein
entsteht, das den temperatursensitiven Replikationsursprung pSC101 nicht mehr induzieren
kann (Hashimoto-Gotoh et al., 1981; Steinmetz et al., 1985; Blomfield et al., 1991). Das
Entstehen grofRer Einzelkolonien ist in diesem Schritt essentiell, es kann daher notwendig sein

diesen Schritt zu wiederholen.

Cointegrat-Auflésung

Um die Auflésung der Cointegrate durch eine erneute homologe Rekombination zu
gewahrleisten, wurden 10 Kolonien als Verdinnungsausstrich auf LB-Platten (Cam)
ausplattiert und ca. 30h bei 30°C inkubiert. Die resultierenden Kolonien sind eine Mischung

aus Bakterien mit aufgelosten und Bakterien mit nicht-aufgelosten Cointegraten.

Selektion gegen nicht-aufgeldste Cointegrate
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Die Identifizierung von Bakterien mit aufgelosten Cointegraten erfolgte Uber einen
Verdunnungsausstrich auf LB-Platten (Cam) mit 5% (w/v) Saccharose und 30h Inkubation bei
30°C. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Unter diesen Bedingungen konnen nur
Bakterien mit aufgeldsten Cointegraten replizieren, da sie das SacB-Gen verloren haben.
Bakterien mit nicht-aufgelosten Cointegraten exprimieren hingegen das Exoenzym Levan-
Saccharase, welches die Synthese des Polysaccharids Levan aus Saccharose katalysiert
(Blomfield et al., 1991). Infolgedessen kommt es zur Akkumulation von Levan im

periplasmatischen Raum mit letalen Konsequenzen fur E. coli (Gay et al., 1983).

Durch die Auflosung der Cointegrate haben die Bakterien die zuvor eingebrachte Kan-
Resistenz wieder verloren. Die daraus folgende Kan-Sensitivitét wurde bei 100 Einzelkolonien
des Schrittes getestet. Dazu wurden LB-Platten (Kan/Cam) und LB-Platten (Cam) parallel
beimpft und bei 37°C U.N. inkubiert. Dabei ist es wichtig, zuerst die Kan- und dann erst die

Cam-Platte zu beimpfen. Mindestens 80% der Klone sollten Kan-sensitiv sein.

Charakterisierung Kan-sensitiver Klone

Von 10 Kan-sensitiven Bakterienkolonien wurde je eine 10ml LB-Kultur (Cam) angeimpft und
bei 37°C 0.N. unter Schuitteln inkubiert. Am ndchsten Tag wurde die BAC-DNA isoliert (siehe
3.4.9) und mittels Restriktionsanalyse charakterisiert. Zur Sicherung der Klone wurden von
diesen Glycerinzellen angelegt (siehe 3.4.4).

Durch die Restriktion konnte die globale Integritat des mCMV-Genoms kontrolliert werden.
Dieses kann in einigen Fallen groRere Deletionen aufweisen, da es in Folge der RecA-
Expression zu Instabilitaiten durch unerwiinschte intramolekulare Rekombinationsereignisse
im mCMV-BAC-Genom kommen kann (Horsburgh et al., 1999; Smith & Enquist, 2000). Zur
Identifikation der gesetzten Mutationen wurde mittels PCR der entsprechende
Sequenzabschnitt vervielfacht und nach Reinigung Uber ein Agarose-Gel sequenziert.
Statistisch gesehen sollten 50% der Klone dieser Kolonien das korrekt mutierte mCMV-BAC-

Plasmid enthalten.

Fur die anschlielende Red-vermittelte markerlose Rekombination nach Tischer (siehe
3.4.22.3) wurde die BAC-DNA isoliert (3.4.10) und in elektrokompetente GS1783 Bakterien
umkloniert (siehe 3.4.6).
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Abb. 3.1 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 zum
Integrationsort im Virusgenom angrenzenden Homologien (homologer Bereich A bzw. B) in E. coli (DH10B), welche
bereits ein mMCMV-BAC-WT-Plasmid besitzen transformiert. Wahrend der Inkubation bei 30°C wird das RecA-
Protein exprimiert und homologe Rekombination kann z.B. Gber die Homologien A erfolgen. Dadurch entsteht ein
Cointegrat, auf das mit Chloramphenicol (Cam) und Kanamycin (Kan) selektioniert werden kann. AnschlieBende
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 tber Homologie A, so entsteht wieder ein mCMV-
BAC-WT-Plasmid. Verlauft die Auflésung jedoch tUber Homologie B, so wird ein rekombinantes mCMV-BAC-
Plasmid (Mut) mit der gewiinschten Mutation erhalten. Zur Erhéhung der Ausbeute an aufgelésten Cointegraten
wird mit 5% Saccharose gegen nicht-aufgeldste Cointegrate (mit SacB-Gen) selektioniert (aus Simon, 2006).

mCMV-BAC-
Plasmid (Mut)

(50%)
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3.4.22.3 Red-vermittelte markerlose DNA Rekombination in E. coli

Mit der 2006 beschriebenen Methode der Red-vermittelten markerlosen DNA Rekombination
(Tischer et al., 2006) ist es moglich, Deletionen, Insertionen oder Punktmutationen in BAC-
Plasmiden durchzufiihren, ohne dass Reste von Fremd-DNA im Genom zurlickbleiben, die
unter Umstanden zu unerwiinschten Nebeneffekten bei der Proteinsynthese oder -expression

fuhren kénnen.

Mittels PCR wird ein positiver Selektionsmarker (Kan-Kassette) amplifiziert. Durch die Primer
werden zum Integrationsort homologe Sequenzen, welche jedoch die gewlnschten
Mutationen haben, an 5- und 3'-Ende des PCR-Produkts angefuigt. Das PCR-Produkt enthalt
zusatzlich eine Schnittstelle der Homing-Endonuklease |-Scel. Das PCR-Produkt wird
anschlie3end in elektrokompetente GS1783 transformiert, in denen durch Red-Rekombination
das PCR-Produkt in die BAC-DNA aufgenommen wird. Durch anschlieBende Arabinose-
induzierte I-Scel Expression wird ein Dopppelstrangbruch herbeigefiihrt, dessen Produkte als
Substrate fiir eine weitere Red-Rekombination dienen. Das Endprodukt ist eine BAC-DNA, die
die gewiinschte Mutation enthélt, jedoch keine Uberreste des positiven Selektionsmarkers. Fiir
ein Schema siehe Abb. 3.2.

Herstellung und Aufreinigung des PCR-Fragments

Zur Amplifikation des Kanamycin-Resistenzgens aus dem Plasmid pEPkan-S werden
Oligonukleotide verwendet, die aus 70 bis 120 Nukleotiden bestehen. An ihren 3‘-Enden
befindet sich die jeweilige Priming Region des Plasmids, an ihren 5-Enden die mCMV
homologe Sequenz mit den Basenaustauschen. Fir die spatere homologe Rekombination
zwischen dem PCR-Fragment und der mCMV-BAC-DNA wird ein Homologiebereich von
mindestens 40 Nukleotiden bendtigt. Fur die PCR wird 5x folgender Ansatz pipettiert:

Komponente Volumen Endkonzentration
5xPCR-Puffer 10ul 1x

Primer for 1,5ul 0,3uM

Primer rev 1,5ul 0,3uM

HotStar HiFidelity Polymerase 1l 2,5U

pEPkan-S variabel 10ng

dH:20 ad 50ul
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PCR-Profil:
95°C | 94°C 72°C | 94°C 72°C |72°C
62-45°C 45°C 4°C
5 30 ‘ 120“ 30* ‘ 1'20“ 10°
N 1 1 J %
Y Y
18x 12x

Um die Template-DNA abzubauen wurde jedem Ansatz nach der PCR je 40U Dpnl zugegeben
und 1,5h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die PCR-Produkte in einem 1%-igen
Agarose-Gel aufgetrennt und mittels Gel Extraction-Kit aufgereinigt (siehe 3.4.19). Nach

Elution in je 30ul dH2O wurden die Produkte vereint und eine Ethanolféallung durchgefihrt.

Ethanolféllung

Fur die Fallung der DNA wird diese mit 1/10 Volumen 3M NaAc (pH 5,2) und zwei Volumina
eiskaltem 100% EtOH gemischt und fur 30-60min bei -70°C gefallt. Nach Zentrifugation
(20min, 20800xg) wird das Pellet mit eiskaltem 80% (v/v) EtOH gewaschen, nochmals

zentrifugiert, fur 15min bei 20-22°C getrocknet und anschlie3end in 15ul dH,O aufgenommen.

Induktion der Red-Rekombinase

Zur Durchfihrung der Zwei-Schritt Red-vermittelten markerlosen DNA Rekombination muss
zuerst die Induktion der Red-Gene (Expression der Red-Rekombinations-Proteine Bet, Exo
und Gam; siehe auch Datsenko & Wanner, 2000; Lee et al., 2001a) im Bakterienstamm
GS1783 (Warming et al., 2005), der bereits das zu mutierende mCMV-BAC-Plasmid enthalt,
erfolgen. AnschlieRend werden die Bakterien elektrokompetent gemacht.

Alle Praparationsschritte wurden sofern nicht anders angegeben auf Eis durchgefihrt, alle
Materialien und Geratschaften wurden auf 4°C vorgekihlt. Von Einzelkolonien GS1783 mit
entsprechendem BAC-Plasmid wurden 5ml {.N.-Kulturen in LB-Medium (Cam) angesetzt.
50ml frisches LB-Medium (Cam) wurden mit 1:20 bis 1:50 Verdiinnungen der .N.-Kulturen
angeimpft und bei 32°C inkubiert, bis eine ODsoo von 0,5-0,7 erreicht war. Die Induktion der
Red-Gene erfolgt durch 15minitige Inkubation der Kulturen in einem 42°C warmen
Wasserbad. Nach Umfillen der Kulturen in vorgekihlte 50ml Reaktionsgefalle wurden diese
im Eisbad fur 20min unter gelegentlichem Schwenken abgekihlt .Die Bakterien wurden dann
dreimal mit 50ml 10%-iger Glycerinlosung gewaschen (5min, 4500xg). Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Bakterienpellet in 500pl 10%-iger Glycerinldsung resuspendiert, in
Aliquots a 50ul in vorgekihlte Eppendorf-ReaktionsgeféaRe uberfuhrt und direkt fur die

Elektroporation verwendet.

Elektroporation und erste Red-Rekombination
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50ul frische, elektrokompetente GS1783 wurden mit unterschiedlichen Volumina des
gereinigten linearen PCR-Produkts transformiert (siehe 3.4.6). Nach 90min Inkubation bei
32°C wurden 100ul der Bakterien direkt ausplattiert, der Rest pelletiert und in ca. 50pl
Restvolumen resuspendiert und ebenfalls ausplattiert (Cam & Kan). 24-48h spater wurden 10-
20 U.N.-Kulturen angesetzt und BAC-DNA (BAC-Minis) isoliert (siehe 3.4.9), um die Integritét
der BAC-DNA zu uberprufen.

Zweite Red-Rekombination und Integratauflésung

1ml LB-Medium (Cam) wurde mit einer Einzelkultur, die den positiven Selektionsmarker
erfolgreich in ihre BAC-DNA integriert hatte, angeimpft und tber Nacht bei 32°C inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden 2ml LB-Medium (Cam) mit 100l der G.N.-Kultur angeimpft und bei
32°C (230U/min) fur 2h inkubiert. Zur Arabinose-Induktion der I-Scel Kassette wurden 2ml
vorgewarmtes LB (Cam+1% Arabinose; immer frisch ansetzen) hinzugefligt und fur exakt
30min bei 32°C (230U/min) inkubiert. Dabei schneidet die Homing-Endonuklease I-Scel an
ihrer Schnittstelle und es kommt zu einem Doppelstrangbruch. Fir die Induktion der Red-Gene
wurden die Kulturen im vorgeheiztem Wasserbad bei 42°C (230U/min) fir exakt 15min
inkubiert und anschlieRend fur weitere 3h bei 32°C (230U/min) inkubiert. In dieser Zeit erfolgt
eine weitere Red-Rekombination. Nach Verdinnung der Kulturen zu 1:1000 und 1:10000
wurden davon jeweils 100ul auf LB-Platten (Cam+1% Arabinose) ausplattiert. Dazu wurden
die Bakterien pelletiert, der Uberstand verworfen, das Pellet im verbliebenen LB-Medium
resuspendiert und mittels Drei-Osenausstrich ausplattiert. Die Platten wurden 0.N. bei 32°C
inkubiert, am nachsten Tag wurden Einzelkolonien auf frische LB-Platten (Cam+1%
Arabinose) Uberfuhrt und tber Nacht bei 32°C inkubiert. Dann wurden Einzelkolonien auf
Replikaplatten Gbertragen, d.h. eine Kolonie wurde zuerst auf eine LB-Platte (Cam/Kan), dann
auf eine LB-Platte (Cam) Ubertragen. Wichtig sind die kleinen Kolonien, groRere Kolonien
scheinen kein mCMV-Genom mehr zu enthalten. Nach erfolgreicher Rekombination sollte der
positive Selektionsmarker (Kan) nicht mehr im Genom vorhanden sein. Mit Kan-sensitiven
Kolonien wurden 10ml LB (Cam) angeimpft und tber Nacht bei 32°C inkubiert. Dann wurde
die BAC-DNA aufgereinigt und die Integritdt des BACs mittels EcoRI-Verdau Uberprift. Zur
Bestatigung der eingefiigten Mutationen wurde die DNA sequenziert (GATC, Konstanz).
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Abb. 3.2 Schema der Red-vermittelten markerlosen DNA-Rekombination.

Das Plasmid pEPkan-S diente als Template in einer PCR, bei der die Kanamycin-Kassette mit einer | Scel-
Schnittstelle amplifiziert wird. Die Primer binden an die Primingregion (P) des Vektors und tragen an ihren 5°-Enden
zum Integrationsort homologe Sequenzen und die eingefiigten Basenaustausche fur die Mutation (schwarzes
Kreuz). Nach Induktion ihrer Red-Gene werden elektrokompetente GS1783 mit dem PCR-Produkt transformiert.
Es folgt eine Red-Rekombination, bei der das PCR-Produkt in das BAC der Bakterien integriert wird. Durch I-Scel
Expression kommt es zu einem Doppelstrangbruch, zwischen den Fragmenten kommt es zu einer weiteren Red-
Rekombination, so dass ein BAC entsteht, das die mutierte Sequenz enthalt. Nach Tischer et al., 2006.
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Aufreinigung antigener Peptide

Die Isolierung nattrlich prozessierter viraler, antigener Peptide kann durch Extraktion infizierter
Zellen und anschlie3ender chromatographischer Auftrennung erfolgen. Dabei wird zunachst
durch  Trifluoressigsdure (TFA)-Behandlung (pH<2) der trimolekulare MHC-I/B,-
Mikroglobulin/Peptid-Komplex denaturiert und das antigene Peptid freigesetzt (Rétzschke et
al., 1990). Im Anschluss werden die Extrakte mittels Gelfiltration und Festphasenextraktion

vorgereinigt und anschlieRend in einer Reversed Phase Chromatographie aufgetrennt.

3.5.1.1 Peptidextraktion aus Zellen

Material:

TFA 0,1% in dH,O
1% in dH20
PBS + 1% FCS (v/v)

MEF wurden zentrifugal mit WT infiziert, 24h p.i. zweimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin
von der Petrischale abgel6st. Die Zellen wurden in 50ml R6hrchen in PBS/FCS abzentrifugiert
(10min, 450xg, 4°C), nach dreimaligem Waschen mit PBS in einem 15ml R6hrchen in PBS
aufgenommen und gezahlt. Nach Pelletion der Zellen wurden sie auf dem Vortexer zunachst
mit 100ul/2x10° Zellen 0,1% TFA, dann tropfchenweise mit der gleichen Menge 1% TFA
versetzt. Dabei ist auf einen konstanten Wert von pH 2 zu achten.

Die Zellen wurden anschlieBend mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators auf Eis
homogenisiert. Homogenisator und Réhrchen wurden dann mit der doppelten Menge der
anfangs eingesetzten 0,1% TFA gespilt und die Spullésung ebenfalls homogenisiert. Die
Homogenate wurden in einem frischen 15ml Rohrchen vereint und bei 4°C 10mal fur jeweils
10sec sonifiziert (80W).

Die aufgeschlossenen Zellen wurden 30min auf Eis inkubiert, in ein 12ml-Polyallomerréhrchen
tberfiihrt und 60min bei 3850xg und 4°C zentrifugiert, um gré3ere Zelltrimmer zu entfernen.
Der Uberstand wurde tiber ein 0,8um Filter in ein neues 12ml-R6hrchen uberfihrt. Bis zur

Aufreinigung und Fraktionierung erfolgte die Lagerung bei -70°C.

3.5.1.2 Aufreinigung von Extrakten

Bevor die Peptide chromatographisch aufgetrennt werden kénnen, missen die Extrakte durch

Gelfiltration und Festphasenextraktion vorgereinigt werden.
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Sephadex-G25 Gelchromatographie

Material:

Chromatographiesystem Schlauchpumpe Microperpex Vario
Detektor 2238 UVICORD SilI
Schreiber 2210 RECORDER 1-CHANNEL
Fraktionssammler Redi-Frac
Saulenmantel C16/70
Saulenadapter AC 16

Saulenmatrix Sephadex-G25 fine

Laufmittel 0,1% TFA in dH20

Mit einer Sephadex-G25 Saule wurde der hochmolekulare Anteil des Extraktes (Proteine) vom
niedermolekularen Anteil abgetrennt, der Peptide, Nukleotide oder Oligosaccharide enthélt.
Die Saulen werden isokratisch eluiert, das heil3t, die mobile Phase &ndert sich wahrend der
Elution nicht.

Fillen der Saule:

Das Sephadex-Pulver wurde zunachst mit dH.O gewaschen. Fir ein Sdulenvolumen von 60ml
wurden 20g Sephadex-Pulver und 150ml 0,1%-ige TFA in eine Saugflasche gegeben und fir
1h bei 22-24°C gequollen. Dann wurde die Saugflasche an eine Wasserstrahlpumpe
angeschlossen und fur 30min entgast. Das Entgasen wurde nach einigen Stunden wiederholt.
Der Ansatz konnte anschlieBend Uber einen langeren Zeitraum bei 4°C gelagert werden.

Der Saulenmantel wurde mit dH.O gespiilt, das gequollene Sephadex in ein Becherglas
Uberfiihrt, die Saugflasche mit Laufmittel gespilt und die Splllésung in den Saulenmantel
gegeben. Nach AbflieBen des Laufmittels wurde das gequollene Sdulenmaterial langsam und

kontinuierlich in den Saulenmantel gegossen.

Wahrenddessen wurden die Schlauche des Systems und die Probenschleife mit Laufmittel
gespult, die Probenschleife mit Laufmittel gefillt und der Laufmittelfluss zugeschaltet.
Nachdem sich das Sephadex gesetzt hatte wurde der mit ddH.O gereinigte Stempel
eingesetzt. Zunachst wurde bei vorhandenem Luftpolster das Saulenmaterial vorsichtig
komprimiert und die Luft anschlieBend ruckartig aus dem System entfernt. Um ein
Trockenlaufen der S&aule zu verhindern, wurde die Saule so fixiert, dass der Stempelkopf
niedriger lag als die Auslauféffnung.

Dann wurde die Pumpe angeschlossen und bei einer Flussrate von 0,1ml/min fur 4h Laufmittel
Uber die Saule gegeben. AnschlieRend wurde die Flussrate gedrosselt und der Stempelknopf
auf die Oberflache des Saulenmaterials abgesenkt, damit kein Totraum Uber der Saulenmatrix

entstehen konnte.
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Saulenlauf:

Vor der Beladung mit einer Probe wurde das Sephadex-G25 System fur 30min mit Laufmittel
aquilibriert (Flussrate von 0,5ml/min). Die Extrakte (siehe 3.5.1.1) wurden bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut und zur Reduktion einer moglichen Proteasenaktivitat sofort auf Eis
gestellt. Dann wurden sie im Ultraschallbad fir 30sec sonifiziert und in die Probenschleife der
G25-Saule gegeben. AnschlieRend wurde der Saulendurchfluss in 5ml Fraktionen gesammelt.
Bei einer Wellenldnge von 280nm konnten die Fraktionen mit hochmolekularem Anteil von
denen mit niedermolekularem unterschieden werden. Letztere wurden vereint und in einer
Sep-Pak-Kartusche weiter aufgereinigt. Bis zur Weiterverarbeitung konnten die Proben bei -

70°C gelagert werden.

Festphasenextraktion (Sep-Pak-Kartusche)

Material:

Acetonitril (AcN) 100%

70% (v/V)

50% (v/v); verdinnt in 0,1% TFA
TFA 0,1% in dH20

Die Kartusche dient der Reinigung und Konzentrierung der Proben. Das Prinzip dhnelt dem
der Saulenchromatographie mit Kieselgel-gebundenen C18-Ketten als Adsorptionsmatrix

(siehe 3.5.1.3): Peptide binden an die Matrix, wahrend Nukleotide ausgewaschen werden.

Zunachst wurde die Kartusche mit je 5ml 100% AcN, 5ml 50% AcN und 5ml 0,1% TFA
gewaschen und aquilibriert. Dann wurde die Probe mit Hilfe einer 50ml Spritze langsam auf
die Kartusche aufgetragen, diese mit 5ml 0,1% TFA gesplilt und die Extrakte erst mit 2ml 50%
AcN, dann mit 2ml 100% AcN eluiert. Das Eluat wurde in Eppendorf-GefaRen gesammelt und
im Vakuumkonzentrator fur ca. 2h auf ein Volumen von 1ml reduziert. Nachdem sie Uber einen
0,45um Filter in ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfihrt wurden, konnten die nun vorgereinigten

Extrakte bis zur Fraktionierung (siehe 3.5.1.3) bei -70°C gelagert werden.

3.5.1.3 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Material:

HPLC-Niederdruck- Fraktionssammler Frac 900

Gradienten System HPLC Pumpen P900
Saulenofen 2155
Injektor Rheodyne 7125
Zwei-Wellenlangenmonitor
Variabler UV Detektor 900
HPLCmanager

Saule Nucleosil 100-5 C18

Laufmittel: A:0,1% TFA

B: 50% AcN (v/v), in 0,09% TFA
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Harnstofflosung 6M (in 50%-iger Essigsaure)
Eichpeptid M45DP-Peptid

Bei dem hier angewandten Separationssystem handelt es sich um eine Adsorptions-
Chromatographie, bei der die Retention der Probensubstanzen durch Bindung an eine
stationare Phase zustande kommt. Die Elution erfolgt durch Veranderung der mobilen Phase.
Grundsatzlich  unterscheidet man zwei Typen von Phasensystemen: Das
Normalphasensystem, bei dem polar beschichtete Kieselgel-Partikel zum Einsatz kommen
und das Umkehrphasensystem (Reversed Phase-Chromatographie, RPC), bei dem die
Beschichtung apolar ist. Das hier eingesetzte Trennverfahren beruht auf dem Prinzip der RPC,
wobei das Phasensystem aus einer nicht polaren stationéaren und einer polaren mobilen Phase
besteht. Als stationare Phase werden in der Regel pordse Kieselgele verwendet an deren
Oberflache Alkylgruppen mit unterschiedlichen Kettenlangen chemisch gebunden sind. Bei

der hier verwendeten RPC handelt sich um ein Tragermaterial mit n-Octadecylgruppen (C18-

Typ).

Normierung der HPLC-Saule

Die Saule wurde zuerst bei einer Flussrate von 200ul/ml wie folgt gespult:

Dauer [min] Anteil Laufmittel B [%]
1) 30 10
2) 30-60 90
3) 30 10

Um die Dichte des Systems zu uberpriifen, wurde folgendermaRen gespllt:

FluRrate Dauer [min] Anteil Laufmittel B [%0]
1) 1ml/min 10-15 10
2) 100pl/min mind. 3h; besser G.N. 50

Wahrenddessen wurde auch der Injektor gespult. Nach dem Spilen der Saule wurde ein
Leerlauf mit Laufmittel durchgeflhrt. Dieser diente als Kontrolle zur Testung auf

kontaminierendes, antigenes Material aus vorhergehenden HPLC-L&aufen.

AnschlieBend wurde der Eichlauf gestartet. Dazu wurde das Eichpeptid mit einer
Konzentration von 1mg/ml Laufmittel A im Ultraschallbad sonifiziert und 10ul dieser Losung
auf die Saule aufgetragen. Nach der Eichung war das HPLC-System flir Separationszwecke

einsatzbereit.

Vorbereitung des Systems

Injektor und Hamilton-Injektionsspritze wurden zunachst mit 3ml 6M Harnstoff, 5ml dH>O und
5ml Laufmittel A gespilt. Dann wurden ein kurzer Waschlauf und anschlieRend ein Leerlauf

mit je 1ml Laufmittel A und Sammlung der Fraktionen durchgefihrt.

64



3 Methoden

Probenfraktionierung

Der Gradient wurde bei einer Fraktionsgré3e von 0,8ml/min folgendermal3en eingestellt:

t [min] Anteil Laufmittel B [%]
0-6 0

6-46 +2,5% pro min

46-50 100

50-54 -25% pro min

54-58 2

100

(o]
o
1

N
o
1

Anteil Laufmittel B [%]
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2 2
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Fraktion

Die Probe wurde aufgetaut, sofort im Ultraschallbad (100Watt) fir 30sec sonifiziert und auf die
Saule aufgetragen (maximal 1ml). Die Fraktionen wurden in Eppendorf-Gefal3en aufgefangen
und entweder bei -70°C gelagert oder sofort flir den Test auf antigene Peptide im Zytolysetest
(siehe 3.6.4) in 96-Well-Rundbodenplatten pipettiert. Das im Laufmittel enthaltene AcN wurde
den Fraktionen im Exsikkator (60min) entzogen. Die Platten wurden dann fir mind. 2h bei -
70°C tiefgefroren und anschlieRend im vorgekuhlten Lyophilisator gefriergetrocknet. Die
Platten konnten bei -70°C gelagert werden.

3.5.1.4 Berechnung der Peptidkonzentration

Um die Peptidkonzentration in den entsprechenden HPLC-Fraktionen zu quantifizieren und
damit Aussagen uber die Effizienz der Antigenprozessierung machen zu kénnen wurde

folgende Berechnung durchgefiihrt (Pamer, 1994).

Aufstellung der Geradengleichung fir die Lyse

Aus den in einem Zytolysetest (siehe 3.6.4) gemessenen Lysewerten einer Peptidtitration
wurde eine Regressionsgerade erstellt. Hierfir wurden diejenigen Werte ausgewahlt, die beim

semilogarithmischen Auftrag im linearen Bereich lagen.
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Beispiel fur die Titration des M45DP-Peptids:

Peptidkonzentration [logio M] Lyse [%]

-7 76,27
-8 75,01
-9 76,51
-10 69,56
-11 51,05
-12 14,70
-13 4,26
-14 9,22
Peptidtitration Regressionsgerade
80
y =23,23x + 301,98
70— -
60— —
g
o 50— — A
kny
2 40— —
3
T 30— —
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@ 20— —
10— - 4
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Peptid [log,, M] Peptid [log,, M]

Berechnung der Molaritat des Peptids

Aus den %-Lysewerten der im Zytolysetest eingesetzten Proben kann UUber die
Regressionsfunktion die entsprechende Peptidkonzentration errechnet werden. Der
errechnete Wert entspricht dabei der molekularen Peptidkonzentration im Testansatz
(200ul/Well):

y = ax+b

%Lyse = a x log [Peptidkonzentration [mol/l]] + b
log [Peptidkonzentration = (%Lyse — b)/a

[mol/l]

Berechnung der Peptidmolekiile pro Zelle

Um aus der Peptidkonzentration im Testansatz die Anzahl der Peptidmolekile pro Zelle zu

errechnen, wurde folgende Berechnung durchgefihrt:

Peptidmolekile/Zelle = (cxDxV xNa)/Z
¢ = Peptidkonzentration [mol/l]
D = Verdunnungsfaktor
V = Volumen [l]
Na = Avogadro-Konstante
Z = in die Extraktion eingesetzte Zellen
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Der Verdunnungsfaktor gibt den Anteil des im Zytolysetest eingesetzten Fraktionsvolumen am
Gesamtextrakt wieder. Wurden zum Beispiel 50% des Extrakts fur die HPLC-Trennung
verwendet und von der HPLC-Fraktion 1/8 im CTL-Test eingesetzt, ergibt sich ein
Verdinnungsfaktor von 16 (=2x8).

3.5.2 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Material:

Lysepuffer 0,2M NacCl

1,5mM MgCI

4mM EDTA

4mM EGTA

1% Triton-X 100

20mM HEPES

steril filtrieren und bei 4°C lagern
frisch dazugeben 0,5mM DTT

1:25 Protease-Inhibitor

Um die Expression viraler Proteine zu untersuchen, wurden MEF in 10cm Kulturschalen
infiziert (siehe 3.2.3) oder COS-7-Zellen (ebenfalls in 10cm Kulturschalen) mit Plasmid-DNA
transfiziert (siehe 3.1.5.2) und bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion oder 48h nach Transfektion geerntet. Dazu wurde das Medium
von den Zellen gesaugt, die Zellen 2x mit kaltem PBS gewaschen und im Restvolumen mit
einem Zellschaber abgeldst. Die Zellen wurden im Anschluss bei 960xg pelletiert (5min, 4°C)
und in 200ul/10er Schale Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer enthalt Protease-
Inhibitoren um die Degradation der Proteine zu verhindern, DTT dient zur Reduktion der
Aminoséauren. Nach 15min Inkubation auf Eis wurden die Zelltrimmer bei 21000xg pelletiert
(10min, 4°C), die Uberstande in neue 1,5ml ReaktionsgefaRe tberfiihrt und bei -20°C gelagert.

3.5.3 Quantifizierung von Proteinen

Material:
BCA™ Protein Assay Kit (ThermoFisher)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde mittels BCA
(Bicinchoninsaure)-Reaktion durchgefuhrt (Smith et al., 1985), die auf der Biuret Reaktion
beruht. Tripeptide und groRere Polypeptide reduzieren unter alkalischen Bedingungen Cu?*-
lonen zu Cu'*. BCA bildet mit Cu'* einen Chelatkomplex, dessen Absorptionsmaximum bei
562nm liegt. Die Absorption steigt in einem Konzentrationsbereich von 20ug/ml bis 2mg/ml
linear zur Proteinkonzentration. Da BCA und Cu-lonen im Uberschuss vorhanden sind, wiirde
die Farbreaktion auf unbestimmte Zeit weiterlaufen, daher wird die Absorption nach 30min
gemessen. Zur absoluten Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Absorption der Probe

jeweils mit der Eichgerade einer Standardreihe verglichen.
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Die eingefrorenen Zelllysate wurden auf Eis aufgetaut, die Reagenzien des Kits nach
Herstellerangaben gemischt und fiir jede Probe in Duplikaten 200pl in das Well einer 96-Well-
Flachbodenplatte pipettiert. Anschlielend wurden 10pl des Lysats dazugegeben und die
Platte fir 30min bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde photometrisch bestimmt und die
Proteinkonzentration der Proben mittels der BSA-Standardkurve errechnet.

3.5.4 Immunprazipitation

Material:
Dynabeads Sheep anti-Mouse IgG
Waschpuffer 1 PBS + 0,1% BSA
Waschpuffer 2 PBS
Antikorper siehe 2.10

Um Proteine spezifisch anzureichern, wurde eine Immunprazipitation durchgefuhrt. Dazu
wurden magnetische Beads verwendet, an die der Fangerantikorper bindet, der wiederum an
die entsprechenden Proteine im Zelllysat bindet. Zum Waschen der Beads wird das Gefal in
ein Magnetfeld gestellt. Die Beads und daran gebundenen Antikdrper werden zurtickgehalten,
wahrend ungebundene Antikorper oder Proteine mit dem Uberstand abgenommen werden.

Pro Ansatz wurden 6x10” Dynabeads nach vortexen in ein 2ml Eppendorfgefal3 tiberfihrt und
dieses fur 2min in ein Magnetfeld gestellt. Nach Abnahme des Uberstands wurden die Beads
mit je 500l Waschpuffer 1 und 2 gewaschen (Resuspendieren der Beads in der Losung, dann
2min in Magnetfeld) und anschlieend in 300ul Waschpuffer 2 aufgenommen. Dann wurden
die Beads mit dem Antikérper (1:100) beladen und tber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad
inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit je 5004l Waschpuffer 2 wurde ungebundener
Antikorper entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand komplett
abgenommen, 430ug Gesamtprotein aus Zelllysaten (siehe 3.5.2) auf die Beads gegeben und
fir 20min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 500ul

Waschpuffer 2 wurden die Beads in 100ul Waschpuffer 2 aufgenommen.

3.5.5 Deglykosylierung von Proteinen

Glykosylierte Proteine kénnen durch die Behandlung mit Endoglykosidase H (Endo H) oder
Peptid:N-Glykosidase F (PNGase F) von ihren Zuckerresten befreit werden. Endo H spaltet
die endstandige Chitobiose-Einheit in mannosereichen Oligosacchariden, so dass nur noch
ein Monosaccharid am Protein verbleibt. PNGase F dagegen spaltet zwischen dem Asparagin
des Proteins und dem endstdndigen GIcNAc der Zuckerkette. Dabei wird Asparagin in
Asparaginsaure umgewandelt und somit die Ladung des Proteins verandert. Zur
Deglykosylierung der Proteine wurde die Halfte der Beads aus 3.5.4 (50pl) in das Magnetfeld
gestellt, der Uberstand nach 2min abgenommen und dann folgende Komponenten auf die

Beads gegeben:
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Endo H PNGase F
dH20 18ul 18ul
10x Denaturierungspuffer 2ul 2ul

Dieser Ansatz wurde 10min bei 100°C inkubiert und anschlielend auf Eis abgekihlt. Dann

wurden folgende Komponenten hinzugegeben:

Endo H PNGase F
dH20 14,5ul 10ul
10x G7-Puffer 4ul 4ul
10% NP-40 - 4ul
PNGase F -- 2ul (1000U)
Endo H 1,5ul (750U) --

Nach 1h Inkubation bei 37°C wurde die Probe mit 10ul 5x Laemmli-Puffer versetzt und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 3.5.6).

3.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Material:
Laemmli-Puffer 1,5M B-Mercaptoethanol
0,225M Tris/HCI pH 6,8
20% Glycerin
5% SDS
0,05% Bromphenolblau
0,25M DTT
Acrylamid Rotiphorese®Gel30
TEMED
APS 10% in A. dest. geldst
Protein Standard PageRuler Prestained Protein Ladder
5x Laufpuffer 0,5% SDS
960mM Glycin

125mM Tris pH8,3
4x Sammelgelpuffer  0,4% SDS

0,5M Tris/HsPO, pH6,8
4x Trenngelpuffer 0,4% SDS

1,5M Tris/HCI pH8,8

Die Auftrennung von Proteingemischen fand in einer diskontinuierlichen SDS-PAGE statt
(Laemmli, 1970).Fur die Gelelektrophorese wurden 30ug Gesamtproteinlysat eingesetzt. Das
entsprechende Volumen wurde in ein 2ml safe cup Eppendorfgefal tberfihrt, mit Laemmli-
Puffer (Endkonzentration: 1x) versetzt und flr 5min bei 95°C erhitzt. Der Puffer enthélt DTT
und SDS, um die Reduktion bzw. Denaturierung der Proteine zu erleichtern. Dadurch werden
Proteininteraktionen und Quartarstrukturen aufgeldst. Durch das Erhitzen der Proben werden
Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine zerstort und die Proteine unterscheiden sich nun
nur noch durch ihre GroRRe. Im elektrischen Feld wandern sie zur Anode und durch die
Polyacrylamid-Matrix werden sie der Grol3e nach aufgetrennt, da kleinere Proteine schneller

wandern als grol3ere.

Sammelgel Trenngel 12,5%
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Acrylamid 1,5ml 7,2ml
4x Sammelgelpuffer 2,8ml -

4x Trenngelpuffer - 4,5ml
dH20 6,93ml 6,3ml
APS 150ul 144l
TEMED 20ul 14.,4ul

Fur die Herstellung des SDS-Gels wurden zwei mit Ethanol gesauberte Glasplatten in die
Gelapparatur gespannt und die Trenngel-L6ésung dazwischen pipettiert. Damit das Trenngel
mit ebener Oberflaiche polymerisiert, wurde es mit Isopropanol Uberschichtet. Nach
Polymerisierung des Trenngels wurde die Sammelgel-Lésung darauf gegeben und ein Kamm
fur die Ausbildung der Taschen hineingesteckt. Das fertige Gel wurde in eine
Elektrophoresekammer in 1xLaufpuffer Uberfihrt und die Proben in die Taschen des Gels

pipettiert.

Zunachst wurde an das Gel eine Spannung von 100V angelegt, bis die Proben ins Trenngel
eingelaufen waren. Dann wurde die Spannung auf 150V erhéht. Kurz nachdem der

Blaumarker der Proben aus dem Gel herausgelaufen war wurde die Auftrennung beendet.

3.5.7 Western Blot

Material:
Transferpuffer 48mM Tris
39mM Glycin
20% Ethanol
10x PBS 1,37M NacCl
26,8mM KCI
78,1mM NazHPO4
14, 7mM KH2PO4
Autoklavieren
Blocklosung 5% Milchpulver in Waschpuffer 1
Waschpuffer 1 1x PBS
0,1% Triton X-100
Waschpuffer 2 1% Milchpulver in Waschpuffer 1

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden Proteine im Semidry-Verfahren auf eine
PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran Ubertragen (Pluskal, 1986). Dazu wurden 4
Whatmanpapiere und die Membran in der Grof3e des Gels zurechtgeschnitten (5,5x16,5cm).
Die Whatmanpapiere wurden fur 10min in Transferpuffer aquilibriert. Die Membran wurde
zun&chst fur 1min in 100% Methanol aktiviert, einmal mit Wasser gespilt und ebenfalls in
Transferpuffer aquilibriert. 2 Whatmanpapiere wurden auf die Kathode der Blotkammer gelegt
und die Membran auf diese gelegt. Nach Abtrennen des Sammelgels wurde das Trenngel
ebenfalls kurz in Transferpuffer aquilibriert und luftblasenfrei auf die Membran tbertragen.
Daruiber wurden 2 Whatmanpapiere gelegt. Um einen gleichméafigen Stromfluss uber die

gesamte Flache zu gewahrleisten, wurden mithilfe einer kleinen Kivette eventuell verbliebene
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Luftblasen entfernt. Der Transfer erfolgte bei 2mA/cm? fir 90min. Durch die Verwendung des

vorgefarbten Protein Standards konnte der erfolgreiche Proteintransfer tberpruft werden.

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran fir 1h in Blockldsung inkubiert um unspezifische
Bindungen zu vermeiden. Der Erstantikorper wurde in Blocklésung verdunnt und die Membran
U.N. bei 4°C in 4-7ml der Verdiunnung inkubiert. Anschliel3end wurde die Membran 5x10min
mit Waschpuffer 2 gewaschen. Der Sekundarantikbrper wurde 1:10000 in Waschpuffer 2
verdinnt und fir 1h inkubiert. Nach 5x10min Waschen mit Waschpuffer 1 wurde das Signal
detektiert.

3.5.7.1 Detektion des Western Blot Signals

Fur die Detektion des Western Blot-Signals wurde das ECL Plus Western Blotting Detecting
Reagent verwendet, die Detektion erfolgt Uber Chemilumineszenz. Durch Oxidation des
zyklischen Diacylhydrazids Luminol in Gegenwart von H>O> und Meerrettichperoxidase
entsteht als Zwischenprodukt ein Acridinium-Ester. Dieser Ester wird durch H,O, weiter
oxidiert; das Produkt emittiert Licht mit einem Emissionsmaximum bei 430nm, welches mit
einem Autoradiographiefilm detektiert werden kann. Pro Membran wurden 2ml der Lésungen
A und B des Kits nach Herstellerangaben 40:1 gemischt auf eine Folie gegeben. Die Membran
wurde mit der Proteinseite nach unten luftblasenfrei aufgelegt und 5min inkubiert.
Anschlielend wurde in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt und nach verschiedenen
Expositionszeiten entwickelt.

3.6 Immunologische Methoden

3.6.1 Exvivo Isolation von CD8 T-Zellen aus der Milz

Material:

Erythrozytenlysepuffer
Medium RPMI + 5% FCS

8-10 Wochen alte immunkompetente BALB/c Mause wurden durch intraplantare Injektion mit
mMCMYV infiziert (s. 3.3.3). Die Zellen aus der Milz wurden frihestens 3 Monate p.i. (Memory-
Phase) isoliert und im ELISpot Assay eingesetzt.

Zunéachst wurden die Milzen von 3 Mausen entnommen und in ein mit Medium gefulltes 15ml-
Rohrchen Gberfuhrt. Dann wurden die Organe tber einem sterilen Metallsieb homogenisiert,
das Sieb mit Medium gespllt und die Zellsuspension pelletiert (5min, 1900U/min, Megafuge
2.0 Heraeus). Zur Erythrozytenlyse wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 3ml
Erythrozytenpuffer (1ml/Organ) resuspendiert und fur ca. 2min unter Schwenken bei 20-22°C

inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 2-3-mal mit Medium gewaschen (5min, 1900U/min),
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bis der Uberstand klar war. AnschlieBend wurde das Pellet in einem definierten Volumen
Medium aufgenommen, tber ein 100pum Gazesieb gegeben und die Zellzahl bestimmt (siehe
3.1.2). Die erwartete Zellzahl in der Milz eines unbehandelten Tieres liegt bei etwa 1x108
Zellen/Milz. Die CD8 T-Zellen wurden im Anschluss mittels MACS aufgereinigt (siehe 3.6.2).

3.6.2 MACS Separation

Material:
Medium RPMI + 5% FCS
CD8a (Ly-2) Micro-Beads Miltenyi Biotech, Nr. 130-049-401
5XxMACS-Puffer 2,5% (w/v) BSA
10mM EDTA
ad PBS

steril filtrieren, bei 4°C lagern und vor
Gebrauch mit sterilem PBS 1:5 verdiinnen

Fur die magnetische Zellseparation werden sogenannte Micro-Beads verwendet. Diese
bestehen aus monoklonalen Antikbrpern an deren Fc-Teil (para)magnetische Partikel
gebunden sind. Nach Bindung der Antikdrper an epitoptragende Zellen werden diese in einem
Magnetfeld einer Separationseinheit zuriickgehalten, wahrend die nicht antikdrpertragenden
Zellen die Saule durchlaufen. Zur Elution wird die Saule auf3erhalb des Magnetfelds mit Druck
gespult und die Zellen aufgefangen (Miltenyi et al., 1990).

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe dieser Methode CD8 T-Lymphozyten aus Milzzellen
angereichert. Fur die Aufreinigung wurde eine dem Protokoll angepasste Menge
aufgearbeiteter Milzzellen (siehe 3.6.1) nach dem Zahlen in MACS-Puffer aufgenommen und
mit CD8a (Ly-2) Micro-Beads versetzt. StandardmaRig wurden je 1x107 Zellen 90ul MACS-
Puffer und 10ul Micro-Beads eingesetzt. Um eine >95%-ige Reinheit zu erhalten wurden die
Zellen Uber zwei Saulen aufgereinigt. Die Zellen wurden fir 15min bei 4°C unter leichtem
Schwenken mit den Micro-Beads inkubiert und zur Entfernung von ungebundenen Beads mit
MACS-Puffer gewaschen (10min, 300xg). Dann wurden sie in 500ul MACS Puffer pro 1x108
Zellen aufgenommen und auf die zuvor im Magnetfeld mit MACS-Puffer aquilibrierte erste
Saule gegeben. Dann wurde die Saule 3x mit MACS-Puffer gewaschen, aus dem Magnetfeld
genommen und die Zellen mit 5ml MACS-Puffer aus der Saule gespilt. Das Eluat wurde auf
eine zweite vorher aquilibrierte Saule gegeben, diese dreimal mit MACS-Puffer gewaschen
und die Zellen wieder mit 5ml eluiert. Das Eluat wurde mit Medium gewaschen (5min, 300xg),
das Pellet in einem geringen Volumen Medium aufgenommen und nach Bestimmung der
Zellzahl in einem versuchsbedingten Volumen Medium resuspendiert. Die zu erwartende

Frequenz von CD8 T-Zellen betragt in der Milz etwa 2-5% der Gesamtzellzahl.

3.6.3 Generierung und Restimulation von CTLL

Material:
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Medium RPMI + 5% FCS (v/v)
MEMa + 7% FCS (v/v) +/- 200U/ml rh IL-2
Synthetisches Peptid

Zur Generierung mCMV-Peptidspezifischer CD8 T-Lymphozyten Linien (CTLL) wurden
Milzzellen von mCMV-WT infizierten Mausen im Memory-Stadium aufgearbeitet (siehe 3.6.1)
und die CD8 T-Zellen tber MACS aufgereinigt (siehe 3.6.2). Die isolierten Zellen wurden fir
2-3Wochen in IL-2 haltigem MEMa kultiviert und mit synthetischen mCMV-Peptiden stimuliert,

bevor sie als Effektorzellen im ELISpot Assay eingesetzt wurden.

Nach Aufreinigung der CD8 T-Zellen wurden 1,5x107 Zellen/1,5ml MEMa ohne IL-2 in 24-Well
Platten ausgesdt und die fir die gewiinschte T-Zellspezifitat bendtigte Menge an
synthetischem Peptid zugesetzt. Nach 4 Tagen wurden 0,5ml/Well IL-2 haltiges Medium
supplementiert. Eine Woche nach der ersten Stimulation wurden die Zellen mit synthetischem
Peptid restimuliert. Die weiteren Restimulationen erfolgten alle 2 Wochen. Dazu wurden EL4
Zellen (fur das M45DP-Peptid) oder P815 Zellen (fur das m123- oder M105-Peptid) als
peptidbeladene Antigen-prasentierende Zellen (APC) eingesetzt. Um zu verhindern, dass die
APC in den Kulturen wachsen, wurden sie mit 90Gy bestrahlt und anschliel3end
8x10°Zellen/Well ausgesat. Fur die Co-kultivierung mit den APC wurden 5x10°Zellen/ml der
CTLL verwendet. Nach 2-3 Restimulationen haben die CTLL ihre Epitop-Monospezifitat
erreicht (Pahl-Seibert et al., 2005). Bevor sie in einem adoptiven Transfer zum Einsatz kamen,

wurden sie in einem Zytolysetest (siehe 3.6.4) auf ihre zytolytische Aktivitat getestet.

3.6.4 Zytolysetest ([°!Cr]-Release-Assay)

Um die zytolytische Effektorfunktion von CTLL zu Uberprifen, wurden diese gegen APC im
[>1Cr]-Release-Assay getestet (Brunner et al., 1968; Cerottini, 1993).

Dazu werden die APC mit [*Cr] markiert. Nach Erkennung ihres spezifischen Peptids lysieren
die Effektorzellen die APC, wobei das [*1Cr] freigesetzt wird. Die Freisetzung wird in einem y-

Counter gemessen.

Als APC wurden EL4 oder P815 Zellen verwendet. Die Zellen wurden zunéchst gewaschen,
gezahlt und mit 100uCi/1x10° Zellen (Naz[**Cr]O4) markiert. Nach 1h Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen (5min, 300xg), gezahlt und auf eine
Zelldichte von 1x103Zellen/Well einer 96 Well-Platte eingestellt. Dann wurden sie mit
definierten Konzentrationen des synthetischen Peptids beladen und fir 1h bei 37°C inkubiert.
Alternativ wurden sie mit in der HPLC aufgereinigten Peptiden, die in Form von lyophilisierten
Fraktionen (siehe 3.5.1.3) vorlagen, beladen. Hierfur wurden nach Aufnahme der Lyophilisate

in kaltem Medium die markierten APC dazu gegeben und fiir 1h bei 37°C inkubiert.
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Wahrenddessen wurden die CTL gewaschen (5min, 300xg), gezahlt und titriert auf die
markierten und antigenbeladenen APC gegeben. Nach 5min Zentrifugation bei 120xg wurden
die Zellen 4h bei 37°C inkubiert, dann wurden die Zellen abgenommen, durch 10min
Zentrifugation bei 680xg pelletiert und 100ul des Uberstands in Counter-Réhrchen pipettiert.
Die Radioaktivitat wurde am y-Counter gemessen und die spezifische Lyse berechnet.

Spezifische Lyse [%] (cpm —Ic )/(hc —Ic) x 100

cpm counts pro min der gemessenen Probe
Ic low control (APC ohne Effektoren, gemessen wird die
durch Spontanlyse freigesetzte Radioaktivitdt im
Uberstand)
hc = high control (APC ohne Effektoren, gemessen wird

die Radioaktivitat suspendierter Zellen)

3.6.5 Adoptiver Transfer von CTLL

Im adoptiven Transfer (AT) in vitro generierter CTLL, kann das schiitzende antivirale Potential
dieser Zellen getestet werden. Immunsupprimierte, mCMV-infizierte Mause sterben in der
Regel an Tag 10-12 nach Infektion mit mCMV. Zu diesem Zeitpunkt ist die generalisierte
Infektion in vielen Organen nachweisbar, die Gabe protektiver CD8 T-Zellen unterdriickt
jedoch die Infektion (Reddehase et al., 1985).

Immunsupprimierten Mausen (siehe 3.3.1) wurden titrierte CTLL in einem Volumen von 0,5ml
PBS/Maus (2x10%, 1x10° oder 5x10° CTLL/Maus) i.v. verabreicht. Zusatzlich dienten Tiere, die
keine CTLL erhalten hatten als Kontrolle. Die Tiere wurden anschlieRend mit 1x10%25ul
PBS/Maus mCMYV intraplantar infiziert (siehe 3.3.3). 11 Tage nach dem Transfer wurden die
Organe entnommen (siehe 3.3.4) und die Virusreplikation in Milz und Lunge mittels Plaquetest
ermittelt (siehe 3.2.2.2). In den Lebern wurde in der Immunhistologie die Anzahl der IE1-

positiven Zellen bestimmt (siehe 3.7).

3.6.6 ELISpot (Enzyme linked immuno spot) Assay

Material:

ELISpot-Mikrotiterplatten

Blockmedium MEMa + 10% FCS
Waschldosung PBS + 0,01% Tween20
a-Maus-IFN-y (Fangerantikérper) 5ug/ml PBS; pro Vertiefung 55l
a-Maus-IFN-y biotingekoppelt lug/ml PBS + 0,5% BSA
(Detektionsantikorper)

Streptavidin-Alkalin Phosphat 1:1000 in PBS

BCIP/NBTplus vor Gebrauch filtrieren (0,45um)

Aktivierte CD8 T-Zellen produzieren und sezernieren IFN-y. Die Sezernierung dieses Zytokins,
aber auch die Zahl IFN-y-produzierender Zellen kann im ELISpot Assay nachgewiesen

werden.
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Das Prinzip der Detektion des sezernierten Antigens im ELISpot Assay beruht auf einem
klassischen Sandwich-ELISA: Der Fangerantikorper ist durch hydrophobe Wechselwirkungen
mit der PVDF-Membran am Boden einer ELISpot-Mikrotiterplatte immobilisiert und die von den
Zellen sezernierten Antigene werden in einem ersten Schritt direkt von diesem gebunden. In
einem zweiten Schritt wird das Antigen von einem enzymgekoppelten, ebenfalls
antigenbindenden Detektionsantikdrper erkannt. Diese Bindung kann in einer enzymatischen
Farbreaktion dargestellt werden. Dabei bildet jede Antigen-sezernierende Zelle einen Spot,
dessen GrolRe mit der Menge an Antigen korreliert und damit auch eine Abschéatzung der

Antigenmenge erlaubt (Czerkinsky et al., 1988; Miyahira et al., 1995).

Einen Tag vor dem Assay wurde die Membran der einzelnen Wells der ELISpot-Platte mit je
20pl frisch angesetztem 35%-igem Ethanol fur 1min aktiviert und dreimal mit 200ul/Well PBS
gewaschen. Dann wurden in jedes Well 55l des verdiinnten a-Maus-IFN-y Fangerantiktrpers
gegeben und U.N. bei 4°C inkubiert.

Durch zweimaliges Waschen mit dH,O wurde ungebundener Antikorper entfernt. Um freie
Membranbindungsstellen zu blockieren wurden 200pl Blockmedium/Well zugegeben und fur
mindestens 2h bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen wurden die APC geerntet, gewaschen
(5min, 300xg, Heraeus Megafuge 2.0), gezahlt und auf eine Zellzahl von 1x10°%50ul pro Well
eingestellt. Als APC dienten infizierte MEF (siehe 3.2.3) (90min p.i.). Die als Effektorzellen
dienenden CD8 T-Zellen wurden frisch isoliert (siehe 3.6.1), aufgearbeitet (sieche 3.6.2),
gewaschen und titriert. Wurden CTLL als Effektoren verwendet, wurden diese dreimal mit
Medium gewaschen (5min, 300xg) und anschlieRend gezahlt und titriert. Nach der Blockierung
wurde das Medium entfernt, 50ul der APC und 100ul der Effektoren als Triplikate hinzu
pipettiert und U.N. (14-18h) bei 37°C im Brutschrank co-kultiviert.

Die Platten wurden nun 10mal mit 200pl/Well Waschlésung gewaschen, je 50ul des
Detektions-Antikorpers pro Well auspipettiert und der Ansatz fiir 2h bei 20-22°C inkubiert.
Ungebundener Detektions-Antikdrper wurde durch 6-maliges Waschen mit 200pl/Well
Waschldsung entfernt, je 100ul des Streptavidin-Alkalin Phosphat Enzyms pro Well pipettiert
und flr 45min bei 20-25°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten dreimal mit 200l
Waschlosung und dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurden 100ul des Substrats
BCIP/NBTplus pro Well gegeben. Nach etwa 20min Inkubation bei 20-25°C wurden Spots
sichtbar und die Platten wurden unter flieRendem Wasser griindlich gewaschen. Nachdem die
Platten getrocknet waren, wurden die Spots an einem Mikroskop ausgez&hlt (Olympus SZX
12).
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3.6.7 Zytofluorometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie dient der Analyse von Oberflachenantigenen oder intrazellularer
Proteine auf Einzelzellebene und ermdglicht hierdurch die biochemische und funktionelle
Zellcharakterisierung.

Eine Einzelzellsuspension wird mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gefarbt und passiert
im Durchflusszytometer einen fokussierten Laserstrahl. Beim Durchtritt der Zellen durch den
Fokus des Lasers wird zunéchst die Lichtstreuung der Zellen als Vorwartsstreulicht (Forward
Scatter, FSC) und die Lichtstreuung in einem 90° Winkel als Seitwartsstreulicht (Side Scatter,
SSC) detektiert. Der FSC ermdglicht hierbei eine grobe Charakterisierung der Zellgrolie,
wahrend der SSC die Granularitdt und Struktur der Zelle angibt. Zuséatzlich werden die
Antikorper-gekoppelten Fluorochrome energetisch angeregt und emittieren Licht mit
definierter Wellenlange beim Ruckgang auf ein energetisches Grundniveau. Diese Emission
wird Uber hochsensitive Photozellen detektiert. Um bei Mehrfachfarbungen die verschiedenen
Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome zu unterscheiden, werden in der optischen
Messeinheit zusatzlich Farbteilerspiegel und Bandpassfilter eingesetzt. Da sich die
Emissionsspektren der eingesetzten Fluorochrome teilweise Uberlappen, missen die
erhobenen Daten durch Kompensation korrigiert werden. Zusatzlich kénnen bei der Analyse
Zellpopulationen, die sich Uber mehrere Parameter definieren, Uber Gates verknlpft werden.
Fur diese Arbeit wurde das Durchflusszytometer FC500 von Beckman Coulter mit der

Geratesoftware CXP verwendet.

3.6.7.1 Farbung von Oberflachenmolekllen

Material:
FACS-Puffer 1% FCS (v/v) in PBS
Fc-Block CD16/CD32 Rezeptorantikdrper

Die Farbung von Oberflachenmolekilen wurde angewandt um die Oberflachenexpression von
MHC-Klasse-I-Komplexen oder von RAE-1 auf mCMV-infizierten MEF zu bestimmen. MEF
wurden entweder 48h vor der zentrifugalen Infektion (siehe 3.2.3) mit IFN-y vorbehandelt
(siehe 3.1.4) oder blieben unbehandelt. 16h nach der Infektion wurde der Uberstand
abgenommen und in einem 50ml| Falcon gesammelt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gesplilt und anschlieRend mit Trypsin/EDTA abgeldst. Dann wurden sie mit dem Uberstand
vereint und zweimal mit je 10ml Medium gewaschen (300xg, 10min). Nach Aufnahme in 1ml
FACS-Puffer wurden sie gezahlt (siehe 3.1.2).

Fir die zytofluorometrischen Analysen wurden je Ansatz 5x10° Zellen eingesetzt. Um antigen-
unspezifische Antikdrperbindungen zu reduzieren wurden die Zellen zunachst mit 2ul Fc-Block
in 98ul FACS-Puffer fur 5-10min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die bendtigten

Antikorper hinzugegeben und mit den Zellen fir 20min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen
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der Zellen mit 1ml FACS-Puffer (300xg, 5min) wurden diese in 500ul PBS aufgenommen und
fur die FACS Messung eingesetzt.

3.6.7.2 Farbung intrazellularer Proteine

Material:

FACS-Puffer 1% FCS (v/v) in PBS
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization
Solution Kit with BD GolgiPlug

Zum Nachweis infizierter MEF im Durchflusszytometer wurde das intrazellulare virale Protein
m164/gp36,5 nachgewiesen. Fur die Farbung wurden jeweils 5x10° Zellen eingesetzt. Nach
Zugabe von 2ul Fc-Block und anschlielBender Inkubation mit den Antikérpern fir die
Oberflachenfarbung (siehe 3.6.7.1) wurden die Zellen in 100ul Cytofix/Cytoperm
aufgenommen und fur 30min bei 4°C inkubiert, hierbei werden die Zellen erst fixiert und
anschliel3end permeabilisiert. Dann wurden die Zellen mit 1ml PermWash-Puffer gewaschen
(300xg, 5min), der Antikorper fur die intrazellulare Farbung hinzugegeben und fiir 30min bei
4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1ml FACS-Puffer wurde ein
Zweitantikdrper hinzugegeben und die Zellen fur weitere 30min bei 4°C inkubiert. Die Zellen
wurden erneut mit 1ml PermWash-Puffer gewaschen und fir die FACS-Messung in 500ul PBS

aufgenommen.

3.7 Immunhistochemie (IHC)

Um die Menge an infizierten Zellen nach Infektion mit verschiedenen rekombinanten mCMV
in situ vergleichen zu kdnnen wurde in der Leber das virale IE1-Protein in histologischen
Schnitten mittels Immunhistochemie nachgewiesen und IE1 positive Zellen ausgezéhlt. Zum
weiteren Vergleich zweier Viren wurden aul3erdem die viralen Proteine E1, MCP, m04, m06

und m152 nachgewiesen.
3.7.1 Vorbereitung der Organe

Material:
Formalin 4% (gepuffert) 66mM KH2PO4
84mM NazHPO,4
140ml Formalin 37% (v/v)
ad H.O
mit NaOH pH auf 7,4 einstellen

Die entnommenen Lebern wurden fur mindestens 18h in 4% (v/v) gepuffertem Formalin fixiert
und anschlielend fur mindestens 2h in Leitungswasser gewaschen. Die Dehydrierung der
Organe erfolgte anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Nach vollstandiger

Dehydrierung wurden die Organe in Paraffin eingebettet. Danach sind die Gewebestlicke bei
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20-22°C fast unbegrenzt lagerungsfahig. Die Gewebestticke wurden zum Schneiden bei -20°C

eingefroren und am Mikrotom mit einer

Schichtdicke von 2um geschnitten. Die

Gewebeschnitte wurden in einem Kaltwasserbad (20°C) aufgefangen und in einem

Warmwasserbad (40°C) gestreckt um anschlieRend auf einem Objekttréager aufgezogen zu

werden. Dann wurden sie bei 37°C im Brutschrank getrocknet.

Aufsteigende Alkoholreihe
20%  Isopropanol  1x
40%  Isopropanol  1x
60%  Isopropanol  1x
80%  Isopropanol  1x
90%  Isopropanol  1x
100% Isopropanol  2x
100% Isopropanol  1x
100% Xylol 3X

45min
45min
45min
45min
45min
45min
18h

60min

Paraffineinbettung

4h 55°C
u.N. 55°C
4h 55°C

Einblocken bei 55-70°C

Bevor die Gewebeschnitte weiterbehandelt werden kénnen, missen sie von Paraffin befreit

und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert werden.

Absteigende Alkoholreihe
100% Xylol 3X
90%  Isopropanol  1x
70%  Isopropanol  1x
50%  Isopropanol  1x

H20 1x

3.7.2 mCMV-IHC

Material:
Blockierlésung

Substrat

Tris Buffered Saline (TBS)

Trypsin

Vectastain ABC-Peroxidase Kit

5min
1min
Imin
Imin
2min

0,6ml H202 30% (v/v)

59,6ml Methanol

10mg 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
(DAB)

75mg Ammoniumnickel (Il) sulfat Hexahydrat
in 50ml Tris-HCI (50mM, pH 7,5)

17ul H202 30% (v/v)

100mM Tris

150mM NaCl

ad Hx0, pH 7,5

3,4mM EDTA

137mM NaCl

6,5mM NaHPO,4

2,7mM KCI

1,5mM KH2PO4

ad H.O

pH auf 7,5 einstellen, autoklavieren und dann
1,259 Trypsin zugeben; bei 4°C lagern

Mit der Immunhistochemie (IHC) lassen sich spezifische Antigene in Organschnitten

nachweisen. Dazu wird das Gewebe mit einem antigenspezifischen Primarantikérper und

einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Die Antikdrperbindung kann in
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der Folge mittels Avidin-Biotin-Peroxidase-Farbung hochsensitiv nachgewiesen werden. Das
Substrat der Farbung ist Diaminobenzidin (DAB), die Farbung kann durch den Zusatz von
Nickelsulfat noch intensiviert werden (Bildung von schwarzen Prazipitaten).

Der Nachweis von mCMV infizierten Zellen in einer Wachstumskinetik, nach AT oder NK-
Depletion erfolgte standardmafig in der IHC mit einem anti-mCMV-IE1 (pp89)-spezifischen
Antikodrper (Croma 101). Um Viren auf Unterschiede hinsichtlich ihrer Proteinexpression im
Gewebe zu untersuchen, wurde die IHC mit Antikbrpern spezifisch fur E1, MCP, m04, m06
und m152 durchgefiihrt. Die rehydrierten Gewebeschnitte wurden zur Permeabilisierung fir
15min bei 37°C in Trypsin-Losung inkubiert und danach fir 3min in H>Ogemin. gewaschen.

Endogene Peroxidasen wurden durch 30min Inkubation bei 20°C in Blockierldsung inaktiviert
und die Schnitte anschlieBend fir 3min in H2Odemin. gewaschen. Unspezifische Antikorper-
Bindungsstellen wurden durch 30min Prainkubation mit 1:10 in TBS verdinntem
Kaninchenserum geblockt. Alle weiteren Schritte erfolgten in einer feuchten Kammer um das
Austrocknen der Praparate zu vermeiden. Nach Zugabe des IE1-spezifischen Antikorpers
Croma 101 (1:250 verdiinnt in TBS) wurden die Gewebeschnitte fir 18h bei 4°C inkubiert.
Nichtgebundene Antikérper wurden durch einmaliges Waschen mit TBS entfernt. Im
Anschluss daran wurden die Gewebeschnitte fir 30min bei 20-22°C mit einem polyklonalen
Ziege-anti-Maus IgG (1:200 in TBS) inkubiert.

Der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain ABC Kit PK-4000) wurde nach Anleitung
des Herstellers angesetzt und die Gewebeschnitte fir 30min damit inkubiert. Anschlie3end
wurden die Schnitte dreimal fur 20min in TBS gewaschen und fiir 5-10min bei 20°C mit dem
Substrat inkubiert. Uberschissiges Substrat wurde durch dreimaliges Waschen fiir 1min mit
H2O entfernt und die Schnitte wurden fur 5 Sekunden mit Hamatoxylin gegengeféarbt. Dabei
farben sich die Zellkerne nicht infizierter Zellen blau. Abschlie@end wurden die
Gewebeschnitte in einer schnell aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert und durch
Einbetten in das synthetische Einschlussmittel Entellan dauerhaft konserviert. Fir ein genaues
Protokoll siehe Podlech et al. (2002), Wilhelmi et al. (2008) und Lemmermann et al. (2012).
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Schnell aufsteigende Alkoholreihe

50% Isopropanol
70% Isopropanol
90% Isopropanol
100% Isopropanol
100% Xylol

1x
1x
1x
2%
3%

30s
30s
30s
30s
kurz

Die Zahl der positiven Zellen pro Flache Gewebeschnitt (10mm?) wurde nach der Farbung im

Durchlichtmikroskop bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Neu-Charakterisierung der mCMV-Rekombinante Am06"Y

Die Immunevasionsproteine von mCMV bewirken eine verminderte Expression von MHC-
Klasse-I-Molekilen auf der Oberflache infizierter Zellen (Reddehase, 2002; Wagner et al.,
2002; Holtappels et al., 2006b) und dadurch eine verminderte Prasentation viraler Antigene
(Holtappels et al., 2006a; b; Doom & Hill, 2008; Lemmermann et al., 2010a). Nach Infektion
mit VRAP-Deletionsmutanten, welche die VRAPS in allen méglichen Kombination exprimieren,
wurde bereits gezeigt, dass m152 der starkste Inhibitor der Antigenpé&sentation ist, wahrend
mO06 die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression am effektivsten inhibiert. m04 alleine konnte
dabei keine inhibitorische Funktion zugewiesen werden (Wagner et al., 2002; Holtappels et
al., 2006a; Pinto et al., 2006). Nach solitarer Deletion der vVRAPs konnten auch synergistische
Effekte von zwei VRAPs untersucht werden. Die Rekombinante Am06 (nur m04 und m152
werden exprimiert) zeigte dabei einen interessanten Phanotyp: Nach Infektion von MEF mit
dieser Rekombinante waren sowohl die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression als auch die
Antigenerkennung durch CD8 T-Zellen (Wagner et al., 2002; Holtappels et al., 2006a; Pinto et
al., 2006) weitgehend wiederhergestellt. m04 schien daher in Abwesenheit von m06 als
dominanter Antagonist von m152 zu wirken und hob den inhibitorischen Effekt dieses vVRAP
auf. Der dahinterliegende Mechanismus, d.h. ob m04 die Expression von m152 negativ
reguliert, oder ob m04 noch vor m152 die MHC-Klasse-I-Molekiile bindet und somit vor einer
Retention im ERGIC schutzt, blieb jedoch unerklart.

In dieser Arbeit sollte deshalb der Mechanismus hinter der m04-Wirkung auf m152 untersucht
werden. Da eine Revertierung des Am06 aufgrund der von Wagner et al. (2002) gewahlten
Mutagenese-Strategie technisch nicht méglich war, wurden in unserer Arbeitsgruppe von N.
Lemmermann zwei neue, mit unterschiedlichen Methoden generierte Viren hergestellt: Am06‘t
und Am06-? (Fink et al., 2012).

Anmerkung: Da sich die Daten von Am06-! und AmO06-2 nicht unterscheiden, wird in den
meisten Abbildungen nur das Ergebnis von AmO06“* gezeigt. Es wird dann als AmO6"

bezeichnet. Das von Wagner et al. (2002) publizierte Virus wird hier Am06" genannt.
4.1.1 In der Mutante AmO06Y ist die Expression von m152/gp40 verringert

Um die generelle Expression aller drei vVRAPs in allen vorhandenen vRAP-Deletionsmutanten
zu untersuchen, wurden MEF mit dem kompletten Set an Immunevasions-Mutanten infiziert,
6h p.i. die Proteine extrahiert (siehe 3.5.2) und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Abb. 4.1

bestatigt die Identitat der gesetzten Deletionen und zeigt die Expression der restlichen vRAPSs.
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Uberraschend war nach Infektion mit dem bereits publizierten Am06" keine m152-spezifische
Bande zu detektieren. Dagegen exprimiert die neu generierte Rekombinante AmO6"- das
m152-Protein in einer vergleichbaren Menge wie die Viren, in denen m06 vorhanden ist.
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Abb. 4.1 Expression der vVRAPs in den unterschiedlichen vRAP-Deletionsmutanten.

MEF wurden zentrifugal (MOI=4) mit den angegebenen Viren infiziert. Nach 6h wurden die Zellen geerntet und die
Proteine extrahiert. Je 30pug Gesamtproteinlysat wurden in einer 12,5%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Die VRAPs m04/gp34, m06/gp48 und m152/gp40 wurden mit den Antikdrpern 1718-1
(1:5000), 1516-3 (1:350) bzw. M3D10 (1:250) detektiert. Verandert nach Lemmermann et al., 2012.

Um zu prifen, ob die fehlende Expression von m152 auch in vivo nachzuweisen ist, wurde
eine immunhistologische Analyse durchgefiihrt. Dazu wurden immunsupprimierte C57BL/6
Mause mit WT oder AmO06Y infiziert und 12 Tage nach Infektion die Lebern entnommen. In der
darauf folgenden IHC-Analyse wurden sowohl IE-, E- und L-Phasen-spezifische Proteine (IE1,
E1 und MCP) als auch die vVRAPs m04, m06 und m152 in den Gewebeschnitten gefarbt. Bei
der Expression von IE1, E1, MCP und m04 zeigte sich kein Unterschied zwischen den Viren
(Abb. 4.2). Wie erwartet wird m06 von der Deletionsmutante nicht exprimiert. Im Gegensatz
zum Western Blot konnten in der IHC m152-positive Zellen nachgewiesen werden, allerdings

war die Anzahl der Zellen wesentlich geringer als nach Infektion mit WT (Abb. 4.2 A und B).

Auch in der Immunfluoreszenz gelang es, m152 nachzuweisen (nicht publizierte Daten von J.
Podlech) und durch eine Erhéhung der aufgetragenen Proteinmengen im Western Blot war
eine spezifische m152 Bande nach AmO06%-Infektion nachzuweisen (nicht gezeigt). Das
Protein wird also weiterhin synthetisiert, aber die exprimierte Menge ist drastisch reduziert.
Dies geht bei genauer Betrachtung auch aus der Originalarbeit iber Am06" im Western Blot
hervor (Wagner et al., 2002).
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Abb. 4.2 Expression der vVRAPs und Proteine der |IE-, E- und L-Phase nach Infektion mit WT oder Am06¥ in
der Immunhistochemie.

C57BL/6-Mause wurden durch y-Bestrahlung immunsupprimiert und anschlieBend mit 1x10%pfu/25ul PBS/Maus
intraplantar mit WT oder Am06Y infiziert. 12d p.i. wurde den Tieren die Leber entnommen und (A) die Anzahl
infizierter Zellen durch IE1-, E1-, MCP-, m04-, m06- oder m152-spezifische IHC fiir eine reprasentative Flache von
10mm? ermittelt. Die Balken stellen die Gesamtbereiche der Einzeltierbestimmungen dar, die Mediane sind als
horizontale Balken eingezeichnet. (B) Immunhistologischer Nachweis von intranuklearem IE1 und m152 in
infizierten Leberzellen. Die Lange des Balkens entspricht 50um.

4.1.2 Die neu generierten AmO06-Rekombinanten inhibieren die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression

Nachdem AmoO06- eine dem WT vergleichbare Expression von mi152 zeigte, sollte nun
untersucht werden, wie sich die neu generierten Am06-Rekombinanten in Bezug auf ihre
MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression verhalten. Sollte m04 in Abwesenheit von mO06
tatséachlich einen inhibitorischen Effekt auf die Funktion von m152 haben, dann sollte die MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression nicht inhibiert sein.

Um den Einfluss von m04 und m152 alleine und in Kombination auf die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression zu untersuchen, wurden MEF mit den entsprechenden Viren infiziert
und 16h p.i. wurde die Expression von MHC-Klasse-lI-Komplexen (H2-K%) auf der
Zelloberflache zytofluorometrisch analysiert (siehe 3.6.7). Als Marker fir infizierte Zellen diente
das virale Protein m164/gp36,5.

Wahrend AmO06%-infizierte MEF eine hohe MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression (Abb. 4.3)
zeigen, die nur unwesentlich schwécher ist als nach Infektion mit Am06Am152 (nur m04 wird
exprimiert), induzieren die beiden neu generierten Viren eine starke Reduktion der MHC-

Klasse-1-Oberflachenexpression; vergleichbar mit dem Virus Am04mO06, von dem nur m152
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exprimiert wird. In Bezug auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression scheint m04 in den

neu generierten Viren also keinen oder nur einen minimalen inhibitorischen Effekt zu haben.

Virus
Am06m152 Am04 m06 AmOBW AmO6 -1 AmO0BL2

m164/gp36,5
[log FL-1]

1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

MHC-I [log FL-2]

mO04 m152 m04+m152 m04+m152 m04+m152

exprimierte VRAPs

Abb. 4.3 MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression in Abhangigkeit der exprimierten vRAPS.

MEF wurden zentrifugal (MOI=4) mit den angegebenen Viren infiziert. Unten sind die jeweils exprimierten Proteine
angegeben. 16h p.i. wurde MHC-Klasse-I-K® (1:1000; PE-gekoppelt) an der Oberflache und intrazellulares
m164/gp36,5 (1:20; Zweitantikbrper AF-488) detektiert. AnschlieBend wurden die Zellen zytofluorometrisch
analysiert. Dargestellt sind je 50000 Zellen. AmO6Y ist das bereits beschriebene, von M. Wagner generierte Virus,
AmO06-t und AmO06-2 sind die in unserem Labor neu hergestellten vVRAP-Rekombinanten; n.i. nicht infizierte Zellen.
Verandert nach Lemmermann et al., 2012.

4.1.3 Die neu generierten AmO6 inhibieren die Prasentation viraler Antigene

In der Zytofluorometrie konnte mit den neu generierten AmO06-Rekombinanten ein
inhibitorischer Einfluss von m04 auf die Wirkung von m152 nicht bestatigt werden. Da Am06"
auch in Hinblick auf die Antigenprasentation diesen negativen Einfluss vermuten liel3, wurde
im Folgenden die Antigenprasentation von infizierten Zellen im ELISpot Assay genauer
untersucht.
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Abb. 4.4 Antigenprésentation in Abhéngigkeit der exprimierten vRAPSs.

MEF wurden zentrifugal (MOI=4) mit den angegebenen Viren infiziert und 90min p.i. in den ELISpot Assay
eingesetzt. Als Effektoren dienten M105-spezifische CTL. Die Frequenzen IFN-y produzierender CD8 T-Zellen
wurden mittels linearer Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-Software Mathematica V8 ermittelt. Die 95%
Konfidenzintervalle sind als Fehlerbalken dargestellt. Verandert nach Lemmermann et al., 2012.
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Auch hier unterscheiden sich die neu generierten Viren von Am06%W (Abb. 4.4). Nach Infektion
mit Am06" kénnen M105-spezifische CTL an der Oberflache prasentierte Peptide vergleichbar
wie nach Infektion mit Am06Am152 erkennen. Mit dem neu generierten AmO06" infizierte Zellen
dagegen zeigen fast keine Antigenprasentation und die CTL sezernieren dementsprechend
auch kein IFN-y.

Die fehlende Inhibition der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression und der Antigenprasentation
nach Infektion mit der Rekombinante Am06%" konnte mit den neu generierten Viren nicht
beobachtet werden. Sequenzierungen der Genregion von m152 (ORF, 3‘- und 5-UTRs,
Promotorbereich) zeigten keine Sequenzunterschiede zwischen Am06Y und AmO06" (nicht
gezeigt), so dass ein in der m152 Genregion lokalisierter mutationsbedingter Phanotyp

ausgeschlossen werden kann.

4.1.4 Fehlen der gp48 Isoform des m152-Proteins in mit AmO06"Y infizierten Zellen

Die Ursache fuir die Defizienz von m152 in Am06Y ist bisher vollkommen ungeklart. Es stellte
sich nun die Frage, ob die stark verminderte Expression des Proteins (vgl. 4.1.1) durch einen
schnelleren Abbau verursacht wird. Dazu wurde eine Kinetik der m152-Proteinexpression
durchgefuhrt. 6h nach Infektion wurde die Translation durch die Zugabe von Cycloheximid
(CHX) fur O bis 3h inhibiert und die Expression analysiert. Um hdhere Proteinmengen zu
erhalten, wurde m152 mittels IP angereichert.

n.i. WT AmOosW AmO6-

2 - 1 2 3 - 1 2 3 - 1 2 3 hCHX

Abb. 4.5 Proteinexpression von m152 nach Zugabe von CHX.

MEF wurden zentrifugal (MOI=4) mit den angegebenen Viren infiziert und 6h p.i. fir die angegebenen Zeiten mit
CHX inkubiert. Nach Proteinextraktion wurde mit 430pg Gesamtprotein eine m152-IP mit dem Antikérper 152.01
(1:100) und Dynabeads durchgefiihrt. Das Prazipitat wurde in einem 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und m152 mit dem Antikdrper M3D10 (1:250) detektiert; n.i. nicht
infizierte Zellen. Veréndert nach Fink et al., 2013.

Hier zeigt sich, dass sich die Proteinexpression von WT und AmO06" nicht unterscheidet (Abb.
4.5). Das Protein ist 6h p.i. nachweisbar mit einer prominenten Bande bei 40kDa und einer
weiteren, schwécheren Bande bei ca. 48kDa. Nach Blockade der Translation mit CHX wird die
48kDa-Bande prominenter. Diese Bande war nach Infektion mit Am06% nicht nachweisbar und
es zeigt sich Uber den gesamten Zeitraum ein einheitliches Bild mit einer Bande bei 40kDa.

Die Abnahme der unteren und die gleichzeitige Zunahme der oberen Bande Uiber den Zeitraum
von 3h legte die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um unterschiedlich glykosylierte
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Isoformen von m152 handelt. Um dies zu Uberprifen wurden die prazipitierten Proteine mit

Endo H oder PNGase F deglykosyliert.

o S wr AmO6" Amos"-
- - - 1 3 - 1 3 - 1 3 hCHX

48
40

+Endo H

+ PNGase F

Abb. 4.6 Deglykosylierung mit Endo H oder PNGase F.

MEF wurden mit den angegebenen Viren zentrifugal infiziert (MOI=4) und 6h p.i. fir die angegebenen Zeiten mit
CHX inkubiert. Die Proteine wurden extrahiert und eine m152-IP mit 430pug Gesamtprotein durchgefiihrt (vgl. Abb.
4.5). Die Prazipitate blieben unbehandelt oder wurden mit 750U Endo H oder 1000U PNGase F deglykosyliert und
anschlieRend in einem 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und
m152 mit dem Antikdrper M3D10 (1:250) detektiert; n.i. nicht infizierte Zellen; WT@ Prazip, die m152-IP wurde ohne
prazipitierenden Antikorper durchgefiihrt. Verandert nach Fink et al., 2013.

Wie in Abb. 4.6 zu sehen, sind alle prazipitierten Proteine Endo H resistent, sie durchlaufen
demnach das ER und den Golgi-Apparat und werden dabei mit komplexen Zuckerresten
beladen, die durch Endo H nicht abgespalten werden kénnen. PNGase F dagegen entfernt
auch komplexe Zuckerreste und die Proteine aller Viren fallen auf eine molekulare Masse von

ca. 36kDa zurlick.

Die mengenmé&Rige Zunahme von gp48 ohne weiterhin stattfindende Proteinsynthese und die
gleichzeitige Abnahme an gp40 lasst die Vermutung zu, dass gp40 ein Vorlauferprodukt der
hoéher glykosylierten Isoform gp48 darstellt.

4.2 Generierung einer m152-Glykosylierungsmutante durch Zwei-Schritt-

Rekombination

Die fehlende Inhibition der Antigenprasentation und MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
nach Infektion mit AmO6% geht mit einer fehlenden héheren Glykosylierungsform von m152
einher. Die Uberlegung war daher, dass gp48 moglicherweise die funktionelle Isoform fiir die
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m152-vermittelte Immunevasion darstellt. In der Aminosaure (AS)-Sequenz von m152 werden
3 potentielle N-Glykosylierungsstellen vorhergesagt: Asn61, Asn208 und Asn241. Zunachst
sollten mittels Transfektionsexperimenten die tats&chlich genutzten N-Glykosylierungsstellen
identifiziert werden und im weiteren Verlauf der Arbeit ein rekombinantes Virus generiert
werden, in welchem diese Positionen selektiv ausgeschaltet werden, so dass keine N-
Glykosylierung mehr stattfinden kann.

4.2.1 Mutation der N-Glykosylierungsstellen von m152

Um die N-Glykosylierung von m152 zu kartieren, wurden insgesamt 8 Expressionsplasmide
hergestellt. Neben der WT-Sequenz wurden die N-Glykosylierungsstellen in allen méglichen
Kombinationen mutiert, so dass anstelle von Asn (Einbuchstabencode: N) fur Gin (Q) kodiert
wird. Durch Subklonierung des m152-Gens uber BamHI/HindllI-Restriktion aus dem Vektor
pDrive_m152 in pUC19 und von dort Uber eine EcoRI-Restriktion in den Vektor
pcDNA3.1mycHis(+)A wurde das Plasmid pcDNA_m152 generiert. Es diente als Ausgangs-
Matrize fir die Einzelaustausche N61Q, N208Q bzw. N241Q mit Hilfe des QuikChange Site
Directed Mutagenesis Kits. Hierbei wurden die Primerpaare m152 N61Q for/rev,
m152 N208Q for/rev bzw. m152 N241Q for/rev mit den Komponenten des Kits nach
Herstellerangaben eingesetzt. Nach Abschluss der Mutagenese nach dem in 3.4.22.1
beschriebenen Protokoll konnten die Konstrukte pcDNA_m152 N61Q, pcDNA _m152 N208Q
und pcDNA_m152 N241Q generiert werden. pcDNA m152 N61Q diente wiederum als
Ausgangsvektor fur die weiterflhrende Mutagenese von N208Q bzw. N241Q nach dem
gleichen  Prinzip, so dass die Konstrukte  pcDNA_m152 N61/208Q und
pcDNA _m152 N208/241Q erzeugt werden konnten. Das Plasmid pcDNA _mi152 N208Q
wurde  dementsprechend als  Ausgangsmatrize  fir die  Generierung  von
pcDNA_m152 N208/261Q verwendet, wahrend pcDNA_m152 N61/208Q zur Generierung
von pcDNA_m152_N61/208/241Q (m152A3Glyc) diente. Die einzelnen Mutationen wurden
anschlie3end durch Sequenzierung bestéatigt.

Um den Einfluss der veranderten N-Glykosylierungsstellen zu untersuchen, wurden mit den
generierten Expressionsplasmiden COS-7-Zellen transfiziert (siehe 3.1.5.2). 48h nach
Transfektion wurde aus den Zellen Gesamtprotein extrahiert (siehe 3.5.2), jeweils 30ug
Gesamtprotein mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die m152 Isoformen im Western Blot

dargestellt.

Von den Austauschen N61Q, N208Q und N241Q fuhrten nur die beiden erstgenannten zu
einer Abnahme der molekularen Masse von m152 um 2kDa (siehe Abb. 4.7). Dies deutet
darauf hin, dass die AS-Position Asn241 nicht genutzt wird, wenn die beiden anderen

Glykosylierungsstellen vorhanden sind. Der Doppelaustausch N61/208Q resultiert in einer
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prominenten Bande bei ca. 36kDa (vergleichbar mit p36 nach PNGase F-Behandlung; vgl.
Abb. 4.6) und einer schwachen Bande bei 38kDa, so dass es scheint, als ob in Abwesenheit
der beiden pradominanten Glykosylierungsstellen die dritte doch genutzt werden kann. Die
Ausléschung aller drei Glykosylierungsstellen (A3Glyc) fuihrte ebenfalls zu p36 als prominente
Bande. Da die weitere, schwache Bande mit noch geringerer molekularer Masse nur nach
Transfektion (und nicht nach Infektion, siehe unten) nachweisbar war, wurde die Aufklarung

ihrer Identitat nicht weiter verfolgt.

pcDNA-

Abb. 4.7 Analyse des m152-Proteins nach Mutation der einzelnen N-Glykosylierungsstellen.

2x105 COS-7-Zellen wurden in 10cm Kulturschalen ausgesét und am folgenden Tag mit jeweils 4ug Plasmid-DNA
der angegebenen Expressionsplasmide transfiziert. 48h nach Transfektion wurde Gesamtprotein extrahiert, je 30ug
Proteinlysat in einer 12,5%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. m152 wurde mit
dem Antikdrper M3D10 (1:250) detektiert. mock, Leervektor. Verandert nach Fink et al., 2013.

Da nach Transfektion die Nutzung der einzelnen N-Glykosylierungsstellen nicht eindeutig
bestimmt werden konnte, wurde im Folgenden eine mCMV-Rekombinante generiert, in der
vorsorglich alle 3 potentiellen N-Glykosylierungsstellen ausgetauscht wurden. Fur eine
singulare 2-Schritt-Rekombination mittels Shuttle-Plasmid lagen die Nukleotide der N-
Glykosylierungsstellen jedoch zu weit voneinander entfernt. Daher wurden zunéchst die AS-
Positionen Asn208 und Asn241 durch GIn ersetzt, das mutierte Fragment mittels Shuttle-
Plasmid in das WT.BAC-Genom eingefligt und anschliel3end die AS-Position Asn61 durch

Red-vermittelte, markerlose DNA Rekombination ausgetauscht.

4.2.1.1 Klonierung des Shuttle Vektors pST76K_m152N208/241Q _flank

Fur eine erfolgreiche Mutagenese mittels Shuttle-Vektor ist es notwendig, dass die zu
mutierende Sequenz auf beiden Seiten von 1000-1500bp langen, zum Integrationsort
homologen Sequenzen flankiert wird. Dazu wurde zunéchst ein PCR-Produkt aus WT-BAC-
DNA generiert, welches die Sequenz des ORF m152 und die flankierenden Bereiche enthalt.
Durch Subklonierung in einem high-copy Plasmid wurde die WT-Sequenz durch die mutierte
Sequenz ersetzt (siehe 4.2.1) und das Shuttle-Plasmid mit den gewinschten Mutationen

generiert.
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Fur eine Ubersicht der Klonierungsschritte siehe Abb. 4.8. Mit Hilfe des High Pure Viral Nucleic
Acid Kit wurde mCMV-WT-DNA aufgereinigt (siehe 3.4.11). Um den ORF m152 und seine
flankierenden Bereiche zu vervielfaltigen, wurde diese in eine PCR mit den Primern
m152_BAC_for und m152_BAC-rev eingesetzt.

PCR-Profil:

95°C | 94°C 68°C | 72°C
55°C 4°C
5 15 . 740" 10°
N 1v °
35x

AnschlieBend wurden das PCR-Fragment und der Vektor pBlueScript mit den
Restriktionsenzymen Sacl und Xmal verdaut (siehe 3.4.17), die beiden Produkte ligiert (siehe
3.4.21) und der Bakterienstamm DH10B mit dem Ligationsprodukt transformiert (siehe 3.4.6).
Dies ergab das Produkt pB_m152_flank.

pB_m152 flank und pcDNA_m152_ N208/241Q (siehe 4.2.1) wurden mit Sphl und Nhel
geschnitten und die so erhaltenen Fragmente ligiert, so dass das Produkt
pB_m152 N208/241Q flank entstand. Aus diesem Produkt wurde mit Sacl/Xmal-Restriktion
das mutierte m152-Produkt geschnitten und in das mit den gleichen Enzymen gedffnete
Shuttle-Plasmid ~ pST76K_SR  subkloniert; dies ergab das finale  Produkt
pST76K_m152_N208/241Q flank, mit welchem WT.BAC-DNA tragende DH10B transformiert

wurden.
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—_—

mCMV-WT-DNA ~ ----- e m152 —
\L Sac] Xmal
Sacl Xmal .
m152 F—+ + pBlueScript

\W m152_ flank )
Nhel Sphl Nhel Sphl
| m152 | | m152 N208/241Q |
pB_m152_flank + pcDNA_m152_N208/241Q

mi152 N208/241Q Sac] Xmal

Sacl Xmal

pB_m152_N208/241Q_flank

- /

pST76K_m152_N208/241Q_flank

Abb. 4.8 Klonierungsschema fiir die Generierung des Shuttle-Vektors pST76K_m152_N208/241Q_flank.
mCMV-WT-DNA wurde als Template fiir eine PCR eingesetzt, um das Produkt m152_flank zu erhalten. Uber
Sacl/Xmal-Restriktion wurde das Fragment in den Vektor pBlueScript subkloniert. Das so erhaltene Produkt
pB_m152_flank wurde mit Nhel/Sphi-Restriktion gedéffnet und die WT-Sequenz (hellgrau) durch das mutierte
Fragment (dunkelgrau) aus pcDNA_m152_N208/241Q ersetzt. Das Fragment m152_N208/241Q_flank wurde tber
Sacl/Xmal-Restriktion in den Shuttle-Vektor pST76K-SR subkloniert.

Nach homologer Rekombination, Entfernung des Shuttle-Plasmids, Auflésung der Co-
Integrate und Selektionierung (siehe 3.4.22.2 und Abb. 3.1) wurde zur Uberprufung der
erfolgreichen Mutagenese BAC-DNA aufgereinigt (siehe 3.4.9) und 2ul der DNA als Template
fir eine PCR mit den Primern m152_BAC_Seq_rev und m152 BAC_Seq_for eingesetzt. Da
die Mutagenese an AS-Position 241 eine Pstl-Schnittstelle einfligt, wurde das PCR-Produkt
mit Pstl verdaut. Bei einem positiven Klon wird das 1147bp lange PCR-Produkt in ein 789bp
und ein 358bp langes Produkt gespalten. Abb. 4.9 zeigt ein DNA-Bild der geschnittenen PCR-
Produkte. Mit Klon 8 wurde eine BAC-Maxipraparation durchgefiihrt (siehe 3.4.10). Mit der so

erhaltenen DNA wurden elektrokompetente GS1783 transformiert (siehe 3.4.6).
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M 1 2 3 4 5 6~ 7 8 9 10

1= — 789bp
05—
— 358bp
kbp

Abb. 4.9 Auftrennung der mit Pstl verdauten PCR-Produkte.

Nach BAC-Minipréparationen wurde die DNA als Template fir eine m152-PCR eingesetzt, die PCR-Produkte mit
Pstl geschnitten und in einem 1%-igen Agarose-Gel aufgetrennt. Die Mutation an AS-Position 241 fligt eine Pstl-
Schnittstelle ein und das PCR-Produkt wird in ein 789bp und ein 358bp langes Fragment gespalten. Positive Klone
sind mit * markiert. M: 1kbp Marker.

Um die Integritat der umklonierten BAC-Plasmide zu prufen, wurde die BAC-DNA aus den
GS1783 Bakterien aufgereinigt und mit EcoRI verdaut. Nach der Auftrennung im Agarose-Gel
zeigen sich die fur BAC-DNA typischen verschiedenen Bandenmuster. Klone, die nach der
Rekombination nur noch BAC-Vektor-Backbone enthalten, zeigen 2 Banden bei 1,93kbp und
6,45kbp. Wie in Abb. 4.10 zu sehen, traf das fur die Mehrheit der Klone zu. Nur 4 von 18
Klonen haben noch intakte BAC-DNA. Fir die daran anschlieBende Red-vermittelte

Rekombination wurde Klon 4 verwendet.

MWT46*1 2 3 4 5 6 7 8 10 11*12 13 14 15 16*17 18

8 6,45kbp
3

1,93kbp
1
kbp

Abb. 4.10 Integritédt des mCMV-BAC-Genoms.
Nach BAC-Minipraparationen wurde die DNA mit EcoRI geschnitten und in einem 0,7%-igen Agarose-Gel
aufgetrennt. * kennzeichnet positive Klone. WT, WT.BAC-DNA; M, 1kbp Marker.
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4.2.1.2 Red-vermittelte markerlose DNA Rekombination in E. coli zur Herstellung des
rekombinanten mCMV-BAC-m152A3Glyc

Um den AS-Austausch an Position Asn6l einzufligen, wurde das Plasmid pEPkan-S als
Template in einer PCR mit den Primern pEPKan-S_m152N61Q_for/rev eingesetzt. Nach
Gelextraktion (siehe 3.4.19) und Ethanolfallung (siehe 3.4.22.3) wurde das PCR-Produkt fur
die Transformation der zuvor elektrokompetent gemachten, mCMV-m152_N208/241Q-DNA
tragenden GS1783 verwendet. Nach Red-Rekombination, Integratauflésung und Selektion
von Cam'™s/Kans®" Kolonien (siehe 3.4.22.3 und Abb. 3.2) erfolgte aus diesen die Aufreinigung
der BAC DNA, die wiederum als Template fur eine PCR mit den Primern m152_BAC_Seq_for
und m152 BAC_Seq_rev diente. Das PCR-Produkt sollte 1055bp lang sein. Abb. 4.11 zeigt
die auf ein Agarose-Gel aufgetragenen PCR-Produkte.

10+ 11* 13 15 16* 17 18 19* 20*21* M 31* 32* 33* 39* 43*

M
!
(-
L]
o

8

1055bp

kbp

Abb. 4.11 Auftrennung der m152-PCR-Produkte.

Nach BAC-Minipréparation wurde die DNA als Template fur eine m152-PCR eingesetzt. Das erwartete PCR-
Produkt ist 1055bp lang. *kennzeichnet positive Klone. M, 1kb Marker.

Um die Mutationen zu bestéatigen, wurden die PCR-Produkte sequenziert. Die
Chromatogramme der Sequenzierungen in Abb. 4.12 zeigen, dass die Mutationen erfolgreich

eingefiigt wurden. Die anschlieBende BAC-Maxipraparation (siehe 3.4.10) erfolgte mit Klon
39.
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A n211.155 N n211.105
GAGGTGAAACATTTTCC TTGGATGAACGTGAGCGAGC TGGCGCAGGAGAGT
200 210 220 230 240
v MWWWWMMMWWWWW
GAGGTGAAACATTTTCCTTGGATGCAGG TGAGCBGAGC TGOCBGC ABGGAGAGT
200 210 220 230 240
e NW\WWWWW\MW\MMMWWW
n210.715 N n210.664
GCGCACTCAGGTTCCGTTGGCATACAACATCAGTCTCGCGAACGGAGTGGAL
B840 650 660 670 630 B9
GCGCACTCAGGTTCCGTTGGCGTACCAGATCAGTCTCGCGAACGGAGTGGAC
640 = 670 680
m152A3Glyc

n210.612 N n210.562
TGGCTCGATCTCAGAGACCTGAACGGTAGTACCGACTTCGCGTTCGTGATT
750 60 770 B

" b bl

TGGCTCGATCTCAGAGACCTGBCAGGGTAGTACCGACTTCGCGTTCGTGAT
740 750 760 770 780

m152A3Glyc

Abb. 4.12 Chromatogramme der Sequenzierungen von WT und m152A3Glyc.

DNA des ORF m152 wurde mittels PCR amplifiziert und sequenziert. A, AS Austausch an Position 61, B, AS-
Austausch an Position 208, C. AS-Austausch an Position 241. Angegeben sind die Nukleotidpositionen (n) des
WT.Smith Genoms (Rawlinson et al., 1996). Verandert nach Fink et al., 2013.

4.3 Rekonstitution und Aufreinigung der Rekombinante m152A3Glyc

Mit der aufgereinigten BAC-DNA aus 4.2.1.2 wurden MEF transfiziert (siehe 3.1.5) und das
rekonstituierte Virus Uber mehrere Passagen von BAC-Sequenzen befreit (siehe 3.2.4). Um
zu Uberprifen, ob die rekombinanten Viren tatséchlich BAC-frei waren, wurde eine M55/gB-
und BAC-Sequenz-spezifische qPCR (siehe 3.4.14) durchgefiihrt, bei der aufgereinigte virale
DNA aus Zellkulturtiberstéanden (siehe 3.4.11) als Template diente. Als Standard der absoluten
Quantifizierung dienten logio Titrationen des Plasmids pDrive_gB-PTHrP_BAC (siehe 3.4.15).
Tab. 4.1 zeigt die ermittelten Werte der rekonstituierten m152A3Glyc-Rekombinanten nach 5
Passagen. Wenn weniger als 10?2 BAC-Sequenzen pro 10° Virusgenome nachweisbar waren,

wurde das jeweilige rekombinante mCMV als BAC-frei definiert (Lemmermann et al., 2010).
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Dies war fur die Klone 1.1, 1.2 und Klon 3 der Fall. Fur die Aufreinigung des rekombinanten
Virus mCMV-m152A3Glyc (siehe 3.2.1) wurde der Uberstand von Klon 1.1, Passage 5
verwendet. AnschlieRend wurde der Virustiter des erhaltenen Stocks mittels Plaquetest
bestimmt (siehe 3.2.2.1).

Klon BAC Sequenzen | Genome (M55/gB) | BAC/10° Genome
1.1* 1,6x10° 1,7x10° 9,4x10%

1.2* 1,4x10° 1,0x10° 1,4x10°

1.3 4,2x10? 1,4x10° 3x10?

2 5,9x10* 4,1x10° 1,4x10°

3* 3,2x10?! 4,1x10° 7,8x10*

4 6,9x10! 5,5x10° 1,3x10?

Tab. 4.1 Quantifizierung der BAC-Sequenzen nach Viruspassagierung von m152A3Glyc. Die virale DNA
wurde aus 200ul Uberstand nach 5 Passagen der jeweiligen Virusklone aufgereinigt. Jeweils 2ul der DNA wurden
als Template fir eine M55/gB- und BAC-spezifische qPCR eingesetzt (Mittelwert aus Duplikaten). Als Standard
diente das Plasmid pDrive_gB-PTHrP_BAC. * markiert als BAC-frei definierte Klone.

4.3.1 Charakterisierung der neu generierten mCMV-Rekombinante

Um auszuschlieRen, dass die eingefligten Mutationen einen Einfluss auf die Proteinexpression
haben oder sich negativ auf die replikative Fithess des Virus auswirken, wurde das neu
generierte Virus zunachst dahingehend Gberpruift.

4.3.1.1 Dievirale Proteinexpression der m152A3Glyc-Rekombinante entspricht der des
WT-Virus

Um die virale Proteinexpression zu charakterisieren, wurden MEF zentrifugal infiziert (MOI=4)
und zu den Zeitpunkten 1h, 2h, 4h, 6h, 12h und 24h p.i. die Proteine extrahiert (siehe 3.5.2).
Jeweils 30ug Gesamtproteinlysat wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (siehe
3.5.6) und auf eine PVDF-Membran geblottet (siehe 3.5.7). AnschlieRend wurden mittels
Western Blot die Proteine m152 und IE1 detektiert. Wie zu erwarten, ist das IE1-Protein schon
2h nach Infektion nachweisbar (Abb. 4.13). Darin unterscheiden sich WT-Virus und die
Rekombinante nicht. m152 zeigt in beiden Viren ebenfalls keinen Unterschied in seiner
Expressionskinetik und ist in beiden Viren ab 4h p.i. nachweisbar. Nach Infektion mit WT sind
eine prominente Bande bei 40kDa und eine schwéchere bei 48kDa nachzuweisen. Im Verlauf
nimmt nach WT-Infektion die obere Bande (48kDa) leicht zu, wahrend die Rekombinante
erwartungsgamal’ nur eine Bande bei ca. 36kDa aufweist. Das m152-Protein von m152A3Glyc
verhalt sich wie hach PNGase F Verdau (vergleiche Abb. 4.6), eine N-Glykosylierung findet
folglich nicht statt.
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WT m152A3Glyc

ni. 1 2 4 6 12 24 1 2 4 6 12 24 hp..

IE1
48 » - -
40 » - . .
36 » g s W o D
kDa m152

Abb. 4.13 Proteinexpression von WT und m152A3Glyc.

MEF wurden mit WT oder m152A3Glyc zentrifugal infiziert (MOI=4) und zu den angegebenen Zeiten p.i. die
Proteine extrahiert. Jeweils 30pg Gesamtprotein wurden in einem 12,5%-igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran geblottet und das IE1-Protein mit Cromal01, m152 mit dem Antikdrper M3D10 detektiert. n.i. nicht
infiziert. Verandert nach Fink et al., 2013.

4.3.1.2 Die Rekombinante m152A3Glyc repliziert wie das WT-Virus

Bisher konnte gezeigt werden, dass sich die Nicht-Glykosylierung des m152 nicht auf die
Expression des Proteins auswirkt. Um zu zeigen, dass sich die Mutation auch nicht auf die in
vivo Replikation auswirkt, wurde die replikative Fitness der generierten Rekombinante in vivo
Uberprift. Da die natlrliche mCMV-Infektion im immunkompetenten Tier effektiv vom
Immunsystem kontrolliert wird, wird die in vivo Replikation im immundepletierten Tier
untersucht. Durch die Mutation sollte es zu keiner Attenuierung oder Verstarkung der Virulenz

kommen.

8-9 Wochen alte BALB/c Mause wurden durch y-Bestrahlung immunsupprimiert (siehe 3.3.1)
und anschlieRend i.pl. mit WT oder m152A3Glyc infiziert (siehe 3.3.3). An Tag 2, 4, 6, 8 und
10 p.i. wurden den Tieren Leber, Milz und Lunge entnommen. Mit den Lebern wurde eine IE1-
spezifische IHC durchgefiihrt, um die Anzahl der infizierten Zellen zu bestimmen (siehe 3.7),
Lungen und Milzen wurden homogenisiert und der Virustiter mittels Plaguetest (siehe 3.2.2.2)
bestimmt. Abb. 4.14 (A) zeigt die Virustiter in Milz und Lunge, (B) die Anzahl IE1 positiver
Hepatozyten in 10mm? Gewebeschnitt. Die Verdopplungszeiten (VZ) der Viren wurden Uber

die Steigung (m) der jeweiligen Regressionsgeraden mit Hilfe der Formel VZ=log2/m ermittelt.

In der Milz konnte an Tag 4 p.i. Infektidsitat bei beiden Viren nachgewiesen werden (Abb.
4.14), in der Lunge erst an Tag 6 p.i.. In der Leber wurden an Tag 4 p.i. (WT) bzw. an Tag 6
p.i. (M152A3Glyc) infizierte Zellen sichtbar. Somit zeigen in der Milz beide Viren eine
vergleichbare Kinetik, in Lunge und Leber zeigt die Rekombinante jedoch eine leichte

Attenuierung, was sich in verlangerten Verdopplungszeiten in den Organen auswirkt.
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Abb. 4.14 Replikatives Potential von WT und m152A3Glyc in immunsupprimierten Tieren.

Pro Zeitpunkt wurden 3-5 BALB/c Mause durch 6,5Gy y-Bestrahlung immunsupprimiert und mit 10%pfu WT oder
m152A3Glyc i.pl. infiziert (in 25ul PBS/Maus). Zu den angezeigten Zeitpunkten p.i. wurden den Tieren Milz, Lunge
und Leber entnommen und (A) der Virustiter in Milz und Lunge mittels Plaqueassay bestimmt oder (B) in der Leber
die Anzahl infizierter Zellen durch IE1-spezifische IHC fiir eine reprasentative Flache von 10mm? ermittelt. Die
Punkte stellen Einzeltierbestimmungen dar, die Mediane sind als horizontale Balken eingezeichnet. Die
Verdopplungszeiten der Viren (VZ; mit 95% Konfidenzintervallen in Klammern) wurden mittels linearer
Regressionsanalyse bestimmt (Mathematica V8). Verandert nach Fink et al., 2013.

4.4 Einfluss der Nicht-Glykosylierung auf die Funktion des vRAPs m152

Um zu prufen, ob die fehlende Glykosylierung die Funktion von m152 als Inhibitor der
Antigenprasentation oder MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression verhindert, wurde der
Phéanotyp der neu generierten Virusrekombinante m152A3Glyc im ELISpot Assay und mittels

Durchflusszytofluorometrie eingehender untersucht.
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4.4.1 Die 36kDa Isoform von m152 verhindert die Antigenprasentation

Eine Funktion von m152 ist es, Peptid-beladene MHC-I-Molekiile im ERGIC zurlickzuhalten
und somit die Menge an pMHC-I-Komplexen, die an der Zelloberflache prasentiert werden und
daraufhin von CD8 T-Zellen erkannt werden kdnnen, zu verringern. Die Prasentation von
pMHC-I-Komplexen kann durch die Bestimmung der Anzahl an Virus-Epitop spezifischen,
polyklonalen CD8 T-Zellen, die durch den Kontakt mit infizierten Zellen aktiviert und zur IFN-
y-Sezernierung stimuliert werden, ermittelt werden. Um zu testen ob p36 der Rekombinanten
m152A3Glyc diese Funktion weiterhin erfillen kann, wurden MEF (BALB/c, Haplotyp H-29 oder
C57BL/6, Haplotyp H-2°) infiziert und 90min p.i. als Zielzellen in den ELISpot Assay eingesetzt.
Als Effektoren dienten MACS-aufgereinigte CD8 T-Zellen aus den Milzen latent infizierter Tiere
(BALB/c oder C57BL/6).
Die Erkennung WT-infizierter Zellen ist im Vergleich zur Immunevasin-Deletionsmutante
Am152 gering (Abb. 4.15). Am06YV-infizierte MEF, in denen m152 nur in reduzierten Mengen
vorhanden ist und die 48kDa Isoform von m152 nicht nachweisbar war, werden sogar noch
besser erkannt, was durch einen hohen Anteil an IFN-y sezernierenden CD8 T-Zellen zum
Ausdruck kommt. Die Infektion mit AmO06" fiihrt dagegen zu einer vergleichbar geringen
Erkennung wie nach WT-Infektion. Ebenso zeigt die Infektion mit m152A3Glyc eine mit dem
WT vergleichbare Erkennung, woraus zu schlieBen ist, dass m152/p36 in seiner Funktion nicht
eingeschrankt ist. In beiden Haplotypen ist der Trend gleich, allerdings ist in BALB/c-Mausen
die Antigenprasentation generell starker ausgepragt.
BALB/c C57BL/6
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Abb. 4.15 Antigenprésentation in BALB/c und C57BL/6 MEF in Abhangigkeit von m152.

MEF wurden mit den angegebenen Viren zentrifugal infiziert (MOI=4) und 90min p.i. als Zielzellen in den ELISpot
Assay eingesetzt. Als Effektoren dienten MACS-aufgereinigte Milzzellen aus latent infizierten BALB/c (links) oder
C57BL/6 (rechts) Mé&ausen. Die Frequenzen IFN-y produzierender CD8 T-Zellen wurden mittels linearer
Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-Software Mathematica V8 ermittelt. Die 95% Konfidenzintervalle sind als
Fehlerbalken dargestellt; n.i. nicht infiziert. Verandert nach Fink et al., 2013.

Die N-Glykosylierung von m152 ist daher fur die immunevasive Funktion des m152 auf die

Prasentation antigener Peptide durch MHC-I-Molekile der zwei getesteten Haplotypen nicht
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von Bedeutung und das nicht-glykosylierte Vorlauferprodukt p36 in der Lage, die

immunevasive Funktion zu erflllen.

4.4.2 Die 36kDa Isoform von m152 inhibiert die Oberflachenexpression von RAE-1

m152 halt MHC-Klasse-I-Molekile auf bisher unbekannte Weise im ERGIC zuriick und
verhindert so deren Transport an die Zelloberflache und somit die Antigenpréasentation. Des
Weiteren inhibiert m152 auch die Oberflachenexpression von RAE-1, einem MHC-I-dhnlichen
Liganden des NKG2D-Rezeptors, und verhindert so die Aktivierung von NK-Zellen. Obwonhl
die Interaktion von m152 und MHC-I-Komplexen ahnlich der mit RAE-1 sein sollte, kbnnte sich
die N-Glykosylierung unterschiedlich auf die m152/MHC-I- und m152/RAE-1-Interaktion
auswirken.

Um zu testen, ob durch die fehlende Glykosylierung von m152 die MHC-Klasse-I- oder RAE-1-
Oberflachenexpression beeinflusst ist, wurden MEF mit WT, verschiedenen m152-
Deletionsmutanten oder m152A3Glyc infiziert und 16h p.i. MHC-Klasse-I (K%) und RAE-1 an
der Zelloberflache, sowie intrazellulares m164/gp36,5 zytofluorometrisch nachgewiesen.

WT-infizierte Zellen zeigen die beiden charakteristischen Populationen aus nicht infizierten
(m164/gp36,5/MHC-I"") und infizierten (m164/gp36,5*/MHC-I"ed19) Zellen (Abb. 4.16, jeweils
linke Spalte). Dies gilt ebenso fir Am152 und m152A3Glyc. Nach Infektion mit AmOG6" ist die
Herabregulation von MHC-Klasse-I-Molekulen nicht ganz so stark ausgepragt (vgl. 4.5.1).
Am06AmM152 reguliert die MHC-Klasse-I-Molekiile nur unwesentlich herunter und Amo06%W
(durch das schwach exprimierte m152) etwas starker. Die reduzierte m152-Expression dieses
Virus kann demnach noch einen Teil der pMHC-I-Komplexe im ERGIC zuriickhalten. Wahrend
die Viren, die kein (Am152, Am06Am152) oder kaum (Am06%Y) m152 exprimieren, keinen
Einfluss auf die RAE-1-Oberflachenexpression zeigen, wird diese nach Infektion mit WT und
AmO6" stark inhibiert. Auch die Rekombinante m152A3Glyc, also die p36 Isoform von m152,
ist vollstandig in der Lage, die RAE-1-Oberflachenexpression herunter zu regulieren.
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Abb. 4.16 MHC-Klasse-I- und RAE-1-Oberflachenpréasentation in Abhéngigkeit von m152.

MEF wurden zentrifugal (MOI=04) mit den angegebenen Viren infiziert. 16h p.i. wurden MHC-I-K9 (1:1000; PE-
gekoppelt) und RAE-1 (1:10; APC-gekoppelt) an der Zelloberflache und intrazellulares m164/gp36,5 (1:20;
Zweiantikdrper AF-488) detektiert. AnschlieRend wurden die Zellen zytofluorometrisch analysiert. Dargestellt sind
je 50000 Zellen. Verandert nach Fink et al., 2013.

Die Ausloschung der drei N-Glykosylierungsstellen hat folglich keinen Einfluss auf die
Oberflachenexpression von RAE-1 (im Vergleich zum WT). Dies bedeutet, dass p36 in der
Lage ist, RAE-1 effektiv im ERGIC zurtickzuhalten. Die starke Herabregulation der MHC-
Klasse-I-Molekiile durch m06 (sichtbar nach Infektion mit Am152) verdeckt jedoch einen
mdglichen Einfluss von p36, so dass dessen tatsachliche Wirkung erst nach Deletion von m06
sichtbar wére. Eine Aussage Uber die inhibitorische Kapazitat der p36 Isoform auf die MHC-

Klasse-I-Molekile kann deshalb in diesem Vesuchsaufbau nicht gemacht werden,

4.4.3 Die 36kDa Isoform von m152 inhibiert die Aktivierung von NK-Zellen durch RAE-
1/NKG2D Interaktion

Die bisherigen Daten zeigen, dass die p36 Isoform von m152 ausreicht, um die
Antigenprasentation, die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression (in Kombination mit m06) und
die RAE-1-Oberflachenexpression vergleichbar zu inhibieren wie das WT-m152. Um den
Effekt von p36 auf die RAE-1-Oberflachenexpression funktionell zu bestatigen, wurde ein in

vivo NK-Zell-Assay durchgefuhrt.

8-10 Wochen alte BALB/c Mause wurden mit 1x10%pfu WT, Am152, oder m152A3Glyc infiziert
(siehe 3.3.3). 24h vor der Infektion wurden die NK-Zellen depletiert oder 6h vor der Infektion
wurde der NKG2D Rezeptor mit einem antagonistischen Antikérper blockiert (siehe 3.3.2). Drei

Tage p.i. wurden die Virustiter in Milz und Lunge mittels Plaquetest (siehe 3.2.2.2) bestimmit.
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Da bekannt war, dass die Blockade des NKG2D-Rezeptors keinen Einfluss auf den Virustiter
des WT hat (Krmpoti¢ et al., 2005), wurde diese Gruppe aufgrund von Tierzahlreduktion

ausgelassen.
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Abb. 4.17 Virustiter in Abh&ngigkeit von m152 nach NK-Zell Depletion oder NKG2D Blockade.

BALB/c Mause blieben unbehandelt oder wurden mit 20pl a-asialo GM1 NK-Zell depletiert. Zur Blockierung des
NKG2D-Rezeptors wurden 300pg Antikdrper verabreicht. Die Tiere wurden 24h nach Depletion bzw. 6h nach
Rezeptor-Blockade i.v. mit den angezeigten Viren infiziert (2x10%pfu in 5001 PBS/Maus). 3 Tage p.i. wurden den
Tieren Milz und Lunge entnommen und der Virustiter in den Organen mittels Plaquetest bestimmt. Die Punkte
stellen Einzeltierbestimmungen dar, die Mediane sind als horizontale Balken eingezeichnet. Die Berechnung der
P-Werte (Welch’s unpaired t-test) der log-transformierten Daten erfolgte mit Hilfe einer Online zur Verfligung
stehenden Software (http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm?Format=SD). P-Werte < 0,05 wurden als
statistisch signifikant betrachtet. Die gestrichelte Linie kennzeichnet das Detektionslimit.

Nach Infektion mit WT fuhrt die alleinige Depletion der NK-Zellen zu keiner signifikanten
Anderung des Virustiters in der Lunge (Abb. 4.17). In der Milz ist eine leichte NK-Zell Aktivitat
nachzuweisen. Am152 unterliegt in unbehandelten Tieren der NK-Zell-Kontrolle und ist
deutlich attenuiert; der Titer liegt eine logio-Stufe niedriger als der von WT. In der Milz fihren
sowohl die NK-Zell Depletion als auch die NKG2D-Blockade zu einer signifikanten Erhdhung
des Titers auf WT-Niveau. m152A3Glyc zeigt zwar in beiden Organen einen geringeren Titer
als WT, die Depletion oder Rezeptorblockade fihren aber zu einem mit dem WT

vergleichbaren Unterschied. In der Lunge ist der Titer leicht niedriger als im WT, was auch
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schon in der Wachstumskinetik der Rekombinanten zu beobachten war (vgl. Abb. 4.14). Da
es nach NK-Zell Depletion oder Rezeptorblockade jedoch nicht zu einem Titeranstieg kommt,
ist dieser Phanotyp nicht durch eine verminderte NKG2D-spezifische NK-Zell-Evasion

verursacht.

Fur das neu generierte Virus m152A3Glyc zeigte sich auch in vivo kein Phanotyp, der eine
Bedeutung der Glykosylierung fir die Funktion des Proteins zeigen konnte. Trotz des
Ausgangbefundes in AO6" konnte nach zielgerichteter Mutagenese keine Notwendigkeit der
Glykosylierung fiir die Immunevasionsfunktion von m152 nachgewiesen werden und die nicht-

glykosylierte Isoform p36 ist in der Lage, die immunevasive Funktion von m152 zu erfillen.

4.5 Einfluss von IFN-y auf die Funktion der vRAPSs in vitro und in vivo

Der CD8 T-Zell-vermittelte Schutz gegen die CMV-Infektion erfordert eine Erkennung von
viralen pMHC-I-Komplexen an der Oberflache infizierter Zellen. Durch die Wirkung der vRAPs
wird jedoch diese Prasentation stark eingeschranki.

In Umkehr wird die Infektion mit AVRAP besser kontrolliert als eine WT-Infektion, was auf die
fehlende Wirkung der Immunevasine schlieBen lasst. Es scheint also notwendig zu sein, fur
eine verbesserte Kontrolle der Infektion die VRAPs zu inhibieren oder die infizierten Zellen zu
einer erhdhten Antigenprasentation zu stimulieren. Insbesondere kann eine Behandlung mit
IFN-y die Expression von TAP und die MHC-Klasse-I-Prasentation verbessern. Der Einfluss
von IFN-y auf eine verbesserte Kontrolle der Infektion wurde bereits von Hengel et al. (1994)
angedeutet, allerdings waren zu diesem Zeitpunkt die Immunevasionsproteine von mCMV
noch nicht beschrieben.

Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer IFN-y Vorbehandlung auf die
Antigenprasentation unter dem Einfluss der einzelnen vVRAPs charakterisiert werden. Hierfur
wurde das Set an mCMV-Rekombinanten verwendet, die nach Infektion die vVRAPs in allen
mdglichen Kombinationen exprimieren (Wagner et al., 2002; Fink et al., 2012).

Anmerkung: Aufgrund der bisher erhaltenen Ergebnisse nach Infektion mit Am06Y wurde

diese in den folgenden Experimenten durch AmO06! ersetzt und als AmO06 bezeichnet.

4.5.1 VvRAPs regulieren die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression

Um den Einfluss der vRAPs auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression zu untersuchen,
wurden konfluente MEF mit dem kompletten Set an vRAP-Deletionsmutanten (Wagner et al.,
2002; Fink et al., 2012) zentrifugal infiziert (siehe 3.2.3). 16h p.i. wurde die Expression von
MHC-I-Komplexen (H2-K%) auf der Zelloberflache zytofluorometrisch analysiert (siehe 3.6.7).

Als Marker fir infizierte Zellen diente das virale Protein m164/gp36,5.
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Wahrend MEF einer nicht infizierten Kultur nur eine Population zeigen, namlich m164/gp36,5
IMHC-|nermediar (Ably 4,18, a), fuhrt die Infektion mit WT zu zwei klar voneinander getrennten
Populationen: infizierte Zellen mit m164/gp36,5"c/MHC-I"®¢ und nicht infizierte Zellen mit
m164/gp36,5/MHC-I"" (Abb. 4.18, b). Dass nicht infizierte Zellen in diesen infizierten
Kulturen nachweisbar sind, wurde bereits von unserer Arbeitsgruppe beschrieben (Holtappels
et al., 2006a). Diese Zellen kdnnen als interner Standard fur die MHC-Klasse-I-Expression
betrachtet werden, wahrend sich die infizierten Zellen abhéangig vom infizierenden Virus in ihrer

MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression unterscheiden.
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Abb. 4.18 Einfluss der vVRAPs auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression.

MEF wurden zentrifugal (MOI=4) mit dem kompletten Set an Immunevasin-Deletionsmutanten infiziert. Angegeben
sind die jeweils exprimierten Proteine. 16h p.i. wurden MHC-I-K? (PE-gekoppelt; 1:1000) an der Oberfliche und
intrazelluldres m164/gp36,5 (1:20; Zweiantikdrper AF-488) markiert. Anschlie@end wurden die Zellen
zytofluorometrisch analysiert. Dargestellt sind je 50000 Zellen; n.i. nicht infizierte Zellen. Verédndert nach Fink et al.,
2012.

Interessanterweise stellt die Infektion mit AVRAP die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression im
Vergleich zu den nicht infizierten Zellen nicht vollstandig wieder her (vgl. Abb. 4.18, b und c).
Die alleinige Expression von m04 zeigt keinen sichtbaren Effekt auf die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression (vgl. Panel d und c), demgegeniiber flhrt die alleinige Expression von
mO06 (Panel e) zu einer starken, und von m152 (Panel f) zu einer moderaten Reduktion. Panels
g-i zeigen des Weiteren, dass es unter diesen Bedingungen keine nennenswerten kooperative
Effekte der vRAPs gibt. So werden die Einflisse von m06 oder m152 durch die zusatzliche
Expression von m04 nicht noch starker beeinflusst und m152 kann den bereits sehr starken

Einfluss von m06 nicht zuséatzlich verstarken.

Dies bedeutet, dass im Zusammenhang mit der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression m06

den starksten negativen Einfluss besitzt, wahrend m04 fir sich selbst kein negativer Regulator
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zu sein scheint. Insgesamt zeigte sich folgender Einfluss der Immunevasine auf die

Oberflachenexpression: m06>m152>>m04.

4.5.2 Vorbehandlung mit IFN-y vermindert den Einfluss der vRAPs auf die MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression

Parallel zu dem in 4.5.1 beschriebenen Versuch wurden MEF 48h vor Infektion mit IFN-y
vorbehandelt und in identischer Weise zytofluorometrisch analysiert. Hierbei zeigt sich, dass
eine Vorbehandlung mit IFN-y sowohl die generelle MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression

beeinflusst, als auch den Einfluss der vRAPs auf diese verandert.

Auf nicht infizierten Zellen zeigt sich die erhéhte MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression (Abb.
4.19, a), die auf den nicht infizierten Zellen der infizierten Kulturen nicht mehr durch parakrine
Interferone erhoht werden konnte. Nach Infektion mit WT ist die Regulation der MHC-Klasse-
I-Oberflachenexpression nicht mehr so stark ausgepragt wie in nicht vorbehandelten Zellen
(vgl. Abb. 4.18b und Abb. 4.19b; zum leichteren Vergleich sind die Abb. parallel angeordnet)
und nach Infektion mit AVRAP sind die infizierten und nicht infizierten Zellen kaum noch

voneinander zu unterscheiden (Abb. 4.19, c).
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Abb. 4.19 Einfluss der vRAPs auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression nach IFN-y-Vorbehandlung.
MEF wurden 48h vor zentrifugaler Infektion (MOI=4) mit dem kompletten Set an Immunevasin-Deletionsmutanten
mit IFN-y vorbehandelt. Angegeben sind die jeweils exprimierten Proteine. Protokoll und Darstellung wie in Abb.
4.18; verandert nach Fink et al., 2012.

Rein qualitativ erscheinen die Effekte der einzelnen vRAPs unverandert, d.h. m06>m152>m04
(vgl. d-i in Abb. 4.18 und Abb. 4.19), jedoch sind die inhibitorischen Effekte quantitativ stark
vermindert. Dies hat zur Folge, dass der ohnehin schon moderate Effekt von m152 nach IFN-

y-Vorbehandlung nicht mehr nachzuweisen ist (vgl. ¢ und f). Interessanterweise wird nun ein
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kooperativer Effekt von m06 und m152 sichtbar (vgl. i mit e und f), und m04, das bisher keinen
negativen Effekt auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression zu haben schien, verstarkt
seinerseits die jeweiligen Effekte von m06 (vgl. e und g) und m152 (vgl. f und h). Die starkste
Reduktion zeigte sich nach Expression aller drei vRAPs (vgl. b und i sowie b und c).

Es zeigt sich also, dass sich eine immunevasive Funktion von m04 nur unter verstarkter MHC-
Klasse-I-Expression nachweisen lasst und dass die VRAPs nach IFN-y-Vorbehandlung ihren
negativen regulatorischen Einfluss stark einbif3en.

45.3 IFN-y-Vorbehandlung hebt die vRAP-abhangigen Unterschiede in der
Antigenprasentation auf

Wie schon von Lemmermann et al. (2010a) gezeigt, geschieht die Regulation der MHC-
Klasse-1-Oberflachenexpression vorrangig durch die Inhibition des MHC-Klasse-I-Transports
an die Zelloberflache durch m06 und m152. Hierdurch wird auch die Erkennung von viralen
MHC-I-Peptid-Komplexen auf der Zelloberflache beeinflusst. Um den Einfluss der einzeln oder
in Kombination exprimierten VRAPs kombiniert mit dem Effekt von IFN-y zu untersuchen,
wurden unbehandelte oder IFN-y vorbehandelte MEF mit den jeweiligen Viren infiziert und

90min p.i. als Zielzellen in den ELISpot Assay eingesetzt.
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Abb. 4.20 Antigenprasentation infizierter MEF.

MEF wurden 48h vor Infektion entweder mit IFN-y vorbehandelt oder blieben unbehandelt. 90min nach zentrifugaler
Infektion (MOI=4) mit dem kompletten Set an Immunevasin-Deletionsmutanten (angegeben sind die jeweils
exprimierten Proteine) wurden sie als Zielzellen in den ELISpot Assay eingesetzt. Als Effektoren dienten per MACS
aufgereinigte CD8 T-Zellen aus den Milzen latent infizierter BALB/c (links) oder C57BL/6 M&ause (rechts). Die
Frequenzen IFN-y produzierender CD8 T-Zellen wurden mittels linearer Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-
Software Mathematica V8 ermittelt. Die 95% Konfidenzintervalle sind als Fehlerbalken dargestellt; n.i. nicht infiziert.
Verandert nach Fink et al., 2012.

Abb. 4.20 zeigt die Aktivierung polyklonaler CD8 T-Zellen aus der Milz latent infizierter BALB/c
oder C57BL/6 Mause im ELISpot Assay durch infizierte MEF. Die Erkennung der Prasentation
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viraler Peptide auf infizierten MEF durch polyklonale CD8 T-Zellen ist vorrangig von
neubeladenen pMHC-I-Komplexen abhangig. Hier zeigt sich, dass m152 den starksten
Einfluss auf die Inhibition der Prasentation neubeladener pMHC-I Komplexe hat (im Gegensatz
zu m06 bei der gesamten MHC-I-Oberflachenexpression). Generell sind die Unterschiede im
BALB/c Modell besser zu erkennen. Durch die Vorbehandlung mit IFN-y werden die
Unterschiede nivelliert und die infizierten MEF zeigen alle eine &hnliche Peptidprasentation.
Nur auf C57BL/6 MEF bewirkt die Expression aller drei vRAPs (WT) auch nach IFN-y-

Vorbehandlung eine partielle Inhibition der Antigenprasentation.

45.4 IFN-y-Vorbehandlung hebt die Wirkung der vRAPs auf ohne ihre Funktion zu
beeintrachtigen

Es besteht die Mdoglichkeit, dass die IFN-y Behandlung die Funktion der vRAPs direkt
beeinflusst, indem IFN-y die Expression der VRAPSs inhibiert oder deren Interaktion mit MHC-
Klasse-I-Molekilen verhindert. Allerdings gibt es hierfiir bisher keine Anhaltspunkte, da die
Zellen nach IFN-y-Kontakt bereits vor der Infektion und somit vor der Expression der vVRAPsS

ihre MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression erhéhen (Hengel et al., 1994).

Die Erkennung infizierter Zellen durch CD8 T-Zellen ist eine sehr sensitive Methode zum
Nachweis der Antigenprasentation, da sehr wenige pMHC-I-Molekle ausreichen, um die CD8
T-Zellen Uber ihren TCR zu aktivieren und so zur Ausschittung von IFN-y oder zu zytolytischer
Aktivitat zu fihren (Sykulev et al., 1996). Da die IFN-y-Sezernierung der CD8 T-Zellen
allerdings nur ein Indiz dafiir ist, dass pMHC-I-Komplexe an der Oberflache prasentiert
werden, kdnnen Aussagen Uber die tatsdchliche Menge an pMHC-I-Komplexen an der
Oberflache auf diese Weise nicht gemacht werden. Der Grad der Aktivierung der CD8 T-Zellen
kann jedoch Uber die Menge des sezernierten IFN-y beurteilt werden, das sich wiederum im

ELISpot Assay anhand der Spotgrof3e relativ abschétzen lasst.

In 4.5.3 konnte gezeigt werden, dass es nach IFN-y Vorbehandlung und Infektion mit WT oder
AVRAP keinen (BALB/c) oder einen nur geringen (C57BL/6) Unterschied in der Anzahl der
IFN-y sezernierenden CD8 T-Zellen gibt. Nun sollte verglichen werden, ob die Vorbehandlung
mit IFN-y einen Einfluss auf den Grad der Aktivierung der CD8 T-Zellen hat.

Hierfir wurden unbehandelte oder IFN-y vorbehandelte MEF (siehe 3.1.4) mit WT infiziert
(siehe 3.2.3). Fur die Infektion mit AvRAP wurden unbehandelte Zellen verwendet. 90min nach
Infektion wurden die Zellen in den ELISpot Assay (siehe 3.6.6) eingesetzt. Als Effektoren
dienten IE1-spezifische CTL. Wie in Abb. 4.21 zu sehen, fihrt die Stimulation mit nicht-
vorbehandelten WT-infizierten MEF nur zu einer schwachen Aktivierung: lediglich 6 (7-8) von
100 CTL sezernieren IFN-y. Sowohl die Vorbehandlung mit IFN-y als auch das Fehlen der
VRAPs (ohne Vorbehandlung) fuhrt zu einer stark erhdhten Aktivierung: 84 (78-90) bzw. 92
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(85-99) von 100 Zellen produzieren hier IFN-y. In beiden Fallen reicht die Dichte der pMHC-I-
Komplexe an der Oberflache der APC aus, um fast alle CD8 T-Zellen zu aktivieren.
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Abb. 4.21 Vergleich der Antigenprasentation AvRAP-infizierter und IFN-y vorbehandelter WT-infizierter
MEF.

MEF wurden ohne Vorbehandlung mit AvRAP oder WT oder nach IFN-y-Vorbehandlung mit WT zentrifugal infiziert
(MOI=4). 90min p.i. wurden die Zellen in den ELISpot Assay eingesetzt, als Effektoren dienten IE1-spezifische CTL.
Links: Vergleich AvRAP und WT ohne IFN-y, Rechts: Vergleich WT mit IFN-y und WT ohne IFN-y (der WT ohne
IFN-y ist in beiden Féallen die gleiche Analyse). Punkte stellen die Einzelwerte der in Triplikaten gezéhlten Spots
dar. Die 95% Konfidenzintervalle der Regressions-Ursprungsgeraden sind grau hinterlegt. MPN, most propable
number, in Klammern sind die 95% Konfidenzintervalle der MPN angegeben. Verandert nach Fink et al., 2012.

Dass sich die tatsachliche Menge an sezerniertem IFN-y jedoch zwischen den Gruppen stark

unterscheidet, zeigte sich bei der Analyse der Spot-GréRenverteilung (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22 Vergleich der SpotgréfRen im ELISpot Assay nach Infektion mit AvRAP und WT mit und ohne IFN-
y-Vorbehandlung.

Infektion siehe Abb. 4.21. Gezeigt sind Bilder reprasentativer Assay-Filter mit 100 Effektoren aus Abb. 4.21.
Unterschiedliche Spotgrof3en bedeuten unterschiedliche Intensitdten der CTL-Erkennung. Die Balken zeigen die
Gesamtspots der Replikate. Die SpotgréRen sind in folgende Einheiten eingeteilt: 1: 500-5000um?; 2: 5000-
10000pm?; 3: 10000-15000um?; 4: 15000-20000pm?; 5: 20000-25000um?; 6: 25000-30000pm?; 7: 30000-
35000um?; 8: 35000-40000um?; 9: >40000um?. Verandert nach Fink et al., 2012.

Mit AvRAP infizierte Zellen flihren zu einer starkeren Aktivierung der CD8 T-Zellen
(mehrheitlich grofR3e Spots), wahrend nicht vorbehandelte WT-infizierte Zellen nur kleine Spots

induzieren (fast keine Aktivierung der CD8 T-Zellen). Dagegen fuhrt die IFN-y Vorbehandlung
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WT-infizierter Zellen zu einer starkeren Aktivierung, die aber immer noch schwéacher ist als die
nach Infektion mit der Deletionsmutante. Die gréReren Spots weisen also auf eine gréRere
Anzahl an pMHC-I-Komplexen an der Oberflache AvRAP-infizierter Zellen hin.

Die starkste Aktivierung, erkennbar an der Spot-GréRenverteilung erfolgte nach AvRAP-
Infektion IFN-y vorbehandelter Zellen. Die starkere Aktivierung der IE1-spezifischen CTL durch
AvRAP-infizierte Zellen im Vergleich zu IFN-y vorbehandelten WT-infizierten Zellen zeigt, dass
die Vorbehandlung mit IFN-y die Wirkung der vRAPs nicht aufhebt. In Gegenwart der vVRAPs
werden also auch nach Vorbehandlung mit IFN-y weniger pMHC-I-Komplexe an die
Zelloberflache transportiert als nach Deletion der vVRAPs.

455 Die Erkennung Antigen-prasentierender Zellen ist abhangig von einer effizienten
Antigen-Prozessierung

Es erscheint wahrscheinlich, dass die vVRAPs die Oberflachenexpression von pMHC-I-
Komplexen effizient verhindern kénnen, wenn die Anzahl an pMHC-I-Komplexen kleiner oder
gleich der Anzahl an vRAP Molekilen ist. Wird dagegen die Zahl an pMHC-I-Komplexen
erhoht, reicht die inhibitorische Kapazitat der vRAPS rein stochiometrisch nicht mehr aus, um
alle Komplexe effizient zurtickzuhalten. Die Antigenprasentation auf infizierten Zellen und die
antivirale Funktion der CD8 T Zellen in vivo in Anwesenheit der VRAPs korrelieren mit einer
effizienten Prozessierung und einer damit verbundenen erhdhten Zahl an pMHC-I-Komplexen
auf Einzelzellbasis (Holtappels et al., 2002a; 2009). Wie von unserer Arbeitsgruppe bereits
publiziert, vermitteln nach Immunsuppression adoptiv transferierte M45DP-spezifische CTL
keinen Schutz gegen eine nachfolgende WT-Infektion (Holtappels et al., 2004; 2009). M45D"
stellt daher den Prototyp einer nicht-schiitzenden Spezifitat dar (Holtappels et al., 2004). Dies
ist insofern interessant, als die CTL eine gemessene hohe funktionelle Aviditat (101°M)
aufwiesen und exogen beladene APC gut erkannten. Das Fehlen des Schutzes nach Transfer
M45DP-spezifischer CTL geht einher mit der Nicht-Erkennung WT-infizierter Zellen in vitro.
Dies kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass das M45D-Peptid sehr schlecht prozessiert und
prasentiert wird und es damit zu einem sehr niedrigen Level an M45DP-Komplexen auf der
Zelloberflache kommt (Holtappels et al, 2009). Interessanterweise konnte nach Infektion mit
Am152 und Transfer von M45DP-spezifischen CTL wieder Schutz gegen die Infektion vermittelt
werden. Fehlt der starkste negative Regulator der Antigenprasentation, m152 (siehe 4.5.3),
fuhrt also auch eine sehr niedrige Prozessierungsrate zu einer Erkennung der Zielzellen durch

CD8 T-Zellen und somit zu einem Schutz in vivo.

Es stellte sich nun die Frage, ob durch eine Vorbehandlung mit IFN-y die Prozessierungsrate
so gesteigert werden kann, dass die inhibitorische Aktivitat der VRAPs nicht mehr ausreicht,
um alle M45DP-Komplexe zuriickzuhalten und es somit zu einer Aktivierung M45D"-

spezifischer CD8 T-Zellen kommt.
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Um die Aktivierung der CD8 T-Zellen zu analysieren, wurden unbehandelte oder IFN-y
vorbehandelte MEF mit dem kompletten Set an VRAP-Deletionsmutanten infiziert und 90min
p.i. in den ELISpot Assay eingesetzt. Abb. 4.23 zeigt die Aktivierung M45DP-spezifischer CD8
T-Zellen durch infizierte MEF. Dabei stimmt die Erkennung der Prasentation viraler Peptide
auf infizierten MEF durch monospezifische CD8 T-Zellen weitestgehend mit der polyklonaler
Uberein (vgl. Abb. 4.20 in 4.5.3). Auch hier hat m152 den starksten Einfluss auf die Inhibition
der Prasentation. Nach Vorbehandlung mit IFN-y werden die Unterschiede zwischen den
Immunevasionsmutanten aufgehoben, d.h. die infizierten MEF scheinen eine &hnliche
Peptidprasentation aufzuweisen. Allerdings werden die M45DP-spezifischen CD8 T-Zellen im
Vergleich zu polyklonalen CD8 T-Zellen nach Inkubation mit WT-infizierten MEF nur schwach

aktiviert.
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Abb. 4.23 Einfluss von IFN-y auf die Antigenprasentation von M45DP-Peptiden.

IFN-y vorbehandelte oder unbehandelte MEF wurden mit den angegebenen Viren zentrifugal infiziert (MOI=4;
angegeben sind die jeweils exprimierten Proteine) und 90min p.i. in den ELISpot Assay eingesetzt. Als Effektoren
dienten M45DP-spezifische CTL. Die Frequenzen IFN-y produzierender CD8 T-Zellen wurden mittels linearer
Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-Software Mathematica V8 ermittelt. Die 95% Konfidenzintervalle sind als
Fehlerbalken dargestellt; n.i. nicht infiziert. Verandert nach Fink et al., 2012.

In einem nachsten Schritt sollten die Peptidmolekile pro Zelle quantifiziert werden. Hierfir
wurde zunachst im Zytolysetest (siehe 3.6.4) eine Eichkurve der Erkennung von
synthetischem Peptid durch M45DP-spezifische CTL erstellt. Abb. 4.24 zeigt die im
Zytolysetest gemessenen Lysewerte. Um die Peptidkonzentration und daraus die Menge der
Peptide pro Zelle nach Infektion zu bestimmen wurde aus den im linearen Bereich (101*M bis

10'1*M) liegenden Werten der Standardkurve eine Regressionsgerade erstellt.
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Abb. 4.24 Werte des Zytolysetests M45DP-spezifischer CTL und Ableitung der Regressionsgerade.

EL4 Zellen wurden mit 100uCi [°*Cr] Natrium-Chromat pro 1x10° Zellen markiert und fir 1h bei 37°C mit den
angegebenen Konzentrationen an synthetischem M45DP-Peptid beladen. M45DP-spezifische CTL wurden zu den
APC gegeben und 4h bei 37°C kokultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen abgenommen, pelletiert und die
freigesetzte Radioaktivitat in 100ul des Uberstandes am y-Counter analysiert. Die Regressionsgerade wurde aus
den im linearen Bereich liegenden Lysewerten ermittelt.

Fur die Analyse der steady-state Menge an MHC-I-geschitztem Peptid zum Zeitpunkt der
Extraktion wurden unbehandelte oder IFN-y vorbehandelte MEF mit WT infiziert und 24h p.i.
eine Peptidextraktion durchgefiihrt (siehe 3.5.1.1). Die Extrakte wurden mittels G25-Sephadex
und Sep-Pak-Kartusche (siehe 3.5.1.2) aufgereinigt, konzentriert und anschlieRend Uber die
HPLC fraktioniert (siehe 3.5.1.3). Die gesammelten Fraktionen wurden im Zytolysetest (siehe
3.6.4) auf das antigene M45DP-Peptid hin untersucht. Abb. 4.25 zeigt, dass das Peptid um
Fraktion 28 eluiert wird, da bei dieser Fraktion die CD8 T-Zellen aktiviert werden. Um die
IFN-y
Vorbehandlung zusatzlich von Fraktion 27) Verdiinnungen hergestellt und diese wiederum in

Peptidmolekille pro Zelle zu quantifizieren, wurden von Fraktion 28 (nach

einen Zytolysetest eingesetzt.

Berechnung der Molaritat des Peptids

Anmerkung: Sowohl die Lysewerte als auch die errechneten Werte der Peptidmolekile pro
Zelle sind in Abb. 4.25 dargestellt.

ax+b

a x log [Peptidkonzentration [mol/l]] + b
(%Lyse — b)/a

(%Lyse — 416,22)/31,99
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Abb. 4.25 Einfluss von IFN-y auf die Prozessierung von M45DP-Peptiden.

IFN-y vorbehandelte oder unbehandelte MEF wurden mit WT zentrifugal infiziert (MOI=4) und 24h p.i. eine
Peptidextraktion durchgefihrt. Nach Aufreinigung und Aufkonzentration mittels G25-Sephadex und Sep-Pak-
Kartusche sowie Fraktionierung mittels der HPLC wurden EL4 Zellen mit [3Cr] markiert, 1h bei 37°C mit den
jeweiligen Fraktionen beladen und anschlieRend fir 4h mit M45DP-spezifischen CTL bei 37°C kokultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen abgenommen, pelletiert und die freigesetzte Radioaktivitat in 100ul des
Uberstandes am y-Counter analysiert. Verandert nach Fink et al., 2012.

Nach WT-Infektion liegt der steady-state Level des M45DP-Peptids bei nur ca. 8
Molekilen/Zelle (Abb. 4.25). Dementsprechend gering ist auch die Aktivierung der M45D"-
spezifischen CTL. Demgegenuber fuhrt die Vorbehandlung mit IFN-y zu einer Erhéhung des
steady-state Levels auf ca. 1200 Molekile/Zelle. Die Quantifizierung der prozessierten Peptide
zeigt sehr deutlich, dass durch die Vorbehandlung mit IFN-y die Prozessierung und
Prasentation des antigenen Peptides stark erhoht wird. In Kombination mit den Ergebnissen
in Abb. 4.23 kann geschlossen werden, dass der inhibitorische Effekt der vVRAPs dann nicht
mehr ausreicht, um den Transport aller M45DP-Komplexe an die Zelloberflache zu verhindern.

45.6 IFN-y-Vorbehandlung in vivo fuhrt zu einem besseren Schutz nach adoptivem

Transfer M45DP-spezifischer CTLL

Es sollte nun getestet werden, ob der Einfluss von IFN-y auch in vivo einen Effekt auf den
Schutz vor mCMV-Erkrankung hat. Hierfiir wurde untersucht, ob die in 4.5.5 beschriebenen,

nicht-schitzenden M45DP-spezifischnen CTL durch IFN-y eine schitzende Eigenschaft

110



4 Ergebnisse

etablieren konnen. Hierfir wurden SAP-IFN-y-Mause (Haplotyp H-2°) immunsupprimiert,
infiziert und ihnen anschlieRend M45DP-spezifische CTL transferiert. Diese transgenen Tiere
exprimieren IFN-y konstitutiv unter der Kontrolle des Leber-spezifischen Serum Amyloid P
(SAP) component Genpromotors und weisen hierdurch verglichen mit nicht-transgenen Tieren
(<125pg/ml) einen hohen konstitutiven IFN-y Spiegel (ca. 3500pg/ml) im Serum auf (Toyonaga
et al., 1994).
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Abb. 4.26 IFN-y-Vorbehandlung in vivo fihrt zum Schutz durch adoptiv transferierte M45DP-spezifische
CTL.

SAP-IFN-y-Mause wurden durch y-Bestrahlung immunsupprimiert und anschlieRend mit 1x105pfu/25ul PBS/Maus
intraplantar mit WT infiziert. 10d p.i. wurden den Tieren Milz, Lunge und Leber entnommen und der Virustiter in Milz
und Lunge mittels Plaqueassay aus Organhomogenaten bestimmt oder in der Leber die Anzahl infizierter Zellen
durch IEl-spezifische IHC fir eine reprasentative Flache von 10mm? ermittelt. Die Punkte stellen
Einzeltierbestimmungen dar, die Mediane sind als horizontale Balken eingezeichnet. Oben: ohne adoptiven
Transfer; Unten: nach adoptivem Transfer von 1x10® M45DP-spezifischen CTL (in 500ul PBS/Maus; i.v.). Offene
Kreise/-tg: nicht transgene Tiere (Pool aus mehreren Wiurfen); schwarze Punkte/+tg: transgene Tiere (aus
denselben Wirfen). Transgene Tiere exprimieren konstitutiv IFN-y, was einer in vivo Vorbehandlung der Zellen
vergleichbar der in vitro Situation entspricht. Die Berechnung der P-Werte (Welch’s unpaired t-test) der log-
transformierten Daten erfolgte mit Hilfe einer Online zur Verfigung stehenden  Software
(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm?Format=SD). P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet. Verandert nach Fink et al., 2012.

Nach Infektion mit WT ohne Transfer der CTLL unterscheiden sich die Virustiter in Milz und

Lunge von transgenen und nicht-transgenen Tieren nicht (Abb. 4.26). Auch die Anzahl

111



4 Ergebnisse

infizierter (IE1-positiver Zellen) in der Leber ist nicht beeinflusst. Die Uberexpression von IFN-
y zeigt also keinen direkten antiviralen Effekt (vgl. 4.5.4). Ein adoptiver Transfer von 1x10°
M45DP-spezifischen CTL hingegen bewirkt in den transgenen Tieren einen signifikanten Titer-
Abfall verglichen zu nicht-transgenen Tieren. Der Einfluss der IFN-y Uberexpression ist in allen
drei untersuchten Organen zu erkennen. Dies zeigt, dass die IFN-y-Uberexpression zu Schutz
durch ansonsten nicht-schiitzende M45DP-spezifischen CTL fihrt.
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Die klinische Relevanz der HCMV-Infektion zeigt sich in der weltweiten Verbreitung, der hohen
Durchseuchung sowie dem von hoher Morbiditdt und Mortalitaét gekennzeichneten
Krankheitshild in immunsupprimierten Patienten, wie Empfangern hamatopoietischer
Zelltransplantationen oder Organtransplantaten. Lebenslange neurologische Spéatfolgen wie
Gehdrverlust und mentale Retardation, ausgeldst durch die kongenitale Infektion des Fétus im
Mutterleib, sind ein nicht unerheblicher Kostenfaktor fir die Gesundheitssysteme (Grosse et
al., 2013). In immunkompetenten Individuen spielt die CMV-Infektion dagegen eine eher
untergeordnete Rolle. Die effiziente Kontrolle durch das Immunsystem scheint mit dem Wissen
in Konflikt zu stehen, dass sowohl HCMV als auch CMV anderer Spezies wahrend der
Koevolution mit ihrem jeweiligen Wirt Mechanismen entwickelt haben, um der Erkennung
durch das angeborene und adaptive Immunsystem zu entgehen (zur Ubersicht: Reddehase,
2002; Vidal et al., 2013). Da die Immunkontrolle sowohl der HCMV- als auch der mCMV-
Infektion hauptséachlich durch CD8 T-Zellen vermittelt wird (Reddehase et al., 1985; 1988;
Reusser et al., 1991; Riddell et al., 1991; Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2006b; 2008a),
ist seit tiber 20 Jahren die Wechselwirkung von HCMV (zur Ubersicht: Lilley & Ploegh, 2005;
Lin et al., 2007) bzw. mCMV (del Val et al., 1989; Reddehase et al., 2004; Pinto & Hill, 2005;
Bohm et al., 2008b) mit dem MHC-Klasse-I-Weg der Antigenprasentation ein Schwerpunkt der
Forschung.

Im murinen Modellsystem konnten bisher drei fur die Immunevasion verantwortliche
Genprodukte (m04/gp34, m06/gp48 und m152/gp40) identifiziert werden. Sie interagieren
wahrend der produktiven Infektion mit Peptid-beladenen MHC-Klasse-I-Komplexen und
verhindern die Prasentation viraler Peptide an der Zelloberflaiche (Hengel et al., 1999). Aus
diesem Grund werden diese drei Genprodukte als VRAPs (viral regulators of antigen
presentation) (Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2006a), oder VIPRs (viral gene products
that interfere with antigen presentation) (Pinto & Hill, 2005) bezeichnet. Die Funktionen der
einzelnen vVRAPs wurden innerhalb der letzten Jahre mit Hilfe eines von Markus Wagner
generierten Sets an Immunevasions-Deletionsmutanten (Wagner et al., 2002), in denen die
Proteine einzeln oder in allen mdglichen Kombinationen deletiert sind, eingehend untersucht
(Wagner et al., 2002; Holtappels et al., 2006a; Pinto et al., 2006).

In unserer Arbeitsgruppe konnte nach Infektion von MEF mit der Rekombinanten Am06Y ein
inhibitorischer Effekt von m04 auf die Wirkung von m152 beschrieben werden (Holtappels et
al., 2006a). Dieser hatte zur Folge, dass mit Am06" infizierte Zellen gut von CD8 T-Zellen
erkannt wurden, obwohl das m152 als starker Inhibitor der Prasentation viraler Antigene

exprimiert ist. Die inhibitorische Wirkung von m04 auf die Funktion von m152 zeigte sich
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allerdings nur in Abwesenheit des dritten vRAPs m06, da die Infektion mit WT und die damit
verbundene Expression aller drei VRAPs die starkste Inhibition der Antigenprasentation
vermittelte (Holtappels et al., 2006a).

Die effiziente Kontrolle der Infektion durch CD8 T-Zellen in vivo wird trotz Expression der
VRAPs und somit Inhibition der Antigenprasentation nicht verhindert (zur Ubersicht:
Reddehase, 2002). Im murinen Modell der CMV-Erkrankung konnte der schiitzende Effekt von
Virus-Antigen-spezifischen CD8 T-Zellen nach Hamatoablation durch y-Bestrahlung mit
anschlielendem AT der CMV-geprimten CD8 T-Zellen (praemptiver T-Zell-Transfer) und
intraplantarer Infektion mit mCMV gezeigt werden (Reddehase et al., 1985; 1987a; b; 1988).
Erfolgte der AT 6 Tage nach Infektion, einem Zeitpunkt also, zu welchem schon deutliche
Organmanifestationen zu erkennen waren, vermittelten die T-Lymphozyten zwar auch eine
effiziente Kontrolle der bestehenden Infektion (therapeutischer T-Zell-Transfer), in diesem Fall
war jedoch eine ~10fach hohere Zellzahl erforderlich (Reddehase et al., 1985). In der
klinischen Anwendung ist der Zeitpunkt einer Virusreaktivierung - sei es in den transplantierten
hamatopoietischen Zellen eines CMV-positiven Spenders oder im CMV-paositiven Empfanger
selbst - ein variabler Parameter. Klinisch gesehen ist die ,praemptive Therapie“ (sowohl die
Gabe antiviraler Mittel als auch die Immuntherapie) als die Therapie definiert, die zu dem
Zeitpunkt begonnen wird, zu welchem erstmals eine CMV-Reaktivierung festgestellt wird. Dies
geschieht meist mittels gPCR auf virale DNA (Madej et al., 2010; Pollack et al., 2011).

Im kliniknahen Modell einer experimentellen, syngenen (Holtappels et al., 1998; Podlech et
al., 1998; 2000) als auch einer allogenen (Alterio de Goss et al., 1998) KMT konnte gezeigt
werden, dass die Kontrolle der mCMV-Infektion von der endogenen Rekonstitution antiviraler
CD8 T-Zellen abhangt. Dementsprechend verbessert der zuséatzliche Transfer virus-
spezifischer CD8 T-Zellen die Terminierung der akuten Infektion und erhoht die
Uberlebensrate in Abhangigkeit von der verabreichten Dosis (Steffens et al., 1998).
Basierend auf dem murinen Modell wurden groRe Anstrengungen auf die Ubertragung des AT
in die klinische Anwendung unternommen (Greenberg et al., 1991; Riddell et al., 1992; Walter
et al., 1995). Obwonhl in den letzten Jahren grof3e Fortschritte erzielt werden konnten (Peggs
et al., 2003; Einsele & Hamprecht, 2003; Cobbold et al., 2005; Feuchtinger et al., 2010; Schmitt
et al.,, 2011), stellt die Bereitstellung der notwendigen CD8 T-Zell Zahl in der klinischen
Anwendung den limitierenden Faktor dar. Um Schutz auch mit einer geringeren Menge an
CD8 T-Zellen zu gewahrleisten, stellt sich die Frage nach einer Mdglichkeit, die Prasentation
der pMHC-Klasse-I-Komplexe zu erhdhen oder wiederherzustellen. Hengel und Kollegen
zeigten, dass eine Vorbehandlung von Zellen mit IFN-y in vitro einer durch mCMV-Infektion
hervorgerufenen Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression entgegenwirkt (Hengel
et al., 1994). Zusatzlich konnte in adoptiven Transferexperimenten die strikte Abhéangigkeit der

CD8 T-Zell-Effektorleistung des Wirtes von IFN-y gezeigt werden. So wurde das protektive
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Potential der transferierten CD8 T-Zellen durch die in vivo-Depletion von IFN-y in
immunsupprimierten, WT-infizierten Rezipienten signifikant reduziert (Hengel et al., 1994).
Dieses legt nahe, dass die Antigen-Prasentation auch in vivo von IFN-y beeinflusst wird.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war zum einen, die Wechselwirkung zwischen den vRAPs
mO04 und m152 naher zu charakterisieren und den beobachteten negativen Einfluss von m04
auf die Wirkung von m152 nach Infektion mit Am06% aufzuklaren. Zum anderen sollten die

bisherigen Erkenntnisse zum Einfluss von IFN-y auf die Wirkung der vRAPs erweitert werden.

5.1 Diskussion der Ergebnisse zur Untersuchung des vRAPs m152

Der putativ inhibitorische Effekt von m04 auf die Wirkung von m152 in mit Am06" infizierten
Zellen zeigte sich im Vergleich zur Am04mO06-Infektion, nach der m152 solitar exprimiert wird.
m152 ist nach letzterer in der Lage, die MHC-Klasse-I-Oberflachenprasentation effektiv zu
inhibieren. Es schien aber so als wirde die verminderte Prasentation viraler Peptide an der
Oberflache infizierter Zellen durch die Co-Expression von m04 aufgehoben (Holtappels et al.,
2006a). Der Effekt konnte fir alle MHC-Klasse-I-Molekiile der Haplotypen H-2¢ und H-2° und
fir 10 verschiedene Epitope von 9 viralen Proteinen beobachtet werden (Holtappels et al.,
2006a). Allerdings konnte der anti-immunevasive Effekt von m04 mit den neu generierten
Viren Am06-! und AmO06-? nicht reproduziert werden (Lemmermann et al., 2012). Vielmehr
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass m152 in AmO06YV-infizierten Zellen in
wesentlich geringeren Mengen synthetisiert wird, als nach Infektion mit anderen Viren, welche
ebenfalls fir m152 kodieren. Eine beschleunigte Degradation von m152 in Am06%-infizierten
Zellen konnte durch die Blockade der Proteinsynthese mittels Cycloheximid und
anschlielRender Analyse der Proteine im Western Blot ausgeschlossen werden. Es konnte
jedoch nach Infektion mit WT oder AmO06" neben der bekannten 40kDa-Bande eine weitere,
ca. 48kDa schwere Bande nachgewiesen werden. Diese wurde nach Blockade der Translation
prominenter, was auf eine posttranslationale Modifikation des Proteins hindeutet. Diese Bande
fehlte nach Infektion mit Am06"Y. Alle nachgewiesenen Protein Isoformen zeigten sich Endo H
resistent, die Behandlung mit PNGase F filhrte hingegen zu einem Abfall aller Banden auf ca.
36kDa, was dem nicht glykosylierten Protein entspricht. Ziegler und Kollegen konnten nach
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin, durch das spezifisch die N-Glykosylierung blockiert
wird, eine ca. 34kDa schwere Bande nachweisen (Ziegler et al., 1997). Durch die
Deglykosylierung mit PNGase F wird das Asn, von welchem die Zuckerreste abgespalten
werden in Asp umgewandelt und dadurch die Ladung des Proteins verandert. Es kann sich
demnach durchaus um die gleiche Isoform des m152-Proteins handeln.

Nach den bisherigen Beobachtungen geht das Fehlen der Immunevasion von Am06Y mit einer

reduzierten Glykosylierung des m152 einher. Um zu untersuchen, ob die Glykosylierung fur
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die Funktion des Proteins notwendig ist, wurden in dieser Arbeit zunachst
Expressionsplasmide hergestellt, um die genutzten N-Glykosylierungsstellen zu identifizieren.
Im Anschluss daran wurde eine Virusrekombinante generiert, in der die putativen N-
Glykosylierungsstellen von m152 mutiert waren, so dass das Protein nach Infektion nicht
glykosyliert werden konnte.

Mutation der drei putativen N-Glykosylierungsstellen von m152

Putative  N-Glykosylierungsstellen von m152 wurden an den Asparagin-(Asn;
Einbuchstabencode: N)-Resten Asn6l, Asn208 und Asn241 vorhergesagt. Durch die
Generierung der Expressionsplasmide in denen die N-Glykosylierung von m152 in allen
moglichen Kombinationen durch AS-Austausche der jeweiligen Asn durch Glutamin (GIn;
Einbuchstabencode: Q) verhindert wird, sollte zunachst untersucht werden, welche AS-
Position tatsachlich fur die N-Glykosylierung genutzt wird. Die Transfektion von COS-7-Zellen
mit den jeweiligen Expressionsplasmiden deutete auf eine Nutzung der Positionen Asn61 und
Asn208 hin, denn nach singularem AS-Austausch zeigte sich im Western Blot nur dort ein Shift
der Proteine um ca. 2kDa von 40kDa auf 38kDa. Dieser Shift war nach singularer Mutation
des Asn241 nicht nachweisbar, so dass diese Position wahrscheinlich nicht genutzt wird, wenn
die beiden anderen vorhanden sind. War jedoch eine der Positionen durch den Austausch zu
GIn nicht mehr fur eine N-Glykosylierung zuganglich, konnte — zumindest in COS-7-Zellen —
auch Asn241 glykosyliert werden. Daher fuhrte die Mutation N61/208Q zu einer prominenten
Bande bei 36kDa und einer schwachen Bande bei 38kDa. Waren alle 3 Positionen mutiert,
zeigte sich wiederum die 36kDa-Spezies als prominente Bande. so dass die tatsachlich
genutzten N-Glykosylierungsstellen aus den Transfektionsexperimenten nicht eindeutig
bestimmt werden konnten.

In einer vor Kurzem veroffentlichten Studie wurde mit Hilfe der Ektodomé&ne des His6-
getaggten m152, welche in Drosophila S2-Zellen exprimiert wurde, die Kristallstruktur des
m152/RAE-1y-Komplexes aufgeklart (Wang et al., 2012). Dabei wurde des Weiteren gezeigt,
dass die AS-Positionen Asn61l und Asn208 eine N-Glykosylierung aufweisen, nicht jedoch
Asn241. Die in der hier vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse unterstiitzen diesen
Befund.

Um den funktionellen Einfluss der N-Glykosylierung des m152 auf dessen immunevasive
Funktion zu untersuchen, wurde die mCMV-Rekombinante m152A3Glyc generiert. Die
Herstellung erfolgte in einer Kombination aus Zwei-Schritt-Rekombinationsverfahren des
BAC-Systems (Messerle et al., 1997; Borst et al., 1999; 2004b; Wagner et al., 1999; 2002)
und Red-vermittelter markerloser DNA-Rekombination nach Tischer et al. (2006). Zunachst
wurden die fur Asn kodierenden Nukleotide an den Positionen 210 688-210 690 und 210 589-
210589  (AS-Positionen 208 und 241) mit Hilfe des  Shuttle-Vektors
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pST76K_m152N208/241Q flank ausgetauscht. Nach Umklonierung des BAC-Plasmids in
GS1783-Bakterien konnte die dritte Mutation an Nukleotidposition 211 129-211 131 (N61Q)
durch Red-vermittelte Rekombination eines PCR-Fragments mit dem BAC-Plasmid eingefugt
werden. Nach abschlieBender Transfektion der rekombinanten mCMV-BAC-Plasmide in
permissive Zellen und ihrer Rekonstitution wurde das Virus aus Zellkulturiiberstand
aufgereinigt.

Die fehlende Glykosylierung von m152 hat keinen Einfluss auf den viralen Infektionszyklus

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine mCMV-Rekombinante zu generieren, mit welcher der
Einfluss der N-Glykosylierung von m152 fir die Immunevasion untersucht werden kann.
Gleichzeitig musste jedoch ausgeschlossen werden, dass die AS-Austausche und die damit
verbundene Nicht-Glykosylierung die Expression des ml152-Proteins oder die replikative
Fitness des Virus in vivo beeintrachtigen.

Die Proteinexpressionskinetik von m152 zeigte in m152A3Glyc-infizierten MEF keinen
Unterschied zum unveranderten Protein (WT). Das Protein war ab 4h p.i. nachweisbar und
unterscheidet sich lediglich in seiner molekularen Masse (36kDa) vom Ursprungsprotein
(40kDa bzw. 48kDa). Auch die in vivo Replikation der mCMV-Rekombinanten in
immunsupprimierten BALB/c-Mausen war von der fehlenden Glykosylierung weitestgehend
unbeeinflusst. m152A3Glyc replizierte in der Milz mit vergleichbarer Kinetik wie WT, zeigte
jedoch in Lunge und Leber eine leichte Attenuierung, was sich in einer verlangerten
Verdopplungszeit aul3erte. Der Grund fir diese Attenuierung ist bisher nicht geklart. Obwohl
in BALB/c Mausen nach Immunsuppression durch y-Bestrahlung (6-7Gy) eine durch NK-
Zellen vermittelte Restimmunitat erhalten bleibt (Erlach et al., 2008; Slavuljica et al., 2010), ist
es unwahrscheinlich, dass die verzdgerte Replikation auf eine eingeschrankte NK-Zell
Immunevasion des Virus zuriickzufihren ist, da sonst auch in der Milz eine Attenuierung hatte

nachweisbar sein missen.

Die fehlende Glykosylierung von m152 zeigt keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins

In der Folge wurde die inhibitorische Kapazitat des nicht-glykosylierten m152 (p36) auf die
Peptidprasentation sowie auf MHC-Klasse-I- und RAE-1-Oberflachenexpression untersucht.

Im ELISpot Assay wurde geprift, ob p36 in der Lage ist, peptidbeladenene MHC-Klasse-I-
Molekile im ERGIC zu retendieren und somit die Anzahl der an der Zelloberflache
prasentierten pMHC-Klasse-I-Molekille zu reduzieren. Es zeigte sich, dass die fehlende
Glykosylierung keinen Einfluss auf das inhibitorische Potential von m152 hat und p36
vergleichbar wie das WT-Protein die Aktivierung von CD8 T-Zellen verhindern kann (vgl. Abb.
4.15). Im Gegensatz dazu wurde nach Infektion von BALB/c-MEF mit den Rekombinanten

Am152 und AmO06Y eine ca. 5-fach hdhere Zahl an CD8 T-Zellen aktiviert als nach Infektion
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mit WT, AmO6"- oder m152A3Glyc. In C57BL/6-MEF war die Antigenprasentation generell
schwacher ausgepragt, es wurden jedoch nach Infektion mit Am152 und Am06% im Vergleich
zu den Ergebnissen nach Infektion mit den anderen Viren ebenfalls mehr CD8 T-Zellen
aktiviert.

Dies zeigte erneut, dass m152 essentiell fir die Inhibition der Peptid-beladenen MHC-Klasse-
I-Molekile ist und eine verminderte Expression nach Infektion mit Am06%™ dafur nicht
ausreichend ist. Die N-Glykosylierung von m152 spielt jedoch keine Rolle fir die
immunevasive Funktion des Proteins in Bezug auf die Peptidprasentation durch MHC-Klasse-

[-Molekdle.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Gesamt-Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-
Molekilen nach Infektion zytofluorometrisch bestimmt. Hierbei konnte nach Infektion mit
m152A3Glyc kein Unterschied zur WT-Infektion ausgemacht werden und die Infektion fiihrte
gleichfalls zu einer starken Herabregulation der MHC-Klasse-I-Molekile. Die fehlende
Glykosylierung hat demnach keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins fir die Interaktion
mit MHC-Klasse-I-Molekilen. Hier ist jedoch zu beachten, dass eine eventuelle
Funktionsstérung von m152 unter Umstanden nur nach zusatzlicher Depletion von mO06
nachweisbar ware (entspricht einer Rekombinante Am06m152A3Glyc), denn sowohl m04 und
mO06 (Infektion mit Am152), m04 und m152 (Infektion mit Am06L) als auch mO06 alleine
(Infektion mit Am04Am152) sind in der Lage, die Oberflachenexpression der MHC-Klasse-I-
Komplexe effizient zu reduzieren (vgl. Abb. 4.16). Die alleinige Expression von m04 (Infektion
mit Am06m152) oder die Expression von m04 und wenig m152 (Infektion mit Am06%W) reicht
dagegen nicht aus, um die Oberflachen-MHC-Klasse-I-Molekiile zu reduzieren.

Bereits 2000 konnten Ziegler und Kollegen mit verschiedenen m152-Mutanten, in denen
definierte Regionen des Proteins deletiert waren, zeigen, dass weder der zytoplasmatische
Teil noch die Transmembrandoméane (TMD) fir die Retention der MHC-Klasse-I-Komplexe
notwendig sind. Ohne TMD konnte zwar keine Retention nachgewiesen werden, hierfur ist
jedoch die fehlende Membranverankerung des Proteins verantwortlich, denn eine
Proteinchiméare, bei der die natirliche TMD durch die CD4-TMD ausgetauscht wurde
retendierte die MHC-Klasse-I-Molekiile effektiv (Ziegler et al., 2000). In weiteren Experimenten
konnte gezeigt werden, dass die AS-Positionen 278-304, welche im lumenalen Bereich des
Proteins liegen, essentiell fir die Retention sind. Die putativen N-Glykosylierungsstellen von
m152 liegen an den AS-Positionen 61, 208 und 241, daher ware es durchaus mdglich, dass
die N-Glykosylierung fur die Funktion des Proteins, die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
zu vermindern, nicht von Bedeutung ist. Dass die N-Glykosylierung hierflr notwendig sein
konnte, basierte auf den Ergebnissen, die nach Infektion mit der Rekombinanten Am06%W
erhalten wurden, in welchen eine héher glykosylierte Isoform des m152 nicht nachgewiesen

werden konnte. Die Vermutung fir eine Notwendigkeit der N-Glykosylierung konnte in der
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vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestéatigt werden. Dass die hoher glykosylierte 1soform von
m152 in AmO06%-infizierten Zellen nicht nachgewiesen werden konnte, kénnte damit
zusammenhangen, dass das Protein generell schwacher exprimiert wird als in mit den anderen
Viren infizierten Zellen. Erst durch Anreicherung mittels Immunprazipitation war es maglich,
Uberhaupt eine glykosylierte Isoform (40kDa) des m152-Proteins zu detektieren. Um zusatzlich
die hoher glykosylierte Isoform (48kDa) nachzuweisen, misste die Sensitivitdt des Western
Blots verbessert werden. Die verringerte Menge an m152 konnte schon auf
Transkriptionsebene nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Der Grund fur die verminderte
Expression von m152 der Rekombinanten AmO06Y ist bisher ungeklart. Sequenzierungen der
Genregion von m152 (ORF, 3 und 5“-UTRs, Promotorbereich) zeigten Kkeine
Sequenzunterschiede zwischen Am06Y und AmO06", so dass ein mutationsbedingter Phanotyp
innerhalb der m152 Transkriptionseinheit bisher ausgeschlossen werden konnte (nicht

gezeigt).

m152 wirkt nicht nur durch die Retention der MHC-Klasse-I-Molekllle negativ auf die
Erkennung infizierter Zellen durch CD8 T-Zellen, sondern ist gleichfalls in der Lage die NK-
Zell-Antwort durch Regulation der RAE-1-Oberflachenexpression zu inhibieren (Lodoen et al.,
2003). Obwohl die nun aufgeklarte Kristallstruktur des Komplexes zwischen m152 und dem
MHC-Klasse-I-ahnlichen NKG2D-Liganden RAE-1 als Modell fir die MHC/MHC-Interaktion -
und somit auch fur die Interaktion zwischen m152 und MHC-Klasse-I-Molekulen - dienen kann,
ist es denkbar, dass die N-Glykosylierung sich anders auf die m152/MHC-I-Interaktion auswirkt
als auf die m152/RAE-1-Interaktion. Diese Uberlegung konnte in der vorliegenden Arbeit durch
die Analyse der RAE-1-Oberflaichenexpression ausgeschlossen werden, denn die nicht-
glykosylierte Isoform p36 ist wie das WT-Protein in der Lage, die RAE-1-
Oberflachenexpression zu blockieren. Im Gegensatz dazu wurde diese nach Infektion mit der
Rekombinanten Am152 gar nicht und nach Infektion mit Am06Y nur geringfligig reduziert. Wie
oben beschrieben konnte gezeigt werden, dass das m152-Protein von AmO06YW-infizierten
Zellen in wesentlich geringeren Mengen synthetisiert wird als von WT-infizierten Zellen. Diese
Menge reicht allem Anschein nach nicht aus, um die RAE-1-Oberflachenexpression effektiv
zu verhindern.

Wie bereits erwahnt, wurde die Kristallstruktur des m152/RAE-1y-Komplexes erst kirzlich
aufgeklart (Wang et al., 2012). Es zeigte sich dabei, dass die N-terminale Region von m152
(Tyr48-Met54; Lys110-Prol114) mit N-terminalen loops von RAE-1y interagiert. Glu50 von
m152 bildet Wasserstoffbriickenbindungen mit Trp21/22 von RAE-1y aus. Zusatzlich werden
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Asp135 und Asp137 von m152 und Arg73, Ser77 und
Asn78 von RAE-1y. ausgebildet. Die dabei nachgewiesenen N-Glykosylierungen an den AS-
Positionen Asn61 und Asn208 von m152 befinden sich jedoch nicht in physikalischer Nahe

der m152/RAE-1-Kopplungsstelle (Abb. 5.1), so dass die Glykosylierungen fir diese
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Interaktion wahrscheinlich nicht relevant sind. Dies bestétigen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit mit Daten zur Funktion.

heterodimer1 ce wﬁ’ heterodimer2

Abb. 5.1 Struktur des m152/RAE-1y-Komplexes.

(A) Darstellung der heterodimeren Struktur des m152/RAE-1ly-Komplexes basierend auf einer 2,45A
Rontgenstrukturanalyse des Komplexes. In beiden Heterodimeren ist m152 ist in tirkis, RAE-1y in lila dargestellt.
Das Heterodimer2 ist mit einer Transparenz von 50% gezeigt. Glykosylierte Asn-Reste des m152 sind orange
eingefarbt. (B) Struktur des Heterodimers 1; die Farbeinteilung entspricht der aus A. Disulfidbriicken sind blau
markiert (Wang et al., 2012).

Die durch die in vitro erhaltenen Daten des Effekts von m152 (sowohl gp40 als auch p36) auf
die RAE-1-Oberflachenexpression konnten auch in vivo bestétigt werden. Die antivirale
Wirkung von NK-Zellen in Milz und Lunge in einem NK-Zell-Assay (Lenac et al., 2008) zeigte
sich nach Infektion mit der m152-Deletionsmutante, von der RAE-1 nicht herunter reguliert
wird, so dass im Folgenden die NK-Zellen durch die Bindung ihres aktivierenden Rezeptors
NKG2D an seinen Liganden RAE-1 aktiviert werden. Sowohl NK-Zell-Depletion als auch
Blockade des NKG2D-Rezeptors fihrten zu einem Titeranstieg auf WT-Level. Die Virustiter
von WT und der Rekombinanten m152A3Glyc waren dagegen von der Depletion oder
Rezeptorblockade unbeeinflusst. Dass die Rekombinante in der Lunge einen niedrigeren Titer
aufweist als der WT liegt vermutlich an der leichten Attenuierung, die bereits in der
Wachstumskinetik des neu generierten Virus feststellbar war. Eine verminderte NK-Zell-
Evasion der Rekombinante kann ausgeschlossen werden, da nach Infektion mit der
Rekombinanten weder die Depletion der NK-Zellen noch die Rezeptorblockade zu einer
Erhdéhung des Virustiters fuhrten. Die N-Glykosylierung von m152 ist demnach fir die
m152/RAE-1-Interaktion, die zu einer Verhinderung der NKG2D-abhangigen Aktivierung der

NK-Zellen fuhrt, nicht essentiell.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse zum Einfluss von IFN-y auf die Effizienz

der vRAPs

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss von IFN-y auf die Effizienz der einzelnen vRAPs
in der Inhibition der Antigenprasentation untersucht werden. Nach Immunablation im Rahmen
einer Knochenmarktransplantation dauert es eine gewisse Zeit bis das kodrpereigene
Immunsystem wieder voll funktionsfahig ist. Wahrenddessen ist der Patient stark
immunsupprimiert; ein Zustand der die Reaktivierung von latent vorliegendem CMV
begilnstigt. Neben der Gabe antiviraler Medikamente wére die exogene Rekonstitution
virusspezifischer Immunzellen durch Transfer von CD8 T-Zellen eine wichtige therapeutische
MaRnahme, um die Kontrolle des Virus zwischen Hamatoablation und Rekonstitution der
protektiven Immunitat zu gewahrleisten. Um einen ausreichenden Schutz sicherzustellen,
missen jedoch groRe Mengen an Zellen verabreicht werden, was in der Praxis den
limitierenden Faktor darstellt. Aus diesem Grund wird nach Méglichkeiten gesucht, auch mit

geringeren Mengen an CD8 T-Zellen einen Schutz zu erhalten.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von IFN-y auf die Wirkung der einzeln oder
verschieden kombiniert exprimierten vVRAPs zu untersuchen und den mdglichen Erfolg eines

therapeutischen Einsatzes von IFN-y zusatzlich zum Transfer von CD8 T-Zellen zu klaren.

Die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression wird durch vVRAPs effektiv reduziert und durch IFN-

vy wieder hergestellt

Die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression mCMV-infizierter Zellen wird durch die konzertierte
Wirkung der vRAPs stark inhibiert. Eine Deletion der vRAPs stellt die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression jedoch nicht in dem Malf3e wieder her, wie sie auf nicht infizierten
Zellen nachzuweisen ist. Ob dies mit der Expression eines bisher unbekannten vierten vRAPs
zusammenhdangt, ist bisher nicht bekannt. Wahrscheinlicher wére es, dass infizierte Zellen
schlechter auf parakrines Interferon reagieren, als nicht infizierte Zellen derselben Kultur. Eine
Erklarung hierfir wéare der Effekt des viralen Proteins M27, welches das IFN-y-Signaling durch
die Herabregulation von STAT2 inhibiert (Zimmermann et al., 2005). Aufschlu® dartber
erhielte man Uber eine Rekombinante, in welcher zusatzlich zu den drei vRAPs das M27-
Protein deletiert ware (AvRAPAM27). Nach Infektion mit dieser Rekombinante sollte es
zwischen infizierter und nicht infizierter Kultur keinen Unterschied in Bezug auf die MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression geben. Tomas et al. (2010) beschreiben auf3erdem einen E-
Phase Effekt, der das Recycling der MHC-Klasse-I-Komplexe in infizierten Zellen inhibiert, was

zu deren schnellerem Abbau fiihrt. Es ist bisher nicht bekannt, welches Genprodukt fir diesen
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Effekt verantwortlich ist, die drei bekannten vVRAPs konnten jedoch ausgeschlossen werden
(Tomas et al., 2010).

Durch die singuléare Expression von m04 wird die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression auf
infizierten Zellen nicht reguliert. Dagegen fuhrt die Expression von m06 bzw. m152 zu einer
starken bzw. moderaten Reduktion. Auf nicht infizierten Zellen bewirkte die Vorbehandlung
der Zellen mit IFN-y eine Verstéarkung der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression, welche auch
durch die gemeinsame Wirkung aller drei vVRAPs in WT-infizierten Zellen nicht mehr vollstandig
inhibiert werden kann mit der Folge, dass die beiden Populationen aus nicht infizierten und
infizierten Zellen in der FACS-Analyse nicht mehr klar gegeneinander abgegrenzt werden
kénnen (vgl. Abb. 4.19). In dieser Arbeit konnten nach Vorbehandlung der Zellen mit IFN-y
kooperative Effekte der vRAPs nachgewiesen werden. So zeigten die beiden stark
inhibitorischen vVRAPs m06 und m152 eine kooperative Wirkung mit dem Ergebnis einer noch
starkeren Inhibition der MHC-Klasse-I-Oberflachenprasentation als nach ihrer singularen
Expression (AmO04-Infektion verglichen mit Am04m152- bzw. Am04mO06-Infektion). Auch m04,
das ohne IFN-y-Vorbehandlung keine inhibitorische Funktion zeigte, konnte die inhibitorischen
Effekte von m06 und m152 leicht verstarken (Am04m152-Infektion verglichen mit Am152-
Infektion, Am04mO06-Infektion verglichen mit AmO06-Infektion und AmO04-Infektion verglichen
mit WT-Infektion), obwohl seine singulare Expression weder ohne noch mit IFN-y-
Vorbehandlung zu einer Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenprésentation fiihrt. Deshalb
kann m04 per se nicht als negativer Regulator der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
bezeichnet werden.

Im Gegensatz zu m06 und m152 wurde fir m04 bisher keine negativ regulierende Funktion
auf die Peptidprasentation oder die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression beschrieben.
Wahrend die Deletion von m152 zu einer besseren Erkennung infizierter Zellen durch CD8 T-
Zellen fuhrt (Holtappels et al., 2006a), m152 also den stéarksten Inhibitor der
Antigenprasentation darstellt, hat m06 den starksten negativen Einfluss auf die MHC-Klasse-
I-Oberflachenexpression (Lemmermann et al., 2012). Die Depletion von m04 hat dagegen nur
einen Einfluss auf diese beiden Parameter, wenn die infizierten Zellen in vitro mit IFN-y
vorbehandelt wurden. Dennoch fihrt die Depletion von m04 im BALB/c-System in vivo zu einer
Attenuierung der mCMV-Rekombinanten (Babic et al., 2010). m04 erreicht nur im Komplex mit
MHC-Klasse-I-Molekulen die Zelloberflache (Kleijnen et al., 1997; Kavanagh et al., 2001b; Lu
et al., 2006) und vor Kurzem wurde gezeigt, dass es eine wichtige Rolle bei der Inhibition von
NK-Zellen spielt, da sich die beobachtete Attenuierung von AmO04 als NK-abh&angig
herausstellte (Babi¢ et al., 2010; 2011; Vidal et al., 2013).

Wahrend m06 und m152 also direkt die Erkennung infizierter Zellen verhindern und die Lyse
der infizierten Zellen inhibieren, wirkt m04 insofern ,negativ® auf die Lyse der Zellen, als es die

inhibitorischen Rezeptoren der NK-Zellen aktiviert.

122



5 Diskussion

Die Antigenprasentation mCMV-infizierter Zellen wird durch die konzertierte Wirkung der
VRAPSs inhibiert

Wahrend einer Virusinfektion werden virale Peptide endogen im Proteasom prozessiert, Uber
den TAP-Komplex in das ER transloziert und dort auf leere MHC-Klasse-I-Molekiile geladen.
Im Anschluss daran werden die reifen pMHC-I-Komplexe an die Zelloberflache transportiert,
um dort CD8 T-Zellen prasentiert zu werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der vVRAPs auf die Prasentation der
prozessierten viralen Peptide ohne und mit IFN-y-Vorbehandlung der Zellen untersucht. Im
ELISpot Assay wurde dabei die Anzahl an aktivierten, virusspezifischen CD8 T-Zellen
gemessen, welche nach Erkennung infizierter Zellen IFN-y sezernieren.

Fur die beiden Haplotypen H-2d und H-2b zeigte sich, dass ohne Vorbehandlung der Zellen
die Expression aller drei vRAPs die Prasentation viraler pMHC-Komplexe effektiv inhibierte
und dementsprechend nur wenige CD8 T-Zellen zur IFN-y-Sezernierung aktiviert wurden. Die
Deletion von m04 oder m06 hatte im H-2°-Haplotyp keinen, im H-29-Haplotyp im Falle von m06
nur einen sehr geringen Einfluss auf die Prasentation, wohingegen m152 als effizientester
Inhibitor der Peptidprasentation wirkte. In den Zellen beider Haplotypen bewirkte die
Vorbehandlung der Zellen mit IFN-y eine Aufhebung der vRAP-Wirkung auf die virale
Gesamtantigenprasentation und erweitert den von Hengel et al. (1994) bereits fir das IE1-
Peptid beschriebenen Effekt von IFN-y auf dessen Prasentation.

Zusatzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es nach WT-Infektion mit IFN-y-
Vorbehandlung und AvRAP-Infektion ohne Vorbehandlung zwar keinen Unterschied in der
Anzahl aktivierter IE1-spezifischer CTL gibt, aber der Aktivierungsgrad der Zellen, der im
ELISpot Assay anhand der Grof3e der Spots beurteilt werden kann, von der Expression der
VRAPs abhangig ist. So wurden in beiden Fallen ausreichend pMHC-I-Komplexe an die
Oberflache transportiert, um gleich viele CD8 T-Zellen zu aktivieren, jedoch waren nach
Infektion mit der Deletionsmutante wesentlich gré3ere Spots nachzuweisen als nach Infektion
mit dem WT. Dies zeigt, dass durch das Fehlen der vRAPs eine gré3ere Anzahl an pMHC-I-
Komplexen an der Zelloberflache der infizierten Zellen présentiert wird.

In Folge der mCMV-Infektion greifen die VRAPs in den Peptidtransport ein und verhindern die
Prasentation der pMHC-I-Komplexe. Durch die Vorbehandlung der Zellen mit IFN-y wird aber
die Wirkung der vRAPs stark reduziert, so dass nicht mehr so viele pMHC-I-Komplexe
zuriickgehalten werden kénnen. Erklarbar wird dies durch die Wirkung von IFN-y: Es fihrt zu
einer verstarkten Synthese von MHC-Klasse-I-Molekiilen, zur Bildung des Immunoproteasoms
sowie zu einer verstarkten Expression des TAP (Epperson et al., 1992; Geginat et al., 1997).
Die Menge an vVRAPs wird dadurch jedoch nicht beeinflusst (eigene nicht-publizierte Daten).
Wenn die Anzahl der pMHC-I-Komplexe kleiner oder gleich (ohne Vorbehandlung) der Anzahl

an VRAP Molekiilen ist, scheint es rein stochiometrisch gesehen nachvollziehbar, dass die
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VRAPs die Prasentation dieser Komplexe effizient inhibieren kénnen. Wird jedoch die Anzahl
an pMHC-I-Komplexen erhoht (mit Vorbehandlung), reicht die Menge an vVRAPs nicht mehr
aus, um alle Komplexe zuriickzuhalten und die Peptidprasentation wird in Folge dessen
erhoht. Dies bedeutet, dass unter Einfluss von IFN-y offensichtlich mehr pMHC-I-Komplexe
gebildet werden, als durch die konzertierte Aktion der vVRAPs in der Zelle retendiert (durch
m152) oder abgebaut (durch m06) werden kdénnen.

IEN-y erhoht die Peptid-Prozessierungsrate

Dass in vivo in Anwesenheit der vVRAPs die Antigenprasentation auf infizierten Zellen und die
antivirale Funktion der CD8 T-Zellen mit der effizienten Prozessierung und der damit
verbundenen hohen Zahl an pMHC-I-Komplexen auf Einzelzellbasis korrelieren (Holtappels et
al., 2002a; 2009), zeigen die unterschiedlichen Prozessierungsraten von zwei vom viralen
Protein M45 stammenden Peptiden: Wahrend das MHC-I-D? restringierte virale Peptid
(M45DY) effektiv prozessiert wird (ca. 5800 Peptide/Zelle) und transferierte M45D¢-spezifische
CTL Schutz gegen die mCMV-WT-Infektion vermitteln, wird das MHC-I-DP restringierte Peptid
(M45DP) sehr schlecht prozessiert (ca. 11 Peptide/Zelle) und selbst hoch-avide M45DP-
spezifische CTL kdnnen nicht schitzen (Holtappels et al., 2004). Interessanterweise konnten
die M45DP-spezifischen CTL nach Infektion mit A152 wieder Schutz gegen die Infektion
vermitteln (Holtappels et al., 2004). Fehlt der starkste negative Regulator der
Antigenprasentation, m152, flhrt also auch eine sehr niedrige Prozessierungsrate zur Peptid-
Prasentation und zur Erkennung der Zielzellen durch CD8 T-Zellen.

Da die durch Proteinspaltung im Proteasom generierten Peptide degradiert werden, sofern sie
nicht durch die Beladung auf naszierende MHC-Klasse-I-Molekiile vor dem Abbau geschitzt
werden, entspricht die Menge an Peptidmolekiilen, die man aus infizierten Zellen isolieren
kann, der Anzahl an pMHC-I-Komplexen, die zum Zeitpunkt der Extraktion vorhanden sind
(Falk et al., 1990; del Val et al., 1992). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
durch IFN-y die Prozessierungsrate des M45DP-Peptids erhoht werden kann. Wurden ohne
IFN-y nur ca. 8 Peptid-Molekule/Zelle prozessiert, fihrte die Vorbehandlung der Zellen zu ca.
1200 Peptid-Molektlen/Zelle. Interessanterweise fuhrt die IFN-y-Vorbehandlung in vitro zu
einer 25fach starkeren Prozessierung des IE1-Peptids (Hengel et al., 1994), nicht aber zu einer
Verstarkung der Prozessierung des M45D¢Peptids (Holtappels, unpublizierte Daten). Dies ist
wohl auf die ohnehin schon hohe Prozessierungsrate des M45D¢-Peptids zurtickzufiihren. Ein
anderer Aspekt ware, dass nicht mehr Peptide prozessiert werden konnen als

Ausgangsprotein zur Verflgung steht.

Konstitutiv exprimiertes IFN-y fiihrt zum Schutz durch M45DP-spezifische CTL
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Bereits 1994 konnten Hengel und Kollegen zeigen, dass die Depletion von IFN-y in bestrahlten
BALB/c-Mausen nach Infektion mit mCMV-WT.Smith und AT von mCMV-geprimten CD8 T-
Zellen ebenso wie die Depletion der CD8 T-Zellen zu einem Titeranstieg in Lunge und
Nebenniere fuhrt. Vice versa wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung einer konstitutiven
IFN-y-Expression auf die Kontrolle der Infektion nach adoptivem Transfer von M45DP-
spezifischen CTL untersucht. In Einklang mit den vorherigen Ergebnissen konnte gezeigt
werden, dass in transgenen Tieren, in denen IFN-y konstitutiv von Hepatozyten exprimiert
wird, die M45DP-spezifischen CTL in der Lage sind, die Infektion zu kontrollieren. Dass sich
ohne AT keine Unterschiede zwischen transgenen und nicht-transgenen Tieren in den
Organtitern zeigten, unterstitzt die bisherigen Befunde, dass IFN-y alleine nur eine geringe
antivirale Wirkung auf die mCMV-Replikation in vitro und in vivo hat (Lucin et al., 1992; 1994;
Hengel et al., 1994), obwohl es eine wichtige Rolle bei der Modulation der Immunantwort auf
die Infektion spielt (Hengel et al., 1994; Beutler et al., 2005). Die schwache Wirkung von IFN-
y in vivo Uberrascht, da gezeigt werden konnte, dass die IFN-y-Vorbehandlung in NIH3T3-
Fibroblasten durch Blockade der MIEP-Aktivitat einen antiviralen Effekt induziert (Gribaudo et
al., 1993; Lucin et al., 1994). Auch in MEF (Zimmermann et al., 2005) und BMDM (Presti et
al., 2001) konnte eine antivirale Wirkung nachgewiesen werden. In BMDM flhrte die IFN-y-
Vorbehandlung wahrend der ersten drei Stunden p.i. zu reduzierten Mengen an IE1-mRNA
und IE1-Protein. Im Gegensatz dazu zeigte die Vorbehandlung in MEF keine Wirkung auf die
MRNA- oder Proteinexpression von IE1, verringerte jedoch die mRNA Expression von Late
Genen (Presti et al., 2001). In retinalen Pigmentepithelzellen konnte gezeigt werden, dass die
HCMV-Infektion den durch IFN-y induzierten iNOS-Signalweg blockiert, die Replikation jedoch
durch den IFN-induzierten IDO-Signalweg inhibiert wird (Bodaghi et al., 1999).

Es ist schon lange bekannt, dass die prophylaktische Gabe von IFN-y die Mortalitdt mCMV-
infizierter immunkompetenter Tiere reduziert (Fennie et al., 1988). In der hier vorliegenden
Arbeit wurde durch die konstitutive Expression von IFN-y die prophylaktische Gabe
nachgestellt, die erwahnte Wirkung zeigt sich allerdings nicht. Es ist jedoch zu beachten, dass
die Tiere in der vorliegenden Arbeit durch y-Bestrahlung immunsupprimiert waren, die
Funktion der zellularen Immunantwort also ausgeschlossen war. Durch die prophylaktische
Behandlung werden schon im Vorfeld der Infektion phagozytotische Zellen aktiviert und NK-
Zellen stimuliert. Dies konnte von Vorteil sein, da die Immunantwort nach Infektion schneller
und effektiver reagieren kann. Unterstitzt wird diese Hypothese durch das Ergebnis, dass die
Gabe von IFN-y nach Infektion keinen schitzenden Effekt mehr zeigt (Fennie et al., 1988). Die
tagliche Gabe von IFN-y vom Tag der Infektion an bis Tag 5 p.i. flhrte in immunkompetenten
Tieren nicht zu einem messbaren Effekt auf die Virusreplikation, die Peptidprozessierung und

das Peptid:pfu-Verhaltnis (Geginat et al., 1997). Dies kann wahrscheinlich auf die hohen IFN-y
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Level nach Infektion zuriickzufiihren sein, deren Aktivitat durch weitere Supplementierung

nicht weiter gesteigert werden kann.

Die dargestellten Ergebnisse bestatigen die schon bekannte Verstdrkung der Antigen-
Prozessierung und der Antigenprasentation (Hengel et al., 1994; Geginat et al., 1997) nach
Vorbehandlung der Zielzellen mit IFN-y. Des Weiteren unterstitzen sie die Hypothese, dass
eine Vorbehandlung der Zielzellen mit IFN-y die Bildung einer so grof3en Anzahl an pMHC-I-
Komplexen begunstigt, dass einige Komplexe trotz der inhibierenden Wirkung der vRAPs die
Zelloberflache Uber den konstitutiven Transport erreichen kénnen. Obwohl sowohl nach
AVRAP-Infektion (ohne Vorbehandlung) als auch nach IFN-y-Vorbehandlung vor WT-Infektion
vergleichbare CD8 T-Zell-Frequenzen im ELISpot Assay messbar waren, blieben die vVRAPs
in den IFN-y-vorbehandelten Zellen wirksam und verringerten die Anzahl an pMHC-I-
Komplexen, die an die Zelloberflache gelangten. Dies wiederum fuhrt zu einer reduzierten
Stimulierung der CD8 T-Zellen und damit einhergehend zu einer verminderten IFN-y-

Sezernierung.

Hengel et al. (1994) konnten zeigen, dass fir die Initialisierung der IE1-Peptid-Prasentation
eine IFN-y Sezernierung notwendig ist und vermuteten, dass die CD8 T-Zellen selbst als IFN-
y-Quelle dienen und die Zielzellen parakrin vorkonditioniert werden. Im spateren Verlauf der
Infektion scheint dies durchaus eine mdgliche Erklarung zu sein, zu Beginn der Infektion
jedoch wirden die VRAPs die Aktivierung der CD8 T-Zellen und somit deren IFN-y-Produktion
verhindern.

Zusatzlich besitzt mCMV die Fahigkeit ber M27 STAT2 herabzuregulieren und damit das
IFN-y-Signaling zu inhibieren (Zimmermann et al., 2005). Ahnliches wurde fiir das E7-
Onkogen von HPV-16 gezeigt; es verringert die IFN-y vermittelte Phosphorylierung von STAT1
und blockiert so die IRF1- und TAP-Expression in Keratinozyten. Des Weiteren wird die MHC-
Klasse-l-Antigenprasentation reduziert und die IFN-y-vermittelte Verstarkung der MHC-
Klasse-I-Antigenprozessierung sowie der T-Zell induzierten Lyse der Zielzellen inhibiert (Zhou
et al., 2011; 2013).

Derzeit wird IFN-y bei chronischer Granulomatose (Bemiller et al., 1995), Nierenkarzinom
(Schmidinger et al.,, 2001) und Infektionen mit Papillomaviren (Rockley & Tyring, 1995)
therapeutisch eingesetzt. Nebenwirkungen sind Erytheme (Anderson et al., 1999), Fieber,
Diarrhoe und Grippe-ahnliche Symptome (Bemiller et al., 1995).

5.3 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der N-Glykosylierung des mCMV Immunevasins

m152 mit Hilfe einer generierten Virusrekombinante, in der alle drei potentiellen N-
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Glykosylierungsstellen durch AS-Austausche ausgeschaltet wurden, untersucht. In den von
Wang und Kollegen (2012) publizierten Daten der Kristallstruktur des m152/RAE-1-Komplexes
wurden Asn61 und Asn208 als N-glykosyliert beschrieben. Da sich diese Positionen nicht in
unmittelbarer Nahe zur Interaktionsstelle der beiden Proteine befinden, wurden sie fur diese
als nicht essentiell erachtet. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nun auch experimentell
bestatigt werden. Das Fehlen der N-Glykosylierung des m152 in der generierten
Rekombinante m152A3Glyc zeigte keinen Einfluss auf die Inhibition der RAE-1-
Oberflachenexpresison und ist daher auch nicht von Bedeutung fur die NK-Zell-vermittelte
Immunevasion. Ebenso zeigte das Fehlen der N-Glykosylierung keinen Effekt auf die
Interaktion von m152 mit klassischen MHC-Klasse-I-Molekillen oder die Présentation viraler
Peptide.

Mit den hier vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der hdher
glykosylierten Isoform gp48 keine funktionellen Folgen fir die Immunevasion hat. Daher kann
die eingeschrankte Immunevasion der mCMV-Rekombinante Am06Y nicht durch eine
veranderte N-Glykosylierung des m152-Proteins erklart werden. Da die an Asn61 und Asn208
glykosylierte Isoform gp40 Endo H resistent ist, muss sie das ER und auch den Golgi-Apparat
durchlaufen haben, wahrend die pMHC-I-Komplexe bereits im ERGIC retendiert werden. Fir
einen retrograden Transport des m152 gibt es aktuell keinen Anhaltspunkt. Da auf3erdem die
N-Glykosylierung keine Rolle fur die Funktion des Proteins spielt, scheint es wahrscheinlich,
dass das p36 des VRAP ml152 das Molekil darstellt, welches fir die Immunevasion

verantwortlich ist.

Der Grund fur die verminderte Expression des m152-Proteins der Rekombinanten Am06Y ist
bisher ungeklart. In den von uns neu generierten Am06 Rekombinanten (Fink et al., 2012)
wurde kein Effekt auf die m152-Proteinexpression nachgewiesen. Da die beiden Viren AmO06-!
und AmO06-? unabhangig voneinander generiert wurden, ist eher davon auszugehen, dass
diese die authentische Situation widerspiegeln. Die Konsequenz daraus ist, dass alle bisher
veroffentlichten Daten zu AmO06%Y neu interpretiert werden mussen. Die in dieser Arbeit
erhaltenen Erkenntnisse unterstreichen die Unerlasslichkeit einer eingehenden Uberpriifung
neu generierter Virusrekombinanten. Um auszuschliel3en, dass der beobachtete Phénotyp
andere Ursachen als die gesetzten Mutationen/Deletionen/Insertionen hat, ist die Generierung

von Revertanten zur Verifizierung des Phanotyps unabdingbar.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Einfluss von IFN-y auf die Modulation der CMV-
Antigenprasentation infizierter Zellen durch vVRAPs in vitro und in vivo untersucht. Hierfur
wurde ein Set an Immunevasions-Deletionsmutanten, welche Deletionen einzelner oder
mehrerer Immunevasine in allen Kombinationen tragen, verwendet (Wagner et al., 2002; Fink

et al., 2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass IFN-y sowohl die Erkennung infizierter Zellen
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durch mCMV geprimte polyklonale ex vivo isolierte CD8 T-Zellen, als auch durch Zellen einer
IE1 Epitop-spezifischen CTL Linie verbessern kann. Des Weiteren konnte am Beispiel des
M45DP-Peptids gezeigt werden, dass IFN-y die Effizienz der Antigenprozessierung verbessert,
so dass vorher nicht-schiitzende M45D"-spezifische CTL einen Schutz gegen die mCMV-
Infektion vermitteln kénnen.

Die Notwendigkeit der Gabe von IFN-y vor der Infektion weist auf eine gewisse Verzdgerung
der schitzenden Wirkung der CD8 T-Zellen hin. Inhibieren die VRAPs in der ersten
Infektionsrunde noch effektiv die Prasentation viraler antigener Peptide, so dass die CD8 T-
Zellen infizierte Zellen nicht erkennen kdnnen, limitiert IFN-y die immunevasive Funktion der
VRAPSs, so dass in nachfolgenden Infektionsrunden die infizierten Zellen erkannt und lysiert
werden. Die eher eingeschrankte Schutzwirkung der transferierten CD8 T-Zellen legt
auBerdem die Vermutung nahe, dass das von den CD8 T-Zellen sezernierte IFN-y fur die
Limitierung der vVRAP-Wirkung nicht ausreicht. Dies wirde bedeuten, dass es weitere IFN-y
sezernierende Zellen geben muss, welche die Zielzellen der Infektion vorkonditionieren, so
dass die transferierten CD8-T Zellen ihre schiitzende Wirkung ab der zweiten Infektionsrunde
ausliiben kdnnen (siehe Abb. 5.2).

1. Infektionsrunde 1. Infektionsrunde

IFN-y Produzent IFN-y Produzent
Epitop-spezifische
CD8 T-Zelle

o 22 IFN-y

IFN-y %2,
Ly o
Schwache Retention Schwache Retention

durch VRAPs

Virusdissemination WT Virusdissemination

2. Infektionsrunde 1. Infektionsrunde 2. Infektionsrunde

Abb. 5.2 Modell zur Rolle von IFN-y bei der Eindammung der Virusausbreitung.

Wahrend der ersten Infektionsrunde verhindern die VRAPs die Erkennung der infizierten Zelle durch Epitop-
spezifische CD8 T-Zellen und beglnstigen somit die Virusausbreitung. IFN-y sezernierende Zellen der ersten
Infektionsrunde reduzieren die immunevasive Funktion der VRAPSs, so dass einige pMHC-Klasse-I-Komplexe an
die Zelloberflache gelangen und von CD8 T-Zellen erkannt werden, welche daraufhin ebenfalls IFN-y sezernieren.
Durch die positive Feed-Back-Regulation wird die Funktion der vRAPs limitiert, was zu einem Schutz gegen die
CMV-Infektion fuhrt. Verandert nach Fink et al., 2012.

Eine sofortige Schutzwirkung der transferierten CD8 T-Zellen schon in der ersten

Infektionsrunde bendtigt dagegen die vorherige Gabe von IFN-y. Dies konnte in der hier
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vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines Immuntherapie-Modells mit transgenen Mausen, die IFN-y
konstitutiv GUberexprimieren, gezeigt werden.

Fur Empfanger solider Organtransplantate oder hamatopoietischer Stammzellen gehen diese
Eingriffe meist mit der Gabe immunsupprimierender Mal3nahmen einher. Bis zur
Wiederherstellung des Immunsystems sind die Patienten stark immunsupprimiert und daher
empfanglich fur die CMV-Erkrankung. Deshalb sind wirksame, antivirale Therapien bis zur
Rekonstitution der eigenen Immunantwort von essentieller Bedeutung.

Die hier prasentierten Daten lassen die Hypothese zu, dass eine der hadmatopoietischen
Zelltransplantation vorangehende IFN-y-Kurzzeittherapie die Wirkung einer praemptiven CD8
T-Zell-Therapie der CMV-Infektion und -Erkrankung verstarken kénnte, so dass dann schon
eine geringe Anzahl an transferierten CD8 T-Zellen ausreichen kénnte, um den Schutz gegen

HCMV zu gewabhrleisten.
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